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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci metody PCR — RFLP pro taxonomické zatazeni
kvasinek. Konvencni metody pro identifikaci kvasinek jsou ¢asové narocné. Molekularné
biologické metody zalozené na PCR slouzi k rychlé a precizni identifikaci v porovnani
s tradi¢nimi fenotypovymi metodami.

V této praci byla pouzita molekularné biologickd metoda PCR — RFLP, ktera bere
v avahu , ze v ribozomalni DNA kvasinek se opakuji konzervativni nekodujici oblasti(tzv.
spacery), jez jsou charakteristické pro kazdy druh i kmen. Pomoci PCR se amplifikovaly
specifické useky DNA, které byly Stépeny restrikénimi endonukledzami a ziskané fragmenty
jsou identifikovany pomoci horizontalni elektroforézy.

V literarni reSer§i jsou zpracovany informace o kvasinkach, jejich taxonomii a
molekularné biologickych metodach.

ABSTRACT

This thesis deal with optimalization method PCR — RFLP for taxonomy enlistment of yeasts.
Conventional identification methods for yeasts are time-consuming. Molecular biological
method based on PCR are instrumental towards fast and precise identification as compared to
conventional phenotypic methods.

In this thesis molecular biological method PCR — RFLP was used for identification and
enlistment of yeasts. This metod follow repeating spacers of ribozomal DNA of yeast,
characteristic for each species and strain. By the help of PCR were amplified specific
partitions of DNA. These fragments of DNA were split by restriction endonucleases and
identified by horizontal electroforesis.

In background of this thesis there are information about yeasts, their taxonomy and
molecular biological methods.
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1. UVOD

Kvasinky jsou heterotrofni jednobunécné eukaryotni mikroorganismy, které dostaly Cesky
nazev podle schopnosti vétSiny druhti zkvaSovat monosacharidy a nékteré disacharidy i
trisacharidy na ethanol a oxid uhlicity.

Kvasinky se uplatiiuji v klasickém kvasném primyslu pii vyrobé piva a vina dale
pekatského 1 krmného drozdi. Ziskavaji se z nich v mensi mife biologicky aktivni latky, jako
napft. rizné enzymy, vitaminy, splodiny jejich metabolismu atd. Snadno se péstuji v kulturach
in vitro, a proto se pouzivaji jako modely ve véd€. Saccharomyces cerevisiae je nejcastéji
pouzivanym modelem v makromolekulové biologii, genetice 1 v genovém inzenyrstvi a jinde.

Kvasinky 1 kvasinkové mikroorganismy jsou také skudci kvasnych procesi a
potravinaiskych vyrob. Jsou divodem onemocnéni lidi i zvifat. Proto je velice dulezité je
odhalit, charakterizovat a zjistit i miru jejich skodlivosti.

Taxonomie se zabyva identifikaci a popisem jednotlivych druhi kvasinek a jejich
zafazenim do skupin podle pfibuznosti.

Konvenéni identifika¢ni metody kvasinek, zaloZzené na morfologickych, fyziologickych,
biochemickych a genetickych charakteristikach jsou ¢asové naro¢né. Je nezbytné provést 50
az 100 fenotypovych testl k identifikaci kvasinek na trovni druht.

Mezi molekularné biologické metody zalozené na PCR, které slouzi k identifikaci
kvasinek a kjejich zafazeni na druhové nebo kmenové urovni patii RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Tato metoda se vyznacuje rychlou a precizni identifikaci
kvasinek v porovnani s tradi¢nimi fenotypovymi metodami.



2.  TEORETICKA CAST

2.1. Kbvasinky

Pojmem kvasinky jsou oznaCovany heterotrofni eukaryotni jednobunécné mikroorganismy,
které pu€i nebo se déli prehradkami a vytvareji na tuhych zivnych médiich nejcastéji
askogenni kolonie. Cesky nazev dostaly pro schopnost vétiny druhG zkvasovat
monosacharidy a nekteré disacharidy i trisacharidy na ethanol a oxid uhli¢ity. Do skupiny
kvasinkovych mikroorganismua se zafazuji druhy, tvorici podobné kolonie jako kvasinky, ale
kromé jednotlivych pucicich buné€k jsou schopny vytvofit i rizné typy filamenta tj. nepravé i
pravé hyfy, které vétSinou nevytvareji spory. Kvasinky se fadi mezi houby (Fungi). [1, 2]

2.1.1. Morfologie

Velikost bunék kvasinek je pod hranici viditelnosti okem a proto je pozorujeme
mikroskopem. Zakladnim tvarem buné¢k kvasinek je rotacni elipsoid. Jinak se vyskytuji tvary
kulaté, ovalné, elipsoidni, citronovité, ogivalni, lahvovité, podlouhlé, vlaknité (obr.1). Pti
stejnych podminkach kultivace, existuje urcita variabilita rozmért bunék v ramci druhd a
jesté vetsi v ramci rodd. Pfeména tvari bunék nastava pod vlivem vnéjsich podminek a uzce
souvisi s vlastni funkci bunék.

Kvasinkové mikroorganismy mohou meénit svijj tvar i b€hem vyvoje. Buiika prenesena
do nového zivného prostfedi si musi nejprve zvyknout na nové podminky a nacerpat latky,
aby si ud¢lala zasobu energie pro rozmnozovani. V burice se odehravaji slozité biochemické
procesy. Burika zvétSuje svoje rozméry, nejdiive jeji délku. Na konci tohoto stadia vyvoje je
nejprodlouzené;jsi. Kdyz nastane bujné rozmnozovani, buiky se oddéluji od matefské buiky
difive nez dorostly. Pfitom se vétSinou zmensuji a zakulacuji. Kdyz rozmnozovani pomalu
ustava, tak buriky zalinaji rast do vétSich rozmérd, vyrovnavaji se tvarem a velikosti
pavodnim bunkam. [2, 4, 13]

Neékteré rody nebo kmeny kvasinek vytvareji protahlé buiiky, pucici pouze na pdlech a
které po puleni zastavaji spojeny v dlouha zaskrcena vlakna — tzv.pseudomycelium.
V urcitych mistech pseudomycelia se tvoti zhluky kulatych nebo elipsoidnich bunék — tzv.
blastospory. Byvaji zeskupené do chumacovitych, preslenovitych nebo nepravidelné
vétvenych tvari. Neékteré rody nebo kmeny kvasinek tvofi pravé mycelium, tj. vlakno
vznikajici pficnym délenim protdhlych bunék. Na myceliu vznikaji podobné svazky
blastospor jako na psedomyceliu. [1, 2, 3, 4]

V taxonomii se rozméry bunck nejcastéji vyjadiuji pomoci variaéniho rozpéti, od
nejmensiho po nejvétsi, vybér se déla piiblizné z urcitého poctu bunek. V minulosti bylo
v taxonomii obdobi, kdy se takto urCenym rozmérim bun€k pfipisovala vaznost
taxonomického znaku. Pozd¢ji se dokazalo, ze neni mozné posuzovat tvary a rozmeéry bunék
bez zavislosti na prostiedi , v kterém buriky ziji a bez zohlednéni faze ristu populace. [3]

0o0nadd 4

a
Obrazek €. 1: Tvary bunék kvasinek [2]
a) kulaté, b) ovalné, elipsoidni, c) citronovité, d) ogivalni,
e) lahvovité, ) podlouhlé, g) vlaknité



2.1.2. Cytologie

V prubéhu vyvoje veédeckého vyzkumu se nazor na bunku kvasinek podstatn€ ménil.
Zapri¢inil to rozvo] metod elektronové mikroskopie. Buiika se povazuje za vicefazovy
systém, vkterém membrany ohraniuji jednotlivé reakéni prostory, kompartmenty.
Vegetativni kvasinkova burika je slozena ze silné a pevné bunécné stény, jemné
cytoplazmatické membrany, cytoplazmy, jez obsahuje fadu membranovych struktur, a jadra,
které je od cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou membranou (obr.2). Pohybové organy, tj.
biciky, vegetativni butiky kvasinek nemaji. Nékteré rody kvasinek tvoti pohlavni spory, které
maji fyziologické vlastnosti odlisné od vlastnosti endospor bakterii. [1, 4, 6, 13, 24]

2.1.2.1. Bunécéna sténa

Bunécna sténa kvasinek ma silnou a pevnou strukturu, ktera dava buiice tvar a chrani ji pred
mechanickymi vlivy a pfed osmotickym Sokem. Velkymi pory stény voln€é prochazeji
vSechny slouceniny kromé& sloucenin vysokomolekularnich, jako jsou polysacharidy a
bilkoviny.

Hlavni slozkou bunécné stény kvasinek jsou polysacharidy, které tvori 80 % suSiny
stény. Maji strukturu vlaken, kterd tvoii hustou a pevnou splet. Tato splet je vyplnéna
bilkovinami, které tvoii 6 az 10 % suSiny stény. Ve sténé kvasinek je také pritomno malé
mnozstvi lipidd a fosfolipidu (3 az 10 %) a také fosforeCnany, vazané esterovymi vazbami na
polysacharidy. Tyto fosfatové zbytky spolu se skupinami —COOH bilkovin davaji buitkdm
kvasinek negativni naboj, ktery ovliviiuje adsorpci latek z zivného prostiedi.

Na povrchu stény kvasinek mizeme pozorovat jizvy po puceni. Na jednom polu kazdé
buriky muzeme vidét zvlastni jizvu, ktera zlstala v misté drivejsiho spojeni buriky
s matef'skou burikou. Je to tzv. jizva zrodu. Elipsoidni bunky rodu Saccharomyces nepuci
nikdy opakované na stejném mist¢, takze pocet jizev nam urcuje 1 stati burky.

Nékteré druhy kvasinek (hlavné pfislusnici rodu Cryptococcus), tvoii kolem svych
bunék jesté polysacharidové obaly ve formé pouzder.

Sténu kvasinek mizeme rozlozit puisobenim enzymu traviciho traktu hlemyzdé Helix
pomatia nebo enzymu ziskanych z nékterych bakterii. [1, 13, 24]

2.1.2.2. Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana kvasinek, nazyvana také plazmalema je pomérné tenka a sklada
se z lipida a proteint. Vytvaii Cetné vychlipeniny, které vybihaji do cytoplazmy. Plazmalema
ma tfi hlavni funkce:

a) tvoii elasticky obal a ochrannou bariéru na povrchu buiiky,

b) kontroluje vstup a vystup latek do buiiky a z buiiky,

¢) je mistem, kde se odehrava biosyntéza né€kterych komponentt bunécné stény a

vnéjsich obalt.

V cytoplazmatické membrané neprobihaji oxidacni reakce, ale ma silnou aktivitu ATPazy,
ktera se oznacuje jako Mg-ATPéza. [1, 4]

10



2.1.2.3. Cytoplazma

Cytoplazma mladych bunék kvasinek se ve svételném mikroskopu jevi jako prihledna,
homogenni hmota a u starSich bun€k se objevuji zrnicka a jemna nebo vétsi vakualizace.
Cytoplazma kvasinek obsahuje systém dvojitych membran, jez se nazyva endoplazmatické
retikulum. Obé tyto membrany maji velké pory a vzhledové pfipominaji membranu jadra.
Vnitini povrch membrany je hladky a v porovnani s vn€jSim zrnitym povrchem je labilngjsi
k autolyze a fixaci. Na vnéj$im povrchu obou membran jsou zrniCka polyzomu (agregati
ribozomit). Endoplazmatické retikulum je misto syntézy peptida a bilkovin. [1, 4, 13]

V cytoplazmé kvasinek jsou pritomny mitochondrie. Jsou to strukturalni utvary, které
maji velice rozmanité tvary (kulovité, valcovité, vlaknité, lalo¢naté). Jsou obklopeny dvéma
membranami: vnéjSi membrana se vyznacuje bradavi¢natym povrchem, vnitini membrana
tvoti vchlipeniny smérem dovnitf mitochondrie, tzv. kristy. Mitochondrie jsou slozeny
z bilkovin, lipida a fosfolipidi, také obsahuji RNA a DNA. Jsou sidlem dychacich enzymu a
systému oxidac¢ni fosforylace. Dale obsahuji tRNA, mRNA a ribozomy, nebot
v mitochondriich probihé syntéza motochondridlnich bilkovin. [1, 24]

Vakuoly jsou velmi napadné a dulezité organely v buiikach kvasinek. Zpravidla byva
v burice jedna velka vakuola, nejCastéji kulata a nékolik malych vakuol. Pramér vakuol byva
rozlicny od 0,3 do 3 nm. Ohrani¢ené jsou jednotkovou membranou — tonoplastem
(vakuolovou membranou). [4]

Vakuola obsahuje roztok propoustéjici svétlo, a tak ma ve svételném mikroskopu stejny
odstin jako pozadi zorného pole (odtud pochazi i jeji nazev, lat. vacuus znamena prazdny).
Uvnitt vakuol jsou ulozeny hydrolytické enzymy, jako proteinasy, ribonukleasa a esterasa.
Kromé toho obsahuji vakuoly jesté polyfosfaty, draselné ionty, aminokyseliny a puriny, takze
jsou rezervoarem latek, jez se pravé neucastni metabolismu. [1]

Golgiho aparat ma tvar plochého méchyiku nebo nekolika propojenych plochych
meéchyikl anebo cisteren ulozenych rovnobézné vedle sebe. Funkci tohoto aparatu je
transportovat prekurzory bunécné stény z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu.

Kvasinky obsahuji také cytoskelet, coz je sit' proteinovych vlaken, rozprostfena
v cytoplazmé 1 v jadfe. V cytoskeletu kvasinek hraji vyznamnou roli mikrotubuly, coz jsou
malo ohebné trubice slozené z tubulinu. Kazda molekula tubulinu obsahuje guanosintrifosfat.

V cytoplazmé kvasinek se dale nachéazeji zrnicka rezervnich latek, predevsim volutinu a
glykogenu. Ostatni slozky cytoplazmy jsou ribozomy, ribonukleové kyseliny, nukleotidy,
meziprodukty metabolismu vCetné nékterych vitamima a zasoby aminokyselin a také nékteré
anorganické ionty. [1, 4]

2.1.2.4. Jadro

Jadro kvasinek je od cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou membranou s velkymi pory a je
umisténo piiblizné ve stfedu bunky. RozliSeni chromozomi v jadfe kvasinek je i pomoci
elektronové mikroskopie tenkych fezi bunék velice obtizné, proto pocet chromozomut byl
odvozovan z vysledkt genetickych studii. Urcity isek DNA chromozomu hraje roli pfi déleni
chromozomu a jejich segregaci béhem déleni jadra. Tento Usek se nazyva centroméra.
V koncovych usecich chromozomu, tzv. telomérach se vyskytuji pficné vazby mezi dvéma
fetézci DNA. Kvasinkové chromozomy obsahuji chromatin, ktery se sklada
z nukleozomalnich histond H2A, H2B, H3, H4.
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V jadru kvasinek je jadérko srpkovitého tvaru, které je umisténé tésné pod jadernou
membranou. Dale se zde vyskytuje polové télisko vieténka. Ma tvar disku a vychazeji z n¢j
mikrotubuly, které jsou slozené z tubulinu. [1, 4, 24]

Obrazek ¢. 2: Schéma prifezu bunkou kvasinek [1]
1) bunécna sténa, 2) jizva zrodu, 3) cytoplazmatickd membrana, 4) jadro,
5) jaderna membrana, 6) vakuola, 7) endoplazmatické retikulum, 8) mitochonddrie,
9) glykogen, 10) polymetefosfat, 11) lipidy, 12) Golgiho aparat.

2.1.3. RozmnoZzovani

Vétsina kvasinek se rozmnozuje pucenim buné€k, jsou i kvasinky, které se rozmnozuji
jednoduchym zaskrcenim, délenim napt. zastupci rodu Schizosaccharomyces. Jiné skupiny
vytvareji pravé mycelium nebo pseudomycelium. Vedle vegetativniho rozmnozovani je u
vétsiny kvasinek znam pohlavni zptsob rozmnozovani. Vysledkem pohlavniho rozmnozovani
jsou pohlavni spory. VétsSina kvasinek tvoii jako pohlavni spory — askospory, coz jsou
endospory umisténé ve viecku (asku). Tyto kvasinky fadime mezi Ascomycotina. Nekteré
rody kvasinek tvoii pohlavni exospory, tj. spory umisténé vné sporotvornych bunek. Tyto
rody fadime mezi Basidiomycotina. [1, 2, 13]

2.1.3.1. Vegetativni rozmnoZovdani

Vétsina rodi kvasinek se vegetativné (asexualn€) rozmnozuje pucenim. Pii puceni je
vznikajici mala dcefina buiika spojena kanalkem s matetfskou buitkou. Pfed vlastnim pucenim
dochazi ke splynuti membran endoplazmatického retikula a pak dochazi k jeho oddé€leni, déle
k opakovanému déleni vakuol a ke zméné tvaru mitochondrii v dlouze protahlé. Po pocatku
tvorby pupenu do né¢ho vstupuji drobné vakuoly a mitochondrie. Soucasné zacne mitotické
déleni jadra a jeho migrace k pupenu. [1, 3]

Mitotické déleni jadra je rozdéleno na pét stadii: (1) béhem profaze dochazi ke
kondenzaci zreplikovanych chromosomi a vné jadra zacina vznikat mitotické vieténko, (2)
v prometafazi se rozpada jaderny obal, coz umoziiuje navazani chromosomu na mikrotubuly
vieténka, (3) v metafazi se vSechny chromosomy shromézdi v centru mitotického vieténka —
v jeho ekvatoridlni roving, (4) béhem anafaze se obé sesterské chromatidy od sebe
synchronizované oddé€luji a jsou tazeny mitotickym vieténkem k opacnym polim buiky, (5)
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v telofazi se znovu vytvaii jaderny obal, ktery je kolem kazdé sady chromosomu za vzniku
dvou jader. [4, 7, 11]

S jadrem prechéazeji do nové vzniklého pupenu také dalsi slozky cytoplazmy. Pak se
cytoplazmatickou membranou uzavie kanalek mezi matefskou a dcefinou burikou a v pupenu
se intenzivné syntetizuje a rozsifuje endoplazmatické retikulum. Po vytvoreni bunécné stény
mezi matefskou a dcefinou buiikou, vzrustu velikosti pupenu a spojeni drobnych vakuol ve
vakuolu jedinou je puceni ukonceno. VétSinou se dorostla dcefina buiika od buiiky matefské
ihned oddéli. V nékterych pripadech vSak buriky zdstanou spojeny i po nékolikerém déleni a
vytvori tzv. bunécné svazky. Cely cyklus bunééného déleni od vzniku zietelného drobného
pupenu az po oddéleni dcefiné bunky trva za optimalnich rastovych podminek kolem dvou
hodin. [1, 24]

Cely cyklus bunécného déleni je rozdelen do Ctyt fazi: (1) Gl-faze, kdy je v haploidni
buice kazdy gen jenom jednou, (2) S-faze, v této fazi dochazi k syntéze chromozomalni DNA
a kwvytvoreni dvou chromatid zjednoho chromozomu, (3) G2-fize, zde je replikace
chromozomalni DNA ukoncena, (4) M-faze, v této fazi probiha mitoza. [1, 7, 11]

Cyklus bunécného déleni je u Saccharomyces cerevisiae (obr.3) pod kontrolou stovky
genu. Tyto geny byly vétSinou oznaCeny CDC a jejich teplotné senzitivni mutanty umoznily
studium kontroly tohoto cyklu a jeho regulace. Nékteré CDC geny vSak koduji slozeni
enzymu, které jsou dalezité i pro jiné procesy v buice. [1, 24]

g a

Obrazek €. 3: Schéma bunécného deéleni u Saccharomyces cerevisiae [1]
S — syntéza DNA, M — mitoza, G1 — v buce je zakladni geneticky material (jeden genom),
G2 — buiika obsahuje zdvojeny genom, a — klidova burika, b — zdvojeni polarniho téliska,
¢ — syntéza DNA, vznik malého pupenu, d — separace polarniho téliska a vznik vieténka,
e,f — migrace jadra do pupenu a déleni jadra (mitodza), g — vznik dvou samostatnych jader,
oddéleni obou bunék.[1]

2.1.3.2. Pohlavni rogzmnoZovani

Sexualni reprodukce je znama u teleomorfnich (perfektnich) druhd, které patii mezi
Ascomycotina a Basidiomycotina.

Pohlavni rozmnozovani je charakterizovano spajenim dvou haploidnich bunék neboli
konjugaci a spajenim jejich jader Cili karyogamii za vzniku diploidniho jadra. Déle se
diploidni jadro déli meidzou na Ctyti haploidni jadra, jez jsou zakladem pohlavnich spor, nebo
se déli dalsi mitozou a pak vzniknou spory. V zivotnim cyklu kvasinek se pravidelné stfida
haploidni a diploidni faze kvasinek. [1, 3, 24]
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Meioza je specialni typ bunééného déleni, ve kterém se pocCet chromozomil naprosto presné
snizi na polovinu. Meioza pochéazi zieckého slova pro zmenSeni. Ackoliv je vétSina
mechanickych rysi meiozy podobna mitotickym, chovani chromosomi je odlisné.
Vysledkem dvou naslednych meiotickych déleni jsou Etyfi geneticky rozdilné haploidni
bunky, zatimco mitézou vznikaji dvé geneticky identické buiky jedinym délenim. [4, 7, 11,
13]

2.1.3.3. Ascomycetes —tvorba spor

Tvorba askl se sporami nemusi nastat vzdy jen po predchazejicim sparovani opozitnich typu.
Béhem vyvoje kvasinek stale pribyvaji dal§i druhy, které vytvareji spory partenogeneticky
(izogamné nebo autogamné). Izogamni konjugace znamena, ze konjuguji dvé pohlavné
nezavislé haploidni buiiky a o autogamni tvorbé ask(i mluvime tehdy, kdyz diploidni buriky
prechazeji pfimo do askli. Pomérné Casto se u kvasinek vyskytuje heterogamni konjugace, jde
o spajeni velké buiiky s malou, tedy napt. matefské buiky s dcefinou.

Kultury, které vytvareji asky se sporami jen po predchazejicim sparovani opozitnich
typt, jsou heterothalické. Kultury, které vytvareji spory po predchazejicim sparovani
nezavislych bunék nebo monosporické kultury po predchéazejici mutaci parovaciho typu, nebo
autogamng¢ sporulujici diploidni kultury, jsou homothalické. [1, 3, 4]

Spory kvasinek jsou svétlolomna téliska pravidelnych tvari, takze je mozné je
pozorovat bez obarveni pomoci specialnich barvicich technik. Tvar askospor je nejcastéji
kulovity az elipsoidni, dale ledvinovity, srpkovity, kloboukovity, saturnovity, nebo
vietenovity az jehlicovity. Povrch askospor je hladky nebo zvrasnény az bradavcity. Rod
Saccharomyces ma kulovité nebo mirn¢ elipsoidni a hladké spory. V nékterych rodech mohou
mit asky piivésky na jedné nebo obou stranach , napt. Pichia nebo Debaryomyces. Uvolnéné
spory z askil né€kterych rodu aglutinuji, a tak tvofi pocCetné shluky, napf. Kluyveromyces,
Pichia. [1, 3, 13]

2.1.3.4. Basidiomycetes —tvorba spor

Morfologicka riznorodost sexualné se rozmnozujicich kvasinek je dasledkem realizace jejich
Zivotnich cykld. Zivotni cyklus se definuje jako stfidani sexualnich a asexualnich stadii mezi
jednou a nasledujici tvorbou spor. U nékterych druhii rodu Rhodosporidium se vyskytuje
¢tvero pohlavi. Dvé kombinace uskutectiuji kompletni zivotni cyklus, dvé vytvafeji jen
zygotu a rudimentarni mycelium. Kompletni zivotni cyklus se odehrava tak, ze po sparovani
vznikne zygota a zni dikaryotické mycelium s pfezkami, popiipad€é 1 s vegetativnimi
endokonidiemi, které mlzeme poznat i v jinych rodech, napf. Aureobasidium. Na
dikaryotickém mycéliu se vytvareji teliospory, v kterych probiha meioza. Teliospora vyklici
na promycelium, zkterého vznikaji sporidie, které¢ puci na vegetativni haploidni buriky
razného pohlavi. KdyZ se karyogamie a meioza odehravaji v jedné a té samé struktlie, nazyva
se tento pripad danzardinie. Kdyz se zygoty i1 karyogamie vytvareji nardz, mluvime o
syngamii. [3, 4]

Vyskytuji se také kvasinky, které tvori pohlavni haploidni exospory vnikajici z protahlé
bunky zvané bazidie. Tyto pohlavni spory se nazyvaji bazidiospory. U rodu Filobasidium
vznika na polokulovitém konci bazidie 8 ptisedlych bazidiospor, kdezto u rodu Filobasidiella
se ze Ctyf mist vrcholu bazidie bazipetalné tvoti Ctyfi fetizky bazidiospor. [1]
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2.1.4. Zpusoby kultivace kvasinek

Kvasinky se kultivuji zpravidla pfi teploté 25 °C az 28 °C, jiné rostou 1épe pii teploté 20°C
nebo 37 °C. Nejnizsi teplota pii které kvasinky mohou rust je 4 az 5 °C, nejvyssi 40 °C.
V kapalném médiu se jejich rust projevi zakalem. Kdyz pfi svém rozmnozovani potiebuji
veét§si mnozstvi kysliku, projevi se to slizovitou vrstvou — mazdrou. Jindy se vyskytuje jen
kozka na povrchu tekutiny, ktera se muze zachytavat i na sténach nadoby spolu se zbytky
zivné tekutiny. Pokud nepotiebuji mnoho kysliku, tvofi se na povrchu prstenec nebo ostravky
mazdry.

Ke kultivaci kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismii pouzivame nejcastéji sladinu
jako kapalna zivné médium a sladinovy agar nebo sladinovou Zzelatinu jako tuhé zivné
médium. [2, 8]

2.1.5. Izolace mikroorganismu

V kazdém typy zivotniho prostfedi se vyskytuje mikrobidlni populace, skladajici se z mnoha
rozlicnych mikroorganismti. Oddéleni jednoho taxonomického druhu ztakové smési
mikroorganismi se nazyva izolace.

Populace mikroorganismi rostoucich na kultivatnim médiu se nazyva kultura. VétSina
kultur ziskana ptimo z prostiedi se sklada z nékolika druhi mikroorganismd, je to smisena
kultura.lzolace a nahromadéni zadaného mikroorganismu nebo skupiny mikroorganismil ze
smésné populace se uskuteCriuje pomoci nahromad’ovani techniky, ktera spociva v izolaci a
kultivaci mikroorganisma (kvasinek), které byli v urcitém vychodiskovém materialu
v mensiné Potlaci se rust vS§ech organismu s vyjimkou pozadovaného.

Kromé ziskani Cisté kultury z pfirozeného materidlu, pouzivame izolaci pii Cisténi
kontaminovanych kultur, pfi ziskavani bunék pozadovanych vlastnosti z dané kultury
mikroorganismi nebo pifi urCovani nezadoucich mikroorganismi v potravinaiskych
vyrobcich, ve vodé€, v pudé.

Obycejné izolujeme mikroorganismy postupnym zied'ovacim zpusobem, aby kolonie
vzniklé rozmnozovanim vyrostly pokud mozno z jedné buriky. Zakladni izolacni techniky:

e izolace kiizovym roztérem: zpusob izolace spocCiva v postupném vytfedovani
puvodniho vzorku na agarové plotny za pomoci ockovaci klicky, tak aby na konci
vyrustaly jednotlivé kolonie,

e izolace roztérem: natfedi se suspenze bunék na vhodnou koncentraci ve sterilni vodé
nebo ve fyziologickém roztoku a nanese se na zivné médium a rozetie se pomoci
Drigalského tyCinky po celém povrchu agarové plotny,

e izolace litim desek: Mikrobni smeés je rozmichana do roztavené Zzivné pudy a
postupné zied'ovana do dalSich ptd, z nichz se litim pfipravuji desky. [2, 8, 14]

2.1.6. Uchovavani kultur

Produkéni kultury, porovnavaci kmeny na uréovani nebo nekteré izolaty ze Slechténi nebo
sanitaCnich zasahu atd. je potieba udrzet pii zivoté. Stalé preockovani stoji hodné Casu a také
vlastnosti kmenti se méni tim rychleji, ¢im cCast€ji kmeny preockujeme. Proto pouzivame
metody na udrZeni kultur, tak aby kultury zustaly dlouho Zivotaschopné bez toho, ze by je
bylo potieba stale preoCkovavat. Existuje vic zpusobd, jak to dosahnout, ale ani jedna z metod
neni univerzalni. [8]
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2.1.6.1. Metody zaloZené na omezeni metabolismu

Snizeni metabolismu se dosahuje riznym zpusobem, napf. péstovani agarovych kultur pii 4
°C, uchovavani v destilované vodé, v 10 % roztoku sacharézy, zalitim kultur sterilnim
parafinovym olejem, atd.

Nejjednodusim a velmi dobrym zpusobem uchovani je =zaliti kultur sterilnim
parafinovym olejem. Zalivaji se dobfe narostlé, ale mladé kultury tak, aby vrstva
parafinového oleje byla vyssi o 1 cm jako konec Sikmého agaru. Je dokézané, ze sporotvorné,
ale i imperfektni kvasinky vydrzi pii zivoté pod olejem 10 i vice rokd. [8]

2.1.6.2. Metody vysuSovani kultur

VysuSovani kultur je velmi rozsifena metoda. Musi probihat rychle a zpravidla za pfitomnosti
ochranné latky. Takovy zpusob uchovani kultur je adsorpce na razné latky, nosiCe, napf. na
silikagel, pisek, sitované makromolekuly atd.

Je znama celda tada podobnych metod, jako je vysuSovani ve vakuu, metoda
predsusenych zatek, zelatinovych diski apod.

Nejpouzivanéjsi zpusob uchovavani kultur je lyofilizace. Princip tohoto druhu
vysuSovani je v odnimani vody ze zmrznutych kultur ve vakuu. Kultura rozsuspendovana
v roztoku ma volnou vodu a vodu vazanou v bunikach. Odstrainuje se jen volna voda, voda
vazana v burikach musi zastat, aby se struktura bunék neporusila. Volna voda se odstrafiuje
sublimaci jako para. Sublimovana voda se muze odstranit chemicky adsorpci na
hygroskopické latky (oxid fosfore¢ny). Mulze se vsSak odstranit kondenzaci par
v kondenzatorech, které jsou chlazené na nizsi teplotu, nez pfi které probihd vysuSovani. Na
chlazeni se pouziva tuhy oxid uhli¢ity nebo kapalny dusik. Vakuum, které se pfitom pouziva,
musi dosahovat 1 az 15 Pa.

Na lyofilizaci se pouzivaji specidlni ampulky a ty se plni rezerva¢nim prostredim,
kterym muze byt mléko nebo smés 10 % agarodzy, 1,5 % Zelatiny a 0,1 % agaru. Rezervacni
prostfedi ma mimotfadny vyznam na udrzeni organismu nazivu a na to, aby se mohl snadno
znovu vykultivovat.

Lyofilizované kultury se rekultivuji tak, ze se ampulka nateze ve stfedu vatové zatky po
celém obvodé a prilozi se do Cervena rozpaleny zahnuty drat. Po rozlomeni ampulky se vnese
0,5 ml sterilni zivné pudy a zatka se vymeéni za novou sterilni zatku. Inkubuje se pfi optimalni
teploté. [8]

2.1.6.3. Metody uchovavani pri velmi nizkych teplotich

Na dosahnuti velmi nizkych teplot se pouzivéa stekuceny plyn: vzduch, methan, kyslik, oxid
uhlicity (-83 °C), dusik (-196 °C), argon, hélium (-200 °C), pfirozeny plyn apod. Ultranizka
teplota, ktera se docili kapalnym dusikem, je vhodna na udrzbu kvasinek, bakterii apod.

Kultury se pfipravuji podobné jako na lyofilizaci. Kultury ze Sikmého sladinového
agaru se preoCkuji na sladinovy agar v Petriho miskach a po 3 az 4 dnech inkubace pii
optimalni teploté se ockuji do Parkerova prostredi (2,5 % sladovy extrakt, 15 % inaktivniho
teleciho séra, 10 % dimethylsulfoxidu). Plni se do ampulek po 0,5 ml. Ampulky se uzaviraji
teplem a umist'uji se do velkych nadob (napt. Dewarova nadoba).

Pred rekultivaci se ampulka vybere, bezprostiedné se umisti do vodni lazné o 37 °C a
po rozmrazeni se sterilné otevie. Obsah se vnese do pfipravené plnohodnotné pudy. Inkubuje
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se pri optimalni teploté. Kvasinky uchovavané timto zpisobem piezivaji 5 — 10 rokd bez
problému. [8]

2.1.7. Vyznam kyseliny pyrohroznové v metabolickych procesech kvasinek

Kyselina pyrohroznova je vyznamny intermediat v metabolizmu sacharidi kvasinek, tvori
vychozi slouceninu, od které se metabolismus muze vyvijet ttemi sméry [4]:

1. Uinkem enzymu pyruvatkarboxylazy se sméfuje k tvorbé dalsich ketokyselin
Krebsova cyklu a k procesu dychani.

2. Uginkem pyruvatdekarboxylazy k tvorbé aldehydu, ptipadné ethanolu nebo acetoinu
a k procesu kvaseni.

’

3. Ucinkem enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylazy k procesu glukoneogeneze.
2.1.7.1.  Glykolyza

Kvaseni predchazi cely proces degradace glukosy, az po vznik kyseliny pyrohroznové,
nazyvajici se glykolyza. Je to zdkladni metabolicky d& probihajici téméf ve vSech buiikach.
Slouzi k uvolnéni energie z molekul sacharidi. Glykolyza probiha za tcasti desiti riznych
enzymu:

1. Hexokinaza: enzymy kinazy pfenaseji fosfatovou skupinu. Hexokynaza je obsazena ve
vSech typech bunék a katalyzuje fosforylaci raznych hexos. Na glukosu je prenesena
fosfatova skupina z ATP za vzniku glukosa-6-fosfatu.

2. Glukozafosfatizomeraza: katalyzuje konverzi glukosa-6-fosfatu na fruktosa-6-fosfat
(izomerace aldozy na ketozu).

3. Fosfofruktokinaza: katalyzuje fosforylaci fruktosa-6-fosfatu na fruktosa-1,6-bifosfat.
Je tady spotfebovéana dal§i molekula ATP. Tento reakéni krok urcuje rychlost celé
glykolyzy.

4. Aldolaza: S§tépi fruktosa-1,6-bifosfat na dvé triosy — glyceraldehyd-3-fosfat a
dihydroxyacetonfosfat. Reakce probiha jako obracena aldolizace.

5. Triosafosfatizomeraza: katalyzuje konverzi dihydroxyacetonfosfatu na glyceraldehyd-
3-fosfat (pouze G-3-P pokraCuje v dalsi degradaci). Koncentrace obou izomeru je
udrzovana v rovnovaze. Triosafosfatizomeraza je oznaCovana jako dokonaly enzym,
rychlost enzymové reakce je fizena difuzi, tj. tvorba produktu probiha tak rychle, jak
rychle dochézi ke srazkam enzymu se substratem.

6. Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza: katalyzuje reakci glyceraldehyd-3-fosfatu
s NAD a Pi za vzniku 1,3-bisfosfoglyceratu, NADH a H. V reakci vznika prvni
makroergicky produkt glykolyzy (tj. 1,3-bisfosfoglycerat).

7. Fosfoglyceratkinaza: 1,3-bisfosfoglycerat se méni na 3-fosfoglycerat za predani
fosfatové skupiny ADP a tvorby prvni molekuly ATP.

8. Fosfoglyceratmutaza: katalyzuje preménu 3-fosfoglyceratu na 2-fosfoglycerat. Mutazy
katalyzuji prenos funkéni skupiny mezi dvéma polohami. Nejde o pfesmyk fosfatu, ale
enzym piedava molekule sviyj vlastni fosfat a pak si z molekuly druhy odebere. Proto
je meziproduktem reakce 2,3-bisfosfoglycerat, pomoci néhoz glykolyza ovliviiuje
transport kysliku.

9. Enolaza: katalyzuje dehydrataci 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat.
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10. Pyruvatkinasa: tento enzym vyuziva volnou energii hydrolyzy fosfoenolpyruvatu pro
syntézu ATP za soucasného vzniku pyruvatu. [6,7,9,10,22]

Glykolyzou se z 1 molu glukosy ziskaji dva moly ATP. V prvni fazi glykolyzy se 2 ATP
spotfebovavaji a ve druhé fazi se 4 ATP vytvarii. [9]

2.1.7.2. Etanolovd fermentace
Ethanolova fermentace probiha v nepfitomnosti kysliku (obr. 4). Uhrnna reakce je:
Glukosa — 2 CO, + 2 ethanol + energie (1)

Alkoholové kvaseni probihd ve dvou reakcich. V prvni nastava dekarboxylace pyruvatu na
acetaldehyd ucinkem pyruvatdekarboxylasy, ve druhé pak redukce acetaldehydu na ethanol
ucinkem alkoholdehydrogenasy a NADH. Zisk 2 ATP (vzniklych substratovou fosforylaci)
predstavuje asi 30 % celkové uvolnéné energie. Pasteur prokazal, ze kvasinky za anaerobnich
podminek utilizuji mnohem vice glukosy nez za aerobnich. Rychlost tvorby ATP za
anaerobnich podminek muze byt az 100 krat rychlejsi. [6, 7, 9, 24]

Pyruvatdekarboxylaza je enzym, ktery dekarboxyluje pyruvat na acetaldehyd bez
soucasné oxidace, jak se dé&je pii oxidacni dekarboxylaci pyruvatu u aerobnich organismd.
Pyruvatdekarboxylaza neni specificky enzym, mohou se snim dekarboxylovat i jiné
ketokyseliny, ne jenom kyseliny pyrohroznova. Koenzymem tohoto enzymu je
thiamindifosfat (TDP), ktery stabilizuje prechodovy stav v reakci odebiranim negativniho
naboje. Thiamin jako vitamin B1 musi vetSina obratlovct pfijimat potravou. Chybi-li vznika
onemocnéni beriberi (bolesti, paralyza, atrofie koncCetin, hromadéni tekutin ve tkanich a
télesnych dutinach). Dulezité je, ze koenzym TDP je potfebny na produkci kazdého
fermentacniho produktu, ktery se tvori z kyseliny pyrohroznové dekarboxylaci: acetaldehyd,
kyselina octova, kyselina mlé¢na, kyselina mravenci, acetoin, dikarboxylové kyseliny s 4 C,
kyselina citronova, kyselina 2-oxoglutarova, kyselina acetoctova, oxid uhliity, voda,
molekulovy vodik atd.. Procesem dekarboxylace vznika v kvasici kapalin€é i acetoin a
diacetyl. Tvorbou téchto latek v pivovarskych kvasinkach ve vét§im mnozstvi se muze narusit
senzorickd vlastnost piva. Pivovarské kvasinky je mozné pouzit 1 jako zdroj
thiamindifosfatového koenzymu. Po pfidani volného thiaminu se projevi jeho aktivacni
ucinek na dekarboxylovany systém. Tento ucinek volného thiaminu neni zapfiinény
zvySovanim mnozstvi enzymu, ale je to inhibi¢ni u€inek thiaminu na fosfatazy vyskytujici se
v kvasinkach, kterym chrani koenzym pied defosforylaci. [4,6,9,24]

Zménou kultivacnich podminek nebo pouzitim jinych mikrobnich druhd lze zkratit,
odvétvit nebo prodlouzit pribéh etanolové fermentace a ziskat jiné produkty. Napf.
ptidavkem natriumbisulfitu do kultivaéniho media vznika glycerol, ktery tak byl v minulosti
fermentacné vyrabén.
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Obrazek €. 4: Schéma etanolového kvaseni [1]

Zajimava je zména vyznamu terminu fermentace za poslednich 100 let. Pivodné byl
vymyslen pro oznaceni déju provazenych mirnym bublanim (a to nejprve pouze pro procesy
vedouci ke vzniku vina). V roce 1857 definoval Pasteur fermentaci jako ,,zivot bez kysliku®.
Dnes je nazev fermentace pro biotechnology synonymem pro termin mikrobni proces.
Zahrnuje tedy mnozeni (kultivaci) mikroorganisma, produkci metaboliti, provadéni
(bio)chemickych transformaci pomoci mikrobu. [6, 24]

Dnes se v praxi sfermentaci setkdvame jednak v Cetnych pifipadech spontanniho
mikrobniho rozkladu kyselych cukernych hmot, dale pfi zamémém zkvaSovani rmutti a Stav
pfi biologickych konzervacnich procesech a kone¢né pii velkovyrob€ ethanolu pro
potravinaiské a lékarské ucely a pfi velkoprodukci alkoholickych napoji. Etanolové kvaseni
se uplatiiyje 1 pii pouziti pekarského drozdi, nebot” kynuti tésta je vysledkem produkce oxidu
uhlicitého pii probihajicim etanolovém kvaSeni. Mikrobni vyroba ethanolu a alkoholickych
napoju patii stale mezi nejvynosnéjsi biotechnologie a predstavuje 75 % z celkového zisku
biotechnologii. [1, 6]

2.1.7.3. Fermentace oligosacharidi

Aby se tyto sacharidy mohly zkvaSovat, musi se nejdfive rozlozit na monosacharidy
katalytickym uCinkem enzyml: maltazy nebo a-glukozydazy a invertazy nebo pB-D-
fruktozidazy.

Pravidla podle kterych probiha kvaseni sacharidii uplatiujicich se pfi identifikacnich
testech kvasinek :

1. Kdyz kmen zkvasuje glukozu, zkvasuje 1 fruktozu a mandzu.
2. Kdyz kmen nezkvasuje glukozu, nezkvasuje zadny jiny sacharid.
3. Kdyz kmen zkvasuje maltdzu, nezkvasuje laktozu a opacné.
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4. Kdyz kmen zkvasuje néktery z disacharidi, zkvasuje i glukozu.

Na testovani kvaseni se vétSinou pouzivaji sacharidy: glukoza, galaktoza, maltdza, sacharoza,
laktoza, rafinoza, a v posledni dobé€ i trehaloza, celobidza, a xyloza. Zjistilo se, ze podle
zkvaSovani maltdozy a sachardzy se muZze vypracovat pomocna klasifikace v ramci roda
kvasinek. Klasifikacni tfidy tvoti Ctyfi kvasné typy [3,4,8] :

1. Maltoza + , sacharoza - .
2. Maltoza + | sacharoza + .
3. Maltoza -, sacharoza + .
4. Maltoza -, sacharoza - .

2.1.7.4. Vztah mezi dychdanim a kvasenim

Proces dychani a kvaseni se vzajemné prekryva. Z termodynamického hlediska neni stejné,
zda burika spracovava sacharid oxidacné nebo anoxida¢né. Cim vyS§si spalné teplo maji latky,
které vznikaji pfi téchto procesech, tim méné energie se uvolni pro buiku.

1. Oxidace glukézy dychanim
C.H,0,+60, ->6C0O, +6H,0 +282MJ

2,82MJ @
2. St&peni glukdzy na ethanol pomoci kvaseni
C.H,0, > 2CH,CH,OH +2C0O, +0,0092MJ 3)
2,82MJ...... 2-134MJ
3. Stépeni glukozy na kyselinu mlé&nou
C.H,,0, > 2CH,CHOH -COOH +0,094MJ @)

2,82MJ...... 2-1,36MJ

Nékdy se muze i pfi oxidaci uvolnit méné energie, napf. pii vzniku kyseliny stavelové.
V anaerobnich podminkéch se vytvoii 2 moly ATP na 1 mol zkvaSené glukozy a vytézkovy
koeficient Y = 8,5, v aerobnich podminkach se vytvori 28 moli ATP na 1 mol zoxidované
glukozy a Y =3,1. [1, 4, 6]

V nékterych kvasinkovych mikroorganismech probiha dychani i1 kvaSeni piiblizné
stejn€, v jinych prevlada jeden nebo druhy proces. Spodni pivovarské kvasinky dychaji ze
vsech kvasinkovych mikroorganismu nejslabéji. Vrchni pivovarské kvasinky dychaji silnéji i
pii stejném kvaseni. Vinné kvasinky se podobaji nejvice pivovarnickym kvasinkam.

Kozkotvorné kvasinky maji velmi omezeny metabolismus pifi dychani i pii kvaSeni.
Neékdy vsak dychani uplné prevladne, a tak vylucovani oxidu uhli¢itého do prostiedi je
zanedbatelné. Vétsina téchto kvasinek zkvasuje jen glukozu a to ¢asto jen velmi malo. Zjistilo
se, ze hlavné Rhodotoruly, které nezkvasuji sacharidy siln€ dychaji. Tvoti vSak kyseliny a tak
v prostiedi s bikarbonatem musime pocitat i s priristkem oxidu uhli¢itého. [4]

Podle aktivity dychani tvofi kvasinky tfi skupiny, které ukazuji plynulé zmeény
redoxniho potencialu:

1. Prevlada aerobni metabolizmus, dychani tvoti 100 %, napf. krmné kvasinky.

2. Aerobni a anaerobni procesy se vyrovnavaji, dychani tvoti 40 az 50 %
patogenni kvasinky, pekarské a vrchni pivovarské kvasinky.

3. Pifevlada anaerobni metabolizmus, dychani tvofi pfiblizn€¢ jen 10 az 15 %,
lihovarské kvasinky, vinné a spodni pivovarské kvasinky.

napr.

2
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Zména anaerobnich podminek na aerobni v Sacharomyces cerevisiae znamena vzrast
mnozstvi vytvofené biomasy. Na tomto pfirastku se podili mitochondriova oxidacni
fosforylace jako ¢ast energetické bilance kvasinek. Zahrnuje zmény v procesech biosyntézy,
vyuzivani ethanolu produkovaného fermentativn€ a pouziva je na tvorbu prekurzort
bunikovych slozek. Kdyz S. cerevisiae roste v anaerobnich podminkach bez toho, ze by se ji
dodavaly zakladni lipidy, ochuzuji se jeji buiiky o nenasycené mastné kyseliny a steroly.
Hned jak se zacne vzdus$nit, rychle se obnovuji mitochondriové funkce a buduji se zakladni
membranové lipidy a steroly.

Oba dva procesy, dychani 1 kvaSeni, se daji méfit manometricky podle spotreby kysliku
nebo podle vylucovani oxidu uhlicitého. Pomé&r dychani a kvaSeni se vyjadiuje respiraénim
kvocientem Qr, ktery miize mit riznou velikost zavisejici na druhu kultury. [4, 24]

2.1.8. Taxonomie kvasinek

Taxonomie je véda zabyvajici se usporadanim organismu podle urcitych pravidel do skupin
tak, aby jejich usporadani ziskalo urCity systém. Zkouma soubory jejich vlastnosti, kterymi se
projevuji, zkouma jejich fenotypy a na zatiidéni podle fenotypt pouziva klasifikacni zakony.

Fenotyp je kazd4a meéfitelna charakteristika a nebo rozliSujici znak organismu, napf. tvar
a barva kolonie, produkce urc¢itého enzymu, schopnost zkvasovat sacharidy, atd.

Klasifikacni tiidy se nazyvaji taxony. Taxony se seskupuji podle podobnosti fenotypt a
vytvareji stupfiovitou organizaci — hierarchickou organizaci. Stupiovitost hierarchickych
hladin:

e nejnizsi stuper - druh (lat. species),
e stfedni stupenl - rod (lat. genus), ¢eled (lat. familia), fad (lat. ordo),
e vyssi stupné - tiida (lat. classis), oddéleni (lat. divisio).

Druh je nejnizsi zakladni taxonomicka kategorie a muze se dale délit na poddruhy (lat.
subspecies), variety (lat. varieta) nebo formy (lat. forma). Nejvyssi taxonomickou jednotkou
je fise (lat. regnum), ktera se dale stupriovité klasifikuje a nejvys§im stupném v fisi je kmen
(lat. phylum), je tfeba odlisit tento hierarchicky vysoky stupen klasifikace od pojmu kmen
jako klonalni populaci vytvorenou z jedné burky a tvofici infrastrukturu druhu. Do jednoho
kmene patfi organismy se spolecnym piedkem. Kdyby vSechny organismy jedné fiSe mély
spoleCného predka, byla by to monofyleticka fise a pfedstavovala by idealni pfipad pro
taxonomistu. Mezi rdznymi kmeny vjedné fisi jsou vSak také podstatné rozdily
v charakteristice organismu a fise jsou proto polyfyletické. [3]

Na pojmenovani druhti plati pfesna pravidla. Nazev druh se sklada ze dvou slov,
ze jména rodu a jednoduchého druhového privlastku, epiteta. Rodové nazvy jsou podstatna
jména, mohou to byt i pfidavna jména zastupujici podstatné jméno, v jednotném cisle a pisou
se vzdy velkym zacatecnim pismenem. Na rozdil od druhovych privlastk(, které se nikdy
nepiSou velkym zaCateCnim pismenem, ale vzdy malym. Druhové piivlastky jsou pridavna
jména.

Typova kultura mikroorganismu se ukladd do nékteré vetejné svétové sbirky kultur
mikroorganisma. Tato kultura se nazyva holotyp. Kazda jina kultura toho stejného taxonu,
izolovana soub&zné, je izotyp, pozdé&ji izolovana je lektotyp. Casto se stava, Ze fenotyp typové
kultury se béhem dlouhotrvajici kultivace ve sbirce zméni a neodpovida potom pavodnimu
popisu, nebo Ze puvodni kultura zahyne. Je potom zapotiebi urcit novou kulturu jako typovou
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a ta se nazyva neotyp. Pii revizi fenotypu velmi blizkych kultur se muze zjistit, ze patii
k jednomu druhu, i kdyZ maji rizna jména. V soucCasnosti je vSak jen jedno jméno prave,
ostatni jsou synonyma. Kdyz se ma zvolit mezi vétsSim mnozstvim synonymnich jmen jméno
pravé, tak se zvoli nejstarsi jméno. [1, 3] Kvasinky se taxonomicky radi:

Super regnum (nadfise) - eukaryota.

Regnum (fise) - fungi.

Divisio (oddé€leni) - eumycota.

Classe (tfida) - ascomycetes , basidiomycetes, deuteromycetes.

Rody u nichz neni znama tvorba pohlavnich spor, jsou zafazovany mezi Deuteromycetes,
diive byly oznaCovany také jako ,,nepravé kvasinky*. Kdyz se béhem dlouhotrvajici kultivace
dokaze sexualita imperfektnich forem, uvadéji se dale v perfektni formé. [1,3]

2.1.8.1. Vyznam taxonomie pro védu a praxi

Kvasinky se uplatiuji v klasickém kvasném pramyslu pii vyrob€ piva a vina dale pekaiského
i krmného drozdi. Ziskavaji se z nich v mensi mife biologicky aktivni latky, jako napf. rizné
enzymy, vitaminy, splodiny jejich metabolismu atd. Snadno se pé&stuji v kulturach in vitro,
ztoho divodu se pouzivaji jako modely ve védé€. Saccharomyces cerevisiae je nejCastéji
pouzivanym modelem v makromolekulové biologii, genetice, biofyzice, a také napf.
v genovém inzenyrstvi a jinde. Kvasinky i kvasinkové mikroorganismy jsou i skadci
kvasnych procest a potravinaiskych vyrob. Jsou divodem onemocnéni lidi i zvitfat. Proto je
velice dulezité je odhalit, charakterizovat a zjistit i miru jejich Skodlivosti. [1, 3]

Na biotechnologické ucely se pouzivaji produk¢ni kmeny, které se nejlépe osveédcily
v uritych technologickych podminkach. Jejich vykonnost se zvySuje Slechténim.
Prostiednictvim protoplastt mozno kiizit i1 vzdalené&jsi druhy, dokonce i1 rGzné rody.
Zakladem téchto praci je mit dobfe definované kmeny, potfebny genofond. Genofond druhu
povazujeme za komplex jeho celé biologické aktivity jak uvnitt druhu (promeénlivost a
vyuzitelnost 1 ¢asti jeho genetické informace), tak 1 vné jako funkci druhu ve spolecenstvi
ekosystému. Jednotlivé staty si udrzuji genofondy mikroorganismu ve formé sbirek, kolekei,
atd. pro ucely védy. Zivy organismus se udrzuje preotkovanim a &im &astdji je tieba ho
preockovat, tim snadnéji mize zménit svoje puvodni vlastnosti. Proto se kmeny uchovavaji
tak, aby se prodlouzila jejich zivotaschopnost zastavenim metabolismu, vysusenim biomasy,
nebo ve velmi nizkych teplotach, napt. v kapalném dusiku pfi teploté — 196 °C.

Sbirky udrzuji typové kultury, aby mély porovnavaci material na urCovani novych
kment, produkéni kultury, zajimavé mutanty, domaci izolaty i patentované kmeny. Kmeny
sbirky se soustavné provéfuji, aby byl jejich fenotyp dukladné zmapovany a mohla se
posoudit 1 stalost vlastnosti. Fenotypové vlastnosti se eviduji (ukladaji se fotografie kolonii,
bunék, pseudomycélii a zbiraji se dalsi informace). Kmeny se zafazuji do vysSich
taxonomicky kategorii. Kazdy kmen ma svoje inventarni Cislo, zaznaCeny puvod a datum
zafazeni do sbirky. Inventarni Cislo ma v pfedu znacku sbirky (akronym), z které pochazi a
tato znacka je neoddélitelnou soucasti inventarniho cisla. Kazdy kmen je definovany, pokud
uvedu plvod kmene, charakterizovany znaCkou sbirky, ktera bezprostfedné predchazi
inventarnimu ¢islu. Napt. Saccharomyces cerevisiae Hansen CCY 21 —4 —13. [3]
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2.1.8.2. Zarazeni rodu kvasinek do tiidy Ascomycetes

Ascomycetes (Endomycetes) vytvareji endospory, mycelia bez prepazek, ureazu neprodukuji.
Zkvasuji sacharidy, ale neni to podminkou. Puci holoblasticky, buiikova sténa je trojvrstva,
jsou nepigmentované. V buikové sténé prevlada manan a glukan. Obsah guaninu a cytosinu
v DNA je 30 az 52 mol. %. Taxonomické zatazeni [3] :

1. Kvasinky délici se prehradkami a kvasinkové mikroorganismy s pravym myceliem
1.1 Kvasinky s koherentnim myceliem

1.1.1. Predpokladani predchidcové Endomycetes (napf. rod Ascoidea)

1.1.2. Ostatni rody Celedi Ascoidaceae (napt. rod Saccharomycopsis)

1.1.3. Anamorfni rody s koherentnim myceliem

1.2 Kvasinky s jehlicovymi sporami (Celed’ Spermophtoraceae)

1.2.1. Druhy a rody ¢eledé Spermophtoraceae (napt. rod Ashbya)

1.3 Kvasinkovité mikroorganismy s dizartikulovanym myceliem

1.3.1. Celed Endomycetaceae

1.3.2. Anamorfni druhy Endomycetaceae (rod Geotrichum)

1.3.3. Anamorfni artrické druhy bazidiomycétového typu (rod 7richosporon)

1.3.4. Jednoburikové organizmy vytvaiejici spory (Celed’ Schizosaccharomycetaceae)
2. Jednoburikové pucici kvasinky

2.1.Apikularni kvasinky ¢eledé Saccharomycodaceae (napt. rod Hanseniaspora)

2.2 Lipidotvorné kvasinky celedi Lipomycetaceae (napt. rod Lypomices)

2.3 Kvasinky celedi Saccharomycetaceae

2.3.1. Kozkotvorné kvasinky (napft. rod Pichia)

2.3.2. Jednoburikové, sedimentujici a zkvasSujici kvasinky (napt. rod Kluyveromyces)

2.3.3. Malé rody askogenich kvasinek (napt. rod Clavispora)

3. Skupina anamorfnich forem askogenich kvasinek (napt. rod Candida)

2.1.8.3. Rod Hanseniaspora (imperfektni stadium Kloeckera)

Buriky jsou citronovité, apikulatni, ovalné az protahlé, puci holoblasticky. Vytvafi se vétSinou
dobte vyvinuté pseudomycelium, nékdy rudimentalni pseudomycelium nebo se vibec netvori.
Vegetativni buriky jsou diploidni. Hanseniaspora vytvaii tii typy askospor:

1. Kloboukovité nebo helmicovité, po 2 az 4 v asku, které se z askt uvoliiuyji.
2. Kuloviteé s hladkou nebo bradavicovitou sténou a ekvatorialnim lemem.
3. Kulovité s bradavicovitou sténou.

Hanseniaspora silné¢ fermentuje glukozu. Zucastfiuje se kvaSeni moStu. Hanseniaspora
valbyensis a Hanseniaspora guilliermondii se vyznacuji podobnosti askospor (klobouckovité
spory) a fidkym natérem. Hanseniaspora uvarum v natéru je fidka a hladka. Inhibuje rtst
bakterii, napt. Lactobacillus plantarum. Dokonce produkuje 1 smrtici toxin. Uvedené druhy se
daji izolovat z vody, pudy, plodia rostlin a zhmyzu. Hanseniaspora vineae tvari spory na
agaru a natér je hladky a svétle bily. Vyskytuje se na hmyzu, v ovocnych $tavach a v pude. [1,
3, 5]
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2.1.8.4. Rod Pichia

Rod Pichia je zalozeny na druhu Pichia membranaefaciens, ktery izoloval Hansen z vytoku
kofene stromu a nazval ho jako Saccharomyces membranaefaciens a pozdéji ho oddélil od
rodu Saccharomyces, nebot’ tvori kloboukovité spory a kozky na povrchu kapalin. Vytvoril se
rod Pichia na pocCest vinarského mykologa Pichiho. Rod Pichia patti dnes mezi nejvétsi rody.
[3]

Na zakladé podobnosti rodt Pichia a Hansenula doslo k jejich spojeni a vznikl rod
Pichia Hansen, ktery se rozdé€luje na dva podrody: Pichia a Hansenula.

Podrod Pichia: butiky jsou ovalné az podlouhlé, mnozi se multilateralnim pucenim.
Tvori pseudomycelium. Askospory jsou kulovité, nékdy kloboukovité a rychle opousté)i
askus. Na tekutych produktech casto tvorfi vraskovitou kozku bilé barvy a moucnatého
vzhledu. Z cukri vznika kyselina octova. Organické kyseliny tvoii s alkoholy estery, které
mohou zpusobit v kvasicim produktu neptijemnou chut a vini. Fermentuji pentozy (xyloza a
arabinoza). Vyskytuji se ve fermentovanych napojich, ovocnych s§tavach, i jako skudci
v kvasené kapuste. [1, 2, 5]

Druh Pichia membranaefaciens je typovym druhem rodu Pichia Hansen. Slabé
fermentuje glukozu, asimiluje xylozu a organické kyseliny. Tvoti 1 az 4 askospory v jednom
asku. Dusi¢nan neasimiluje Natér je bily nebo skoficovebily, matny, hladky nebo jemné
kucCeravy, snepravidelnym okrajem. Vlastnosti a vyskyt — viz. charakteristika podrodu
Pichia.

Druh Pichia fermentans vytvaii suchou kozku, stromeckovité vétvené pseudomycelium
a nema pravé hyfy. Natér je bily, matny az kuceravi, okraj je cipovity. Spory jsou
kloboukovité, po 2 az 4 v asku, z kterého se lehko uvoliiuji. Sporadicky se vyskytuje 1 na
pfirodnich stanovistich, napf. na vinici a ve vin€. Vlastnosti — viz. charakteristika podrodu
Pichia. [2, 3]

Podrod Hansenula: tyto kvasinky tvoii bunky celkem rozlisnych tvar(i: mensi, kulaté,
ovalné nebo velice protahlé buriky. Uvnitf bun¢k vznikaji kulaté, polokulaté a kloboukovité
spory, velice Casto prstencovité usporadané (spory saturnovité). Sporuluji 1 v kozce. Asimiluji
dusi¢nan, tvori kyseliny 1 estery. Dobie fermentuji cukry. V pfirodé jsou velmi rozsifené a
vyskytuji se prevazné jako kontaminanty v riznych potravinarskych zavodech. V pivovarech
zpusobuji zakaly piva. Oxiduji ethanol, z alkoholi a kyselin vznikaji estery zapficinujici
nezadouci chutové zmény. Vyskytuji se i psychrotrofni kmeny. [5]

Druh Pichia subpelliculosa na povrchu kapalin vytvaii kozku, tvoii pseudomycelium,
ale ne pravé mycelium.Je to heterotalicky druh. Obsah guaninu a cytosinu v DNA je 39 az
46%. Vyuziva rozpustny skrob jako zdroj uhliku. [1, 3]

2.1.8.5. Rod Kluyveromyces

Druhy rodu Kluyveromyces se puvodné zatazovaly do rodu Saccharomyces. Pozdéji se
dokézalo, ze rod Saccharomyces je velmi heterogenni a vznikl rod Saccharomyces in sensu
stricto a Saccharomyces in sensu lato. Potom se nékteré druhy, odliSujici se morfologicky a
fyziologicky, oddélily do nové zfizeného rodu Kluyveromyces. Rod Kluyveromyces se od
rodu Saccharomyces odliSuje svymi vlastnostmi:

1. Druhy rodu Kluyveromyces vytvaieji spory rozlicnych tvart, kulovité nebo
bobovité.
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2. Asky u druht rodu K/uyveromyces po uzrani snadno pukaji a uvolfiuji spory, ty
pak spolu aglutinuji do vétsich celku.

3. Druhy rodu K/uyveromyces oxidativné utilizuji $ir§i paletu sacharidii nez druhy
rodu Saccharomyces.

4. Burky druhti rodu Kluyveromyces jsou mensi a jemnéjsi a i pseudomycelium
vznika snadnéji.

5. Druhy rodu Kluyveromyces neprokvaseji roztoky sacharidii tak hluboko jako
druhy rodu Saccharomyces, vytvateji jen 4 az 4,5 % ethanolu, je to proto, zZe
vytvareji kyselinu mlécnou v takovém mnozstvi jako je celkovy obsah kyselin.

6. Druhy rodu K/uyveromyces produkuji ethylacetat, druhy rodu Saccharomyces ne.

Biomasa rodu K/uyveromyces obsahuje €asto heminové ¢ervené barvivo.

8. Oba dva rody se odliSuji i haploidnim genomem i poctem chromozomu
v haploidnich bunkach, S. cerevisiae ma 17 znamych chromozomu a K. lactis 9.

~

Druh Kluyveromyces lactis v kapalinach vytvaii sediment a prstenec, ale tenka kozka je
zpravidla na povrchu. Natér je hnédokrémovy nebo krémovebily, casto kombinovany
s rizovym. Povrch je hladky i bradavicovity, slizky 1 matny. Vegetativni bunky jsou kulovité
nebo elipsoidni, i cylindrické a rozmnozuji se pucenim, jsou jednotlivé nebo v parech i
v malych chumaccich. Vytvafi jen rudimentarni pseudomycelium. A je to heterotalicky druh.
K. lactis fermentuje laktézu, pouziva se na fermentaci mlécné syrovatky za ucelem vyroby
kvasni¢ného krmiva. Vyskytuje se v mlécnych produktech. [1, 3, 5]

2.1.8.6. Rod Saccharomyces

Rod Saccharomyces zavedl roku 1838 Meyen a byla to jedna z prvnich objevenych kvasinek.
Avsak tento rod definoval az roku 1870 Reess. Meyen pouzil nazev Saccharomyces
cerevisiae pro pivovarnickou kvasinku a odlisoval ji od kvasinek, které zkvaSovaly ovocné
mosty. Reess, ktery morfologicky popsal tyto kvasinky, rozliSoval pivovarnické kvasinky S.
cerevisiae a vinné kvasinky S. ellipsoideus. AvSak rozdily mezi nimi zptesnil az Hansen a
zavedl 1 jejich fyziologickou charakteristiku.

Rod Saccharomyces aktualné zahrnuje Sest biologickych druht: S. cerevisiae, S.
bayanus, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. paradoxus a hybrid taxonu S.
pastorianus (syn. S. carlsbergensis). Saccharomyces sensu stricto komplex obsahuje Ctyfi
znich: S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus a S. poradoxus. [29,34,39]

Druhy rodu Saccharomyces se vegetativné rozmnozuji multilateralnim pucenim,
holoblasticky. Burtiky jsou kulovité, elipsoidni nebo cylindrické. Pseudomycelium se muze
vytvaret, ale ne pravé. Askospory jsou kulovité nebo mirné ovalné s hladkou sténou. V asku
jsou zpravidla 1 az 4 askospory. Asky pietrvavaji. Boutlivé zkvasuji sacharidy, amylozovou
substanci nevytvareji, nitraty neutilizuji. [2, 3, 5]

Ptirodni kmeny vinnych kvasinek S. cerevisiae ve spole€nosti jinych kvasinek zkvasuji
moSty samovolné. Vinné kvasinky maji tvar a rozmér bunek kulovity, elipsoidni a protahly.
Dokazalo se, ze velikost a tvar bunék je v souladu s odolnosti k ethanolu v prostredi. Kulovité
kmeny hloubéji prokvaseji a 1épe odolavaji ethanolu. Kvasinky izolované pravé z prirody,
z vinohradu, hned nemaji vyrovnané tvary, maji vSak sklon hloubé&ji prokvaset a patfi do
skupiny s kulovitymi butikami. Pfedpoklada se, ze kmeny s protdhnutymi buikami se
vyselektovaly béhem jejich péstovani v Cisté kultufe. Tyto kmeny dobfe odolavaji
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nepiiznivym podminkdm konzervovani a i uschové pod parafinem. Kvasinkové spolecenstvo
v kvasicim most€ obsahuje 1 jiné ptfibuzné druhy rodu Saccharomyces, napt. S. oviformis.
Druh Saccharomyces cerevisiae je pivni, vinna, lihovarnickd a pekarska kvasinka.
Fermentuje glukézu, galaktozu, sachardézu, maltozu a rafindzu. Laktézu a dusicnan
neasimiluje. Z fyziologickych vlastnosti ma nejvétsi prakticky vyznam jejich schopnost
anaerobné zkvaSovat hexdzy na ethanol a oxid uhli¢ity. Kvasinky S. cerevisiae se dobie
péstuji na sladingé, to se vyuziva pii jejich identifikaci 1 pii kontrole jejich Cistoty.
V kapalinach tvoii sediment a po ¢ase muze vytvorit i tenkou mazdru. Natér je té€stovity,
krémovy, svétlehnédy, hladky, leskly, ale muze byt i skladany, kraterovity, drsny. [1, 2, 3, 5]

2.1.8.7. Zarazeni rodu kvasinek do tiidy Basidiomycetes

Basidiomycetes vytvareji bazidiospory (exospory), dikaryoticka mycelia. Burikova sténa je
lamelarni, v povrchovych vrstvach je slizovitd, Casto pigmentovania. Obsah guaninu a
cytosinu v DNA je 48 az 70 mol. %. Taxonomické zatazeni [3] :

1. Cervené kvasinkovité mikroorganismy

1.1.Rody Rhodotorula, Rhodosporidium, Cystofilobasidium

1.2 Karotenoidni kvasinky produkujici balistokonidie (napt. rod Sporidiobolus)
2. Krémové, pletové, svétlozluté druhy (napt. rod Cryptococcus)

Cerné kvasinkovité organismy (napt. rod Aureobasidium)

Kvasinky pucici na sterigmatech (napt. rod Sterigmatomyces)

Snéhovité organismy

Slizovité bazidiomycétové organismy (rod Apiotrichum)

Organismy rodu Candida bazidiomycétového pavodu (slizovité + ostatni)

NN kW

Cervené kvasinkové organismy zoddéleni Basidiomycetes se vyznaGuji produkci
karotenoidu. Karotenoidy jsou pigmenty nerozpustné ve vodé, rozpustné v tucich, a proto
nikdy nedifunduji do zivotniho prostiedi. Jsou lokalizované na vnitini strané cytoplazmatické
membrany a vznikaji pomérmné slozitym biomechanizmem. Kvasinkové organismy potiebuji
na tvorbu karotenoidi svétlo, kyslik a proto tvorbé karotenoidii mizeme zabranit tmou a
latkami brzdicimi oxidacni procesy. Pfi rliznych inhibi¢nich zasazich v procesu tvorby
karotenoidd se vytvaieji slab&ji pigmentované, pletové, zluté, pomerancové kmeny. Cervend
pigmentované kmeny pokladame za vyvojové starSi, zluté a pomerancové i1 pletové za
vyvojové mladsi. Cervené kvasinky, jako jsou Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporidiobolus,
Sporobolomyces, jsou citlivé na lytické enzymy, izolované z bakterii. [3]

2.1.8.8. Rod Rhodotorula

Frezenius izoloval prvni rhodotorulu ze starého Skrobového mazu a oznacil ji jako
Cryptococcus glutinis. Harrison roku 1928 uvedl dva rody barevnych kvasinek, Rhodotorula
a Chromotorula. Do rodu Rhodotorula zatadil Cervené kvasinky a do rodu Chromotorula
zluté, hnédé a Cerné kvasinky. Lodderova zavedla rod Rhodotorula Harrison pro Cervené,
zluté a pomerancové kvasinky a rod Chromotorula zrusila. Toto hledisko se zachovalo az
dodnes.

Rod Rhodotorula ma buiky kulaté, ovalné nebo protahlé. VétSinou netvori
pseudomycelium, nekvasi. Inozitol neasimiluje. V kapalnych substratech tvofi nejCastéji
usazeniny. Nikdy netvoii kozku (mazdru). Je to pigmentovana, ¢ervend nebo pomerancova,
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slizovita, mékka, Stavnata kultura, ale dikariotickd kultura je drsna, sucha, hnéda az Cerna.
Druhy rodu Rdodotorula jsou velmi rozsifené v ptirod€ (voda, vzduch, ptda), v potravinach a
napojich jako kontaminanty. [1, 2, 3, 5] Zdruzené druhy rodu Rhodotorula: Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula graminis

V kapalném prostiedi vytvareji sediment a prstenec zpravidla svétlerizové barvy. Natér
na agaru je koralovocerveny, pomeranc¢ovy az lososovy. Je hladky, leskly, slizovity, fidky i
téstovity, na povrchu muze byt n€kdy az kuceravy. Okraj kolonie je uceleny. Produkuji
ureazu a lipazu.Jsou lipidotvorné, hromadi v burikach tuk. Jsou to ubikvitalni kvasinky
rozsitené po celém svéte. V piirod€ se nejcastéji vyskytuje Rh. glutinis.

Rhodotorula glutinis ma schopnost pifenaSet pies cytoplazmatickou membranu
metabolizovana i nemetabolizované sacharidy, Casto proti velkym koncentrac¢nim gradienttim.
Stala se proto modelem na zkoumani transportu latek, hlavné pentoz, polyold, atd.

Druh Rhodotorula minuta mé kulovité nebo elipsoidni buriky. V kapalném prostredi
vytvati tenky prstenec a sediment, natér je hladky a slizovity.

2.1.8.9. Rod Rhodosporidium

Druh Rhodosporidium toruloides je kiizenec, ktery vznikl zkfizenim kvasinky izolované
z lesa v blizkosti Osaky (Rh. koishikawensis) se zlutym mutantem Rh. gracilis, zaslouzil se o
to Banno. Anamorfni formou tohoto druhu je Rhodotorula glutinis.

Rhodosp. toruloides ma haploidni kulovité nebo elipsoidni bunky, vyskytuje se i
v homotalické linii, ke jsou vegetativni bunky delsi a zaoblenéjsi a tak muze vytvaret i pravé
mycelium s teliosporami. Haploidni kultura je plefova nebo pomerancova, rizova. V misté
kde se tvorti teliospory, tak hnédne a kuCeravy. Rhodosp. toruloides je tedy heterotalicky i
homotalicky druh.

Haploidni kultura je v natéru Cervend, slizovita, téstovita, dikaryoticka kultura je drsna,
hnéda az Cerna, sucha. [1, 2, 3]

2.1.8.10. Rod Sporidiobolus

Zde patii razové, pomerancové, zluté, Cervené karotenoidni kvasinky, které tvori
balistokonidie. Balistokonidie maji asymetricky tvar a vytvareji se na jednoduchych nebo i
rozveétvenych sterigmatech, na kvasinkovych buiikach i na myceliu. Jsou to homotalické i
heterotalické organismy.

Druh Sporidiobolus salmanicolor. Fisher a Brebeck izolovali tento organismus
z motské vody u jiznich Azor a nazvali ho pfedbézné Blastoderma salmonicolor.

Je to morfologicky 1 fyziologicky siln€ variabilni druh, a podoba se tak ostatnim
druhtim rodu Sporidiobolus. Ma elipsoidni i1 protahlé bunky, jednotlivé, v parech nebo se
vytvareji prsvé 1 nepravé hyfy. Na kapalnych mediich vytvareji velmi kuceravou kozku. Natér
na agaru je lososovorizovy, broskvovy, zavisi to na slozeni pudy. Povrch natéru je silné
kucCeravy a pomouceny.

Sporid. salmonicolor je heterotalicky druh, vytvarejici dikaryotické mycelium
s pfezkami a teliosporami. Teliospory jsou kulaté nebo ovalné. Zivotni cyklus tohoto
organismu muze byt i homotalicky.

Druh  Sporidiobolus pararoseus ma kulovité, elipsoidni burniky riznych tvari.
V kapalném prostiedi vytvaii bujny sediment a na povrchu kuceravou kozku. Natér na agaru
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ma barvu lososovou, koralovocervenou nebo broskvovou. Blastokonidie jsou asymetrické. Je
to heterotalicky, dvoupohlavni druh. [2, 3, 5]

2.1.9. Vyznam kvasinek pri vyrobé vina

Nejvice kvasinek se vyskytuje na sladkych stavnatych plodech rostlin, jako jsou malvice nebo
bobule, ale je mozné je najit i na suchych plodech, jako jsou nazky, tobolky nebo obilky.
Sacharidy sladkych stavnatych plodu se zkvaSuji na alkohol a tyto kvasené §tavy se pouzivaji
jako vina nebo se destiluji na silnéjsi alkoholické napoje — na rizné druhy destilati. Kvasinky
se mohou izolovat ptimo z plodi v pfirod€, kde je jejich pfirodni nalezi§t€. Mohou se vSak
izolovat i béhem kvaseni rozdrceného ovoce a potom i z hotovych vyrobkl, kde je jejich
sekundarni nalezisté. [1, 2, 3, 12]

Kvaseni vina je komplexni proces zahrnujici bakterie a dal$i mikroorganismy, nichz
jsou nejdualezit€jsi kvasinky. Kvasinky rodu Kloeckera, Hanseniaspora, Candida a Pichia se
vyskytuji v pocatecnich stadiich kvasSeni, ale jsou brzy nahrazeny vice ethanol tolerujicimi
druhy S. cerevisiae, které dopliuji fermentacni proces. [27, 35, 40]

2.1.9.1. Prirodni nalezisté

Sledovalo se 10 vinohradskych oblasti v Ceské republice a na Slovensku. Nej&astéji se
vyskytuje druh Saccharomyces cerevisiae, 64 % na bilych a 50 % na modrych odridach
hroznti. Druhym nejrozsifenéjsim druhem je Kloeckera apiculata, 14 az 15 % na bilych a 16
% na modrych odriidach hrozna. Z nesporotvornych druht se dale Casto vyskytuje anamorfni
forma Metschnikowia pulcherrima, asi 7,2 % na bilych hroznech. Velice zajimavé je vyskyt
dokvasejicich kvasinek Saccharomyces oviformis, které se vyskytuji na hroznech jen malo,
ale v moste a ve rmutech je jich asi 4 %. Tato kvasinka toleruje vysoké procento alkoholu, az
do 16 %. Ztidka se vyskytuje hluboko prokvasejici kvasinka Sacch. uvarum. [3]

Vyskyt jednotlivych druhti kvasinek v mostech a rmutech se ¢asto objastiuje zménami
v redoxnim potencialu. Zivotni rozmezi redoxniho potencialu pro kvasinky je 10 az 27,5 rH.
Vlivem vzdusného kysliku se redoxni potencial zvySuje. Na zacatku spontanniho kvaseni se
uplatiiuji druhy kvasinek, které snaSeji vys§i redoxni potencial, jako jsou druhy rodu
Kloeckera a Hanseniaspora. Tyto kvasinky se hojné rozmnozuji a urcity Cas prevladaji nad
ostatnimi kvasinkami Zkvasuji sacharidy, snizuji redoxni potencial, a tim se umozni rozvinout
pravym vinnym kvasinkam napt. Saccharomyces cerevisiae. 1 kozkotvorné druhy kvasinek,
jako Pichia, Hansenula nebo Debaryomyces snizuji redoxni potencial v prvnich dnech
kvaSeni mostu o 2 az 3 jednotky. KdyZ se most zasifi, tak v ném zistane asi 40 az 80 miliard
kvasinkovych bunék v jednom litru. Jsou to kvasinkové buiky, které snesou i nizké rH, napf.
Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces wuvarum, 1 né€které vinné kvasinky, napf.
Saccharomyces oviformis, které potom zvySuji redoxni potencial, a tak upravuji podminky
pro Saccharomyces cerevisiae. Saccharomyces cerevisiae se mohou vyvijet, rozmnozovat se a
kvasit 1 pfi snizeném rH, dokonce se mohou i pfizpusobit. Po zasifeni zlistanou jen odolné
bunky, a tak se wvyselektuje tzv. sulfitova kultura. Proti sifeni jsou odolné jen
Saccharomycodes ludwigi. U nas se vSak tato kvasinka vyskytuje jen ojedinéle. Vino, které
ptislo do styku se vzduchem, se okyslici a jeho redoxni potencidl se zvysuje. Kozkotvorné
kvasinky potfebuji hodné kysliku, proto se rozmnozuji pii povrchu mostu a svoji kozkou a
metabolizmem chrani vino pred dalSim okysli¢enim. Hladina redoxniho potencialu se projevi
1 chutové. Kdyz se rH zvysi vice nez 21, kvasinky dodéavaji vinu nepiijemnou pachut, ktera
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okolo rH 25 ptfechazi na oxida¢ni pachut. Kozkotvorné kvasinky mohou chrénit vino proti
tomuto okyslicovani. [2, 3, 22]

Kvasinkova spoleCenstva na bilych a modrych odridach hrozni se navzajem odlisuji
kvantitativnimi poméry zastupcti. Ve rmutech z modrych odrud je podil anamorfnich forem o
25 % vyssi jako ve rmutech bilych odrid. Zvysuje se tu obsah anamorfu Klockera apiculata a
Candida pulcherrima na ukor Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces oviformis. Pomér
Klockera apiculata a Kloeckera pulcherrima je 1:1, v bilych odridach je 2:1 nebo 4:1. [2, 3,
22]

2.2. Nukleové kyseliny

Mezi nukleové kyseliny patii deoxyribonukleova kyselina (DNA) a ribonukleova kyselina
(RNA). Molekuly DNA slouzi jako depositat genetické informace. Z chemického hlediska je
tato informace souborem navodd pro vyrobu vech typt bilkovin daného organismu. Usek
DNA nesouci instrukci pro vyrobu jedné bilkoviny se nazyva strukturni gen a souboru vS§ech
genu fikame genom. Geny se prepisuji do molekul messenger RNA. Dalsi useky molekul
DNA obsahuji informace pro vyrobu ostatnich typt bunécnych RNA a oblasti se specifickymi
sekvencemi plni regulacni funkce. [6, 15]

2.2.1. Slozeni a struktura DNA a RNA

Obé nukleové kyseliny, jak DNA, tak RNA, jsou heteropolymerni latky slozené z mnoha
malych molekul, tzv. monomert, které jsou vzajemné spojeny kovalentnimi vazbami.
Monomery, které tvoii DNA nebo RNA, se oznacuji jako nukleotidy. Kazdy nukleotid se
sklada ze tii riznych cCasti: cukru typu pentdzy, dusikatych heterocyklickych bazi a fosfatu.
V ptipadé DNA je cukrem deoxyribdza, u RNA je to riboza. Tyto dva cukry se lisi chemickou
skupinou na uhliku C2’. U deoxyribozy je to atom vodiku (H), u ribézy hydroxylova skupina
(OH).

Soucasti nukleovych kyselin jsou dva typy heterocyklickych dusikatych bazi, puriny a
pyrimidiny. Z purint jsou to adenin (A) a guanin (G), z pyrimidini pak tymin (T), cytosin (C)
a uracil (U) (obr.5). Adenin, guanin a cytosin se vyskytuji v DNA a RNA, tymin pouze
v DNA, uracil pouze v RNA. Base jsou vazany kovalentni vazbou k sacharidu, a to v poloze
uhliku C1°. Spojenim sacharidu s bazi vzniké tzv. nukleosid. Pokud se k nukleosidu pfipoji
fosfat nukleotid (obr.6 ). Fosfatova skupina je vazana k uhliku C5".

NH, 0 0 0 NH,
25T <o Tene Ble Bo
i N ; 0 0 0

Adenin Guanin Tymin Uracil Cytosin

Obrazek €. 5: Struktura dusikatych bazi [15]

Jednotlivé nukleotidy se spojuji do polynukleotidovych fetézct (polynukleotidi) vytvarenim
kovalentnich vazeb mezi fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu a uhlikem C3° druhého
nukleotidu. Tyto kovalentni vazby se oznacuji 3" - 5'fosfodiesterové vazby. Spojenim dvou
nukleotidi vznika tzv. dinukleotid, atd. az polynukleotid. Usporadani nukleotidd v fetézci
DNA nebo RNA oznacujeme jako primarni strukturu. Konce polynukleotidového ftetézce
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nejsou stejné, jeden obsahuje uhlik C5° s navazanou fosfatovou skupinou, druhy uhlik C3’s
hydroxylovou skupinou. Tato asymetrie se oznacuje jako polarita polynukleotidového retézce.

[6,7,9, 15, 22]
2
2
~ 74
7 : l _
—
HOCH,
H H
OH 1 OH H

Obrazek €. 6: Struktura nukleosidu a nukleotidu [15]

vlevo - Nukleotid (deoxyadenosin), vpravo - Nukleotid (deaxiadenosin-monofosfat)

2.2.2. Struktura dvousSroubovicové DNA

Za objev molekularni struktury nukleovych kyselin a jeji vyznam pro pochopeni prenosu
genetické informace v zivych systémech obdrzeli Crick, Watson a Wilkins v roce 1962
Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. , Watson-Crickiv model” struktury DNA ma
nasledujici hlavni rysy (obr. 7): [7, 15, 22]

1.

Molekula DNA je slozena ze dvou polynukleotidovych fetézcu, které jsou kolem
sebe vzajemné obtoCeny do tvaru pravotoCivé dvousroubovice, tzn. ze zavity
Sroubovice se toci po sméru hodinovych rucicek.

Retézce jsou antiparalelni, tzn. Ze jsou protismérné orientované, jeden z nich ma
orientaci cukrfosfatové vazby 5'- 3’ a druhy 3'- 5",

Cukr-fosfatova kostra je umisténa na vnéjsi strané dvousroubovice, baze jsou
umistény uvnitf a jsou orientovany kolmo smérem k centralni ose. Baze jsou
plos§né struktury poskladané jako mince ve sloupku na sob¢ a pfitom jsou castecné
pootoceny, ¢imz kopiruji otacky Sroubovice.

Baze na opacnych fetézcich jsou spojeny vodikovymi vazbami. Pfitom pplati, ze
adenin se paruje dvéma vodikovymi vazbami stymianem a guanin tfemi
vodikovymi vazbami s cytosinem. Protoze jsou vodikové vazby relativné slabé, 1ze
oba fetézce DNA snadno oddélit, naptiklad zahtatim. Pary A-T a G-C se oznacuji
jako komplementarni pary bazi, tzn. ze nukleotidova sekvence v jednom fetézci
predepisuje nukleotidovou sekvenci ve druhém.

Jednotlivé dvojice, tzv. pary bazi (zkratka bp), jsou ve Sroubovici DNA vzdaleny
0,34 nm. Na jednu otacku pfipada 10 bp. Jedna otacka ma tedy vysku 3,4 nm.
Vnéjsi pramér dvousroubovice je 2 nm.

Diky charakteru parovani bazi nejsou oba dva cukr-fosfatové fetézce rozptyleny
v prostoru rovnomérné podél osy dvousroubovice a vysledkem vinuti je existence
velkého a malého zlabku. Ackoli je velky zlabek Sir§i a maly uzsi, oba jsou dost
velké na to, aby se s jednotlivymi bazemi mohly kontaktovat proteiny.
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Obrazek ¢. 7: Watson-Cricktiv model struktury dvouretézcové DNA. [15]
2.2.3. Ruzné strukturni formy DNA

DNA existuje v n€kolika strukturnich formach, které¢ se oznacuji jako A-, B-, a Z-forma.
Zakladni Watson-Crickiiv model odpovida formé B. Podobné jako forma B, i forma A je
pravotociva, forma Z je levotociva. A-forma je kratsi a §irsi, obsahuje 10,9 part bazi na jednu
otocku a ma uzky a velmi hluboky velky zlabek, zatimco maly zlabek je Siroky a mélky. Z-
forma obsahuje 12 part bazi na otoCku, je tenci, ma hluboky maly zlabek, velky zlabek lezi
na povrchu dvousroubovice a neda se od néj odlisit. V roztoku se DNA obvykle nachazi ve
formé B a je to jeji nejbeéznéjsi forma v burice. Forma A je pozorovatelna, kdyz je DNA
dehydratovana, takze se v zivych burikach nevyskytuji dlouhé useky v této konformaci.
Funkce Z-DNA neni uplné vyjasnéna. [6, 7, 15, 22]

2.2.4. Replikace — biosyntéza DNA

Bunky musi byt vybaveny aparatem, ktery jim umoziuje kopirovat geny, aby se v nich
obsazené informace mohly pfendSet z generace na generaci. D&je se to procesem biosyntézy
DNA pii déleni bunék. Toto kopirovani genetické informace se nazyva replikace. [6, 7, 10]

2.2.4.1. Enzymy v biosyntéze DNA

Enzym, ktery se ucastni replikace DNA, poprvé popsal A. Konberg na modelu prokaryotické
bunky £. coli. Za tuto praci obdrzel Nobelovu cenu v oboru Fyziologie a mediciny v roce
1959. K replikaci DNA jsou zapotiebi [15] :

1. Ctyfi zdkladni nukleotidy, dATP, dGTP, dCTP, dTTP.
2. Fragment DNA jako matrice.
3. Enzym DNA polymeraza I (Kornbergiiv enzym).
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4. Hoftecnaté ionty pro zajisténi optimalni aktivity DNA polymerazy.

Enzym DNA polymeraza katalyzuje zaclenéni polynukleotidd do fetézce DNA. Tato reakce
sestava ze tii zakladnich kroku [6, 7, 15] :

1. Na konci, kde polynukleotidovy fetézec narasta (3'-OH konec), katalyzuje DNA
polymeraza tvorbu fosfodiesterovych vazeb mezi 3'-OH koncovou skupinou
deoxyribozy na poslednim nukleotidu a 5'-fosfatovou skupinou prekurzoru dNTP,
kterym mlze byt dATP, dGTP, dCTP nebo dTTP. Energie pro tvorbu
fosfodiesterové vazby vznika uvolnénim dvou fosfati z dNTP. Podstatné je, ze
prodluzovani DNA fetézce probihd na tzv. primeru, coz je kratky, jiz existujici
oligonukleotid, a Ze nové nukleotidy jsou pfipojovany k volnému 3'-OH konci
primeru.

2. Smér syntézy nového DNA fetézce je od konce 5" ke konci 3', coz je dano
vlastnostmi DNA-polymerazy. DNA polymeraza neumi pfipojovat nukleotidy k 5
- konci fetézce.

3. To, ktery nukleotid bude pfipojen k nove vznikajicimu dcefinému fetézci, je fizeno
sekvenci nukleotidi na fetézci matefském. Nové pripojeny nukleotid se musi
komplementarné vazat na nukleotid v matetském vlakné podle pravidel o parovani
bazi. Dcefiny fetézec je syntetizovan rychlosti asi 600 nukleotida za sekundu.

Kromé polymerazové aktivity ma DNA polymeraza aktivitu exonukledzovou, tedy schopnost
DNA fetézec odbouravat, a to bud’ od konce 3’, tedy tzv. 3’ —5 exonukleazovou aktivitu nebo
od konce 5, tedy tzv. 5'—3" exonukleazovou aktivitu. Exonukleazova aktivita 3'—5" slouzi
jako opravny mechanismus. Ten se uplatiiuje v situaci, kdy DNA polymeraza rozpozna, ze
v dcefiné burice je nespravné zaclenény nukleotid. Tato schopnost DNA polymerazy
opravovat chyby se oznacuje jako korektorova a diky ni se Cetnost chyb pfi replikaci snizuje.
Exonukleazova aktivita 5'—3" se uplatiiuje zejména pii replikaci (odbouravani tzv. RNA-
primeru) a také pfi opravach poskozené DNA. [10, 15, 22]

Dnes vime, Ze v burikach E. coli existuji nejméne tii razné DNA- polymerazy, liSici se
molekulovou hmotnosti a katalytickou ucinnosti. Enzymem, katalyzujicim vznik nového
polynukleotidového tetézce DNA, je az pozdé€ji objevena DNA-polymeraza III, ma také
exonukleazovou aktivitu. Funkce DNA-polymerazy II neni dosud znama.

Vroce 1968 R. Okazaki pii studiu replikace DNA E. coli zjistil, ze jedno z dcefinych
vlaken DNA vznika po malych fragmentech, tvofenych asi 1000 — 2000 nukleotidovymi
zbytky, byly nazvany Okazakiho fragmenty. Jedno z nové tvofenych vldken DNA se tedy
netvorii kontinualné podél celé délky materského vlakna, ale kus za kusem.

Enzym, ktery katalyzuje tvorbu fosfodiesterové vazby mezi dvéma useky feté¢zce DNA,
resp. vazbu uzavirajici polynukleotidovy fetézec do kruhové formy, se nazyva DNA-
ligaza. Vyzaduje volnou hydroxylovou skupinu na 3’-konci jednoho fragmentu
polydeoxyribonukleotidového fetézce a fosforylovou skupinu na 5" .konci druhého fragmentu.
DNA-ligaza dovede spojovat pouze polydeoxyribonukleotidové useky, které jsou soucasti
dvouvlaknové DNA, a nikoliv dvé jednovlaknové DNA. [6, 7, 22]

2.2.4.2. Mechanizmus replikace

Replikace zacina ve specifickych mistech chromozomu, zvanych pocate¢ni body replikace

.....
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replikace, se nazyvaji replikony. Chromosom eukaryotnich bunék zahrnuje asi 1000
replikond.

Do ni nasedne do obou matefskych vlaken RNA-polymerdzy a vytvoifi na kazdém z nich
kratky RNA-primer. Na ném pak dochazi k vlastni replikaci, spocivajici v napojovani
jednotlivych nukleotida v pfedepsaném poradi za katalyzy DNA-polymerazou III.
kontinualng, a byva nazyvano vedouci vlakno. Vlakno vyrabéné v opacném smeéru, s 5'-konci
orientovanymi smérem k mistu rozplétani, se vSak musi syntetizovat po Castech. Jak se
postupné stava dostupnym rozplétajici se fetézec matefské DNA, slouzi jako matrice. Byva
nazyvano zpozd'ované vlakno.

Dalsim krokem v procesu replikace je odstranéni tseki RNA (primert) pomoci
hydrolytického ucinku DNA-polymerazy I, kterd pak replikazovou aktivitou nahradi
odstranény primer polydeoxyribonukleotidovym usekem.

Okazakiho fragmenty a Useky vytvorené Cinnosti DNA-polymerazy I jsou pak spojeny
v souvisly fetézec pomoci DNA-ligazy. [6, 7, 9, 10, 22]

2.3. Amplifikace DNA in vitro pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je enzymova metoda, kterd slouzi k rychlé syntéze velkého
mnozstvi definovaného useku DNA in vitro. Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné
PCR pouzit pro zjisténi 1 velmi malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku (teoreticky by
méla stacit jedina molekula DNA). Zakladem tspésné reakce je pouziti neporuseného tuseku
DNA, ktery ma byt amplifikovan. Dale je dulezité navrzeni vhodnych primert tak, aby byla
zajisténa specifita reakce. Je nutné zdiraznit, ze pro PCR je dilezité znat sekvence hrani¢nich
usekt fragmentu, ktery ma byt amplifikovan. [16, 19, 20]

2.3.1. Princip PCR

Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, ktera je zédkladnim molekularnim
procesem vSech zivych organismi. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza
novych fetézct vybranych usekt dvoufetézcové DNA ve sméru 5'—3" prostiednictvim DNA-
polymerazy. Studovany tsek nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou primerut,
které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, zZe jejich 3'-konce sméfuji proti sob€. Po pfidani
DNA-polymerazy a nukleotid pak probiha syntéza novych vlaken na obou matricovych
fetézcich protismeémeé. K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy napf. 7aq
DNA-polymeraza, pii niz DNA denaturuje. To umoziuje, aby syntéza DNA probihala
opakované v cyklech. PCR je proces pfi némz se v zavislosti na teplot€ reakéni smési
pravidelné stiidaji ti1 kroky, béhem nichz probihaji tfi odlisné déje s odliSnymi naroky na
teplotu (obr. 8).:

e denaturace dvouretézcovych molekul DNA (94 °C),

e piipojeni primert k oddélenym fetézcaim DNA (30-65 °C),

e syntéza novych fetézcti DNA prostiednictvim DNA-polymerazy (65-75 °C).
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Obrazek €. 8: Princip polymerazové fetézové reakce (PCR) [17]

Reakce se provadé€ji v zafizeni nazyvaném termocykler, v némz se teplota méni automaticky
v naprogramovatelnych casovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto procesu se
exponencialné (2" = pocet cykll) vytvaii az miliardy kopii vybraného tseku cilové molekuly.
[16,17, 18, 19, 21]

Optimalni pocet cyklu je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA a zpravidla se
pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykla (obr. 9). Prili§ vysoky pocet cykll zvySuje mnozstvi
vznikajicich nespecifickych produktd PCR. Pro PCR je dulezita uplna pocatecni denaturace
templatu a obvykle staci zahtati smési na 94-97 °C po dobu 2-5 min. Pokud dojde jen
k ¢astecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturuji, coz vede k nespecifické vazbe
primert a faleSnym vysledkiim. 7ag DNA-polymeraza ma pii 95 °C polocas stability 40 min,
a tak se voli pro naslednou denaturaci amplikonti béhem reakce doba 15 az 45 s. Podminky
pro hybridizaci primert zavisi na zastoupeni bazi, délce oligonukleotidi a hodnoté¢ Tm
produktu. Teplota pro hybridizaci primert (Ta) se obvykle pohybuje v rozmezi 55 az 68 °C
po dobu 30 az 60 s, doporucuje se vSak provést jeji optimalizace. Syntéza DNA probiha
zpravidla pii 68 az 72 °C po dubu 45 saz 2 min. Taqg DNA-polymerdza pii této teploté
syntetizuje DNA rychlosti cca 60 bazi/s.

denaturage vzorku DNA
pro oddéleni jednofetézcll
(94 °C; 5 min)

pfipejeni primerd
na fetézce DNA
{30-85 °C; 1 min)

denaturace

ro separaci
;;tézc.:‘f DNA 25-35 x syntéza

94 °C: 30 novych fetézcl
( ®) DNA polymerazou
(72°C; 45 s~ 2 min)

Obrazek ¢. 9: Teplotni rezim a doby trvani jednotlivych kroka pfi polymerazové retézové
reakci [17]
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Presné hodnoty teploty a doby trvani jednotlivych kroku je tfeba optimalizovat. Pro ziskani
pozadovaného produktu, specifi¢nosti a vytézku je dilezita koncentrace jednotlivych slozek
reakéni smési. Kromé Taq DNA-polymerazy a primerd obsahuje reakéni smés jako kofaktor
hoteCnaté ionty, které tvoii rozpustny komplex s jednotlivymi 2’-deoxyribonukleosid-5"-
trifosfaty (ANTP) rozpoznavany DNA-polymerazou. Hofe¢naté ionty interaguji nejen s dNTP,
ale i s primery, templatovou DNA, EDTA a dalSimi chelatacnimi €inidly. Je tfeba ve vétsing
pfipadii stanovit pro kazdou aplikaci optimalni koncentraci hofecnatych iontli empiricky.
Prilis vysoka koncentrace nékteré ze slozek reakce muize vést k chybam a vzniku
nespecifickych produktu. [17, 18, 19, 20, 21, 29]

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony , coz jsou useky DNA definované délky o
velikosti desitky az tisice bp. [16, 17]

2.3.2. Komponenty PCR smési

Reakeni smés pro PCR se sklada z nésledujicich komponent [17, 20] :

DNA templaf,
10x PCR pufr obsahujici hofecnaté ionty,
dNTPs mix (smés vSech ¢ty deoxyribonukleotidit),
2 primery (kazdy cca 20 nukleotid(),
Taq DNA-polymeraza,
redestilovana voda.

S ot e

2.3.2.1. Primery

Presnost a uspésnost PCR pii amplifikaci urcitého genu nebo Casti sekvence genomové DNA
je zavisla na peClivém navrhu obou primert, pii némz je tieba piihlizet k celkové sekvenci
studovaného genomu. Pro navrh vhodnych primera plati nékolik zasad. Je tieba zduraznit, ze
nejsou univerzalni, ale pouze orientacni:

1. délka zpravidla 18 az 25 nukleotidq,

2. obsah G+C 40 % az 60 %,

3. rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary,

4. teplota Tm (teplota tani) primeru alespon 50 °C,

5. podobna teplota Tm u obou primeru,

6. specificnost primerd tzn., ze na matricové DNA nesmi byt nespecificka vazebna
mista,

7. absence komplementarnich sekvenci v primerech, které by mohly vést k tvorbé
duplexd,

8. absence vnitinich sekundarnich struktur,
9. zarazeni 1 az 2 zbytkli G neboC v sekvenci na 3’-koncich primert pro zajisténi
presné vazby na templat.

Pro navrh primert v analyzovanych oblastech sekvence DNA existuje fada pocitaCovych
programu, které umozuji zohlednit vySe zminéna pravidla. [17, 19, 20, 21]

2.3.2.2. Termostabilni DNA-polymerazy
PCR vyuziva termostabilni DNA-polymerdzu pro opakovanou syntézu obou vlaken.

Podminka teplotni stability enzymu je dana tim, Ze jednim krokem opakovanych cyklia je
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denaturace DNA (cca 95 °C). Kdyz by byla DNA-polymeraza pfi tomto kroku inaktivovana
(coz je pripad vSech béznych enzymu), bylo by nutno ji pfi kazdém cyklu po denaturaci
pridat. V principu by byl tento postup mozny, metoda by se stala natolik nakladnou, ze by
byla nepouzitelna.

Pouziti termostabilni DNA-polymerazy (7aq DNA-polymerasa ztermofilni bakterie
Thermus aquaticus) zajistuje dostateCnou aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Taq
DNA-polymerasa ma teplotni optimum pii 75 °C a polocas inaktivace pii 95 °C je pfiblizné
40 min. Je to enzym, ktery ma pouze 5'—3" polymerazovou aktivitu a postrada 3'—5’
exonukleazovou aktivitu, tedy neni schopen opravovat chyby vzniklé pti replikaci.

Taq DNA-polymerdza ma vysokou procesivitu, coz je termin vyjadiujici schopnost
syntetizovat dlouhé useky DNA (az 10 bp). Dalsi dulezitou vlastnosti Taq DNA-polymerazy
je limitovana aktivita terminalni transferdzy, tj. schopnost piipojovat na 3’-konce
syntetizovanych fragmenti jeden nukleotid (thimid). [16, 17, 19]

Dale jsou také pouzivany Pwo a Pfu DNA-polymerazy (zdroj — Pyrococcus woesei a
Pyrococcus furiosus). Tyto enzymy maji kromé polymerazové aktivity také 3 —5’
exonukleazovou aktivitu, tzn., Ze umoznuji opravu chybné inkorporovanych deoxynukleotidu.
Produkty téchto enzymu jsou syntetizovany s desetinasobné vyssi presnosti ve srovnani s Taq
polymerazou. Nevyhodou je jejich nizsi procesivita ve srovnani s Taq polymerazou.

Tth DNA polymeraza je enzym izolovany z bakterie Thermus thermophilus, ktery ma
stejné teplotni optimum jako Taq DNA-polymerasa. Prednosti tohoto enzymu je jeho
schopnost pusobit i jako reversni transkriptaza a tedy moznost ptipravy cDNA. [19, 20, 21]

2.3.2.3. Hofvecnaté ionty

Koncentrace hotec¢natych iontd muze ovliviiovat u¢innost a specifitu pfipojovani primerd,
teplotu disociace vlaken templatové DNA i DNA produktu PCR, vznik primerovych dimert a
aktivitu a presnost enzymu.Taq DNA-polymeraza potfebuje hofecnaté ionty pro vazbu na
templatovou DNA, primery a dNTP. Optimalni hladina se méni v z&vislosti na sekvenci, ktera
bude amplifikovana a na povaze primert. Nejlepsi vysledky s genomovou DNA byly ziskany
v pufru obsahujicim 0,5-1,5mM volny hoi¢ik. Nebot' dNTP kvantitativné vazi hoteCnaté
ionty, mnozstvi hofe¢natych ionti pro Taq polymerazu je koncentrace chloridu hore¢natého
snizena o koncentraci ANTP. EDTA nebo jiné chelatony pfitomné v roztoku DNA vzorku
mohou snizit koncentraci hoi¢iku. Obecné plati, ze jeho nedostatek zpiisobuje snizeni vytézku
reakce, nadbytek snizeni jeji specifity. Koncentraci hofecnatych iontil je proto nutné testovat
zvlast pro kazdou reakeci. [18, 19, 20]

2.3.2.4. Deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP)

Deoxyribonukleotidy jsou stavebnimi kameny pro syntézu novych fetézci DNA. Patrné
neovlinuji specifitu, ale bylo zjisténo, ze jejich nizs$i koncentrace mize vyznamné zvysit
presnost Taq polymerazy. Koncentrace 200 uM pro kazdy nukleotid je dostateCna a obecné
predstavuje dobry kompromis mezi vytézkem a presnosti. VSechny ctytfi INTP (dATP,dCTP,
dGTP a dTTP) se davaji v ekvivalentnim mnozstvi. [19, 21]

2.3.3. Aplikace PCR

Polymerazova ftetézova reakce, podobné jako molekulové klonovani, umoznila fadu
experimentalnich pfistupt jez byly dfive neproveditelné a pocet aplikaci PCR neustale
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vzrusta. PCR nachazi uplatnéni pii syntéze fragmenti DNA na zakladé chromosomalni DNA
nebo cDNA pfi: mapovani genomu, charakterizaci gent, analyze alelickych sekvencnich
zmen, isolaci ur¢itého genu ze vzorku tkané, ptipravé velkého mnozstvi templatu pro
sekvencovani, pfipravé cDNA na zakladé zpétného prepisu mRNA pomoci RP-PCR, znaceni
DNA inkorporaci znacenych nukleotidd — pfiprava DNA sond pro hybridizaci, prenatalni
diagnostice dédicnych chorob, detekci infekénich mikroorganisma a vira v potravinach, vodé
a pidé atd. [16, 17, 18, 20]

2.4. Modifikace PCR

Polymerazova fetézova reakce je v souCasnosti zdkladem téméf vSech molekularné
biologickych metod. Je pouzivana v Siroké Skale variant, které jsou upraveny podle toho, zda
je potieba amplifikovat templaty s nizkym poctem kopii, detekovat sekvencni polymorfizmy,
provadét molekularni identifikaci nebo typizaci organismi nebo modifikovat sekvence
nukleovych kyselin. Tyto varianty se navzajem lisi pouzitim dalSich enzymatickych reakci
kromé amplifikace Taq DNA-polymerazou, pouzitim specifickych sekvenci primert, pfisnosti
podminek pro amplifikaci a zptusoby detekce produkti PCR. [17]

Konvenéni identifika¢ni metody kvasinek, zaloZzené na morfologickych, fyziologickych,
biochemickych a genetickych charakteristikach jsou ¢asové naro¢né. Je nezbytné provést 50
az 100 fenotypovych test k identifikaci kvasinek na urovni druhd. [25, 36, 37]

Mezi molekularné biologické metody zalozené na PCR, které slouzi k identifikaci
kvasinek a k jejich zafazeni na druhové nebo kmenové arovni, patii: RFLP, RAPD, AFLP,
DNA-fingerprinting. Tyto metody se vyznacuji rychlou a precizni identifikaci kvasinek
v porovnani s tradi¢nimi fenotypovymi metodami. [33, 29]

2.4.1. Restrikéni analyzy

Terminem restrikéni analyzy rozumime soubor technik, vyuzivajicich zvlastni vlastnosti
restrikénich endonukleaz. Endonukledzy se véazi na specifické rozpoznavaci sekvence
dsDNA, pficemz oba fetézce §tépi bud’ uvniti, nebo pobliz této sekvence. Rozpoznavaci
sekvence mohou byt bud’ unikatni (napt. enzym Eco RI), nebo neurcita (napt. Hind 1I), kdy
jeden nebo vice nukleotidii v sekvenci je libovolnych. Misto St€épeni DNA se oznacuje jako
restrikéni misto. Pocet restrikénich mist na zkoumané DNA je zavisly na jeji velikosti, na jeji
sekvenci a také na délce rozpoznavaci sekvence. [7, 19]

2.4.1.1. Restrikéni endonukledzy

Restrikéni endonukleasy jsou obvykle bakterialni enzymy, které st€pi DNA pouze v mistech
se specifickou kratkou nukleotidovou sekvenci (obvykle 4-8 nukleotidovych part) a tak je
vysoka pravdépodobnost, ze se tato mista nahodné vyskytnou v kazdé del§i molekule DNA.
Proto mohou byt tyto enzymy vyuzity pro analyzu DNA z jakéhokoli zdroje. Vyuzivaji se ke
Stépeni genomové DNA na sadu specifickych fragmentt. Restrikéni endonukleasy zabrafiuji
prenosu DNA mezi riznymi druhy bakterii, protoze rizné druhy bakterii syntetizuji restrikcni
endonukleazy §tépici rizné nukleotidové sekvence. [6,7,28]

Tyto enzymy jsou rozdéleny do tii skupin: endonukleazy typu I, II, III. Endonukleazy
typu I a III nemaji presnou polohu Stépeni vzhledem k rozpoznévaci sekvenci a proto se bézné
nepouzivaji. V molekularni genetice se pouzivaji endonukleazy typu II, které §tépi vzdy ve
stejném misté, které se nachazi v rozpoznavaci sekvenci a nebo vjeji tésné blizkosti.
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Rozpoznavaci sekvence jsou dlouhé ctyfi, pét nebo Sest nukleotidi a jsou oboustranné
symetrické (palindrom). Je jich znamo kolem 3000 a tvoii kolem 250 raznych restrikénich
mist. Napf. enzym Hae 111 §tépi sekvenci tvofenou Ctyimi specifickymi nukleotidovymi pary,
takze oCekavany vyskyt rozpoznavaciho mista v DNA dany nahodou je tedy jedno misto na
kazdych 256 nukleotidovych pard (jedno ve 4* nukleotidovych parech). Enzym BamHI jehoz
cilové misto je hexanukleotid by mél $tépit piiblizné po kazdych 4° nukleotidech (tj. 4096
nukleotidt).

Restrik¢ni enzymy §t€pi DNA dvéma zptsoby (obr.10): Stépi obé vlakna ve stejném
misté (tvori tzv. tupé konce) a nebo §té€pi kazdé vladkno v jiné poloze (tvotfi tzv. kohezni
konce).

a) b)
5. . GTGCAC...3 5. AGCT..%
3..CACGTIG...5 3..TCIGA...5
Alwdd| Alul
5. .GTAC.. % 5. GGNNCC. .3
3. ..CATIG..5 3..CCNINGG...5
Csp6l BspLl

Obrazek ¢. 10: Priklad rozpoznavacich sekvenci a mista Sté€peni restrik¢nich endonukleaz:
a) vznik koheznich konct u sekvence palindromu (Alw441, Csp6l),
b) vznik tupych konct u sekvence palindromu (Alul, BspLI). [18]

Kritickym parametrem pii S§tépeni restrikénimi endonukleasami je cistota pouzité DNA.
Necistoty, které mohou byt pfitomny po jeji izolaci, jako jsou proteiny, fenol, chloroform,
EDTA, SDS, nebo vysoka koncentrace soli mohou inhibovat aktivitu enzymu. [17, 19, 28]

2.4.1.2. Metody pouZivané k identifikaci kvasinek

AFLP (polymorfismus délek restrikcnich fragmentd) je metoda zalozena na detekci DNA
restrikénich fragmentd pomoci PCR amplifikace. Amplifikace restrikcnich fragmentd je
zalozena na ligaci ds adaptorovych sekvenci na konec restrikéniho mista, coz slouzi jako
univerzalni vazebné misto pro primery pii PCR. Pomoci metody se detekuje polymorfizmus
v délce fragmentu, v restrikénim mist€ nebo v misté selektivnich bazi.

Vyhodou metody je, Ze neni nutné znat sekvenci zkoumané DNA. Pomoci AFLP
markert lze provadét zaroven srovnani celkové genomové DNA i kloni genomové DNA
vcetné tvorby transkripcnich profild pfi expresni analyze. [17, 18, 20]

RAPD (nahodné amplifikovana polymorftni DNA) je metoda pro tvorbu genomového
fingerprintu u druhi, kde je malo znamo o sekvenci, kterou budeme amplifikovat. K zahajeni
PCR se pouziva kratky malo specificky oligonukleotid, ktery se vaze na pfislusna mista
amplifikované DNA. Jednotlivy jedinci (populace) se odliSuji pfitomnosti jednotlivych
fragmentti, podle toho, kde na DNA primer nalezl homologni mista, coz je pravé dusledek
polymorfizmu DNA. Hlavni vyhodou metody jsou nizké naklady a maléa pracnost. [17, 18,
20]

DNA fingerprinting je metoda restrik¢ni digesce a vizualizace specifickych usekii DNA,
oznacovanych jako minisatelity. Minisatelity jsou kratké opakované sekvence 10 az 60 bp,
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které tvofi tzv. hypervariabilni oblasti genomu. Tyto oblasti jsou jednim z typl tzv. repetitivni
DNA, skladajici se z tandemoveé se opakujicich jednotek.

Metoda vyuziva Southerntiv pfenos a hybridizaci se znaCenou sondou. Diky vysoké
sekvencni konzervativnosti minisateliti se sondy vétSinou dokazi hybridizovat soucasné
s vice lokusy. Jedny z nejznaméjsich univerzalnich sond maji prakticky stejnou sekvenci
GGGCAGGAXG. V piipadé takového multilokusového fingerprintingu se u kazdého jedince
objevi vétsi pocet prouzkd, coZz nam umozni ho spolehlivé identifikovat. Vysledek takové
analyzy se oznaCuje jako molekularni otisk prsti (fingerprint), podle kterého cela metoda
ziskala svoje oznaCeni. DNA fingerprinting je velice dobra metoda na odliseni kvasinkovych
kment. [18, 20, 28]

RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmenti) je metoda kde se pomoci RFLP
identifikuji alely na zaklad€é pfitomnosti nebo absence specifického restrikéniho mista.
Genomova DNA je §tépena pfislusnou restrikéni endonukleazou, separovana elektroforézou
na agarozovém gelu.

Polymerazova fetézova reakce a polymorfismus délky restrikCnich fragment jsou
rychlé a spolehlivé metody pro molekularni charakterizaci kvasinek. Jsou velice uzite€né pro
charakterizaci kvasinek na Grovni roda a druht 1 kment a to zalezi na vybéru aseku vhodného
pro amplifikaci oblasti DNA. [18, 30, 31, 32]

2.4.1.3. PCR-RFLP (stanoveni polymorfizmu délky restrikcnich fragmentii u produkti
PCR)

Pomoci PCR na zikladé genomové DNA amplifikujeme specifické sekvence (napt. tsek
genu). Tento fragment DNA se §tépi panelem restrikénich endonukledz. V ptipadé bodové
mutace v restrikénim misté toto misto zanika nebo naopak vznikd nové. To ma za nasledek
vznik fragmentd DNA razné velikosti, které jsou separovany na agar6zovém gelu. Vyhodou
metody je jeji nenaroCnost a moznost ureni mista mutace. Mezi nevyhody patii to, ze
pravdépodobnost detekce mutace (polymorfizmu) je relativné nizkd a zavisi na poctu
pouzitych enzyma. [17, 18]

PCR-RFLP analyza ribozomalnich usekd sekvenci je pfistupem pouZitelnym pro
kvasinkovou typizaci. Ribozomalni DNA se skladda zmalych 18S rDNA a velkych
podjednotek 26S rDNA. Spacery tzv. konzervativni nekodujici tseky vypliiuji oblast mezi
témito podjednotkami. Oblast ITS obsahuje sekvenci kodujici 5,8S rRNA a oblast IGS
obsahuje sekvenci kodujici 5S rRNA (obr. 11).

Oblast ITS maze byt amplifikovana primery ITS1: 5' — TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G-3"aNL2: 5 - CTC TCT TTT CAA AGT GCT TTT CAT CT - 3'. IGS oblast mize
byt amplifikovana primery JVS1ET: 5' — TGA ACG CCT CTA AGY CAG AAT C-3' a
JVS52ET: 5' = TTA TAC TTA GAC ATG CAT GGC - 3'.

Délka ITS amplifikacnich produkti se muze lisit druh od druhu. Nicmén€, rozliSeni
druhtl je zalozeno na velikosti polymorfismu amplikond. Vyhovujici stupen variability ITS
oblasti mezi 18S a 26S ribozomalni DNA umoziuje identifikaci kvasinkovych druhd. [23, 25,
26, 38]
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Obrazek €. 11: Schéma rDNA [23]
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2.5. Elektroforéza v agarézovém gelu

Princip elektroforézy spociva v déleni fragmenti DNA ve stejnosmérném elektrickém poli
pomoci molekulového sita, ktery tvori gel agardzy (obr. 12). DNA putuje ve stejnosmérném
elektrickém poli od zaporného ke kladnému poélu (od katody k anodé€). Rychlost pohybu DNA
v elektrickém poli je déna velikosti molekuly DNA a ne velikosti jejiho naboje. Linearni
fragmenty DNA se pohybuji rychlosti, ktera je nepfimo umérna logaritmu jejich velikosti. Pti
elektroforéze je mozné primo sledovat polohu jednotlivych fragmentt a tim stanovit jejich
velikost.

Elektroforeticka pohyblivost DNA je také ovliviiovana koncentraci agar6zového gelu.
Cim vy$8i je jeho koncentrace, tim hustsi je sit, kterou musi fragmenty DNA prochazet.
Elektroforéza je dale ovliviiovana intenzitou elektrického pole, slozenim elektroforetického
pufru a teplotou. [13, 14, 18, 20]

Obrazek €. 12: Schéma horizontalni agar6zové elektroforézy. [46]
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3. PRAKTICKA CAST
3.1. Chemikalie, pFistroje, suroviny
3.1.1. Chemikalie

Agarosa Eliphore, ethanol 96%, hydroxid sodny, octan sodny, kyselina chlorovodikova,
uhli¢itan sodny. Tris (hydroxymethyl) aminomethan C4H11NO3 (Serva Bitech, Némecko),
H3BO3, sodna stl kyseliny ethylendiaminotetraoctové EDTA (Sigma Aldrich s.r.o., CR),
ethidium bromid.

Komeréni sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon
spol. s.r.o., CR). Komponenty pro PCR: Taq DNA polymeraza, 10x Taq DNA pufr bez
MgCl, + MgCl,, primery (ITS1,ITS4), dNTP mix (Invitek, Némecko). NanaSeci pufr
(Fermentas, Litva), restrikéni endonukleasy- Haelll, Hinfl, Msel, Alul, Taql, Hhal, Hpall.
Délkové standardy: 20 bp, 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., CR), délkovy standard 100 bp
Plus (Fermentas, Litva).

3.1.2. Pristroje, zarizeni

Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., CR), mikropipety Nichpetex (Nichrio, Japonsko),
minicentrifuga National LABNET C- 1200 (BIOtech s.r.o., CR), centrifuga eppendorf 5417 R
(Eppendorf AG, Neémecko), termostat IP 100- U LTE SCIENTIFIC (Velka Britanie),
termocyklér PTC-lOOTM(MJ Research, Inc, USA), vortex-Genie 2 MO Bio (Biotech s.r.o.,
CR), PCR box- AURA MINI (Bioair instruments, Italie), elektroforeticka vana ( Owl
separation systeme, model - B2 (Biotech s.r.0., CR), zdroj napéti — SAVANT PS 250 (Biotech
s.r.0., CR), mikrovlnna trouba ETA 1195 (CR), piedvazky EK-600 H (A&D, Instruments
LTD, Japonsko), transluminator (Ultra Lum. INC, USA), tfepacka (Heidolph, Némecko),
Qubit™ Fluorometr, exikator, sterilni box pro mikrobiologickou praci, parafilm (American
Nacional Can™, USA), laboratorni sklo, mikrozkumavky Eppendorf, plastové Petriho misky,
bakteriologické klicky, bunicita vata, parafin, sterilni voda, stojan, kahan, nizky, lepici pasky.

3.1.3. Suroviny

Typové kvasinky (63 kment): sbirka kultur kvasinek (CCY, Chemicky ustav SAV,
Bratislava). Vzorky bilého vina a vzorky z listd, bobuli, a pudy ¢erveného vina, které nebylo
mozné zafadit v ramci diplomovych praci z roku 2008 [42, 43, 44]. Misto odbéru: vinaiska

oblast Velké Pavlovice, soukromy vinai p. Stavik. Pfegisténé vzorky z roku 2008 — pieistil
Chemicky ustav SAV, Bratislava.

3.2. Priprava pracovnich roztoki a chemikalii
3.2.1. Postup pripravy délkovych standardi (20 bp, 100 bp, 100 bp Plus)

Pii pripravé délkového standardu 100 bp bylo smichdno 3,2 ul roztoku 100 bp, 5
nanaseciho pufru (loading buffer) a 21,8 pl sterilni vody.

Pti pripravé délkového standardu 100 bp plus bylo smichano 5 ul DNA standardu a 1 pl
Orange Loading Dyesolution (délkovy pufr) v ependorfce (mikrozkumavce). Také byl pouzit
délkovy standard 100 bp plus, ktery byl jiz namichany od vyrobce.
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Pti ptipravé délkového standardu 20 bp bylo smichano 0,75 ul roztoku 20 bp, 1 ul
nanéseciho pufru (loading buffer) a 4,25 ul sterilni vody. [42]

Pii pfipravé délkovych standardd 100 bp a 20 bp byl pouzit loading buffer misto
délového pufru, ktery byl dodavam vyrobcem k odpovidajicimu standardu. Divodem pouziti
loading bufferu bylo lepsi déleni standardu na 2 % agar6zovém gelu pfi elektroforéze.

Nejvyhodnéjsi  je smichat komponenty jednotlivych délkovych  standardt
v desetinasobném mnozstvi, nebot’ v prub&hu prace je tak dostate¢na zasoba standardu.

3.2.2. Priprava Tris-boratového pufru (TBE)

3.2.2.1. Priprava zasobniho roztoku 10xTBE

Na ptipravu 10X TBE bylo navazeno 108 g Tris a 55 g kyseliny borité. Bylo pfidano 40ml 0,5
M EDTA a odmérna barika byla doplnéna destilovanou vodou na pozadovany objem.

Na pfipravu 0,5 M roztoku EDTA o pH 8 bylo 9,36 g EDTA kvantitativné pifevedeno
do 50 ml odmérné baiky a doplnéno destilovanou vodou na dany objem. Zmeétfené pH bylo
upraveno piidavkem 0,5 % roztoku NaOH na hodnotu 8.

3.2.2.2. Priprava pracovniho roztoku 1<TBE s ethidium bromidem

Ze zasobniho roztoku bylo odpipetovano 100 ml do odmérné baiiky o objemu 11. Odmérnou
bariku byla doplnéna destilovanou vodou na pozadovany objem. Bylo pfidano 100 pl
fluorescencniho barviva ethidium bromidu. Ptipraveny roztok byl pouzit jako elektrolyt pro
elektroforézu.

3.2.2.3. Priprava pracovniho roztoku 1<TBE bez ethidium bromidu

Roztok byl pripraven stejnym zptusobem jako pracovni roztok 1xXTBE s ethidium bromidem,
ale bez pfidavku ethidium bromidu. Roztok byl pouzit na pfipravu agarosového gelu. [43]

3.2.3. Priprava ethidium bromidu

Bylo navazeno 10 mg ethidium bromidu a rozpusténo v 1 ml destilované vody. Roztok byl
dikladné promichan pomoci vortexu. Vysledna koncentrace roztoku byla 10 mg/ml.

3.2.4. Priprava 0,7 % agarosového gelu

Bylo navézeno 2,1g agarosy do Erlenmayerovy bariky a zalito 300 ml pracovniho roztoku 1 x
TBE bez ethidium bromidu. Nejprve byla agaroza rozpusténa v mikroviné troubé pii 100 %
vykonu mikroviné trouby. Pak byla 3 krat prevafena v kratkych €asovych intervalech. Do
odmérného valce bylo nalito 60 ml agarosy a pfidano 6 pl ethidium bromidu. Pfipraveny
roztok byl nalit do pfedem vyvazené vani¢ky a pak do vanicky byly umistény hiebinky, pro
vytvoreni jamek do nichz byly nanaseny vzorky. Gel se nechal ztuhnout pfi pokojové teploté
30 minut a pak byl umistén na 30 minut do lednice. Agarozovy gel je takto pfipraveny pro
dalsi pouziti. 0,7 % agarozovy gel byl pouzivan pro detekci PCR produktu. [42]
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3.2.5. Priprava 2 % agarozového gelu

Do Erlenmayerovy baiky byly navazeny 3 g agarosy a bylo pfidano 300 ml pracovniho
roztoku 1 x TBE bez ethidium bromidu. Agarosa byla rozpus§téna v mikorviné troubé pii 100
% vykonu mikroviné trouby a pak byla 3 krat kratce povarfend. Zminéné mnozstvi je
polovi¢ni nez bylo uvedeno v navodu a to z divodu rychlého tuhnuti agarosy. Dalsi postup je
totozny s kapitolou 3.2 4.

3.2.5.1. Priprava octanového pufru

2,46 g CH3;COONa bylo navazeno do kadinky a rozpusténo v destilované vodé. Pro upravu
pH na hodnotu 5,5 byla pouzita koncentrovana HCl. Kvantitativné byl pfeveden roztok do
odmérné banky a doplnén po rysku destilovanou vodou. Pozadovana koncentrace octanového
pufru byla 3 mol/l. Déle byl octanovy pufr rozpipetovan do 2 ml mikrozkumavek a ulozen do
lednice pii 4 °C. [43]

3.3. Ockovani a kultivace kvasinek

Na péstovani kultur byly pouzity Petriho misky s tuhou sladinovou ptidou, kde byly kvasinky
zaockované pomoci ockovaci klicky kiizovym roztérem. Ockovalo se ve sterilnim boxu
sterilni klickou ( pomoci plamene). Petriho misky byly fadn€ oznaceny: ¢islo kultury, datum
ockovani. Preo¢kované kultury byly inkubovany pti 27 °C po dobu sedmi dni.

Pro uchovéani kultur byly pouzity zaockované zkumavky se Sikmym agarem, které byly
zality parafinovym olejem. [8]

3.4. Izolace kvasinek pomoci zied’ovaci metody

Pro ziskani cisté kultury z kultury smésné byla pouzita zied'ovaci metoda. Pomoci
bakteriologické klicky byly z §ikmého agaru odebrany 2 ocka a preneseny do prvni zkumavky
z 10 ml sterilni vody. Obsah zkumavky byl promichan pomoci vortexu. Po promichani bylo z
prvni zkumavky pomoci mikropipety odebrano 50ul suspenze do druhé zkumavky, ktera
obsahovala 10 ml sterilni vody, opét bylo v§e promichano na vortexu. Z druhé zkumavky byl
odebran 1 ml vzniklé suspenze do tieti zkumavky, ktera obsahovala 9 ml sterilni vody. Obsah
zkumavky byl promichan na vortexu. Na Petriho misku bylo odpipetovano 50 pl suspenze a
roztiraci tyCinkou byla suspenze rozetfena po celé ploSe Petriho misky obsahujici tuhou
sladinovou padu. Misky byly inkubovany v termostatu pii teploté 26 °C po dobu 3 dnt. [8]

3.5. Izolace kvasinkové DNA

Pro ziskani kvasinkové DNA byla pouzita izola¢ni sada Ultra Clean MO BIO Kit.

Do rozbijeci mikrozkumavky s 300 pl rozbijejiciho pufru byla pomoci bakteriologické
klicky pfenesena 2 ocka velikosti ryzového zrna Cisté kultury kvasinek. Bakteriologickou
klickou byl obsah mikrozkumavky rozsuspendovan. Do mikrozkumavky bylo pfidano 50 pl
roztoku MD1. Poté byly mikrozkumavky umistény do horizontalni polohy ve vortexu a
pomoci lepici pasky byly upevnény. Mikrozkumavky byly vortexovany pii maximalni
rychlostt 10 min. Potom byly centrifugovany pii 10 000 ot./ min po dobu 1 minuty.
Supernatant, ktery byl ziskan (pfedpokladané mnozstvi 300-350 ul) byl pfeveden do 2 ml
mikrozkumavky. K supernatantu bylo pfidano 100 pl roztoku MD2, pak byl obsah
mikrozkumavky zvortexovan 5 sekund a inkubovan pifi 4 °C po dobu 5 minut.
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Mikrozkumavky byly centrifugovany pfi 10 000 ot./min po dobu 1 minuty. Odstfedény
supernatant byl pfenesen do 2 ml mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 900 pl roztoku MD3
a vSe bylo zvortexovano po dobu 5 sekund. 700 ul ziskaného roztoku bylo napipetovano do
mikrozkumavky s kolonkou a centrifugovano pii 10 000 ot./min po dobu 1 minuty.
Prefiltrovany roztok byl odstranén a do mikrozkumavky byl pfidan zbytek roztoku, ktery byl
ziskan v kroku predtim. Zkumavky byly centrifugovany opét pii 10 000 ot./min. po dobu 1
minuty a prefiltrovany roztok byl odstranén. Do kolonky bylo pfidano 300 pl roztoku MD4 a
zkumavky byly centrifugovany pfi 10 000 ot./min po dobu 1 minuty. Pfefiltrovany roztok byl
odstranén a mikrozkumavky byly centrifugovany pii 10 000 ot/min po dobu 1 minuty.
Kolonka byla opatrné prenesena do nové mikrozkumavky a bylo pfidano 50 pl roztoku MD5
do stfedu bilé membrany uvniti kolonky. Mikrozkumavky byly centrifugovany pii 10 000
ot./min po dobu 1 minuty. Byla odstranéna kolonka a ziskanda DNA se skladovala pfi teploté
—20°C. [43]

3.6. Amplifikace kvasinkové DNA pomoci PCR

Komponenty PCR smési byly pipetovany do mikrozkumavky ve stanoveném potradi (viz
nize). Objem reakcni smési pro jeden vzorek byl 150 pl. Pracovalo se ve sterilnim boxu
pomoci sterilnich pomucek, aby bylo zamezeno kontaminaci reak¢ni smési. Komponenty
reak¢ni smési byly pipetovany v nasledujicim poradi a objemu:

Sterilni voda 123 ul,
10 x pufr (10 mM) 15 ul,
dNTP mix (0,2 mM) 3 ul,
Primer (ITS 1) (0,5 pl) 1,5 u,
Primer (ITS 4) (0,5 wl) 1,5 u,
Templatova DNA 3 ul,
Taq polymeraza 3l

Mikrozkumavky sreakéni smési byly dukladné zvortexovany a ihned umistény do
ptipraveného termocykléru s pocatecni teplotou 94 °C. [42]

3.6.1. Program pro amplifikaci DNA
Pocatecni denaturace probiha pii teplot€¢ 94 °C po dobu 4 minut. Potom nasleduje 25 cyklu
fetézové reakce :

1. Denaturace — 94 °C po dobu 1 minuty.
2. Navazani primert — 48 °C po dobu 30 sekund.
3. ProdlouZzeni primera — 72 °C po dobu 1 minuty.

Konec¢na elongace tzn. dokonceni syntézy DNA probiha pfti teploté 72 °C po dobu 10 minut.
Po ukonceni programu termocykléru byly vzorky uchovany pii teploté — 20 °C. [45]
3.6.2. Detekce PCR produktu pomoci elektroforézy

Po polymerazové fetézové reakci byla vzdy provedena kontrola naamplifikované DNA
pomoci horizontalni elektroforézy na 0,7 % agar6zovém gelu ( viz. kapitola 3.2.4.).

Kdyz gel ztuhnul v elektroforetické vang, tak byl opatrn€ vyjmut hieben a komory byly
zality pracovnim pufrem TBE s ethidium bromidem. Byl pouzit takovy objem pufru, aby jeho
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hladina dosahovala nékolik milimetri nad povrch gelu, a také aby byly zality vSechny
startovni jamky v gelu.

Na parafilmu byl smichan 1 pl nanaSeciho pufru (loading buffer) a 5 ul PCR produktu.
Pripravené vzorky byly pipetovany do jamek gelu v mnozstvi 5 ul. Dale byl pouzit délkovy
standard 100 bp plus v mnozstvi 3 pl a samoziejmé negativni kontrola, které slouzi k ovéfeni
nepiitomnosti kontaminace reagencii, pouzitych pracovnich pomiicek i pracovniho prostiedi.

Poté bylo nasazeno viko na elektroforetickou vanu a ptipojen zdroj elektrického napéti.
Bylo zvoleno napéti 65 V po dobu 150 minut, aby doslo k dobrému rozdéleni délkového
standardu. Po ukonceni zvolené doby déleni, byl gel vyjmut z vany. Fragmenty DNA byly
vizualizovany pomoci transluminatoru a vyfoceny pomoci programu Scion Image pro
nasledné vyhodnoceni. [43]

3.7. Precisténi PCR produktu

Vysledky restrikéni analyzy mohou byt negativné ovliviiovany pfitomnosti necistot a
inhibyjicich latek vroztoku s PCR produktem. Proto se pied restrikéni analyzou provadi
precisteni (presrazeni) DNA.

Do nové ptipravené mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pl amplifikované DNA a 2
ul octanového pufru. Smes byla zvortexovana a bylo ptidano 60 ul 96 % ethanolu ( -20 °C).
Opét byl obsah mikrozkumavky zvortexovan a centrifugovan pii 4 °C, 15 000 otacek po dobu
30 minut. Pak byl supernatant dekantovan a ke srazeniné bylo pfidano 60 ul 80 % ethanolu.
Obsah mikrozkumavky byl vortexovan a centrifugovan pii 4 °C, 15 000 otacek po dobu 30
minut. Opét byla provedena dekantace a mikrozkumavky byly ulozeny do exikatoru, kde se
behem 25 minut vysuSily zbytky ethanolu. [42]

3.8. Restrik¢éni analyza PCR produktu

Pfi pouzivani restrikénich enzymu je nutné se tidit pokyny vyrobce. S enzymem je dodavan
pufr v desetindsobné koncentraci (zajistuje podminky pro maximalni aktivitu enzymu).
Restrikéni enzymy se uchovavaji pii teplot¢ — 20 °C. Roztoky zustavaji kapalné pii této
teplote, v disledku ptitomnosti soli a glycerolu.

Objem reak¢i smési pro restrik¢ni anylyzu byl 15 pl a 23 ul. Pro vétsi mnozstvi vzorka
byly opét pfipravovany reakcni smeési a nakonec byla pridavana pouze DNA (pieciStény PCR
produkt). K precisténému PCR produktu byly pipetovany komponenty pro restrikéni anylyzu
o celkovém objemu 15 pl:

Sterilni voda 13 pl,
Pufr (dodavany vyrobcem) 1,5 ul,
Enzym (restrikcni endonukleasy) 0,5 ul.

Pro restrik¢ni analyzu o celkovém objemu 23 pl byly k precisténému PCR produktu
pipetovany komponenty:

Sterilni voda 20 pl,
Pufr (dodavany vyrobcem) 2 ul,
Enzym (restrikcni endonukleasy) 1.

Mikrozkumavky s reakcni smési byly dikladné zvortexovany pfi niznich otackach delsi dobu,
aby doslo k dakladnému rozpusténi. Inkubace probéhla v termocykléru pfii teploté 37 °C po
dobu 16 hodin. [41]
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3.8.1. Detekce restrik¢nich fragmenti pomoci elektroforézy

Restrikéni fragmenty byly detekovany pomoci horizontalni elektroforézy na 2 % agar6zovém
gelu (viz. kapitola 3.2.5.).

Na parafilmu byl smichan 1 pl loading bufferu (nanaseci pufr) a 5 pl vzorku. Na gel
bylo nanaSeno 5 pl této smési. Déle byla pipetovana pozitivni kontrola (PCR produkt) a
délkové standardy (20 bp, 100 bp nebo 100 bp plus). Po skonceni elektroforézy byly
fragmenty DNA detekované UV zafenim v transluminatoru. Gel byl vyfocen a jeho obrazek
ulozen do databaze na vyhodnoceni. [42]

3.9. Analyza vlivu riznych koncentraci Mg”* na specifitu PCR

Pii standardni PCR (1,5 mM MgCl,) byla u nékterych vzorkd pozorovana amplifikace
nezadoucich fragmenti DNA, proto bylo nutné ovéfit, zda PCR probiha za optimalni
koncentrace Mg*".

Rada komponent PCR (smés dNTP, testovana DNA, primery, DNA polymeraza) ma
chelata¢ni ucinky, které se mohou za urcitych okolnosti projevit ve snizené specificité PCR.
V testu byl pouzit 10 x Rec Taq pufr bez MgCl, + 25 mM MgCl,.

Priprava 46 pl reak¢ni smési probihala, pro 1 mikrozkumavku bez MgCl,, smichanim
nasledujicich komponent:

Sterilni voda 35u
10x Rec Taq pufr bez MgCl, S5ul
10 mM dNTP mix 1l
Taq DNA polymeraza 1 ul
Primer (ITS 1) (0,5 ul) 5w
Primer (ITS 4) (0,5 ul) 5w
Studovana DNA 1wl

Pro 8 vzorkt byl pfipraven mastermix. Jednotlivé komponenty byly napipetovany v mnozstvi
vynasobeném poctem vzorkd. Mastermix byl zvortexovan, kratce stoCen a rozpipetovan po 46
ul do 7 mikrozkumavek. Zkumavky byly udrzovany pii +4 °C v ledové lazni.

Tabulka €. 1: Priprava rizn¢ koncentrovaného MgCl, fedénim 25 mM zasobniho roztoku

Zk C. Koncentrace MgCl, 25 mM MgCl, (ul) H,0 (ul)
v PCR smési
M1 2,0 mM 10 0
M2 1,8 mM 9 1
M3 1,5 mM 75 2.5
M4 1,2 mM 6 4
M5 1,0 mM 5 5
M6 0,8 mM 4 6
M7 0,0 mM 0 10

4 ul natedéného MgCl, (ze zkumavek M1-M7) byly preneseny do odpovidajicich zkumavek
s 46 ul mastermixu . Potom byly zvortexovany, kratce stoCeny a byla provedena PCR.
Program pro amplifikaci DNA byl totozny jako v kapitole 3.6.1. srozdilem jednoho
parametru, teplota annealingu byla 48 °C a v druhém pokusu 57 °C. Dale nasledovala detekce
PCR produktu pomoci elektroforézy na 2 % agar6zovém gelu.
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3.10. Optimalizace koncentrace DNA pro PCR

Pro upravu koncentrace DNA piidavané do reakéni smési pro PCR byly zvoleny Ctyti vzorky
vinnych kvasinek (s29, 10, 16, 20) u nichz byla prométfena koncentrace vyizolované¢ DNA

dvakrat pomoci piistroje Qubit™ Fluorometr. Ziskana koncentrace vyizolované DNA byla

nasledné zfedéna na 5 ng/ul a do reakcni smeési na PCR se pfidaval 1 pul DNA.

Tabulka ¢. 2: Koncentrace vyizolované DNA

Vzorek Koncentrace vyizolované DNA (ng/ul) | Ziedéna koncentrace
DNA (ng/ul)
$29 39,20 35,35 5
10 23,10 16,00 5
16 30,20 25,50 5
20 12,00 7,16 5

Po provedené amplifikaci DNA néasledovala detekce PCR produktu pomoci elektroforézy na
0, 7 % agardzovém gelu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu PCR — RFLP a taxonomicky zaradit
kvasinky. Optimalizace metody PCR — RFLP spocivala v upravé reakénich podminek PCR
tak, aby vysledné gely bylo mozné objektivné vyhodnotit. Byla proto provedena analyza vlivu
riiznych koncentraci Mg®" na specifi¢nost PCR a uprava koncentrace DNA piidavané do
reakéni smési pro PCR na 5 ng/ml.

Pomoci metody PCR — RFLP byla provedena identifikace vzorku bilého a Cerveného
vina, které nebylo mozné zafadit vramci diplomovych praci zroku 2008 [42, 43, 44].
Kontrolou bylo zjisténo, ze nékteré vzorky obsahovaly vice nez jednu kvasinku, to znamena,
ze nebyly dostatecné precistény. Po provedeném precisténi ( Chemicky ustav SAV
v Bratislavé) byly jednotlivé izolované kvasinky taktéz identifikovany. Analyzované
kvasinky, které jsou oznacené Cisly s apostrofem (pf.17"") jsou nové precisténé. Vybrané
typové kvasinkové kmeny, které byly pouzity pro identifikaci naSich kvasinek pochazeji ze
sbirky kultur kvasinek z Chemického ustavu SAV v Bratislavé a ukazky jejich restrikéni
analyzi jsou vzdy piilozeny ke kazdé pouzité restriktaze.

4.1. Koncentrace vyizolované DNA

Koncentrace vyizolované DNA byla proméfena pomoci Qubit™ Fluorometru. Izolace DNA
probihala pomoci komeréni sady (viz kapitola 3.1.1.) a koncentrace vyizolované DNA se
pohybovala v rozmezi 3-30 ng/ul (viz tab. ¢.3)

Tabulka ¢. 3: Koncentrace DNA u vybranych vzorka

Oznaceni Oznaceni Misto a doba Oznaceni vzorka Koncentrace
vzorku vzorka dle odbéru (DP 2008) vyizolované DNA (ng

(DP2009) | (data odbéru) /ul)

1 BV (3.13.10) 7. den 102 16,00

2 BV (1.15.10) 9. den 96 28,50

4 BV (2.7.10) 1. den 83 17,70

5 BV (3.13.10) 7. den 62 21,60

7 CVB (1.26.9)) Bobule 7B 18,60

8 CVB (1.26.9.) Bobule 11B 9,43

9 CVB (1.26.9) Bobule 6B 12,90

12 BV (2.9.10) 3. den 70 23,70

14 BV (2.7.10) 1. den 106 18,50

15 BV (2.9.10) 3. den 9 17,30

16 CVP (1.23.10) Pada 2P 30,20

17 CVL (1.26.9.) Listy 10L 8,67

19 BV (1.11.10) 5. den 104 8,06

20 BVL (3.11.10) Listy 105 12,00

4.2. Amplifikace kvasinkové DNA pomoci metody PCR

Pro amplifikaci pozadovanych tusekit DNA pomoci polymerazové fetézové reakce byly
pouzity primery ITS1 a ITS4, které maji sekvence:

ITS1 5°- TCCGTAGGTGAACC GCGG-3’
ITS4 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"
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Kontrola amplifikovaného useku DNA byla provedena elektroforeticky v 0,7 % agar6zovém
gelu. Z elektroforeogramu (obr. ¢. 13) je patrné, ze u vzorka vinnych kvasinek 1,2, 4,5, 7, 8,
12, 14, 15 doslo k amplifikaci DNA o délce 450 bp a u vzorka 16, 17, 19, 20, byla
amplifikovand DNA délky 650 bp. Amplifikovand DNA vinné kvasinky 9 méla délku 500 bp.
Délky jednotlivych fragmentt jsou uvedeny v tab ¢.4.
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Obrazek €. 13: Elektroforeogram amplifikované DNA vinnych kvasinek
(100" - délkovy standard, 1-16 - DNA vinnych kvasinek po PCR, NK- negativni kontrola)

Tabulka ¢. 4: Délky amplifikovanych fragmenti po PCR u vzorkt vinnych kvasinek

Cislo vzorku Délka fragmenti po
PCR (bp)
1 450
2 450
4 450
5 450
7 450
8 450
9 500
12 450
14 450
15 450
16 650
17 650
19 650
20 650
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Obrazek €. 14: Elektroforeogram amplifikované DNA vinnych kvasinek
(100" - délkovy standard, 17"-27" - DNA vinnych kvasinek po PCR, NK-negativni kontrola)

Z elektorfereogramu (obr. ¢. 14) je patrné , ze amplifikovana DNA vzorki vinnych kvasinek
17", 19', 19" ma délku 650 bp. U vzorka 17', 21", 22', 31" doslo k amplifikaci kvasinkové
DNA na 500 bp a u vzorku 1", 4', 5', 14, 27" byla amplifikovana DNA délky 450 bp. Délky
jednotlivych fragmentd jsou uvedeny v tab ¢.5.

Tabulka ¢. 5: Délky amplifikovanych fragment po PCR u vzorkt vinnych kvasinek

Cislo vzorku Délka fragmenti po
PCR (bp)
17" 650
19' 650
19" 650
17' 500
21" 500
22 500
31" 500
1" 450
4 450
5! 450
14 450
27" 450

Po amplifikaci kvasinkové DNA pomoci metody PCR byly vzorky, piecis§téné i nepiecisténé,
rozdeleny na tfi skupiny podle délky fragmentu.

1. Skupina vzorka (1, 2,4, 5,7, 8, 12, 14, 15, 1" 4, 5', 14, 27") — 450 bp.
2. Skupina vzorka (16, 17, 19, 20, 17", 19', 19") — 650 bp.
3. Skupina vzorka (9, 17', 21", 22', 31") — 500 bp.

4.3. Vyhodnoceni vysledku PCR-RFLP

Amplifikovana DNA vzorkt vinnych kvasinek a typovych kvasinek pomoci primert ITS1 a
ITS4 byla podrobena restrikéni analyze pomoci restrikénich endonukle4dz Hinfl, Haelll, Taql,
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Hhal, Hpall, Msel, Alul. Na zakladé porovnani délek restrikénich fragmentd typovych
kvasinek ze sbirky kment kvasinek CCY z Chemického ustavu SAV v Bratislavé s délkami
restriknich fragment naSich vzorkd vinnych kvasinek, byla provedena identifikace
kvasinkovych kment. Fragmenty DNA byly detekovany pomoci elektroforézy v2 %
agarézovém gelu. V nasledyjicich kapitolach jsou sefazeny obrazky gelt, obsahujicich
fragmenty DNA po provedené restrikéni analyze jednotlivymi restrikénimi enzymy, a to
jednak typovych kvasinek, které slouzi k porovnani a taxonomickému zafazeni vzorku
izolovanych vinnych kvasinek, tak i kvasinek precisténych. Délky restrik¢nich fragmentd jsou
pro piehlednost sefazeny do tabulek.

4.3.1. Restrik¢ni analyza pomoci endonukleazy Hinfl
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Obrazek ¢. 15: Elektroforeogram po s§tépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou Hinfl
(délkovy standard - 100" bp, 1 — 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, 20 -
délkovy standard, 9,19- pozitivni kontrola)

Z elektroforeogramu (obr. €. 15) je patrné, ze enzymem Hinfl byly Stépeny vSechny vzorky
vinnych kvasinek.Lze je rozdélit na dvé skupiny podle pocCtu délek restrikénich fragmentd.
Vzorky 1, 4, 15,8, 14, 7,2, 5, 12, 9 byly §tépeny na dva fragmenty a u vzorka 17, 20, 19 a 16
doslo ke Stépeni na tfi fragmenty. V tabulce €. 6 jsou uvedeny délky fragmenti DNA po
restrikéni analyze. Porovnanim vzorkd vinnych kvasinek s obrazem restrikéni analyzy
typovych kvasinek se ukéazala podobnost pouze v rodu. Vzorky 1, 4, 15, 8, 14, 7, 2, 5, 12 byly

zafazeny do rodu Pichia a vzorky 17, 20, 19 a 16 byly identifikovany jako rod Rhodotorula.
Vzorek 9 je zatazen do rodu Candida.
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Tabulka €. 6: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou Hinfl

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)
1 250+200
4 250+200
15 250+200
8 250+200
14 250+200
7 250+200
2 250+200
5 250+200
12 250+200
9 280+200
17 220+140+100
20 220+140+100
19 280+140+120
16 280+200+180
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Obrazek €. 16: Elektroforeogram po §tpeni vzorkl vinnych kvasinek endonukleazou Hinfl
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)

Enzymem Hinfl byly St€peny vSechny vzorky pteciSténych vinnych kvasinek (viz. obr. 16).
Ze srovnani elektroforeogramt (obr. ¢. 15 a 16) nepfeciSténych a precisténych vzorku
vinnych kvasinek, vyplyva, ze shodné nastépenou DNA mély kvasinky 1"=1,4'=4, 5" =5,
14=14,17"=17,19"a 19" =19, 9 =17, 21", 22', 31". Délky fragmenti DNA po restrikcni
analyze jsou uvedeny v tabulce €. 7.
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Tabulka €. 7: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou Hinfl

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrik¢ni analyze
(bp)
17" 220+140+100
19' 280+140+120
19" 280+140+120
17' 300+220
21" 300+220
22 300+220
31" 300+220
1" 250+220
4 250+220
5! 250+220
14 250+220
27" 250+220

10020 1 2

Obrazek ¢. 17: Ukazka elektroforeogramu po Stépeni typovych kvasinek endonukleazou Hinfl

(délkovy standard - 100" bp a 20 bp, 1 — 38 - DNA typovych kvasinek po restrikéni analyze,

sl, 31 — pozitivni kontrola)
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4.3.2. Restrikéni analyza pomoci endonukleizy Haelll
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Obrazek ¢. 18: Elektroforeogram po Stépeni vzorku vinnych kvasinek endonukleazou Haelll
(délkovy standard - 100" bp, 1 - 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy
standard - 20 bp, 2,9,19 — pozitivni kontrola)

Enzym Haelll (obr €. 18) nenastépil vzorky vinnych kvasinek 17, 19 a 20, nebot’ fragmenty
amplifikované pomoci primerd ITS1 a ITS4 neobsahuji sekvenci, kterou tento enzym
Stépi.Vzorky 1, 4, 15, 8, 14, 7, 2, 5,12 byly Stépeny na dva fragmenty a vzorky 9 a 16 byly
Stépeny na tfi fragmenty. Podle délek restrikénich fragmentii jsme schopni rozdélit vzorky na
Ctyfi skupiny (viz. tabulka ¢. 8). Jedna. skupina zahrnuje vzorky 1, 4, 15, 8, 14, 7 a do dalsi
skupiny byly zafazeny vzorky 2, 5, 12. Vzorky 9 a 16 tvoti zbyvajici dvé skupiny.
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Tabulka €. 8: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou Haelll

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)

1 380+90

4 380+90

15 380+90

8 380+90

14 380+90

7 380+90

2 300+80

5 300+80

12 300+80

9 320+90+60

17 n
20 n

19 n

16 420+80+60
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Obrazek ¢. 19: Elektroforeogram po s§tépeni vzorkt vinnych kvasinek endonukleazou Haelll
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)

Enzym Haelll (viz. obr. 19) nenastépil vzorky vinnych kvasinek 17", 19' a 19", nebot
fragment amplifikovany pomoci primerd ITS1 a ITS4 neobsahuje sekvenci, kterou tento
enzym $tépi. V tabulce €. 9 jsou uvedeny délky fragmentd DNA vzorkt vinnych kvasinek po
restrik¢ni analyze. Ze srovnani elektroforeogramu (obr. ¢. 18, 19) nepiecisténych a
precisténych vzorkt vinnych kvasinek, je ziejmé, ze shodné nastépenou DNA mély kvasinky
1"=1,4=4,5=514=14,17"=17,19'a 19" = 19,9 =17, 21", 22, 31".

Na zakladé porovnani délek restrikénich fragmentl vzork( vinnych kvasinek a
typovych kvasinek byly vzorky 1, 1", 4, 4', 7, 8, 14, 15 a 27" identifikovany jako Pichia.
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fermentans a vzorky 2, 5, 5' a 12 byly identifikovany jako Pichia membranifaciensis. Vzorky

17, 17", 19 a 20 byly identifikovany jako Rhodotorula glutinis a vzorek 16 byl zatazen pouze
do rodu Rhodotorula, protoze pro n€j nebyla nalezena typova kvasinka. Do rodu Candida
byly zatazeny vzorky 9, 17', 21", 22' a 31" a to na zakladé délky produktu po PCR (500 bp).

Tabulka €. 9: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou Haelll

Délky fragmentu po
Cislo vzorku restrik¢ni analyze
(bp)
17" n
19' n
19" n
17 350+100
21" 350+100
22 350+100
31" 350+100
1" 380+90
4' 380+90
5' 380+90
14 380+90
27" 380+90
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Obrazek ¢. 20: Ukazka elektroforeogramu po Stépeni typovych kvasinek endonukleazou
Haelll (délkovy standard - 100" bp a 20 bp, 1 — 19 DNA - typovych kvasinek po restrikéni
analyze, 9, 17, 16, 3, s11, s9 — pozitivni kontrola)
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4.3.3. Restrikéni analyza pomoci endonukleazy Taql
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Obrazek ¢. 21: Elektroforeogram po Stépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou 7ag/
(délkovy standard - 100" bp, 1 - 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy
standard - 20 bp, 2,9, 19 — pozitivni kontrola)

Z elektroforeogramu (obr. ¢. 21) je partné, ze enzym 7Taql nastépil DNA vsech vzorkd
vinnych kvasinek a tyto vzorky jsou rozdéleny na 4 skupiny podle délek restrikénich
fragmenta (viz. tabulka ¢. 10).

Ze srovnani délek restrikCnich fragmentl vinnych kvasinek s délkami restrikCnich
fragmentd typovych kvasinkovych kment byly vzorky 1, 4, 7, 8, 14, 15 identifikovany jako
Pichia fermentans a vzorky 2, 5, 12 byly identifikovany jako Pichia membranifaciensis.
Vzorky 17, 19, 20 byly zatazeny jako Rhodotorula glutinis a vzorek 16 byl zafazen do rodu
Rhodotorula. Vzorek 9 byl identifikovan jako rod Candida.
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Tabulka €. 10: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou 7aq/

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)
1 160+120+80+60
4 160+120+80+60
15 160+120+80+60
8 160+120+80+60
14 160+120+80+60
7 160+120+80+60
2 190+160+70
5 190+160+70
12 190+160+70
9 240+160+60
17 340+220+60
20 340+220+80+60
19 340+220+80+60
16 220+200+80+60
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Obrazek ¢. 22: Elektroforeogram po Stépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou 7ag/
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)

Enzymem 7aql byly nastépeny vSechny vzorky vinnych kvasinek (obr. ¢. 22). Z tabulky ¢.
11, kde jsou uvedeny délky fragmentd DNA po restrikéni analyze, vyplyva, Ze shodné
nastépenou DNA mély kvasinky 1"=1,4'=4,5 =5 14=14,17"=17,19a19"=19,9 =
17', 21", 22", 31". Kvasinky 1", 4', 27" byly identifikovany jako Pichia fermentans a kvasinka
5" byla identifikovana jako Pichia membranifaciensis. Jako Rhodotorula glutinis byla
identifikovana kvasinka 17". Vzorky 17', 21", 22" a 31" byly zafazeny do rodu Candida,
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protoze maji délku ampifikované DNA po PCR 500 bp, ale jinak nebyla nalezena shoda po
restrik¢ni analyze u téchto vzorka a jedinou typovou kvasinkou C. krusei.

Tabulka €. 11: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou 7aq/

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrik¢ni analyze
(bp)
17" 340+220+60
19' 340+220+60
19" 340+220+60
17' 220+160+60
21" 220+160+60
22 220+160+60
31" 220+160+60
1" 160+120+80+60
4 160+120+80+60
5! 180+160+60
14 160+120+80+60
27" 160+120+80+60
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Obrazek ¢. 23: Ukazka elektroforeogramu po Stépeni typovych kvasinek endonukleazou 7aq/
(délkovy standard - 100" bp, 1 — 33 DNA - typovych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy

standard - 20 bp, 2, 7, 9 — pozitivni kontrola)
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4.3.4. Restrik¢ni analyza pomoci endonukleiazy Hhal

1007, 1, . 4 158 14 T 2t SAL 2E0U0 0 kel QLT 6 Ll 00RO 0. 200104110

ol
P |
o
v
|
=
g
e
e
-

{ I DRIImErel

|
i

Obrazek ¢. 24: Elektroforeogram po Stépeni vzorkid vinnych kvasinek endonukleazou Hhal
(délkovy standard - 100" bp, 1 - 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy
standard - 20 bp, 2, 9, 19 — pozitivni kontrola)

Restrikce pomoci enzymu Hhal probéhla u vSech vzorki vinnych kvasinek. Z
elektroforeogramu (obr. ¢. 24) je patrné rozdéleni vzorkt vinnych kvasinek na 4 skupiny
podle délek restrikénich fragmentd (viz. tabulka ¢. 2). Po srovnani délek restrikénich

fragmentd vinnych kvasinek a typovych kvasinek se doslo ke stejnému zavéru jako v kapitole
433.

Tabulka €. 12: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou Hhal
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Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)

1 180+110+80
4 180+110+80
15 180+110+80
8 180+110+80
14 180+110+80
7 180+110+80
2 220+110+80
5 220+110+80
12 220+110+80
9 180+110+80
17 300+220+100
20 300+220+100
19 300+220+100
16 270+210+100
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Obrazek ¢. 25: Elektroforeogram po S§tépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou Hhal
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)



Z elektroforeogramu(obr. €. 25 ) je patrné, ze pomoci enzymu Hhal probéhla restrikce u vSech
vzorkt vinnych kvasinek. V tabulce ¢. 13 jsou uvedeny délky fragmentd DNA vzorkd po
restrikéni analyze.

Tabulka €. 13: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukledzou Hhal

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)

17" 300+220+100
19' 300+220+100
19" 300+220+100
17' 180+100+80
21" 180+100+80
22 180+100+80
31" 180+100+80
1" 180+100+80
4' 180+100+80
5! 220+100+80
14 220+100+80
27" 220+100+80
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Obrazek ¢. 26: Ukazka elektroforeogramu po Sté€peni typovych kvasinek endonukleazou Hhal
(délkovy standard - 100" bp a 20 bp, 1 — 38 - DNA typovych kvasinek po restrikéni analyze,
sl, 38 — pozitivni kontrola)
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4.3.5. Restrikéni analyza pomoci endonukleazy Hpall
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Obrazek ¢. 27: Elektroforeogram po §tépeni vzorkt vinnych kvasinek endonukleazou Hpall
(délkovy standard - 100" bp, 1 - 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy
standard - 20 bp, 2, 9, 19 — pozitivni kontrola)

Restrikce pomoci enzymu Hpall(obr. ¢. 27) neprobéhla u vzorki vinnych kvasinek 1, 4, 15, 8,
14, 7, 17, 20, 16. Enzym Hpall se jevi jako nevhodny enzym pro restrikci fragmentu
amplifikovaného pomoci primerti ITS1 a ITS4, nebot neobsahuje potfebnou sekvenci, kterou
tento enzym specificky §tépi. V tabulce ¢. 14 jsou opét uvedeny délky fragmentd DNA vzorku
vinnych kvasinek po restrikéni analyze. Vzorky 2, 5, 12 a 9 jsou naStépeny stejné na dva
fragmenty. Kvasinka 9 se §tépila na 250 bp a 140bp . Vzorek 16 je také nastépen na dva
fragmenty.
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Tabulka €. 14: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukleazou Hpall

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)

1 n

4 n

15 n

8 n

14 n

7 n

2 250+140

5 250+140

12 250+140

9 250+140

17 n
20 n

19 320+300

16 n
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Obrazek ¢. 28: Elektroforeogram po §tépeni vzorkt vinnych kvasinek endonukleazou Hpall
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)

Z elektroforeogramu je patrné, ze enzym Hpall nenastépil p€t vzorkl vinnych kvasinek (17",
1", 4', 14, 27™). Ze srovnani elektroforeogrami (obr. ¢. 27, 28) puvodnich a precisténych
vzorkt vinnych kvasinek, vyplyva, ze shodné nastépenou DNA mély kvasinky: 1" =1, 4' =4,
5'=5 14 =14, 17" = 17, 19" a 19" = 19. Kvasinky 17, 21", 22' a 31" se §tépily na tii
fragmenty délek 260 bp, 150 bp a 100bp .V tabulce ¢. 15 jsou uvedeny délky fragmentd
DNA. Tyto kvasinky se lisi o 100 bp od kvasinky 9.
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Tabulka €. 15: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukleazou Hpall

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrik¢ni analyze
(bp)
17" n
19' 320+300
19" 320+300
17' 260+150+100
21" 260+150+100
22 260+150+100
31" 260+150+100
1" n
4' n
5' 250+140
14 n
27" n

100+20 7 25 33 28 35

Obrazek ¢. 29: Ukazka elektroforeogramu po stépeni typovych kvasinek endonukleazou
Hpall (délkovy standard - 100" bp a 20 bp, 7 — 35 - DNA typovych kvasinek po restrikéni
analyze)



4.3.6. Restrikéni analyza pomoci endonukleiazy Msel
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Obrazek ¢. 30: Elektroforeogram po §tépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou Msel
(délkovy standard - 100" bp, 1 - 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy
standard - 20 bp, 2, 9, 19 — pozitivni kontrola)

Restrikéni analyza pomoci enzymu Msel (obr.¢. 30) neprobéhla u vzorku vinné kvasinky 9.
U ostatnich vzorkd doslo ke §tépeni na dva fragmenty. A podle délek restrikénich fragmentt
byly tyto vzorky rozdéleny na ¢tyfi skupiny (viz. tabulka €. 16).

Tabulka €. 16: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukleazou Msel

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)
1 280+110
4 280+110
15 280+110
8 280+110
14 280+110
7 280+110
2 180+110
5 180+110
12 180+110
9 n
17 450+80
20 450+80
19 420+80
16 380+260
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Obrazek ¢. 31: Elektroforeogram po stépeni vzorkd vinnych kvasinek endonukleazou Msel
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)

Restrik¢ni analyza pomoci enzymu Msel neprobéhla u vzorkt vinnych kvasinek 17', 21", 22",
31". Fragment po PCR tedy neobsahuje specifickou sekvenci pro tento enzym. Ze srovnani
elektroforeogrami (obr. ¢. 30 a 31) pavodnich a precisténych vzorkd vinnych kvasinek,
vyplyva, ze shodné nast€épenou DNA mély kvasinky 1"=1,4'=4,5'=5 14 =14, 17" =17,
19"a 19" = 19. V tabulce ¢. 17 jsou uvedeny délky fragmenti DNA vzorka vinnych kvasinek
po restrik¢ni analyze.

Tabulka €. 17: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukleazou Msel

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)
17" 400
19' 400+80
19" 400+80
17' n
21" n
22 n
31" n
1" 280+110
4 280+110
5' 180+110
14 280+110
27" 280+110
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Obrazek ¢. 32: Ukazka elektroforeogramu po Stépeni typovych kvasinek endonukleazou Msel
(délkovy standard - 100" bp, 39 — 3 - DNA typovych kvasinek po restrik&ni analyze)

4.3.7. Restrikéni analyza pomoci endonukleazy Alul

100" 1 415 8 14 7 2 5 12 9 20 19 17 16- 100" 20 2 9:39
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Obrazek ¢. 33: Elektroforeogram po Stépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou A/lul
(délkovy standard - 100" bp, 1 - 16 - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy
standard - 20 bp, 2, 9,19 — pozitivni kontrola)

Z elektroforeogramu (obr. ¢. 33) je patrné, ze vzorky vinnych kvasinek lze po restrikéni
analyze rozdélit na 5 skupin podle délek restrikénich fragmentii. Prvni skupina zahrnuje
vzorky 1 — 7, druha skupina obsahuje vzorky 2 — 12, tfeti skupina je slozena ze vzorku 9, 4.
skupina obsahuje vzorky 17 — 19. Do paté skupiny je zahrnut pouze vzorek 16, ktery nebyl
pomoci enzymu Alul §tépen, protoze fragment po PCR neobsahuje sekvenci, kterou Stépi
tento enzym. V tabulce ¢. 18 jsou uvedeny délky fragmentd DNA vzorka vinnych kvasinek
po restrik¢ni analyze.
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Tabulka €. 18: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukleazou A/ul

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrikéni analyze
(bp)

1 380

4 380

15 380

8 380

14 380

7 380

2 300+100

5 300+100

12 300+100

9 350+110

17 350+120+100
20 350+120+100
19 350+120+100
16 n
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Obrazek ¢. 34: Elektroforeogram po Stépeni vzorka vinnych kvasinek endonukleazou A/ul
(délkovy standard - 100" bp, 17" - 27" - DNA vinnych kvasinek po restrikéni analyze,
délkovy standard - 20 bp, 17", 17', 1" — pozitivni kontrola)

Z elektroforeogramu (obr. ¢. 34) je patrné, ze enzym Alul §tépi vSechny vzorky vinnych
kvasinek. Ze srovnani elektroforeogramu (obrazek ¢. 33 a 34) neprecisténych a precisténych
vzorkt vinnych kvasinek, vyplyva, ze shodn€ nastépenou DNA mély kvasinky 1" =1, 4' = 4,
5'=5,14=14,17"=17,19'a 19" = 19. V tabulce ¢. 19 jsou uvedeny délky fragmentd DNA
vzorkt vinnych kvasinek po restrikéni analyze.
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Tabulka €. 19: Vyhodnoceni restrikéni analyzy s endonukleazou A/ul

Cislo vzorku Délky fragmenti po
restrik¢ni analyze
(bp)
17" 350+120+100
19' 380+120+80
19" 380+120+80
17' 350+100
21" 350+100
22 350+100
31" 350+100
1" 380
4 380
5! 300+100
14 380
27" 380

S0

Obrazek ¢. 35: Ukazka elektroforeogramu po Stépeni typovych kvasinek endonukleazou
Alul (50 — 56 - DNA typovych kvasinek po restrikéni analyze, délkovy standard - 100" bp a
20 bp, 3, 6 — pozitivni kontrola)

4.3.8. Zhodnoceni vysledki restrikéni analyzy

Byly porovnany délky restrikCnich fragmentd izolovanych vinnych kvasinek s délkami
restrikénich fragmentt typovych kvasinkovych kmend pomoci sedmi endonukleaz (Hinfl,
Haelll, Taql, Msel, Hhal, Hpall, Alul).

Ze srovnani elektroforeogrami puvodnich a precisténych vzorkd vinnych kvasinek,
vyplyva, ze shodné nastépenou DNA meély kvasinky: 1"=1,4'=4,5'=514=14, 17" =17,
19'a19"=19,9=17, 21", 22' 31"

Na zékladé provedené restrikcni analyzy byly vzorky vinnych kvasinek 1, 1", 4, 4', 7, 8,
14, 15, 27" identifikovany jako Pichia fermentans. Vzorky vinnych kvasinek 2, 5, 5', 12 byly
zatazeny do kmene Pichia membranifaciens. Vzorky vinnych kvasinek 17, 17", 19,19',19" 20
byly identifikovany jako Rhodotorula glutinis. Vzorek 16 byl zatazen do rodu Rhodotorula a
nebyl blize identifikovan,nebot’ pro néj nebyla nalezena typova kvasinka.

Vzorky vinnych kvasinek 9, 17', 21", 22', 31" neni zatim mozné zaradit, protoze PCR
produkt byl délky 500 bp a pouze jedna typova kvasinka (Candida krusei) méla stejnou délku
po PCR, ale po restrikéni analyze nebyla nalezena shoda mezi touto typovou kvasinkou a
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vinnymi kvasinkami. Nasledujicim prace by se proto méla zaméfit na identifikaci téchto
nezafazenych kvasinek a rozsifit analyzy o typové kvasinkami rodu Candida.

4.3.9. Dendrogramy

Pro tvorbu dendrograma (fylogenetickych stromu) se pouzil software Bionumerics, ktery lze
rozdélit na tfi zakladni funk¢ni Casti. Prvni Cast slouzi pro tvorbu databaze kment kvasinek
rodu Rhodotorula a Pichia. Druha cast slouzi ke zpracovani fotografii geli po restrikéni
analyze pomoci sedmi enzymU(A/ul, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpall, Msel, Taql). Na gelech byly
rozdéleny a vizualizovany DNA fragmenty. Z obrazkti gelt byly ziskany denzitometrické
kiivky a polohy rozdélenych fragmenti (prouzkil) . V tfeti Casti se provedlo statistické
vyhodnoceni dat z obrazka, stanovily se velikosti fragmentt a byl sestaven dendrogram.

Pro sestaveni dendrogramu byla pouzita metoda shlukové analyzy UPGMA. Tolerance
pozice fragmentt byla na arovni 1.5 %. Dale byl zvolen Jaccardtv korela¢ni koeficient, ktery
porovnava fragmenty v zavislosti na jejich poloze a poCtu. Zpracovavany byly typové
kvasinky a vzorky vinnych kvasinek pattici do rodu Rhodotorula a Pichia. Vznikla chyba
v interpretaci dendrogramti ma pavod ve vyhodnoceni geli pomoci programu Bionumerics.
Posuny ve fragmentech DNA typovych kvasinek a vzorkli vinnych kvasinek jsou zpisobené
tim, ze byly definovany z nékolika gelt. Pro vyhodnoceni byl tento software pouzit poprve.

Alul+Haelll+Hhal+Hinfl+Hpall+Msel+Tagl

vse Alul Haelll Hhal Hinfl Hpall  Msel Taql
e R T TN T Il || Rwowotoria guins 20228
’ ‘ ’ ‘ ’ ‘ | ’ ‘ | | ‘ ‘ Rhodotorula ~ glutinis 20-2-31
% L | |  Rhocooua minuta 20122
| | || | || | ||| || Rhodotorula ~ glutinis 20-1-35
\ H | \ ] | \ ] \ H| || Rhodotorula  glutinis 20-2-24
‘ || | ‘ ‘ ‘ ’ | | ‘ | |H ||| Rhodotorula  mucilaginosa  20-1-32
|| | Il | || | ] I Rhodotorula ~ glutinis 20-2-22
| H | | | | | | ’ | | ‘ Rhodotorula ~ glutinis 207
| || | | | | | || | | | | Rhodotorula ~ glutinis 20-2-34
| || | | | | || | | ||| Rhodotorula  glutinis No.292
| H ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ’ ‘ | ‘ ’ Rhodotorula  glutinis No.269
~|—£ ’ H ’ ’ | ‘ | ‘ | | | ‘ | ‘ Rhodotorula  glutinis No.18
| | | | | | | | | || Rhodotorula  glutinis 259
| ] ] \ H H” \ | H Rhodotorula  graminis 20-14-7
_|: L] Il | 1/ | I Rhodotorula ~ glutinis 292

Obrazek ¢. 36:Dendogram kmeni rodu Rhodotorula — typové kvasinky.

Z dendogramu ( obr. €. 36) je patrné, ze rod Rhodotorula se rozdélil na dvé velké skupiny.
Prvni skupina obsahuje rod Rh. glutinis s ozna¢enim kmene 20-2-28, 20-2-31, 20-1-35, 20-2-
34 a rod Rh. minuta s oznaCenim kmene 20-11-22, rod Rh. mucilaginosa s oznaenim kmene
20-1-32. Druha skupina obsahuje rod Rh. glutinis s znaCenim kment 20-2-22, 227, 20-2-34,

71



No. 292, No. 269, No.18, 259, 292. a rod Rh. graminis s oznaCenim kmene 20-14-7. Prvni
skupina se dale deli na dvé podskupiny . Prvni podskupina obsahuje rod Rh. glutinis
s oznacenim kmene 20-2-28, 20-2-31, 20-1-35 a rod RAh. minuta s oznaCenim kmene 20-11-22
.VSechny zminéné kvasinky v 1. podskupin€ jsou odlisitelné na urovni kment. Druha
podskupina obsahuje rod RA. glutinis s oznaCenim kmene 20-2-24 a rod Rh. mucilaginosa
s oznaenim kmene 20-1-32, které jsou opét odliSitelné na Grovni kmene. Druha skupina se
opét déli na dvé podskupiny. Prvni podskupina obsahuje rod RA. glutinis s oznaCenim kmene
20-2-22, 227, 20-2-34, No. 292, No. 269, No. 18 a 259. Vsechny tyto kvasinky jsou
odlisitelné na arovni kmend. Druha podskupina obsahuje rod RA. glutinis s oznaCenim kmene
292 a rod Rh. graminis s oznaCenim kmene 20-14-7. Opét jsou tyto kvasinky odliSitelné na
urovni kmenu. Je mozné konstatovat , ze kvasinky rodu Rhodotorula je touto metodou mozné
rozliSit az na uroven kmene, coz se nam nepodafilo u dal§iho analyzovaného rodu Pichia.

Alul+Haellk-Hhal+Hinfl+Hpalk Msel+ Taql
vée Alul Haelll Hhal Hinfl Hpall Msel Taql

40
60
80

100

Pichia  subpelliculosa ~ 38-5-1
‘ y y \ H H \ y y ] \ Pichia  guiliermondii ~ 39-23-5
| ’ ‘ Pichia  fermentans 39-4-2

— I N
’ ’ | ‘ H H H H | ’ Pichia  fermentans 39-4-1
|

‘ ‘ ’ Pichia  mambranifaciens N0.92

‘ ’ ‘ ’H ‘ ‘ H H Pichia  subpeliculosa  38-5-6
|

Obrazek ¢. 37: Dendogram kment rodu Pichia — typové kvasinky

Z dendogramu (obr. ¢. 37) je patrné, ze se rod Pichia rozdélil na dvé velké skupiny: Prvni
obsahuje rody: P. subpelliculosa s ozna¢enim kmene 38-5-6 a 38-5-1, které jsou totozné a P.
guilliermondi s ozna¢enim kmene 39-23-5, ktera se od nich odliSuje. Druha skupina obsahuje
rody P. fermentans s oznaCenim kmene 39-4-2, 39-4-1 a P. mambranifaciens s oznaCenim
kmene No. 92, ktera se dale déli na dvé podskupiny.Prvni podskupina v niz je P. fermentans
s oznatenim kmene 39-4-2 a 39-4-1, které¢ se od sebe li§i. Druha podskupina obsahuje P.
mambranifaciens s oznacenim kmene No. 92. V tomto pifipadé jsme schopni identifikovat
kvasinky na urovni druhu.
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Obrazek ¢. 38: Dendogram rodu Candida — vzorky vinnych kvasinek

Vzorky vinnych kvasinek 17', 21", 22', 31" a 9 zatim nejsme schopni zafadit , nicméné byla
nalezena shoda v délce amplifikované DNA téchto vzorku s délkou amplifikované DNA
typové kvasinky Candida krusei - 500 bp. Po restrikéni analyze ale nebyla nalezena shoda
mezi touto typovou kvasinkou a vinnymi kvasinkami. Pro zafazeni téchto kvasinek je nutné
analyzovat dalsi typové kvasinky rodu Candida , aby bylo mozné potvrdit nebo vyvratit nasi
hypotézu, ze do tohoto rodu opravdu patii.

Nicméné byl vytvoren dendogram( obr. €. 38), z n¢hoz je patrné, ze se tato skupina (
rod Candida) rozdélil na dvé skupiny. Prvni skupina obsahuje vzorky vinnych kvasinek 17',
21", 22', 31", které jsou totozné. Druha skupina obsahuje vzorek 9.

Haelll+Hinfl+ Hpalk Taql
vse Alul Haelll Hhal Hinfl Hpall Msel Taql
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Obrazek ¢. 39: Dendogram rodu Rhodotorula — vzorky vinnych kvasinek

Na =zakladé provedené restrikéni analyzy a porovnani délky restrikénich fragmentt
izolovanych vinnych kvasinek s délkami restrikénich fragmentd typovych kvasinkovych
kmen pomoci sedmi endonukleaz (Hinfl, Haelll, Taql, Msel, Hhal, Hpall, Alul) byly
identifikovany vzorky vinnych kvasinek 17, 17", 19, 19', 19" 20 jako Rhodotorula glutinis.
Vzorek 16 byl zafazen do rodu Rhodotorula.

V dendogramu (obr. ¢. 39) je patrna velka odliSnost vzorku 16 od vSech ostatnich
vzorkt vinnych kvasinek, které tvoii jednu skupinu, dale rozdélenou na dvé podskupiny.
Prvni podskupina obsahuje kvasinky 19, 19' a 19". Kvasinky 19" a 19" jsou totozné na
kmenové urovni, kvasinka 19 se od nich lisi. Druh4 podskupina obsahuje vzorky vinnych
kvasinek 17", 20 a 17. Kvasinka 17" 1 20 jsou totozné v ramci kmene a kvasinka 17 je odlisna.
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Obrazek ¢. 40: Dendogram rodu Pichia — vzorky vinnych kvasinek

Na zakladé porovnani délky restrikénich fragmentd izolovanych vinnych kvasinek s délkami
restrikénich fragmentt typovych kvasinkovych kmend pomoci sedmi endonukleaz (Hinfl,
Haelll, Taql, Msel, Hhal, Hpall, Alul) byly vzorky vinnych kvasinek 1, 1", 4, 4', 7, 8, 14, 15,
27" identifikovany jako Pichia fermentans. a vzorky vinnych kvasinek 2, 5, 5', 12 byly
zafazeny do kmene Pichia membranifaciens.

Z dendogramu(obr. ¢. 40) je patrné, ze rod Pichia je rozd€len na dvé skupiny. Prvni
skupina obsahuje kvasinky 5, 12, 2 a 5', které jsou dale rozdéleny na podskupinu s kvasinkami
5, 12 a 2, které jsou totozné v ramci kmene a mimo tuto podskupinu je zarazena kvasinka 5',
ktera je odlisna od zminéné podskupiny. Druha skupina zahrnuje kvasinky 15, 8, 1, 7, 4, 14,
1".4') 14* (precistény vzorek vinné kvasinky 14), 27" které se déli na dvé podskupiny. Prvni
podskupina se dale déli na dvé skupiny kvasinek totoznych na kmenové urovni. Skupinu s
kvasinkami 15, 8 a na skupinu s kvasinkami 1, 7, 4 a 14. Druha podskupina zahrnuje kvasinky
1", 4", 14* a 27" které jsou totozné v ramci kmene.
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4.4. Vyhodnoceni optimalizace metody PCR-RFLP

Aby PCR probihala optimalné a bylo dosazeno jednoznacnych vysledki, je vhodné ovéfit
podminky reakce, tj. pfesné hodnoty teploty a doby trvani jednotlivych krokt. Pro ziskani
pozadovaného produktu, specifi¢nosti a vytézku je dilezita koncentrace jednotlivych slozek
reakéni smési. Kromé 7aq DNA-polymerazy a primerti obsahuje reakéni smés horeCnaté
ionty, které tvofi rozpustny komplex sjednotlivymi 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty
(dNTP) rozpoznavany DNA-polymerazou.

4.4.1. Analyza vlivu riznych koncentraci Mg®" na specifi¢nost PCR

Pro spravnou funkci 7ag — DNA polymerazy jsou nezbytné Mg”". Hofe¢naté ionty interaguji
nejen s dANTP, ale i1 s primery, templatovou DNA, EDTA a dal§imi chelata¢nimi Cinidly. Je
tieba ve vétSiné pripadu stanovit pro kazdou aplikaci optimalni koncentraci hofe¢natych iontu
empiricky. Prili§ vysoka koncentrace nékteré ze slozek reakce muze vést k chybam a vzniku
nespecifickych produktt.

Pii pouziti PCR, kde reakcni smés obsahovala MgCl, v koncentraci 1,5mM, byla
pozorovana amplifikace nezadoucich nespecifickych fragmenti DNA, proto bylo ovéfeno zda
PCR probih4 za optimalni koncentrace Mg®". Byl piipraven rizné koncentrovany MgCl,
nafedénim 25 mM MgCl, (viz. kapitola 3.9.).

Tabulka ¢. 20: Riizn€ koncentrovany MgCl,

Zk.C. Koncentrace MgCl,
v PCR smési

Ml 2,0 mM

M2 1,8 mM

M3 1,5 mM

M4 1,2 mM

M5 1,0 mM

M6 0,8 mM

M7 0,0 mM

Analyzovanym kvasinkovym kmenem byla Pichia fermentans a Hanseniaspora uvarum.
Délka amplifikovaného fragmentu po PCR byla 450 bp.

PCR produkty byly detekovany pomoci elektroforézy v 0,7 % agardézovém gelu
PCR reakce probihala také pii rozdilnych teplotach annealingu (pfipojeni) primert. Byly
zvoleny dvé teploty: 48 °C a 57 °C.
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Obrazek ¢. 41: Elektroforeogram amplifikované DNA Pichia fermentans .

(délkovy standard - 100" bp, M1 — M7 - oznaceni koncentrace MgCl, v PCR smési, NK —
negativni kontrola)

100° M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 NK 100°

-

Obrazek ¢. 42: Elektroforeogram amplifikované DNA Hanseniaspora uvarum .

(délkovy standard - 100" bp, M1 — M7 - oznaceni koncentrace MgCl, v PCR smési, NK —
negativni kontrola)

Teplota annealingu primera pii PCR byla 48 °C. Z elektroforeogramu je patrné, ze pii 0,0
mM koncentraci MgCl, nedoslo k amplifikaci pozadovaného fragmentu DNA. U dal§ich Sesti

rozdilnych koncentraci Mg** nebyl pozorovan ani vyskyt nezadoucich fragment( a ani rozdil
ve vytéznosti PCR produktu.
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Ml M2 M3 M4 M5 M6 M7 NK 100

Obrazek ¢. 43: Elektroforeogram amplifikované DNA Pichia fermentans .

(délkovy standard - 100" bp, M1 — M7 - oznadeni koncentrace MgCl, v PCR smési, NK —
negativni kontrola)

L1007 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 NK 100°

| L

Obrazek ¢. 44: Elektroforeogram amplifikované DNA Hanseniaspora uvarum .

(délkovy standard - 100" bp, M1 — M7 - oznaceni koncentrace MgCl, v PCR smési, NK —
negativni kontrola)

Teplota annealingu primerd pii PCR byla 57 °C. Z elektroforeogramu je opét patrné, ze pri
0,0 mM koncentraci Mg* neprob&hla amplifikace pozadovaného fragmentu DNA. U
koncentraci 1,5 mM, 1,2 mM, 1,0 mM a 0,8 mM Mg2+ u Pichia fermentans byly patrné
nezadouci fragmenty. U koncentrace 0,8 mM u Hansenispora uvarum byl patrny nezadouci
fragment. Se zvysujici se teplotou a snizujici se koncentraci Mg*" piibyva nezadoucich
fragmenti DNA po PCR. Z vySe zminénych elektroforeogrami je patrné, ze nami zvolena

koncentrace 1,5 mM MgCl, ateplota annealingu primeru 48°C, se jevi jako optimalni
z hlediska vytéznosti produktu a specifi¢nosti reakce.
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4.4.2. Optimalizace koncentrace DNA pro PCR

Je vhodné, aby jiz na zacatku do reakcni smési vstupovala DNA stejné koncentrace, abychom
ziskali stejné mnozstvi amplikonu. Pak je mozné objektivné zhodnotit délky ziskanych
fragmentd. ProtoZe na zacatku prace byly analyzované fragmenty Siroké, coz neumoziovalo
jiz zminéné objektivni zhodnoceni délky fragmentu, bylo nutné koncentraci DNA vstupujici
do PCR sjednotit.

Jak je patrné z vysledku, analyzovana amplifikovana DNA vsech vzorka — fedénych i
nefedénych je na gelu v optimalni koncentraci. To znamena ,ze rozdily v koncentraci
vkladané DNA (3 — 40 ng/ ul) do PCR nejsou pro vysledek rozhodujici,ale v tomto piipad¢ je
jednoznacné divodem kvalita pipetovani. S praxi ziskanou v laboratofi se vysledky zlepsily.

Do reakéni smési na PCR byla pfidavana vyfedénda DNA na 5 ng / pl, aby fragmenty
DNA po PCR byly rovnomérné siroké, coz je dulezité z hlediska dale provadéné restrikéni

analyzy.

s29 s29; s29, 10 10; 10,

16 16, 16, 20 20, 20, 100"

Obrazek ¢. 36: Elektroforeogram amplifikované DNA vinnych kvasinek.
(délkovy standard - 100" bp, s29 — 20 - DNA vinnych kvasinek po PCR, NK — negativni
kontrola)

Analyze byly podrobeny cCtyfi vzorky vinnych kvasinek: s29, 10, 16, 20, u nichz byla
proméfena koncentrace vyizolované DNA pomoci pfistroje Qubit™ Fluorometr. U kazdého
vzorku byla promeétena koncentrace 2 krat a ta byla posléze vyfedéna na 5 ng/ ul.

Z elektorforeogramu (obr. €. 45) je patrné, ze fragmenty amplifikované DNA po PCR
jsou rovnomérné Siroké.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu PCR — RFLP pro taxonomické
zafazeni kvasinek.

V teoretické Casti je popsana morfologie, cytologie kvasinek, jejich zpasob
rozmnozovani a metabolismus. Velky duraz je kladen na taxonomii kvasinek a na jeji vyznam
pro védu a praxi. Podrobné je popsana amplifikace DNA in vitro pomoci polymerazové
fetézové reakce, teplotni rezim a doby trvani jednotlivych krokt pii polymerazové fetézové
reakci. Pozornost je vénovana také komponentam reakéni smési.

Metodou PCR — RFLP byly identifikovany vzorky bilého vina, které nebylo mozné
zafadit vramci praci zroku 2008 [42, 43, 44]. Bylo zisténo, ze nekteré vzorky nebyly
dostatecné preciStény, protoze obsahovaly vice nez jednu kvasinku. PfecCisténi uskutecnili
pracovnici sbirky kvasinek, umisténé na Chemickém ustavu SAV v Bratislavé a tyto
izolované kvasinky byly taktéz identifikovany. Kvasinky oznacené CcCisly s apostrofem
(pt.17"") jsou nové precisténé. Typové kvasinkové kmeny, které byly pouzity pro identifikaci
nasich kvasinek pochazeji ze sbirky kultur kvasinek z Chemického tstavu SAV v Bratislavé.

Amplifikovana DNA vzorkt vinnych kvasinek a typovych kvasinek primery ITS1 a
ITS4 byla podrobena restrikéni analyze pomoci restrikénich endonukledz: Hinfl, Haelll, Taql,
Hhal, Hpall, Msel, Alul. Porovnanim délek restrikénich fragmenti typovych kvasinek ze
sbirky kment kvasinek CCY z Chemického tustavu SAV v Bratislavé s délkami restrikénich
fragmentt naSich vzorkt vinnych kvasinek byly identifikovany kvasinkové kmeny.

Shodn¢ nastépenou DNA mély kvasinky: 1"=1,4'=4,5'=5,14=14,17"=17,19'a
19"=19,9=17, 21", 22", 31".

Vzorky vinnych kvasinek 1, 1", 4, 4', 7, 8, 14, 15, 27" byly identifikovany jako Pichia
fermentans, vzorky vinnych kvasinek 2, 5, 5') 12 byly zafazeny do kmene Pichia
membranifaciens a vzorky vinnych kvasinek 17, 17", 19,19',19" 20 byly identifikovany jako
Rhodotorula glutinis. Vzorek 16 byl zatazen do rodu Rhodotorula a nebyl blize identifikovan,
nebot’ pro néj nebyla nalezena typova kvasinka.Vzorky vinnych kvasinek 9, 17', 21", 22', 31"
neni mozné zaradit, protoze PCR produkt byl délky 500 bp a pouze jedna typova kvasinka
(Candida krusei) méla stejnou délku po PCR. Nebyla nalezena shoda mezi touto typovou
kvasinkou a vinnymi kvasinkami po restrik¢ni analyze. Nasledujici prace by se méla zaméfit
na identifikaci téchto nezafazenych kvasinek a rozsifit analyzy o typové kvasinky rodu
Candida, eventualné dalsi , které se mohou ve viné vyskytovat. .

Typové kvasinky a vzorky vinnych kvasinek patfici do rodu Rhodotorula a Pichia byly
zpracovany pomoci softwaru. Vysledné dendogramy typovych kvasinek a vzorka vinnych
kvasinek byly zatizeny chybou, ktera ma pavod v definovani fragmenti DNA po restrikcni
analyze z n€kolika geli. K vyhodnoceni byl tento software pouzit poprvé. Pro sestaveni
dendrogramu byla pouzita metoda shlukové analyzy UPGMA a Jaccardiv korelacni
koeficient podobnosti. Tolerance pozice fragmentt byla na urovni 5 %. Je mozné konstatovat,
ze typové kvasinky rodu Rhodotorula je touto metodou mozné rozliSit az na aroven kmene,
coz se nam nepodafilo u rodu Pichia. Typové kvasinky rodu Pichia jsme schopni
identifikovat na trovni druhu. U rodu Candida nebyla nalezena shoda po restrikéni analyze
mezi typovou kvasinkou(Candida krusei) a vinnymi kvasinkami 9, 17, 21", 22') 31". Pro
zafazeni téchto kvasinek je nutné analyzovat dalsi typové kvasinky rodu Candida, aby bylo
mozné potvrdit nebo vyvratit nasi hypotézu, ze do tohoto rodu opravdu patfi. Z dendogramu
je patrné, ze se tato skupina (rod Candida) rozdélil na dvé skupiny. Prvni skupina obsahuje

79



vzorky vinnych kvasinek 17', 21", 22', 31", které jsou totozné. Druh4 skupina obsahuje vzorek
0.

Z dendogramu vzorkdl vinnych kvasinek 17, 17", 19 ,19' 19" 20 , které byly
identifikovany jako Rhodotorula glutinis a vzorku 16, ktery byl zatazen do rodu Rhodotorula,
je patrna velka odlisnost vzorku 16 od vSech ostatnich vzorki vinnych kvasinek. Kvasinky 19'
a 19" jsou totozné na kmenové urovni, kvasinka 19 se od nich 1isi. Kvasinka 17" 1 20 jsou
totozné v ramci kmene a kvasinka 17 je odli§na.

Z dendogramu vzorkt vinnych kvasinek 1", 4, 4', 7, 8, 14, 15, 27", které byly
identifikovany jako Pichia fermentans a vzorkt vinnych kvasinek 2, 5, 5', 12, které byly
zafazeny do kmene Pichia membranifaciens je patrné, ze kvasinky 5, 12 a 2 jsou totozné
v ramci kmene a kvasinka 5' je odlisna od této skupiny. Dalsi skupina se déli na dvé skupiny
kvasinek totoznych na kmenové urovni. Kvasinky 15, 8 a kvasinky 1, 7, 4 a 14. Kvasinky 1",
4' 14* (precistény vzorek vinné kvasinky 14) a 27" v ramci dalsi skupiny jsou opét totozné na
kmenové Grovni.

Optimalizace metody PCR — RFLP vychézela z tipravy reak¢nich podminek PCR, aby
vysledné gely bylo mozné objektivné vyhodnotit. Optimalizace zahrnovala analyzu vlivu
riiznych koncentraci Mg®" na specifi¢nost PCR a uprava koncentrace DNA piidavané do
reakéni smési pro PCR na 5 ng Aud. Koncentrace 1,5 mM MgCl, ateplota annealingu
(ptipojeni) primerti 48°C se jevi jako optimalni z hlediska vytéznosti produktu a specificnosti
reakce. Dale je vhodné, aby na zacatku do reak¢ni smési vstupovala DNA stejné koncentrace,
abychom ziskali stejné mnozstvi amplikonu. Z vysledku je patrné, ze analyzovana
amplifikovana DNA vsech vzorkl, tj. fedénych i nefedénych, je na gelu v optimalni
koncentraci.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
ADP
AFLP
ATP

C
DNA
dATP
dCTP
dGTP
dNTP mix
DP

G
G-3-P
NAD
NADH
PCR
pH

Pi
RAPD
RFLP
RNA
SAV
T

Taq DNA polymeraza

TBE
TDP
Rh.
P.

adenin

adenosindifosfat

polymorfismus délek restrikénich fragmentt
adenosintrifosfat

citosin

deoxyribonukleova kyseliny
deoxyadenintrifosfat
deoxycitosintrifosfat
deoxyguanintrifosfat

smés Ctyf deoxyribonukleotidtrifosfatt
diplomova prace

guanin

glyceraldehyd-3-fosfat
nikotinamidadenindinukleotid
nukleosidpolyfosfat

polymerazova fetézova reakce

zaporny logaritmus H;O"

anorganicky monofosfat

nahodné amplifikova polymorfni DNA
polymorfismus délky restrikénich fragmentt
ribonukleova kyselina

Slovenské akademie veéd

thyamin

termostabilni DNA polymeraza
tris-boratovy pufr

thiamindifosfat

Rhodotorula

Pichia
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Seznam typovych kvasinek a délek fragment po PCR.

Vyhodnoceni restrikéni analyzy u typovych kvasinek pomoci enzymua Haelll, Hhal, Taql.
Vyhodnoceni restrikéni analyzy u typovych kvasinek pomoci enzyma Hinfl, Hpall.
Vyhodnoceni restrikéni analyzy u tzpovych kvasinek pomoci enzymu A/ul, Msel.
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PRILOHY

Priloha ¢. 1: Seznam typovych kvasinek a délek fragmenti po PCR

Cislo Sbirkové oznaceni Kvasinky Délka fragmenti po
vzorku CCY PCR (bp)
sl 20-2-22 Rhodotorula glutinis 650
s2 20-2-28 Rhodotorula glutinis 650
s3 20-2-31 Rhodotorula glutinis 650
s4 No. 18 Rhodotorula glutinis 650
s5 20-2-34 Rhodotorula glutinis 650
s6 No. 269 Rhodotorula glutinis 650
s7 No. 92 Pichia membranifaciens 450
s8 21-3-1 Kluyveromyces lactis 900
s9 21-4-13 Saccharomyces cerevisiae 880
s10 21-4-77 Saccharomyces cerevisiae 880
sll 21-4-81 Saccharomyces cerevisiae 880
s12 No. 109 Saccharomyces cerevisiae 880
s13 No. 242 Saccharomyces cerevisiae 880
sl4 No. 250 Saccharomyces cerevisiae 880
s15 25-1-1 Hanseniaspora valbyensis 750
s16 46-3-15 Hanseniaspora uvarum 750
s17 25-6-22 Hanseniaspora uvarum 750
s18 46-3-4 Hanseniaspora uvarum 750
s19 46-3-13 Hanseniaspora uvarum 750
s20 No. 97 Hanseniaspora uvarum 750
s21 No. 124 Hanseniaspora uvarum 750
s23 No. 292 Rhodotorula glutinis 650
s24 21-11-4 Saccharomyces mangini 880
s25 39-4-2 Pichia fermentans 450
s26 46-3-3 Hanseniaspora uvarum 750
27 62-0-4 Rhoroquridium 650

toruloides
s28 25-6-12 Hanseniaspora uvarum 450
s29 25-6-1 Hanseniaspora uvarum 750
s30 19-9-2 Sporidiobolus pararoseus 620
s31 20-2-24 Rhodotorula glutinis 650
s32 20-1-32 Rhodotorula mucilaginosa 650
s33 39-4-1 Pichia fermentans 450
s34 38-5-6 Pichia subpelliculosa 650
s35 25-6-12 Hanseniaspora uvarum 450
s36 46-3-2 Hanseniaspora uvarum 750
s37 38-5-1 Pichia subpelliculosa 650
s38 19-5-1 Sporidiobolus 620
salmonicolor
s39 25-8-5 Hanseniaspora vinae 750
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Hanseniaspora

s40 25-9-4 o . 750
guilliermondii
s41 19-6-16 Sporidiobolus roseus 650
s42 20-11-22 Rhodotorula minuta 650
s43 20-14-7 Rhodotorula graminis 650
s44 39-23-5 Pichia guilliermondii 600
s45 109 Saccharomyces cerevisiae 830
s46 235 Saccharomyces cerevisiae 880
s47 242 Saccharomyces cerevisiae 880
s48 244 Saccharomyces cerevisiae 880
s49 250 Saccharomyces cerevisiae 880
s50 18 Rhodotorula glutinis 650
s51 227 Rhodotorula glutinis 650
s52 253 Rhodotorula glutinis 650
s53 292 Rhodotorula glutinis 650
s54 20-2-34 Rhodotorula glutinis 650
s55 20-1-35 Rhodotorula glutinis 650
s56 21-4-96 Saccharomyces cerevisiae 880
s57 29-9-32 Candida krusei 500
s58 21-46-1 Saccharomyces aceti 880
s59 21-21-43 Saccharomyces oviformis 880
s60 21-11-1 Saccharomyces chevalieri 880
s61 21-12-3 Saccharomyces steineri 880
562 21-6-6 Saccharomyces 880
pastorianus
s63 21-13-1 Saccharomyces bayanus 880
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Priloha ¢. 2: Vyhodnoceni restrikéni analyzy u typovych kvasinek pomoci enzymt Haelll,

Hhal, Taql

Cislo

vzorku Haelll Hhal Taq
sl n 300+220+100 340+220
s2 400+220 300+220+100 340+220
s3 400+220 300+220+100 340+220
s4 n 300+220+100 340+220
sS n 300+220+100 340+220
s6 n 300+220+100 340+220
s7 300+80+60 220+100+80 200+160+50
s8 310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s9 310+240+170+130 | 380+350+140 300+280+140+100+60
s10 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s11  |310+240+170+130|220+180+80+60 |300+280+140+100+60
s12  |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s13 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s14 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s1S |n 650+100 400+240
sl6 |n 320+100 400+180+150
s17 |n 320+100 400+180+150
s18 |n 320+100 400+180+150
s19 |n 320+100 400+180+150
s20 |n 320+100 400+180+150
s21 |n 320+100 400+180+150
s23 |n 300+220+100 340+220
s24 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s25 | 350+80 180+100+80 360+200
s26 |n 320+100 400+180+150
s27 |420+220 300+220+100 220+180
s28 | 380+70 170+120+80 160+140+120
s29 |n 300+180+100+60 | 400+180+150
s30 | 420+130+80 300+220+100 360+220
s31 | 420+220 320+300 240+180+140+120
s32  |420+220 300+220+100 240+180+140+120
s33 | 350+80 180+100+80 200+160+50
s34 |n 280+60 320+200
s35 | 380+70 170+120+80 160+140+120
s36 |n 320+100 400+180+150
s37 |n 280+60 320+200
s38 | 420+130+80 400+220 340+200
s39 | 450+120+100+80 |280+150 410+340
s40 |n 320+100 300+170+140
s42 | 400+220 300+220 220+180
s43 | 400+220 300+220 370+240
s44 | 400+120+80 300+260 250+180+160
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s45 |310+240+170+130 |380+350+140 280+260+140+100+60
s46 |310+240+170+130|380+350+140 280+260+140+100+60
s47 |310+240+170+130 |380+350+140 280+260+140+100+60
s48 |310+240+170+130 |380+350+140 280+260+140+100+60
s49 |310+240+170+130|380+350+140 280+260+140+100+60
sSO  |n 300+240+110 380+240
sS1 _ |n 300+240+110 380+240
sS2  |1450+240 300+240+110 240+180
sS3  |n 300+240+110 240+180
sS4 |n 300+240+110 380+240
sSS  |1450+240 300+240+110 380+240
sS6 |310+240+170+130|380+350+140 280+260+140+100+60
sS7 |400+100 220+180 300+120
sS8 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
sS9 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s60 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s61 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s62 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60
s63 |310+240+170+130|380+350+140 300+280+140+100+60

Priloha ¢. 3: Vyhodnoceni restrik¢ni analyzy u typovych kvasinek pomoci enzyma Hinfl,

Hpall

Cislo
vzorku | Hinfl Hpall

sl 220+120 n

s2 220+140+80 550

s3 220+140+80 550

s4 220+140+80 500+120
sS 220+120 n

s6 220+120 300

s7 2504200 240+150
s8 350+120 700+120
s9 350+120 700+120
s10  [350+120 700+120
s11  [350+120 700+120
s12  [350+120 700+120
s13  [350+120 700+120
s14 [350+120 700+120
s1S | 240+220+180+120 n

s16  |350+200+160+70 n

s17  |350+200+160+70 n

s18 |350+200+160+70 n

s19  |350+200+160+70 n

s20  |350+200+160+70 n
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s21 350+200+160+70 n

s23 |220+120+80 n

s24 | 350+120 700+120
s25 | 250+200 240+150
$s26 |350+200+160+70 n

s27 150+120+80+60 500+120
s28 | 250+200 n

s29 | 350+200+160+70 n

s30 [300+180+220+120+80 |300

s31 [280+240+100 500+120
s32 | 250+220+70 500+120
s33 | 250+200 240+150
s34 [310+200+140 n

s35 | 250+200 n

36 |350+200+160+70 n

s37 |320+300+180+120 n

s38 [280+240+100 300

s39 380 n

s40 |350+200+160+70 n

s42 | 350+220 520

s43 |350+220+120+100 n

s44 |310+290 380+160
s45  |400+130 700+120
s46 |400+130 700+120
s47 |400+130 700+120
s48 |400+130 700+120
s49 |400+130 700+120
s50 [280+140+100 500+120
s51 | 280+140+100 n

s52  |260+240 n

s53 | 240+140+100 n

sS4 | 240+140+100 n

sS5 | 380+240 550+100
s56 |280+140 700+120
s57 220+180+150 280
sS8 | 380+120 700+120
s59 | 380+120 700+120
s60 |380+120 700+120
s61 380+120 700+120
62 |380+120 700+120
s63 |380+120 700+120
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Priloha ¢. 4: Vyhodnoceni restrik¢ni analyzy u typovych kvasinek pomoci enzymt A/ul, Msel

Cislo

vzorku Alul Msel
sl 450
s2 300+110+90 200+160+120
s3 300+110+90 480
s4 300+110+90 480+90+60
sS 300+110+90 400+70+50
s6 300+110+90 400+70+50
s7 320+90+60 180+100+50
s8 800+80 220+180+120+100+90
s9 800+80 220+180+120+100+90
s10 | 800+80 220+180+120+100+90
s11 | 800+80 220+180+120+100+90
s12 | 800+80 220+180+120+100+90
s13 | 800+80 220+180+120+100+90
s14 | 800+80 220+180+120+100+90
s15  |300+280+190 280+160+80+50
sl6 |550+180 280+140+100-+80
s17 |550+180 280+140+100-+90
s18 |550+180 300+140+100
s19 |550+180 300+140+100
s20 | 550+180 300+140+100
s21 | 550+180 300+140+100
s23 |300+110+90 400+70+50
s24 | 800+80 240+200+140+100
s25 290 n
s26 | 550+180 250+120+90-+80+50
s27 |300+110+90 480
s28 | 400+60 350+300+120
s29 |520+180 250+120+90-+80+50
s30 [300+110+90 480+90+60
s31 [200+120+90 220+180+120
s32 |200+120+90 220+180+120
s33 290 n
s34 |n 240+140+120
s35 | 400+60 320+280
s36 |520+180 250+120+90-+80+50
s37 |n 240+140+120
s38 [300+120+90 480+90+60
s39 | 700 220+200+70
s40 | 500+150 260+120
s42  |400+120+90 220+180+120
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