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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci vinnych kvasinek metodou PCR-RFLP.

Identifikace a charakteristika kvasinek prode¢lala v poslednich letech vyrazné zmény. Byly
zavedeny nové metody taxonomického zarazovani zalozené na molekularnich metodach,
které smetuji ke snadné a rychlé identifikaci. Jednou z téchto metod je metoda PCR-RFLP.
Amplifikaci oblasti 5-8S-ITS rDNA polymerazovou fetézovou reakci za pouziti primert ITS1
a ITS4 dojde k amplifikaci specifického iseku DNA. Takto namnozend DNA je po piecisténi
ethanolem a vysuSeni podrobena restrikéni analyze. Pouzitim restrik¢nich endonukleaz dojde
k naStipani DNA na specifické useky charakteristické pro dany druh. Nastipané fragmenty lze
oddélit v elektrickém poli v agar6zovém gelu a nasledné vyhodnotit.

V praci bylo pouzito 63 typovych kvasinek, které byly analyzovany pouzitim sedmi
restrikénich endonukleaz — Haelll, Hhal, Hinfl, Hpall, Taq®1, Alul a Msel. Vysledny obraz
Stépeni typovych kvasinek byl srovnan svysledkem Stépeni identifikovanych vinnych
kvasinek atyto kvasinky byly nasledné¢ taxonomicky zafazeny. Posouzeni genetické
podobnosti bylo provedeno pomoci programu BioNumerics a vysledkem jsou dendrogramy,
k jejichz vytvoteni byly vyuzity Jaccardovy koeficienty.

ABSTRACT

This thesis deals with identification of the wine yeasts by applying the PCR-RFLP
method.

The identification and characteristic of the yeasts has gone through substantial changes
in recent years. There have been introduced new methods of taxonomic classifying based
on the molecular methods, which are oriented to easy and fast identification. One of these
methods is the PCR-RFLP method. The amplification of the 5:-8S-ITS rDNA sequence by the
polymerase chain reaction with use of the primers ITS1 and ITS4 leads to the amplification of
the specific sequence of DNA. Such multiplied DNA is after repurifying by the ethanol and
drying submitted to the restriction analysis. With use of the restriction endonuklases DNA is
chopped into the specific segments typical for the particular genus. The chopped fragments
can be separated in the electric field in the agarose gel and subsequently evaluated.

In this thesis together 63 type yeasts were used. These yeasts were analysed by applying
of the seven restriction endonuklases — Haelll, Hhal, Hinfl, Hpall, Taq”1, Alul a Msel.
The final image of type yeasts splitting was compared to the results of splitting of already
identified wine yeasts and these yeasts were subsequently taxonomically classified.
Evaluation of genetic similarity was conducted by program BioNumerics and as the results
the dendrograms that were created with use of Jaccard‘s coefficients are obtained.

KLICOVA SLOVA
Kvasinky, identifikace, PCR-RFLP, geneticka podobnost, dendrogramy.
KEY WORDS

Yeasts, identification, PCR-RFLP, genetic similarity, dendrograms.
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1 UVOD

Kvasinky predstavuji jednou z nejdulezitéjSich skupin mikroorganismia. Jejich Siroké
vyuziti je znamo v celé tfadé oblasti véd, mediciny atechnologii. Nekteré druhy jsou
vyuzivany jako biologické modelové systémy pro studium obecnych regulaci metabolismu
eukaryotickych bunék, jiné, diky jejich schopnosti zkvaSovat cukry na ethanol a oxid uhlicity,
jsou po staleti vyuzivany zejména k produkci fermentovanych potravin a alkoholickych
napoju. Jednim z téchto produktt je vino. Pfijeho pfipravé hraji hlavni roli kvasinky rodu
Saccharomyces. Procesu spontanniho kvaseni se vSak neucastni pouze tento rod kvasinek,
ale i mnoho jinych druht, jako je napt. rod Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula aj. Vinné
kvasinky pozitivné prispivaji k chuti a vini vina tvorbou vyssich alkoholt a esterti, ¢imz silné
ovliviiuji senzorické vlastnosti vysledného produktu a tvoti tzv. buket vina [1, 2, 3].

Identifikace, spravné pojmenovani a zafazeni kvasinek je vyznamné v mnohych oblastech
veédy, at uz se jedna ozemeédélstvi, medicinu, biologické védy, potravinaisky prumysl
nebo biotechnologii. Schopnost rozliSeni mezi divokymi auslechtilymi kvasinkami je
pfinosné v kvasném primyslu, pfi produkci alkoholickych napoji. Béhem fermentace mohou
totiz divoké kvasinky zpusobit nezadouci chut a vini vysledného produktu. Kazeni potravin
zpusobené témito mikroorganismy muaze vést k obrovskym ekonomickym ztratam
pii produkci, zpracovani a skladovani produktd uréenych k lidské spotiebé. Proto je tfeba
v prumyslu aplikovat rychlé, jednoduché a spolehlivé metody detekce mikroorganismu
zpusobujicich znehodnoceni potravin a zajistit tak rychlou identifikaci mozné kontaminace [2,
4, 5].

Kvasinky jsou casto klasifikovany nazakladé morfologickych, fyziologickych
a biochemickych vlastnosti. Tato tradi¢ni metodologie zahrnuje cca 60 — 90 testll, proces
je slozity a Casové naroc¢ny. Navic v nékterych pfipadech mohou testy poskytnout nejisté
a chybné vysledky. V posledni dobé€ byl vyzkum zaméten na zlepSeni a zjednoduseni metod
identifikace primyslove vyuzivanych mikroorganismu [6].

Doslo krozvoji novych molekularnich technik zalozenych na podobnosti a odlisnosti
DNA, RNA nebo proteind. Jedna se zejména o DNA-DNA hybridizaci, PCR, nested-PCR
ajiné modifikace polymerazové rtetézové reakce, RAPD, RFLP chromosomalni
a mitochondrialni DNA, sekvenovani aj. [6].

Metoda PCR-RFLP byla popsana jako hodnotny nastroj identifikace ur€itych druht
kvasinek s potencidlnim praktickym vyuzitim pfi monitoringu mikrobialniho zastoupeni
v prubéhu kvasnych procest. Rychlé informace o slozeni kvasinkové mikroflory, piitomné
béhem produkce vina, mohou pomoci kontrolovat fermentacni proces a zajistit tak dobrou
kvalitu vina [7, 8].
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky fadime mezi jednobunécné heterotrofni organismy. Tyto eukaryotni
mikroorganismy, nalezici mezi houby (Fungi), se rozmnozuji zejména vegetativné — pucenim
nebo délenim, nékteré se mnozi 1 pohlavné a to tvorbou tzv. viecek. Hojné se vyskytuji
v ptirodnim prostredi, ¢asto na cukernych substratech, které maji tendenci zkvaSovat [4].

Kvasinky lze pokladat zajednu z nejdilezitésich skupin mikroorganismu. Diky jejich
schopnosti zkvasovat cukry jsou po staleti pramyslové vyuzivanymi mikroorganismy
pfi vyrobé fermentovanych potravin a alkoholickych napoji. V posledni dobé€, vzhledem
k rozvoji kvasného prumyslu, nachazime jejich stale vétsi uplatnéni v biotechnologiich,
kde jsou pouzivany zejména k produkci sekundarnich metabolitd (antibiotika, vitaminy
a enzymy). Pusobeni kvasinek vSak nema pouze pozitivni stranku. Nepfizniveé ovliviiuji
kvalitu potravin a napoju tim, Ze je kazi a rozkladaji [6, 9].

Velka vétsina kvasinek se fadi mezi tzv. bilé kvasinky nebot’ tvofi na kultivacnich pidach
bile zbarvené kolonie. Nevyskytuji se vSak pouze bile zbarvené kolonie, alei Cervené
(rizové) a Gerné. Cervené zbarvené kolonie tvoii kvasinky rodu Rhodotorula, mezi tmavé az
cern¢ zbarvené kolonie kvasinek fadime rod Aureobasidium. Zajimavosti tohoto rodu je,
ze kolonie jsou zpocatku bilé a az postupem casu ¢ernaji [10].

Taxonomické zarazeni kvasinek: [11]

NadfiSe: Fucaryota

Rise: Fungi

Oddéleni: Fumycota

Ttida: Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes

Obr. 1: Mikroskopicky obraz (ESM) kvasinky Saccharomyces cerevisiae [12]
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2.1.1 Morfologie

Buriky kvasinek vykazuji velkou rozmanitost ve vztahu k velikosti bunek, jejich tvaru
a barvé. I pfes vyvoj novych molekularné biologickych metod je morfologie stale vyuzivana
pfi klasifikaci a taxonomickém zafazovani té€chto mikroorganismu. Sleduje se zejména typ
puceni, déleni, velikost a tvar buiky, ktery Gzce souvisi s vegetativnim rozmnozovanim
a je do znacné miry ovlivnén stafim burky a kultivaénimi podminkami [3].

Zakladnim tvarem je rotaCni elipsoid aodné seodvozuji tvary dalsi — ovalny,
charakteristicky zejména pro kvasinky rodu Saccharomyces (zobrazeny na obr. 1), kulovity,
typicky pro Rhodotoruly, citronovity tvar maji napiiklad bunky rodu Kloeckera, valcovité
jsou Schizosaccharomycety. Nemusi se vSak vyskytovat pouze tyto sférické tvary, ale existuji
1 podlouhlé az vlaknité formy. Tvary bunék jsou zobrazeny na obrazku 2. Velikost bunék,
ktera je dana rodovou pfislusnosti a podminkami kultivace, se pohybuje v rozmezi od 3 —
15 um [2, 3, 13, 14].

cogadd g

Obr. 2: Tvary bunék kvasinek
a — kulaty, b — ovdlny neboli elipsoidni; c — citronovity; d — ogivdlni; e — lahvovity, f— podlouhly,
g — Vidknity [15]

2.1.2 Cytologie

Cytologie, jinym slovem bunécna biologie, je véda zabyvajici se bunécnou strukturou
a morfologii strukturnich slozek buiky. Obecné, bunécna charakteristika kvasinek zahrnuje
makromolekularni slozky (proteiny, glykoproteiny, polysacharidy, lipidy, nukleové kyseliny)
a morfologickou odlisnost. Kvasinkova butika po mnoho let fascinovala cytology zejména
diky tomu, ze se jedna o jednobunécny organismus vykazujici ultrastrukturalni znaky vyssich
eukaryotickych bun¢k. Bunécné organely a makromolekularni struktury hraji klicovou roli
v biotechnologii [4].

Kvasinkovou butiku tvoii nasledujici struktury: bunécnd sténa, periplasma, plazmaticka
membrana, cytosol, jadro, mitochondrie, Gogiho aparat, vakuoly, peroxisomy [12].

Na povrchu buné€k se nachazi tzv. bunécné obaly, které chrani buriku, ohranicuji jeji vnitini
strukturu a hraji dulezitou roli pfi vymeéné latek a udrzovani osmotické rovnovahy. Jedna
se o plazmatickou membranu, periplasmaticky prostor a bunéfnou sténu. Bunéfna sténa
chrani buriku pfed mechanickymi vlivy a osmotickym Sokem. Hlavni slozkou stény
jsou polysacharidy tvorici hustou splet vyplnénou bilkovinami, malym mnozstvim lipidu
a fosfolipidii. Pod buné¢nou sténou se nachazi tenka vrstva, slozena zlipidi a proteind,
nazyvana cytoplazmatickh membrana. Zde jsou umistény transportni mechanismy
zodpovédné za prenos latek do burky a z ni. Membrana je volné propustna pouze pro malé
molekuly bez naboje. Vnitfni prostor bunék je vyplnén prihlednou, homogenni hmotou
nazyvanou cytoplazma. V cytoplazmé potom muzeme nalézt systém dvojitych membran
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neboli endoplazmatické retikulum, ribozémy slouzici k syntéze bilkovin, dale mitochondrie
sidlo dychacich enzymu a systému oxidacni fosforylace, vakuoly, Golgiho aparat, cytoskelet
neboli sit’ proteinovych vlaken umoziujicich pohyb organel uvnitt buiiky a jadro, které hraje
dulezitou roli pfi rozmnozovani [4, 13].

2.1.3 Rust a rozmnozovani

Cinnost kvasinek, funkce a struktura butiky i jejich rozmnoZovani zavisi na mnoha
faktorech, at’ uz jde o mnozstvi a dostupnost substrati nezbytnych pro syntézu slozek buriky
azisk energie, tak 1 na fyzikalnich, chemickych a biologickych podminkach. Jedna
se zejména o teplotu, pH, ay,, oxido-reduk¢ni potencial, povrchové napéti, vliv zafeni, vyskyt
prechodnych kovi v prostiedi nebo mnozstvi ethanolu [3].

2.1.3.1 Vegetativni rozmnoZovani

Vegetativné neboli asexualné se kvasinky reprodukuji pucenim, délenim nebo tvorbou
konidii na kratkych stélkach nazyvanych sterigmata. Tvorba pupenu je vychozi
pti identifikaci jednotlivych druhti kvasinek pomoci morfologickych metod [2].

Dulezitym predpokladem reprodukce je zajisténi spravného zdvojeni genetického
materialu a dostupnost substrati, neboli latek potfebnych k syntéze bunééné hmoty.
Dosahnou-li buriky kritické velikosti a jsou-li stimulovany exogennimi nebo endogennimi
signaly béhem interfaze, je zahjeno mitotické deleni. Cely bunécny cyklus je kontrolovan
a regulovan vice nez stovkou genu, které jsou vétSinou oznacovany jako CDC geny [12, 13].

Nejbéznéjsim zpusobem vegetativniho rozmnozovani je puceni. PuCeni je zahajeno
dosahnutim kritické velikosti matetské buiky a pocatkem syntézy DNA. Za zminku stoji dva
typy puceni — akropetalni neboli bipolarni, typické pro apikulatni kvasinky a multilateralni,
vyskytujici se u kvasinek rodu Saccharomyces. Rozdil mezi jednotlivymi typy souvisi
s tvorbou pupenu. Pfi multilateralnim puceni oddélenim dcefiné buriky zistava na matetské
buiice jizva a v misté této jizvy sejiz dalsi pupen netvori, kdezto pii bipolarnim puceni
se v misté jizvy muze vytvorit novy pupen [2, 4, 14].

DalsSim typem vegetativniho rozmnozovani je pficné déleni, které lze charakterizovat
jako zdvojeni buriky, pficemz zjedné buriky vznikaji dvé stejné velké buriky — matetska
a dcefinna, které se nasledn€, po vytvoreni déliciho septa, od sebe oddeli. Tento zpusob
rozmnozovani je charakteristicky pro rod Schizosaccharomyces [2, 14].

2.1.3.2 Pohlavni rozmnoZovani

Vedle vegetativni reprodukce se u vétsiny kvasinek vyskytuje 1 pohlavni rozmnozovani.
Béhem pohlavniho rozmnozovani dochézi ke konjugaci dvou haploidnich bunék a ke spajeni
jader za vzniku diploidniho jadra, které se nasledné meioticky déli za vzniku Ctyt haploidnich
jader. Takto d€lend jadra jsou zékladem pohlavnich spor — askospor, umisténych v asku
neboli viecku. Haploidni a diploidni faze se v zivotnim cyklu kvasinek sttidaji [13].

15



2.1.4 Metabolismus kvasinek se zamérenim na alkoholové kvaseni vina

Pod pojmem metabolismus rozumime biochemické procesy asimilace a disimilace zivin
buiikou — anabolismus a katabolismus. Anabolické procesy jsou redukcni procesy vedouci
k produkci nového bunécného materialu, kdezto katabolické procesy maji oxidacni charakter.
Béhem téchto procesti dochazi k rozkladu latek slozitych na latky jednodussi a k uvolnéni
energie [12].

Pramyslové nejvyuzivan€js§i metabolickou drahou kvasinek je alkoholové kvaseni.
Vychozim substratem pii fermentaci jsou sacharidy, které jsou glykolyticky (tzv. Embden-
Meyerhofova draha) pfeménény na pyruvat. Béhem procesu dochazi k prenosu elektronu
na NAD" zavzniku redukované formy NADH. Pyruvat je nasledné zaudasti enzymu
pyruvatdekarboxylazy dekarboxylovan na acetaldehyd, ktery je katalytickym puasobenim
enzymu alkoholdehydrogenazy redukovan na ethanol. Dochazi k ptfenosu elektroni z NADH
+ H'. V procesu je NADH zpétné reoxidovan na NAD". Produkce ethanolu je znazornéna
na obrazku 3 [4, 12, 16].

Glukdza

ATP
ADP

Glukiza-6-P

NAD"
NADH +H
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COy = NADH +H*
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Hyluliza-5-P ——> Acetyl P ——> Acetii
CoA
Pi
Acetyl-CoA

NADH+H'
cuac::ﬁl NAD*

Acetaldehvd

NADH +H”
NAD"

Eithanol
Obr. 3: Schématické zndzornéni produkce ethanolu a CO, [17]

Alkoholové kvaSeni neboli fermentace je dynamicky a komplexni proces, ve kterém hra;ji
hlavni roli kvasinky a to predevsim diky své biologické aktivité. Fermentaci lze
charakterizovat né€kolika mechanismy. Jedna se o utilizaci zékladnich slozek vinného mostu,
tvorbu ethanolu a jinych rozpoustédel napomahajicich extrakci aromatickych latek z pevného
podilu hroznu, produkci enzymi, které transformuji neutralni slozky z vina na senzoricky
aktivni slouCeniny, tvorbu stovek senzoricky aktivnich sloucenin a sekundarnich metabolit
a nakonec autolyzou bunek. Z produkovanych sekundarnich metabolitt, které pfispivaji
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ke komplexnosti vina, se jedna o kyseliny, alkoholy, estery, polyoly, aldehydy, ketony a dalsi
slouceniny. Vyssi alkoholy a estery, tvofené behem fermentace, pozitivné piispivaji
ave vysledku siln€ ovliviiuji senzorické vlastnosti vina. NejvyznamnéjSimi finalnimi
produkty metabolismu kvasinek jsou ethanol a oxid uhlicity [18].

Samotny proces fermentace muzeme popsat pomoci tii fazi — lag, exponencidlni
a staciondrni faze. B€hem lag faze musi kvasinky adaptovat sviij metabolismus na pomérné
vysoky pocateéni obsah glukézy/fruktozy (obvykle v poméru 1:1; 75 — 150 g-1™"), na nizké pH
(2,9-3,8) a vysoky obsah SO, (40—100mgml™"). Adaptace je dblezitd pro rast
mikroorganisma a pfeménu sacharidti na ethanol. Dal§imi substraty obsazenymi v mostu jsou
kyselina vinna (2—10g1™"), kyselina jable¢na (1 -8 gl1™), volné aminokyseliny (0,2 —
2,5 g'1™") a malé mnozstvi pentdz, amonnych iontd, vitamind, pekting a proteinti. Utilizace
téchto slozek vede kristu mikroflory a k tvorbé konecnych produkti. V druhé neboli
exponencialni fazi, jak uz nazev napovida, dochazi exponencialné k narustu biomasy, k tvorbé
jedné tretiny ethanolu a malého mnozstvi glycerolu. Stacionarni faze je charakteristicka
tvorbou aromatickych sloucCenin, které ovliviiuji kvalitu a senzoriku finalniho produktu.
V této fazi rovné€z vznika ethanol. Schématické znazornéni produkce ethanolu a dalSich
vedlejSich produktd vznikajicich béhem fermentace je znazornéno na obr. 4. Fermentace
kongi ve chvili, kdy koncentrace zbytkového cukru je 2 —4 g1”'. Proces obvykle trva 7 — 10
dna pfi vyrobé Cervenych vin a 15 — 20 dnti u bilych vin [1, 19, 20, 21].
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Obr. 4: Schématické znazornéni syntézy ethanolu a jinych vedlejsich produktii tvorenych
behem metabolismu kvasinek. KC — Krebsitv cyklus [18]
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2.1.5 Vino a jeho aromaticky profil

Vino je alkoholicky napoj ziskédvany z vinného mostu. Jeho pfiprava je znama vice nez
8000 let a je pokladana za nejstarsi biotechnologicky proces. Z fyzikalné-chemického
hlediska lze vino charakterizovat jako neidealni viceslozkovy roztok obsahujici vodu, ethanol,
glycerol a organické kyseliny. Kromé téchto vyse jmenovanych majoritnich produktt vznikaji
béhem fermentace jesSt€¢ tzv. sekundarni metabolity. Jednd se predevS§im o aromatické
a chutové latky a sloucCeniny fenolu. Tyto latky tvofi senzorickou stranku vina a znacné
ovliviiuji kvalitu finalniho produktu. Metabolismus produkce téchto latek je znazornén
naobr. 5. Kjejich produkci pfispivaji predevSim kvasinky nezafazujici se do rodu
Saccharomyces, které se objevuji v prvnich stadiich spontanniho kvaseni. Slouceniny tvorené
témito mikroorganismy muizeme rozdélit do tfi skupin. Jedna se o majoritni tekavé produkty
fermentace, latky tvofici buket vina a negativni neboli nezddouci aromatické slouCeniny.
Slouceniny ovliviiujici chut’ a vini vznikaji nepfimo z majoritnich produktl v metabolismu
dusikatych sloucenin. Jejich mnozstvi je velmi malé, ale ne zanedbatelné. Ve vétSim mnozstvi
jsou tvoreny organické kyseliny, vyssi alkoholy a estery, v mensi mife vznikaji aldehydy.
Mnohé studie ukazuji, ze kvalita vina je spojena s pfitomnosti esterd. Estery jsou tékavé
slouCeniny s pozitivnim a zadoucim aspektem na buket vina. Vznikaji bud’ reakci vysSich
alkoholl s acetyl-CoA za katalytického pusobeni alkoholacetyltransferazy a dalSich enzymu
nebo reakci sloucenin acetyl-CoA s ethanolem. Jedna se naptiklad o izoamyl-acetat, hexyl-
acetat, ethyl-kaproat atd. Vys$§i alkoholy vznikaji v metabolismu aminokyselin a cukrt.
Katabolismus aminokyselin vede ke vzniku ketokyselin. Aromatické latky mohou taktéz
vznikat puasobenim kvasinek nanearomatické prekurzory obsazené v moStu. Dalsi
slouceninou, ktera nepfispiva k aromatickym vlastnostem, ale pozitivn€ puasobi na kvalitu
vina tim, ze zvySuje senzorickou stranku a fyzikalné-chemickou stabilitu produktu jsou
tzv. mannoproteiny [1, 2, 17, 19].

Béhem fermentace nemusi vznikat pouze latky pozitivné ovliviiyjici kvalitu vina, ale muze
taktéz dochazet k tvorbé nezadoucich slouCenin nepfizniveé ovliviiyjicich chut’ a vini. Mezi
negativni aromatické latky, které jsou schopny kvasinky produkovat, jsou fazeny sirné
slouCeniny — sulfan, sulfidy, thioly (napt. merkaptan), thioestery. Jako priklad mizeme uvést
kvasinku S. cerevisiae, ktera je schopna z vinného mostu asimilovat mnoho sloucenin siry
(napt. aminokyseliny, sirany, glutathion, thiamin, biotin) a produkovat z nich latky nové, opét
sirné povahy. Sirné slouceniny negativné pusobi na aromaticky profil vina nepfijemnym
zapachem po zkazenych vejcich. Jednou =z produkovanych velmi nezadoucich sirnych
slouCenin je sulfan, ktery vznika mikrobialni redukci SO,, siry nebo cysteinu. Dalsi
slouCeninou, kterd negativné ovliviiuyje kvalitu vina je kyselina octova. Nezadouci je jen
pokud se vyskytuje v mnozstvi vét§im neZ 700 mgl™. Vy$si mnozstvi acetatu produkuji
divoké kvasinky Kloeckera ssp. a Hansenula ssp. SlouCeniny fenolu jsou Casto nezadouci
a jsou nositeli neptijemného zapachu [2, 17, 22].
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Obr. 5: Schématické znazornéni metabolismu ldatek tvoricich chut a vimi vina [17]
2.1.6 Vinné kvasinky a jejich prispévek ke kvasnému procesu

Jako mikroorganismy ucastnici se kvasného procesu mohou byt pouzity bud komercni
kmeny nebo se vyuziva mikroflora, ktera je pfitomna na bobulich. Pokud se aplikuji komerc¢ni
kmeny kvasinek, jedna se o fizenou fermentaci, jestlize kvaSeni probiha za ucasti pfirozené
mikroflory, mluvime o fermentaci prirozené neboli spontanni. Na bobulich se vyskytuji nejen
kvasinky, ale i vlaknité houby, bakterie mlééného kvaseni, octové bakterie, casto
1 bakteriofagy a viry. Interakci téchto spoleCenstev se vytvari synergicky efekt a dochazi
k produkci aromatickych slouCenin popsanych v pfedchozi kapitole. VSechny tyto
mikroorganismy tedy znacné pfispivaji a ovliviiuji kvalitu vina. Pocet a rozmanitost kvasinek,
vyskytujicich se na povrchu bobuli hroznu, je ovlivnéna raznymi faktory. Jedna se zejména
o odradu, stuperi zralosti, klimatické a geografické podminky. Koncentrace bunék v Cerstvém
mostu se pohybuje v rozmezi 10* — 10° bungk-ml™" [17, 21, 22, 23].

Procesu spontanniho kvaSeni se ucastni rtzné druhy kvasinek. V pocatcich kvaSeni,
prosvoji nizkou fermentacni aktivitu, se doprocesu zapojuji kvasinky rodu
Hanseniaspora ssp., Candida ssp. a Metschnikowia ssp., Rhodotorula ssp. Druhové se jedna
zejména o kvasinky Kloeckera apiculata, Hanseniaspora valbyensis, Hanseniaspora uvarum,
Candida stellata, Candida colliculosa, Metschnikowia pulcherrima. Mohou se taktéz
vyskytovat kvasinky rodu Pichia a Kluyveromyces. Tyto kvasinky vymiraji po 2 —4 dnech
od zapoCeti fermentace (nékteré prameny uvadi 3 —5dnt). Zanikani je zpusobeno
neschopnosti tolerance ke vzrastajici koncentraci produkovaného ethanolu, ktery je ve velkém
mnozstvi  produkovan kvasinkami  Saccharomyces  cerevisiae. Vinaiské kmeny
Saccharomyces jsou zvlast vyznamné a to predevSim jiz zmifiovanou vysokou produkci
ethanolu. Diky své toleranci k ethanolu se uplatiiuji v pozdnich stadiich fermentace [7, 21,
24].

Finalni produkt pfirozené¢ho neboli spontanniho kvaseni lze tedy definovat jako vysledek
kombinace pusobeni riznych druhi kvasinek a vlastnosti dané odridy vinné révy. Oba
faktory pfispivaji urCitym zpisobem ke vzniku jiz zminovanych aromatickych latek
ovlivilyjicich organoleptické vlastnosti a senzorickou kvalitu vina. Kvasinky tedy diky své
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schopnosti utilizovat sacharidy a produkovat ethanol hraji kli¢ovou roli pifi produkci
vina [20].

2.1.7 Nejvyznamnéjsi kvasinky ucastnici se kvasného procesu

Mezi nejcastéji se vyskytujici mikroorganismy, ucastnici se fermentace, zahrnujeme
kvasinky rodu Saccharomyces ssp., Hanseniaspora ssp., Pichia ssp., Rhodotorula ssp.,
Schizosaccharomyces ssp.,  Kloeckera ssp.,  Kluyveromyces ssp.,  Metschnikowia ssp.
Candida ssp., Cryptococcus ssp. [23].

2.1.7.1 Rod Hanseniaspora

Jedny zkvasinek, vyskytujici se predev§im na bobulich hroznd, jsou kvasinky rodu
Hanseniaspora (anamorfa Kloeckera). Tvar bunék byva kulovity, vejcovity nebo citronovity.
Rozmnozuji se nepohlavné 1 pohlavné. Nepohlavné se reprodukuji bipolarnim pucenim,
pti pohlavnim  rozmnozovani dochdzi ktvorbé askospor. Nejznaméj§im druhem
je Hanseniaspora uvarum. Kvasinka fermentuje jen glukozu, asimiluje glukézu, celobiozu, 2-
keto-D-glukonat a salicin [26, 27].

Kvasinky rodu Hanseniaspora pievladaji v pocateCnim stadiu fermentace a jejich ptsobeni
je spojeno se zménami senzorickych vlastnosti vina. B€hem nékolika prvnich dna fermentace
se vyskytuji ve vysoké koncentraci, ktera se udava v rozmezi 10°— 10" bunék-ml™". Dokonce
v nékterych pripadech muze tato populace pretrvat po celou dobu fermentace v koncentraci
vyssi nez kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Rust téchto apikulatnich kvasinek pfispiva
produkci estertl, glycerolu a acetoinu ke komplexnosti finalniho produktu. B€hem pocate¢ni
faze fermentace produkuje ethyl-acetat. Nicméné€ rist nema pouze pozitivni dopad
na fermentaci, ale maze ji i negativné ovlivnit tvorbou vys$iho mnozstvi kyseliny octové
anezadoucich estert. Navic kvasinky H.uvarum mohou podavat zpravu k produkci
tzv. killerova toxinu, ktery muze ovlivnit kvasinky S. cerevisiae. Rustem téchto kvasinek
v brzkém stadiu fermentace dochazi ke spotiebé zivin (napf. thiaminu) potfebnych pro rast
kvasinek S. cerevisiae. Nasledkem toho dochazi ke zpomalené a vleklé fermentaci [28, 29].

2.1.7.2 Rod Rhodotorula

Ubikvitarni kvasinky rodu Rhodotorula se tadi mezi tzv. Cervené kvasinkovité
mikroorganismy. Jsou vyznamné predev§im tvorbou karotenoidd, coz jsou pigmenty
nerozpustné vevodé a rozpustné v tucich. Buriky jsou malé, mohou byt i protazené.
V kapalném prostiedi vytvaii sediment. Lehce se kultivuji, Casto se mnozi i na pudach
bez dusiku. Produkuji lipazu, ureazu a maji schopnost hromadit v burikach tuk. Nepohlavné
se rozmnozuji puCenim. Ve vinu se muze vyskytovat R. glutinis, R. minuta, R. graminis.
R. glutinis méa schopnost zkvasovat maltozu, laktozu, sacharozu. Kromé téchto sacharidu
asimilyje rafindzu, xylozu, arabinézu [30, 31].

2.1.7.3 Rod Pichia

Z velkého mnozstvi riznych druhti rodu Pichia mizeme jmenovat piedevsim dva druhy,
které se vyskytuji ve viné — Pichia anomala a Pichia membranifaciens. Z dalSich druha
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je to napt. P. fermentans, P. guilliermondiji. Butiky jsou vejcovitého, cylindrického
nebo elipsoidniho tvaru a mohou vytvaret 1 bohaté vétvené pseudomycelium a pravé hyfy.
Rozmnozuji se vegetativné multilateralnim pucenim. Béhem pohlavniho rozmnozovani
se tvori askus, ktery obsahuje 1 —4 spory kloboukovitého tvaru. Kolonie na tuhych médiich
jsou bilé nebo krémové [26].

Buriky maji schopnost utilizovat Siroké spektrum sacharidt a asimilovat dusik. P. anomala
fermentuje glukozu, sacharézu a asimilyje glukézu, sacharozu, maltézu, celobidzu, trehalozu,
rafinézu, rozpustny Skrob, ethanol, glycerol, erythritol, D-mannitol a jiné latky.
P. membranifaciens slabé fermentuje glukozu a asimiluje daleko mensi pocet sloucenin
nez P. anomala. Navic P. anomala je schopna produkovat 0,2 — 4,5 obj. % alkoholu spole¢né
s malym mnozstvim kyseliny octové, ethyl-acetatu a izoamyl-acetatu [26].

Pichia membranifaciens se vyskytuje v pocatcich kvaseni, kdy na povrchu moS$tu vytvari
béloSedou az Sedou kozku, v niz jsou uzavieny vzduchové bubliny. Burky jsou schopny
rozkladat alkohol na CO, a H,O. Vevétsim mnozstvi pusobi negativné na profil vina
a to nepfijemnou chuti a vani [32].

2.1.7.4 Rod Candida

Rod Candida ptedstavuje velmi rozsifenou skupinu vzhledem k poctu kvasinek nalezenych
ve vin€. Tvar bunék muize byt kulovity, elipsoidni, cylindricky nebo protahly. Kvasinky
se deli multilateralnim pucenim a dokazi fermentovat fadu sacharidii. Kvaseni je vSak slabsi
nez urodu Saccharomyces. V zavislosti na druhu mohou asimilovat dusi¢nany. Jednim
druhem, ktery ma tuto vlastnost je Candida utilis. Butiky maji schopnost zkvasovat maltézu,
sacharozu, laktozu. Tvary jsou pravidelné, kratce cylindrické. Candida stellata, dalsi druh
vinné kvasinky, fermentuje a zaroven asimiluje glukdzu, sacharozu a rafindzu. Nékteré druhy
fermentuji jen glukoézu a asimiluji velké mnozstvi sloucenin. Jedna se nejen o latky
sacharidické povahy (napf. glukoza, galaktdza, sachardza, maltoza, D-xyléza, L-sorboza,
celobioza), ale mohou asimilovat i ethanol, glycerol, D-manitol, D-glucitol aj. Jednim z téchto
druhti je Candida pulcherrima [26].

2.1.7.5 Rod Issatchenkia

Druhy vramci tohoto rodu se rozmnozuji multilateralnim pucenim. Pfi pohlavnim
rozmnozovani tvori 1-4 askospory. Veviné muzeme nalézt predev§im jeden druh,
1. orientalis (anamorfa Candida krusei). Buriky tohoto druhu jsou vejcovité. Druh se fadi mezi
tzv. kozkotvorné kvasinky. Utilizuje glukozu a ethanol a ma schopnost asimilovat glukézu,
ethanol, glycerol, laktat, sukcinat [31, 26].

2.1.7.6 Rod Kluyveromyces

Rod Kluyveromyces patii do skupiny jednobunéénych, sedimentujicich a taktéz
zkvasujicich kvasinek. Pivodné se zafazoval do rodu Saccharomyces, ale byla nalezena fada
rozdild v jejich vlastnostech. Narozdil odrodu Saccharomyces maji kvasinky rodu
Kluyveromyces schopnost oxida¢n¢ utilizovat vétsi mnozstvi sacharidi, neprekvasi cukry tak
hluboce, vytvati jen 4 — 4,5 % ethanolu (S. cerevisiae tvori asi 8 — 15 % ethanolu), produku;i
ethyl-acetat a Casto obsahuji hnédocervené barvivo. Buiiky mohou byt nejen elipsoidni
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a ovalné, ale vyskytuji se i protadhlé tvary. Nepohlavné se rozmnozuji pucenim, b&hem
pohlavniho rozmnozovani je tvofen askus, ve kterém jsou dvé a vice spor. Vyznamnym
druhem vyskytujicim se veviné je Kluyveromyces lactis. Kulovité, elipsoidni nebo
cylindrické buiky se rozmnozuji pucenim nebo tvoii 1-—4 kulovité, hladké askospory.
Na povrchu kapalin vytvari tenkou blanu [2, 30].

2.1.7.7 Rod Metschnikowia

Jednim z druhu, ktery mizeme nalézt na bobulich a ve ving€ je Metschnikowia pulcherrima.
Kvasinka fermentuje glukézu a asimiluje nesCetné mnozstvi sloucenin od béznych sacharida
(glukoza, sachardza, maltoza, celobidza aj.) pres ethanol, glycerol, D-manitol, D-glucitol, D-
glukonat az po rizné slouCeniny dusiku, jako je napf. kadaverin, L-lysine, ethylamin. Buriky
jsou schopny tolerovat 10 mgl" cykloheximidu (fungicid), ale mnozstvi 100 mgl™
jeuz inhibiéniho  charakteru. Ne&které druhy produkuji hnédo-Cerveny  pigment,
tzv. pulcherimin [26].

2.1.7.8 Rod Schizosaccharomyces

Dalsi skupinou kvasinek, vyskytujici se ve ving, je rod Schizosaccharomyces. Buiky jsou
cylindrické, vejcovité, Casto vSak byvaji kulovité. Nepohlavné se rozmnozuji délenim. Mohou
tvofit mycelium a askus s2—8 kulovitymi nebo elipsoidnimi askosporami. Zakladnim
druhem, ktery mizeme nalézt v mostu nebo ving, je Schizosaccharomyces pombe. Buiky
maji schopnost zkvaSovat a asimilovat glukézu, sachar6zu a maltozu. Navic jes§te asimiluji
rafindzu a D-glukonat. Druh nemé schopnost utilizovat ethanol jako zdroj uhliku a dusi¢nany
jako zdroj dusiku [26].

2.1.7.9 Rod Zygosaccharomyces

Nejcastejsi druhy rodu Zygosaccharomyces izolované z vinného mostu nebo vina jsou
Z. bisporous, Z.rouxii, Z. florentinus. Tvarové kulovité, elipsoidni nebo protahlé¢ buriky
se nepohlavné reprodukuji multilateralnim pucenim. Pfi pohlavnim rozmnozovani je tvoreno
1 — 5 kulovitych nebo elipsoidnich askospor uloZenych v asku. Schopnost fermentovat rizné
cukry je zavisla na druhu, napf. Z. rouxii fermentuje glukézu, maltozu a asimiluje kromé
glukozy jesté glycerol, D-mannitol a D-glucitol. Nedokéazi asimilovat dusi¢nany. Na rozdil
od mnoha jinych kvasinek mohou kvasinky rodu Zygosaccharomyces rist ve vysoce
viskoznim prostiedi a jsou rezistentni vici pouziti konzervacnich latek a k SO,. Vyznamna
je taktéz extrémni tolerance k alkoholu. Kvasinky mohou rist ve viné s obsahem alkoholu
18 obj.% [26].

2.1.7.10 Rod Saccharomycodes
Jednim z nejznaméjsich druht tohoto rodu vyskytujici se ve vin€ je Saccharomycodes
luawigii. Citronovité, zakiivené nebo protahlé burky se nepohlavné rozmnozuji bipolarnim

pucenim. Béhem pohlavniho rozmnozovéani tvoii 1 -4 askospory. Dokéazi fermentovat
glukozu, sacharozu, rafindzu, asimiluji glukézu, sacharézu, rafindzu, glycerol, kadaverin
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a ethylamin. Stejné jako rod Zygosaccharomyces nedokazi asimilovat dusi¢nany. Kvasinky
mohou riist v piitomnosti 1 mg-1™ cykloheximidu, mnozstvi 10 mg:1™ je uz inhibiéni [26].

2.1.7.11 Rod Saccharomyces

Kvasinky rodu Saccharomyces hraji hlavni roli pfi anaerobni pfeméné vinného mostu
na vino. Diky vysoké toleranci k ethanolu se do procesu zapojuji v pozdé&jSich stadiich
fermentace. Buiky jsou kulovité, ovalné nebo protahlé. Nepohlavné se rozmnozuji
multilateralnim pucenim, béhem pohlavniho rozmnozovani jsou tvofeny 1 — 4 elipsoidni
askospory s hladkym povrchem. Kolonie na tuhych médiich jsou krémovité, ploché, nékdy
mohou byt vypouklé. Mezi nejdilezit€jsi druhy vyskytujici se ve vin€ patii bezpochyby
S. cerevisiae a S. bayanus. Oba druhy maji schopnost fermentovat glukozu, sacharozu
a rafindzu, asimilovat rovnéz tyto sacharidy a navic jesté maltozu a ethanol. Nedokazi
asimilovat dusi¢nany a utilizovat péti-uhlikaté cukry, jako jsou napt. pentdzy [26].

Taxonomie rodu Saccharomyces prodélala v poslednich desetiletich vyznamné zmény.
Rod Saccharomyces byl vroce 1970 rozdélen van der Waltem na Saccharomyces sensu
stricto (v uz§im slova smyslu) a Saccharomyces sensu lato (v §ir§im slova smyslu). Komplex
Saccharomyces sensu lato zahrnuje druhy, které jsou vzdalené piibuzné se S. cerevisiae.
Jmenovité to jsou kvasinky S. dairensis, S. castelii, S.exiguus, S.servazii, S.unisporus,
S. barnetti a S. spencerorum. Komplex Saccharomyces sensu stricto (obr. 6) je tvofen sedmi
druhy. Jednd se o kvasinky S. cerevisiae, S.bayanus, S.paradoxus, S.pastorianus,
S. mikatae, S. kudriavzevii a S. cariocanus. VSechny druhy jsou vyznamné v kvasném
prumyslu  pfi vyrobé vina. Saccharomyces sensu stricto jsou diploidni buriky,
které se rozmnozuji multilaterdAlnim pucenim. Pfi pohlavnim rozmnozovani tvoii 1-4
askospory. Za vhodnych podminek mohou sporulovat. RozliSeni a taxonomické zatazeni
téchto druht pouzitim zakladnich morfologickych a asimilacnich testd je velmi obtizné.
V roce 1992 a 1993 Molina et al. navrhli identifikaci pomoci metody PCR-RFLP. Na zakladé
pouziti specifickych primert a restrikénich endonukleaz jsme schopni tyto druhy odlisit
a taxonomicky zaradit. DalSimi metodami tzv. ,molekularni taxonomie® mohou byt AFLP,
sekvenovani, RT-PCR apod. [31, 33, 34, 35, 36].

5 b
5. cariocais & At
\ 5 paradasis '
. — 5. Ao
Spoledng plvad 5. cerevisios kmen CES 380

5. pastorianus kmen C5B 1638
5 ikt & by e Wi 5 carinhergensis CBS 1613

Obr. 6: Schématické znazornéni spolecného pitvodu druhu Saccharomyces sensu stricto a hybridi
mezi S. cerevisiae X S. bayanus, S. cerevisiae x S. kudriavzevii, S. cerevisiae x S. bayanus %
S. kudriavzevii |37].
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v’ Saccharomyces cerevisiae

Studie rodu Saccharomyces ma své koteny jiz v roce 1838, kdy jako prvni kvasinka byl
popsan druh S. cerevisiae. Podrobna charakteristika této kvasinky byla vypracovana v roce
1870 [10, 36].

S. cerevisiae se podle své aplikace Casto oznacuje jako pivni, lihovarska, pekatska
nebo vinna kvasinka. Jedna se o znatné v piirodé rozsifeny mikroorganismus. Casto byva
pouzivan jako modelovy organismus k fyziologickym a genetickym vyzkumtm. Buriky jsou
kulovité nebo ovalné. Vegetativné se rozmnozuji vyhradné pucenim. Maji schopnost
fermentovat glukozu, galaktozu, sachardézu, maltozu a rafinézu. Trisacharid rafinézu
fermenentuji jen z jedné tietiny, odstépi z ni pouze fruktoézu a zbyvajici disacharid melobioza
zustava nerozstépena [38]. Neasimilyji dusicnan a laktozu. Z fyziologickych vlastnosti ma
vyznam zejména jejich schopnost anaerobniho zkvaSovani hexoz na ethanol a CO, [27].

v’ Saccharomyces bayanus

S. bayanus je hodné podobny kvasince S. cerevisiae. Stejné jako S. cerevisiae ma
schopnost ve velkém mnozstvi produkovat ethanol, udava se az 18 obj.%. Fermentace probiha
v Sirokém teplotnim rozmezi (7 — 35 °C). Zpocatku je produkce alkoholu pomala, ale béhem
procesu se postupné zvysSuje. Buriky vykazuji vysokou osmotickou a alkoholovou toleranci
a jsou rezistentni k 250 mg:1™' SO, [39, 40].

v’ Saccharomyces oviformis

Tento druh kvasinek muzeme taktéz nalézt v mosStu. Bunky jsou odolné vici vyssimu
obsahu alkoholu a cukru. Jsou dulezité pii dokvaseni mosta a pfi prekvaseni vin [32].

v’ Saccharomyces cariocanus

Tvar bunék je vejcovity nebo kulovity. Kvasinky se rozmnozuji pucenim, béhem
pohlavnim rozmnozovani tvofi 2 —4 askospory. Fermentuji glukozu, galaktozu, sachardzu
a rafindzu, asimiluji glukozu, galaktézu, sachardzu, rafindzu, ethanol, manitol. Nedokazi
asimilovat kadaverin, ethylamin, lysin a dusi¢nan draselny. Nerostou v pfitomnosti
0,01 % cykloheximidu a 1 % kyseliny octové [41].

v’ Saccharomyces kudriavzevii

Bunky kvasinek tohoto druhu jsou wvejcovité, vyskytujici se jednotlivé, v parech
nebo v malych skupinach. Nepohlavné se rozmnozuji multipolarnim pucenim, béhem
pohlavniho rozmnozovani jsou tvoreny Ctyfi askospory. Kvasinka ma schopnost fermentovat
glukozu, sacharozu, rafindzu a slabé maltozu. Nefermentuje laktozu, galaktozu, insulin,
Skrob, celobidzu, trehalozu. Glukoza, sacharoza, rafindza, inulin, ethanol, D-manitol mohou
byt asimilovany, galaktdza, L-sorbdza, maltdza, celobioza, laktoza, Skrob, xyléza, glycerol,
D-glucitol, erythritol, sukcinat, citrat, inositol, methanol, xylitol, kadaverin, lysin, dusi¢nan
draselny neasimiluji. Bunky rostou v pfitomnosti 50 % glukdzy, nerostou v pfitomnosti
0,01 % cykloheximidu a 1 % kyseliny octové [41].
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v Saccharomyces mikatae

Kulovité nebo vejcovité buriky S. mikatae se vyskytuji bud v paru nebo samostatné.
Rozmnozovani je stejné jako u druhu S. kudriavzevii. Buiiky maji schopnost fermentovat
glukozu, galaktozu, sachardzu, melobiozu, rafindzu. Maltozu, celobiozu, trehaldzu, laktozu,
inulin, Skrob nedokazi fermentovat. Asimiluji glukozu, galaktozu, sacharézu, maltozu,
rafindzu aj. Nemaji schopnost asimilovat napf. laktozu, Skrob, inulin, xylozu, D-arabinozu,
glycerol, erythritol, kadaverin, lysin, dusicnan draselny. Rostou v pfitomnosti 50 % glukozy,
ptitomnost 0,1 % cykloheximidu a 1 % kyseliny octové ptisobi inhibi¢né [41].
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2.2 Metody identifikace kvasinek

Vroce 1912 zavedl A. Guilliermond prvni systém klasifikace kvasinek. Systém byl
zalozen na sledovani morfologickych a nekolika fyziologickych vlastnosti, jako je schopnost
fermentovat monosacharidy. Nasledovaly mnohé studie tradi¢nich metod taxonomického
zafazovani. Systém hodnoceni kvasinek byl rozsifen, rostl pocet fyziologickych testd
zalozenych na schopnosti fermentovat a asimilovat rozmanité slouceniny. Charakteristika
se zaCala opirat také o biochemické znaky neboli biochemickou aktivitu kvasinek. Kritéria
klasifikace byla detailné popsana van der Waltem a Yarrowem v roce 1984 a Kreeger-van
Rijem v roce 1987.

Béhem poslednich deseti let 20. stoleti nastal znacny vyvoj metod molekularni biologie.
Cilem aplikace novych molekularnich technik, urenych k zafazeni mikroorganisma, byla
zejména eliminace taxonomickych nejasnosti a moznost zjednoduSeni identifikace.
V soucasné dobé se vyzkum opira o molekularni charakteristiku t€chto mikroorganisma [36,
37, 42].

Konvenéni taxonomie zahrnuje jiz zmifiované morfologické a fyziologické testy. Metody
jsou vSak Casové naro¢né a mohou poskytnout nejednoznacné vysledky. Neékteré znaky
hodnoceni kvasinek pouzivané pii tradicni taxonomii jsou uvedeny v tabulce 1. Jednou
z modernich metod taxonomického zatazeni kvasinek je metoda PCR-RFLP, ktera poskytuje
spolehlivy a presny vycet kvasinkové populace. Aplikace metody muze vést ke snadnému
a spolehlivému monitoringu rozvoje kvasinek béhem celého procesu fermentace vina, zvIasté
pak umoznuje identifikaci blizce piibuznych mikroorganisma, které jsou béznymi tradi¢nimi
metodami obtizné taxonomicky zafazovany. Jako priklad mazeme uvést kvasinky
S. cerevisiae a S. bayanus, dva nejbéznéji se vyskytujici druhy ucastnici se fermenta¢niho
procesu. OdliSeni téchto kvasinek tradicnimi testy je zalozeno pouze najedné fyziologické
charakteristice — kvasinka . cerevisiae ma schopnost fermentovat a asimilovat galaktozu
(Gal"), kdezto S. bayanus tuto sloudeninu nevyuziva (Gal). Komplikace ale tkvi
v metabolickém zpracovani galaktozy v glykolytické draze. S. cerevisiae se tedy stava Gal",
coz vede k chybné identifikaci. Diky metodam, zalozenych na molekularni charakteristice,
muzeme predejit chybné nebo nejasné identifikaci a tyto mikroorganismy spolehlivé zaradit
[2, 43, 44, 45].

Souhrnné lze konstatovat, ze rychlé informace o slozeni kvasinkové mikrofléry béhem
procesu vyroby vina pomahaji kontrolovat fermentaci adocilit tak vysoké kvality
pozadovaného produktu [8].
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Tab. 1: Nékterd kritéria metod tradicni klasifikace kvasinek [37]

Morfologicka Fyziologicka Biochemicka
v’ Pohlavni rozmnozovani v' Zkva$ovani cukri
Zpusob konjugace v" Asimilace uhlikatych
Tvar spor a sporangii slouc¢enin
Tvorba basidiospor v Asimilace dusikatych v Slozeni bunééné stény
v Vegetativni rozmnoZovani slou¢enin v Dlouhy fetézec MK
Puceni, déleni v’ Teplota ristu v Izoenzymy
v Mikroskopické znaky v’ Rust pfi nizké ay v' Typ koenzymu Q
Velikost a tvar bun¢k v Resistence
v Makroskopické znaky k cykloheximidu
Kolonie na tuhych médiich v Produkce kyseliny octové

2.2.1 Izolace a purifikace nukleovych kyselin

Nezbytnym piedpokladem prace s DNA je nejprve jeji izolace z jadra buiiky. Izolace DNA
vychazi z chemickych vlastnosti nukleové kyseliny. Jedna se napf. o snadnou precipitaci
DNA alkoholem, stabilizaci vodikovych vazeb mezi amidovymi a hydroxylovymi skupinami
v rozsahu pH 4 — 9, chovanim fosfatovych esterti (silné kyseliny) pfi neutralnim pH (chovaji
se jako anionty), vlastnostmi bazi (slabé bazické a bez naboje) [46].

2.2.1.1 Fenolova extrakce

Prvnim a nezbytnym krokem pfi izolaci DNA je rozruseni bunécnych stén neboli tzv. lyze
bunky. Zatimto uUCelem se pouzivaji enzymy lyzozym, proteindza K a detergent SDS.
Nasleduje centrifugace a extrakce DNA smési organickych rozpoustédel — fenolu
a chloroformu. Opétovnou centrifugaci dojde k oddéleni jednotlivych fazi. Vznika tak
fenolova neboli organickd faze, mezifaze obsahujici proteiny a vodni faze s nukleovymi
kyselinami. V dalSim kroku se nukleové kyseliny srazi organickymi rozpoustédly. Pouziva
se ethanol nebo izopropanol. Po centrifugaci dostaneme roztok obsahujici nukleové kyseliny.
Cistota vyizolovanych nukleovych kyselin se stanovi spektrofotometricky mé&fenim
absorbance pfi 260 a 280 nm. Pokud vyizolovana DNA neni dostate¢né Cista, muze se jesté
dale purifikovat. Cilem purifikace je odstranéni RNA a denaturovanych proteind.
K odstranéni piebytecné RNA se pouziva enzym RNéaza a LiCl. Proteiny se odstrani fenolem.
Taktéz 1ze purifikovat opetovnym srazenim ethanolem [46, 47].

2.2.1.2 [Izolace a purifikace za pouZiti komercnich seti

PohodInéj§im, casové méné narocnéjSim a z hlediska cCistoty izolované DNA snadnéjSim
a vyhodnéjsim zpusobem je pouziti komercnich setd. Komercni sety jsou soupravy obsahujici
pfedem namichané roztoky a wvybaveni potfebné proizolaci DNA. Piikladem setu
pouzivanym pro izolaci kvasinkové DNA je UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit.

Aplikaci tohoto setu dojde v prvnim kroku ke koncentraci a shlukovani mikrobialnich
bunék a k odstranéni kultivaénich médii. Rozsuspendovanim peletky v rozbijecim pufru
obsahujicim soli a stabilizacni pufr se pfipravi buiky k lyze. V dal§im kroku je pfidan roztok
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obsahujici SDS a ¢inidla nezbytna k rozruseni buriky. SDS je anionicky detergent Stépici MK
a lipidy bunécné membrany. Aby buiky lyzovaly a doslo tak k efektivnimu uvolnéni
nukleovych kyselin z buriky, vyuziva se kombinace chemické a mechanické lyzy. Vysledkem
je potom rozpadly bunécny material nahromadény na dné zkumavky a supernatant obsahujici
DNA, ze kterého jsou nasledné srazenim odstranény kontaminanty, které zplsobuji snizeni
Cistoty vyizolované DNA a vedou k mozné inhibici pfi PCR reakci. V dalSim kroku se DNA
navaze na filtr neboli kifemicitou membranu v kolonce. Aby doslo k navazani, pridava se
k supernatantu vysoce koncentrovany solny roztok. DNA se tedy nachéazi v prostredi
s vysokou salinitou a diky tomu dochazi k jeji vazbé na membranu. Centrifugaci se odstrani
zbytek nezddouciho bunéného materialu (RNA a denaturované proteiny). Pfidavkem roztoku
na bazi ethanolu dojde k purifikaci DNA navazané na filtr. Odstrani se zbytky solnych
pfimési a jinych kontaminant(. Aplikaci elu¢niho pufru (roztok Tris o pH =8) je DNA
uvolnéna zvazby na kifemicitanovou membranu. Takto vyizolovana DNA je pfipravena
pro dalsi aplikace [48].

2.3 PCR-RFLP jako metoda taxonomického zarazeni kvasinek
2.3.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je metoda amplifikace specifického tiseku DNA in vitro.
Tato enzymové katalyzovana metoda ma své koteny v roce 1985, kdy byla poprvé zavedena
Kary B. Mullisem. Metoda PCR je pokladana za obrovsky nastroj, ktery ucinil pfevrat
v molekularni biologii. Objev znamenal zna¢ny posun pro biology a umoznil vykonat fadu
experimentu, které byly dfive neproveditelné. Podstatou reakce je ziskani né€kolika miliona
kopii originalni DNA b&hem kratkého ¢asového useku [49, 50, 51].

2.3.1.1 Princip a priubéh PCR

Princip PCR (viz obr. 7) je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, ktera je zakladnim
molekularnim procesem vSech zivych organismua. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych fetézci vybranych tsekii dSDNA ve sméru 5'—3' prostiednictvim
DNA-polymerazy [36]. Amplifikace je uskute¢néna ve zkumavce umisténé v termocykléru,
coz je programovatelny termostat schopny rychlého prechodu mezi jednotlivymi teplotami.
Samotny prubéh reakce se sklada z pravidelné se stiidajicich tfi krok s odliSnymi naroky
na teplotu. V prvnim kroku dochazi k denaturaci DNA. Pii teplotach 94 — 95 °C dochazi
ke zméné struktury DNA z dvousroubovice na jednovldknovou DNA. Teplota denaturace
je zavisla na obsahu G, C (spojeny tfemi vodikovymi mustky), na pH, iontové sile roztoku
a povaze rozpoustédla. Oddélenim dvou celych vlaken se zabrani opétovné renaturaci,
ktera brani interakci s primery. Ve druhém kroku (tzv. annealing) je reakcni smés ochlazena
na 37 — 60 °C. Bé€hem této faze dochazi k pfipojeni primera k oddélenym fetézcim. Nasleduje
syntéza neboli polymerace novych fetézci DNA pusobenim DNA polymerazy. Tento krok
probihd obvykle pfi 60 — 72 °C. Vysledkem je potom mnohonasobné zmnozeni vybraného
useku DNA [49, 52, 53].
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Obr. 7. Schématické zndzornéni pritbéhu amplifikace DNA [54]

2.3.1.2 Komponenty potiebné pro PCR smés

Pro namnozeni specifického useku DNA jsou potfebné nasledujici komponenty: DNA
polymeraza, smés nukleotidd (dNTP), vhodné oligonukleotidové primery komplementarni
ke 3' koncovym sekvencim, pufr s Mg** ionty, templatova DNA [53].

v" Termostabilni DNA polymeraza

Role enzymu spociva v katalyze syntézy komplementarniho vlakna DNA. Pro tento ucel
se pouzivaji termostabilni DNA polymerazy, které si zachovavaji svou aktivitu i pfi vysSich
teplotach, potiebnych k denaturaci DNA. Jednim z téchto enzymi je 7ag DNA polymeraza
izolovana z termofilniho mikroorganismu 7hermus aquaticus. Teplotni optimum polymerazy
je 62 —75°C, pH optimum se pohybuje kolem deviti. Inaktivace nastava po 40 minutach
pii teploté 95 °C. Prosvoji aktivitu vyzaduje Mg*" ionty. Enzym ma pouze 5'—3'
polymerazovou aktivitu. Vyhodou enzymu je jeho vysoka procesivita neboli schopnost
syntetizovat dlouhé useky DNA o délce az 10 kb [50, 53].

Kromé 7Taq polymerazy byvaji je§t€¢ pouzivany polymerazy Pwo, Pfu ziskavané
z mikroorganismi Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus. Vyhodou aplikace téchto
enzyml je krome polymerazové aktivity i jejich exonukleazova aktivita, ktera umoziuje
opravit chybné inkorporované deoxynukleotidy [53].
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v' dNTPs

Dalsi slozkou PCR smési jsou deoxyribonukleotidy (dNTPs) slouzici jako monomery
pro polymerazovou reakci. Jsou aplikovany jako ekvimolarni smé&s dATP, dCTP, dGTP,
dTTP v koncentraci 200 — 400 uM. Nukleotidy maji velmi nizkou afinitu k templatu DNA,
proto je tfeba k reak¢ni smési pfidavat primer [50, 53].

v Primery

Primery jsou kratké oligonukleotidy o délce 18— 25 nukleotidi komplementarni
ke 3' koncovym sekvencim. Primery nesmi byt vzajemné¢ komplementarni (tvorily
by tzv. dimery) a musi byt navrzeny tak, aby byla zajisténa specifika reakce. To je nezbytnym
predpokladem pro uspésnou reakci. Dulezita je koncentrace primera (300 — 500 nM), vyssi
koncentrace vede ke vzniku nespecifickych produkti. Teplota tani obou primera by méla byt
stejna a méla by se pohybovat v rozmezi 55 — 80 °C [52, 53].

v’ Pufr

Pufr zajistuje optimalni prabéh reakce. Jeho slozeni musi byt optimalizovano
na pouzivanou polymerazu. Pfinejmensim musi obsahovat Tris-HCI, KCl, MgCl,. pH roztoku
se pohybuje vrozmezi 7,3 —8,9. Kinaktivaci inhibitori a zajisténi maximalni aktivity
enzymu jsou do roztoku pridavany EDTA a detergenty, jako je napi. Triton X-100.
Mg ionty jsou nezbytné prousp&$nou polymerizaci. Pasobi jako kofaktor DNA
polymerazy [55].

2.3.2 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti u PCR produktu

Metoda PCR-RFLP je modifikace standardni PCR pouzivana pro typizaci cilové sekvence,
obvykle urcitého genu, obsahujiciho sekvencni polymorfizmus [49]. Jedna se o tzv. restrik¢ni
mapovani DNA fragmentt [56]. Nepatrné zmény v DNA, individualni pro kazdy organismus,
¢ini jeden organismus odliSnym od jiného. RFLP je technika, ve které odlisnosti v DNA
mezi jednotlivci v populaci jsou identifikovany na zakladé restrik¢énich fragmentt ziskanych
enzymovym Stépenim piislusné DNA. Princip RFLP spociva v digesci amplikonu s restrikéni
endonukleazou rozpoznavajici Ctyfi az osm part bazi [2, 57]. DNA odlisnych jedinct je tedy
nastipdna restrikénim enzymem. Vznikaji fragmenty rozdilné délky, jejichz obraz
je specificky pro kazdého jedince populace. Podobnosti a odli§nosti mohou byt tedy vyuzity
k rozliSeni druhti a kment. Nastipané fragmenty DNA jsou elektroforeticky déleny, nasledné
vizualizovany a vyhodnoceny [26, 58].

V roce 1998 pouzil Guillamoén et al. tuto metodu k identifikaci vinnych kvasinek. Metoda
je popisovana jako rychla, spolehliva metoda molekularni charakteristiky kvasinek s moznym
prumyslovym vyuzitim, schopna charakterizovat tyto mikroorganismy na zakladé rodu
a druhu [59, 60].

Oblast genu rDNA zahrnuje vysoce chranénou oblast 5-8S rRNA a variabilni zonu,
ve které je oblast ITS. Oblast genu mezi 18S rRNA a 28S rRNA muze byt amlifikovana
pouzitim specifickych primerti ITS1 a ITS4 [42]. Po amplifikaci ziskame tzv. amplifikovanou
oblast 5-8S-ITS rDNA, ktera je dale podrobena restrikéni analyze. Opakujici se jednotka
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kvasinkové rDNA je schématicky znazornéna na obr. 8. Obrazek taktéz poukazuje na pouziti
primert pro rizné sekvence rDNA.

NE1 TS MLT

— e e
ETS Ims1 ITs2
185 58 D1 o2 2635
-— — —
NsR T2 ITS4 NL4

Obr. 8: Schématické znazornéni pouZiti primerii pro rizné sekvence rDNA.
NSI-NS8: 18-S rDNA; NSI-1S2: 18-S-ITS1 sekvence; ITS1-1TS4: ITS1-5-S rDNA-ITS2 sekvence;
NLI-NL4: oblast D1/D2 26-S rDNA [37]

Enzymy pouzivané k nastipani DNA na fragmenty specifické pro dany druh, se nazyvaji
restrikéni endonukledzy a fadi se mezi hydrolazy. K rozstépeni molekuly DNA dochézi
hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou fetézct v restrikénim misté neboli misté Sté€peni,
které se nachazi uvnitf rozpoznavaciho mista nebo tésné vedle né [49]. Vznikaji iseky DNA
definované délky nazyvané restrik¢ni fragmenty. Ukézka S§tépeni molekuly DNA, za pouziti
restrikéni endonukledzy FEcoRl, izolované z bakterie Fischerichia coli RY 13, je na obrazku 9
[49, 61].

5. GAA TTC--¥ FcoRI 5.-G-0H “0,P-AAT TC-¥

+2H,0 — f Lt ’
3 CTT AAG--5 Mg 3--CTT A4-PO, HO G-5

Obr. 9: Schématické znazornéni Stépeni molekuly DNA za pouZiti restrikcni endonukledzy EcoRI [61]

Enzymy jsou klasifikovany jednotnym néazvoslovim navrzenym Smithem a Nathanem.
Kazda RE je pojmenovana tii pismenkovym kodem. Prvni pismeno udava pocatecni pismeno
rodu, ze kterého je enzym izolovan, druhé a tfeti znaci prvni dvé pismena produkéniho druhu.
Jako priklad jedné bézné pouzivané RE muzeme uvést enzym Haelll rozpoznavajici sekvenci
5'GGCC 3'. Specifické st€pné misto je znazornéno naobr. 10. Producentem enzymu
je bakterie Haemophilus aegypticus = Haelll. Rimskou &islici se potom odliduje vice
enzymu produkovanych jednim mikroorganismem [49, 62, 63].

V soucasné dobé je charakterizovano nékolik typt RE, z nichz nejvyznamnéjsi jsou RE
II. typu (II. tfidy). Je znamo vice nez 3 500 téchto endonukledz [49].

1)
57...6GG.CC.3

3°...CC.GG...5
T

Obr. 10: Zndzornéni specifického Stépného mista restrikcni endonukledzy Haelll
v molekule DNA [63]
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2.3.3 Detekce nukleovych kyselin

Metoda separace a analyzy DNA — gelova elektroforéza — je oznaCovana za jednu z metod
zapocCinajici revoluci v molekularni biologii. Kofeny sahaji do roku 1937, kdy byla poprvé
Tiseliem rozdélena smés bilkovin. Za tento objev pozdéji obdrzel Nobelovu cenu. Jedna se
o snadno prakticky aplikovatelnou chromatografickou metodu [53, 64, 65].

Elektroforetické neboli elektromigracni metody jsou separacni metody zalozené na pohybu
nabitych castic (v nasem piipadé molekuly DNA) v elektrickém poli. Pokud jsou castice,
nesouci naboj rozpustény v elektrolytu a umistény v elektrickém poli, zacnou se pohybovat
konstantni rychlosti umémou velikosti jejich naboji, anionty kanod€, kationty
ke katodé [53]. Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové
skupiny [49]. Molekuly se tedy pohybuji od katody (-) k anodé (+). Pohyb molekul je
znazornén na obrazku 11.

9
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Obr. 11: Pohyb negativné nabitych molekul DNA v elektrickém poli [64]

Vhodnymi nosic¢i uréenymi k separaci nukleovych kyselin jsou gely. V praxi se pouzivaji
agarozovy a polyakrylamidovy. Gely tvoii slozitou sitovou strukturu polymernich molekul
s pory, jejichz velikost lze ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polymeru. Rozdil
v aplikaci téchto gelti souvisi s velikosti separovanych molekul. Polyakrylamidové gely
se pouzivaji k déleni mensich molekul o velikosti 10 — 1000 bp, agar6zovy gel pro separaci
molekul o velikosti 100 bp — 50 kb. Podle polohy gelu v elektroforetické vané rozdélujeme
elektroforézu na horizontalni a vertikalni. Nukleové kyseliny, v naSem piipadé DNA,
jsou déleny v agarozovém gelu [49]. Agardza, jejiz struktura je znazornéna na obr. 12,
je polysacharid tvofeny [-D-galaktopyran6zou a 3,6-anhydro-o~L-galaktopyran6zou.
Aby vznikl z agardzy gel, je nutné jeji rozpusténi ve vroucim vodném roztoku a nasledné
ochlazeni nateplotu mistnosti. Matrix agar6zového gelu je udrzovana vodikovymi
vazbami [66, 67].

CH,OH

oH
O—
—F OH
Obr. 12: Struktura agarozy. Kopolymer [-D-galaktopyranozy a 3,6-anhydro-o-L-galaktopyranozy
spojeny glykozidovymi vazbami |65]
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Jelikoz separované molekuly nejsou pouhym okem viditelné, je tfeba po dokonceni
elektroforézy tyto fragmenty identifikovat. Molekuly DNA lze snadno zviditelnit interakci
molekuly s interkala¢nim barvivem ethidium bromidem. Barvivo se vimezefuje mezi sousedni
pary bazi, vytvari komplex s DNA a po osvétleni UV svétlem nasledné fialové fluoreskuje.
Vysledkem jsou potom patrné prouzky, jejichz intenzita je imérna koncentraci DNA [49].

2.4 Jiné moznosti identifikace kvasinek zaloZené na molekularné biologickych
metodach

Identifikace a charakteristika kvasinek prodélala v poslednich letech vyrazné zmény. Byly
zavedeny molekularni metody taxonomického zatazovani, které maji nahradit tradicni testy
a usnadnit tak identifikaci téchto mikroskopickych organismi. Metody lze tedy pokladat
za tzv. ,moderni taxonomii“. Primysl se rozviji a vyzaduje rychlé, jednoduché a spolehlivé
metody identifikace mikroorganismtii. Analyza amplifikované oblasti 5-8S-ITS rDNA
pouzitim metody RFLP je sice ucinnym nastrojem v oblasti hodnoceni a klasifikace
mikroorganisma, nicméné ne pfili§ snadno proveditelnou metodou. Vyzaduje totiz dva kroky.
Nejprve je potieba amplifikovat vyizolovanou DNA a poté amplikon teprve podrobit
restrikéni analyze. Metoda PCR nam sice umozni casteCné identifikovat kvasinky,
ale pro druhové zafazeni je nezbytnd metoda RFLP. Moderni klasifikace kvasinek se tedy
stale rozviji a to zejména za ucelem zjednoduseni. Jsou zkoumany a aplikovany nové metody.
Jedna se zejména o rizné modifikace metody PCR. Jako ptiklad mizeme uvést tii techniky,
které jsou hodnoceny kladné =z hlediska rychlosti, jednoduchosti a relativni levnosti.
Jmenovité je to PCR-ISS, ERIC-PCR a REP-PCR. V soufasné dobé se tyto techniky
pouzivaji k monitoringu rozmanitosti kvasinek béhem primyslové fermentace vina.

Za uCelem zkraceni doby identifikace jsou vyvijeny metody, které nevyzaduji predchozi
kultivaci mikroorganismua na tuhych médiich. Doba identifikace se tedy zkracuje alespori o tfi
dny.

Dalsi metodou pouzivanou kidentifikaci kvasinek naurovni druhi je tzv. PCR-
fingerprinting. Metoda je zalozena na pouziti jednoduchych primert (SPAR). Piikladem
primert jsou napt. (GAC)s, (GTG)s. PCR-fingerprinting mtze byt pouzity k odliseni kvasinek
nalezicich do skupiny Saccharomyces sensu stricto (popsana v kapitole 2./.7.11). Jak uz bylo
nastinéno v predchozich kapitolach, jsou tyto kvasinky béznymi tradi¢nimi metodami od sebe
jen tézce odliSitelné. Metoda v kombinaci s PCR-RFLP muze efektivné identifikovat
jednotlivé druhy a kompletné charakterizovat smésice kvasinek. Unikatni obraz vytvoreny
pouzitim SPAR markert mize byt pouzity pfi monitoringu populace kvasinek b&hem
prumyslového fermentacniho procesu. Pouzitim markeri muaze byt tedy komplex
Saccharomyces sensu stricto odlisen [35, 68, 69].

Rychlé identifikace a vyctu kvasinkové populace muze byt dosahnuto pouzitim metody
RT-PCR. Podstatou reakce je detekce fluorescencné znacenych amplifikovanych DNA
fragmentd monitoringem fluorescencni odezvy béhem procesu. Pouziva se nespecifické
barvivo SYBR green. Aplikace metody vede krychlé a citlivé detekci a ke stanoveni
mnozstvi mikroorganismii. Vyhodou je vyhnuti se digesci a elektroforetickym detekcim [70].
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3 EXPERIMENTALNi CAST
3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie, pFistroje a pomucky
3.1.1 Mikroorganismy

Mikroorganismy pochazeji ze sbirky mikroorganismi CCY — Culture Collection of Yeasts;
Bratislava, SR:

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces mangini, Saccharomyces aceti, Saccharomyces
oviformis, Saccharomyces chevalieri, Saccharomyces steineri, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces bayanus, Kluyveromyces lactis, Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora
valbyensis, Hanseniaspora vinae, Hanseniaspora guilliermondii, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula minuta, Rhodotorula
graminis, Sporidiobolus roseus, Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus salmonicolor,
Pichia membranifaciens, Pichia fermentans, Pichia subpelliculosa, Pichia guilliermondii,
Issatchenkia orientalis.

Kvasinky vyizolované z bilého vina z oblasti Velkych Pavlovic, soukromy vinaf p. Stavik,
izolace — zari 2007.

3.1.2 Chemikalie

e  Agar, kvasni¢ni extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)

Komeréni sada Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon
spol.s.r.o., CR)

Sladina (pivovar Brno)

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

Agaroza pro elektroforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.o., CR)

Ethidium bromid (Serva Bitech, Némecko)

Taq DNA polymerasa (Invitek, Némecko)

10x Taq pufr pro PCR mix (Invitek, Némecko)

Primery ITS1, ITS4 (Invitek, Némecko)

dNTP mix (Invitek, Némecko)

NanaSeci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

Délkovy standard 20 bp a 100 bp a 100 plus bp (Elizabeth Pharmacon s.r.0., CR)

Restrikéni endonukleasy — Taq”1, Hinfl, Hhal, Hpall, Alul, Msel, Haelll (BioLabs,
TaKaRa)

Ethanol, EDTA, Tris, H;BO3;, NaOH, CH;COONa, HCI, Na,COs;

e Parafinovy olej

e  Sterilni a deionizovana voda

3.1.3 Pristroje a pomucky

e  Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.0., CR)
e Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Némecko)
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Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., CR)
Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.0., CR)
Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o0., CR)

Termostat I[P 100-U LTE SCIENTIFIC, (Velka Britanie)
Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA)
PCR box- AURA MINI (Bioair instruments, Italie)
Mikrovinna trouba ETA 1195 (CR)

Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
Elektroforeticka vana (Owl separation systeme, model - B2, (Biotech s.r.o., CR)
Predvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
Transluminator (Ultra Lum. INC, USA)

Software Scion Image (Biotech s.r.0., CR)

Trepacka (Heidolph, Némecko)

Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA)
NanoPhotometer™” UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)
Qubit™ Fluorometer (Invitrogen™™)

Sterilni box pro mikrobiologickou praci

Lednice a mrazak k uchovani vzorkit DNA

Parafilm (American Nacional Can™, USA)

Exsikator

Laboratorni sklo

Mikrozkumavky Eppendorf

Plastové Petriho misky

Bakteriologické klicky

Bunicita vata

Stojan

Kahan

3.2 Kultivacni média a roztoky
3.2.1 Priprava kultiva¢niho média

Jako kultivacni médium byl pouzity sladinovy extrakt, ktery byl pfipraven nasledujicim
zpusobem. Do odmérného valce o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny. Roztok byl
ziedén vodou na cukernatost 7 °CSN, uhli&itanem sodnym bylo upraveno pH na 6,8. K takto
pfipravenému roztoku nalitému do Erlenmayerovych banék byl ptidan agar, vznikla smés
byla promichana varem a 20 minut sterilizovana. Kultivatni médium bylo nasledné nalito
do Petriho misek a jako §ikmé agary do zkumavek. Na celou plochu agaru v Petriho misce
byly naockovany kvasinky, které byly nasledné kultivovany v termostatu po dobu tfi dna
pfi teplote 26 °C.

3.2.2 Priprava 10xTBE pufru
Nejprve byl pripraven 0,5 M roztok EDTA. Roztok EDTA opH 8 byl pfipraven tak,

7e 9,36 g EDTA bylo prevedeno do 50 ml odmérné baiiky. pH bylo upraveno 0,5% roztokem
NaOH. Z takto pfipraven¢ho roztoku bylo odebrano 40 ml a nalito do 1000 ml odmérné
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bariky. K tomuto roztoku bylo pifidano 108 g Tris a 55 g H3BOs;. VsSe bylo rozpusténo
v destilované vodé a odmérnd barika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Timto
zpusobem byl pfipraven tzv. zasobni roztok.
3.2.3 Priprava 1xTBE pufru

Z ptipraveného zasobniho roztoku bylo do 1000 ml odmérmé bariky odmétfeno 100 ml
tohoto roztoku a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Takto byl pfipraven 1xTBE pufr,
ktery byl pouzity k pfiprave geli.
3.2.4 Priprava 1xXTBE pufru s ethidium bromidem

K ptipravenému roztoku 1xXTBE pufru v 1000 ml odmémé barice bylo pfidano 100 pl
ethidium bromidu. Takto pfipraveny roztok byl pouzity jako vodivostni pufr
pti elektroforetické detekci DNA fragmentt.
3.2.5 Priprava EtBr

10 mg ethidium bromidu bylo navazeno do mikrozkumavky eppendorf a rozpusténo v 1 ml
destilované vody. Ethidium bromid byl pouzity pro vizualizaci fragmenti DNA na gelu.

3.2.6 Priprava délkovych standardia 100 bp a 20 bp
v' 100 bp

Délkovy standard 100 bp byl pfipraven smichanim 10,9 pl sterilni vody, 2,5 pl nanaSeciho
pufu a 1,6 ul roztoku 100 bp. Z takto pfipraveného roztoku bylo nanaseno na gel 7 pl.

v" 100 bp plus

Standard 100 bp plus byl dodan v jiz pfipravené formé. Na gel byly nanaSeny 3 pl roztoku.
v' 20 bp

Délkovy standard 20 bp byl pfipraven tak, ze bylo smichano 4,25 pl sterilni vody, 1 ul

nanaseciho pufru a 0,75 pl roztoku 20 bp. Takto pfipraveny délkovy standard byl aplikovan
na gel v mnozstvi 6 pl.
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Obr. 13: Pouzité délkové standardy (oznaceni M — markery) a velikost jednotlivych fragmentii
v markeru. Zleva: délkovy standard 100 bp, 100 bp plus, 20 bp |71, 72, 73].

3.2.7 Priprava 2% agarézového gelu

Do Erlenmayerovy bailky byly navazeny 3 g agardzy a zality 150 ml 1xTBE pufru. Smés
byla dokonale rozpusténa v mikrovinné troubé.

3.2.8 Priprava 3 M octanového pufru

2,46 g CH;COONa bylo rozpusténo v destilované vodé€, pomoci koncentrované HCI bylo
upraveno pH na 5,5. Roztok byl kvantitativné pifeveden do 10 ml odmérné baiky a doplnén
destilovanou vodou po rysku. Pfipraveny roztok byl uchovan pii 4 °C.

3.2.9 Priprava 80% ethanolu

1,6 ml 96% ethanolu bylo smichano s 0,32 ml destilované vody. Roztok byl skladovan
pii —20 °C.

3.2.10 Priprava PCR smési

PCR smés byla piipravena smichanim nasledujicich komponent:

sterilni voda........................ 123 ul
pufr....... 15 ul
ANTP mix................oooi 3ul
primer ITS1......................... 1,5l
primer ITS4........................ 1,5l

144 pl
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K celkovému mnozstvi 144 pl pfipravené smeési byly pfidany 3 ul templatové DNA a 3 pl
termostabilni DNA polymerazy. Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zplsobem,
ale misto templatové DNA byly k reakcni smési piidany 3 pl sterilni vody.

3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Izolace DNA

Izolace kvasinkové DNA byla provedena za pouziti komer&niho setu UltraClean™
Microbial DNA Isolation Kit.

Do rozbijeci zkumavky bylo pipetovano 300 pl rozbijeciho pufru, ve kterém byla nasledné
rozsuspendovana dvé ocka kvasinkové kultury. Ke smési bylo ptfidano 50 pl roztoku MD1
avSe bylo jemné zvortexovano. Mikrozkumavky byly vlozeny v horizontalni poloze
do adaptéru vortexu a pii maximalni rychlosti byly 10 minut vortexovany. Poté byly
centrifugovany 1 minutu pii 10000xg. Supernatant byl pienesen do Cisté mikrozkumavky,
k roztoku bylo pfidano 100 ul MD2, smés byla zvortexovana a inkubovana 5 minut pfi 4 °C.
Po opétovné centrifugaci (1 minutu pfi 10000xg) byl supernatant pienesen do Cisté
mikrozkumavky, k roztoku bylo pfidano 900 ul MD3 a smés byla zvortexovana. 700 pl takto
vzniklého roztoku bylo pfeneseno na kolonku, centrifugovano (1 minutu pfi 10000xg).
Prefiltrovany roztok byl odstranén, na tutéz kolonku byl prenesen zbytek roztoku a kolonka
s roztokem byla opét centrifugovana (1 minutu pii 10000xg). Pfefiltrovany roztok byl
odstranén, do kolonky bylo pfidano 300 pl roztoku MD4 a centrifugovano 1 minutu
pii 10000xg. Kolonka byla opatrné prenesena do Cist¢ mikrozkumavky, do stfedu bilé
membrany uvnitf kolonky bylo napipetovano 50 ul roztoku MDS a nasledné zcentrifugovano
(1 minutu ptfi 10000xg). Kolonka byla odstranéna a roztok DNA v mikrozkumavce byl
ptipraven pro dalsi aplikace. Roztok byl uchovan pti —20 °C.

3.32 PCR

K celkovému mnozstvi 144 ul pfipravené smési (viz piiprava mastermixu, kapitola 3.2.10)
byly pfidany 3 pl templatové DNA a 3 pl termostabilni DNA polymerazy. Smés byla
zvortexovana, vlozena do termocykléru, kde byla namnozena pomoci polymerazové tetézové
reakce. Teplotni a Casovy profil reakce je uveden v tab. 2.

Podminky reakce:
Tab. 2: Teplotni a casovy profil PCR [74]

Jednotlivé kroky Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 94 4
94 1
Annealing — 25 cykla 48 0,5
72 1
Elongace 72 10
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K amplifikaci oblasti 5:8S-ITS rDNA byly pouzity primery ITS1 a ITS4. Primery byly
dodany v lyofilizované formé a pied pouzitim je bylo nutno rozpustit ve sterilni vodé.
Sekvence jednotlivych primert jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3: Pouzité primery a jejich sekvence [11]

Primer Sekvence
ITS1 5" TCC GTA GGT GAA CCTGCG G3’
1TS4 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

3.3.3 Elektroforeticka detekce PCR produktu

PCR produkt byl nasledné detekovan zapouziti horizontalni elektroforézy
na 2% agarozovém gelu. Podle poctu analyzovanych vzorka byly pouzity rizné velikosti van
( velké, mal4 a neymensi elektroforeticka vana). Gel na velkou vanu byl pfipraven v mnozstvi
60 ml, malou vanu v mnozstvi 40 ml a nejmensi 30 ml gelu. Ke gelu byl pfidan ethidium
bromid (v pl) — v mnozstvi odpovidajicim 1/10 objemu gelu.

Vzorky byly nagel nanaSeny nasledujicim zpusobem: 1 ul nanaseciho pufru bylo
smichano s 5 ul vzorku a 5 pul této smési bylo pipetovano dojamky na gelu. Negativni
kontrola byla pfipravena stejnym zptuisobem a nanasena ve stejném mnozstvi. Po okrajich gelu
byly vzdy vyneseny délkové standardy 100 bp plus nebo 100 bp v mnozstvi uvedeném
v kapitole 3.2.6.

Podminky elektroforézy:
v’ Velka elektroforetickd vana
Déleni fragmentd pii konstantnim napéti 65 V po dobu 2 hodin pfi pouziti délkového

standardu 100bp a 2,5-3 hodiny pfi pouziti délkového standardu 100 bp plus (kvuli
dobrému rozd¢leni standardu).

v Mala elektroforetickd vana
Déleni fragment pfi konstantnim napéti 55 V po dobu 2 hodin.

V' Nejmensi elektroforetickd vana
Déleni fragment pfi konstantnim napéti 45 V po dobu 2 hodin.

Analyzované fragmenty na gelu byly nésledné zviditelnény za pouziti UV transluminatoru
a gel byl vyfocen programem Scion Image.

3.3.4 PreciSténi PCR produktu
Pred restrikcni analyzou bylo potfeba PCR produkt precistit. PCR produkt byl pfecistén

nasledujicim zpisobem. 20 ul amplifikované DNA bylo smichano s 2 pl octanového pufru.
Smés byla zvortexovana a ke smési bylo pfidano 60 pul 96% ethanolu vychlazeného
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na teplotu — 20 °C. Nasledovala centrifugace po dobu 30 min. pfi 4 °C a 15000 otackach.
Supernatant byl dekantovan, do mikrozkumavky bylo ptidano 60 pl 80% ethanolu, obsah byl
zvortexovan a opét piistejnych podminkach centrifugovan. Supernatant byl dekatovan
a mikrozkumavky byly zbaveny zbytku ethanolu vysuSenim v exsikatoru po dobu 15 minut.

3.3.5 Restrikéni analyza

K precisténé DNA bylo pipetovano 13 pl sterilni vody, 1,5 ul pufru a 0,5 pl enzymu.
U enzymu Hhal, Hpall bylo k precist€éné DNA pipetovano 20 pl sterilni vody, 2 ul pufru
alpl enzymu. Vzorky byly nasledné inkubovany pii 37 °C po dobu 16 hodin (+ 20 minut
inaktivace enzymu) a poté elektroforeticky detekovany stejnym zpusobem jako PCR
produkty. Misto negativni kontroly byla na gel vynasena pozitivni kontrola. Jako pozitivni
kontrola byly na gel naneseny PCR produkty o délce shodujici se s délkou amplikonu, ktery
byl pouzity pro restrikéni analyzu.

Tab. 3: Viastnosti jednotlivych restrikcnich endonukledz pouZitych k taxonomickém zarazeni
kvasinek |71, 72]

Rozpoznavaci misto . .
0 v, k i DNA inkubace inaktivace
Znacent Producent enzymu na se \’renclr (°C) °0)
enzymu 55-3 . .
: : 16 hodin 20 minut
35
GG|CC
Haelll Haemophilus aegypticus C CTl GG 37 80
T|CGA
Taq*1 Th ti 37 80
aq ermus aquaticus AGCIT
GCG|C
Hhal H hilus h ti 37 80
a aemophilus haemolyticus C1GCG
Haemophilus CICGG
Hpall 37 65
pa parainfluenzae GGC1C
G|ATC
Hinfl Haemophilus influenzae Ci" ATG 37 80
T|TAA
Msel Micrococcus species Aﬁ\T ' 37 65
AG|CT
Alul Arthrobacter luteus T CTl GA 37 65
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Priprava typovych kvasinek

Jako typové kvasinky byly pouzity kvasinky pochazejici ze sbirky CCY (Bratislava, SR).
Seznam typovych kvasinek je uvedeny v priloze 1. V praci jsou dale uvadéna pouze jejich
pracovni oznaceni.

Ze 63 typovych kvasinek byla vyizolovana DNA, ktera byla nasledné naamplifikavana
a podrobena restrik¢éni analyze. S vyslednym obrazem velikosti restrikénich fragmenta
typovych kvasinek byly nasledn€é porovnavany stejnym zpusobem piipravené vzorky
kvasinek vyizolované z vina v roce 2007 (kapitola 4.2). Ziskany obraz enzymového $tépeni
amplifikované DNA typovych kvasinek slouzil dale jako kritérium pro taxonomické zatrazeni
kvasinek izolovanych z vina.

Pro posouzeni genetické podobnosti slouzi vytvorené dendogramy, které byly sestaveny
na zaklad¢ vysledkt RFLP pro vSechny pouzité enzymy.

4.1.1 Kultivace kvasinek

Po zaoCkovani kvasinek na pfedem pfipraveny sladinovy agar, byly Petriho misky
inkubovany v termostatu pfiteploté 26 °C po dobu tii dni. Po kultivaci byla zbunék
vyizolovana DNA.

4.1.2 Izolace DNA

DNA z jadra buiiky byla vyizolovana za pouziti komeréni sady Ultra Clean™ Microbial
DNA Isolation Kit. Souprava byla zvolena zatucelem snadné a rychlejsi izolace vét§iho

Koncentrace vyizolované DNA se pohybovala v rozmezi 5 — 40 ng-ul™. Vyizolovana DNA
byla uchovéavana pri teploté¢ —20 °C a nasledné pouzita k amplifikaci a restrikéni analyze.

4.1.3 Amplifikace DNA pomoci PCR

Pro namnozeni specifického useku DNA byla zvolena kodujici oblast 5-8S-ITS rDNA,
ktera byla naamplifikovana pouzitim nespecifickych primerd ITS1 a ITS4. PCR produkt
neboli amplikon byl néasledné elektroforeticky detekovan na 2% agar6zovém gelu. Aby mohly
byt jednotlivé délky fragmenti PCR produkti co nejpiesnéji odeCteny, bylo tieba,
aby podminky elektroforézy byly nasledujici: velka elektroforeticka vana, 2% agarézovy gel,
konstantni napéti 65V, doba déleni nejméné tit hodiny. Provelmi kvalitni rozdéleni
délkového standardu a tudiz k presn€jsimu odecteni délek PCR fragmentl je tfeba nechat
elektroforézu bézet zhruba Ctyfi hodiny. Ukazka déleni fragmentl v zavislosti na Case je
znazornéna na obr. 14. Na tomto obrazku je viditelny rozdil rozdé€leni délkového standardu.
Diky lepSimu rozdéleni standardu 100 bp plus byly pfesnéji odecteny délky amplifikovanych
DNA fragmentd pro jednotlivé rody typovych kvasinek. Velikost PCR produktu byla
stanovena odectenim z elektroforeogramu a nasledn€¢ také urena pomoci programu
BioNumerics.
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Amplifikaci DNA jednotlivych typovych kvasinek byly ziskany délky fragmentti 450 bp,
500 bp, 650 bp, 750 bp, 880 bp a 900 bp. U vzorkt s28 a s35 (Hanseniaspora uvarum) je
délka amplifikovaného fragmentu 450 bp, u ostatnich kvasinek rodu Hamnseniaspora je
velikost PCR produktu 750 bp. Kvasinky rodu Saccharomyces poskytuji jednotnou velikost
fragmentu ato 880 bp. 900 bp pfislusi rodu Kluyveromyces. Amplifikaci DNA izolované
z jadra bunék kvasinek rodu Pichia byly ziskany 3 délky fragmenti — 450 bp, 600 bp, 650 bp,
velikost amplikonu DNA kvasinek rodu Rhodotorula se pohybuje kolem 650 bp.

Délky jednotlivych fragmenta jsou uvedeny v tabulce 4. Ukazka 2% agardzového gelu
s PCR produkty typovych kvasinek je naobr. 15. Je zde ukazan obraz vybranych PCR
produktti o délce 450, 750, 650, 880 a 900 bp.

Tab. 4: Velikost amplifikované oblasti 5-8S-IT'S rDNA jednotlivych typovych kvasinek za pouZiti
primeri ITS1 a ITS4.

Pracovni Veli-k ost Pracovni Veli-k ost Pracovni Veli-k ost
. . amplikonu . . amplikonu . . amplikonu

oznaceni (bp) oznaceni (bp) oznaceni (bp)
s8 900 sl6 750 s31 650
s9 880 sl7 750 s50 650
s10 880 s18 750 s51 650
sll 880 s19 750 s52 650
s12 880 s20 750 s53 650
s13 880 s21 750 s54 650
sl4 880 s26 750 s55 650
s45 880 s29 750 s32 650
s46 880 s36 750 s42 650
s47 880 sl15 750 s43 650
s48 880 s39 750 s27 650
s49 880 s40 750 s23 650
s56 880 s34 650 s30 650
s24 880 s37 650 s38 650
s58 880 sl 650 s44 600
s59 880 s2 650 s57 500
s60 880 s3 650 s28 450
s61 880 s4 650 s35 450
s62 880 s5 650 s7 450
s63 880 s6 650 s25 450
s41 650 s33 450
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Obr. 14: Ukazka déleni fragmentii DNA v zdvislosti na case. Déleni v 2% agarozovém gelu
DpFi konstanmim napéti 65 V. Elektroforeogram vievo: doba déleni 135 min., elektroforeogram vpravo:
doba déleni 240 min.
M — délkovy standard 100 bp plus, nk — negativnt kontrola. Cisla znaci pracovni oznacent
vzorkil kvasinek (elektroforeogram vievo: typové kvasinky; elektroforeogram vpravo: vzorky kvasinek

izolovanych z vina).

450 bp 750 hp 650hp 900 380hp

M T 25 33 28 18 19 20 21 M M 6 23 2T 8 0 M

Obr. 15: Elektroforeogram PCR produktu ziskaného amplifikaci 5 8S-ITS oblasti rDNA u typovych
kvasinek.
M — marker, neboli délkovy standard 100 bp plus. s7, s23, s33, s28, s18, 519, s20, s21, s6, s23, s27, s8,
s9 — pracovni oznaceni béhit amplifikované DNA jednotlivych typovych kvasinek.
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4.1.4 Restrikéni analyza (PCR-RFLP)

Naamplifikovana DNA byla nasledné pieciSténa (presrazena ethanolem za Ucelem
odstranéni prebytecnych slozek PCR smési a ziskani ¢isté DNA) a podrobena restrikéni
analyze. Pro nastipani DNA na specifické fragmenty bylo pouzito sedm enzyml — Haelll,
Hhal, Hinfl, Hpall, Taq*1, Msel, Alul. Podminky digesce a postup je uveden v kapitole 3.3.5.

V praci nejsou uvedeny vSechny vysledné gely zhlediska jejich velkého mnozstvi,
ale u kazdého enzymu je uvedena souhrmna tabulka s délkami restrikCnich fragmenta
ziskanych enzymovym Stépenim DNA a elektroforeogramy s ukazkami Stépeni typovych
kvasinek.

4.1.4.1 Enzym Haelll

Jako jedna z restrik¢énich endonukledz byl zvolen enzym Haelll, ktery rozpoznava a §tépi
misto 5'GG|CC3' DNA. Délky fragmenti po digesci timto enzymem jsou uvedeny
v tabulce 5. Ukézka $t€peni enzymu pro vybrané druhy typovych kvasinek je na obr. 16.

Tab. 5: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmenti ziskanych stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledazou Haelll.
PO — pracovni oznaceni typové kvasinky, AP — velikost amplifikovaného produktu v bp, RF — velikost
restrikcniho fragmentu v bp, n — nestépeno, O — ostatni vinné kvasinky.

AP RF AP RF

PO | wp) (bp) PO | wp) (bp)
s28 450 380+70 s 650 n
s35 450 380+70 s4 650 n
s16 750 n s5 650 n
s17 750 n s6 650 n

S| si8 750 n s23 650 n

% s19 750 n s50 650 n

S| 20 750 n s51 650 n

S| 21 750 n 3| s53 650 n

T 526 | 750 n S| s54 [ 650 n

2| s36 750 n T s4l 650 n
s15 750 n § $52 650 4504240
s40 750 n S| ss55 650 4504240
s29 750 n s27 650 4204220
s39 750 | 450+120+100+80 s31 650 4204220

o | 524 880 |310+240+170+130 s32 650 4204220

2| s8 900 |310+240+170+130 s2 650 400+220

3

S| 9 880 |310+240+170+130 s3 650 4004220

S s10 | 880 [310+240+170+130 42 | 650 4004220

S| sl 880 | 310+240+170+130 s43 650 4004220

2| s12 880 | 310+240+170+130

%7513 | 880 |31042404170+130
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Tab. 5: Pokracovdni.

AP RF AP RF

PO | op (bp) PO | op (bp)

sl4 880 | 310+240+170+130 s34 650 n

s45 880 | 310+240+170+130 3| s37 650 n

s46 | 880 | 310+240+170+130 § sd44 600 400+120+80
“ s47 880 | 310+240+170+130 k= s25 450 350+80
§ s48 | 880 | 310+240+170+130 | s33 450 350+80
S| s49 | 880 | 310+240+170+130 s7 450 300+80+60
S| 556 | 880 [ 310+240+170+130 s57 500 400+100
S| 58 | 880 | 3104240+170+130 o | s30 650 420+130+80
;g s59 | 880 | 310+240+170+130 s38 650 420+130+80

s60 | 880 | 310+240+170+130

s61 | 880 | 310+240+170+130

s62 | 880 | 310+240+170+130

63 | 880 | 310+240+170+130

HaellT HaelIT Haelll

M 3 40 35 M Ml pk M 26 20 36 M Ml pk M ¢ 24 63 M Ml pk

.
e |
E
oy
it
mr—
Ay

Obr. 16: Elektroforeogram stépeni DNA ruznych druhu kvasinek rodu Hanseniaspora (539, s40, s35,
526, 529, $36) a Saccharomyces (59, s24, s63). M — délkovy standard 100 bp plus, M1 — délkovy
standard 20 bp, pk — pozitivni kontrola (750 bp, 450 bp a 880 bp).

DNA kvasinek rodu Hanseniaspora byla §tépena restrikéni endonukleazou Haelll pouze
u tii vzorka. U ostatnich vzorkti nebylo nalezeno S§t€pné misto a tudiz nedoslo k nastipani
DNA na specifické fragmenty.

Vsechny druhy rodu Saccharomyces a Kluyveromyces ukazuji po digesci stejny obraz
Sté€peni. Timto enzymem nelze tedy jednotlivé druhy rodu Saccharomyces odlisit.

Stépeni rodu Rhodotorula lze v nasem piipadé rozdélit do &tyf skupin — prvni skupina
zahrnuje DNA, ktera nema specifické St€épné misto a tedy neni Stépena, druhad skupina je
charakteristickd dvéma fragmenty délky 450 + 240 bp, dalsi skupina poskytuje tii fragmenty
420 + 130 + 80 bp a fragmenty posledni skupiny se pohybuji kolem 400 + 220 bp. V ramci
druhu byla R. glutinis §tépena tfemi rdznymi zpUsoby. Bud nebylo utypovych kvasinek
tohoto druhu nalezeno $tépné misto nebo byly ziskany 2 fragmenty pohybujici se kolem 400
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a220bp a 450+240bp Uostatnich druhd tohoto rodu, jmenovit€ R. minuta,
R. mucilaginosa, R. graminis, Rhodosporidium toruloides byly délky fragmentd shodné jako
u R. glutinis. Sp. pararoseus a Sp. salmonicolor byly §tépeny shodné na tii fragmenty.

U rodu Pichia byly molekularné charakterizovany ¢tyfi druhy, kdy kazdy z nich poskytuje
jiny obraz restrik¢nich fragmenta.

4.1.4.2 Enzym Hhal

Enzym Hhal byl zvolen jako dalsi restrikéni endonukleaza. Hhal (Cfol) rozpoznava a Stépi
misto 5' GCG|C 3' DNA. Podle vysledki uvedenych v tabulce 6 vSechny typové kvasinky
toto misto maji — DNA byla Stépena uvsSech vzorki. Ukazka S§té€peni enzymu Hhal je
na obr. 17.

Tab. 6: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukleazou Hhal.

PO AP RF PO AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
s28 450 170+120-+80 sl 650 | 300+220+100
s35 450 170+120-+80 s4 650 | 300+220+100
s16 750 320+100 s5 650 | 300+220+100
s17 750 320+100 s6 650 | 300+220+100
S| sI8 750 320+100 s23 650 | 300+220+100
= sl9 750 320+100 s50 650 | 300+220+110
S| s20 750 320+100 5|85l 650 | 300+220+110
§ 21 750 320+100 S s53 650 | 300+220+110
< | 826 750 320+100 § s54 650 | 300+220+110
~ | s36 750 320+100 S| s52 650 | 300+220+110
s15 750 650+100 ;8 s55 650 | 300+220+110
s40 750 320+100 27 650 | 300+220+100
29 750 |300+180+100+60 s31 650 320+300
s39 750 280+150 s32 650 | 300+220+100
s24 880 380+350+140 s2 650 | 300+220+100
s8 900 380+350+140 s3 650 | 300+220+100
. s9 880 380+350+140 s42 650 3004220
S| 510 880 380+350+140 s43 650 3004220
§ s11 880 | 220+180+80+60 s34 650 280+60
§ s12 880 380+350+140 g s37 650 280+60
2| sl3 880 380+350+140 S| su 600 3004260
;8 sl4 880 380+350+140 S| 825 450 180+100+80
s45 880 380+350+140 ® 33 450 180+100+80
s46 880 380+350+140 s7 450 220+100+80
s47 880 380+350+140 0| s57 500 220+180
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Tab. 6: Pokracovdni

PO AP RF PO AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
549 880 380+350+140 o L_s38 650 400+220
S| s56 880 380+350+140 s30 650 | 300+220+100
§‘ 558 880 | 380+350+140
§ s59 880 380+350+140
S| s60 880 | 380+350+140
21 s6l 880 | 380+350+140
2| 2 880 380+350+140
$63 880 380+350+140

Jednotlivé druhy rodu Saccharomyces nelze timto enzymem odlisit. Délky jednotlivych
fragmentd byly opét shodné. Vyjimku tvoti vzorek s11 (S. cerevisiae, 21-4-81), u néhoz byly
ziskany odlisné délky fragmentl v porovnani se zbylymi devatenacti druhy, u kterych je
vysledny obraz §té€peni zcela totozny. Zbylych 11 typovych kvasinek druhu Saccharomyces
cerevisiae je Stépeno shodné.

DNA izolovana zjadra bunék kvasinek rodu Hanseniaspora je v ramci druhu H. uvarum
St€pena tfemi riznymi zpusoby — pievazuji fragmenty 320 + 100 bp, vzorky s25, s33 byly
Stépeny na tfi fragmenty délky 170 + 120 + 80 bp a vzorek s29 byl §tépen na Ctyfi fragmenty
délky 300+ 180 + 100 + 60 bp. H. guilliermondii byla St€pena stejné jako H.uvarum.
Kvasinky H. valbyesis a H.vinae 1ze od ostatnich typovych kvasinek rodu Hanseniaspora
timto enzymem snadno odlisit.

DNA druhll rodu Rhodotorula byla témér vSechna Sté€pena kolem 300 + 220 + 100 bp.
U této skupiny se odliSuje pouze kvasinka s31 — R. glutinis. Sp. pararoseus byl st€pen shodné
jako R. glutinis. V porovnani s pfedchozim enzymem lze oba pouzité druhy rodu
Sporidiobolus touto restriktdzou od sebe odlisit.

Restrik¢ni obraz kvasinek rodu Pichia je odlisny u v§ech pouzitych druht.

Hpal Hhal
M 3% 8 9 11 § 50 538 M M pk M Ml 53 54 55 M Mlpk

—
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Obr. 17: Elektroforeogram ukdzky Stépeni enzymu Hhal v ramci rodit Hanseniaspora (s36),
Saccharomyces (s8 — s11, s58, s59, s63) a Rhodotorula (s53 — s535).
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4.1.4.3 Enzym Taq°l

Enzym T7aq"1, jako jedna z restrikénich endonukleaz pouzita ke $tépeni PCR produktd,
Stépi DNA v misté 5' T|CGA 3'. Délky fragmentt ziskanych digesci timto enzymem jsou
uvedeny v tab. 7, ukazka Stépeni je na obr. 18.

Vsechny typové kvasinky byly timto enzymem S§tépeny. Délky fragmentd ziskanych
digesci timto enzymem jsou uvedeny v tab. 7, ukazka Stépeni je na obr. 18.

Tab. 7: Souhrnnd tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Taq”l

- AP RF - AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
s28 450 160+140+120 sl 650 3404220
s35 450 160+140+120 s4 650 3404220
s16 750 400+180+150 s5 650 3404220
s17 750 400+180+150 s6 650 3404220
S| sl8 750 400+180+150 s23 650 3404220
§ s19 750 400+180+150 s50 650 380+240
S| s20 750 400+180+150 s | s51 650 380+240
§ 21 750 400+180+150 § s53 650 380+240
o | s26 750 400+180+150 § s54 650 380+240
&l s36 750 400+180+150 S| s52 650 240+180
s15 750 400+240 ;8 s55 650 240+180
s40 750 300+170+140 27 650 240+180
29 750 400+180+150 s31 650 240+180
s39 750 410+340 s32 650 240+180
s8 900  |300+280+140+100+60 s2 650 3404220
24 880 | 300+280+140+100+60 s3 650 3404220
s9 880 | 300+280+140+100+60 s42 650 240+180
s10 880 | 300+280+140+100+60 s43 650 380+240
. Lsll 880 | 300+280+140+100+60 s34 650 3204200
8
S| sl2 880 | 300+280+140+100+60 s | 837 650 3204200
§ s13 880 | 300+280+140+100+60 § s44 600 | 250+180+160
S| sl4 880 | 300+280+140+100+60 2| 825 450 260+200
§ s45 880 | 300+280+140+100+60 633 450 200+160+50
;3 s46 880 | 300+280+140+100+60 s7 450 200+160+50
s47 880 | 300+280+140+100+60 s57 500 300+120
s48 880 | 300+280+140+100+60 S| s30 650 3604220
s49 880 | 300+280+140+100+60 s38 650 3404200
s56 880 | 300+280+140+100+60
s58 880 | 300+280+140+100+60
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Tab. 7: Pokracovdni.

- AP RF

(bp) (bp)
< | s60 880 | 300+280+140+100+60
§ s61 880 | 300+280+140+100+60
S| s62 880 | 300+280+140+100+60
% 563 880 | 300+280+140+100+60

Podle tab. 7 1ze usuzovat, ze vSechny typové kvasinky byly timto enzymem Sté€peny.

Kvasinky rodu Hanseniaspora jsou stépeny v ramci druhu shodné — H. uvarum je Stépena
na tfi fragmenty délky 400 + 180 + 150 bp. Kvasinky H. valbyensis (400 + 240 bp), H. vinae
(400 + 340 bp) a H. guilliermondii (300 + 170 + 140 bp) 1ze timto enzymem opét odlisit.

Obraz §tépeni vSech druht kvasinek rodu Saccharomyces je zcela totozny, kvasinky tohoto
rodu opét nelze enzymem 7aq”T odlisit.

Kvasinky rodu Pichia jsou §té€peny na 2 — 3 fragmenty. Zajimavosti zde je, ze vzorky s25 x
s33 poskytuji po digesci rizné délky fragmentt. Jedna se o stejny druh P. fermentans, ale jiny
kmen — 39-4-2 (s25) x 39-4-1 (s33). Lze tedy konstatovat, ze pouzitou restrik¢ni
endonukledzou by mohly byt tyto kvasinky odliSeny az na irovni kmene.

DNA vétsiny kvasinek rodu Rhodotorula je Stépena na dva fragmenty pohybujici se kolem
400 + 200 bp. Druh R. glutinis je Stépen dvéma riznymi zpusoby ato bud na fragmenty
pohybujici se kolem 340 + 220 bp a na fragmenty délky 240 + 180 bp. Ostatni druhy rodu
Rhodotorula jsou §tépeny bud’ shodné jako R. glutinis nebo tak, ze se od sebe daji odlisit.

Pouzitim tohoto enzymu lze od sebe odlisit druhy Sp. pararoseus Sp. salmonicolor.

Obr. 18 ukazuje Stépeni nekterych druht kvasinek. Jsou zde ukazany rozdily ve §tépeni
vramci rodu Pichia — vzorek s33 P.fermentans, s7 P. membranifaciens aukéazka zcela
totoznych fragmentt kvasinek rodu Saccharomyces. Ukazan je taktéz obraz §tépeni rodu
Hanseniaspora a Rhodotorula.

Tagl Tagl
M 1 2 7 10 28 33 M Ml pk M 26 29 36 58 59 63 M MI pk

Obr. 18: Ukdzka elektroforeogramu s restrikcnimi fragmenty ziskanymi Stépenim enzymem Taq“l.
51, s2 — R. glutinis, s7 — P. membranifaciens, s10— S. cerevisiae, s33 — P. fermentans, s 26, s28, s29,
§36 — H. uvarum, s58 — S. aceti, s59 — S. oviformis, s63 — S. bayanus.
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4.1.4.4 Enzym HinfI
Enzym Hinfl rozpoznava a §épi misto 5' GJATC 3' DNA. Stépné misto bylo nalezeno
u vSech pouzitych typovych kvasinek. Fragmenty ziskané §tépenim PCR produktu jsou

pro prehlednost uvedeny v tab. 8. Ukazka stépeni tohoto enzymu je na obr. 19.

Tab. 8: Souhrnnd tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu restrikcni

endonukledzou Hinfl.
AP RF AP RF
PO | wp) (bp) PO 1 o) (bp)
s28 450 2504200 sl 650 220+120
s35 450 2504200 s4 650 220+120+80
s16 750 | 350+200+160+70 s5 650 220+120
s17 750 | 350+200+160+70 s6 650 220+120
S| sl8 | 750 | 350+200+160+70 s23 650 220+120+80
& s19 | 750 | 350+200+160+70 550 650 280+140+100
S| 520 750 | 350+200+160+70 s51 650 240+140+100
S| s21 | 750 | 350+200+160+70 S 650 240+140+100
T s26 | 750 | 3504200¢160+70 | S| s34 | 650 240+140+100
& s36 | 750 | 3504200+160+70 T 650 350
s15 750 | 240+220+180+120 S| s52 650 260+240
s40 750 350+200+160+70 2| s55 650 3804240
529 750 | 350+200+160+70 s27 650 150+120+80+60
s39 750 380 s31 650 280-+240+100
s8 900 350+120 s32 650 250+220+70
s24 880 350+120 s2 650 220+120+80
s9 880 350+120 s3 650 220+120+80
s10 880 350+120 s42 650 3504220
sl1 880 350+120 s43 650 350+220+120+100
s12 880 350+120 s34 650 310+200+140
s13 880 350+120 § s37 650 320+180+120
S| sl4 880 350+120 | s44 600 310+290
S| s45 | 880 350+120 2| 82 450 250+200
§ s46 880 350+120 s33 450 250+200
§ s47 880 350+120 s7 450 2504200
2| 48 880 350+120 s57 500 220+180+150
2| s49 880 350+120 O | 530 650 | 300+180+220+120+80
s56 880 350+120 s38 650 280+240+100
s58 880 350+120
$59 880 350+120
$60 880 350+120
s61 880 350+120
$62 880 350+120
s63 880 350+120
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Typové kvasinky rodu Hanseniaspora $tépené enzymem Hinfl poskytuji 3 skupiny délek
fragmenti — prevazujici 350 + 200 + 160 + 70 bp, dale 250 + 200 bp pro druh H. uvarum.
H.valbyensis je §t€pena na 240 + 220 + 180 + 120 bp a H. vinae je Stépena na jeden fragment
délky 380 bp.

Kvasinky rodu Saccharomyces poskytuji opét stejny obraz Stépeni. Délky restrikénich
fragmentd se pohybuji kolem 400 + 130 bp. Vybrané typové kvasinky tohoto rodu jsou opét
enzymem Hinfl neodlisitelné.

DNA raznych druht kvasinek rodu Rhodotorula byla restriktazou Hinfl nastépena tak,
ze ve vysledku lze fici, ze tento enzym dokéaze od sebe odlisit jednotlivé nami pouzité druhy
tohoto rodu.

Urodu Pichia nebylo mozné pouzitim této restrikéni endonukleazy odlisit
P. membranifaciens od P. fermentans.

Na obrazku 19 muzeme vidét rozdily ve Stépeni v ramci jednoho rodu. Jako ptiklad je zde
uvedena kvasinka P. fermentans (s33) x P. guilliermondii (s44) x P.subpelliculosa (s34),
dale rod Rhodotorula, druhove kvasinky R. minuta (s42) x R. graminis (s43), kterd ma navic
dva fragmenty délky 120 a 100 bp a R. glutinis (s1). Z rodu Saccharomyces je zde uveden
ptiklad druhu S. cerevisiae (s10) a S. mangini (s24).

HinfT HingT
M 30 40 42 43 44 32 34 M Ml pk M 1 10 24 M M pk

Obr. 19: Ukazka Stépeni DNA enzymem Hinfl pro vzorky s39 — H. vinae, s40 — H. guilliermondii,
542 — R. minuta, s43 — R. graminis, s44 — P. guilliermondii, s33 — P. fermentans, s34 — P.
subpelliculosa, s1 — R. glutinis, s10— S. cerevisiae, s24 — S. mangini.

4.1.4.5 Enzym Hpall
Enzym Hpall §tépi DNA v misté 5' C|CGG 3' DNA. Délky restrik¢nich fragmenta ziskané

po digesci timto enzymem jsou uvedeny v tab. 9. Na obr. 20 je ukazka Stépeni restrik¢ni
endonukleazy Hpall.
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Tab. 9: Souhrnnd tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Hpall.

AP RF AP RF
PO | bp) (bp) PO | mp) (bp)
28 | 450 n sl 650 n
35 | 450 n s4 650 500+120
sl6 | 750 n s5 650 n
s17 | 750 n s6 650 300
S| s18 | 750 n s23 650 n
% s19 750 n s50 650 500+120
S| s20 | 750 n s51 650 n
S| s21 | 750 n S| s53 | 650 n
T 26 | 750 n S| s54 | 650 n
S| s36 | 750 n | s4l 650 n
s15 | 750 n % s52 650 n
s40 750 n 2| s55 650 500+120
29 | 750 n s27 650 500+120
39 | 750 n s31 650 500+120
s8 900 700+120 s32 650 500+120
s24 880 700+120 s2 650 550
s9 880 700+120 s3 650 550
s10 880 700+120 s42 650 550
s11 | 880 700+120 543 650 n
s12 | 880 700+120 s34 650 n
s13 | 880 700+120 % 37 | 650 n
S| sl4 | 880 700+120 5 s44 600 380+160
S| s45 | 880 700+120 S| s25 | 450 240+150
S| s46 | 880 700+120 $33 450 240+150
S| s47 | 880 700+120 s7 450 240+150
2| s48 | 880 700+120 s57 | 500 280
2| s49 | 880 700+120 ol s30 650 300
s56 880 700+120 s38 650 300
s38 | 880 700+120
s39 | 880 700+120
s60 | 880 700+120
s61 | 880 700+120
s62 880 700+120
s63 880 700+120

Z vysledka v tabulce 9 je zfejmé, ze vSechny druhy kvasinek rodu Hanseniaspora nemaji
Stépné misto — ani u jednoho vzorku nedoslo ke stépeni PCR produktu.

Digesci enzymem Hpall PCR produktu vSech druhd kvasinek rodu Saccharomyces byl
opét ziskan totozny obraz S$tépeni uvSech téchto druhti. Lze tedy fici, ze restrik¢ni
endonukledzou Hpall nelze kvasinky rodu Saccharomyces odlisit.
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DNA kvasinek rodu Rhodotorula byla bud’ neStépena nebo §té€pena na dva fragmenty
jejichz velikost se pohybuje kolem 500 a 120 bp.

Urodu Pichia dosSlo k nastépeni PCR produktu o velikosti 450 bp na dva fragmenty
velikosti 240 a 150 bp.

Obr. 20 ukazuje vysledek §tépeni enzymu Hpall. Jsou zde vidét rozdily ve Stépeni v ramci
druhu — vzorek s1 a s5 x s2 (R. glutinis), dale stejné §tépeni vzorku s8 (K/uyveromyces lactis),
$9, s10 (S. cerevisiae) a s36 (H. uvarum), u kterého nebylo nalezeno $tépné misto.

Hpall Hpall
M M 1 2 5 10 M M pk M 36 8 9 M M pk

Obr. 20: Elektroforeogram ukdazky Stépeni enzymu Hpall.

4.1.4.6 Enzym Alul

Restrikéni endonukledza 4/ul vyhledava a §tépi DNA v misté 5' AG|CT 3'. Témeér vSechny
typové kvasinky byly timto enzymem Stépeny na 2 -3 fragmenty. Vysledek Stépeni
pro jednotlivé typové kvasinky je uveden v tab. 10, nazorna ukazka Sté€peni je na obr. 21.

Tab. 10: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentil ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikéni endonukledzou Alul.

AP RF AP RF

PO | o) (bp) PO ow (bp)
528 450 400+60 s1 650 | 300+110+90
s35 450 400+60 s4 650 300+110+90
516 750 550+180 55 650 | 300+110+90
S| sl7 750 550+180 S| s6 650 300+110+90
= slI8 750 550+180 S| s23 630 300+110+90
S| s19 750 550+180 S| s50 650 | 300+110+90
S| 20 750 550+180 S| sl 650 | 300+110+90
T ol 750 550+180 2| 53 650 | 300+110+90
2| 26 750 550+180 “ 1 ss4 650 | 300+110+90
536 750 550+180 552 650 450+120
s15 750 | 300+280+190 535 650 450+120
540 750 500+150 s27 650 | 300+110+90
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Tab. 10: Pokracovani. H. — rod Hanseniaspora.

PO AP RF PO AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
H | s39 750 700 | os32 650 200+120+90
s8 900 800+80 S s2 650 300+110+90
s24 880 800+80 §: s3 650 400+300
s9 880 800+80 ;8 s42 650 400+120+90
s10 880 800+80 s43 650 300+110+90
s11 880 800+80 s34 650 n
s12 880 800+80 s | 837 650 n
s13 880 800+80 S| sdd 600 n
3 sl4 880 800+80 % s25 450 290
= s45 880 800+80 R 33 450 290
< s46 880 800+80 s7 450 320+90+60
§ s47 880 800+80 s57 500 350
= s48 880 800+80 ol s30 650 300+110+90
2 s49 880 800+80 s38 650 300+110+90
s56 880 800+80
s58 880 800+80
s59 880 800+80
s60 880 800+80
s61 880 800+80
62 880 800+80
$63 880 800+80

Z tabulky vyse je zfejmé, ze téméf vSechny typové kvasinky byly timto enzymem Stépeny.
Stépné misto nebylo nalezeno pouze utii vzorkd kvasinek rodu Pichia (s34, s37—
P. subpelliculosa, s44 — P. guilliermondii).

U rodu Hanseniaspora je obraz Stépeni téméf totozny — velikost fragment se pohybuje
kolem 550+ 180 bp. Vyjimku tvoii vzorky s28, s35 (H.uvarum), u kterych je velikost
restrikénich fragment(i 400 + 60 bp a H. valbyensis (s15) se tfemi restricnimi fragmenty délky
300 + 280 + 190 bp.

Vsechny typové kvasinky spadajici dorodu Saccharomyces byly opét §tépeny zcela
totozné. Enzymem A/ul tedy opét nelze tyto kvasinky od sebe odlisit.

U typovych kvasinek rodu Rhodotorula byly po §té€peni amplikonu ve vétSiné piipadech
ziskany 3 fragmenty. PCR produkt druhu R. glutinis byl §tépen tfemi moznymi zpisoby.
V ptevaze byly ziskdny fragmenty délky 300+ 110+ 90bp. Vramci druhu se odlisnost
Stépeni projevuje uvzorku s31, ukterého jsou délky fragmentd 200+ 120 + 90 bp
a u typovych kvasinek s52, s55 jsou délky fragment 450 + 120 bp. Ze zbylych druht Ize
timto enzymem odlisit pouze R. mucilaginosa (s32) a R. minuta (s42), ostatni druhy jsou
Stépeny totozné jako R. glutinis.

Oba druhy rodu Sporidiobolus nelze enzymem odlisit od druhu R. glutinis ani od sebe
navzajem.
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P subpelliculosa byla st€pena shodné jako P. guilliermondii. Na druhou stranu vSak byly
od sebe odlisitelné P. membranifaciens a P. fermentans.

Vysledky Sté€peni jsou shrnuty v tab. 10. Obréazek 21 ukazuje St€peni né€kterych typovych
kvasinek. Je zde ukazan rozdil ve Stépeni H. uvarum (s16 —s21) x H. valbyensis (s15), déle
Stépeni rodu Saccharomyces (s24 — S. mangini) a P. membranifaciens (s7).

Alud

M 7 28 35151617 18 19 20 2124 M M1 pk

Obr. 21: Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych §tépenim PCR produktu restrikcni
endonukleazou Alul.

4.1.4.7 Enzym Msel

Enzym Msel byl pouzity jako posledni restrikcni endonukleaza zejména za ucelem odliSeni
kvasinek rodu Saccharomyces. Enzym Msel vyhledava a stépi DNA v misté 5' T|TAA 3".
Vysledné délky restrikCnich fragmentd jsou uvedeny vtab. 11, obraz §tépeni je ukazan
na obr. 22.

Tab. 11: Souhrnnd tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukleczou Msel.

AP RF AP RF
PO o (bp) PO op) (bp)
s28 | 450 350+300+120 51 650 450
s35 | 450 3204280 s4 650 480+90+60
sl | 750 300+140+100 55 650 400+70+50
S s17 [ 750 300+140+100 S| s6 650 400+70+50
g s18 | 750 300+140+100 S| s23 650 400+70+50
S| sl9 750 300+140+100 S| s50 650 450
S0 20 | 750 300+140+100 S[ st ] 650 450
T 21 | 750 | 300+140+100 2| 553 | 650 450
2 26 | 750 [250+120+90+80+50| F| s34 | 650 450
s36_ | 750 | 250+120+90+80+50 52| 650 200+160+110
s15 | 750 | 250+160+80+50 s55 | 650 200+160+110
s40 750 250+120 s27 650 450
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Tab. 11: Pokracovani

- AP RF PO AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
H. | 39 750 220+200+70 |_s31 650 | 200+160+110
s8 900 | 220+180+120+100+90 S| 32 650 | 200+160+110
s24 880 240+200+140+100 §: s2 650 | 200+160+110
s9 880 | 220+180+120+100+90 ;8 s3 650 450
s10 880 | 220+180+120+100+90 s42 650 | 200+160+110
s11 880 | 220+180+120+100+90 s43 650 450
s12 880 | 220+180+120+100+90 s34 650 | 240+140+120
s13 880 | 220+180+120+100+90 § s37 650 | 240+140+120
S s14 880 | 220+180+120+100+90 3*; s44 600 400+100
S| 845 880 | 220+180+120+100+90 Sl 825 450 n
§ s46 880 | 220+180+120+100+90 s33 450 n
< s47 880 | 220+180+120+100+90 s7 450 180+100+50
2 48 880 | 220+180+120+100+90 s57 500 n
2 w9 880 | 220+180+120+100+90 O | 530 650 480+90+60
s56 880 | 220+180+120+100+90 s38 650 480+90+60
s58 880 220+180+120+100+90
s59 880 | 220+180+120+100+90
560 880 | 220+180+120+100+90
s61 880 | 220+180+120+100+90
562 880 | 220+180+120+100+90
563 880 | 220+180+120+100+90

Stépenim DNA enzymem Msel Ize od sebe odlisit jednotlivé druhy rodu Hanseniaspora.

H. uvarum byla touto restriktazou Stépena na tfi fragmenty 300, 140, 100 bp.

Jednotlivé druhy rodu Saccharomyces nebylo mozné opét odlisit. Stejné jako pfi pouziti
predchozich Sesti enzymu nedoslo k odliSeni jednotlivych druha.

Druhy spadajici do rodu Rhodotorula taktéz nelze restriktazou odli§it. DNA je Stépena
shodné jako R. glutinis. Navic rod R. glutinis byl §tépen Ctyfmi zpisoby. Sp. pararoseus

a Sp. salmonicolor nelze taktéz od sebe odlisit.
Vsechny druhy rodu Pichia 1ze timto enzymem bez problému odlisit.
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Msal

M32 4041 4243 44 3 25 331114 M M1 pk

Obr. 22: Elektroforeogram po digesci PCR produktu enzymem Msel.
4.1.5 Shrnuti vysledku $tépeni v§ech enzymu pro jednotlivé rody

V této kapitole jsou strucné shrnuty vysledky analyzy pomoci restrikénich endonukleaz,
které jsou pro dany rod z hlediska odliSeni jednotlivych druht typovych kvasinek nejlepsi,
a které naopak dané druhy v ramci rodu viibec nedokazi odlisit.

4.1.5.1 Kvasinky rodu Rhodotorula

Jako nejlepsi restrikéni endonukleaza, ktera dokaze odlisit rizné druhy rodu Rhodotorula,
se ukazal enzym Hinfl. Ze viech sedmi enzymu dokazal nejlépe odliSit vSech sedm
analyzovanych druhli tohoto rodu. K odliSeni téchto druhi je mozné jesté pouzit enzym
Hpall. Enzymy Hhal, Tag"1 jsou zcela nevyhovujici nebot’ témér vSechny druhy jsou $tépeny
shodné jako R. glutinis. Zbylé enzymy také nejsou zcela vhodné pro druhové zatazeni.

4.1.5.2 Kvasinky rodu Pichia

Pouzité druhy typovych kvasinek rodu Pichia 1ze od sebe odli§it vice enzymy. Kvasinky
mohou byt odliSeny enzymem Haelll, Hhal, Tag*1 a Msel. Zbytek pouzitych restrikénich
endonukleaz neni vhodnych z hlediska stejného stépeni v ramci riznych druht rodu Pichia.

4.1.5.3 Kvasinky rodu Hanseniaspora

Typové kvasinky rodu Hanseniaspora byly nejlépe odliSeny enzymem T7aq™l a Alul.
Vsechny pouzité druhy jsou timto enzymem Sté€peny na rizné délky fragmentt a tudiz je lze
od sebe snadno odlisit. Naproti tomu restrik¢i endonukleaza Hpall nedokazala od sebe odlisit
ani jeden druh a enzym Haelll neni taktéz vhodny pro taxonomické zatazeni kvasinek tohoto
rodu. Enzymem Hhal, Hinfl a Msel nelze odlisit druh H. guilliermondii od H. uvarum.
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4.1.5.4 Kvasinky rodu Saccharomyces

Pouzité typové kvasinky rodu Saccharomyces nebylo mozné na zékladé¢ druhu od sebe
odlisit. Obraz S§tépeni pro jednotlivé analyzované druhy se po digesci vSemi sedmi
restrikénimi endonukledzami zcela shodoval. Zvolend amplifikovana oblast 5-8S-ITS tedy
neni vhodna pro druhové odliSeni kvasinek nalezicich do rodu Saccharomyces.

4.1.5.5 Dalsi vinné kvasinky

Navic byly jesté analyzovany dva druhy rodu Sporidiobolus a Issatchenkia orientalis.

Druh Issatchenkia orientalis neni mozné v naSem piipadé srovnat s zadnym jinym druhem,
protoze nebyly analyzovany jiné typové kvasinky v ramci rodu Candida.

Co se tyCe rodu Sporidiobolus, tak muZeme srovnat pouze Stépeni dvou druht —
Sp. pararoseus a Sp. salmonicolor. Kvasinky lze jednoznacné odlisit pouze enzymem Hinfl.
U ostatnich enzymt byl bud’ obraz §té€peni shodny v ramci téchto dvou druht nebo se zcela
shodoval se §t€penim druhu R. glutinis.
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4.1.6 Dendrogramy typovych kvasinek rodu Saccharomyces a Hanseniaspora

Dendrogramy byly vytvafeny pouzitim programu BioNumerics. Program BioNumerics je
charakterizovan jako jednoznatné komplexni software urCeny k analyze vSech typua
biologickych dat, zvlasté k vyhodnocovani gelt, fenotypt a sekvenci [75].

Pomoci tohoto programu byly nazikladé UPGMA klastrové analyzy sestaveny
dendrogramy pro dané rody typovych kvasinek arealnych vzorki. Cilem klastrové neboli
shlukové analyzy je nalézt v celém souboru dat takové skupiny objektt, které jsou si blizké
nebo podobné, ale které se 1isi od ostatnich skupin. Jde tedy o slouceni druhti do skupin neboli
shlukti na zakladé jejich vlastnosti. Ve vysledku je pak kazda skupina tvofena objekty s velmi
podobnymi vlastnostmi [76]. Jako kritérium byly zvoleny Jaccardovy koeficienty podobnosti
na trovni 1 %. Pomoci Jaccardova koeficientu podobnosti mtuizeme urcit fylogeneticky vztah
mezi vzorky sledovanych druh mikroorganismi [77].

V této praci jsou uvedeny pouze dendrogramy typovych kvasinek rodu Saccharomyces
a Hanseniaspora. Dendrogramy kvasinek rodu Rhodotorula a Pichia jsou feSeny v ramci jiné
diplomové prace.

4.1.6.1 Dendrogram rodu Saccharomyces

Aluk-Haellk-Hhal+HinfkHpalk+ Mseh Tagl
vse Alul Haelll Hhal Hinfl Hpall Msel Taql
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‘ ‘ H H H || Saccharomyces cerevisiae 235
H H ” H Saccharomyces cerevisiae 242
I |11 Saccharomyces cerevisiae 244

|
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| | H H ” H Saccharomyces cerevisiae 250
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| | | I || | (l |1 Saccharomyces mangini 21-11-4
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I
H Saccharomyces steineri 21-12-3
H Saccharomyces pastorianus  21-6-6

| | | I |11 Saccharomyces cerevisiae  N0.242
| | || | 1] Saccharomyces cerevisiae ~ 21-4-81

Obr. 23: Dendrogram genetické podobnosti typovych kvasinek rodu Saccharomyces sestaveny
na zakladé vysledkit RELP — pro enzymy Alul, Haelll, Hhal, Hpall, Msel, Taq”I a Hinfl.

Na zakladé vysledkl ziskanych §tépenim amplifikované DNA jednotlivymi restrik¢énimi
endonukledzami byly pomoci programu BioNumerics sestaveny dendrogramy, které ukazuji
genetickou podobnost jednotlivych kvasinek.

Na obr. 23 je znazornény dendrogram typovych kvasinek rodu Saccharomyces, pro jehoz
sestaveni byl pouzity praveé program BioNumerics. Jako kritérium pro posouzeni podobnosti
byly zvoleny Jaccardovy koeficienty podobnosti. Za G¢elem srovnani vysledk z riznych gelt
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byla nastavena tolerance pozice fragmenti na gelu na hodnotu 5 %. Vysledkem jsou dveé
skupiny zcela neodliSitelnych kvasinek, které jsou v dendrogramu znazorény svislou ¢arou
na urovni 100% podobnosti. Tyto kvasinky od sebe nelze pouzitim vSech sedmi restrikcnich
endonukleaz druhové odlisit. S. mangini a S. cerevisiae (No.250 a No.242) jsou odlisitelné
od ostatnich kvasinek na urovni zhruba 90 % podobnosti.

4.1.6.2 Dendrogram rodu Hanseniaspora
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vse
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| | | ‘ | H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ || Hanseniaspora uvarum 46-3-14
‘ | | ‘ | H | ‘ ‘ ‘ ‘ || Hanseniaspora uvarum 46-3-13

| | ‘ ‘ ” | ‘ H | H Hanseniaspora uvarum 46-3-3

‘ | | ‘ | H | ‘ H ‘ || Hanseniaspora uvarum 46-3-15

| ‘ | ‘ | H | ‘ H \ || Hanseniaspora uvarum No.97

| ‘ | ‘ | H | ‘ ‘ ‘ ‘ || Hanseniaspora uvarum No.124
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| | | Il | [ 1] ] Hanseniaspora vabyensis ~ 25-1-1
( ‘ ||| | | | ” | Hanseniaspora vinae 25-8-5
|| [] I | [|] Hanseniaspora uvarum 25-6-12

Obr. 24: Dendrogram genetické podobnosti typovych kvasinek rodu Hanseniaspora sestaveny
na zdakladé vysledkit RELP — pro enzymy Alul, Haelll, Hhal, Hpall, Msel, Taql a Hinfl.

Dendrogram znazornény na obr. 24 byl sestaven na zakladé vysledku restrik¢ni analyzy
DNA typovych kvasinek rodu Hanseniaspora. Jako kritérium podobnosti byly zvoleny opét
Jaccardovy koeficienty podobnosti. Volbou 5% tolerance pozice fragmentli na gelu byly
kvasinky rozclenény do skupin. V ramci druhu H. uvarum byly kvasinky rozdéleny do péti
skupin. Od sebe neodlisitelné jsou dva druhy H. uvarum (25-6-1 a 46-3-2), dale ¢tyfi druhy
H. uvarum (25-6-22, 46-3-14, 46-3-13 a 46-3-3) advé kvasinky s oznacenim CCY No.97
a No.124. Prvni dvé neodlisitelné skupiny jsou od sebe odlisitelné na arovni 98 % podobnosti,
dal$i neodliSitelna skupina je od pfedchozich dvou odliSitelnd na urovni zhruba 92 %.
Na zakladé této skuteCnosti lze fici, Ze vSechny tyto vyse jmenované kmeny jsou prakticky
od sebe neodliSitelné. Od téchto kvasinek se daji pouzitim vSech sedmi restrikénich
endonukledz odliSit druhy H. guilliermondii, H.valbyensis, H.vinae ato v nékterych
ptipadech az na urovni 60 — 20 % podobnosti.
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4.2 Identifikace kvasinek izolovanych z vina

Cilem prace bylo identifikovat a taxonomicky zafadit kvasinky izolované z bilého vina
v zatfi roku 2007. Izolace probihala v oblasti Velkych Pavlovic, u soukromého vinafe
p. Stavika. Charakterizovany byly kvasinky, které nebyly v diplomovych pracich v minulém
roce zafazeny nebo byly nespravné identifikovany. Vysledkem je monitoring kvasinek
v celém kvasném procesu vyroby bilého vina dané oblasti.

Kvasinky byly izolovany z list, bobuli, pidy a vinného mostu v riznych fazich kvaseni
v zafi 2007. Byly kultivovany na agarovych plotnach v termostatu pii 26 °C (cca 3 dny)
a precistény zied'ovaci metodou az na Gistou kulturu. Cista kultura byla uchovana na sikmych
agarech zalitych parafinovym olejem.

V fijnu roku 2008 byly kvasinky preockovany na agarové plotny na Petriho miskach,
kultivovany pfi stejnych podminkach jako predchozi kultivace, zbun€k byla nasledné
vyizolovana DNA, kterd byla namnozena pomoci polymerazové fetézové reakce, preiSténa
a podrobena restrikéni analyze. Restrikéni endonukledzy byly pouzity stejné jako pfi analyze
typovych kvasinek. Délky jednotlivych fragmenti nastipané DNA izolované ze vzorku
kvasinek byly porovnany s obrazem §tépeni typovych kvasinek a taxonomicky zatrazeny.

Po amplifikaci DNA pomoci PCR byla zjisténa elektroforeticky délka fragmentu a podle
délky fragmentu byly identifikované kvasinky rozdéleny dodvou skupiny —rod
Saccharomyces (880 bp) a Hanseniaspora (750 bp); Pichia (450 bp) a Rhodotorula (650 bp).
V této praci byly dale identifikovany kvasinky rodu Saccharomyces a Hanseniaspora.

Nekteré vybrané vzorky vinnych kvasinek musely byt jesté precistény. Precisténé vzorky
kvasinek jsou v tabulce uvedeny &islem a apostrofem. Cislo zna¢i ptvodni nepredisténé
oznaceni vzorku, apostrof udava pocet odlisnych kvasinek nalezenych v nepfecisténé kulture.
S témito vzorky bylo pracovano a jsou zaznamenany stejné jako vzorky nepiecisténé vzdy
ve spolecné tabulce. Nazavér byly precis§tené vzorky porovnany s nepieciSténymi,
zda se shoduji nebo ne.

4.2.1 Kultivace kvasinek

Po zaoc¢kovani kvasinek (uchovanych na Sikmém agaru zalitych parafinovym olejem)
na predem pfipraveny sladinovy agar, byly Petriho misky inkubovany v termostatu pfi teploté
26 °C po dobu tii dna. Po kultivaci byla z bunék vyizolovana DNA.

4.2.2 Izolace DNA

DNA z jadra buiiky byla vyizolovana za pouziti komeréni sady Ultra Clean™ Microbial
DNA Isolation Kit. Sada byla zvolena za ticelem snadné a rychlejsi izolace vét§iho mnozstvi

vvvvv

Koncentrace vyizolované DNA se pohybovala v rozmezi 4 — 30 ng-ul™'. Vyizolovana DNA
byla uchovéavana pfi teploté¢ —20 °C a nasledné pouzita k amplifikaci.

4.2.3 Amplifikace DNA vzorki pomoci PCR

Izolovana DNA zevzorki kvasinek byla naamplifikovana stejnym zpasobem jako
u typovych kvasinek.
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Vynesenim PCR produktd na gel byly zjistény jednotlivé délky fragmentd. Amplifikaci
byly ziskany dvé rozdilné délky —750 a 880 bp. Porovnanim téchto délek fragmentd
s délkami amplifikované DNA typovych kvasinek 1ze usuzovat, ze se jedna o kvasinky rodu
Hanseniaspora a Saccharomyces. U Sesti vzorku je délka fragmentu 750 bp, u zbylych
24 vzorku je délka fragmentu 880 bp. Velikost amplikonu nalezici pfislusné identifikované
kvasince izolované v riznych fazich kvaseni je uvedena v tab. 12.

Tab. 12: Velikost amplifikované oblasti 5-8S-ITS rDNA jednotlivych kvasinek izolovanych z vina
a listii za pouZiti primeri ITS1 a ITS4.
O — odbér, PO — pracovni oznaceni, AP — velikost produktu po amplifikaci.

AP AP
(0] PO (0] PO
(bp) (bp)
3 750 5" 880
7. den
11 750 22" 880
Listy 1 750 25 880
9. den
" 880 30 880
7" 880 23 880
10 880 11.den 23! 880
1. den 4" 880 32 880
14 880 21 880
13 750 13. den 21 880
3. den 13 750 24 880
13" 880 31
15. den 880
6 880 31 880
5. den 27 750 17. den 26 880
27" 880 28
19. den 880
7. den 1' 880 29 880
880 bp 750 hp

M 22723 277317117 13" 27" nk M

o
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Obr. 25: Elektroforeogram PCR produktu ziskaného amplifikaci 5-8S-ITS oblasti rDNA kvasinek rodu
Saccharomyces (880 bp) a Hanseniaspora (750 bp) izolovanych z vina.
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4.2.4 Restrikéni analyza vzorku kvasinek (PCR-RFLP)

Naamplifikovana DNA byla preciSténa (presrazena ethanolem za uCelem odstranéni
prebytecnych slozek PCR smeési a ziskani ¢ist¢ DNA) a podrobena restrikéni analyze.
Pro nastipani DNA na specifické fragmenty bylo pouzito sedm enzymu, totoznych jako
u RFLP typovych kvasinek. Obraz S§té€peni, neboli délky jednotlivych fragmentt ziskanych
Stépenim DNA danou restrikéni endonukleazou, byl srovnan s délkami fragmentt
ptipravenych typovych kvasinek za ucelem taxonomického zarazeni izolovanych vinnych
kvasinek.

4.2.4.1 Enzym Haelll
Tab. 13: Souhrnnd tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu

restrikcni endonukledzou Haelll. O — odbér, PO — pracovni oznacent typové kvasinky, AP — velikost
amplifikovaného produktu v bp, RI" — velikost restrikcniho fragmentu v bp.

AP RF AP RF
O [P0 bp) (bp) O [P0 tp (bp)
3 750 n 7 den 5" 880 |310+240+180+150
11 750 n 22" 880 500+240+150
Listy | 11' 750 n 9. den 25 880 |310+240+180+150
11" 880 |[310+240+180+150 30 880 |[310+240+180+150
17" 880 |[310+240+180+150 23 880 |[310+240+180+150
10 880 |[310+240+180+150 11. den | 23! 880 |[310+240+180+150
I.den | 4" 880 | 310+240+180+150 32 880 |[310+240+180+150
14' 880 |[310+240+180+150 21 880 |[310+240+180+150
13 750 n 13.den | 21' 880 |[310+240+180+150
3.den| 13' 750 n 24 880 |[310+240+180+150
13" 880 |[310+240+180+150 15. den 31 880 |[310+240+180+150
6 880 |[310+240+180+150 31 880 |[310+240+180+150
5.den| 27 750 n 17.den | 26 880 |[310+240+180+150
27" 880 |[310+240+180+150 19. den 28 880 |[310+240+180+150
7.den 1 880 | 310+240+180+150 29 880 |[310+240+180+150

Enzym Haelll nenasel stépné misto u DNA délky 750 bp a tudiz nedoslo ke §tépeni. PCR
produkt odélce 880bp byl témeéf vSechen St€pen nactyfi fragmenty délky
310+ 240+ 180+ 150 bp. Vyjimku tvoifi vzorek 22" kterybyl S§tépen restrikéni
endonukleazou Haelll na tii fragmenty délky 500 + 240 + 150 bp (v tab. 13 zvyraznén zluté).
Nelze vsak fici, o jaky druh kvasinky se jedna, protoze §t€peni nemizeme porovnat s délkami
fragmentt typovych kvasinek rodu Saccharomyces.

Délky jednotlivych fragmenti jsou uvedeny v tab. 13. Naobr. 26 je ukazka Stépeni
enzymu Haelll u PCR produktu délky 880 bp a 750 bp. Odlisnost Sté€peni vzorku kvasinky
22" je ukdzana na obr. 27.
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HaellT
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Obr. 26: Elektroforeogram s ukazkou §tépeni PCR fragmentii délky 750 a 880 bp enzymem Haelll.
Vzorky 31, 32, 6, 10— 880 bp, vzorky 3, 13, 11 — 750 bp. M — délkovy standard 100 bp plus,
M1 — délkovy standard 20 bp, pk — pozitivni kontrola.

Obr. 27: Ukazka Stépeni vzorku 22". Odlisné §tépeni ve srovndni se §tépenim zbylych PCR produktii
délky 880 bp.

4.2.4.2 Enzym Hhal

Tab. 14: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych §tépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Hhal.

AP RF AP RF
O [P0 mp) (bp) O P9 bp) (bp)
3 750 320+110+60 7 den 5" 880 380+350+140
11 750 320+110+60 22" 880 380+350+140
Listy | 11' 750 320+110+60 9 den 25 880 380+350+140
11" 880 380+350+140 30 880 380+350+140
17" 880 380+350+140 23 880 380+350+140
10 880 380+350+140 11.den | 23! 880 380+350+140
l.den| 4" 880 380+350+140 32 880 380+350+140
14' 880 380+350+140 13.den | 21 880 380+350+140
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Tab. 14: Pokracovani.

o | ro | AP RF o | po | AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
13 | 750 320+110+60 21' | 880 | 380+350+140
S.den| 13' | 750 320+110+60 B3-den 7 T 680 | 380+350+140
13" | 880 | 380+350+140 s don |31 | 880 | 380+350+140
6 | 880 | 380+350+140 31' | 880 | 380+350+140
5.den| 27' | 750 320+110+60 17.den | 26 | 880 | 380+350+140
27" | 880 | 380+350+140 10 don |28 | 880 | 380350+140
7.den| 1' | 880 | 380+350+140 29 | 880 | 380+350+140

Vysledky stépeni jsou shrnuty v tabulce 14. Obr. 28 ukazuje vysledny obraz restrik¢énich
fragmentt ziskanych digesci PCR produktu enzymem Hhal.

Stépenim PCR produktu 750 bp enzymem Hhal byly ziskany u viech vzorkd stejné délky
fragmentd — 320 + 110 + 60 bp. Amplifikované produkty délky 880 bp byly vSechny Stépeny
shodné na tfi fragmenty délky 380 + 350 + 140 bp.

Hhal

M 21 23 24 25 26 28 20 30 32 6 10 3 13 11 M Mlpk

Obr. 28: Ukazka Stépeni PCR produktii velikosti 750 a 880 bp enzymem Hhal.

4.2.4.3 Enzym Taq°l

Tab. 15: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Taq“l.

AP RF AP RF

O P9 mp (bp) O PO |wmp (bp)
3 750 400+180+140+60 7 den 5" | 880 | 300+280+140+100+60
Listy 11 750 400+180+140+60 22" | 880 | 300+280+140+100+60
11' | 750 400+180+140+60 9. den 25 | 880 | 300+280+140+100+60
11" | 880 | 300+280+140+100+60 30 | 880 | 300+280+140+100+60
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Tab. 15: Pokracovani.

o PO AP RF o PO AP RF
(bp) (bp) (bp) (bp)
Listy | 17" | 880 | 300+280+140+100+60 23 | 880 | 300+280+140+100+60
10 | 880 | 300+280+140+100+60 11.den | 23! 880 | 300+280+140+100+60
l.den | 4" | 880 | 300+280+140+100+60 32 880 | 300+280+140+100+60
14' | 880 | 300+280+140+100+60 21 880 | 300+280+140+100+60
13 | 750 400+180+140+60 13.den | 21' 880 | 300+280+140+100+60
3.den | 13" | 750 400+180+140+60 24 880 | 300+280+140+100+60
13" | 880 |300+280+140+100+60 15. den 31 880 | 300+280+140+100+60
6 | 880 |300+280+140+100+60 31" | 880 | 300+280+140+100+60
S.den | 27" | 750 400+180+140+60 17.den | 26 | 880 | 300+280+140+100+60
27" | 880 | 300+280+140+100+60 19. den 28 880 | 300+280+140+100+60
7.den| 1' | 880 | 300+280+140+100+60 29 880 | 300+280+140+100+60

DNA kvasinek §tépena restrikéni endonuklazou 7aq”l byla §té€pena jednotné v zavislosti
na velikosti fragmentu amplifikované DNA. PCR produkt odélce 750 bp byl S§tépen
na 4 fragmenty 400 + 180 + 140 + 60 bp, amplikon 880 bp byl S§tépen na5 fragment
300 + 280 + 140 + 100 + 60 bp.

Vysledky Stépeni jsou uvedeny v tabulce 15. Na obr. 29 je ukéazka elektroforeogramu
s fragmenty ziskanymi Stépenim PCR produktu 750 bp a 880 bp.

Tagl

MM 32 6 10 3 13 11 M M1 pk
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Obr. 29: Ukdzka Steépeni DNA enzymem Taql. Vzorky 32, 6, 10 — vysledek §tépeni PCR produktu
délky 880 bp, vzorky 3, 13, 11 — vysledek Stépeni PCR produktu délky 750 bp.
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4.2.4.4 Enzym HinfI

Tab. 16: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Hinfl.

AP RF AP RF
(0] PO (0] PO
(bp) (bp) (bp) (bp)
3 750 | 340+200+160+70 7d 5" 880 350+120
.den
11 750 | 340+200+160+70 22" 880 350+120
Listy 11 750 | 340+200+160+70 9. d 25 880 350+120
.den
11" 880 350+120 30 880 350+120
17" | 880 350+120 23 880 350+120
10 880 350+120 11.den | 23! 880 350+120
l.den| 4" 880 350+120 32 880 350+120
14' 880 350+120 21 880 350+120
13 750 | 340+200+160+70 13.den | 21' 880 350+120
3.den| 13' 750 | 340+200+160+70 24 880 350+120
13" 880 350+120 31 880 350+120
15. den
6 880 350+120 31 880 350+120
5.den| 27 750 | 340+200+160+70 17.den | 26 880 350+120
27" 880 350+120 28 880 350+120
19. den
7. den 1 880 350+120 29 880 350+120

Dalsi restrikéni endonukledzou byla DNA délky 750 bp Stépena na 4 fragmenty
(340 + 200 + 160 + 70 bp) a to opét jednotné u vsech amplifikovanych fragmentt této délky.
PCR produkty 880 bp byly Stépeny na 2 fragmenty (350 + 120 bp) u vSech vzorkii zcela
shodné.

Vysledky jsou uvedeny v tab. 16. Na obr. 30 je ndzorna ukazka Stépeni tohoto enzymu.

Hinfl
M 32 6 10 3 13 11 M M1 pk
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Obr. 30: Ukdzka Stépeni PCR produktii velikosti 880 bp (32, 6, 10) a 750 bp (3, 13,11)
enzymem Hinfl.
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4.2.4.5 Enzym Hpall

Tab. 17: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Hpall.

AP RF AP RF
(0] PO (0] PO
(bp) (bp) (bp) (bp)
3 750 n 3" 880 750+120
7. den
11 750 n 22" | 880 750+120
Listy 11" | 750 n 9 d 25 880 750+120
.den
11" | 880 750+120 30 880 750+120
17" | 880 750+120 23 880 750+120
10 880 750+120 11.den | 23! 880 750+120
1. den 4" 880 750+120 32 880 750+120
14" | 880 750+120 21 880 750+120
13 750 n 13.den | 21 880 750+120
3.den | 13" | 750 n 24 880 750+120
13" | 880 750+120 31 880 750+120
15. den
6 880 750+120 31 880 750+120
S.den | 27" | 750 n 17.den | 26 880 750+120
27" | 880 750+120 28 880 750+120
19. den
7. den 1' 880 750+120 29 880 750+120

Enzym Hpall nenasel §tépné misto u PCR produkti délky 750 bp atudiz nedoslo
k nastipani DNA na specifické fragmenty. Produkty délky 880bp byly stépeny
na 2 fragmenty délky 750 + 120 bp. Vysledky jsou uvedeny souhrnné v tabulce 17, ukazka
Stépeni PCR produkt délky 880 bp (vzorky 22", 23, 27", 31') a 750 bp (vzorky 11', 13", 27")
je na obrazku 31.

Hpall

M 2223 277317 11" 1F 2T'M M1 pk

Obr. 31: Ukazka Stépeni PCR produktu restrikcni endonukledzou Hpall.
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4.2.4.6 Enzym Alul

Tab. 18: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu
restrikcni endonukledzou Alul.

AP RF AP RF
(0] PO (0] PO
(bp) (bp) (bp) (bp)
3 750 550+180 7d 5" 880 800+80
.den
11 750 550+180 22" 880 800+80
Listy 11 750 550+180 0 d 25 880 800+80
.den
11" | 880 800+80 30 880 800+80
17" | 880 800+80 23 880 800+80
10 880 800+80 11.den | 23! 880 800+80
1. den 4" 880 800+80 32 880 800+80
14' 880 800+80 21 880 800+80
13 750 550+180 13.den| 21' 880 800+80
3. den 13' 750 550+180 24 880 800+80
13" | 880 800+80 31 880 800+80
15. den
6 880 800+80 31 880 800+80
5. den 27 750 550+180 17.den | 26 880 800+80
27" | 880 800+80 28 880 800+80
19. den
7. den 1 880 800+80 29 880 800+80

Po digesci amplikonu velikosti 750 a 880 bp s restrikéni endonukledzou A/ul byly ziskany
dva fragmenty — 550 + 180 bp pro amplikon délky 750 bp a 800 + 80 bp uPCR produkt
délky 880 bp. Vysledky stépeni pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tab. 18, ukazka Stépeni
je na obrazku 32.

Al
M 2223 27°31°11'13°2T°M M1 pk
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Obr. 32: Elektroforeogram ukazky Stépent enzymu Alul.
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4.2.4.7

Tab. 19: Souhrnna tabulka velikosti vyslednych fragmentit DNA ziskanych Stépenim PCR produktu

Enzym Msel

restrikcni endonukledzou Msel.

AP RF AP RF
o |Ppo o |Po
(bp) (bp) (bp) (bp)
3 | 750 2404120490 51 | ggo | 210+180+120+100
+80+50420
7.den
11 | 750 2404120490 v | ggo | 210F180+120+100
+80+50420
. , 210+180+120+100 210+180+120+100
Listy | 11' | 750 0120120 g 25 | 880 otoar
.den
] 210+180+120+100 210+180+120+100
11 880 +80+50+20 30 | 880 +80+50420
[ | ggg | 210+180+120+100 23 | gqo | 210+180+120+100
+80-+50420 +80+50420
10 | ggo | 210+180+120+100 11 den | 231 | g5 | 210+180+120+100
+80-+50420 +80+50420
Uden | 4v | g0 | 210+180+120+100 1 | ggo | 210+180+120+100
+80-+50420 +80+50420
o | ago | 210+180+120+100 21 | sgo | 210+180+120+100
+80-+50420 +80+50420
13 | 750 240+120+90 13.den | 21' | ggo | 210T180+120+100
+80+50420
3.den | 13' | 750 240+120+90 24 | ggo | 210+180+120+100
+80+50420
v | ggo | 210+180+120+100 31 | gg | 210+180+120+100
+80-+50420 5 den +80+50420
o | ggo | 210+180+120+100 31 | ggg | 210+180+120+100
+80-+50420 +80+50420
5.den | 27' | 750 240+120+90 17.den | 26 | ggo | 2107180+120+100
+80+50420
] 210+180+120+100 210+180+120+100
27 880 +80+50+20 19.d 28 880 180450420
. den
, 210+180+120+100 210+180+120+100
7.den 1 880 +80+50+20 29 880 180450420

Po ozateni gelu v UV transluminatoru byly na gelu patrné tfi fragmenty nastipaného PCR
produktu délky 750bp a 7 fragmenti amplikonu velikosti 880 bp. Velkosti fragmentt
ziskanych digesci enzymem AMsel jsou uvedeny v tabulce 19. Ukazka gelu s fragmenty
ziskanymi Stépenim vzorkd kvasinek touto restriktazou je na obrazku 33.
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Msal

M M 3 32 & 3 13 11 M Ml rk

Obr. 33: Ukazka Stépeni PCR produktu délky 880 bp (31, 32, 6) a 750 bp (3 13, 11) restrikcni
endonukledzou Msel.
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4.2.5 Dendrogramy kvasinek izolovanych z vina

4.2.5.1 Dendrogram rodu Saccharomyces

Haelll+Hinfl+Hpall: Tagl
vse Alul Haelll Hhal Hinfl Hpall Msel Taql

Il [
| I I 11

Obr. 34: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek rodu Saccharomyces izolovanych z vina,
sestaveny na zdkladé vysledkit RFLP — pro enzymy Alul, Haelll, Hhal, Hpall, Msel, Taq“I a Hinfl.

Geneticka podobnost identifikovanych kvasinek taxonomicky zatazenych do rodu
Saccharomyces je znazornéna pomoci dendrogramu sestaveného na zakladé vysledki metody
RFLP (obr. 34). Dendrogram byl vytvofen v programu BioNumerics, kde pro kritérium
podobnosti byly zvoleny Jaccardovy koeficienty podobnosti. V ramci zvolené 5% tolerance
(divodem je srovnani vysledkd zraznych gelt) byly kvasinky nalezici do tohoto rodu
rozdéleny do Ctyt skupin a to vzajemnym porovnanim fragmentd DNA ziskanych St€penim
vSemi sedmi restrikénimi endonukleazami. Prvni, druhou i tfeti skupinu kvasinek (6, 10, 21 —
32; 5" 11", 13", 14", 17", 21', 1', 4"; 231, 27", 31') neni mozné od sebe druhové odlisit,
protoze §tépené fragmenty byly vzdy totozné. Kvasinka s oznacenim 22" byla jako jediny
vzorek rodu Saccharomyces rozdilng€ St€pena enzymem Haelll a tudiz podle dendrogramu je
zhruba na trovni 90 % podobnosti odliSitelna od ostatnich kvasinek, nicméné tato varianta se
neobjevila u typovych kvasinek, takze neni mozné fici o jaky druh se jedna. Kvasinky, které
nelze v nasem piipadé od sebe odlisit jsou v dendrogramu znazornény svislou ¢arou na dané
procentudlni urovni podobnosti.
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4.2.5.2 Dendrogram rodu Hanseniaspora

Haelll+Hinfk-Hpall+ Taql
vse Alul Hinfl Hpall Msel Taql Haelll Hhal

117

27

Obr. 35: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek rodu Hanseniaspora izolovanych z vina,
sestaveny na zdakladé vysledkit RFLP — pro enzymy Alul, Haelll, Hhal, Hpall, Msel, Taq”I a Hinfl.

Na zakladé vysledkl ziskanych §tépenim amplifikované DNA jednotlivymi restrik¢énimi
endonukledzami byly pomoci programu BioNumerics sestaveny dendrogramy, které ukazuji
genetickou podobnost jednotlivych kvasinek.

Dendrogram vzorkil kvasinek taxonomicky urCenych jako Hamnseniaspora uvarum je
na obr. 35. Jako kritérium pii posouzeni genetické podobnosti byly zvoleny Jaccardovy
koeficienty s toleranci 2 % na pozici fragmentu. Pouzitim téchto kritérii byly vytvoreny dvé
skupiny kvasinek rodu Hanseniaspora, které jsou od sebe navzajem neodliSitelné. Tyto dvé
vytvorené skupiny jsou potom od sebe odliSitelné na trovni 72 % podobnosti, takze mizeme

fici, ze na 72 % tyto kvasinky od sebe vSemi sedmi pouzitymi restriktazami nedokazeme
oddélit.
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4.3 Taxonomické zarazeni identifikovanych kvasinek

DNA kvasinek vyizolovanych zvina vriznych fazich kvaseni byla naamplifikovana
a podrobena restrikéni analyze. Porovnanim fragmentl ziskanych enzymovym Stépenim
typovych kvasinek s restrikénimi fragmenty kvasinek izolovanymi zvina byly kvasinky
nasledné taxonomicky zarazeny.

V tabulce 20 jsou uvedeny vysledky. Modfe jsou stinovany vzorky, které po precisténi
odpovidaji neprecisténému vzorku, Cervené je zvyraznén vzorek s odliSnym Stépenim
vzhledem k ostatnich PCR produktim délky 880 bp. Vzorek 22" byl jako jediny vzorek
kvasinek rodu Saccharomyces odlisné€ stépen enzymem Haelll.

Srovnanim nastépenych fragmentd vzorkti kvasinek izolovanych zvina s vyslednym
obrazem S§tépeni typovych kvasinek byly vzorky identifikovany. Vzorky 3, 11, 13, 27" byly
druhové taxonomicky zafazeny. Srovnanim restrikCnich fragmentl vzorkd s typovymi
kvasinkami lze konstatovat, Ze se jedna o kvasinky Hanseniaspora uvarum. Stépeni DNA
u precisténého vzorku s ozna¢enim 11' odpovida 11 a 13' odpovida vzorku 13.

Ostatni vzorky byly zafazeny dorodu Saccharomyces. U téchto vzorki nebylo mozné
jejich druhové taxonomické zatazeni. I kdyz vSechny vzorky byly St€peny shodnég, nelze
v naSem pfipad€ sjistotou fict, ze ve vSech pfipadech se jedna o kvasinku . cerevisiae.
Dtvodem druhového nezatrazeni je shodnost §t€peni riznych druht typovych kvasinek rodu
Saccharomyces u vSech sedmi pouzitych restrikénich endonukledz. Porovnani restrikénich
fragmentd vzorku a typovych kvasinek v tomto piipadé vede pouze k rodovému zatazeni.

V tabulce 20 jsou stinovany modie vzorky, které byly pied a po precisténi §t€peny shodné.
Stépeni vzorku 23 odpovida preciténému 23!; 21 odpovida 21'; 31 odpovida 31".

Tab. 20: Tabulka identifikovanych kvasinek izolovanych z vina v riiznych fazich kvaseni.

0] PO Kvasinka 0] PO Kvasinka
3 Hanseniaspora uvarum 7 den 5" Saccharomyces sp.
11 Hanseniaspora uvarum _
Listy I Hanseniaspora uvarum 9. den 25 Saccharomyces sp.
" Saccharomyces sp. 30 Saccharomyces sp.
VA Saccharomyces sp. 23 Saccharomyces sp.
10 Saccharomyces sp. 11. den 23! Saccharomyces sp.
L den 4" Saccharomyces sp. 32 Saccharomyces sp.
4 Saccharomyces sp. 21 Saccharomyces sp.
13 Hanseniaspora uvarum 13. den 21 Saccharomyces sp.
3. den 13' Hanseniaspora uvarum 24 Saccharomyces sp.
13" Saccharomyces sp. 15. den 31 Saccharomyces sp.
6 Saccharomyces sp. 31 Saccharomyces sp.
5. den 27 Hanseniaspora uvarum 17. den 26 Saccharomyces sp.
27" Saccharomyces sp. 19. den 28 Saccharomyces sp.
7. den I' Saccharomyces sp. 29 Saccharomyces sp.
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4.4 Jina moznost odliSeni kvasinek rodu Saccharomyces

Amplifikaci oblasti 5-8S ITS rDNA nebylo mozné odlisit a druhové zaradit kvasinky rodu
Saccharomyces. Enzym Haelll sice dokazal odliSit jednu kvasinku (22"), nicméné tato
kvasinka nemohla byt porovnana szadnou typovou kvasinkou, protoze obraz Stépeni
enzymem Haelll vSech typovych kvasinek spadajicich dotohoto rodu byl zcela totozny
atudiz se neshodoval sodliSnym obrazem S§tépeni kvasinky 22". Vzorky kvasinek
izolovanych zvina, které byly amplifikovany na délku 880 bp byly z hlediska stejného
Stépeni vSemi sedmi restrikénimi endonukleazami zarazeny pouze rodové. Ve snaze
druhového odliSeni byla pro amplifikaci zvolena jind oblast DNA. Za timto ucelem byly
k amplifikaci pouzity primery SC1 a SC2, jejichz sekvence jsou uvedeny v tab. 21. Postup
izolace, amplifikace, pteCisténi, restrikéni analyzy, detekce PCR produktd a restrikénich
fragmentt se shodoval jako pfi pouziti primert ITS1 a ITS4.

Z hlediska kratkého casového useku bylo pro analyzu zvoleno 9 typovych kvasinek rodu
Saccharomyces. Seznam typovych kvasinek, vysledné elektroforeogramy PCR produkti
a restrik¢énich fragmentt jsou uvedeny v pfiloze 3 a 4.

Analyzovano bylo 9 typovych kvasinek rodu Saccharomyces. Jak uz bylo zminéno,
k amplifikaci byly pouzity primery SC1 a SC2. PCR produkt byl dale analyzovan za pouziti
4 restrik¢énich endonukleaz — Taq”1, BshNi, Haelll a Msel. Vysledné elektroforeogramy jsou
uvedeny v priloze 4.

Stépenim PCR produktt restrikéni endonukleazou 7ag™I, BshNI, Haelll a Msel byly
po elektroforetické separaci na agarozovém gelu vidét stejné profily pasid u vSech
analyzovanych vzorkd. Témito enzymy opét nebylo mozné odlisit kvasinky rodu
Saccharomyces na zakladé druhu.

Druhové odlieni rodu Saccharomyces je velmi slozité anepodafilo seje odlisit ani
amplifikaci oblasti NTS2 — ITS rDNA pomoci primerd SC1 a SC2.

Tab. 21: Sekvence primerit SC1 a SC2 |78]

Primer Sekvence
SC1 5" AAC GGT GCT TTC TGG TAG 3'
SC2 5'TGT CTT CAACTGCTTT 3'
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5 ZAVER

Kvasinky lze charakterizovat na zakladé fyziologickych, morfologickych a biochemickych
vlastnosti nebo vyuzit modernéjSich, rychlejsich a v poslednich letech ¢im dal vice
pouzivanych metod zalozenych na molekularni charakteristice téchto mikroorganisma.
Zajednu z metod tzv. moderni taxonomie je povazovana metoda PCR-RFLP, jejiz aplikace
byla vyuzita v této praci k identifikaci a taxonomickému zarazeni vinnych kvasinek.

V praci bylo kanalyze pouzito 63 typovych kvasinek pochazejicich ze sbirky CCY
Bratislava, ze kterych byla za pomoci komeréniho setu vyizolovana DNA. K amplifikaci byla
zvolena kodujici oblast 5-8S-ITS rtDNA aprimery ITS1, ITS4. Po preCisténi byla
amplifikovand DNA podrobena restrikéni analyze, diky které doslo k nastipani DNA
na specifické fragmenty charakteristické pro dany druh. Vysledny obraz fragmentd délenych
elektroforeticky v 2% agar6zovém gelu byl nasledné srovnan se stejnym zplsobem
pfipravenymi vzorky kvasinek izolovanych z bobuli, listl, pudy a bilého vina v pribéhu
kvasného procesu. Oblasti monitoringu kvasinek ucastnicich se spontanniho kvaseni byly
Velké Pavlovice. Tato oblast byla monitorovana v diplomovych pracich v minulém roce,
nicméné nékteré kvasinky nebyly zarazeny nebo byly identifikovany nespravné. Aby byl
monitoring kvasného procesu dokoncen, bylo potfeba charakterizovat asi 30 vinnych
kvasinek. Podle velikosti fragmenti po PCR byly vinné kvasinky rozdéleny do skupin —
Saccharomyces + Hanseniaspora; Pichia + Rhodotorula. Cilem této prace bylo identifikovat
vinné kvasinky rodu Saccharomyces a Hanseniaspora. Vysledky a diskuze jsou soucasti
kapitoly 4.

Podle ziskanych vysledka restrikéni analyzy za pouziti sedmi restrikénich endonukleaz
a srovnanim s analyzovanymi typovymi kvasinkami bylo vSech Sest vinnych kvasinek rodu
Hanseniaspora druhové zatazeno jako Hanseniaspora uvarum. Zbylych 24 identifikovanych
vzorkt vinnych kvasinek bylo mozno zaradit pouze rodové. Tato skupina byla identifikovana
jako kvasinky rodu Saccharomyces. Druhové zafazeni v tomto piipad€é nebylo mozné ani
u jednoho vzorku kvasinky. Kvasinka s oznacenim 22" sice byla rozdiln€ §tépena enzymem
Haelll vzhledem k ostatnim vzorkim této skupiny kvasinek, nicméné nebylo mozné ji
porovnat s délkami fragmentd typovych kvasinek, protoze obraz §t€peni enzymem Haelll byl
u vSech typovych kvasinek rodu Saccharomyces zcela totozny. Srovnanim délek fragmenta
DNA tohoto vzorku kvasinky s délkami fragmenti nastipanymi stejnou restriktazou
uvedenymi v publikaci [6] by se mohlo jednat o kvasinku Saccharomyces bayanus. Nicméné
porovnanim s nasimi typovymi kvasinkami se to potvrdit nepodaiilo.

Amplifikaci oblasti 5-8S-ITS rDNA za pouziti primert ITS1 a ITS4 nebylo mozné odlisit
na urovni druhu kvasinky rodu Saccharomyces a to ani jednou z pouzitych sedmi restriktaz.
Zatucelem druhového odliSeni a zarazeni byla k amplifikaci zvolena nekoddujici oblast.
K amplifikaci byly pouzity primery SC1 a SC2 (amplifikujici oblast NTS2 —ITS). Bylo
analyzovano 9 druht typovych kvasinek rodu Saccharomyces. Amplifikovana DNA byla
aplikaci Ctyt restrikénich endonukleaz (7aq™l, BshNI, Haelll a Msel) podrobena restrikéni
analyze. Vysledkem byl vSak opét zcela shodny obraz restrikcnich fragmentti a to za pouziti
vSech Ctyf restriktdz. V ramci pfedchozich diplomovych praci byla DNA amplifikovana
primery Levl, Lev2, nicméné tyto primery nejsou taktéz vhodné. Druhové odliSeni rodu
Saccharomyces je tedy velmi slozité anepodafilo se amplifikaci primery IT1, ITS4 ani
pomoci primerd SC1, SC2. Za uCelem druhového odliSeni kvasinek rodu Saccharomyces je
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zapotiebi volit jinou metodu identifikace (napf. sekvencovani) nebo se pokusit amplifikovat
jinou oblast.

Vzorky kvasinek izolovanych z vina byly pro srovnani hodnoceny 1 za pomoci tradi¢nich
testd. Pomoci fyziologickych testi, provedenych pracovniky Sbirky kvasinek ulozené
na Chemickém ustavu SAV Bratislava, bylo vSech Sest vzorka kvasinek rodu Hanseniaspora
zatazeno jako také Hanseniaspora uvarum a kvasinky rodu Saccharomyces byly stejné jako
v naSem piipadé zafazeny pouze rodové. Druhové zatfazeni je pomoci tradicni taxonomie
velmi obtizné a tudiz se voli nové metody odliSeni.

Pro posouzeni genetické podobnosti jednotlivych rodu kvasinek byly vytvofeny pouzitim
programu BioNumerics dendrogramy. Pomoci UPGMA klastrové neboli shlukové analyzy
muzeme nalézt skupiny, které jsou si blizké nebo velmi podobné. Na zakladé jejich vlastnosti
jsou potom druhy slouceny do skupin. Ve vysledku jsme byli schopni porovnat genetickou
podobnost a odliSitelnost mezi druhy daného rodu ato nadané procentualni turovni
podobnosti. Dendrogramy byly vytvotené pro rod Saccharomyces a Hanseniaspora ato jak
pro typové kvasinky, tak i pro vzorky kvasinek izolovanych z vina.

Kvasinky rodu Hanseniaspora a Saccharomyces byly identifikovany v riznych dnech
kvaSeni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 20. Souhrnné lze vsak fici, ze apikulatni kvasinky
H. uvarum se objevily jen v prvnich stadiich kvaSeni a to do 5. dne fermentacniho procesu.
V pozdéjsich stadiich fermentace se vyskytovaly uz jen kvasinky rodu Saccharomyces. Toto
hodnoceni je vSak pouze v ramci mych vysledki. Pokud bych méla zhodnotit cely kvasny
proces bilého vina oblasti Velké Pavlovice nemohu posuzovat pouze své vysledky, ale spojit
vysledky ze vSech diplomovych praci zaméfenych na identifikaci kvasinek této oblasti.
Monitoring kvasinkové populace byl zaméfen na matrice (bobule, listy a pudu) a prubéh
kvasného procesu. Nabobulich se vyskytovaly prevazné kvasinky rodu Pichia
(P. fermentans), dale H. wuvarum a byla zde nalezena taktéz kvasinka 7. delbrueckii.
Na listech to byl v ptevaze A. pullulans, R. glutinis a v pudé byly nalezeny R. glutinis
a 1T’ delbruckii. Prabéh kvasného procesu (monitorovan 19 dnli vzdy ob den) lze zhodnotit
nasledovné. Na zacatku kvasSeni se do procesu zapojily prevazné kvasinky rodu Pichia,
Hanseniaspora a Rhodotorula. Apikulatni kvasinky se ucastnily procesu fermentace
azdo9.dne. V9. — 19. dnu monitoringu kvaseni byly v moStu identifikovany jiz pouze
kvasinky rodu Saccharomyces. Souhrnné 1ze tedy fici, ze v devatém dnu procesu kvaseni byla
jiz koncentrace alkoholu tak wvysokd, Zze se do procesu zapojily pouze kvasinky rodu
Saccharomyces, a to diky své vysoke toleranci k ethanolu.

Co se tyce odliSeni jednotlivych druht typovych kvasinek v ramci rodu, bylo zhodnocenim
vSech sedmi restrikcnich endonukleaz dospéno k zavéru, ze aplikaci nejvice enzymu (Ctyf
ze sedmi aplikovanych) lze bez problému odlisit analyzované druhy rodu Pichia (vhodné jsou
enzymy Haelll, Hhal, Taq”1, Msel), naproti tomu pro druhové odliSeni rodu Rhodotorula se
jevi byt vhodny pouze enzym Hinl a k odlieni druhti rodu Hanseniaspora jsou nejvhodnéjsi
restriktazy Taq“l a Alul. Pro druhové zafazeni kvasinek naleZicich do rodu Saccharomyces
nebyla nalezena vhodna restriktaza.

Metoda PCR-RFLP je hodnocena jako ucinny nastroj identifikace vinnych kvasinek.
Metoda ma své vyhody, ale i nevyhody. Vyhodou metody je jeji snadna aplikace, rychlost
taxonomického zarazeni v porovnani s tradi¢ni taxonomii a mala pravdépodobnost chybné
identifikace. Snaha metodu zdokonalit vede k postupnému zjednodusovani. Jsou navrhovany
rychlejsi postupy, jako je napt. aplikace pétiminutovych restriktdz, kdy doba analyzy se zkrati
min. o 16 hodin, dale analyza DNA bez predchozi kultivace kvasinek, kdy se opét doba

77



identifikace zkracuje ato minimélné o tfi dny. Nevyhodou metody je pouziti mutagenniho
barviva ethidium bromidu. Nicméné tento problém je taktéz feSen ak vizualizaci DNA
fragmentid na gelu jsou navrhovana jina zdravotné bezpecna barviva (napiiklad SYBR green
apod.).

Metoda PCR-RFLP je sice vhodna k taxonomickému zafazovani mikroorganismi,
nicméné amplifikace oblasti 5-8S-ITS rDNA za pouziti primerd ITS1 a ITS4 se osvédcila
pouze ke klasifikaci apikulatnich kvasinek.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA riboxynukleva kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

RFLP polymorfismus délky restriknich fragmentd
RAPD polymorfismus ndhodné amplifikované DNA
ESM elektronovy skenovaci mikroskop

Aw aktivita vody

CDC oznaceni genu, z angl. cell division cycle

S Saccharomyces

R Rhodotorula

P. Pichia

L Issatchenkia

Z Zygosaccharomyces

AFLP polymorfismus amplifikované délky fragmentt
RT-PCR PCR v realném case (z angl. Real-Time PCR)
MK mastné kyseliny

SDS dodecylsulfat sodny

dsDNA dvouretézcova DNA

G guanin

C cytosin

A adenin

T thimin

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

dATP deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxycytosintrifosfat

dGTP deoxyguanintrifosfat

dTTP deoxythimintrifosfat

EDTA ethylendiamin tetraoctova kyselina

rRNA ribosomalni RNA

rDNA ribosomalni DNA

ITS vnitini prepisova oblast (z angl. internal trascribed spacer)
RE restrikéni endonukleaza

bp pocet paru bazi

kb pocet kilobazi

uv ultrafialové zarfeni

PCR-ISS intron splice site PCR

ERIC-PCR enterobakterialni opakujici se intergenové shodné sekvence PCR
REP-PCR interrepetitivni PCR (z angl. repetitive extragenic palindromic PCR)
RE restrikéni endonukleaza

°CSN ¢esky normalizovany moS§tomeér

EtBr ehidium bromid

M marker neboli délkovy standard 100 bp, 100 bp plus
\Y jednotka napéti

nk negativni kontrola
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pracovni oznaceni vzorku

velikost amplifikovaného produktu
velikost restrikéniho fragmentu
pozitivni kontrola

nestépeno

délkovy standard 20 bp
Sporidiobolus

odbér

Aureobasidium

Torulospora
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9 PRILOHY

Priloha 1: Seznam typovych kvasinek.

88

Tab. 1: Seznam typovych kvasinek.

1;:::;2::: Rod Druh ccYy
sl Rhodotorula glutinis 20-2-22
s2 Rhodotorula glutinis 20-2-28
s3 Rhodotorula glutinis 20-2-31
s4 Rhodotorula glutinis No.18
s5 Rhodotorula glutinis 20-2-34
s6 Rhodotorula glutinis No.269
s7 Pichia mambranifaciens No.92
s8 Kluyveromyces lactis 21-3-1
s9 Saccharomyces cerevisiae 21-4-13
s10 Saccharomyces cerevisiae 21-4-77
sl Saccharomyces cerevisiae 21-4-81
s12 Saccharomyces cerevisiae No.109
s13 Saccharomyces cerevisiae No.242
sl4 Saccharomyces cerevisiae No.250
sl5 Hanseniaspora valbyensis 25-1-1
sl6 Hanseniaspora uvarum 46-3-15
sl7 Hanseniaspora uvarum 25-6-22
s18 Hanseniaspora uvarum 46-3-4
s19 Hanseniaspora uvarum 46-3-13
s20 Hanseniaspora uvarum No.97
s21 Hanseniaspora uvarum No.124
s23 Rhodotorula glutinis No.131;
s24 Saccharomyces mangini 21-11-4
s25 Pichia fermentans 39-4-2
s26 Hanseniaspora uvarum 46-3-3
s27 Rhodosporidium toruloides 62-2-4
s28 Hanseniaspora uvarum 25-6-12
s29 Hanseniaspora uvarum 25-6-1
s30 Sporidiobolus pararoseus 19-9-2
s31 Rhodotorula glutinis 20-2-24
s32 Rhodotorula mucilaginosa 20-1-32
s33 Pichia fermentans 39-4-1
s34 Pichia subpelliculosa 38-5-6
s35 Hanseniaspora uvarum 25-6-12
s36 Hanseniaspora uvarum 46-3-2
s37 Pichia subpelliculosa 38-5-1
s38 Sporidiobolus salmonicolor 19-5-1




Tab. 1: Pokracovani.

Pracovni

oznaceni Rod Druh CCY
s39 Hanseniaspora vinae 25-8-5
s40 Hanseniaspora guilliermondii 25-9-4
s41 Sporidiobolus roseus 19-6-16
s42 Rhodotorula minuta 20-11-22
s43 Rhodotorula graminis 20-14-7
s44 Pichia guilliermondii 39-23-5
s45 Saccharomyces cerevisiae 109
s46 Saccharomyces cerevisiae 235
s47 Saccharomyces cerevisiae 242
s48 Saccharomyces cerevisiae 244
s49 Saccharomyces cerevisiae 250
s50 Rhodotorula glutinis 18
s51 Rhodotorula glutinis 227
s52 Rhodotorula glutinis 259
s53 Rhodotorula glutinis 292
s54 Rhodotorula glutinis 20-2-34
s55 Rhodotorula glutinis 20-1-35
s56 Saccharomyces cerevisiae 21-4-96
s57 Issatchenkia orientalis 29-9-32
s58 Saccharomyces aceti 21-46-1
s59 Saccharomyces oviformis 21-21-43
s60 Saccharomyces chevalieri 21-11-1
s61 Saccharomyces steineri 21-12-3
s62 Saccharomyces pastorianus 21-6-6
s63 Saccharomyces bayanus 21-13-1
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Priloha 2: Vzorky — pracovni oznaceni + den odbéru.

Tab. 2: Pracovni oznaceni vzorkii kvasinek a den odbéru béhem procesu kvaseni vina.

Pracovni

oznaceni | Den odbéru

vzorku
3 Listy
11 Listy
11 Listy
11" Listy
17" Listy
10 1. den
4" 1. den
14 1. den
13 3. den
13 3. den
13" 3. den
6 5. den
27 5. den
27" 5. den
1' 7. den
5" 7. den
22" 7. den
25 9. den
30 9. den
23 11. den
231 11. den
32 11. den
21 13. den
21 13. den
24 13. den
31 15. den
31 15. den
26 17. den
28 19. den
29 19. den
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Priloha 3: Seznam typovych kvasinek pouzitych k amplifikaci nekddujici oblasti.

Tab. 3: Seznam typovych kvasinek.

Pracgvn} Rod Druh CCY

oznaceni
1* Saccharomyces cerevisiae 21-4-81
2% Saccharomyces cerevisiae No.109
3* Saccharomyces mangini 21-11-4
4% Saccharomyces bayanus 21-13-1
5% Saccharomyces bayanus 21-42-1
6* Saccharomyces bayanus 21-31-13
7* Saccharomyces bayanus/cerevisiae 28-91
8* Saccharomyces bayanus/pastorianus 48-82
o* Saccharomyces chevalieri 21-11-1
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Priloha 4: Elektroforeogramy DNA po amplifikaci primery SC1-SC2 a restrik¢ni analyze.

Pozn.: Dé¢leni fragmentd DNA v elektrickém poli pii konstantnim napéti 55 V po dobu
2 hodiny.

M 3+ 4¢ 5 6+ T B* 9+ nk M

Obr. 1: Elektroforeogram fragmentit DNA amplifikovanych za pouziti primerit SC1 a SC2.
M — délkovy standard 100 bp plus, nk — negativni kontrola, 3* — 9* oznaceni typovych kvasinek.

Bsh N
M 1+ 2+ 3* 4+ 5* 6* 7+ B* 0+ M NI pk

Obr. 2: Ukdzka §tépeni PCR produktit amplifikovanymi primery SC1 a SC2 retsriktdzou BshNi.
M — délkovy standard 100 bp plus, M1 — délkovy standard 20 bp, 1* — 9* pracovni oznaceni typovych
kvasinek, pk — pozitivni kontrola (PCR produkt délky 1320 bp).
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Tagl

M 1+ 2+ 3* 4+ 5* 6+ 7+ B* 0+ M Ml pk

Obr. 3: Elektroforeogram Stépent amplikonu restriktazou Taq”l.

Hoelll
M 1+ 2+ 3* 4* 5+ 6* T* §* 9* M pk

Obr. 4: Elektroforeogram §tépeni PCR produktii restrikcni endonukleazou Haelll

Meal
M 1* 2* 3* 4* 5+ 6* T7* B* 0+ M pk

Obr. 5: Elektroforeogram DNA fragmentii ziskanych §tépenim restrikcni endonukleazou Msel.
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Priloha 5: Délky fragmenti DNA po restrik¢ni analyze pro typové kvasinky.

Tab. 4: Souhrnna tabulka délky restrikcnich fragmenti ziskanych Stépenim amplifikované DNA typovych kvasinek rodu Rhodotorula.

cislo PCR Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel
sl 650 n 300+220+100 340+220 220+120 n 300+110+90 450
s2 650 400+220 300+220+100 340+220 220+140+80 550 300+110+90 | 200+160+110
s3 650 400+220 300+220+100 340+220 220+140+80 550 300+110+90 450
s4 650 n 300+220+100 340+220 220+140+80 500+120 | 300+110+90 | 480+90+60
s5 650 n 300+220+100 340+220 220+120 n 300+110+90 | 400+70+50
s6 650 n 300+220+100 340+220 220+120 300 300+110+90 | 400+70+50
s23 650 n 300+220+100 340+220 220+120+80 n 300+110+90 | 400+70+50
s31 650 420+220 320+300 240+180+140+120 280+240+100 500+120 | 200+120+90 |200+160+110
sS0 650 n 300+220+100 380+240 280+140+100 500+120 | 300+110+90 450
s51 650 n 300+220+100 380+240 280+140+100 n 300+110+90 450
s52 650 450+240 300+220+100 240+180 260+240 n 450+120 | 200+160+110
sS3 650 n 300+220+100 240+180 240+140+100 n 300+110+90 450
s54 650 n 300+220+100 380+240 240+140+100 n 300+110+90 450
s55 650 450+240 300+220+100 380+240 380+240 550+100 450+120 | 200+160+110
s32 650 420+220 300+220+100 240+180+140+120 250+220+70 500+120 | 200+120+90 |200+160+110
s42 650 400+220 300+220 220+180 350+220 520 400+120+90 | 200+160+110
s43 650 400+220 300+220 370+240 350+220+120+100 n 300+110+90 450
s27 650 420+220 300+220+100 220+180 150+120+80+60 500+120 | 300+110+90 450




Tab. 5: Souhrnna tabulka délky restrikcnich fragmenti ziskanych Stépenim amplifikované DNA typovych kvasinek rodu Pichia.

cislo PCR Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel

s7 450 300+80+60 220+100+80 200+160+50 250+200 240+150 320+90+60 | 180+100+50
s25 450 350+80 180+100+80 360+200 250+200 240+150 290 n

s33 450 350+80 180+100+80 200+160+50 250+200 240+150 290 n

s34 650 n 280+60 320+200 310+200+140 n n 240+140+120
s37 650 n 280+60 320+200 320+300+180+120 n 240+140+120
s44 600 400+120+80 300+260 250+180+160 310+290 380+160 n 400+100

Tab. 6: Souhrnna tabulka délky restrikcnich fragmenti ziskanych Stépenim amplifikované DNA typovych kvasinek rodu Hanseniaspora.

cislo PCR Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel
s16 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 300+140+100+80
s17 750 320+100 400+180+150 350+200+160+70 550+180 300+140+100+80
s18 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 300+140+100
s19 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 300+140+100
s20 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 300+140+100
s21 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 300+140+100
s26 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 | 250+120+90+80+50
s28 450 380+70 170+120+80 160+140+120 250+200 n 400+60 350+300+120
s29 750 n 300+180+100+60 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 | 250+120+90+80+50
s35 450 380+70 170+120+80 160+140+120 250+200 n 400+60 3204280
s36 750 n 320+100 400+180+150 350+200+160+70 n 550+180 | 250+120+90+80+50
s15 750 n 650+100 400+240 240+220-+180+120 n 300+280+190 |  280+160+80+50
s39 750 450+120+100+80 280+150 410+340 380 n 700 220+200+70
s40 750 n 320+100 300+170+140 350+200+160+70 n 500+150 260+120




Tab. 7: Souhrnna tabulka délky restrikcnich fragmentil ziskanych Stépenim amplifikované DNA typovych kvasinek rodu Saccharomyces.

cislo PCR Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel

s9 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s10 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s11 880 310+240+170+130 | 220+180+80+60 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s12 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s13 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s14 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s45 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s46 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s47 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s48 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s49 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s56 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180-+120+100+90
s24 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 240+200+140+100

s8 900 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
sS8 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s59 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s60 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s61 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
$62 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
s63 880 310+240+170+130 | 380+350+140 | 300+280+140+100+60 | 350+120 700+120 800+80 | 220+180+120+100+90
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Tab. 8: Souhrnna tabulka délky restrikcnich fragmenti ziskanych Stépenim amplifikované DNA dalSich typovych kvasinek.

Cislo PCR Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel
s30 620 420+130+80 300+220+100 360+220 300+180+220+120+80 300 300+110+90 | 480+90+60
s38 620 420+130+80 400+220 340+200 280+240+100 300 300+120+90 | 480+90+60
s57 500 400+100 220+180 300+120 220+180+150 280 350 n
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Priloha 6: Délky fragmenti ziskanych na zakladé analyzy RFLP u vzorka kvasinek izolovanych z vina.

Tab. 9: Souhrnna tabulka vysledku §tépeni vzorkii kvasinek sedmi restrikcnimi endonukledzami.

(0] PO (ﬁ]l:) Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel
3 750 320+110+60 400+180+140+60 | 340+200+160+70 550+180 240+120+90
11 | 750 320+110+60 400+180+140+60 | 340+200+160+70 550+180 240+120+90
1 | 750 n 3204110460 400+180+140+60 | 34042004160+70| n | 550+180| 210t180+120+100
sty +80+50+40
11" | 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 7504120 | 800+80 | 210t180+120+100
+80+50+40
17" | 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 7504120 | 800+80 | 210t180+120+100
+804+50+20
10 | 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 7504120 | 800+80 | 210+180+120+100
+804+50+20
Lden | 4" | 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 7504120 | 800+80 2loié33§éiggloo
14 | 880 [310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 750+120 | 800+80 2loié33§éiggloo
13 | 750 320+110+60 400+180+140460 | 340+200+160+70 550+180 240+120+90
s gy |13 | 750 320+110+60 400+180+140460 | 340+200+160+70 550+180 240+120+90
13" | 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 7504120 | 800+80 | 210t180+120+100
+804+50+20
6 880 [310+4240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 7504120 | 800+80 | 210+180+120+100
+804+50+20
5.den | 27 | 750 n 320+110+60 400+180+140+460 | 3404200+4160+70| n | 550+180 240+120+90
27" | 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 750+120 | 800+80 2loié33§éiggloo
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Tab. 9: Pokracovdni

(0) PO (ﬁ]l:) Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel
' 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;83;5333100
7. den 5" 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
22" 880 500+240+150 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;83;5333100
25 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
o den 30 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
23 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;83;5333100
11.den | 23! 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
32 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;83;5333100
21 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
13.den | 21 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;83;5333100
24 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
31 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
15. den 210+180-+120+100
31 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 180450420
17.den | 26 880 |310+240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 350+120 750+120 | 800+80 2101;33;5333100
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Tab. 9: Pokracovdni.

(0] PO (ﬁ]l:) Haelll Hhal Taql Hinfl Hpall Alul Msel
28 | 880 [3104240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 750+120 | 800+80 2loié33§éiggloo
19. den
29 | 880 [3104240+180+150| 380+350+140 | 300+280+140+100+60 3504120 750+120 | 800+80 210;1;33;(1&%100

100




