
KVASNÝ PRÚMYSL
roč,42 / 1996 _ číslo 6

2t5

PcR: NĚKTERÉ souČAsNÉ APL|KAČIví MoŽNosTl
MoLE KU LARN í G E N ETl KY V PIVoVARS Ko.sLADAŘs KÉ M
PRUMYSLU
RNDr. |GoR KRAUS, Výzkumný ústav pivovarský a s|adařský Brno

Klíčová s|ova: PCR, RAPD, analýza DNA, identifikace odrůd, jarníječmen

Polymerasov á zřetézená reakce (polymerase chain
reaction, dále PCR) patří do kategorie těch metodic-
kých nástrojů, které lze beznadsázky označit přívlastky
-jednoduché, elegantní alniverzá7ni. Jde o metodu po-
měrně mladou, přesto si však našla své místo všude
tam, kde potřebujeme odhalit rozdí|y mezi jedinci ur-
čitého biologického druhu nebo rŮzných druhů, či sta.
novit specifické vlastnosti konkrétního jedince na
úrovni (zpravidla) deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
Těmito rozďily rozumíme délkové odlišnosti v úseku
DNA, který je ohraničen oblastmi o známém pořadí
nukleotidovýchbázi'

Na tomto místě si dovolme menší poznámku k his-
torii PCR. V původním protokolu [1] se používala ke
katalýze reakce DNA-polymerasa I z bakterie E. coli,
která ovšem nevykazuje potřebnou stabilitu při ne-
zbytných vyšších reakčních podmínkách. Teplotní sta-
bilita DNA polymerasy je při PCR podmínkou dosti
zásadni, aprotože PCRje reakcí cyklickou (zpravid|a
probíhá v 30-45 cyklech), bylo po každémcyklu nutno
přidávat novou aktivní polymerasu. Tento nezbytný
úkon výrazně prodluŽoval celou reakci a nebylo moŽno
uvaŽovat o nějakých praktických aplikacích. Teprve
s objevem termofilní bakterie Thermus aquaticus,resp.
purifikací j ej í termo stabilní DNA-polymerasy (tzv. Taq
DNA-polymerasa) byla časová náročnost PCR vyře-
šena.

V úvodu byla metoda označena jako jednoduchá
a elegantní. Toto tvrzení doložme popisem jejího prin-
cipu, který 1e zÍe1mý i bez hlubších znalostí moleku-
lární genetiky. PCR probíh á, jak j|ž bylo uvedeno, v ně-
kolika desítkách cyklů (abr 1).KaŽďý cyklus obsahuje
následující pořadí kroků: 1. denaturace, 2. annealing
a3. extenze. Ještě před zevrubným popisem jednotli-
vých kroků uved'me, co zásadního reakční směs obsa-
huje. Jednak je to izolovaná DNA, která slouží jako
předloha pro kopírování zkoumaného úseku, dále dva
tzv. primery' které zkoumaný úsek na vlákně DNA jed-
noznačně ohraničí - primer je oligonukleotid sestáva-
jící obvykle z20-30 nukleotidů (nukleotid = základní
stavební jednotka genetického kódu; trojmístná kom-
binace 4 druhů nukleotidů tento kód vytváří). Další
složkou reakční směsi je enzym DNA-polymerasa,
který podle předlohy syntetizuje kopii sledovaného
úseku vymezeného primery a konečně čtyři druhy vol.
ných nukleotidů, z kterých DNA-polymerasa Synteti-
zuje kopii sledovaného úseku. Například u ječmene lze
využitjako zdroj DNA list, kořeny či zárodek obilky.
Metod pro izolaci DNA je nepřeberné množství a pou-
Žívají se speciální modifikace pro konkrétní typ tkáně.

Stručně |zeřici, že všeobecný trend v produkci prepa-
rátů pro izo|aci DNA směřuje k jednoduchosti a rych-
losti. V nedávné době se objevily na trhu Soupravy pro
preparaci DNA například z embrya obilky' které umož-
ňují izolovat DNA do 2-3 hodin.

Nyní se můžeme Vrátit k jednotlivým krokům cyklu
a můžeme uvést' co se v jejich průběhu děje. Denatu-
race DNA (předlohy) je nutná, protože v nedenaturo-
vaném stavu má DNA podobu dvouřetězcového
vlákna, a takto není způsobiIá k navázání primerů,
resp. k přístupu DNA-polymerasy na předlohu. Jedná
se o denaturaci tepelnou (při 90-95 .C)' při které se
naruší vazby mezi vlákny a z dvouřetězcové DNA se
tak stane jednořetězcová. Ve druhém kroku (tzv. an-
nealing) se navážou primery na jednořetězcovou DNA.
To, že se primer nayáže na ,'správné.. míSto, je dáno
pořadím jeho nukleotidů. Toto se děje při teplotě
40-60 oC. Ve třetím kroku (tzv. extenze) se za kata-
lýzy DNA-polymerasy vytváÍi podle předlohy vlastní
kopie úseku vymezeného primery. Tato část reakce
probíhá pÍi7o-75.C. Jednotlivé kroky cyklu trvají 1
až 2 minuty; počet cyklů bývá zpravidla kolem 35. Při
každém cyklu se počet kopií zdvojnásobí. Při ukon-
čení reakceje koncentrace kopírovaného úseku taková,
že je možno ho vizuálně stanovit. Toto mnohanásobné
kopírování sledovaného úseku na DNA se označuje
jako amplifikace. Na PCR navazuje potom elektrofo-
retické dělení těchto amplifikovaných úseků, při kte-
rém se ukáže jejich délková rozdílnost (polymorfis-
mus) mezi sledovanými jedinci.

A jaké je potřebné technické vybavení pro analýzu
DNA s využitím PCR? Především to je zaÍizení pro
vlastní PCR, tedy termocyklér (amplifikátor DNA).
Dále je nezbytná chlazená odstředivka pro izolaci DNA
ze zkoumaného objektu, zařizeni pro elektroforézu
(zdroj napětí a vana pro horizontální elektrofotézu)
a vyhodnocování (UV transilluminátor na viz;.nlizaci
amplifikovaných úseků DNA rozdělených elektroforé-
zou a fotograťtcké zaÍizení pro dokumentaci a vyhod-
nocení výsledků).

Pro názornost je možno uvést několik příkladů apli-
kací PCR, které se přímo či nepřímo dotýkají oblasti
pivovarsko-sladařské. Je to například identifikace bak-
térií mléčného kvašení [2, 3], rozlišení amerických od-
růd sladovnického ječme ne, vzájemně neodlišitelných
klasickou elektroforézou zásobních bílkovin [4], nebo
identifikace odrůd chmele [5]. Dále byla PCR apliko-
vána kupříkladu při stanovování genetické příbuznosti
uvnitř a mezi přírodními populacemt Hordeum Spon-
taneum s využitím při šlechtění ječmene [6], při ana-
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je však vhodné se zmínit. Tato modifikacebýváozna-
čována jako RAPD (random amplified polymorphic
DNA). Přednost RAPD ana|ýzy spočívá v tom, že
á priori není nutné znát nukleotidové sekvence ohra-
ničující polymorfní místa na molekule DNA. Primery
pro RAPD jsou totiž komerčně sestavovány tak, že
jejich délka (zpravidla 10-mer) a pořadí nukleotido-
vých bází zabezpečuji vysokou pravděpodobnost

',optimálního.. vyhledávání délkových polymorfismů
na vlákně DNA. Jinými slovy: tyto primery Se v ne
příliš časté frekvenci navážou na vlákně DNA vždy
tam, kde ,,najdou., odpovídající vazebný protějšek.
Délkové polymorfismy odhalené z této analýzy jsou
tedy skutečně náhodné - nemůžeme říci, zda takto
zjištěné rozďity jsou v konkrétních genech či oblas-
tech DNA, které nemají kódující smysl. Prvotní ná-
ročnost RAPD ana|ýzy je dána nutností testování vel-
kého množství primerů, v nichŽ Se pro daný soubor
jedinců vyberou pouze primery informativní, které se
pak mohou rutinně používat. RAPD ana7ýza je ze-
jména vhodná pro genetické mapování, fylogenetické
populační studie - tedy tam, kde je nutno vzájemné
odlišit organismy s vysokým stupněm genetické pří-
buznosti.

Pokud můžeme srovnávat výhody a nevýhody PCR
na příkladu identifikace odrud ječmene' pak většina
,,pro,, vyzniYá ku prospěchu PCR. Podstatnými výho-
dami PCR jsou její časová nenáročnost (do druhého
dne - podle některých údajů během jednoho dne - lze
získat výsledek) a prakticky neomezená možnost při
vyhledávání rozdílů na úrovni DNA. Nevýhodami, ni-
koliv však nepřekonatelnými, jsou vyšší investiční ná-
ročnost (nejnutnější vybavení bez odstředivky lze
v současnosti pořídit do 250 000 Kč) a vyšší požada-
vek na odbornou úroveň obsluhy azejménana její peč.
livost.

V roce 1994 bylra na brněnském pracovišti VÚPS
ve spolupráci s Výzkumným ústavem zdraví dítěte
v Brně a Výskumným ústavom rastlinnej výroby v Pi-
ešťanoch započata práce na využiti techniky PCR pro
identifikaci českých a slovenských odrůd jarního ječ-
mene. Na obrózku 2 je příklad RAPD ana|ýzy někte-
rých odrud sladovnického ječmene. Testování PCR na
externím pracovišti bude v letošním roce završeno za-
vedením této metody pro běŽné využívání ve VUPS
Brno v návaznosti na doplnění laboratoře potřebným
technickým vybavením. Předpokládáme, Že v počá-
tečním období bude otestováno několik desítek pri-
merů na současném sortimentu povolených odrůd sla-
dovnického ječmene tak, aby byly jednoznačně
identifikovatelné. Dále bude nutno vyzkoušet několik
metod najzo7aci DNA a zaměřit se na optimalizaci pro
případné rutinní využití v identifikaci odrůd jarního
ječmene. Závérem je vhodné vybídnout ostatní praco-
viště ke zváŽeni možnosti vyuŽití PCR při řešení svých
problematik (mikrobiologie a chmelařství), aby br-
něnské pracoviště VÚPS V tomto směru nebylo první
a jediné v pivovarsko.sladařském oboru, které tuto
techniku použivá.

Neamp|ifikovaná DNA

1. krok - denaturace
Rozpojení dvouřetězcové
DNA zahřátím
na 90-95 "C.

2. krok - annealing
Primery se speciÍicky
navážou na okraje
s|edovaného úseku
zachIazením reakce
na 40-60 'C.

o-ui-w-mfFo- 3. krok - extense
Od místa navázání
primerů syntetizuje Taq
po|ymeráza kopii
sIedovaného úseku
při 70-75 "C.-orlfftf!-rro
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Fragmenty
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obr. 1. Amplifikace DNA polymerózovou zřetězenou re-
akcí (PCR). Soubor tří kroků (denaturace, annealing a ex-
tenze) se označuje jako cyklus. Počet kopií sledovaného
úseku DNA se po každém cyklu zdvojndsobí. Taq DNA po-
lymerasa je termostabilní a není inaktivovdna vysokou
teplotou, proto mohou být všechny reakční komponenty -
templtit (předloha DNA), primery, deoxynukleosidtrifos-
fóty' Taq polymerasa a pufr _ smíseny současně na po-
čcítku reakce, kterd potom probíhó jednoduchým cyklic'
kým střídóním teplot v reakční zkumavce v objemech
l0'2 ml. (Upraveno podle Tsuchiya et al., 1992).

|ýzáchprimámí struktury např. genů kódujících B-amy-
lasu, cr-amylasu, p-glukanasu, p-hordein a ribozomální
podjednotku 55 [7, 8].

Zák|adni princip PCR byl rozvinut do několika
modifikací, které mají v molekulární biologii široký
dopad. Účelem tohoÍo příspěvku není výčet a popis
jednotlivých aplikačních modifikací, o jedné z nich
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obr 2. Elektroforetické rozdělení RAPD produktů při použití
oligomeru 5'_GCCGCCACCA-3'. Zleva odrůdy jarního ječ-
mene: Jarek, Heran, Galan, Forum, Donum, Akcent. (Foto
autor).
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Kraus, I.: PCR - některé současné aplikační
možnosti molekulární genetiky v pivovarsko.sla-
dařském průmyslu. Kvas. 'prum.; 42, 1996' č,' 6,
s.215-217.

Rozvoj poznatků v molekulární biologii nabizi
v současnosti nový přístup ke sledování rozdílů mezi
organismy a určování jejich vlastností dědičně podmí-
něných. Jedním z metodických nástrojů jsou metody
za|ožené na principu polymerázové zÍetězené reakce
(PCR). v příspěvku je uveden princip metody a některé
možné aplikace v oblasti sladařsko-pivovarské a obo-
rech návazných. Dále je uveden příklad Využití PCR
při identifikaci odrůd sladovnického ječmene českého
a slovenského původu.

Kraus, I.: PCR: Some Present Possibilities of Ap-
plication of Molecular Genetics in Brewing and
Malting Industry. Kvas. prům.' 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 frelds. Hereafter there
is some example of using PCR for identification of mal-
ting barley varieties of Czech and Slovac origin.

Kraus, I.: PCR - Einige gegenwártige Applikati.
onsmóglichkeiten der Molekulargenetik in der
Brau- und Malzindustrie. Kvas. prum. 42,1996,Nr.
6,5.215-211.
Die Entfaltung der Erkenntnisse in der Molekularbio-
logie bietet gegenwártig einen neuen Weg zu dem Stu-
dium der Unerschiede zwischen den Organismen und
zu der Ermittlung ihrer erblich bedingter Eigenschaf-
ten. Za den Instrumenten fiir diese Zwecke gehÓren
auch die Methoden, die auf dem Prinzip der Polyme-
rase-Ketten-Reaktion (PCR) basieren. In dem Artikel
wird das Prinzip sowie auch einige mÓgliche Applika-
tionen in der Brauerei- und Málzereiproblematik,sowie
auch in den anktipfenden Bereichen ange fžihrt. Im we-
iteren wird ein Beispiel der PCR-Applikation bei der
Identifikation der Braugerstensorten tschechischer und
slowakischer Herkunft beschrieben.

Kpayc, lI. : IIIIP - HeKoropbre coBpemenHbre
IIpI|KJIaAHsIe Bo3Mo'(HocTlI MoJIeKyil'pHoů reHe.
TI|KI| B III{BoBapeHHo.coJIoAoBeIrrroů npourrru.
JIeHHocTI|. KBac. rlpyvt., 42, 1996, Ň 6, crp.
zr5-217.
Pasnurue IIo3HaHI.Í' B MoJIeKyJIflpHoťr duonornu n
HailIe BpeMJI npeAocTaBJlser HossIů IIoAxoA K IIcc-
JIeAoB aHI'Irc p a3HIIq opraHI{3MoB I,I oilpeAeJleHllÍIo
IIx csoůcrs HacJIe[cTBeHHo o6sIcnosIeHHblx.
O4Hvll u3 MeToAuIIecKI4x opyguů qBIqIoTcq Me-
ToAbI, ocHoBaHHbIe Ha npIIHIII,Ine noJIIlÍMepa:Hoů
qenrEodpasyroulerl peaKrlr{rr (ilqP). B crarbe
IIpI,íBoAI,ITC' npI,IHqIm MeToAa yI HeKoTopble
Bo3MoxHocTIlÍ ero npl4JloxeHpIfl B ooilacTl,I
coJroAoBeHHo-nllBoBapennoti n cBt3aHHbIx c HIIM
odnacrqx. flanee npr,rBogr{rcr nprrMep r,rcnoJrb-
3oBaHIlÍ' IIqP B qeJl'x ngerrtnsr,rxaqnn
pa3HoBI,IAHocreů sqN,IeHfl' ÁIIfl' npoýI3BoAcTBa co-
JIoAa qeilIcKoro u cJIoBaIIKoro [poucxoxAeHl'tÍ.


