VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

IDENTIFIKACE KVASINEK Z INTERSPECIFICKE

ODRUDY VINNE REVY
IDENTIFICATION OF YEASTS FROM INTERSPECIFIC VARIETS OF GRAPES

DIPLOMOVA PRACA

MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Be. Peter Sadel
AUTHOR

BRNO 2016






VYSOKE UCENI| TECHNICKE V
BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

IDENTIFIKACE KVASINEK Z o
INTERSPECIFICKE ODRUDY VINNE REVY

IDENTIFICATION OF YEASTS FROM INTERSPECIFIC VARIETIES OF GRAPES

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Peter Sadel

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Mgr. Dana Vranova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2016



Vysoké uéeni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkyriova 464/118, 61200 Brno

Zadani diplomové prace

Cislo diplomové prace: FCH-DIP0913/2014 Akademicky rok: 2015/2016
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Studentika): Bc. Peter Sadel

Studijni program: Chemie a technologie potravin (N2901)

Studijni obor: Potravinafska chemie a biotechnologie (29017010}

Vedouci prace Mgr. Dana Vranova, Ph.D.

Konzultanti:

Nazev diplomové prace:
Identifikace kvasinek z interspecifické odridy vinné révy

Zadani diplomové prace:

1. ReSerSe na zadané téma

2. Vybér a testovani vhodné metody pro identifikaci

3. Zhodnoceni ziskanych vysledkd z experimentdlni &asti prace a jejich diskuse

Termin odevzdani diplomové prace: 6.5.2016

Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafl na sekretariat ustavu a v
elektronicke formé vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je piilohou diplomové prace.

Bc. Peter Sadel Mgr. Dana Vranova, Ph.D. prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel dstavu
V Bmné, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Cielom diplomovej prace bolo identifikovat’ a charakterizovat’ kvasinky z mustu odrody
Hibernal a tiez zbierkové kvasinky vyuzitim metody RFLP-PCR.

Diplomova praca zacala teériou, ktora sa zaoberala vinom, kvasinkami a pouzitim metod
molekularnej bioldgie. Na teoriu nadvdzovala experimentalna cast’, ktord bola rozdelend na
dve oblasti.

Prva Cast’ experimentalnej prace mala za tlohu charakterizovat’ a identifikovat’ kvasinky
z mustu odrody Hibernal pomocou metédy PCR a nésledne RFLP-PCR. Vo vzorkach mustu
bola dokézana pritomnost’ kvasiniek rodu Saccharomyces a Pichia.

Ulohou druhej experimentélnej ¢asti diplomovej prace bolo rozsirit’ databazu o zbierkové
kvasinky za pouzitia rovnakych postupov a metod ako v prvej experimentalnej Casti.

ABSTRACT

The main goal of my diploma thesis was to identify and characterize yeasts from must
Hibernal and also collection yeasts by using methods called RFLP-PCR (Restriction
Fragment Length Polymorphism - Polymerase Chain Reaction).

Theory was the first part of my diploma thesis which dealt with wine, yeasts and molecular
methods. Theory section was followed by experimental section divided into two parts.

The main goal of the first part was to characterize and identify yeasts from must Hibernal
by using PCR and RFLP-PCR methods. In the samples there were found yeasts
Saccharomyces and Pichia.

The second experimental part of my diploma thesis had a goal to extend the database of
new yeasts using the same methods mentioned in the first part of experimental section.
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1 UVOD

Vinohradnictvo a vindrstvo sprevadzaji l'udsku civilizdciu uz od nepamiti. Vino patri
medzi najdlhSie zndme alkoholické ndpoje. Jeho vyrobou sa zaoberali uz obyvatelia
Mezopotamie, starého Egypta, Babylonu Grécka i Rima. Prvé zmienky o pestovani révy
vinnej na naSom uzemi st podl'a geologickych nalezov z 11. storo¢ia. [1,2]

Co sa tyka chemického zlozenia hrozna, hlavnymi zlozkami st voda, cukry, kyseliny,
triesloviny, fenolové zlozky, mineralne latky, dusikaté latky a vitaminy. A prave spominané
cukry su spolu s kvasinkami zakladom biochemického procesu nazyvaného alkoholové
kvasenie. Za alkoholové kvasenie musStu st v hlavnej miere zodpovedné kvasinky rodu
Saccharomyces.

Kvasinky st heterotrofné eukaryotné organizmy, ktoré patria medzi huby. Nazov kvasinky
dostali pre schopnost’ vicSiny druhov skvasit monosacharidy i niektoré disacharidy
a trisacharidy na etanol a oxid uhli¢ity. Vyskyt kvasiniek v prirode je Siroky, nachadzaju sa vo
vode, pode, atmosfére 1V traviacom trakte. Vzhladom ku svojim sacharolytickym
schopnostiam ich najdeme najméi na substratoch obsahujucich sacharidy.

V poslednych desatrociach boli klasické metoédy identifikacie kvasiniek zalozené
na sledovani ich fyziologickych a morfologickych vlastnosti nahradené modernymi metédami
molekularnej biologie, ktoré st zalozené na PCR.

Ulohou diplomovej prace bolo identifikovat’ a charakterizovat’ kvasinky. Na danti ulohu
bola pouzita metéda PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism —
polymorfizmus dizok restrikénych fragmentov). Podstata metédy PCR-RFLP spoéiva
V prvotnom namnoZeni dostatocného mnozstva PCR produktu anaslednom vyuziti
restrikénych endonukleédz, ktoré Stiepia polynukleotidovy ret'azec preruSenim fosfodiesterovej
vazby v urcitych Specifickych sekvencidch. Ziskané fragmenty, ktorych velkost’ a pocet zavisi
od pritomnosti Stiepneho miesta sa detegovali elektroforézou a nasledne vyhodnotili
v programe BioNumerics.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Réva vinna

Réva vinna (lat. Vitis vinifera) je jednou z najdlhsie pestovanych rastlin a jej plody l'udia
uz po storoia vyuzivaju bud’ na priamu konzumaciu alebo vyrobu $tiav, ¢i vina. Rozmach
pestovania je historicky spojeny najmi s oblastou Stredozemného mora. Réva vinna patri
medzi rastliny, ktoré maju rady teplé a dostato¢ne slne¢né oblasti. [2, 3]

2.1.1 Pestovanie révy vinnej

Pri vybere miesta pre pestovanie révy vinnej je dolezité zohladnit’ klimatické faktory,
topografické faktory a podne podmienky.

Medzi klimatické faktory zarad’ujeme teplotu, slne¢né ziarenie, zrdzky i pradenie vetra.
Révu vinnu je mozné pestovat’ v oblastiach mierneho pasma az po oblasti tropické. Oblasti
mierneho pasma st pre dozrievanie hrozna vyhodné kolisanim dennej a noc¢nej teploty, ¢o ma
za nasledok docielenie harmonie medzi cukrom a kyselinami. Pozitivne je ovplyvneny i obsah
aromatickych latok v bobuliach.

Priemernd roc¢na teplota by pri pestovani révy vinnej mala byt medzi 11 az 16 °C.
Priemerna teplota pocas vegetacného obdobia (1.4. az 31.10.) by mala dosahovat’ minimélne
16,5 °C. Dizka vegetaéného obdobia by mala byt od 170 do 190 dni. Trvanie slne¢ného svitu
by malo predstavovat’ minimalne 1100 az 1600 hodin za vegetaéné obdobie. Celkovy uhrn
zrazok by sa mal pohybovat’ medzi 500 az 600 mm.

Medzi topografické faktory patri nadmorska vyska, expozicia oblasti k svetovym strandm,
sklon pozemku a prudenie chladnych vetrov.

Medzi pddne podmienky patri geologické podloZie vo vztahu k obsahu vapnika v pode,
podny druh, ¢i hospodarenie pody s vodou. [3]

2.1.2 Chemické zloZenie hrozna

Chemické zlozenie hrozna (obr. ¢. 1) je rozmanité a premenlivé v zavislosti od odrody,
pédnych a klimatickych podmienok, datumu zberu. Obsah vody je zavisly na mnoZstve
atermine zrazok, pripadne pouZzivanej zavlahy. Cukry s zastipene glukozou a fruktézou,
sachar6za sa nachadza v hrozne iba v minimidlnom mnozstve. Organické kyseliny su
zastipené hlavne kyselinou vinnou a kyselinou jabl¢nou. Vyznamnou skupinou latok hrozna
st mineralne latky. V hrozne su dolezité hlavne kationy draslika, vapnika, horcika a sodika.
V hrozne su taktiez pritomné vitaminy, bielkoviny, fenolické latky a farbiva. [3]

2.1.3 Morfologia hrozna

Hrozno (obr. ¢. 1) sa sklada z bobul’ a stopiek (strapin). Bobula pozostava z duziny, Supky
a semien. DuZina predstavuje az 90 % hmotnosti hrozna a obsahuje hlavne jednoduché cukry
(glukozu, fruktozu), kyseliny (vinnu a jabléntl), dusikaté a mineralne latky. Po vylisovani sa
z duziny ziskava must. Najcennej$imi zlozkami Supiek su farbiva a aromatické latky. Semena
obsahuju triesloviny a oleje. Nevyzreté stopky davaju vinu neprijemnt horku chut’. [4]



SLUPKA
/ — aromatické latky
~ fenolické latky

KUTIKULA

PERICARP

Duzina

dusikaté latky, cukry, kyseliny,
mineralni latky

. SEMENO - taniny
Endosperm
Testa
Embrya

CEVNI SVAZKY

\ ovularni
\ centralni
dorzalni

Obr. ¢&. 1: Bobul'a révy vinnej a rozlozenie dolezitych obsahovych latok [3]

214 Biele vino

Prvym krokom pri vyrobe bieleho vina je doprava hrozna. Po dopraveni hrozna dochadza
k mletiu a odstopkovaniu, ¢ize oddeleniu bobul’ od stopiek (obr. ¢. 2). Odstopkovanie zarudi,
Zze sa do muStu nedostanti latky, ktoré by mohli zhorSit' senzorickti kvalitu kone¢ného
produktu (najmé triesloviny). Mletie hrozna je dej (obr. ¢. 3), pri ktorom sa rozdrvia bobule
a prevzdu$ni mlato (mlato je pojem pre pomleté hrozno). Mlynceky st zhotovené tak, aby sa
bobule dostato¢ne rozomleli a aby nedoslo k poruseniu semien. Mlecie zariadenie je doplnené
dopravnikmi a ¢erpadlami mlata, ktoré ho premiestnia do lisov, kde dojde k zisku
najkvalitnejSieho podielu mustu — samotoku.

Pri aromatickych odrodach nasleduje nakvéasanie mlata, pri ktorom zriedeny roztok
vzniknutého alkoholu extrahuje aromatické latky hrozna. Pri bielych odrodach trva
nakvasanie iba 12 az 24 hodin, aby nedoSlo k extrakcii nezelanych latok (triesloviny,
chlorofyl). Na zabranenie oxidacie a ako konzervacny prostriedok sa moze pridavat oxid
siricity.

Dal$ou povolenou Gipravou mustu je jeho dosladenie. Pri dosladeni sa pridava sachardza,
alebo zahusteny must. Povolené Gpravy mustu sa vZdy riadia prislusnou legislativou.

[4,5,6,7]

Kvasenie zacina bud samovolne (spontanne) cinnostou kvasiniek obsiahnutych uz
v muste, alebo sa must zakvasi Cistou kultirou vySlachtenych kvasiniek. Tie zaistia rychle
rozkvasenie mustu, dokonalejSie prekvasenie cukru v muste atiez CistejSie kvasenie, lebo
rychlejsia tvorba etanolu zabraiiuje rozmnozovaniu neziaducich mikroorganizmov.
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Medzi optimalne podmienky pre priebeh kvasenia patri dostato¢nad koncentracia a dobry
zdravotny stav kvasiniek, teplota od 13 do 18 °C, potrebny obsah kyslika pre rozmnozovanie
kvasiniek, potrebna koncentracia cukru a kyslejSie prostredie. [5]

Obr. ¢ 2: Schéma zariadenia na odstopkovanie hrozna. 1 — nasypka, 2 — hriadel
s lopatkami a ramenom, 3 — valec, 4 — smer vypadavania stopiek, 5 — odstopkované bobule.

[8]

(a) (b)

Obr. ¢. 3: Tvary mlecieho zariadenia. (a) — Spiralovito-vrabkovany, (b) — drazkovany, kde
oba profily st vzajomne prepojené. [8]

2.15 Cervené vino

Cervené vina sa svojim charakterom a chutovymi vlastnostami vyrazne lidia od bielych
vin. Maju sytocervenu farbu, vyssi obsah alkoholu, mensiu koncentraciu kyselin a primerant
trpkost’.

Prevazna cCast’ Cerven¢ho farbiva v hrozne sa vytvdra pocas zrenia hrozna, preto sa
odportiéa oberat’ hrozno v ¢ase optimalnej zrelosti. Cervené farbivo je ulozené v Supkach
hrozna, vo vakuolach bunick. Mechanickym sposobom, mletim a lisovanim sa farbivo
dostato¢ne neuvolni, lebo je uzavreté bunkou. Bunka sa ale modze usmrtit’ alkoholom,
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popripade pdsobenim tepla, preto sa pomleté hrozno pred lisovanim nakvasa, alkoholizuje
pridanim starého vina, alebo sa ovplyviiuje teplom.

Modré odrody hrozna sa spracovavaju odzriiovanim a mletim. Ziskané mlato sa nakvasa
10 az 14 dni pri teplote 20 °C. Ked’ za¢ne mlato kvasit’, tuhé Castice sa nadnasaju a vytvoria
na povrchu mustu mlatovy klobuk, ktory treba udrzat” ponoreny v muste, aby sa zabranilo
jeho styku so vzduchom. Prekvasené mlato sa vylisuje a must d’alej dokvasa rovnakym
sposobom, ako tomu je pri kvaseni bielych mustov. [4]

Pri vyrobe ¢ervenych vin sa pouziva i kvasenie cez Styri. Pri danom sposobe sa na zaciatku
kvasenia mlata pridd tol'ko cerveného vina, aby sa obsah alkoholu v mlate zvysil nad 4
objemové percenta. ZvySenym obsahom alkoholu sa uz na zaciatku kvasenia urychli
uvolfiovanie ¢erveného farbiva a potlaci sa rozvoj neziaducich mikroorganizmov. [5]

2.1.6  Zrenie hrozna

Zakladnym pochodom pri zreni hrozna je postupnd syntéza zlicenin ako celulédza,
protopektiny, cukry, triesloviny itvorba farebnych chutovych aaromatickych latok
(polyfenolov) v hrozne.

Samotné polyfenoly sa delia niekolkych skupin. Prvou skupinou su fenolkarboxylové
kyseliny aich derivaty (kyselina benzoova, kyselina Skoricova). Druhou skupinou
fenolickych latok st antokyaniny, pigmenty pritomné hlavne v Supke. Medzi fenolické
zlt¢eniny patria tiez taniny, ktoré sa vyskytuju v Supke a semene hrozna.

Vsetky pochody pri zreni hrozna prebiehaji za tcasti molekuldrneho kyslika a su
aktivované enzymami Specifickymi pre jednotlivé biochemické reakcie. Popri syntéze
prebieha okrem dychacich procesov i odburavanie vytvorenych latok na latky jednoduchsie.
Oxidaciou cukrov vzniké napriklad kyselina vinna a kyselina jabléna. Celuloza, protopektiny
a bielkovinové latky sa rozpadavaju na zlozky s niZSou molekulovou hmotnostou a vsetky
tieto latky, spolu 1S minerdlmi ziskanymi z pody, medzi sebou reaguju atvoria nové
zltéeniny. [5]

2.1.7  Alkoholové kvasenie a mikrobiologia vina

Alkoholové kvasenie je biochemicky proces realizovany kvasinkami a dochadza pri fiom
k rozkladu cukru — glukézy a fruktozy, ktoré sa nachadzaju v hrozne, na etanol a oxid
uhli¢ity. Dana reakcia vSak v sebe skryva zlozité reakcie, pri ktorych okrem alkoholov vznika
velké mnozstvo vedl'ajsich senzoricky vyznamnych produktov kvasenia.

VedlajSie produkty alkoholového kvasenia delime na primarne a sekundarne. Priméarne
vedl'ajSie produkty alkoholového kvasenia su glycerol, kyselina mlie¢na, kyselina octova,
kyselina jantarova a kyselina citronova. Sekundarne vedlajSie produkty s aceton, diacetyl,
vyssie alkoholy, estery, aldehydy, ketony a aromatické latky.

Alkoholové kvasenie zacina glykolyzou, ktord je nasledovana dekarboxylaciou pyruvatu
na acetaldehyd a ten je redukovany na etanol (obr. €. 4).

Pocas glykolyzy dochddza k premene hex6z na pyruvat. K reakciam glykolyzy patri
postupna fosforylacia hexoz cez fruktézu-1,6-bisfosfat, ktora sa nasledne Stiepi na dva
triosafosfaty atie sa oxiduji na 1,3-bisfosfoglycerat. Tato oxidacia je pri niektorych
mikroorganizmoch jedinym zdrojom energie glykolyzy. Cast takto ziskanej energie sa ihned’
ulozi vo forme ATP, d’alSia ¢ast’ sa uvol'ni po nasledujucich reakénych stupiioch (pri premene
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makroergickej zlticeniny fosfoenolpyruvatu na pyruvat za vzniku d’alsej ATP). Zisk pri
odburani jednej molekuly hexdzy je 2 ATP.

Pri kvasinkach je pyruvat najskor dekarboxylovany na acetaldehyd aten je pomocou
redukovaného kofaktoru NADH a prislusného enzymu redukovany na etanol. Tym vznikaju
z 1 molekuly hex6zy 2 molekuly etanolu a 2 molekuly oxidu uhli¢itého za si¢asného zisku 2
molekal ATP. [2,5, 9, 10]

Okrem kvasiniek su v kvasiacom sa muste pritomné i baktérie mliecneho kvasenia, ktoré
su dolezité¢ pre takzvané biologické odburavanie kyselin. Premenou kyseliny jabl¢nej na
kyselinu mlie¢nu sa znizuje kyslost’ vina a zjemiiuje jeho chut’.

Vo vine mo6ze prebichat’ aj aerébna oxidacia etanolu vplyvom octovych baktérii, pri ktorej
sa etanol meni na kyselinu octovu.

Pocas kvasenia dochadza v dosledku autolyzy kvasiniek k d’al§im zmenam v chemickom
zlozeni vina. Bielkovinové latky sa rozkladaji na nizkomolekularne bielkoviny
a aminokyseliny, ktoré opat’ reagujt s ostatnymi zlozkami vina. [4, 5]
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2.1.8 Zrenie vina

Po dokvaseni mustu prebieha v mladom vine velké mnozstvo biochemickych procesov.
Tie st ovplyvnené postupnym cistenim vina pri vypadavani nestabilnych koloidnych latok,
autolyzou odumretych kvasiniek a pomalym posobenim kyslika vo vine.

Kyslik vo vine je prenasany najmi oxida¢nymi enzymami na roézne zlozky vina za tvorby
novych zltéenin. Oxida¢né enzymy je nutné blokovat’ vhodnym sirenim a udrzovat’ vo vine
potrebnu rovnovahu medzi redukujicimi a oxida¢nymi latkami.

Zrenie vina je charakteristické vytvaranim zluc¢enin typu vysSich alkoholov, esterov
a aldehydov, ktoré spolu reaguju za pritomnosti kyslika, trieslovin, bielkovinovych latok
I aminokyselin. Tieto zluc¢eniny tvoria vel'mi jemny systém aromatickych a chutovych latok,
ktory je zodpovedny za vysledny charakter vina. [5]

2.1.9 OSetrovanie vina

Po dokonceni hlavného kvasenia sa mladé vino precerpava a uskladni v pivniciach, kde
dochadza casom k dokvaseniu a vyzrazaniu nestabilnych koloidnych latok z vina. Nasledne sa
mladé¢ vino staca, filtruje a skoli. To znamena, Ze sa cielavedomym sirenim udrzuje vo vine
potrebny oxida¢no-redukény potencial, pri ktorom sa spomal’'uje neziaduca oxidécia citlivych
aromatickych i chutovych zloziek vina.

Vino sa pritom neustale vyvija a dozrieva, az dosiahne takzvanej sudovej zrelosti. V danej
dobe je nutné vino sto€it’ do flias, pretoze pri dlh§om lezani v sudoch by sa jeho akost’ uz len
zhorSovala. Tesne pred std¢anim do flia$ sa vino filtruje.

Vino vo flaSiach postupne dozrieva za pritomnosti 1 malého mnozstva kyslika. Ten
urychl'uje starnutie vina, pri ktorom sa meni farba vina na Zltohnedu az hnedu. Co sa vone
a chuti tyka, objavuje sa chut’ susené¢ho ovocia, ktord prechddza na chut’ po karamelu alebo
po pecive. [5]

2.2 Kvasinky

Kvasinky su heterotrofné eukaryotné organizmy, ktoré patria medzi huby. Nazov kvasinky
dostali pre schopnost’ véacSiny druhov skvasit monosacharidy 1 niektoré disacharidy
a trisacharidy na etanol a oxid uhli¢ity. Vyskyt kvasiniek v prirode je $iroky, nachadzaja sa vo
vode, pode, atmosfére 1V traviacom trakte. Vzhladom ku svojim sacharolytickym
schopnostiam ich najdeme najméd na substratoch obsahujucich sacharidy. Rozmnozovanie
kvasiniek prebieha bud’ vegetativne a to pu¢anim alebo pohlavne sp4janim dvoch haploidnych
buniek. [10, 12]

Tvar bunky kvasinky (obr. ¢. 5) stvisi so spdsobom vegetativneho rozmnozovania, ktoré
sa deje bud pucanim alebo delenim, d’alej suvisi s vyzivovymi podmienkami i Stddiom
zivotného cyklu. Tvar kvasiniek je najcastejsie elipsoidny, vajcovity alebo gul'aty. [8, 10]
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Obr. ¢. 5: Tvary buniek kvasiniek. 1 — gul'até, 2 — ovalne, elipsoidné, 3 — valcekovité,
cylindrické, 4 — ogivalne, 5 — citronovité, 6 — trojhranné. [13]

2.2.1 Cytologia kvasiniek

Kvasinkova bunka (obr. ¢. 6) je zlozena zo silnej a pevnej bunkovej steny, cytoplazmy,
cytoplazmatickej membrany, ribozémov, mitochondrii (a d’al§ich organel) a jadra, ktoré je od
cytoplazmy oddelené dvojitou jadrovou membranou. [10]

2.2.1.1 Bunkova stena

Bunkova stena ma silni apevnu Strukturu, ktord dava bunke tvar achrani ju pred
mechanickymi vplyvmi a osmotickym Sokom. Predstavuje 15 az 25 % celkovej hmoty
bezvodej bunky. Velkymi pormi steny moZzu prechadzat’ vSetky zliceniny okrem zli¢enin
vysokomolekularnych (polysacharidy, bielkoviny).

Hlavnou zlozkou bunkovej steny kvasiniek su polysacharidy, ktoré predstavuji 80 %
susiny steny. V stene kvasiniek su pritomné i bielkoviny, lipidy s fosfolipidmi atiez
i fosforecnany.

Polysacharidy st zloZené najmi z glukanov, ktoré boli zistené v stenidch vSetkych doteraz
analyzovanych druhov kvasiniek. Pri niektorych druhoch kvasiniek su v stene pritomné
I mannany, glukosamin a chitin.

Pri S. cerevisiae je vnutorna vrstva steny zlozena z glukanu a bielkovin, potom nasleduje
glukomannan s bielkovinami a na povrvhu sa nachadzaju mannany s bielkovinami a malym
mnozstvom lipidov. [8, 10]
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Obr. €. 6: Bunka kvasinky [8]

2.2.1.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je vysoko selektivna bariéra volne priepustnd iba pre malé
molekuly bez nédboja a tvori osmotické rozhranie medzi bunkou a vonkajSim prostredim.
Moze byt opisana ako lipidovéa dvojvrstva obklopené globularnymi bielkovinami. Primarnou
ulohou plazmatickej membrany je urcit, co prejde membranou do cytoplazmy avon
z cytoplazmy (je sidlom transportnych mechanizmov).

Podobne ako ostatné membrany je icytoplazmaticki membrana zlozena z lipidov
a bielkovin. Bielkovinové zlozky maju hlavne funkciu transportnu, stavebnu a tiez sliiZia ako
signalne molekuly.

Pri S. cerevisiae je plazmaticka membrana priblizne 7,5 nm hruba a obsahuje 40 % lipidov
a50 % bielkovin. Glukany a mannany su zastupené iba vV malom mnozstve. Lipidy su
predovsetkym tvorené fosfolipidmi a sterolmi. [8, 10, 14]

2.2.1.3 Cytoplazma

Cytoplazma sa pri mladych bunkach kvasiniek javi vo svetelnom mikroskope ako
priehl'adna, homogénna hmota a pri starSich bunkach sa objavuju zrniecka a jemna alebo
vicsia vakuolizacia. V cytoplazme kvasiniek sa nachddza systém dvojitych membran
(endoplazmatické retikulum). Na vonkajSom povrchu oboch membran st zrniecka polyzomov
(agregaty ribozémov), V ktorych dochadza k syntéze bielkovin. V cytoplazme sa nachadzaju
rozpustené bielkoviny, glykogén, glyoxyzémy, peroxizoémy, ribozomy a lipidové cCastice.
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V cytoplazme sa vyskytuju i glykolytické enzymy aenzymy zucastiiujuce sa syntézy
bielkovin. [10,14]

2.2.1.4 Endoplazmatické retikulum

ENR je dvojmembranovy systém nachadzajuci sa v cytoplazme. Je spojeny
s cytoplazmatickou a jadrovou membranou. Na ENR st viazané ribozomy, kde prebicha
syntéza bielkovin. Bielkoviny produkované v ENR maju tri mozné miesta pdsobenia a to
vakuolu, cytoplazmatickii membranu a vonkajSie prostredie. [8]

2.2.1.5 Mitochondrie

Mitochondrie su sidlom dychacich enzymov a oxida¢nej fosforylacie. Mitochondrie su
obklopené dvomi membranami. Vnutorna membrana je poskladana a tvori kristy. Vonkajsia
membrana je priepustna pre vacSinu metabolitov prichadzajucich z cytosolu v dosledku
obsahu transmembranovej bielkoviny porin o velkosti 29 kDa. Membrany mitochondrii
obsahuju velké mnozstvo fosfolipidov, d’alej steroly, bielkoviny a enzymy. Mitochondrie
obsahuju ribozomy a mitochondrialnu DNA bohat na adenin a tymin. [8, 10]

2.2.1.6 Vakuola

Vakuola je gulovity tvar obklopeny jednoduchou membranou. Vo vnutri vakuoly st
ulozené hydrolytick¢ enzymy (proteindzy, ribonukleaza, esterdza). Vakuoly maju zrejme
podobnu funkciu ako lyzozéomy pri vyssich organizmoch. Vakuoly si miestom, v ktorom
dochadza k rozpadu tych Struktar bunky, ktoré sa neustale v bunke rozkladaju a obnovuja,
a ktoré maju kratky polcas rozpadu (mRNA, enzymy). Vakuoly obsahuju polyfosfaty,
draselné i6ny, aminokyseliny a puriny, su teda rezervoarom latok, ktoré sa prave nezucastiuju
metabolizmu. V zavislosti na bunkovom cykle maji kvasinky jednu alebo viacero vakuol.
[8, 10]

2.2.1.7 Golgiho aparat

Golgiho aparat ma tvar mechurika a pozostava z niekol’kych membranovych ttvarov, ktoré
st prepojené a nachadzaju sa vedl'a seba. Ulohou je transportovat’ prekurzory bunkovej steny
z cytoplazmy cez cytoplazmaticki membranu a je tiez zodpovedny za glykozylaciu bielkovin
a ich zatriedenie do vakuoly alebo plazmatickej membrany. [8, 10]

2.2.1.8 Cytoskelet

Cytoskelet je siet’ proteinovych vlaken nachadzajucich sa v cytolazme av jadre, ktora
umoziuje vnutrobunkovy pohyb organel z jedného miesta na druhé. V cytoskelete kvasiniek
hraji doélezitti tlohu mikrotubuly, ktoré si pomerne malo ohybné. Mikrotubuly st zlozené
z bielkovin nazyvanych tubuliny. [10]

2.2.1.9 Jadro

Jadro je okruhla organela s priemerom priblizne 1,5 um. Je oddelené od cytoplazmy
obalom, ktory sa nazyva jadrova membrana. Dvojitd jadrovd membrana obsahuje velké
mnozstvo otvorov umoziujucich vymenu malych bielkovin s cytoplazmou. Jadro je
umiestnené priblizne v strede bunky. Roztok nukleoplazma, ktory je v jadre, obsahuje DNA,

18



RNA a bielkoviny. Jadro je miestom vyskytu chromozémov hrajicich doélezitu Glohu pri
regulacii génov a ich funkcie. Jadro je zodpovedné za syntézu ribozomalnej RNA. V jadre sa
nachadza tiez jadierko, ktoré je uloZené tesne pod jadrovou membranou. [8, 10, 14]

2.2.2 RozmnoZovanie kvasiniek

Rozmnozovanie méze byt pri kvasinkach vegetativne (nepohlavné) a pohlavné. VicsSina
kvasiniek sa rozmnozuje nepohlavne.

2.2.2.1 Vegetativne rozmnoZovanie

NajcastejSou formou vegetativneho rozmnozovania kvasiniek je pucanie (obr. ¢&. 7).
K pucaniu dochédza vtedy, ked’ materskd bunka dosiahne kriticktl vel'kost v ¢ase zhodnom
s nastupom syntézy DNA. Nasledne dochadza k lokalnemu oslabeniu bunkovej steny, ¢o
umoziuje vytlac¢enie cytoplazmy do oblasti novovznikajicej dcérskej bunky.

Pri pucani je vznikajuca dcérska bunka spojena kanalikom s materskou bunkou. Este pred
pucanim dochadza k splyvaniu membran endoplazmatického retikula a nasledne k jeho
deleniu. Taktiez dochadza k opakovanému deleniu vakuol a Ku zmene tvaru mitochondrii.
Nasledne do vznikajucej dcérskej bunky vstupuju drobné vakuoly a mitochondrie. Sucasne
zacina mitotické delenie jadra a jeho migracia k dcérskej bunke. S jadrom do dcérskej bunky
prechédzaja tiez d’alSie zlozky cytoplazmy. Potom sa cytoplazmatickou membranou uzavrie
kanalik medzi materskou a dcérskou bunkou a Vv dcérskej bunke sa intenzivne syntetizuje
arozsiruje endoplazmatické retikulum. Vaésinou sa dcérska bunka po dorasteni oddeli od
materskej bunky, ale niekedy dochadza k spojeniu buniek a tvorbe bunkovych zviazkov. Cely
cyklus bunkového delenia trva pri optimalnych podmienkach okolo dvoch hodin. [10, 14]

Obr. & 7: Schéma pucania kvasiniek. 1 — jadro, 2 — mitochondrie, 3 — vakuola, 4 — ENR,
5 — polové teliesko vretienka, 6 — mikrotubuly, 7 — vretienko. [10]
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2.2.2.2 Pohlavné rozmnoZovanie

Pohlavné rozmnozovanie vedie Kk tvorbe pohlavnych spér. Vacsina kvasiniek tvori ako
pohlavné spdry askospory, Co st endospory umiestnené vo vrecku alebo asku. Niektoré
kvasinky vSak tvoria pohlavné exospdry, ktoré st umiestnené vo vnutri spérotvornych buniek.

Pohlavné rozmnozovanie je charakterizované spajanim dvoch haploidnych buniek
(konjugaciou) a spajanim ich jadier (karyogamia) za vzniku diploidného jadra. Diploidné
jadro sa nasledne deli meidzou na Styri haploidné jadra, ktoré su zakladom pohlavnych spér,
alebo sa delia d’alSou mit6zou a potom vznikaju spory. V zivotnom cykle kvasiniek sa strieda
haploidna a diploidné faza buniek.

Pri askosporogénnych kvasinkdch dochadza pocas spajania dvoch haploidnych buniek
ihned” ik spojeniu ich jadier za vzniku diploidnej zygoty. Tvar askospor je najcastejSie
gul'ovity az elipsoidny. Ich povrch je hladky alebo zvrasneny.

Existuju i kvasinky, ktoré tvoria pohlavné haploidné exospory z bunky nazyvanej
bazidium. Dané pohlavné spdéry sa nazyvaju bazidiospdéry. Tvorbe bazidiospor predchadza
spajanie dvoch pohlavne rozliSenych kvasinkovitych haploidnych buniek. Tym wvznika
dikaryotické mycélium. Na koncoch tohto heterokaryotického mycélia vyrastd po jednej
Stihlej bazidii, v ktorej prebieha karyogamia i meidza nasledovana jednou mitdézou alebo
niekol’kymi po sebe iducimi mitézami. [10]

Pri S. cerevisiae pohlavné rozmnozovanie zacina konjugaciou dvoch haploidnych buniek
opacného parovacieho typu, tiez oznacenych ako a a a. Pri konjugacii dochadza ku kontaktu
povrchu parovacich buniek a nasledne k pohybu plazmatickej membrany a vytvoreniu
spolo¢nej cytoplazmy. [14]

Ak sa sporotvorna diploidna bunka kvasinky nachadza v nepriaznivych podmienkach, tak
sa prestava rozmnoZzovat. Hroznovy must avino su nevhodné prostredia pre sporuldciu
kvasiniek a sporulacia sa ani pri nich neobjavuje. [8]

2.2.3 Chemické zloZenie bunkovej hmoty kvasiniek

Bunkova hmota kvasiniek obsahuje 65 az 83 % vody. Obsah vody a zlozenie suSiny zavisi
od druhu kvasiniek, veku bunky a kultivaénych podmienok. Hlavny podiel susiny kvasiniek
tvoria bielkoviny (50 %) a glykogén (pri S. cerevisiae az 30 %). Nukleové kyseliny
predstavuju 10 % suSiny, Struktarne polysacharidy okolo 5 % a popol okolo 8 %.

Z organickych zlu¢enin maji z nutricného hl'adiska vyznam najmé vitaminy skupiny B,
provitamin D a pri niektorych rodoch i provitamin A. Na vitaminy skupiny B su bohaté
hlavne pivovarské kvasnice, ktoré ho docCerpavaju z mladiny (jej hlavna surovina slad ma
vysoky obsah danych vitaminov).

Hlavnou zlozkou popola je oxid fosfore¢ny, ktorého obsah v suSine je mozné regulovat’
zlozenim kultiva¢ného prostredia. Z i6nov kovov je najviac zastapeny draselny ion. [10]

2.2.4 Vyskyt kvasiniek a ich vyznam

Kvasinky a kvasinkovité organizmy su v prirode velmi rozsirené. Pretoze maji najmi
sacharolytické schopnosti, vyskytujui sa na materidloch obsahujice cukry (ovocie ako hrozna,
slivky a na cukornatych potravinach). Taktiez su v kvetnych nektaroch, v pode, vo vzduchu.
Siria sa roznymi prenadaémi, ako si hmyz, vietor. Vo vzduchu je najviac kvasiniek v obdobi
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kvitnutia stromov a v ¢ase dozrievania hrozna a sliviek. Dané obdobie prinasa najvacsie riziko
vzdusnej kontamindcie kvasinkami.

RozmnoZzovanie kvasiniek zavisi od ich fyziologickych vlastnosti (potreba cukru, odolnost’
voci kyslému prostrediu, pri niektorych druhoch tiez tolerancia voci vysokému osmotickému
tlaku a neschopnost’ Stiepenia biclkovin). Kvasinky sa nepremnoZuju vo vel’kej miere na méase
a bielkovinovom materiale. Vyskyt kvasiniek ovplyviiuje i ich nizka tepelna odolnost. Casto
kvasinky hynt uz pri 2 az 5 minatovom zahrievani na 56 °C. RozmnoZovanie kvasiniek je
vacsinou uplne potlacené pri teplote 38 °C.

Kvasinky sa rozmnozuju ovela pomalSie ako baktérie, a preto s nimi mozu sttazit’ iba
za podmienok, ktoré su pre baktérie nepriaznivé (nizke pH, nizky oxidoredukény potencial).
[10]

2.2.5 Poziadavky na vyZivu pre kvasinky

Kvasinky patria medzi chemoorganoheterotrofné organizmy. Energiu a uhlik ziskavaju
z organickych zlucenin, najCastejSie z cukrov. V hroznovom muste su zdrojom uhlika
a energie pre kvasinky gluko6za a fruktéza. [8, 14]

Vodik je kvasinkou ziskavany hlavne zo sacharidov. Vodikové iony st vel'mi dolezité
pre bunku kvasinky. Pri zmene extraceluldrneho alebo intracelularneho pH moéze dojst’
k vel'mi vaznej poruche rastu a metabolizmu bunky.

Kvasinky nie si schopné idedlne rast’ pri Uplnej absencii kyslika. Kyslik je substratom
dychacich enzymov atiez je potrebny pre urcité typy hydroxylacii vyskytujicich sa
pri biosyntéze sterolov a nenasytenych mastnych kyselin. [14]

Hroznové musty obsahuju dostatocné koncentracie dusikatych zluc€enin, mineralov a
vitaminov potrebnych pre rast a vyvoj kvasiniek. Medzi mineraly pritomné v muste patria:
draslik, vapnik, sodik, hor¢ik, zelezo, fosfor, sira, kremik, med’. [8]

2.3 Metody molekularnej biologie

V poslednych desatrociach boli klasické metody identifikacie kvasiniek zaloZené
na sledovani ich fyziologickych a morfologickych vlastnosti nahradené modernymi metoédami
molekularnej bioldgie, ktoré st zaloZzené na PCR. Vyhodou tychto modernych molekularnych
metod je ich relativne vysoka spolahlivost’ (citlivost), ¢i rychlost’ ziskania vysledkov. Metody
molekularnej biologie st povazované za dobru alternativu k tradiénym metdédam identifikacie
mikroorganizmov i preto, ze vysledok molekularnej metody nezavisi na fyziologickom stave
bunky. [15, 16, 17]

2.3.1 Polymerazova ret’azova reakcia

Polymerazova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction) je molekularna metoda,
ktorej principom je enzymatickd amplifikdcia DNA in vitro syntézou mnohych kopii vybranej
sekvencie DNA v cyklickej reakcii o troch teplotnych fazach (obr. ¢. 8).

Reakcia je zaloZena na schopnosti dvojvldknovej DNA denaturovat’ pri vysokej teplote
a opdtovne renaturovat’ po jej znizeni za zachovania pravidla komplementarity baz. Ak st
zname nukleotidové sekvencie na koncoch urcitého regionu DNA, tak je mozné cely tento
usek amplifikovat’ pomocou PCR.
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Podmienkou prevedenia PCR je priprava oligonukleotidovych sond, ktoré Specificky
hybridizuji na oboch koncoch cielového useku DNA a sluzia ako zaklad pre tvorbu novych
vlaken. Syntéza primérov o pozadovanej sekvencii prebiecha na automatizovanych pristrojoch.

Typicka PCR zacina tepelnou denaturdciou DNA na dva retazce pri teplote 95 °C.
V d’alsej faze po ochladeni vzorky na 50 az 60 °C ddjde k nasadnutiu primérov na
komplementarne 3’konce cielovej DNA. Priméry st v PCR reakcii pritomné vo velkej
koncentracii na rozdiel od dlhych retazcov analyzovanej DNA, ktoré v danej faze ostavaju
oddelené. Hybridizované priméry sluzia ako zaklad pre syntézu novych vldkien. Aby bol
dostatok substratu pre syntézu novych vldkien, je v PCR reakcii pritomné dostato¢né
mnozstvo deoxynukleotidtrifosfatov. Syntéza novych vldkien je katalyzovana termostabilnou
DNA polymerazou.

Po dokonceni syntézy oboch vldkien dojde k opdtovnému zahriatiu na 95 °C, aby doslo
k denaturacii novo vytvorenych DNA duplexov a cely cyklus zacina znova. Opakovanie
cyklov denaturécie a syntézy vedie k rychlemu namnozeniu cielovej sekvencie DNA.

Po kazdom cykle dojde k zdvojndsobeniu poctu kopii tiseku medzi nasadnutymi primérmi.
Mnozstvo kopii pozadovanej sekvencie DNA rastie teda logaritmicky, zatial’ ¢o ostatné tseky
povodnej DNA sa neamplifikuju. Pri optimalnych podmienkach je mozné pomocou PCR
amplifikovat’ DNA useky dlhé az 10 kbp. [18]
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Obr. ¢. 8: Princip metody PCR [19]

2.3.1.1 Komponenty pre PCR

Na priebeh PCR reakcie su potrebné nasledovné komponenty:

a) vzorka DNA so skiimanym usekom

b) syntetické oligonukleotidy (priméry), ktoré slizia ako zaklad pre syntézu novych
vlakien. Najlastejsie dizka je 18 az 30 nukleotidov a musia byt syntetizované tak, aby
hybridizovali s komplementarnymi sekvenciami na dvojvlaknovej DNA

c¢) zmes vsetkych 4 deoxynukleotidtrifosfatov

d) Hore&naté fony (Mg?")

e) Taq polymerazu

f) PCR pufor

Reakény ojem je obvykle medzi 20 a 100 pl. [18]
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2.3.1.2 DNA polymeraza

Casto pouzivanou DNA polymerazou je DNA polymeraza izolovana z baktérie Thermus
aquaticus, ktora zije v horucich pramenoch. Je oznacena ako Taq polymeraza.

Vlakna DNA sluzia ako priméry, na ktorych pomocou DNA polymerdzy dojde
K pripojeniu deoxyribonukleotidovych jednotiek v smere od 5’konca ku 3’koncu. Dany dej
prebieha pri teplote 72 °C. Tag DNA polymeraza je aktivna i pri zahriati na 95 °C nutnych
k denaturacii. Tepelne rezistentna Taq DNA polymerdaza umoziuje teda velké mnozstvo
amplifikaénych cyklov bez nutnosti pridania DNA polymerazy po kazdej jednej denaturacii.
[8, 18]

Pri Taq DNA polymeraze nebola preukdzana aktivita v smere od 3" konca ku 5" koncu, ¢o
znamena, ze dand polymerdza nie je schopnd spitne opravit’ chyby, ku ktorym dochéadza
poCas syntézy nového vldkna. Vysledny produkt PCR teda obsahuje kopie kopii
a polymerazou vnesena chyba sa nasobi. Vysledné fragmenty obsahuju kopie
predchadzajtcich chyb a k tomu pripadne inové chyby vnesené pocas posledného cyklu
syntézy. [20]

2.3.1.3 Priméry pre PCR

Priméry mo6zu byt’ povazované za zéklad uspesnej PCR. Ak su priméry navrhnuté spravne,
dojde k amplifikacii jediného spravneho useku templatovej DNA. Hlavnym predpokladom
spravnej hybridizacie primérov stemplatovou DNA je, ze priméry snou dokonale
koresponduju.

Dizka priméru je jednym z dolezitych faktorov. Ak s priméry prili§ kratke, mozu
hybridizovat’ s viacerymi cielovymi miestami na DNA avznikne tak cela skupina
neziaducich produktov. AK st priméry dlhsie (viac ako 20 nukleotidov), tak dané priméry uz
maju nepriaznivy vplyv na rychlost’ hybridizacie — hybridizacia prebieha pomalsie. [20]

2.3.2 Restrikéné endonukleazy

Restrikéné endonukledzy su bakteridlne enzymy chraniace baktériu pred vniknutim
cudzorodej DNA. Ochrana baktérie spo¢iva v tom, Ze kym cudzia dvojvldknova DNA je
restriktdzou rozstiepend, vlastnd DNA je proti posobeniu enzymu chranena (najCastejSie
metylaciou niektorych baz). Restrikéné endonukledzy st schopné Stiepit’ dvojvlaknové
molekuly DNA akéhokol'vek povodu, pokial’ v nich existuju pre ne Specifické cielové miesta
Stiepenia. [19]

2.3.3 PCR-RFLP

Podstata metody PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism -
polymorfizmus dizok restrikénych fragmentov) spoéiva v prvotnom namnozeni dostatoéného
mnozstva PCR produktu anaslednom vyuziti restrikénych endonukledz, ktoré Stiepia
polynukleotidovy retazec preruSenim fosfodiesterovej vizby v urcitych Specifickych
sekvenciach.

Ziskané fragmenty, ktorych velkost’ a pocet zavisi od pritomnosti Stiepneho miesta sa
detegujti elektroforézou Vv agar6zovom géle s obsahom etidium bromidu. Fragmenty DNA

24



maju zaporny naboj, preto vSetky fragmenty putuji od zéporne nabitej elektrody k elektrode
kladnej. [19, 21]

2.3.4 Elektroforéza

Pri elektroforéze dochadza k migracii nabitych Castic v rovnakosmernom elektrickom poli.
Dané elektrické pole sa vytvara vkladanim kons$tantného rovnakosmerného napétia medzi
elektrody.

V zoénovej elektroforéze je prostredie medzi elektrodami tvorené zakladnym elektrolytom,
ktory zaistuje dostato¢nu elektricki vodivost v celom systéme. Vzorka je davkovana na
urcité miesto daného systému (spravidla sa nanesie do stredu nosica).

Po vloZeni napitia dochadza k migracii kationov K zapornému polu a anidnov K pdlu
kladnému. Neutradlne molekuly sa nepohybuju. Vplyvom odlisnej rychlosti migracie zloziek
vzorky sa Vv priebehu separacie tvoria oddelené zony zloziek. Podas separacie sa dostavaju
dopredu nabité castice s vdcSou pohyblivostou a oneskoruju sa Castice s mensou
pohyblivostou. Tym dochadza k ich oddeleniu. Separacia je zakoncena skor nez dorazia prvé
zo6ny ku koncu.

Zo6ny sa deteguju a vyhodnocuju az po separacii. Separaciu nie je mozné urychlit’ pouzitim
vyssich hodnot napitia, pretoze vznikajuce Jouleovo teplo by mohlo spdsobit’ chemické
zmeny a ohrozit’ separaciu. [22]

2.3.5 Agarozova gélova elektroforéza

Produkty restrikénych alebo amplifikaénych reakcii sa delia podla svojej relativnej
molekulovej hmotnosti a vel’kosti naboja agarézovou elektroforézou DNA fragmentov v géle
(obr. ¢. 9). Pri gélovej elektroforéze sa uplatiiuje pri separacii okrem elektroforetickej
pohyblivosti i molekulovy sitovy efekt.

NajcastejSie sa ako médium (nosi¢) pouziva agardza s koncentraciou 0,8 az 3,5 %. Jej
koncentrécia sa voli podla vel'kosti fragmentov, ktoré maju byt separované (tabul’ka 1).

Priprava agar6zového gélu spociva vrozvareni urCittho mnoZstva agarozy
Vv elektroforetickom pufre, pridani interkala¢ného ¢inidla (napriklad etidium bromid) a jej
vytuhnuti pri izbovej teplote. Samotna koncentracia agardzy urcuje velkost’ porov v géle
a tym i priepustnost’ pre jednotlivé fragmenty DNA. [21, 22]
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Obr. €. 9: Schéma gélovej elektroforézy [29]
Tab. &. 1: Vztah koncentracie agarézy k dizke DNA fragmentov [21]
MnoZstvo agarozy v géle (%) Dizka fragmentov (kb)
0,3 od 60 po 5
0,6 0od 20 po 1
0,7 0od 10 po 0,8
0,9 od 7 po 0,5
1,2 od 6 po0,4
15 0d 4 po 0,2
2,0 0d3po0,1
3,0 0od 2 po 0,3

2.3.6 Vizualizacia elektroforetickych gélov

Najcastejsou interkalacnou latkou pouzivanou pri vizualizacii fragmentov DNA je etidium
bromid, ktory sa dokaze vc€lenit medzi nukleotidy molekuly DNA apri pouziti UV
transluminatora dochadza k vizualizacii DNA a jej Specifickych fragmentov. (obr. ¢. 10)
Velkou nevyhodou etidium bromidu je jeho vysoka toxicita a mutabilita, preto je potrebné
dodrziavat’ bezpec¢nostné opatrenia.

Okrem etidium bromidu sa vyuzivaju i niektoré d’alsie interkalacné farbiva. Mézeme sem
zahrnt' SYBR® Green alebo GoldView®. [21]
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Obr. ¢. 10: Vyhodnotenie PCR reakcie za pouzitia etidium bromidu [30]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Mikroorganizmy

Pouzité kmene kvasiniek pochadzali zo zbierky mikroorganizmov CCY - Culture
Collection of Yeasts, Chemicky utstav, Bratislava, Slovensko.

Kluyveromyces lactis (Franctizsko), Pichia jadinii (kvasinky z krmiv, Ceska republika),
Debaryomyces hansenii (semena bavlnika), Debaryomyces hansenii (list orecha, Severna
Korea), Kluyveromyces marxianus (rezky cukrovej repy, Slovensko), Kluyveromyces
marxianus (cukrovar, Slovensko), Cryptococcus sp. (Phragmites australis, listy),
Bulleromyces albus (plody slivky, Slovensko), Candida boidinii (synonymum C. olivarum,
olivy, Taliansko), Candida oleophila (plody hrusky).

Dalsie kvasinky, ktoré boli testované, pochddzali z mustu odrody Hibernal, Vinarstvo
Stépan Manak, Zadovice. Kvasinky boli izolované v obdobi oktober az november 2015 (must
odrody Hibernal).

3.2 Chemikalie

Agaréza pre elektroforézu (Elizabeth Pharmacon s.r.o., CR)
Dizkovy §tandard 20 bp a 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., CR)
dNTP mix (Invitek, Nemecko)

EDTA

Etanol

Etidium bromid (Serva Bitech, Nemecko)

Hydroxid sodny

Kvasniény extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, India)
Kyselina borita

Kyselina chlorovodikova

Kyselina propidonova

Octan sodny

Parafinovy olej

Priméry ITS1, ITS4 (Invitek, Nemecko)

Restrikéné endonukleazy — Hinfl, Haelll, Hhal, Taql® (BioLabs, TaKaRa)
Sada Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon spol. s.r.o., CR)
Sladina (pivovar Brno)

Sterilnd a deionizovana voda

Taq DNA polymeréza (Invitek, Nemecko)

Taq pufor pre PCR mix (Invitek, Nemecko)

Tris

3.3 Pristroje a pomocky
Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
Bakteriologické kl'ucky
Bunicita vata
Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Nemecko)
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Elektroforeticka vaiia Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.o., CR)
Exsikator

Chladnicka a mraznicka

Laboratorne sklo

Mekerov kahan

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

Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Nemecko)
Mikroskumavky Eppendorf

Mikrovinka

Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.0., CR)
Parafilm (American Nacional Can™, USA)

PCR box AURA MINI (Bioair Instruments, Taliansko)

Petriho misky

Predvazky EK — 600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
Sterilny box pre mikrobiologicku pracu

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

Termostat IP 100 — U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britania)
Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

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

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

3.4 Kaultivaéné média a pouZzité roztoky

3.4.1  Priprava kultiva¢ného média

Kultivatné médium pre izolaciu kvasiniek bolo pripravené zo sladinového extraktu.
Sladina sa ziskava extrakciou jaémenného sladu vo vode. Sladina o objeme 200 cm?® bola
naliata do odmerného valca o objeme 500 cm® a nasledne zriedena vodou na pozadovanu
cukornatost’. Pomocou uhli¢itanu sodného bolo pH roztoku upravené na 6,8. Upraveny roztok
bol naliaty do Erlenmayerovej banky a nasledne bola k nemu pridana agaréza v pozadovanej
koncentracii. Vzniknutd zmes bola privedend k varu. Vzniknuté kultivacné médium bolo
VvV mnoZzstve priblizne 15 cm® naliate do Petriho misky. Na pripravu Sikmého agaru bol
do skumavky pipetovany objem sterilného média odpovedajici Stvrtine objemu skumavky.
[23]

3.4.2  Priprava kultiva¢ného média s antibiotikom a kyselinou propionovou

Bolo navaZenych 0,12 g streptomycin sulfatu a dané mnoZstvo bolo rozpustené v 10 cm®
destilovanej vody. Pripraveny roztok antibiotika bol pridany do média v Erlenmayerovej
banke o objeme 150 cm?®. TaktieZ bolo navazenych 0,375 g kyseliny propiénovej a dané
mnozstvo bolo tiez pridané do Erlenmayerovej banky. Takto pripravené¢ médium bolo rozliate
do Petriho misiek (v poéte 10 kusov Petriho misiek). [23]

3.4.3  Priprava 10x TBE pufru

Bolo navazenych 9,36 g EDTA a prevedenych do kadicky. K EDTA bolo pridanych 20
cm® destilovanej vody a pH bolo upravené pomocou NaOH na hodnotu 8. Obsah kadiky bol
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30 minut mieSany na elektrickej mieSacke do Uplného rozpustenia EDTA. Vzniknuty roztok
bol prevedeny do odmernej banky o objeme 50 cm’a doplneny destilovanou vodou po rysku.
Z daného roztoku bolo odobranych 40 cm® analiatych do 1000 cm® odmernej banky.
K roztoku bolo pridanych 108 g Tris a 55 g kyseliny boritej. Po rozpusteni bol obsah banky
doplneny destilovanou vodou po rysku. [24]

3.4.4  Priprava 1x TBE pufru

I1x TBE pufor bol pouzity na pripravu gélu pre elektroforetickii detekciu. Zo zasobného
roztoku 10x TBE pufru bolo odpipetovanych 100 cm® do odmernej banky s objemom 1 000
cm® a doplnenych destilovanou vodou po rysku. [24]

3.45 Priprava 1x TBE pufru s etidium bromidom

K pripravenému 1x TBE pufru v odmernej banke o objeme 1 000 cm? bolo pridangch 100
ul etidium bromidu. Takto pripraveny roztok bol pouzity ako pufor pri elektroforeticke;
detekcii.

3.4.6  Priprava etidium bromidu

Zasobny roztok etidium bromidu bol pripraveny navaZzenim 10 mg etidium bromidu a jeho
rozpustenim 1 cm?® destilovanej vody v mikroskumavke Eppendorf. Takto pripraveny roztok
bol d’alej pouzivany pre vizualizaciu fragmentov DNA na géle. [24]

3.4.7 Priprava 2 % agaro6zového gélu

Agar6zovy gél bol pripraveny navaZenim 2 g agardzy na 100 cm® 1x TBE pufru. Po naliati
pozadovaného objemu TBE pufru k agar6ze v Erlenmayerovej banke bola zmes opakovanym
varom V mikrovinke dokonale rozpustend. Po ochladeni bol napipetovany roztok etidium
bromidu v objeme 1:10000 vzhI'adom k objemu pridaného pufru.

3.4.8  Priprava dizkového Standardu 100 bp

Dizkovy $tandard 100 bp bol dodany vo forme pripravenej priamo k pipetovaniu na gél.
Standard 100 bp bol na gél nanaany v objeme 3 pl.

3.4.9  Priprava octanového pufru (3 mol-dm™)

Octan sodny o hmotnosti 2,46 g bol rozpusteny v7 cm® destilovanej vody. Pridanim
kyseliny chlorovodikovej bolo pH roztoku upravené na hodnotu 5,5. Roztok bol nasledne
prevedeny do odmernej banky o objeme 10 cm® a doplneny destilovanou vodou po rysku.
Pripraveny roztok bol ulozeny pri 4 °C v chladnicke. [24]

3.4.10 Priprava 80 % etanolu

Bolo napipetovanych 1,6 cm® 96 % etanolu a k danému mnoZstvu bolo pridanych 0,32 em®
destilovanej vody. Roztok bol kratko zvortexovany auchovany v mraznicke pri teplote
—20°C.
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3.4.11 Priprava PCR zmesi

PCR zmes bola pripravend zmieSanim vSetkych potrebnych PCR komponentov. Jednotlivé
objemy pridanych komponentov su uvedené v tabulke ¢. 2.

Tab. €. 2: PCR komponenty pre pripravu PCR zmesi

PCR komponenty Objem [pl]
sterilna voda 128,7
pufor 15,0
dNTP mix 3,0
primér ITS1 0,6
primér ITS4 0,6

K vzniknutému MasterMixu v mnozstve 147,9 ul bolo pridanych 1,5 pl templatovej DNA
a 0,6 ul termostabilnej Taq polymerazy. Pri negativnej kontrole bola miesto templatovej DNA
pipetovana sterilna voda v objeme 1,5 pl.

3.5 Pracovny postup

3.5.1 Izolacia Cistych kultir kvasiniek

Vzorky mustov boli odobrané od 28.10.2015 do 9.11.2015 z vinice Vinafstvi Stépan
Manak v Zadovicich (juh Moravy). Dané vzorky boli sterilne filtrované. Mikrobiologicky
filtracny papier s odfiltrovanou biomasou bol presunuty do Petriho misky na sladinové zivné
médium s antibiotikom a kyselinou propionovou. Takto naockované Petriho misky boli
uskladnené po dobu niekol’kych dni v termostate pri teplote 26 °C.

35.2 Kochova zried’ovacia metoda

Z namnozenych zmieSanych kultir boli izolované Cisté kultiry opakovanym zried'ovanim
Kochovou metédou.

V sterilnom boxe boli nachystané tri skimavky so sterilnou vodou. V prvych dvoch bolo
napipetovanych 10 cm® vody a v tretej 9 cm®. Z Petriho misky boli pomocou kl'u¢ky odobrané
dve otka kultury a prenesené do prvej skumavky s 10 cm? sterilnej vody. Obsah skiimavky
bol premieSany pomocou vortexu a nasledne bolo z danej skiimavky odpipetovanych 50 ul
a prenesenych do d’alSej skumavky s objemom 10 cm®. Obsah danej skumavky bol opét
zvortexovany a nasledne bol preneseny 1 cm® objemu skumavky do tretej skumavky
s objemom 9 cm® vody. Po premiesani bolo z tretej skiimavky odobratych 50 cm® suspenzie
a napipetovanych na Petriho misku so sladinou. Dana suspenzia bola rozotrend hokejkou
a vlozena do termostatu.

Naockované Petriho misky boli vZzdy uloZené v termostate niekol'ko dni pri teplote 26 °C
kvoli dobrému namnozeniu kvasinkovych kultar. Pre prvé a druhé riedenie bolo pouzité
sladinové zivné médium s antibiotikom a kyselinou propiénovou na vylicenie neziaducich
plesni a baktérii. Na d’alSie zriedovania a mnoZenia bolo pouzit¢ médium bez antibiotika
a kyseliny propionovej. Proces Kochovho riedenia s naslednym namnoZenim oddelenych
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kultar bol opakovany Sestkrat az sedemkrat. Ziskané Ccisté kultury boli skontrolované
v mikroskope a boli pripadne vylac¢ené kultiry obsahujtice bakterialne kolonie.

3.5.3 Izolacia DNA

Izolacia kvasinkovej DNA bola uskuto¢nena pomocou komeréného setu Ultra Clean'
Microbial DNA Isolation Kit podl'a prilozeného navodu.
Do rozbijajucej mikroskimavky bol pipetovany rozbijajuci pufor v objeme 300 pl,

M

Vv ktorom bola nasledne rozsuspendovand kvasinkova kultara (ockovacou kl'uckou boli
nabraté dve ocka kultury kvasiniek) . K danej zmesi bolo napipetovanych 50 pl roztoku MD1.
Mikroskumavky boli vlozené v horizontalnej polohe do adaptéru vortexu a boli 10 minut
vortexované pri maximalnej rychlosti. Nasledne bola zmes v mikroskiimavke centrifugovana
1 minutu pri 10 000 otackach a teplote 4 °C. Vsetky centrifugacie prebiehali pri rovnakych
podmienkach. Priblizne 350 pl supernatantu bolo preneseného do ¢istej mikroskiimavky
abolo knemu pridanych 100 pl roztoku MD2. Tato zmes bola kratko zvortexovana
a inkubovana pri teplote 4 °C vchladnicke po dobu 5 minat. Nésledne bola zmes
centrifugovana a ziskany supernatant (priblizne 450 pl) bol  preneseny do Cistej
mikroskumavky a k nemu bolo pridanych 900 pl roztoku MD3 a zmes bola zvortexovana. 700
ul roztoku bolo nasledne pipetovaného do novej mikroskimavky s kolonkou (priamo na
koldnku) a scentrifugovanych. Prefiltrovany roztok bol odstraneny a na rovnaku kolonku bolo
pipetovanych zvysnych (asi 300 pl) roztoku a znovu scentrifugovanych. Prefiltrovany roztok
bol opét’ odstraneny a na rovnaka kolonku bolo pridanych 300 pl roztoku MD4 a roztok bol
znovu scentrifugovany. Kolonka bola nasledne prenesena do Cistej mikroskumavky a do
stredu kolonky bolo napipetovanych 50 pl roztoku MDS5 a znovu prebehla centrifugacia.
Kolonka bola nasledne odstranena a roztok DNA bol uschovany v mraznicke pri — 20 °C.

354 PCR

Z pripravenej PCR zmesi (kapitola 3.4.11) bolo pipetovanych 147,9 ul do mikroskimavky
0 objeme 0,5 cm® a k tomuto mnoZstvu bolo pridanych 1,5 pl izolovanej DNA a 0,6 ul Taq
polymerazy. V pripade negativnej kontroly bola miesto templatove] DNA pipetovand voda
v mnozstve 0,6 pl. Roztok bol zvortexovany a vlozeny do termocykléru, kde bola templatova
DNA namnoZena pomocou PCR podla teplotného a ¢asového profilu uvedeného v tabulke ¢.
3.

Tab. €. 3: Teplotny a casovy profil PCR

Jednotlivé kroky Teplota [°C] Cas [min]
pociato¢na denaturacia 94 4
denaturacia 94 1
pripojenie primérov 25 cyklov 48 0,5
polymeracia 72 1
elongacia 72 10

K amplifikacii v oblasti 5,8S-ITS rDNA boli pouzité priméry ITS1 a ITS4. Sekvencie
jednotlivych primérov su zhrnuté v tabul’ke €. 4.
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Tab. ¢. 4: Priméry a ich sekvencie

Primér Sekvencia
ITS1 5'TCC GTA GGT GAA CCTGCG G 3"
ITS4 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3°

3.5.5 Prelistenie PCR produktu

PCR produkt je nutné pred samotnou restrikcnou analyzou precistit. 20 pl amplifikovanej
DNA bolo zmieSanych s 2 ul octanového pufru. Roztok bol kratko zvortexovany a nasledne
bolo k nemu pridanych 60 ul 96 % etanolu, ktory bol vychladeny na teplotu — 20°C. Dany
roztok bol nasledne centrifugovany 30 minit pri 4 °C a 14 000 otackach. Supernatant bol
dekantovany a prebyto¢ny roztok vyliaty. K supernatantu bolo pipetovanych 60 pl 80 %
etanolu a obsah bol centrifugovany pri rovnakych podmienkach. Nadbyto¢ny roztok bol
znovu vyliaty a zvySok etanolu v mikroskimavke bol vysuseny v exsikatore po dobu 10
minat.

3.5.6  Restrikéna analyza

K precistenému PCR produktu bolo pipetovanych 13,4 ul sterilnej vody, 1,5 ul pufru a 0,1
ul enzymu. Tieto mnozstva boli zvolené na zaklade doporuceni vyrobcom. Vzorky boli
nasledne inkubované v termocykléri pri teplote 37 °C pocas 16 hodin a nésledne bolo teplota
zvysena kvoli inaktivacii enzymu na ¢as 20 minut. Zaverecné teploty sa liSili podl'a zvoleného
enzymu (tabul’ka €. 5). Vysledne produkty boli elektroforeticky detekované.

Tab. €. 5: Vlastnosti pouzitych restrikénych endonukleaz

Oznadenie | Producent enzymu Rozpoznavacie teplota teplota
enzymu miesto na sekvencii | inkubacie [°C] inaktivacie [°C]
DNA 16 hodin 20 minut
Haemophilus 5...GG|CC...3"
Haelll p ! 37 80
aegypticus 3"..CC1GG...5"
. Haemophilus 5..C|ATC...3’
Hinfl . 37 80
influenzae 5...CTA1G...3’
Haemophilus 5...GCG|C...37
Hhal Phrd l 37 65
haemolyticus 5"...C1GCG...3’
o . 5"..T|CGA..3"
Tagql Thermus aquaticus . . 37 80
3"...AGC1T...5

3.5.7 Elektroforeticka detekcia PCR produktov a restrikénych fragmentov

PCR produkty i restrikéné fragmenty boli detekované pomocou elektroforézy na 2 %
agardzovom géle. Podl'a poc¢tu vzoriek boli pouzité elektroforetické vane o roznej velkosti.
Pri velkej vani (50 jamok) bol gél pripraveny v objeme 100 cm®, pri strednej vani (20 jamok)
mal gél objem 60 cm® apri malej vani (14 jamok) mal gél objem 40 cm®. Ku gélu bol
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nasledne (eSte pred Gplnym vychladnutim) pridany etidium bromid v objeme odpovedajicom
1/10 000 objemu gélu.

Vzorky boli na gél nanasané zmiesanim 1 pl nanasacieho pufru s 5 pl vzorky a 5 pl daného
roztoku bolo pipetovaného do jamky na géle. Negativna kontrola bola pri PCR nanesena
rovnakym sposobom. Pozitivna kontrola pri restrikénej analyze bola uskuto¢nena tak, Ze bol
naneseny PCR produkt zhodujiici sa s dizkou amplikénu, ktory bol pre restrikéni analyzu
pouzity. Do krajnych jamék na géle bol naneseny diZkovy §tandard 100 bp v objeme 3 pl.

Delenie fragmentov prebiehalo vo velkej vani pri konStantnom napiti 60 V pocas 3 hodin.
V strednej vani bolo pouzité napitie 55 V a ¢as 2,5 hodiny a v malej vani napétie 45 V a as 2
hodiny.

Po ukonceni elektroforézy bol gél preneseny do transluminatora a pod UV svetlom bol gél
vyfoteny pomocou programu Scion Image.

3.5.8 Spracovanie vysledkov pomocou programu BioNumerics

Pomocou programu BioNumerics boli na zaklade UPGMA (unweighted pair-group
average) zhlukovej (klastrovej) analyzy vytvorené dendrogramy genetickej podobnosti
identifikovanych kvasiniek.

Klastrova analyza patri medzi metddy, ktoré sa zaoberaju rozdelenim vacSieho mnozstva
premennych do tried (klastrov) podla ich podobnosti. V bioldgii sa vyuziva k taxonomickému
zaradeniu organizmov, v medicine k analyze ochorenia.

Stbor dat je rozdeleny do klastrov vzdy s ohladom na ur¢it¢ znaky. V programe
BioNumerics ide o velkosti oznac¢enych fragmentov na elektroforetickom géle.

V pripade, kedy porovnavané objekty maju hodnotené znaky nemetrického charakteru,
vyuziva klastrova analyza koeficienty podobnosti. Pri hodnoteni genetickej podobnosti
identifikovanych kvasiniek bol vyuzity Jaccardov koeficient.

V programe BioNumerics sa hodnoti geneticka podobnost’ na zaklade metédy UPGMA
klastrovej analyzy, ¢o je najjednoduch$ia metdda ziskavania fylogenetickych stromov.
Metoda UPGMA (tiez metoda priemernej vzdialenosti) berie za vzdialenost medzi dvoma
zhlukmi priemer vzdialenosti medzi v§etkymi parmi objektov danych zhlukov. Vysledkom je,
Ze taxony, ktoré su si najviac podobné, budii mat’ medzi sebou najkratSiu vzdialenost’. Tymto
vznika grafické spracovanie hierarchicky usporiadanych klastrov vo forme dendrogramu. [25,
26]
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Identifikacia kvasiniek izolovanych z muStu

Cielom prace bolo identifikovat' ataxonomicky zaradit' kvasinky izolované z mustu
odrody Hibernal. Pre moju diplomovu pracu boli vybrané vzorky s pracovnym oznacenim 1,
3,4,5,6,7,8, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 19, 22, 23, 24 a 25 (dané vzorky pochadzali z mustu
odrody Hibernal).

411 Kultivacia kvasiniek

Vzorky mustu pre izoldciu a identifikaciu kvasiniek boli odoberané do sterilnych nadob.
Tabul’ka ¢islo 6 znazoriiuje datumy jednotlivych odberov vzoriek.

Odoberané vzorky mustu boli sterilne filtrované cez mikrobiologicky filter.
Mikrobiologicky filtracny papier s odfiltrovanou biomasou bol nasledne presunuty do Petriho
misky na sladinové Zivné médium s antibiotikom a kyselinou propionovou. Takto nao¢kované
Petriho misky boli uskladnené po dobu niekolkych dni v termostate pri teplote 26 °C.
Z namnozenych zmieSanych kultar boli ziskané Cisté kultiry vyuzitim Kochovej zried'ovacej
metody (kapitola 3.5.2). Ziskané cisté kultiry boli pozorované mikroskopom a kultary
obsahujuce baktérie boli vylucené.

Tab. €. 6: Datumy odberov vzoriek mustu

Odber Datum odberu
HIB-0 (pred zao¢kovanim — 1. odber) 28.10.2015
zaoCkovanie 30.10.2015
HIB-1 (2. odber) 2.11.2015
HIB-2 (3. odber) 4.11.2015
HIB-3 (4. odber) 6.11.2015
HIB-4 (5. odber) 9.11.2015

41.2 Izolacia DNA

Izolacia kvasinkovej DNA prebiehala vyuzitim komeréného setu ULTRA CLEAN™
Microbial DNA Isolation Kit (kapitola 3.5.3). Vyizolovand DNA pre dalSie pouzitie bola
uloZena v mraznicke pri teplote — 20°C.

4.1.3  Amplifikacia izolovanej DNA (pomocou PCR)

Izolovana DNA z ¢istych kvasinkovych kultir bola amplifikovana pomocou PCR (kapitola
3.5.4). PCR produkty boli nésledne detekované elektroforézou na 2 % agar6zovom géle.

Vyhodnotenim amplifikovanych fragmentov boli vytvorené tri skupiny o velkosti 880 bp,
650 bp a 380 bp. Porovnanim velkosti fragmentov s databazami (zoznam pouzitej literatary,
¢. 27 a 28) kvasiniek bolo zistené, ze pri fragmentoch o vel’kosti 880 bp sa jedna 0 kvasinky
rodu Saccharomyces. Pri fragmentoch o velkostiach 650 bp a 380 bp sa jedna o kvasinky
rodu Pichia. Velkosti jednotlivych fragmentov st zhrnuté v tabulke ¢. 7. Obrazok ¢. 11
zobrazuje elektroforeogram PCR produktov izolovanych kvasiniek.
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Tab. ¢. 7: Velkosti fragmentov PCR produktov izolovanych kvasiniek z mustu

Pracovné oznacenie Odber ¢. Velkost’ PCR produktu [bp]
1 4 880
3 5 880
4 5 880
5 1 650
6 2 880
7 1 380
8 3 880
11 5 880
12 5 880
13 5 880
15 4 880
16 4 880
17 4 880
19 4 880
22 2 880
23 1 380
24 1 380
25 3 880

Obr. ¢. 11: Ukazka elektroforeogramu PCR produktov izolovanych kvasiniek z mustu,
100 bp — dizkovy standard 100 bp, &isla 3 aZ 14 st pracovné oznacenia jednotlivych vzoriek
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414  Restrikéna analyza

Naamplifikované useky DNA jednotlivych izolovanych kvasiniek boli podrobené
restrik¢nej analyze (kapitola 3.5.6). Samotnej restrikénej analyze predchadzalo precistenie
PCR produktu (kapitola 3.5.5). Pre restrikéni analyzu boli pouzité Styri restrik¢né
endonukleazy Haelll, Hhal, Hinfl, Taql®

415 Restrikéna endonukleaza Haelll

Prvou restrikénou endonukledzou bol enzym Haelll. Zistené velkosti fragmentov vyuzitim
daného enzymu su znazornené v tabulke ¢. 8. Obrazok ¢. 12 zobrazuje elektroforeogram
vyizolovanych kvasiniek Stiepenych danym enzymom.

Pomocou resrikéného enzymu Haelll boli izolované vzorky kvasiniek rozdelené do troch
skupin. Prvou skupinou boli vzorky s vel'kostou PCR produktu 880 bp, ktoré¢ boli rozdelené
restrikénym enzymom na Styri fragmenty o vel'kostiach 140 bp, 180 bp, 240 bp a 320 bp.
Dalsou skupinou bola vzorka s velkostou PCR produktu 650 bp, ktory nebol rozdeleny
restrikénym enzymom. Tret'ou skupinou boli vzorky s velkostou PCR produktu 380 bp, ktoré
neboli rozdelené restrikénym enzymom.

Tab. €. 8: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov kvasiniek izolovanych z mustu
za vyuzitia restrikéného enzymu Haelll

Pracovné . Velkost’ PCR produktu | Velkost’ restrikénych
L. Odber ¢.
oznacenie [bp] fragmentov [bp]

1 4 880 140+180+240+320
3 5 880 140+180+240+320
4 5 880 140+180+240+320
5 1 650 nestiepi

6 2 880 140+180+240+320
7 1 380 nestiepi

8 3 880 140+180+240+320
11 5 880 140+180+240+320
12 5 880 140+180+240+320
13 5 880 140+180+240+320
15 4 880 140+180+240+320
16 4 880 140+180+240+320
17 4 880 140+180+240+320
19 4 880 140+180+240+320
22 2 880 140+180+240+320
23 1 380 nestiepi

24 1 380 nestiepi

25 3 880 140+180+240+320
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Obr. ¢&. 12: Ukazka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukledzy Haelll. 100 bp — dizkovy $tandard 100 bp, &isla
3-16, 19 atiez 1 B29 s T19 st pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky

416 Restrikéna endonukleiaza Hhal

Daldim enzymom pouzitym pre restrikénti analyzu bol enzym Hhal. Zistené velkosti
fragmentov vyuzitim dané¢ho enzymu su znazornené v tabulke €. 9. Obrazok €. 13 zobrazuje
elektroforeogram vyizolovanych kvasiniek Stiepenych danym enzymom.

Izolované kvasinky boli restrikénym enzymom Hhal rozdelené do troch skupin. Prvou
skupinou boli vzorky s velkostou PCR produktu 880 bp, ktoré boli rozdelené restrikénym
enzymom na tri fragmenty o vel’kostiach 140 bp, 350 bp a 380 bp. Dalsou skupinou bola
vzorka s velkostou PCR produktu 650 bp, ktora bola rozdelena restrikénym enzymom na dva
fragmenty s vel’kostou 90 bp a 570 bp. Tretou skupinou boli vzorky s velkostou PCR
produktu 380 bp, ktoré neboli rozdelené restrikénym enzymom.
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Tab. €. 9: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov kvasiniek izolovanych z mustu
za vyuzitia restrikéného enzymu Hhal

Pracovné . Velkost’ PCR produktu | Velkost’ restrikénych
. . Odber ¢.
oznadenie [bp] fragmentov [bp]

1 4 880 140+350+380
3 5 880 140+350+380
4 5 880 140+350+380
5 1 650 90+570

6 2 880 140+350+380
7 1 380 nestiepi

8 3 880 140+350+380
11 5 880 140+350+380
12 5 880 140+350+380
13 5 880 140+350+380
15 4 880 140+350+380
16 4 880 140+350+380
17 4 880 140+350+380
19 4 880 140+350+380
22 2 880 140+350+380
23 1 380 nestiepi

24 1 380 nestiepi

25 3 880 140+350+380

Obr. ¢€. 13: Ukazka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukleazy Hhal. 100 bp — dizkovy $tandard 100 bp, PK —
pozitivna kontrola, Cisla 1, 2, 18 — 27 su pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky
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4.1.7 Restrikéna endonukleaza Hinfl

Dal$§im enzymom pouZitym pre restriként analyzu bol enzym Hinfl. Zistené velkosti
fragmentov vyuzitim daného enzymu st znazornené v tabul’ke ¢. 10. Obrazok ¢. 14 zobrazuje
elektroforeogram vyizolovanych kvasiniek stiepenych danym enzymom.

Izolované kvasinky boli restrikénym enzymom Hinfl rozdelené do troch skupin. Prvou
skupinou boli vzorky s velkostou PCR produktu 880 bp, ktoré boli rozdelené restrik¢nym
enzymom na dva fragmenty o velkostiach 120 bp a 380 bp. DalSou skupinou bola vzorka
s velkostou PCR produktu 650 bp, ktord bola rozdelend restrikénym enzymom na jeden
fragment s vel’kostou 330 bp. Tret'ou skupinou boli vzorky s velkostou PCR produktu 380
bp, ktoré boli rozdelené restrikénym enzymom na tri fragmenty o velkosti 70 bp, 120 bp
a 210 bp.

Tab. €. 10: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov kvasiniek izolovanych
z mustu za vyuzitia restrik¢ného enzymu Hinfl

Pracovné . Velkost’ PCR produktu | Velkost’ restrikénych
. . Odber ¢.
oznacenie [bp] fragmentov [bp]

1 4 880 120+380

3 5 880 120+380

4 5 880 120+380

5 1 650 330

6 2 880 120+380

7 1 380 70+120+210
8 3 880 120+380
11 5 880 120+380
12 5 880 120+380
13 5 880 120+380
15 4 880 120+380
16 4 880 120+380
17 4 880 120+380
19 4 880 120+380
22 2 880 120+380
23 1 380 70+120+210
24 1 380 70+120+210
25 3 880 120+380
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100 B29 27 22
bp

Obr. ¢&. 14: Ukéazka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukleazy Hinfl. 100 bp — dizkovy $tandard 100 bp, ¢&isla
2-16, 19, 22, 27 a B29 st pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky

4.1.8  Restrikéna endonukleaza Taql®

Poslednym enzymom pouzitym pre restrikénu analyzu bol enzym Taqgl®. Zistené velkosti
fragmentov vyuZitim daného enzymu su zndzornené v tabul’ke €. 11. Obrazok €. 15 zobrazuje
elektroforeogram vyizolovanych kvasiniek Stiepenych danym enzymom.

Izolované kvasinky boli restrikénym enzymom Taql® rozdelené do troch skupin. Prvou
skupinou boli vzorky s velkostou PCR produktu 880 bp, ktoré boli rozdelené restrikénym
enzymom na pit’ fragmentov o velkostiach 70 bp, 100 bp, 140 bp, 270 bp a 300 bp. Dalsou
skupinou bola vzorka s velkostou PCR produktu 650 bp, ktora bola rozdelena restrikénym
enzymom na tri fragmenty s vel’kost'ou 70 bp, 260 bp a 330 bp. Tret'ou skupinou boli vzorky
s velkostou PCR produktu 380 bp, ktoré boli rozdelené restrikénym enzymom na tri
fragmenty o vel'kosti 80 bp, 150 bp a 170 bp.
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Tab. €. 11: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov kvasiniek izolovanych
z mustu za vyuzitia restrikéného enzymu Taql®

Pracovné . Velkost’ PCR produktu | Velkost’ restrikénych
. . Odber ¢.

oznadenie [bp] fragmentov [bp]
1 4 880 70+100+140+270+300
3 5 880 70+100+140+270+300
4 5 880 70+100+140+270+300
5 1 650 70+260+330
6 2 880 70+100+140+270+300
7 1 380 80+150+170
8 3 880 70+100+140+270+300
11 5 880 70+100+140+270+300
12 5 880 70+100+140+270+300
13 5 880 70+100+140+270+300
15 4 880 70+100+140+270+300
16 4 880 70+100+140+270+300
17 4 880 70+100+140+270+300
19 4 880 70+100+140+270+300
22 2 880 70+100+140+270+300
23 1 380 80+150+170
24 1 380 80+150+170
25 3 880 70+100+140+270+300
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Obr. &. 15: Ukézka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukleazy Taql®. 100 bp — dizkovy $tandard 100 bp, PK —
pozitivna kontrola, ¢isla 1, 2, 3, 17 — 27 st pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky

419 Dendrogram kvasiniek izolovanych z vina

Vsetky ziskané elektroforeogramy z restrikénych analyz boli spracované v programe
BioNumerics (kapitola 3.5.8). Dany program na zaklade UPGMA klastrovej analyzy zostavil
dendrogram genetickej podobnosti (obr. ¢. 16). Cielom klastrovej analyzy je najst’ v stibore
objekty, ktoré su si podobné azhromazdit ich do skupin. Ako kritérium bol zvoleny
Jaccardov koeficient podobnosti s toleranciou 3 %.

Vytvoreny dendrogram rozdelil vyizolované kvasinky do troch zékladnych skupin. Prvou
velkou skupinou su kvasinky rodu Saccharomyces. Druha skupina a tretia skupina st tvorené
kvasinkami rodu Pichia.

Porovnavanim s databdzami 1 s c¢lankami sa podarilo niektoré vzorky kvasiniek
identifikovat’ ina druhovej urovni. Pri rode Saccharomyces bola pravdepodobne
identifikovana kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktorou bol samotny must i zaockovany
(kvasinka Saccharomyces cerevisiae bola vyizolovana minuly rok zbobal hrozna
pochadzajicich z vinarstva Stépan Manéak, Zadovice atohto roku bol fiou must nasledne
zaockovany).

Pri vzorkach s ¢islami 7, 23 a 24 by pravdepodobne mohlo ist’ o Pichiu pastoris. Posledna
skupinu kvasiniek rodu Pichia, ktora je tvorenad vzorkou cislo 5, sa nepodarilo porovnanim
s databazami blizsie Specifikovat.

Porovnanim velkosti PCR produktov s ¢islom jednotlivého odberu (tab. ¢. 12) bolo
zistené, ze od druhého odberu vzorky mustu (HIB-1 — po zaockovani kvasinkou) uz
nedochadzalo k vyskytu rodu Pichia v muste a prejavilo sa dominantné postavenie rodu
Saccharomyces.
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Tab. €. 12: Zmeny vo velkosti PCR produktu v ramci odberu kvasiniek z mustu

Pracovné oznacenie Odber ¢. Velkost’ PCR produktu [bp]
5 1 650
7 1 380
23 1 380
24 1 380
6 2 880
22 2 880
8 3 880
25 3 880
1 4 880
15 4 880
16 4 880
17 4 880
19 4 880
3 5 880
4 5 880
11 5 880
12 5 880
13 5 880
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Obr. €. 16: Dendrogram genetickej podobnosti kvasiniek izolovanych z mustu zostaveny na zéklade vysledku restrikénej analyzy.
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4.2 Identifikacia zbierkovych kvasiniek

Diplomové praca pokracovala rozsirenim databdzy o zbierkové kvasinky dodané z CCY
(Chemicky tustav, Bratislava, Slovensko). Na experiment bolo pouzitych celkovo 10 kvasiniek
aich zoznam je uvedeny v kapitole 3.1. Dané kvasinky boli podrobené PCR a nasledne
restrik¢nej analyze s vyuzitim enzymov Haelll, Hhal, Hinfl, Taql®.

4.2.1 Kultivacia zbierkovych kvasiniek

Kvasinky boli naockované na Petriho misky so sladinovym agarom a inkubované
V termostate pri teplote 26 °C pocas troch dni. Po kultivacii bola z kvasiniek izolovana DNA.

4.2.2 Izolacia DNA

Izolacia kvasinkovej DNA prebiehala vyuZitim komeréného setu ULTRA CLEAN™
Microbial DNA Isolation Kit (kapitola 3.5.3). Vyizolovand DNA pre dalSie pouzitie bola
uloZena v mraznicke pri teplote — 20°C.

4.2.3  Amplifikacia izolovanej DNA

Izolovana DNA z Cistych kvasinkovych kultur zbierkovych kvasiniek bola amplifikovana
pomocou PCR (kapitola 3.5.4). PCR produkty boli detekované elektroforézou na 2 %
agarozovom géle. Velkosti jednotlivych fragmentov su zhrnuté v tabul’ke ¢. 13. Obrazok ¢. 17
zobrazuje elektroforeogram PCR produktov izolovanych kvasiniek.

Pri rode Kluyveromyces bola velkost PCR produktu 740 bp. Rod Debaryomyces mal
velkost” fragmentov 660 bp. Pri rode Candida bola vel'kost PCR produktu 640 bp a 700 bp.
Rod Pichia mal velkost PCR produktu 560 bp arod Bulleromyces 550 bp. Rod
Cryptococcus mal vel'kost’ PCR produktu 540 bp.

Tab. €. 13: Velkosti fragmentov PCR produktov izolovanych zbierkovych kvasiniek

Nazov kvasinky Pracovné Cislo v CCY Velkost’ PCR

oznacenie produktu [bp]
Kluyveromyces lactis 1 013-003-001 740
Pichia jadinii 8 029-038-079 560
Debaryomyces hansenii 19 041-006-009 660
Debaryomyces hansenii 20 041-006-012 660
Kluyveromyces marxianus 22 050-002-002 740
Kluyveromyces marxianus 26 051-001-011 740
Cryptococcus sp. 33 2L.3 Pernek 540
Bulleromyces albus 34 012-001-010 550
Candida boidinii 35 029-056-001 700
Candida oleophila 36 029-175-003 640
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Obr. ¢ 17: Ukazka elektroforeogramu PCR produktov izolovanych zbierkovych
kvasiniek, 100 bp — dizkovy $tandard 100 bp, NK — negativna kontrola, ¢isla 1, 8, 19, 20, 22,
26, 33, 34, 35 a 36 st pracovné oznacenia jednotlivych vzoriek

424  Restrikéna analyza

Kvoli presnejSiemu taxonomickému zaradeniu boli naamplifikované useky DNA
jednotlivych izolovanych kvasiniek podrobené restrikénej analyze (kapitola 3.5.6). Samotnej
restrikénej analyze predchadzalo precistenie PCR produktu (kapitola 3.5.5). Pre restrikénu
analyzu boli pouzité Styri restrikéné endonukleazy Haelll, Hhal, Hinfl, Tagl®.

4.2.5 Restrikéna endonukleaza Haelll

Prvou restrikénou endonukledzou bol enzym Haelll. Zistené vel'kosti fragmentov vyuzitim
daného enzymu su znazornené v tabulke ¢. 14. Obrazok ¢. 17 zobrazuje elektroforeogram
vyizolovanych kvasiniek Stiepenych danym enzymom.

Pomocou resrikéného enzymu Haelll boli izolované vzorky zbierkovych kvasiniek
rozdelené do niekol’kych skupin. Prvou skupinou bol rod Kluyveromyces, ktory bol rozdeleny
restrikénym enzymom na jeden fragment. Rody Cryptococcus, Bulleromyces a tiez i Candida
boidinii neboli Stiepené enzymom Haelll. Ostatné zbierkové kvasinky boli Stiepené na dva, tri
az Styri fragmenty.
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Tab. €. 14: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov zbierkovych kvasiniek
za vyuzitia restrikéné¢ho enzymu Haelll

Nazov kvasinky Pracovné Velkost’ PCR Velkost’ restrikénych
oznaclenie produktu [bp] fragmentov [bp]
Kluyveromyces lactis 1 740 660
Pichia jadinii 8 560 150+390
Debaryomyces hansenii 19 660 90+150+420
Debaryomyces hansenii 20 660 60+90+210+300
Kluyveromyces marxianus 22 740 660
Kluyveromyces marxianus 26 740 660
Cryptococcus sp. 33 540 nestiepi
Bulleromyces albus 34 550 nestiepi
Candida boidinii 35 700 nestiepi
Candida oleophila 36 640 90+140+420

Hae
35 34 33 26

Obr. €. 18: Ukazka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukleazy Haelll. 100 bp — dizkovy §tandard 100 bp, &isla
1, 8, 20, 22, 26, 33, 34, 35 a 36 su pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky

426 Restrikéna endonukleaza Hhal

Dalsim enzymom pouzitym pre restrikéni analyzu bol enzym Hhal. Zistené velkosti
fragmentov vyuzitim daného enzymu su znazornené v tabul’ke ¢. 15. Obrazok ¢. 18 zobrazuje
elektroforeogram vyizolovanych kvasiniek Stiepenych danym enzymom.

Pomocou resrikéného enzymu Hhal boli izolované vzorky zbierkovych kvasiniek
rozdelené do niekol'kych skupin. Prvou skupinou bol rod Kluyveromyces, ktory bol rozdeleny
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restrikénym enzymom na S$tyri fragmenty. Pri rode Candida doslo k rozdeleniu fragmentov
nasledovne — Candida boidinii tri fragmenty a Candida oleophila mala okrem jedného
dvojitého fragmentu este d’alsi fragment. Ostatné zbierkové kvasinky boli Stiepené na dva a tri
fragmenty.

Tab. €. 15: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov zbierkovych kvasiniek
za vyuzitia restrikéného enzymu Hhal

, . Pracovné Velkost’ PCR Velkost’ restrikénych
Nazov kvasinky . .
oznacenie produktu [bp] fragmentov [bp]
Kluyveromyces lactis 1 740 90+170+190+290
Pichia jadinii 8 560 250+300
Debaryomyces hansenii 19 660 300+330
Debaryomyces hansenii 20 660 300+330
Kluyveromyces marxianus 22 740 90+170+190+290
Kluyveromyces marxianus 26 740 90+170+190+290
Cryptococcus sp. 33 540 80+210+250
Bulleromyces albus 34 550 270+280
Candida boidinii 35 700 90+290+320
Candida oleophila 36 640 60+290

Hae
35 34 33 26

Obr. &. 19: Ukdzka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukleazy Hhal. 100 bp — diZkovy $tandard 100 bp, &isla
1, 8, 20, 22, 33, 34, 35 a 36 su pracovn¢ oznacenia pre jednotlivé vzorky
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4.2.7 Restrikéna endonukleaza Hinfl

Dal$§im enzymom pouZitym pre restriként analyzu bol enzym Hinfl. Zistené velkosti
fragmentov vyuzitim daného enzymu st znazornené v tabul’ke ¢. 16. Obrazok ¢. 19 zobrazuje
elektroforeogram vyizolovanych kvasiniek stiepenych danym enzymom.

Pomocou resrikéného enzymu Hinfl boli izolované vzorky zbierkovych kvasiniek
rozdelené do niekolkych skupin. Prvou skupinou bol Kluyveromyces lactis, ktory bol
rozdeleny restrikénym enzymom na Styri fragmenty, do tejto skupiny patrila i Candida
boidinii. Rody Bulleromyces a Cryptococcus mali tri fragmenty. Rod Debaryomyces a tiez i
Candida oleophila boli stiepené na jeden fragment. Zvysné kvasinky boli Stiepené na dva a
pat’ fragmentov.

Tab. €. 16: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov zbierkovych kvasiniek
za vyuzitia restrikéného enzymu Hinfl

Nazov kvasinky Pracovné Velkost’ PCR Velkost’ restrikénych
oznacenie produktu [bp] fragmentov [bp]
Kluyveromyces lactis 1 740 80+120+180+240
Pichia jadinii 8 560 260+300
Debaryomyces hansenii 19 660 330
Debaryomyces hansenii 20 660 330
Kluyveromyces marxianus 22 740 70+80+120+180+290
Kluyveromyces marxianus 26 740 70+80+120+180+290
Cryptococcus sp. 33 540 70+170+300
Bulleromyces albus 34 550 70+180+300
Candida boidinii 35 700 50+130+170+350
Candida oleophila 36 640 320

Obr. ¢. 20: Ukazka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukleazy Hinfl. 100 bp — dizkovy standard 100 bp, &isla
1,8, 19, 20, 22, 26, 33, 34, 35 a 36 s pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky
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4.2.8 Restrikéna endonukleaza Taql®

Poslednym enzymom pouzitym pre restrikéna analyzu bol enzym Taql®. Zistené velkosti
fragmentov vyuzitim daného enzymu st znazornené v tabul’ke ¢. 17. Obrazok ¢. 20 zobrazuje
elektroforeogram vyizolovanych kvasiniek Stiepenych danym enzymom.

Pomocou resrikéného enzymu Tagl® boli izolované vzorky zbierkovych kvasiniek
rozdelené do troch skupin. V prvej skupine boli kvasinky rozdelené restrikénym enzymom na
tri fragmenty, v druhej skupine bola kvasinka Pichia jadinii rozdelena enzymom na dva
fragmenty av poslednej skupine boli vzorka ¢. 19 - Debaryomyces hansenii a Candida
boidinii, ktoré boli Stiepené na Styri fragmenty.

Tab. €. 17: Velkosti fragmentov Stiepenych PCR produktov zbierkovych kvasiniek
ziskanych vyuzitim restrikéného enzymu Taqgl®

Nazov kvasinky Pracovné Velkost’ PCR Velkost’ restrikénych

oznacenie produktu [bp] fragmentov [bp]

Kluyveromyces lactis 1 740 200+240+300
Pichia jadinii 8 560 260+300

Debaryomyces hansenii 19 660 70+120+210+260
Debaryomyces hansenii 20 660 60+270+330
Kluyveromyces marxianus 22 740 200+240+300
Kluyveromyces marxianus 26 740 200+240+300
Cryptococcus sp. 33 540 70+150+320
Bulleromyces albus 34 550 70+180+300

Candida boidinii 35 700 70+140+160+330
Candida oleophila 36 640 70+260+310

Obr. €. 21: Ukazka elektroforeogramu restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim PCR
produktov pomocou restrikénej endonukledzy Tagl®. 100 bp — dizkovy $tandard 100 bp, &isla
1, 8, 19, 20, 22, 26, 33, 34, 35 a 36 su pracovné oznacenia pre jednotlivé vzorky
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4.2.9 Dendrogram zbierkovych kvasiniek

Vsetky ziskané elektroforeogramy z restrikénych analyz boli spracované v programe
BioNumerics (kapitola 3.5.8). Dany program na zaklade UPGMA klastrovej analyzy zostavil
dendrogram genetickej podobnosti (obr. ¢. 22). Cielom Klastrovej analyzy je najst’ v stbore
objekty, ktoré su si podobné a zhromazdit' ich do skupin. Ako kritérium bol zvoleny
Jaccardov koeficient podobnosti s toleranciou 3 %.

Ziskané vysledky boli pridané do databazy a budu nésledne sluzit pre taxonomické
zaradenia kvasiniek v buducich vyskumoch.
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souhrn Haelll Hhal Hinfl Taql

N ‘ ‘ H m Kluyveromyces marxianus (26)
4[{ ‘ ‘ m Kluyveromyces marxianus (22)
| ‘ ‘ Kluyveromyces lactis (1)
S \ \ Candida boidinii (35)

— | Bulleromyces albus (34)

=
L
|

—100

L ‘ ‘ ‘ Cryptococcus sp.(33)
A ‘ ‘ ‘ Candida oleophila (36)
| ‘ ‘ Debaryomyces hansenii (19)

I H ‘ Debaryomyces hansenii (20)
Pichia jadinii (8)

Obr. €. 22: Dendrogram genetickej podobnosti zbierkovych kvasiniek zostaveny na zaklade vysledku restrikénej analyzy
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5 ZAVER

Diplomova praca bola rozdelena na teoretickil a experimentalnu Cast’. Teoretickd Cast’ sa
zaoberala tromi oblast’ami a to vinom, kvasinkami a metdédami molekularnej biologie.

Pri vine bolo podrobnejSie popisané pestovanie révy vinnej, chemické zloZenie a
morfologia hrozna, vyrabanie vina, jeho zrenie i oSetrovanie.

Druhé cast’ tedrie sa zaoberala cytologiou, rozmnozovanim a vyskytom kvasiniek. Taktiez
bolo popisané i chemické zlozenie bunkovej hmoty kvasiniek.

Posledna Cast’ teorie bola zamerana na popisanie metod, ktoré boli v experimentalnej casti
pouzité. Konkrétne sa jednalo o PCR a jej modifikaciu RFLP-PCR, nasledne elektroforézu
a vizualizaciu gélu.

Samotna experimentdlna ¢ast’ diplomovej prace bola rozdelena na identifik4ciu kvasiniek
z mustu odrody Hibernal a na rozsirenie databazy o zbierkové kvasinky.

Must odrody Hibernal pochadzal z Vinarstva Stépan Manék, Zadovice a bol odoberany
v obdobi oktober az november 2015. Pomocou PCR, RFLP-PCR, elektroforézy a nasledného
vyuzitia programu BioNumerics boli v muste identifikované kvasinky rodu Saccharomyces a
Pichia. Pri Saccharomyces bola snajvac¢sou pravdepodobnostou identifikovana kvasinka
Saccharomyces cerevisiae, ktorou bol must i zaockovany. Pri rode Pichia sa pravdepodobne
jednalo o Pichiu pastoris. Vzorku ¢islo 5, kde bola dokazana pritomnost kvasiniek rodu
Pichia, sa nepodarilo blizsie Specifikovat. Kvasinky Pichia boli v muste pritomné iba do
prvého odberu, nasledne sa uz v muste neobjavili, prejavila sa dominantnost’ kvasinky
Saccharomyces.

Experimentalna cast’ diplomovej prace pokraCovala rozsSirenim databazy o zbierkové
kvasinky, ktoré pochadzali zo zbierky mikroorganizmov CCY — Culture Collection of Yeasts,
Chemicky tstav, Bratislava, Slovensko. Ziskané velkosti fragmentov boli doplnené do
databazy kvasiniek a budu nésledne sluzit’ k identifikacii kvasiniek pre d’alSie Studia.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
bp — pocet parov baz

kb — kilobase (pocet parov baz v tisicoch)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

% — percento

PCR — polymeréazova ret'azova reakcia

PCR — RFLP — polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov

ul — mikroliter

dNTP — deoxynukleotidtrifosfat

ITS — internal transcribed spacer (vnutorne prepisovany medzernik/oblast’)
Tris — Tris(hydroxymetyl)aminometan

EDTA — etyléndiamintetraoctova kyselina

TBE — Trisborat EDTA pufor

NaOH — hydroxid sodny

UV — ultrafialové ziarenie

ENR — endoplazmatické retikulum
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9 PRILOHY
Priloha ¢. 1: Odber vzoriek hrozna z vinice
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