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Polymerasovi zfetézend reakce (polymerase chain
reaction, dile PCR) patii do kategorie téch metodic-
kych ndstroju, které 1ze bez nadsazky oznacit privlastky
—jednoduché, elegantni a univerzalni. Jde o metodu po-
mérné mladou, presto si v8ak naSla své misto vSude
tam, kde potfebujeme odhalit rozdily mezi jedinci ur-
¢itého biologického druhu nebo raznych druhu, ¢i sta-
novit specifické vlastnosti konkrétniho jedince na
trovni (zpravidla) deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
Témito rozdily rozumime délkové odlisnosti v tseku
DNA, ktery je ohrani¢en oblastmi o zndmém poradi
nukleotidovych bazi.

Na tomto misté si dovolme menSi pozniamku k his-
torii PCR. V puvodnim protokolu [1] se pouZivala ke
katalyze reakce DNA-polymerasa | z bakterie E. coli,
kterd ovSem nevykazuje potiebnou stabilitu pfi ne-
zbytnych vysSich reakénich podminkach. Teplotni sta-
bilita DNA polymerasy je pfi PCR podminkou dosti
zasadni, a protoZe PCR je reakci cyklickou (zpravidla
probihd v 3045 cyklech), bylo po kazdém cyklu nutno
pridavat novou aktivni polymerasu. Tento nezbytny
tikon vyrazné prodluzoval celou reakei a nebylo mozno
uvazovat o né€jakych praktickych aplikacich. Teprve
s objevem termofilni bakterie Thermus aquaticus, resp.
purifikaci jeji termostabilni DNA-polymerasy (tzv. Taq
DNA-polymerasa) byla ¢asova naro¢nost PCR vyfe-
sena.

V dvodu byla metoda oznacena jako jednoducha
a elegantni. Toto tvrzeni doloZme popisem jejiho prin-
cipu, ktery je ziejmy i bez hlubSich znalosti moleku-
larni genetiky. PCR probiha, jak jiz bylo uvedeno, v né-
kolika desitkéch cykli (obr: ). Kazdy cyklus obsahuje
nasledujici poradi kroka: I. denaturace, 2. annealing
a 3. extenze. Jesté pied zevrubnym popisem jednotli-
vych krokt uvedme, co zdsadniho reakéni smés obsa-
huje. Jednak je to izolovand DNA, kterd slouzi jako
piedloha pro kopirovani zkoumaného tseku, déle dva
tzv. primery, které zkoumany tisek na vlakné DNA jed-
nozna¢né ohrani¢i — primer je oligonukleotid sestava-
jici obvykle z 20-30 nukleotidi (nukleotid = zakladni
stavebni jednotka genetického kddu; trojmistnd kom-
binace 4 druht nukleotidi tento kod vytvari). Dalsi
slozkou reakéni smési je enzym DNA-polymerasa,
ktery podle predlohy syntetizuje kopii sledovaného
tseku vymezeného primery a konecné ¢tyfi druhy vol-
nych nukleotid(, z kterych DNA-polymerasa synteti-
zuje kopii sledovaného useku. Napiiklad u je¢mene lze
vyuzit jako zdroj DNA list, kofeny ¢i zarodek obilky.
Metod pro izolaci DNA je nepieberné mnozstvi a pou-
Zivaji se specidlni modifikace pro konkrétni typ tkané.

Strucné lze fici, Ze vSeobecny trend v produkci prepa-
rati pro izolaci DNA sméfuje k jednoduchosti a rych-
losti. V nedavné dobé se objevily na trhu soupravy pro
preparaci DNA napriklad z embrya obilky, které umoz-
fuji izolovat DNA do 2-3 hodin.

Nyni se mizeme vratit k jednotlivym kroktm cyklu
a mizeme uvést, co se v jejich prabéhu déje. Denatu-
race DNA (prfedlohy) je nutnd, protoZe v nedenaturo-
vaném stavu md DNA podobu dvouretézcového
vlakna, a takto neni zplsobild k navdzani primerd,
resp. k pristupu DNA-polymerasy na predlohu. Jedna
se o denaturaci tepelnou (pii 90-95 °C), pii které se
narusi vazby mezi vlikny a z dvoufetézcové DNA se
tak stane jednofetézcova. Ve druhém kroku (tzv. an-
nealing) se navaZzou primery na jednofetézcovou DNA.
To, Ze se primer navidZe na ,spravné" misto, je dano
pofadim jeho nukleotidiu. Toto se déje pfi teploté
40-60 °C. Ve tietim kroku (tzv. extenze) se za kata-
lyzy DNA-polymerasy vytvafi podle predlohy vlastni
kopie useku vymezeného primery. Tato ¢ast reakce
probihd pii 70-75 °C. Jednotlivé kroky cyklu trvaji 1
az 2 minuty; pocet cykll byva zpravidla kolem 35. Pri
kazdém cyklu se pocet kopii zdvojnasobi. Pii ukon-
Cenireakce je koncentrace kopirovaného tiseku takova,
ze je mozno ho vizudlné stanovit. Toto mnohanasobné
kopirovani sledovaného tseku na DNA se oznacuje
jako amplifikace. Na PCR navazuje potom elektrofo-
retické déleni téchto amplifikovanych tseku, pii kte-
rém se ukdZe jejich délkova rozdilnost (polymorfis-
mus) mezi sledovanymi jedinci.

A jaké je potiebné technické vybaveni pro analyzu
DNA s vyuzitim PCR? Pfedevsim to je zafizeni pro
vlastni PCR, tedy termocyklér (amplifikitor DNA).
Dile je nezbytnd chlazend odstiedivka pro izolaci DNA
ze zkoumaného objektu, zafizeni pro elektroforézu
(zdroj napéti a vana pro horizontilni elektroforézu)
a vyhodnocoviani (UV transilluminator na vizualizaci
amplifikovanych tsekiit DNA rozdélenych elektroforé-
zou a fotografické zatizeni pro dokumentaci a vyhod-
noceni vysledka).

Pro nazornost je mozno uvést nékolik piikladi apli-
kaci PCR, které se pfimo ¢i nepiimo dotykaji oblasti
pivovarsko-sladaiské. Je to napfiklad identifikace bak-
térii mlécného kvaseni [2, 3], rozliSeni americkych od-
rid sladovnického je¢mene, vzajemné neodliSitelnych
klasickou elektroforézou zasobnich bilkovin [4], nebo
identifikace odrid chmele [5]. Dile byla PCR apliko-
vana kupiikladu pfi stanovovéni genetické piibuznosti
uvniti a mezi piirodnimi populacemi Hordeum spon-
taneum s vyuzitim pii Slechténi je¢mene [6], pfi ana-
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Obr. 1. Amplifikace DNA polymerdzovou zretézenou re-
akci (PCR). Soubor t7i krokit (denaturace, annealing a ex-
tenze) se oznacuje jako cyklus. Pocet kopil sledovaného
tiseku DNA se po kaZdém cyklu zdvojndsobi. Tag DNA po-
lymerasa je termostabilni a neni inaktivovdna vysokou
teplotou, proto mohou byt viechny reakéni komponenty —
templdt (predloha DNA), primery, deoxynukleosidtrifos-
fdty, Tag polymerasa a pufr — smiseny soucasné na po-
Cdtku reakce, kterd potom probihd jednoduchym cyklic-
kym stfidanim teplot v reakéni zkumavce v objemech
102 ml. (Upraveno podle Tsuchiya et al., 1992).

lyzach primarni struktury napf. genti kodujicich B-amy-
lasu, o-amylasu, B-glukanasu, B-hordein a ribozomalni
podjednotku 58S [7, 8].

Zakladni princip PCR byl rozvinut do né€kolika
modifikaci, které maji v molekularni biologii Siroky
dopad. Uéelem tohoto piispévku neni vycet a popis
jednotlivych aplikaénich modifikaci, o jedné z nich

je v8ak vhodné se zminit. Tato modifikace byva ozna-
¢oviana jako RAPD (random amplified polymorphic
DNA). Pfednost RAPD analyzy spoc¢ivd v tom, Ze
a priori neni nutné znat nukleotidové sekvence ohra-
ni¢ujici polymorfni mista na molekule DNA. Primery
pro RAPD jsou totiz komer¢né sestavovdny tak, Ze
jejich délka (zpravidla 10-mer) a pofadi nukleotido-
vych bézi zabezpecCuji vysokou pravdépodobnost
optimalniho* vyhledavani délkovych polymorfisma
na vlakné DNA. Jinymi slovy: tyto primery se v ne
pfili§ casté frekvenci navdZou na vldkné DNA vzdy
tam, kde ,,najdou” odpovidajici vazebny protéjsek.
Délkové polymorfismy odhalené z této analyzy jsou
tedy skute¢né nahodné — nemuzeme fici, zda takto
zjiSténé rozdily jsou v konkrétnich genech ¢i oblas-
tech DNA, které nemaji kodujici smysl. Prvotni na-
ro¢nost RAPD analyzy je ddana nutnosti testovéni vel-
kého mnoZzstvi primerd, v nichZ se pro dany soubor
jedinct vyberou pouze primery informativni, které se
pak mohou rutinné pouzivat. RAPD analyza je ze-
jména vhodnd pro genetické mapovani, fylogenetické
populaéni studie — tedy tam, kde je nutno vziajemné
odlisit organismy s vysokym stupném genetické pfi-
buznosti.

Pokud miZeme srovnavat vyhody a nevyhody PCR
na prikladu identifikace odrid je¢mene, pak vétina
pro* vyzniva ku prospéchu PCR. Podstatnymi vyho-
dami PCR jsou jeji ¢asovd nendro¢nost (do druhého
dne — podle nékterych adaji béhem jednoho dne — lze
ziskat vysledek) a prakticky neomezend moZznost pfi
vyhledavéni rozdilt na drovni DNA. Nevyhodami, ni-
koliv v§ak nepfekonatelnymi, jsou vy$si investiéni na-
ro¢nost (nejnutnéjSi vybaveni bez odstfedivky lze
v soucasnosti pofidit do 250 000 K¢&) a vyssi pozada-
vek na odbornou drovein obsluhy a zejména na jeji pec¢-
livost.

V roce 1994 byla na brnénském pracovisti VUPS
ve spolupraci s Vyzkumnym tstavem zdravi ditéte
v Brné a Vyskumnym tstavom rastlinnej vyroby v Pi-
eStanoch zapocata prace na vyuZiti techniky PCR pro
identifikaci ¢eskych a slovenskych odrid jarniho jec-
mene. Na obrdzku 2 je piiklad RAPD analyzy nékte-
rych odrtd sladovnického je¢mene. Testovani PCR na
externim pracovisti bude v letodnim roce zavrieno za-
vedenim této metody pro bézné vyuZivani ve VUPS
Brno v néavaznosti na doplnéni laboratofe potfebnym
technickym vybavenim. Piedpokladame, Ze v pocé-
te¢nim obdobi bude otestovano nékolik desitek pri-
mert na soufasném sortimentu povolenych odrad sla-
dovnického je¢mene tak, aby byly jednoznacné
identifikovatelné. Dile bude nutno vyzkouset nékolik
metod na izolaci DNA a zaméfit se na optimalizaci pro
pfipadné rutinni vyuziti v identifikaci odrid jarniho
je¢mene. Zavérem je vhodné vybidnout ostatni praco-
visté ke zvaZeni moZnosti vyuZiti PCR pfi fe§eni svych
problematik (mikrobiologie a chmelafstvi), aby br-
nénské pracovi§té VUPS v tomto sméru nebylo prvni
a jediné v pivovarsko-sladaiském oboru, které tuto
techniku pouZiva.
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Obr. 2. Elektroforetické rozdéleni RAPD produktii pFi pouZiti
oligomeru 5’- GCCGCCACCA-3’". Zleva odridy jarniho jec-
mene: Jarek, Heran, Galan, Forum, Donum, Akcent. (Foto
autor).
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Kraus, I.: PCR - nékteré soucasné aplikacni
moznosti molekularni genetiky v pivovarsko-sla-
dafském pramyslu. Kvas. pram., 42, 1996, ¢. 6,
s. 215-217.

Rozvoj poznatki v molekularni biologii nabizi
v soucasnosti novy piistup ke sledovéni rozdili mezi
organismy a uréovéni jejich vlastnosti dédi¢né podmi-
nénych. Jednim z metodickych nastroji jsou metody
zaloZené na principu polymerdzové zietézené reakce
(PCR). V prispévku je uveden princip metody a nékteré
mozné aplikace v oblasti sladafsko-pivovarské a obo-
rech ndvaznych. Déle je uveden priklad vyuziti PCR
pfi identifikaci odriid sladovnického je¢mene ¢eského
a slovenského puvodu.

Kraus, I.: PCR: Some Present Possibilities of Ap-
plication of Molecular Genetics in Brewing and
Malting Industry. Kvas. prim., 42, 1996, No. 6,
p. 215-217.

Progress in knowledge in molecular biology offers
in present a new apprroach to monitoring the diference
between organisms and determination of properties
conditioned on heredity. One of methodic tools are met-
hods based on polymerasa chain reaction (PCR). In the
paper is presented principle of the method and some
possible applications in the branch of brewing and mal-
ting industry and consequential fields. Hereafter there
is some example of using PCR for identification of mal-
ting barley varieties of Czech and Slovac origin.

Kraus, I.: PCR - Einige gegenwiirtige Applikati-
onsmoglichkeiten der Molekulargenetik in der
Brau- und Malzindustrie. Kvas. prum. 42, 1996, Nr.
6, S. 215-217.

Die Entfaltung der Erkenntnisse in der Molekularbio-
logie bietet gegenwiirtig einen neuen Weg zu dem Stu-
dium der Unerschiede zwischen den Organismen und
zu der Ermittlung ihrer erblich bedingter Eigenschaf-
ten. Zu den Instrumenten fiir diese Zwecke gehoéren
auch die Methoden, die auf dem Prinzip der Polyme-
rase-Ketten-Reaktion (PCR) basieren. In dem Artikel
wird das Prinzip sowie auch einige mogliche Applika-
tionen in der Brauerei- und Milzereiproblematik,sowie
auch in den ankiipfenden Bereichen ange fihrt. Im we-
iteren wird ein Beispiel der PCR-Applikation bei der
Identifikation der Braugerstensorten tschechischer und
slowakischer Herkunft beschrieben.

Kpaye, W. : TIIIP - HekoTOpble cOBpeMeHHbIe
NPHKJIaJHbIe BO3MOXKHOCTH MOJIEKYJISIPDHOH reHe-
THKH B IIHBOBAPEHHO-COJIOJOBEHHOH NPOMBIII-
nennoctH. Kpac. mpym., 42, 1996, Ne 6, crp.
215-217.

Pa3puTHe Mo3HaHUS B MONEKYISIPHOH OHONOTHH B
Hallle BpeMs PejOCTaBlIsieT HOBBIM MOIXO] K hcc-
JIeIOBaHUIO PAa3HHUL, OPraHU3MOB U ONpEeTIeHHIO
UX CBOWCTB HACJIECTBEHHO OOBICIIOBJIEHHBIX.
OpHUM M3 METOAMYECKUX OPYMH SIBISIFOTCS Me-
TOJIbl, OCHOBAHHBIE HA MPUHIMIE TOJUMEPAa3HON
uennobpasyromein peakuuu (ITLIP). B craTbe
NPUBOJIUTCS MPUHLUN METOda W HEKOTOphIE
BO3MOJXXHOCTH €ro TIpHIOXEHHs B 00jacTu
CONIOJOBEHHO-TIMBOBAPEHHON U CBA3aHHBIX C HUM
obnactax. [lanee npuBOAMUTCS TPHMEP HCHONb-
3oBanus [IIIP B uensx wuneHTudUKaLUHA
Pa3HOBHHOCTEH AYMEHS [/l NPOU3BOJICTBA CO-
J071a YEIICKOTO U CIIOBAIKOTO MPOUCXOXKICHUS.




