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Abstrakt

V tejto praci sme sa pozreli na vyvoj vinneho mikrobiému pocas faz kvasenia vina.
Pozerali sme sa na zloZenie fungélnych a aj bakteridlnych komunit. Taktiez sme porov-
navali vplyv réznych startérov na vinny mikrobiém. Data boli zberané v rokoch 2018 a
2019, medzi ktorymi bol aj velky rozdiel v pocasi pocas rastu hrozna. Fungélne komu-
nity boli dominované kvasinkami z rodu Saccharomyces vo vSetkych fazach kvasenie,
v oboch rokoch a v kazdom Startéry. Vo vzorkach, kde bol pouzity Startér obsahu-
jaci kvasinky Lachancea thermotolerans sme zaznamenali mierne zvysenie metrik alfa
diverzity, oproti inym Startérom. Fungalne populédcie boli bohatsie a vyrovnanejsie v
tychto vzorkich. Stale vSsak dominovali kvasinky rodu Saccharomyces. V bakteridlnych
populéciach nebolo vidno ziaden vplyv roznych Startérov na zlozenie popilécie baktérii.
Rozdiel vsak bolo vidno na zéklade rozneho pocasia v rokoch odberu vzoriek. V oboch
rokoch sa vo vzorkach nachadzalo vela baktérii, produkujucich kyselinu octova ako
napriklad Gluconobacter a Komagataeibacter. Taktiez sme nasli baktérie zodpovedné
za mliecne kvasenie ako napriklad Lactobacillus. Velky rozdiel medzi rokmi bol hlavne
pri RNA aktivite v roku 2018. Tuto aktivitu dominovali baktérie rodu Escherichia-
Shigella. V roku 2019 takato dominancia nebola.

Kracové slova: vinno, mikrobiom, amplikonové sekvenovanie, kvasenie
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Abstract

In this paper we looked at the evolution of wine microbiome during different stages
of the fermentation process. We looked at the composition of fungal and bacterial
communities. We also looked at how different starter cultures would impact the wine
microbiome. Data was gathered in the years 2018 and 2019. There was a big difference
in weather conditions between these 2 years during the growth of grapes. Fungal com-
munities were dominated by Saccharomyces yeast in all stages of fermentation in both
years, regardless of starter culture. In samples where yeast Lachancea thermotolerans
were used in the starter culture, we noticed a slight increase in alpha diversity metrics
in comparison to other starter cultures. The fungal population in these samples was a
little richer and a little more even. But there was still a clear domination of Saccha-
romyces yeast. In bacterial communities, we did not notice any differences based on
different starter cultures. We observed some differences based on the year the samples
were gathered. In both years, we observed a lot of acetic acid producing bacteria such
as Gluconobacter and Komagataeibacter. We also observed bacteria responsible for ma-
lolactic fermentation such as Lactobacillus. There was a big difference in RNA activity
between the years. In 2018, the RNA activity was dominated by Escherichia-Shigella

bacteria. In 2019, there was no such dominance.

Keywords: wine, microbiome, amplicon sequencing, fermentation
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Uvod

Vinny mikrobiom je zaujimavy koncept z pohladu potravinarskeho priemyslu. Mikroor-
ganizmy, ktoré st pritomné na povrchu hrozna, v pode a v prostredi vinic¢a ovplyviuja
procesy fermentacie a zrenia vina. Tieto mikroorganizmy zahinaju baktérie, kvasinky
a huby.

Vyskum vinneho mikrobiému nam pomaéaha lepsie porozumiet interakciam medzi
tymito mikroorganizmami a ich vplyvu na kvalitu a charakter vina. Rozne druhy mik-
roorganizmov prispievaju k roznym aspektom fermenta¢ného procesu. Kvasinky napri-
klad premenia cukry na alkohol a oxid uhlic¢ity, ¢im dochadza k alkoholickému kvaseniu.
Baktérie mozu ovplyvnit chut a aroma vina, a to bud priamo prostrednictvom svojich
metabolickych aktivit alebo nepriamo prostrednictvom interakcii s kvasinkami.

Pri procese vyroby vina sa kvasenie vina mdze uskutocnit spontanne, teda len za
pritomnosti kvasiniek a baktérii nachéddzajicich sa na hrozne alebo kontrolovane za
pomoci roznych startérov. Jeden z bezne pouzivanych je Startér obsahujici kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Startér s mikroorganizmy, ktoré sa vlozia do vinneho mustu
pred zacCatim procesu kvasenia, ¢im menia kvalitu, arému a charakter vysledného vina.
V tejto praci sa pozrieme aj na vplyv roznych startovacich kultir na celkovy mikrobiom
vina. Ziskané poznatky mozu prispiet k vylepSeniu procesu kontrolovaného kvasenia
vina, aby sa docielil pozadovany charakter vina.

V prvej kapitole prace opiSeme proces vyroby vina a zavedieme niektoré odborné
pojmy pouzivané v tejto praci. V druhej kapitole sa zameriame na prakticka ¢ast prace,
opiseme datové zdroje a pouzité vypoctové metodiky na ich analyzu. V tretej kapitole

sa rozoberieme vysledky datovych analyz.
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Kapitola 1

Teoreticky zaklad

1.1 Mikrobiém

Pojem mikrobiém opisuje vSetky mikroorganizmy, ich metageném a podmienky okoli-
tého prostredia v ktorom ziju [25]. Mikrobiom sa da vzhladom na typ biochemického
zdroja charakterizovat pomocou roznych technik, ako je napriklad metagenomika, me-
tatranskriptomika, metaproteomika v kombinacii s metadatami o prostredi [25].

Mikrorganizmy, ktoré ziji v jednom prostredi spolu interaguju a tym dynamicky
menia Struktiru populacie mikrobiému ako aj prostredia, v ktorom ziji. Interakcie
medzi mikroorganizmami sa daju rozdelit na priame a nepriame. Priame interakcie
nastavaju pri fyzickom kontakte. Patri sem napriklad parazitizmus, symbioza alebo
predécia. Pri parazitizme jeden organizmus ziskava vyhodu na tkor iného organizmu.
Pri symbidze oba organizmy benefituji zo vzajomnej interakcie. Pri predacii jeden z
organizmov je potrava pre druhy organizmus.

Nepriame interakcie st spdsobené pritomnostou mimobunkovych metabolitov. Me-
dzi tento druh interakcie patri neutralizmus, mutualizmus, komenzalizmus, alelopatia
a kompeticia [21]. Pri neutralizme interakcia medzi organizmami neprinasa vyhodu ani
jmu ani jednému z organizmov. Pri mutualizme oba organizmy ziskavaji vyhodu z
danej interakcie. Pri komenzalizme jeden z organizmov ziska vyhodu pricom to nemé
ziadny efekt na druhy organizmus. Pri alelopatii mimobunkové metabolity jedného or-
ganizmu prinasaju ujmu druhému organizmu. A pri kompeticii mikroorganizmy bojuju
o limitovany zdroj potravy.

Stadium tychto interakcii je jednoduchsie, ak ide o 2 organizmy. Avsak ked sa na ne
pozerame z pohladu celého mikrobiému, tak interakcie medzi réznorodymi populéciami
mikroorganizmov sa stavaja zlozité.

Vino je zaujimavé prostredie pre studiu tychto interakcii a vyvoja populacii mikro-
organizmov. Mikrobialne populacie sa daji Studovat priebezne pocas procesu vyroby

vina. Velka biodiverzita kvasiniek a baktérii bola pozorovana na povrchu hrozna, v
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muste a vo vine. Jej aktivita mikrobiému vo vine je ovplyviiuje nutricné a aromatické
kvality vina [22].

Vona a chut vina je uréena zlozenim prchavych a neprchavych aromatickych 1a-
tok. Tieto latky sa nachadzaju v muste vina eSte predtym ako zacne fermentécia a
dalsie st metabolizované pocas procesu kvasenia a dozrievania vina [43]. Tieto aroma-
tické latky sa daju rozdelit na primarne aromatické latky, sekundarne (fermentacné)
latky a terciarne (postfermentacné) latky [2|. Primarne aromatické latky maja povod v
hrozne, tvoria odrodovy charakter vina [2]|. Sekundarne (fermenta¢né) latky vytvaraja
jednak kvasinky pocas alkoholového kvasenia, ako aj mlie¢ne baktérie poc¢as mlie¢neho
kvasenia [2|. Terciarne (postfermentacné) latky zahifiaju zluceniny vytvarané pocas vy-
zrievania vina [2]. Medzi hlavné aromatické latky ovplyviujuce charakter vina patria
ethylfenoly, vinylfenoly, mastné kyseliny, alkoholy, estery, terpenoly, pyraziny a mnohé
dalsie [43][2]. Studia mikrobiému vina nam déava lepsie porozumenie tomu, aké mikro-
organizmy vytvaraju ktoré aromatické latky. Pripadne vznik niektorej z aromatickych
latok moze byt doésledok interakcie medzi Specifickymi mikroorganizmami v popula-
cii. Takéto poznanie modze vindrom pomoct pri vyrobe kvalitnejsich vin alebo vin so
Specifickym charakterom.

Zlozenie mikrobiomu na povrchu hrozna je velmi variabilné. Hlavnym dévodom
tejto variability st vonkajsie faktory prostredia ako st geograficka lokalita a sposoby,
akymi sa vinari staraji o samotné rastliny pri raste hrozna. Vdaka tomuto mikrobiému
hrozno dokaze aj spontanne kvasit (nie je potrebné pridat kvasinky do vinneho mustu).
Studia ukazala, ze hlavné druhy nachédzajice sa v prvotnej faze kvasenia hrozna su
z rodov Saccharomyces, Metschnikowia, Lachancea, Pichia a Hanseniaspora [30]. Na
obrazku 1.1 mézeme vidiet ich fylogenetické zaradenie. AvSak v neskorsich fazach kvase-

nia sa ukazalo, Ze vdaka pritomnosti etanolu dominuju kvasinky z rodu Saccharomyces

130][26]-
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sue||loeq’s

Obr. 1.1: Fylogeneticky strom pribuznosti kvasiniek a hub, ktoré sa vyskytuji na po-
vrchu hrozna. Ohranic¢ené oblasti oznacuju rovnaké rodové zaradenie. Vzdialenosti boli

urc¢ené metédou maximalnej vierohodnosti. Mierka zobrazuje pravdepodobnost substi-

ticie bazy na pozicii v zarovnanych génoch. Ziskané zo zdroja [26]
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1.2 Vyroba vina

Pri vyrobe vina hrozno prechédza tzv. vinifikaénym procesom. Tento proces zacina
zberom hrozna, ktoré sa néasledne lisuje aby sa ziskal must. Tento must sa moéze nechat
spontanne kvasit alebo pripadne moéZzeme do mustu pridat Startér pre kontrolované

kvasenie.

1.2.1 Startér

Pod pojmom $tartér sa vo vinarstve oznacuje zmes mikrobidlnych kulttr, ktoré sa ino-
kuluju do mustu vina. Inokulacia v mikrobiol6gii znamena, pridanie mikroorgamizmov
do kulttrneho média. V naSom pripade je teda kulttrne médium must vina [1|. Pri
uspesnej inokulécii moze Startér ovplyvnit mikrobiém vina pocas vSetkych faz kvase-
nia a teda aj vysledny produkt. V dnesnej dobe sa pri vyrobe vina typicky pouzivaja
komerc¢né Startéry. Niektoré z tychto Startérov obsahuji ako hlavnu zlozku kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Takyto Startér sa v nasej analyze vyuziva ako kontrolné sku-
pina (v texte ho oznacujem ako kontrolny Startér, v grafoch a tabulkach ako ctrl).

V tejto praci tento kontrolny startér budeme porovnavat s experimentélnymi Star-
térmi. Mame 2 takéto Startéry. Prvy z tychto Startérov pozostéva z kvasiniek Met-
schnikowia pulcherrima a Saccharomyces cerevisiae. Pre zvySenie ¢itatelnosti bude v
datovych analyzach a v grafoch tento Startér oznaceny pod skratkou mesa. Druhy Star-
tér, ktory bol pouzity pozostava z kvasiniek Lachancea thermotolerans a Saccharomyces

cerevisiae. Tento je oznaceny skratkou lasa.

1.2.2 FAazy kvasenia

Hrozno prechadza pri vyrobe vina réznymi fazami kvasenia. Pri zbere dat, pouzitych
v tejto préaci vinari definovali tri hlavné fazy kvasenia.

Prvou fazou kvasenia je inicia¢ny must. Téato faza oznacuje vinny must, ktory bol
inokulovany Startérom. V datach a grafoch bude tato faza oznacené ako ml.

Druhou fazou je fermentovany must. V tejto faze v muste vina aktivne prebieha
fermentacia. Najméa sa jedné o alkoholovi fermentaciu. Pri tejto je cukor z hrozna
metabolizovany na etanol. Pri tomto procese vznikaju aj niektoré aromatické latky
[12]. V data a grafoch je oznaena ako m2.

Tretia faza je oznacenad ako mladé vino pre filtraciou. V tejto faze by vino malo
byt uz na konci fermenta¢ného procesu. V tejto faze je uz vicsina cukru spotrebovana
pri alkoholovej fermentacii. Moze tu eSte prebiehat mlie¢ne kvasenie. Pri mlie¢nom
kvaseni dochadza ku konverzii kyseliny jabl¢nej na kyseliny mlie¢nu. Nasledne sa z
kyseliny mlie¢nej produkuju aromatické latky a dochadza k poklesu kyslosti [35]. V

datach a v grafoch je oznacena ako m3.
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1.3 Next Generation Sequencing

Zlozenie mikrobiéomu sa da studovat mnohymi metdédami. V stcastnosti jedna z obla-
benych metod je Next Generation Sequencing. Next Generation Sequencing (d'alej len
NGS) je charakteristické tym, Ze sa paralélne sekvenuje velké mnozstvo (moZe byt aj
miliény) malych fragmentov polynukeotidov [6]. Toto sa nazyva aj masivne paralélne
sekvenovanie. Vyhodou tejto metddy sekvenovania je, Ze sa moze osekvenovat velké
mnozstvo dat za kratky cas a pomerne nizku cenu.

Tato vlastnost NGS sa vyuziva pri amplikonovom sekvenovani [42]. Pri amplikéno-
vom sekvenovani sa digitalizuje iba cast markerového génu. Markerovy gén moze byt
hociktory gén, ktory je v genéme kazdého skiimaného organizmu. Napriklad v bakté-
riach sa ako markerovy gén vyuziva gén pre 16S ribozomalnu RNA. Tento gén sa po-
uziva, pretoze je vysoko konzervovany a je potrebny pre kazdu baktériu. Navyse tento
gén ma 9 hypervariabilnych oblasti, ktoré sa lisia medzi druhmi a rodmi baktérii [42].
Zacielenie sekvenovania na tento gén je docielené pomocou PCR. Pred sekvenovanim
sa DNA a RNA vo vzorkidch amplifikuje pomocou PCR. PCR primery st navrhnuté
tak, aby sa viazali na konzervovanu oblast génu a amplifikovali hypervariabilnta oblast.
Takéto produkty PCR sa upravuji vo viacerych krokoch. Napriklad jednym z tychto
krokov je odstranenie sekvencii primerov. Nasledne sa tieto upravené produkty PCR
digitalizuji pomocou NGS [42]. Digitalizované sekvencie ziskané z PCR sa dalej ana-
lyzuji. Najcastejsie sa jedna o organizaciu ¢itani do skupin taxénov. Jednou z tychto

analyz je Amplicon Sequence Variant [42].

1.3.1 Amplicon Sequence Variant

Amplicon Sequence Variant (dalej len ASV) je metoda klastrovania ¢itani. Tato me-
toda najskor odstréani ¢itania, pri ktorych nie je Statisticky isté, Ze nedoslo ku chybe pri
amplifikacii alebo sekvenovani. Toto sa deje za predpokladu, ze biologicky spravne sek-
vencie sa budui vo vzorke nachadzat ¢astejsie ako tie s chybami [11]. Rovnaké sekvencie
sa klastruju dokopy. Klastre sa navzajom mozu lisit aj na zaklade jedného nukleotidu
[11]. Kazdému klastru je priradena velkost na zaklade poc¢tu ¢itani v iom. Tieto pocty
odréazaju zastipenie jednotlivych taxénov vo vzorke. Tato informécia o poc¢toch je hlav-
nym vstupnym datovym zdrojom v tejto praci. Kazdému klastru je nasledne priradené
taxonomické zaradenie na zéklade referen¢nych databaz [42]. Toto vSak znamena, Ze
taxonomické zaradenie je zavislé od kvality referencnej databazy [42]. Taktiez sa moze
stat, Zze ¢itania pochédzajice z rovnakého taxoéonu sii rozdelené do viacerych klastrov,
pretoze organizmy mozu mat aj viacej ako jednu képiu markerového génu. Tieto kopie

sa mozu lisit v sekvencii nukleotidov [42].



KAPITOLA 1. TEORETICKY ZAKLAD



Kapitola 2

Metodika prace

2.1 Pouzité datové zdroje

Tento datovy zdroj pochédza zo vzoriek hrozna odrody Rulandské biele, ktoré bolo
zozbierané v obci Modra, ktora sa nachadza v Malych Karpatach pocas rokov 2018 a
2019.

Zozbierané strapce hrozien z tychto rokov boli odstopkované a nasledné lisované.
V roku 2018 sa vylisovany must rozdelil rovnomerne do 5 sudov. Kazdy sud pre nés
predstavuje jednu biologicku repliku. Nasledne do troch sudov bol pridany kontrolny
Startér pozostavajuci z komercéne dostupnych kvasiniek. Do dalsieho suda bol pridany
experimentalny Startér lasa obsahujuici L. thermotolerans a do dalgieho experimentalny
Startér mesa obsahujici M. pulcherrima. Z roku 2019 bolo pripravenych 9 sudov. Do
troch sudov bol vlozeny kontrolny Startér, a ostavajicich 6 boli vlozené experimentalne
startéry, vzdy jeden do troch sudov.

Nasledne vsetky sudy presli rovnakym procesom vyroby vina v oboch rokoch. Pocas
tohto procesu sa vo fazach kvasenia definovanych v 1.2.2 Fazy kvasenia (ml - must,
m2 - fermentovany must, m3 - mladé vino pred filtraciou) odobrali z kazdej biologicke;
repliky tri vzorky (technické repliky). Na obrazku 2.1 mézeme vidiet diagram, ktory

znazornuje akym sposobom boli ziskané jednotlivé vzorky v tomto datovom zdroji.
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Spracovanie hrozna . .
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Obr. 2.1: Diagram, ktory zobrazuje akym sposobom boli ziskané jednotlivé vzorky v
datovom zdroji pouzitom v tejto praci. Vzorky boli ziskavané v rokoch 2018 a 2019. V
oboch tychto rokoch bolo zozbierané hrozno, ktoré bolo nasledne odstopkované a vyli-
sované na must. Tento must bol rozdeleny do niekolko sudov. Nasledne sa do kazdého
suda pridal niektory zo startérov. V roku 2018 sa do 3 sudov pridal kontrolny startér,
do 1 suda startér lasa a do 1 suda Startér mesa. V roku 2019 sa pridal kazdy z tychto

Startérov do 3 sudov. Nasledene sa v jednotlivych fazach kvasenia odobrali vzorky.

2.1.1 Laboratérne spracovanie

Z odobratych vzoriek bola izolovand DNA a RNA. DNA obsahuje informaciu o pri-
tomnosti jednotlivych mikroorganizmov vo vzorke a RNA o tom, ako velmi aktivne st
jednotlivé mikroorganizmy. Tento materidl bol nasledne amplifikovany pomocou me-
tody PCR. Primery pre amplifikiciu cielili na markerové gény bakterialnej 16S rRNA
a tDNA a fungalnej 285 rRNA a rDNA. Nésledne vytvorené kniznica bola podrobena
cielenému amplikénovému masivnemu paralélnemu sekvenovaniu systémom MiSeq od
firmy I[llumina Inc. Vystupom tohto sekvenovania si ¢itania, ktoré poskytuju informa-
cie o genomickom zlozeni amplifikovanych ¢asti markerovych génov mikroorganizmov

vo vzorkéch.

2.1.2 Urcenie zastipenia taxonomickych druhov

Sekvena¢né data boli nésledne podrobené bioinformatickej analyze. Citania ziskané zo
sekvenovania boli klastrované metédou ASV vysvetlenou v sekcii 1.3.1 Amplicon Se-

quence Variant. Pri taxonomickej klasifikacii jednotlivych ASV klastrov bola vyuzita
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databaza SILVA v138.1 [31] pre 16S rRNA a rDNA ¢itania a databaza RefSeq v220113
[28] pre 28S rRNA a rDNA ¢itania. Podrobnejsie informacie o spracovani vzoriek vina
a sekvencénych dat sa nachédzaja v dizertacnej praci Modelové aplikicie charakteri-
zécie mikrobidlneho zloZzenia pomocou cieleného amplikénového masivne paralelného
sekvenovania vo vinarskom vyskume od Mgr. Miroslav Béhmer, PhD [10]. Na obrazku

2.2 mozeme vidiet diagram laboratérneho spracovania vzoriek.

fzolacia Amplifikdcia pomocou PCR
. .. DNA " A P
Vzorka mikrobiomu mierenej na markerové gény

—> —) ===

Sekvenovanie produktov PCR pomocou
Next Generation Sequencing

AsviD ] Taxén | Vzorkal
AsV 1] Taxén1 4
asv2 ]| Taxon2 6
Asv3 ] Taxén3 10
AsV 4] Taxén 4 4 Taxonomické zaradenie ASV
podla referenénej databazy

—_——
ASV 1 mmm
—_——

[ il

>
»
<
»

ASV 3

Tabulka obsahujlca relativne zastipenie

jednotlivych ASV vo vzorkach Klastrovanie rovnakych sekvencii

pomocou Amplicon Sequence Variant metédy
Obr. 2.2: Diagram, ktory zobrazuje akym spésobom boli z jednotlivych vzoriek ziskané
tabulky relativneho zastipenia ASV, ktoré st vstupné data pre tuto pracu. Zo vzo-
riek mikrobiému je izolovana DNA (alebo RNA). Tato DNA (alebo RNA) je nasledne
amplifikovana pomocou PCR, ktorej primery si cielené na markerové gény. V nasom
pripade to bolo 16S rRNA gén pre baktérie a 285 rRNA gén pre huby. Nésledne sa
produkty PCR sekvenuji pomocou Next Generation Sequencing. Citania sa klastruja
dokopy metdédou ASV popisanie v sekcii 1.3.1 Amplicon Sequence Variant a nasledne
je kazdému klastru priradené taxonomické zaradenie podla referen¢nej databézy. Infor-
maécia o vzorke je zapisana do tabulky relativnych zasttapeni, kde stipce st jednotlivé
vzorky v riadku si jednotlivé ASV klastre s taxonomickym zaradenim a relativnym

zastipenim vo vzorke.

Vstupné data do tejto prace ziskané spésobom popisanym vyssie boli dostupné v
tabulkovom formate, V prvom stlpci je unikatny identifikator ASV klastru. V dru-
hom stlpci je sekvencia markerového génu, 8pecificka pre dany ASV klaster. V trefom
stlpci je celé taxonomické zaradenie. Vietky nasledujiice stipce obsahujti merania z
analyzovanych vzoriek, teda pocet Citani prislichajici danému ASV klastru. Riadky
reprezentuju jednotlivé ASV klastre. Mame dve takéto tabulky, jednu pre bakterialne
16S déata a druhi pre fungélne 28S data.

V tychto tabulkach sa mohlo stat, Ze niektorému taxonomickému zaradeniu patrilo
viacej riadkov. Toto sa deje z dovodu, Ze ¢itania pochadzajuce z rovnakého taxénu moézu
byt rozdelené do viacerych ASV klastrov, pretoze organizmy moézu mat aj viacej ako

jednu képiu markerového génu a tieto kopie sa mozu 1isit v sekvencii nukleotidov. Pri



12 KAPITOLA 2. METODIKA PRACE

niektorych nasich analyzach by sa mohlo stat, Ze rovnaky taxén uvidime vo vyslednom
grafe alebo tabulke viackrat. Tomuto sa chceme vyhnut, pretoZze by to robilo interpre-
taciu vysledkov tazsiu. Riadky sme sa snazili spajat podla rodového taxonomického
zaradenia. Ak riadok nemal rodové zaradenie, tak sme ho spajali podla celade. Ak
nemal ani zaradenie do ¢elade, tak sme ho spajali podla este vysSieho taxonomického
zaradenia a tak dalej, dokym neboli pospajané vsetky riadky s rovnakym taxonomic-
kym zaradenim. Na takto upravenych tabulkach boli potom vykonané dalSie analyzy

opisané nizsie v tejto kapitole.

2.2 Spracovanie taxonomickych poctov

2.2.1 Vyvoj mikrobiému pri kvaseni vina

Pri tejto analyze nés zaujimalo percentuélne zasttpenie taxénov v jednotlivych vzor-
kach pocas troch sledovanych faz kvasenia. Chceli sme hlavne vediet, ktoré sit majoritné
taxony, teda ktoré maju najvicsie zasttipenie vo vzorkach.

Pri identifikacii majoritnych taxénov sme sa rozhodli na vizualizaciu pouzit stacked
bar chart z Python kniznice Matplotlib [18]. Tieto grafy sme zvolili z toho dévodu, ze
je I'ahko vidno, ktoré taxony maja najviacsie zastipenie v uréitej faze kvasenie. Ukazku
tohto grafu mézeme vidiet na obrazku 2.3. Na osi x mame jednotlivé fazy kvasenia a
na osi y je percentuéalne zastupenie taxénu vo vzorke. KedZe v jednej vzorke mohlo byt
namerané velké mnoZstvo roznych taxoénov, do finalnej legendy sme sa rozhodli uviest
len také, ktoré mali percentualne zastupenie asponn 5%. Takto sme vizuéalne poukézali,
na ktoré taxoény sa oplati pozriet blizsie, pretoze tieto maji najvacsi podiel na procese

kvasenia vina.
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Obr. 2.3: Ukazka stacked bar chart grafu, ktoré sme pouzili na vizualizaciu taxonomic-
kého zastupenia mikrobiému v réznych skupinach vzoriek pocas faz kvasenia. Kazdy
stipec predstavuje jednu fazu kvasenia. Na osi y je proporéné zasttpenie taxénov. Nad-
pis hovori o aké typy vzoriek ide. V legende sa nachadzaji iba taxoény, ktoré v niektore;j

faze kvasenia mali zastipenie aspon 5%.

Prezivanie kvasiniek z experimentalnych Startérov

Pri fungalnych vzorkadch sme identifikovali, Ze vacSinové zastiipenie maju kvasinky z
rodu Saccharomyces a Hanseniaspora. Cheeli sme teda porovnat, ako sa pri procese
kvasenia dari kvasinkdm, ktoré sme pridali do vzoriek v podobe nasich dvoch experi-
mentélnych Startérov v porovnani s tymito dvoma dominantnymi kvasinkami. Chceli
sme vidiet, aky je median propor¢ného zastupenia a akd je maximalna a minimélna
hodnota propor¢ného zastiipenie jednotlivych kvasiniek vo fazach kvasenia. Rozhodli
sme sa to vizualizovat cez Ciarové grafy.

Pre vizualizaciu sme pouzili Python kniZnicu seaborn [41]. Ukazku grafu mozeme
vidiet na obrazku 2.4. Na x osi st fazy kvasenia a na y osi je percentuéalne zastipenie
taxonov. Mozeme vidiet, Ze pri kazdej faze je na grafe ukazovatel rozsahu dat. Tento

ukazovatel v tomto pripade ukazuje maximalne a minimalne zastipenie taxénu vo
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vsetkych vzorkich v urcitej faze pre ten konkrétny startér v konkrétnom roku. Analyzy
sme robili zvlast pre DNA a RNA.

2019 DNA 28S lasa Startér
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Obr. 2.4: Ukazka c¢iarovych grafu, ktoré sme pouzili, aby sme zistili, ¢i kvasinky z expe-
rimentalnych Startérov prezivaji v jednotlivych fazach kvasenia. Na osi x st jednotlivé
fazy kvasenia a na osi y je proporéné zastipenie kvasinky vo faze. Body predstavuja
medidn propor¢ného zastupenia kvasinky vo vzorkach a ukazovatele rozsahu ukazuja
maximélne a minimalne propor¢né zastipenie kvasinky vo vzorkach. Nadpis grafu po-

pisuje vzorky pouzité ako vstupné déata do grafu.

2.3 Diferenc¢na analyza

Pri diferen¢nej analyze sme sa chceli pozriet na to, aké sii rozdiely v taxonomickom
zlozeni medzi kontrolnym Startérom a experimentalnymi Startérmi. Tuto analyzu sme
sa rozhodli vykonat pomocou kniznice v jazyku R, DESeq2 [32]|23].

Diferen¢né analyza sa robila vzdy pre vzorky z rovnakého roku,z rovnakej fazy
kvasenia a z rovnakého genetického materidlu, DNA alebo RNA. Taktiez aby malo
zmysel robit takito analyzu, kazdé porovnévana skupina musela mat aspon 3 vzorky.
Takéto vzorky sa potom vlozili do tabulky, kde v prvom stlpci sa nachadzaji mena
vzoriek. V prvom riadku ostatnych stlpcov sa nachadzaja mena jednotlivych taxénov.
Tabulka je vyplnena nameranymi hodnotami ASV. Okrem tejto tabulky je potrebna

aj tabul'ka obsahujuca tudaje o jednotlivych vzorkich. V nasom pripade v tejto tabulke
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v prvom stlpci s mené vzoriek a v druhom stlpci oznacenie, ¢ sa jedna o kontrolnu

skupinu alebo startér.

2.3.1 DESeq2

V DESeq2 sa po¢ty modeluja aby zodpovedali negativnemu binomickému rozdeleniu
[23]. Negativne binomické rozdelenie ma 2 parametre. Prvym je priemer, ktory je vypo-
¢itany, na zéklade kvantity ¢;; propor¢nej ku mnozstvu zastipenia taxénu vo vzorke.
Druhy parameter je disperzia, ktora je vypocitand na zédklade log-normélnej distribucie
zévislej od priemeru normalizovanych po¢tov zastupenia taxoénu vo vzorkach [23].
DESeq2 vypocita vela parametrov, avsak my sme sa zamerali len na logarithmic
fold change (LFC) a upravent P hodnotu. LFC nam hovori o zmenilo zasttpenie orga-
nizmu vo vzorke v kontrolnej skupine oproti experimentélnej skupine [23]. P hodnota
je nasledne vypocitana na zéaklade LFC pomocou Wald testu [23|. Nulova hypotéza pri
tomto teste je, Ze nie je rozdiel v zastiipeni organizmov v kontrolnej a experimentélne;j
skupine [23]. Tato P hodnota je eSte upravend Benjamini-Hochberg metody, pretoze

pri organizmoch s nizkym poc¢tom moéze dojst ku chybnému vypoétu P hodnoty [23].

2.4 Alfa diverzita

Alfa diverzita vyjadruje bohatost komunity organizmov v ramci jedného ekosystému,
v nasom pripade v ramci jednej analyzovanej vzorky. Alfa diverzitu je mozné kvan-
tifikovat roznymi sposobmi. Tieto metriky typicky vyjadruja bud pocet nameranych
druhov, rovnomernost zastupenia tychto druhov, pripade kombinaciu tychto metrik.
Pre tuto pracu sme vybrali 2 metriky. Jedna je ako bohaté je populacia a druhé je, ako
rovnomerna je populacia. Ako bohata je populécia sme jednoducho vyjadrili pomocou
poc¢tu roznych ASV pozorovanych vo vzorkach. Ako rovnomerne sii jednotlivé taxény
zastupené v populacii sme vyjadrili pomocou Shannonovho indexu. Na vypocet tychto

metrik sme pouzili Python kniznicu scikit-bio [34].

2.4.1 Shannonov index

Shannonov index je bezne pouzivand metrika na vyjadrenie rovnovahy populécie vo

vzorke. Tato metrika sa pocita pomocou nasledujiceho vzorca:

o - > PilogF;
logN

P; je kolkokrat sa vo vzorke konkrétny druh nachadza a N je kol'ko réznych druhov
sa vo vzorke nachadza [29]. Ide teda o kombinéciu bohatosti a rovnomernosti. Cim

vyssia je tato hodnota, tym vyrovnanejsia je populacia vo vzorke. Hodnota 0 bude
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znamenat, ze v populécii sa nachadza len jeden druh organizmu. Maximéalna hodnota
tohto indexu moze byt logN. Treba podotkniit, ze hodnota vypocitand tymto indexom
je len relativna informécia [29]. Da sa porovnavat len s hodnotami Shannonovho indexu,
ktoré su vypocitané v ramci tejto prace. Nemozeme teda porovnavat naSe hodnoty

Shannonovho indexu s hodnotami vypocitanymi v inych pracach.

2.4.2 Rarefaction

Cielom techniky rarefaction je korigovat nevyvazené velkosti vzoriek, ktoré su jednym
z hlavnych problémov pri porovnéavani diverzit [15]. Vezmime si 2 vzorky ako priklad. Z
prvej vzorky spravime 5000 ¢itani a z druhej vzorky spravime 20000 ¢itani Pri mensom
pocte ¢itani mame mensiu Sancu namerat mélo zastipené organizmy aj pri odbere z
rovnakého prostredia. Teda v prvej vzorke je mensia pravdepodobnost, Zze nameriame
vSetky organizmy nachadzajtuce sa vo vzorke. Toto by sa mohlo premietnut do inej
hodnoty niektorej z metrik alfa diverzity ako by bola, keby sme vzorku osekvenovali
hlbsie.

Vystupom tejto techniky je graficka vizualizacia v podobe rarefaction krivky, na
zéklade ktorej je mozné posudit, ¢i vzorky boli dostato¢ne hlboko osekvenované, teda
¢i sme namerali vSetky organizmy vo vzorke.

Pri vytvarani takychto kriviek sme zvolili nasledovny postup. Zo vsetkych ¢itani
pre konkrétnu vzorku sme postupne nahodne vyberali 50 ¢itani. Pre tychto 50 ¢itani
sme sa pozreli, kolko organizmov sme namerali. Toto sme opakovali desatkrat a z
vypocitanych hodnot sme zobrali priemerntt hodnotu. Nasledne sme toto opakovali pre
100 ¢itani, 150 ¢itani a tak d'alej, kym sme nedosiahli pocet ¢itani vo vzorke.

Ak sa dlhodobo nezvysuje pocet identifikovanych druhov so zvySujucim sa poctom
¢itani, tak predpokladédme, Ze sme uz identifikovali vSetky rozumne zastipené orga-
nizmy. Toto potom vidime na rarefaction krivke, ktora sa ustali na jednej hodnote.
Nejedné sa v8ak o presnit metriku. Rarefaction krivky st len vizudlne zhodnotenie, ¢i
su vzorky dostatoc¢ne hlboko osekvenované.

Na osi x je poCet ¢itani a na y osi je metrika alfa diverzity. Kazda krivka predstavuje
jednu vzorku. V legendu su aj nazvy konktretnych vzoriek. Nadpis opisuje typ vzoriek,

ktoré si vizualizované na grafe.
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Obr. 2.5: Ukazka rarefaction grafu na vizualne zhodnotenie, ¢i sii vzorky dostatoc¢ne
hlboko osekvenované. Na osi x je pocet ¢itani a na osi y je jedna z metrik alfa diverzity.
V tomto konkrétnom pripade to je bohatost vzoriek. Nadpis popisuje aké vzorky boli

pouzité ako vstupné data do grafu. V legende st aj nazvy konkrétnych vzoriek.

2.4.3 Porovnanie alfa diverzit

Porovnanie jednotlivych alfa diverzit sme vykonali nasledovne. Najskor sme sa pozreli,
ako sa lisia metriky diverzity v jednotlivych fazach kvasenia na pri roznych startéroch
startéru. Vzorky sme rozdelili podl'a rokov a podla toho, ¢i sa jedna o DNA alebo RNA.

Nésledne sme tieto data vizualizovali pomocou boxplotov.

2.5 Beta diverzita

Hlavnou myslienkou beta diverzity je zmerat ako sa meni Struktira populacie medzi
vzorkami navzajom [4]. Vzdialenost ndm umozni kvantifikovat rozdiely medzi vzorkami
napriklad na ¢asovom gradiente alebo tizemnom gradiente. Nas ¢asovy gradient su bud
jednotlivé fazy kvasenia alebo rozne roky odberu vzoriek. Na§ dalsi gradient su rozne
startéry, ktoré boli pouzité. Tak ako pri alfa diverzite, tak aj beta diverzita sa da
popisat roznymi metrikami. Pre nasu analyzu sme si vybrali Bray-Curtis metoda [5].
Tato metrika sa bezne pouziva a je aj vhodna pre naSe data, pretoze pracuje len s
tabulkami poc¢tov, ¢o su presne aj nase ASV tabulky. Pre vypocet tejto metriky sme

pouzili opat Python kniznicu scikit-bio [34].
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2.5.1 Bray-Curtis metéda

Pri tejto metode sa ako vstupné data pouziva zastipenie druhov vo vzorkach, ktora v
nasej datovej sade predstavujia pocty ¢itani v ASV klastroch. Nasledne sa tato metoda
snazi vypocitat maticu vzdialenosti medzi kazdou dvojicou vzoriek [5]. Hodnoty matice

su pocitané nasledujucim vzorcom:

> euy — v
> (zuj + v;)

BCyy =

S je celkovy pocet druhov v porovnavanych vzorkach a xy; a oy st hodnoty zastipenia
druhu vo vzorkach [33].
Pri vypocéte sme vzorky rozdelili podla toho, ¢i sa merala DNA alebo RNA. Na-

sledne pre kazdu tito vzorku sme vypocitali maticu vzdialenosti.

2.5.2 Analyza hlavnych staradnic

Z matic vzdialenosti sme vypocitanych metédou vyssie sme spravili analyzu hlavnych
stradnic (dalej len PCoA). Opét kniznica scikit-bio [34] nam priamo poskytla uz im-
plementovani funkciu. Pomocou PCoA vieme previest nasu maticu relativnych vzdia-
lenosti beta diverzity do kartezianskej stistavy stradnic. Takymto spdésobom nésledne
moze vizualizovat beta diverzity nasich vzoriek. Vzorky blizko pri sebe na grafe PCoA
budu blizko pri sebe aj ¢o sa tyka beta diverzity. PCoA sme spravili pre tri komponenty,
teda nasa PCoA sa da zobrazit v 3D priestore alebo mézeme porovnavat jednotlivé kom-
ponenty navzijom. Na obrazku 2.6 mozeme vidiet priklad 3D projekcie a na obrazku

2.7 mozeme vidiet priklad porovnanie jednotlivych komponentov navzajom.
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Obr. 2.6: Ukazka 3D projeckie PCoA grafu. Na osiach st jednotlivé komponenty PCoA.
Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a Startéru. Body z roku 2018 st oznacené
modrou a z roku 2019 oznacené Cervenou. Féazy st znazornené rozdielnymi velkostami

bodov. Startéry st znazornené podla rézneho tvaru bodov.
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Obr. 2.7: Ukazka grafov porovnanie komponentov PCoA navzajom. Na osiach si jed-

notlivé komponenty PCoA. Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a Startéru.

Body z roku 2018 st oznac¢ené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy st zné-

zornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znézornené podla rozneho tvaru

bodov.



Kapitola 3

Vysledky

3.1 Urcenie zasttupenia taxonomickych druhov

3.1.1 Fungalne 28S data

Pre vzorky DNA z roku 2018, bez ohladu na Startér dominuju kvasinky z rodu Saccha-
romyces vo fazach m1 a m2. Data pre vzorky m3 néam chybaji. Vo va¢Som zastipeni
sa v tychto vzorkach taktiez nachédzaju kvasinky z rodu Hanseniaspora. Vo faze m1l
st zastupené na podobnej tdrovni ako kvasinky z rodu Saccharomyces, ale vo faze m2
ich zastupenie znacne klesne. V biologickej replike inokulovanej startérom lasa vidime
pritomnost tychto kvasiniek z rodu Lachancea, avsak ich percentualna pritomnost nie
je ani 5%. Najvacsie zastupenie méa v ml faze a vo faze m2 jej pritomnost z pohladu
DNA klesa. V biologickej replike inokulovanej Startérom mesa nevidime ziadnu pritom-
nost DNA kvasiniek z rodu Metschnikowia. Toto naznacuje tomu, ze inokulacia tymto

Startérom bola netspesna. Tieto vysledky mozeme vidiet na obrazku 3.1.
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Obr. 3.1: Vysledok taxonomickej analyzy pre fungalne vzorky DNA roku 2018. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo Startérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je propor¢né zastipenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachadzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastupenie aspon 5%.

Pri pohl'ade na vzorky RNA z roku 2018 vo vSetkych vzorkach bez ohladu na Star-
tér a fazu dominuja kvasinky rodu Saccharomyces. Nevidime velka aktivitu kvasiniek
z rodu Hanseniaspora na trovni RNA. Vo vzorkich pre Startér lasa bola namerana
RNA aktivita kvasiniek rodu Lachancea ale podobne ako pri DNA, nebolo to ani na
urovni 5%. Rozdiel oproti DNA bolo to, Ze najvacsia aktivita bola namerana vo faze
m2. Pre Startér mesa je vysledok rovnaky ako pri DNA. Nevidime ziadnu aktivitu kva-
siniek rodu Metschnikowia. Pri merani RNA mozeme vidiet aj nové taxony, ktoré sme
nezaregistrovali pri merani DNA. Bez ohladu na Startér bola vo vzorkdch namerana
RNA aktivita Botrytis. Plesne tohto rodu infikuji povrch hrozna. BeZne sa povazuje
za rastlinny patogén, ale za urcitych podmienok tieto plesne mézu spdsobit zlepSenie
kvality hrozna [39]. Tieto plesne su aktivne hlavne v ml faze kvasenia. Dalgie taxony,
ktorého RNA aktivitu sme zaregistrovali st huby radu Pleosporineae a rodu Erysiphe.
Tieto huby st rastlinné patogény. Rad Pleosporineae spésobuje odumieranie réznych
¢asti rastlin. Rod Erysiphe sposobuje chorobu muénatka vinic¢a [14]. Aj pri tychto ta-
x6noch mozeme pozorovat, ze ich aktivita je najvicsia vo faze ml a postupne klesa,

podobne ako pri plesni rodu Botrytis. Tieto vysledky moézeme vidiet na obrazku 3.2.
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Obr. 3.2: Vysledok taxonomickej analyzy pre fungalne vzorky RNA roku 2018. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo $tartérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je proporcné zastupenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachadzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastupenie aspon 5%.

Vzorky DNA z roku 2019 ukazuju eSte vacsiu dominanciu kvasiniek rodu Saccharo-
myces. Je vidiet aj pritomnost DNA kvasiniek rodu Hanseniaspora. Pri kazdom Startéry
pritomnost tychto kvasiniek prudko stiipne vo faze m3. Najvicsiu diverzitu DNA mo-
zeme vidiet vo vzorkach, kde bol pouzity startér lasa. Podobne ako v roku 2018 je vidno
pritomnost kvasiniek rodu Lachancea v tomto Startéry ale na rozdiel od roku 2018 za-
stipenie tychto kvasiniek bolo asponi 5%. Okrem tychto sa vo vzorkach pre Startér lasa
nachadzali aj kvasinky z rodu Saturnispora. O tychto kvasinkach sa mi vsak nepodarilo
najst informécie o ich vplyve na proces kvasenia vina. AvSak vo vzorkach sa pritomné
aj kvasinky rodu Pichia. Pichia a Saturnispora su obe z ¢elade Pichiaceae. Rod Pichia
je bezne pozorovany na povrchu hrozna a moze pocas kvasenia ovplyvnit rozne kva-
lity vina. Je mozné, ze rod Saturnispora zohrava podobni tlohu ako Pichia pri fazach

kvasenia. Tieto vysledky mozeme vidiet na obrazku 3.3.
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Obr. 3.3: Vysledok taxonomickej analyzy pre fungéilne vzorky DNA roku 2019. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo $tartérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je propor¢né zastipenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachadzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastupenie aspon 5%.

Nakoniec vzorky RNA z roku 2019 ukazuji jasni dominanciu rodu kvasiniek Sac-
charomyces. Vo vsetkych fazach bez ohladu na pouzity Startér takmer tplne vytlacila
vietky ostatné taxony. Jedine pri Startéry mesa sme detekovali podiel RNA nad 5%

pre kvasinky rodu Pichia vo faze m1. Tieto vysledky mézeme vidiet na obrazku 3.4.
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Obr. 3.4: Vysledok taxonomickej analyzy pre fungalne vzorky RNA roku 2019. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo Startérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je proporcné zastipenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachadzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastipenie aspon 5%.

3.1.2 Bakterialne 16S data

Bakterialne komunity vo vzorkéch si roznorodejsie nez kvasinkové. Vzorky DNA z roku
2018 bez ohladu na Startér obsahuja obsahuju baktérie z rodov Gluconobacter, Aceto-
bacter a Komagataeibacter. Baktérie z tychto rodov sa bezne nachadzaju na povrchu
hrozna a st zname kazenim vina. Taktiez sa nachadzaju aj v inych kvasenych napojoch,
ako je napriklad kvas alebo kombucha a iné [38]. Tieto baktérie dokazu metabolizo-
vat cukry a alkoholy na organické kyseliny. Napriklad vo vine metabolizuju etanol na
kyselinu octovi [38]. Dalej sa vo vzorkdch bez ohladu na Startér nachédzala celad
Orbaceae. Nie je zname, aky dopad na proces kvasenia by mohli mat tieto baktérie.
Hlavne st asociované s ¢revnym traktom hmyzu [20]. Toto by mohlo vysvetlovat, ako
sa dostali na povrch hrozna. Vo vzorkach, kde bol pouzity kontrolny Startér boli vo
faze m2 namerané baktérie z ¢elade Bacillaceae a taktieZ rod tejto ¢elade Geobacillus.
Je zaujimavé, Ze tieto baktérie boli pod limitom detekcie vo vzorkach z fazy ml a aj v
neskorsej faze m3. Je mozné, Ze tieto baktérie boli v stadiu spory a teda nebolo mozné

izolovat ich DNA pocas tohto Stadia. Tieto baktérie st schopné fermentécie [37], teda
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ich pritomnost a prezivanie vo vine nie je az tak prekvapujica. Zvlastne je, ze neboli
namerané vo vzorkich inych startérov a boli namerané len vo faze m2. Tieto vysledky

mozeme vidiet na obrazku 3.5.

2018 DNA 16S ctrl Startér 2018 DNA 166 lasa Startér 2018 DNA 16S mesa Startér

. .

0.8

Proporéné zastupenie
o
IS

0.8

506 506

0.2 0.2 0.2

Proporéné zastUpenie
o
S
Proporéné zastupenie
o o o
IS o @

0.0 0.0 0.0
ml m2 m2 m3 ml m2 m3

Fazy Fazy Fézy
W Bacillaceae Acetobacter mm Komagataeibacter Acetobacter mmm Komagataeibacter W Orbaceae Acetobacter mmm Komagataeibacter W Orbaceae
Geobacillus ~ wmm Gluconobacter ~ mmm Orbaceae = Gluconobacter W Gluconobacter
B Lactococcus

3
@

Obr. 3.5: Vysledok taxonomickej analyzy pre bakteridlne vzorky DNA roku 2018. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo startérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je propor¢né zastipenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachédzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastipenie aspon 5%.

Vo vzorkiach RNA z roku 2018 opét vidime zastupenie baktérii z rodov Glucono-
bacter, Acetobacter a Komagataeibacter bez ohladu na Startér. Ich aktivita stupa vo
faze m3, pravdepodobne z doévodu, Ze premienaji alkohol pritomny vo vine na kyselinu
octovi. AvSak bez ohladu na Startér, vo vzorkdch dominuje RNA aktivita baktérii z
rodu FEscherichia-Shigella a Pseudomonas. Akt tlohu pri procese kvasenia hraju tieto
baktérie nie je zname. Je vSak zname, Ze baktérie rodu Escherichia-Shigella mézu mat
negativny vplyv na zdravie ¢loveka [24]. Tieto baktérie sa daji najst aj v érevach Tudi a
zvierat. Vacsina druhov je neskodnych, ale niektoré mozu sposobovat hnacku, vracanie

alebo horucku [27]. Tieto vysledky méZzeme vidiet na obrazku 3.6.
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Obr. 3.6: Vysledok taxonomickej analyzy pre bakteridlne vzorky RNA roku 2018. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo Startérov pouzitych v datach. Na osi x
su fazy kvasenia. Na osi y je proporéné zastupenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachadzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastupenie aspoinl 5%.

Pre vzorky z roku 2019 chybaji data z merania DNA pre fazy m2 a m3. Teda mo-
zeme vyhodnotit len déta z fazy m1l. Faza ml vyzera podobne ako v roku 2018. Opét
boli detekované hlavne baktérie z rodov Gluconobacter, Acetobacter a Komagataeibac-

ter. Tieto vysledky mézeme vidiet na obrazku 3.7.
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Obr. 3.7: Vysledok taxonomickej analyzy pre bakteridlne vzorky DNA roku 2019. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo Startérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je propor¢né zastipenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachédzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastupenie aspon 5%.

Mikrobialne populacie vzoriek RNA z roku 2019 vyzeraju ovela vyvazenejsie ako tie
z roku 2018. Nie je tu taki jasna dominancia baktérii rodu Escherichia-Shigella, avsak
stale st tieto baktérie pritomné. V tomto roku je ich pritomnost vo vic¢sine vzoriek pod
5%. Taktiez stale vidime RNA aktivitu baktérii z rodov Gluconobacter, Acetobacter a
Komagataeibacter. Ich aktivita na rozdiel od roku 2018, kde sme videli zvySent aktivitu
vo faze m3, vyzera byt velmi podobné vo vSetkych fazach kvasenia. Oproti roku 2018
tu moézeme vidiet baktérie z rodu Ralstonia, Sphingomonas, Pluralibacter a Paenibacil-
lus. Baktérie rodu Ralstonia st patogén hlavne u rastlin, ale boli zaznamenané aj ako
patogén u ¢loveka. Preto by sa ich pritomnost vo vine mala inhibovat [24]. Rod Sphin-
gomonas je rastlinny a niekedy aj I'udsky patogén, avsak tieto baktérie maju pozitivny
vplyv na charakteristiky vina [8]. Baktérie z rodu Paenibacillus dokazu podporit rast
rastlin. V pode dokazu premienat dusik, fosfor a zelezo do formy, ktoru vedia rastliny
spracovat [17]. TaktieZ dokazu chranit rastliny pred rastlinnymi patogénmi a bylinoz-
ravym hmyzom. Toto zabezpecuje vyvolavanim obrannych mechanizmov rastliny alebo
produkciou biocidnych latok (latky, ktoré nicia a odpudzuji skodlivé organizmy) [17].
Ich enzymy maja vyuZzitie aj v medicine a v priemysle [17]. Tieto vysledky mozeme

vidiet na obrazku 3.8.
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Obr. 3.8: Vysledok taxonomickej analyzy pre bakteridlne vzorky RNA roku 2019. Na
obrazku su tri grafy. Kazdy graf je pre jeden zo Startérov pouzitych v datach. Na osi x
st fazy kvasenia. Na osi y je proporéné zastupenie taxénov. Nadpis hovori o aké typy
vzoriek ide. V legende sa nachadzaju iba taxony, ktoré v niektorej faze kvasenia mali

zastupenie aspon 5%.

3.1.3 Prezivanie experimentalnych Startérov
Startér lasa

DNA tychto kvasiniek bola namerané vo faze m1 vo vzorkach z roku 2018 aj z roku
2019. Toto naznacuje, ze inokulacia tymto Startérom bola tuspesné. Taktiez v neskorsich
fazach m2 a m3 boli namerané. AvSak oproti kvasinkdm rodu Saccharomyces je to
zastupenie kvasiniek Startéru velmi nizke. Ked sa pozrieme na RNA, tak namerana
aktivita bola velmi nizka, v niektorych fazach az nulova. Tieto vysledky vidime na
obrazku 3.9
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Obr. 3.9: Prezivanie kvasiniek Startéru lasa. Na osi x st jednotlivé fazy kvasenia a na
osi y je propor¢éné zastupenie kvasinky vo faze. Body predstavuji medidn proporéného
zastipenia kvasinky vo vzorkach a ukazovatele rozsahu ukazuji maximéalne a minimalne
proporcéné zastipenie kvasinky vo vzorkach. Nadpis grafu popisuje vzorky pouzité ako

vstupné data do grafu.

Startér mesa

Namerand DNA kvasiniek startéru mesa bola nulova vo vSetkych fazach v roku 2018 aj
2019. Taktiez RNA aktivita nebola namerana v ziadnej faze ani v roku 2018 ani 2019.
Doévodom tohto moéze byt, ze inokulécia tymto Startérom nebola tspesna ani v jednom

roku. Tieto vysledky vidime na obrazku 3.10
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Obr. 3.10: Prezivanie kvasiniek startéru mesa. Na osi x si jednotlivé fazy kvasenia a na
osi y je proporc¢né zastupenie kvasinky vo faze. Body predstavuji median proporéného
zastupenia kvasinky vo vzorkach a ukazovatele rozsahu ukazuji maximalne a minimalne
proporéné zastupenie kvasinky vo vzorkach. Nadpis grafu popisuje vzorky pouzité ako

vstupné data do grafu.

3.2 Diferen¢na analyza

Vysledkom diferen¢nej analyzy boli 3 tabulky pre 28S data a 3 tabulky pre 16S data.
Kazda tabulka mé na zadiatku stlpce, ktoré popisuju na akych datach sa robila di-
ferenéna analyza. V prvom stlpci je rok. V druhom stipci je faza kvasenia. V tretom
stlpci je, & sa jednalo o vzorky DNA lebo RNA. V &tvrtok stipci je z ktorych biologic-
kych replik boli vzorky odobrané. V piatom a iestom stlpci je, ktoré dva Startéry boli
porovnavané. zbytok tabulky je vyplneny niektorou z hodnét, vypocitanou pomocou

DESeq2. V prvej tabulke st hodnoty korigovanej P-hodnoty. V druhej tabulke je logs
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fold change. Tato hodnota hovori o tom, ako sa lisilo zastipenie taxénu vo vzorke me-
dzi kontrolnou a experimentalnou skupinou. Ak bola tato hodnota zaporna, tak vacsie
zastupenie bolo v kontrolnej skupine. Ak bola tato hodnota kladna, tak vécsie zasti-
penie bolo v experimentalnej skupine. V tretej tabulke st pomocou x oznac¢ené bunky
tabul'ky, ktoré mali v prvej tabulke korigovani P-hodnotu nizsiu ako 0.01. Takto sme
si ulah¢ili analyzu tabuliek, lebo ndm to umoznuje zamerat sa len na Statisticky vy-
znamné vysledky. Podla tejto poslednej tabulky boli utriedené aj stlpce vetkych 3
tabuliek. Stlpec s najvacsim poétom x v stlpci je prvy v poradi. Takéto 3 tabulky sme

spravili aj pre fungélne 28S data aj pre bakteridlne 16S dat.

3.2.1 Fungalne 28S data

V roku 2018 boli vSetky porovnania na tirovni DNA. V RNA déatach nebolo dostatok
vzoriek, aby boli zmysluplné robit tieto porovnania. KedZe sa jednéa o Statisticki me-
todu, potrebujeme aj dostatok merani na spravne urcenie rozdielov medzi vzorkami.
Pri porovnéavani kontrolného startéru so Startérom lasa boli ako statisticky vyznamné
rozdiely oznacené kvasinky Saccharomyces vo faze m1 s vysS$im zastipenim vo vzorkach
s kontrolnym Startérom. Vo faze m2 to boli Saccharomyces, Lachancea a Filobasidium.
Iba rod Filobasidium mal vysSie zastipenie vo vzorkidch s kontrolnym Startérom. Vo
faze m3 nebolo dostatok dat na vykonanie diferencnej analyzy. Kvasinky rodu Filo-
basidium boli najdené na podlahe, stenach a novom vybaveni vinarni [3|. Produkuji
enzym lipaza, ktory by mohol byt vyuzity pri produkcii biopaliv [9].

Pri porovnani kontrolného Startéru a startéru mesa boli ako statisticky vyznamné
rozdiely oznacené kvasinky Saccharomyces, Lachancea a Filobasidium vo faze m2. Opét
iba rod Filobasidium mal vacsie zastipenie vo vzorkach s kontrolnym startérom. Vo
faze m1 neboli ziadne Statisticky vyznamné rozdiely a vo faze m3 nebolo dostatok dat
na vykonanie diferen¢nej analyzy.

Ked sme porovnali Startéry mesa a lasa, tak jediny Statisticky vyznamny rozdiel
bol vo faze m1 v zastipeni kvasiniek rodu Saccharomyces. Vécsie zastipenie mali vo
vzorkach so Startérom mesa.

V roku 2019 méme porovnania aj z DNA aj z RNA dat. Pozrieme sa najskér na
DNA porovnania. Porovnanie kontrolného Startéru a lasa Startéru ukazalo ako Statis-
ticky vyznamné vo faze m1 rody Saccharomyces, Lachancea, Hanseniaspora, Pichia a
Saturniaspora. VSetky okrem rodu Saccharomyces boli vo vacSom zastipeni vo vzor-
kach so startérom lasa. Vo faze m2 bol oznaceny iba rod Lachancea, ktory mal vacsie
zastupenie vo vzorkach so Startérom lasa. Vo faze m3 kvasinky z rodu Saccharomyces a
Lachancea. Saccharomyces mali véicSie zastipenie vo vzorkach s kontrolnym startérom
a Lanchacea vo vzorkach so startérom lasa.

Pri porovnavani kontrolného Startéru a Startéru mesa vo faze m1 vidime ako Statis-
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ticky vyznamné rody Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Saccotheciaceae, Nakase-
omyces, Claudosporiaceae a Aspergillaceae. Rody Saccotheciaceae a Claudosporiaceae
mali vicsie zastupenie vo vzorkich s kontrolnym Startérom. Ostatné mali véicsie zast-
penie vo vzorkéach so Startérom mesa. Vo fdze m2 sa nenasli ziadne Statisticky vyznamné
rozdiely medzi mikrobiémami tychto dvoch startérov. Vo faze m3 boli oznacené rody
Saccharomyces, Hanseniaspora a Pichia. Z tychto len Hanseniaspora bola vo vacSom
zastipeni vo vzorkach s kontrolnym Startérom.

Porovnanie startérov lasa a mesa vo faze m1 ukézal Statisticky vyznamné rozdiely v
zastiupeni rodov Saccharomyces, Lachancea, Nakaseomyces, Claudosporiaceae a Asper-
gillaceae. Vo vzorkach so Startérom lasa mali vacSie zastupenie kvasinky rodov Lachan-
cea a Cladosporiaceae. Vo taze m2 sa ako Statisticky vyznamné ukazali rody Lachancea
a Pichia. Rod Lachancea mal vacsie zastupenie vo vzorkach so Startérom lasa a rod
Pichia vo vzorkdch so Startérom mesa. Vo faze m3 boli oznacené za Statisticky vy-
znamné rody Saccharomyces, Lachancea, Hanseniaspora, Pichia a Saccotheciaceae. Vo
vzorkach so Startérom lasa boli vo va¢Som zasttipeni rody Lachancea, Hanseniaspora a
Saccotheciaceae.

7Z RNA dat mame v tomto roku porovnanie len z faz m1 a m3. Vo faze m2 nebolo
dostatok dat na to, aby sme spravili diferenéné analyzy. Pri porovnani kontrolného
Startéru so Startérom lasa a kontrolného Startéru so Startérom mesa vo faze ml sa
ukézali ako Statisticky vyznamné taxony Filobasidium, Saccotheciaceae, Nakaseomyces,
Cladosporiaceae, Erysiphe, Pleosporineae, Borytis a Kazachstania. Vicsie zastupenie
vo vzorkach s experimentalnym Startérom mali Nakaseomyces a Kazachstania. Ostatné
mali vacsie zastupenie vo vzorkach s kontrolnym Startérom. Pri porovnani kontrolného
Startéru a Startéru lasa a pri porovnani experimentalnych Startérov v tejto faze bol
oznaceny aj rod Lachancea a mal vacSie zastipenie vo vzorkach so Startérom lasa. Vo
faze m3 je Statisticky vyznamny len rod Lachancea pri porovnani kontrolného a lasa

Startéru s vac¢sim zastipenim vo vzorkach so Startérom lasa.

3.2.2 Bakterialne 16S data

V roku 2018 mame porovnanie len pre vzorky DNA z fazy m3. V tejto faze pri porovnani
kontrolného a lasa Startéru vidime, ze Statisticky vyznamny rozdiel je v baktéridch
Komagataeibacter a Acetobacter. Komagataeibacter mal vacSie zastupenie vo vzorkach
s kontrolnym startérom a Acetobacter vo vzorkach so Startérom lasa.

Pri porovnani kontrolného a mesa startéru st ako Statisticky vyznamné oznacené
baktérie Komagataeibacter, Acinetobacter a Acidovoraz. Iba Komagataeibacter mal
vacsie zastiipenie vo vzorkach s kontrolnym Startérom.

Pri porovnani lasa a mesa Startérov vidime ako Statisticky vyznammné s vacSim

zastupenim vo vzorkach s mesa Startérom baktérie Acinetobacter. Vo vzorkich s lasa
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Startérom baktérie Acetobacter.

V roku 2019 pre vzorky DNA méame diferen¢né analyzy len pre fazu m1. Pri porov-
nani kontrolného a lasa Startéru vidime ako Statisticky vyznamné baktérie Komagatae-
ibacter, Corynebacterium, Gluconobacter, Paracoccus, Parapusillimonas, Alicycliphilus
a Diaphorobacter. Vsetky mali vacsie zasttipenie vo vzorkach so Startérom lasa.

Porovnanie kontrolného a mesa startéru ukazalo ako Statisticky vyznamné populacie
bakterii Komagataeibacter a Gluconobacter. Vacsie zastupenie mali vo vzorkach so
Startérom mesa.

Pri porovnani Startérov lasa a mesa boli oznacené ako Statisticky vyznamné a mali
vacsie populacie v Startéry lasa baktérie Komagataeibacter, Paracoccus, Parapusillimo-
nas, Alicycliphilus a Diaphorobacter.

Vo vzorkéach kde sa merala RNA méame porovnania zo vsetkych troch faz. Pri po-
hlade na porovnania kontrolného a lasa Startéru vo faze ml su Statisticky vyznamné
baktérie Enterococcus, Lactobacillus, Paenibacillus a Escherichia-Shigella. Vetky boli
vo vacSom zastupeni vo vzorkach so Startérom lasa. Vo faze m2 sa ukazali ako Statisticky
vyznamné baktérie Streptococcus a Xylophilus. Streptococcus mali vacsie zastupenie vo
vzorkach so startérom lasa a Xylophilus vo vzorkach s kontrolnym Startérom. Vo faze
m3 boli statisticky vyznamné baktérie Caulobacter a Bradyrhizobium, obe s vA¢Sim
zastupenim vo vzorkéich so Startérom lasa.

Porovnévanie kontrolného a mesa Startéru vo faze ml oznacilo ako Statisticky vy-
znamné baktérie Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Paenibacillus a Escherichia-
Shigella. Vzdy mali vécsie zastupenie vo vzorkich so Startérom mesa. Vo faze m2 sa
nasli ako Statisticky vyznamné len baktérie Xylophilus s va¢sim zastipenim vo vzor-
kach s kontrolnym startérom. Faza m3 bola na tom podobne, rozdiel je, Ze v tomto
pripade sa jednalo o baktérie Corynebacterium.

Pri porovnavani experimentalnych startérov vidime Statisticky vyznamné rozdiely
len vo faze m3. Baktérie Caulobacter a Bradyrhizobium mali vacSie zastipenie vo vzor-
kach so startérom lasa a baktérie Corynebacterium mali vacsie zastipenie vo vzorkach

so Startérom mesa.

3.3 Alfa diverzita

3.3.1 Rarefaction

Na zaklade vygenerovanych rarefaction kriviek usudzujeme, Ze jednotlivé vzorky boli
dostatoc¢ne hlboko osekvenované. Nie je vylucené, ze pocet detekovanych taxénov by
mohol pri hlbsom sekvenovani dalej rast. Je ale nepravdepodobné, Ze objavime nejaku
novu skupinu vyznamne zasttipenych baktérii alebo hub. Tieto vysledky moézemm vi-

diet na obrazku 3.11, kde st vSak vybrané 2 grafy na ilustraciu. Vsetky grafy z tejto
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analyzy sa nachadzaju v elektronickej prilohe.
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Obr. 3.11: Vysledok rarefaction grafov. V legende sa nachadzaju nazvy jednotlivych
vzoriek. Na osi x je pocet ¢itani a na osi y je namerané bohatost vzoriek. Nadpis
popisuje typ vzoriek, ktoré boli pouzité ako vstupné data. V legende sa nachédzaju aj
nézvy konkrétnych vzoriek. Tieto 2 grafy st vybrané ilustra¢ne. Vsetky grafy, ktoré

boli vysledkom tejto analyzy sa nachédzaja v elektronickej prilohe.

3.3.2 Porovnanie alfa diverzit

Co sa tyka bohatosti pre fungalne 285 data, mozeme vidiet na obrazku 3.12, ze aj v
roku 2018 aj 2019 bola najvicsia bohatost vo faze m1. V tejto faze by vo vzorkach mali
byt pozorovatelné takmer vSetky kmene, ktoré sa nachadzali aj na hrozne. Nasledne
vidime prudky pokles vo faze m2. V tejto faze prebieha najburlivejsie kvasenie, pri
ktorom je dominantna kvasinka Saccharomyces. Pri tejto faze kvasenia aj zahynie vela

inych kvasiniek a hab, ktoré nevedia prezit v pritomnosti alkoholu. V roku 2018 vo faze
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m3 toho nevieme vela povedat o bohatosti populacii. Mame data len zo Startéru mesa,
pre ostatné Startéry tieto data chybaju. Ale pri Startéry mesa vidime dalSie zniZova-
nie bohatosti populacie kvasiniek a hib. V roku 2019 je tato faza zaujimavejsia. Pre
kontrolny Startér bohatost ostala zhruba rovnaké ako vo faze m2. Avsak pri Startéroch
mesa a lasa to vyzera, ze bohatost populacie narastla oproti faze m2. Je mozné, Ze via-
cej kvasiniek a hub prezilo za pritomnosti tychto startérov ako pri kontrolnom startéry.
Kedze v tejto faze uz je dokoncené burlivé kvasenie, tak uz nedominuje Saccharomyces
a mozu sa prejavit aj iné kvasinky a huby.

Pri RNA by sme ocakévali, Ze bohatost bude rovnaka alebo nizsia v jednotlive;
faze ako pri DNA. V roku 2018 to tak je, s vynimkou fazy m2 pri Startéry lasa, kde
bola namerana RNA aktivita vyssia ako pritomnost DNA. V roku 2019 je tiez takato
vynimka, konkrétne faza m3 pre Startér mesa. Vidime, Ze najmenej bohaté fazy, ¢o
sa tyka RNA, v roku 2018 boli m3 pre vSetky Startéry a v roku 2019 to bola faza
m2. Ocakavali sme skor fazu m2, Ze bude najmenej bohaté ¢o sa tyka RNA, kedze
tato fazu dominuje kvasinka Saccharomyces. Tieto RNA vysledky stt podobné ako im

korespondujice DNA vysledky. Tieto vysledky vidime na obrazku 3.12
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Obr. 3.12: Vysledok porovnania bohatosti pre fungalne data. Na obrazku si 4 grafy,
kazdy patri inému typu vzoriek. Typy vzoriek st $pecifikované v nazvoch grafov. Na
osi x su Startéry. Pre kazdy Startér st na grafoch 3 boxy, kazdy box pre 1 fazu kva-
senia. Boxy st vzdy v poradi m1, m2, m3. Na osi y je vypoc¢itan&d hodnota bohatosti

mikrobiému vo vzorkach.

Ked sa pozrieme na obrazok 3.13 vidime, Ze rovnovéaha tychto populécii, v roku 2018
je najvyrovnanejsia vo faze ml ¢o sa tyka DNA aj RNA. Najmenej vyrovna je vo féze
m?2. Toto plati pre vSetky Startéry. Toto by sme oc¢akévali, kedZe vo faze m1 by mala byt

najvicsia diverzita a vo faze m2 by mala dominovat hlavne kvasinka Saccharomyces.
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V roku 2019 je situacia trochu zaujimavejsia. Fazy ml a m2 si podobné ako v roku
2018, avsak vo faze m3 je populacia omnoho vyrovnanejsia ako v ostatnych fazach pri
vSetkych startéroch v DNA datach. Pri RNA aktivite tomu uz tak nie je. Faza m3 je pri
kontrolnom Startéry podobne vyrovnana ako m2, pri lasa Startéry trochu vyrovnanejsia

a pri mesa Startéry je vyrovnanejsia aj ako faza ml.
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Obr. 3.13: Vysledok porovnania rovnovahy pre fungalne data. Na obrazku su 4 grafy,
kazdy patri inému typu vzoriek. Typy vzoriek su Specifikované v nazvoch grafov. Na
osi x su Startéry. Pre kazdy Startér su na grafoch 3 boxy, kazdy box pre 1 fazu kvase-
nia. Boxy su vzdy v poradi m1, m2, m3. Na osi y je vypocitana hodnota rovnovahy

mikrobiému vo vzorkach.

Ked sa pozrieme na obrazok 3.14 na bakteridlne 16S data, meranie DNA v roku
2018 ukazuje, ze najbohatsie boli vzorky vo faze m3 vo vSetkych startéroch. Kontrolny
Startér a mesa Startér maji rovnaky priebeh, kde bohatost vzorky stipa v kazdej faze
kvasenie. Pri Startéry lasa je najnizsia bohatost vo faze m2. Pri RNA aktivite v roku
2018 opét vidime tento trend, kde bohatost stipa s v kazdej faze kvasenia, tentoraz vo
vSetkych startéroch.

V roku 2019 nam chybaju data o meraniach DNA vo faze m2 a m3 pre vSetky
Startéry. Vo faze m1 kontrolny Startér a lasa Startér st podobne bohaté, mesa Startér
je menej bohaty ako tieto dva. Pri pohlade na RNA aktivitu vSak nevidno nejaky trend
medzi Startérmi. Pri kontrolnom Startéry v m1 faza je najmenej bohata, potom m2 je
najbohatsia a m3 je o trochu menej bohata ako m2. Pri lasa startéry ml je o trochu
bohatsia ako m2 a m3 je ovela bohatsia ako m2. Pri mesa Startéry je m1 najbohatsia

a postupne to klesa v dalsich fazach.
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Obr. 3.14: Vysledok porovnania bohatosti pre bakteridlne data. Na obrazku st 4 grafy,
kazdy patri inému typu vzoriek. Typy vzoriek su Specifikované v nazvoch grafov. Na
osi x su Startéry. Pre kazdy Startér su na grafoch 3 boxy, kazdy box pre 1 fazu kva-
senia. Boxy st vzdy v poradi m1, m2, m3. Na osi y je vypocitanid hodnota bohatosti

mikrobiému vo vzorkach.

Ked sa pozrieme na obrazok 3.15 na rovnovahu tychto vzoriek, tak v roku 2018
vidime, Ze pri merani DNA je kontrolny Startér zhruba rovnako vyrovnany vo vsetkych
fazach. Startér lasa je rovnako vyrovnany vo fazach ml a m3, vo faze m2 je menej
vyrovnany ako v tychto dvoch. Tento pokles rovnovahy je sposobeny tym, ze baktérie
z rodu Komagataeibacter zacali prevazovat v populécii oproti ostatnym baktéridm.
Nésledne vo faze m3 jeho pomerové zastupenie kleslo a populécia sa vyrovnala. Startér
mesa je vo faze m1 vyrovnanejsi ako vo faze m2, nasledne vo faze m3 je najvyrovnanejsi.
Spdsobené to je z rovnakého dovodu ako pri startéry lasa. Tieto zmeny modzeme sledovat
na obrazku 3.5

Vyrovnanost RNA aktivity v roku 2018 je na niz8ej trovni ako pri merani DNA.
Pri kontrolnom startéry vo faze m1l dominovali baktérie rodu FEscherichia-Shigella a
postupne jej dominancia klesla a zacali byt aktivne aj iné baktérie . Toto vidime aj na
grafe (obrazok 3.6), kde rovnovaha populacia sa postupne zvysuje vo fazach. Pri Star-
téry lasa taktiez dominovali baktérie z rodu Escherichia-Shigella. AvSak tu to najviac
dominovala vo faze m2, pri faze m1 a m3 to bolo na podobnej trovni. Toto vidime aj
na grafe, kde rovnovédha populacie je najnizsia vo faze m2 a vo fazach ml a m3 je na
podobnej drovni. Pri Startéry mesa je situdcia rovnaka ako pri lasa startéry.

V roku 2019 chybaju data pre DNA vzorky vo fazach m2 a m3 vo vSetkych Starté-
roch. Ale faza m1 je zhruba rovnako vyrovnana vo vSetkych Startéroch.

RNA aktivita v roku 2019 sa pohybuje okolo rovnakej trovne vyrovnanosti vo vset-
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kych startéroch vo v8etkych fazach. Pri kontrolnom startéry vidime narast rovnovahy
vo faze m2. Toto koreSponduje s tym, ze vo vzorkach naréstlo zastupenie baktérii z
rodov Ralstonia, Pluralibacter a ¢elade Sphingomonadaceae a inych. Tieto populacie
sa vo faze m3 vratili do trovne, v ktorej boli vo faze ml. Pri startéry lasa je RNA
aktivita zhruba rovnako vyrovnana vo vSetkych fazach. Pri startéry mesa vidime, ze
rovnovaha vzorky postupne klesala. Vo faze m1 sa vo vzorkéch nachéddzalo mnoho roz-
nych baktérii, ale s pomerne malym zastupenim. Vo faze m2 zanikli niektoré tieto malé
populécie. Nakoniec vo faze m3 vidime prudky narast populécii baktérii z rodu Pse-
udomonas, Escherichia-Shigella a z ¢elade Sphingomonadaceae. Toto moze za pokles

rovnovahy vzoriek vo faze m3. Tieto zmeny vidno na grafoch na obrazku 3.8.
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Obr. 3.15: Vysledok porovnania rovnovahy pre bakterialne data. Na obrazku si 4 grafy,
kazdy patri inému typu vzoriek. Typy vzoriek su Specifikované v nazvoch grafov. Na
osi x su Startéry. Pre kazdy Startér st na grafoch 3 boxy, kazdy box pre 1 fazu kva-
senia. Boxy st vzdy v poradi m1, m2, m3. Na osi y je vypoc¢itan&d hodnota bohatosti

mikrobiému vo vzorkach.

3.4 Beta diverzita

3.4.1 Analyza hlavnych stiradnic pre fungalne 28S data

PCoA pre DNA vzorky (obrazky 3.16 a 3.17) nam ukazuje, ze roky 2018 a 2019 su
dostatocne odlisné. Graf s PC1 oproti PC2 nam toto ilustruje najlepsie. Tato odliSnost
v rokoch sa da vysvetlit tym, Ze v roku 2018 a 2019 bolo velmi odligné pocasie v obdobi

kedy rastie a dozrieva hrozno. Udaje zo SHMU ukazuji, Ze v roku 2018 bolo v tomto
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obdobi omnoho viacej zrazok ako v roku 2019 [44][45]. Taktiez v roku 2019 priemerna
teplota dosahovala vyssie hodnoty castejsie ako tomu bolo v roku 2018.

V grafe s PC2 oproti PC3 by sa dal rozdelit na oblasti podla fazy. Ked si predsta-
vime diagonélu z lavého dolného rohu k pravému hornému rohu, tak vzorky z ml fazy
st vécsinou nad diagonalou. Vzorky z fazy m2 sa nachadzaji hlavne v centre grafu.
Vzorky fazy m3 su vSetky na pravej strane grafu. Avsak z fazy m3 mame len vzorky z
roku 2019. Vidime aj, Ze vzorky obsahujice Startér lasa sa vo faze ml sa na grafoch
drzia dalej od vacsiny vzoriek. Taktiez vzorky Startéru lasa vo faze m3 z roku 2019 na
grafe s PC1 oproti PC2 tvoria vlastnt skupinu. Toto ndm ukazuje, Ze Startér lasa ma
vplyv na kvasinkové komunity vo fazach m1 a m3.

Vzorky fazy m2 z rokov 2018 aj 2019 sa zhlukuja blizko seba. Taktiez vzorky obsa-
hujtce startér mesa a vzorky obsahujice kontrolny startér sa vo vSetkych fazach drzia
blizko seba. Toto nam podporuje nasu hypotézu, ze inokulacia Startérom mesa nebola

uspesna ani v jednom roku.

3D projekcia PCoA pre 285 DNA
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Obr. 3.16: 3D projekcia beta diverzity na zédklade PCoA pre fungilne DNA data. Na
osiach st jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a
Startéru. Body z roku 2018 st oznacené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy
st znézornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znézornené podla rozneho

tvaru bodov.
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Obr. 3.17: PCoA pre fungélne DNA data po jednotlivych komponentoch. Na osiach st

jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznac¢ené podla roku, fazy kvasenia a Startéru.

Body z roku 2018 st oznacené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy su

znézornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znazornené podla rézneho tvaru

bodov.
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PCoA pre vzorky RNA (obrazky 3.18 a 3.19) opét ukazuju, Ze medzi rokmi boli
rozdiely, hlavne vo faze m1. Vo nasledujucich fazach sa vzorky z oboch rokov zhlukuja
velmi blizko seba. Pre Startér lasa sa v ml faze daju najst vzorky, ktoré su oddialené
od ostatnych v tejto faze, ale nie je to také jednoznacné ako sme videli pri DNA.
Hlavne vzorky z 2019 sa drzia blizko hlavného zhluku vzoriek. Toto sme aj ocakéavali,
kedZe ako sme uz videli, tak RNA aktivita bola dominovana prevazne kvasinkamy rodu

Saccharomyces.

3D projekcia PCoA pre 28S RNA
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Obr. 3.18: 3D projekcia beta diverzity na zdklade PCoA pre fungalne RNA data. Na
osiach st jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a
Startéru. Body z roku 2018 st oznacené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy
st znézornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znézornené podla rozneho

tvaru bodov.
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Obr. 3.19: PCoA pre fungélne RNA data po jednotlivych komponentoch. Na osiach st

jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznac¢ené podla roku, fazy kvasenia a Startéru.

Body z roku 2018 st oznacené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy su

znézornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znazornené podla rézneho tvaru

bodov.
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3.4.2 Analyza hlavnych stiradnic pre bakterialne 16S data

Na grafoch pre DNA vzorky (obréazky 3.20 a 3.21) vieme jasne odlisit roky 2018 a 2019.
V tychto grafoch jasne vidiet odlisnost bakterialnych komunit v rokoch 2018 a 2019.
Domievame sa, ze bakterialne komunity boli najviac zasiahnuté odlisnym pocasim v
rokoch 2018 a 2019.

V roku 2019 mame len data pre fazu ml, ale nevyzera to, ze beta diverzita by bola
ovplyvnené roznym Startérom, kedZe netvoria nejaké zhluky na zaklade Startéru. V
roku 2018 vieme na grafe s PC1 oproti PC2 odlisit jednotlivé fazy, ale vplyv Startérov

nie je vidiet.

3D projekcia PCoA pre 16S DNA
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Obr. 3.20: 3D projekcia beta diverzity na zaklade PCoA pre bakteridlne DNA data. Na
osiach st jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a
Startéru. Body z roku 2018 st oznacené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy
st znazornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znazornené podla rozneho

tvaru bodov.
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Obr. 3.21: PCoA pre bakteridlne DNA data po jednotlivych komponentoch. Na osiach

st jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a Star-

téru. Body z roku 2018 st oznac¢ené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy

st znazornené rozdielnymi velkostami bodov. Startéry st znézornené podla rdzneho

tvaru bodov.
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Pri grafoch pre RNA vzorky (obrazky 3.22 a 3.23) opét vidime, Ze vzorky su rozli¢né
v zéavislosti od rokov. V oboch rokoch si mézeme v8imnut, Ze fazy ml a m2 st v oboch
rokoch zhlukované dokopy a vzorky fazy m3 sa od tohto zhluku vzdaluju. Opéat nevi-
dime nejaky vyrazny rozdiel na zéklade startéru. Je tu vsak jedna zaujimava skupina
vzoriek, a to st vzorky z roku 2018 vo fdze m3 pre kontrolny Startér, ktoré st vzdialené
od vsetkych ostatnych vzoriek. V tychto vzorkadch oproti inym z roku 2018 vyrazne
klesla aktivita baktérie Escherichia-Shigella, zatial ¢o v ostatnych bola dominantna

baktéria. Toto vysvetluje, preco si prave tieto vzorky tak vzdialené od ostatnych.
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Obr. 3.22: 3D projekcia beta diverzity na zaklade PCoA pre bakteridlne RNA déta. Na
osiach si jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznac¢ené podla roku, fazy kvasenia a
startéru. Body z roku 2018 st oznacené modrou a z roku 2019 oznacené ¢ervenou. Féazy
st znazornené rozdielnymi velkostami bodov. étartéry st znazornené podla rozneho

tvaru bodov.
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Obr. 3.23: PCoA pre bakteridlne RNA data po jednotlivych komponentoch. Na osiach
st jednotlivé komponenty PCoA. Body st oznacené podla roku, fazy kvasenia a Star-
téru. Body z roku 2018 st oznac¢ené modrou a z roku 2019 oznacené cervenou. Fazy
st znazornené rozdielnymi velkostami bodov. étartéry st znazornené podla rozneho

tvaru bodov.
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Kapitola 4
Diskusia

Analyza jednotlivych taxénov a alfa diverzity pre fungélne 28S data ukazala, Ze najvac-
sia diverzita tejto populacie je vo faze m1. V tejto faze kvasenia sa v muste nachédzaju
mnohé nesacharomycétne kvasinky, ktoré zohravaju doélezita tlohu v tychto skorych
fazach kvasenia. Produkuju enzymy a aromatické latky, ktoré dodavaji vinu $pecificky
charakter [10]. Nasledne tato diverzita klesa vo faze m2, kedy sa zvySuje koncentracia
alkoholu vo vine a dominuju kvasinky rodu Saccharomyces. Toto sa ukazalo aj v inych
stadiach [30][26][10]. Vo faze m3 mozeme vidiet opétovny narast kvasiniek Hansenia-
spora. Takyto narast v neskorsich fazach kvasenia bol zaznamenany aj v inych studiach
[13][10]. Na trovni RNA moézeme v roku 2018 vidiet vo faze m1 pomerne velku akti-
vitu plesne rodu Botrytis, ktori nie je vidno v roku 2019. Toto moze byt sposobené
tym, ze v roku 2018 bolo pocasie omnoho vlhkejsie ako v roku 2019, ¢o podporuje rast
tejto plesne [19][39]. V roku 2018 v mesiacoch dozrievania a zberu hrozna bol thrn
zrazok v priemere okolo 30-40 mm zrazok [44]. V roku 2019 bol tento priemer zhruba
okolo 10mm zrazok [45]. Vo fazach m2 a m3 sa RNA aktivita na zaklade beta diver-
zity nelisi medzi rokmi. Toto je spésobené uz spominanov dominanciou kvasiniek rodu
Saccharomyces.

Pri pohlade na vplyv jednotlivych Startérov na fungalne populécie sme si v8imli,
ze Startér lasa ma pri DNA bohatSie a vyrovnanejsie populacie vo fazach m1 a m3
ako kontrolny startér. Je teda mozné, Ze vysSia pritomnost kvasiniek rodu Lachancea
moze za tento narast. Domnievame sa, ze to moze byt spésobené kompeticiou medzi
rodmi Lachancea a Saccharomyces [16]. Taktiez jedna studia ukazala, ze za dostatoc-
nej pritomnosti kyslika mé kvasinka Lachancea thermotolerans potencial aj dominovat
fermentaciu proti Saccharomyces [36]. Vidime aj pri analyze beta diverzity, ze fungélne

populécie vo fazach m1l a m3 pre Startér lasa tvoria samostatné klastre.

Pri analyze prezivania Startéru mesa sa ukazalo, ze pravdepodobne sa nepodarila
inokulécia vinneho musStu tymto Startérom, kedZe sme nezaznamenali pritomnost DNA

kvasieniek Metschnikowia ani ich RNA aktivitu v Ziadnej zo vzoriek. Tym padom
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vzorky tychto mesa Startéru si velmi podobné so vzorkami kontrolného Startéru v
oboch rokoch. Toto sme videli aj analyze beta diverzity, kde vzorky kontrolného a
mesa Startéru sa zoskupuju spolu. Nevieme teda usudit, aky vplyv méa Startér mesa na
celkové zlozenie mikrobiomu.

Bakteridlne 16S vzorky DNA méme déta len pre fazu m1. V tejto faze medzi rokmi
na prvy pohlad vyzeraju velmi podobne. AvSak analyza beta diverzity ukézala, Ze tieto
vzorky sa velmi lisia medzi rokmi. V jednotlivych rokoch v8ak nevidime rozdiely medzi
vzorkami s kontrolnym Startérom a vzorkami s lasa Startérom. Teda mozeme posudit, ze
Startér lasa nema vplyv na zloZenie bakterialnej populacie. KedZe inokulécia Startérom
mesa sa nepodarila, tak neviem usudit aky vplyv by tento Startér mal na bakterialne
komunity:.

Vzorky RNA sa taktiez velmi ligili medzi rokmi. V roku 2018 va¢sinu faz v kazdom
startéry dominovali baktérie rodu Escherichia-Shigella. Vynimkou bola faza m3 v kon-
trolnom Startéry. Pravdepodobne sa ale jedna len o technicky artefakt, kedze vzorky
so Startérom mesa mali tito dominanciu vo vSetkych fazach. V roku 2019 tato domi-
nancia nebola. RNA aktivita FEscherichia-Shigella v jednotlivych fazach a Startéroch je
na velmi nizkej drovni. Tento rozdiel sa opét da vysvetlit velmi rozdielnym pocasim v
roku 2018 a 2019, kde v roku 2018 bolo prostredie vlhkejsie. Escherichia-Shigella lepsie
preziva vo vlhkom prostredi ako v suchom [7].

Celkovo sa bakteridlne populacia v oboch rokoch skladali hlavne z proteobaktérii
(Acetobacter, Gluconobacter, Komagataeibacter, Pseudomonas). Tieto baktérie sa ozna-
¢uju aj skratkou AAB (acetic acid producing bacteria), pretoze premieniaju etanol na
kyselinu octovii38]. Pri produkeii bieleho vina to v malom mnozstve nie je problém,
pretoZe biele vina sa obecne vyzaduju kyslejsie. Vo velkom mnoZstve st vSak nezia-
duce, pretoze kyselina octova moze pokazit kvalitu vina [38]. Taktiez sme pozorovali
pritomnost zo skupiny LAB (lactic acid producing bacteria), ktoré su zodpovedné za
mliecne kvasenie. Pri mlie¢nom kvaseni dochadza ku konverzii kyseliny jabl¢nej na ky-
seliny mlie¢nu a pri tomto procese vznikaji aj aromatické latky [35]. Najcastejsie sa vo
vinach z tejto skupiny nachadza batéria Oenococcus oeni [40]. Vo vzorkach z datoveho
zdroja sa vSak nenachadza. Z tejto skupiny bakterii sa vo vzorkach nachadzaju hlavne
baktérie z rodov Lactobacillus, Lactococcus a Streptococcus. DalSou vicsou skupinou
baktérii boli baktérie z ¢elade Bacillaceae. Tieto baktérie dokazu kvasit, teda mozu

byt prospesné pri procese kvasenia [37].



Zaver

V tejto praci sme sa pozreli na zlozenie vinneho mikrobiému. Pri fungalnych vzorkach
sme videli dominanciu kvasiniek rodu Saccharomyces ¢o sa tyka pritomnosti DNA aj
RNA aktivity. Pridanie kvasiniek Lachancea thermotolerans v podobe Startéru malo
mierne pozitivny efekt na alfa diverzitu fungalnych vzoriek. AvSak malo to velmi maly
alebo ziadny efekt na bakterialne vzorky. Toto sa premietlo aj do beta diverzity, kde
pri fungélnych vzorkach sa dali odlisit klastre Startéru lasa od klastru kontrolného a
mesa Startéru. Pri bakterialnych vzorkach boli vSetky startéry v spolo¢nych zhlukoch.

Bakterialne vzorky vyzerali byt ovplyvnené len rokom ich péovodu. Velmi rozdielne
pocasie v rokoch 2018 a 2019, kedy boli vzorky odoberané malo najvac¢si vplyv na
zloZenie bakterialnych komunit. Videli sme, Zze vdaka vlhkému pocasiu v roku 2018
baktérie rodu Fscherichia-Shigella boli schopné dominovat RNA aktivitu vo vSetkych
fazach. V roku 2019 za suchSieho pocasia bola RNA aktivita viac vyrovnané. Pocasie
malo vplyv aj na fungélne vzorky kde sme v roku 2018 videli zna¢nia RNA aktivitu
plesne rodu Botrytis, pravdepodobne vdaka vlhkému pocasiu. V roku 2019 sme takito
RNA aktivitu nevideli. V tomto roku takmer vSetkd namerand RNA aktivita patrila

rodu Saccharomyces.
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Priloha A: obsah elektronickej prilohy

V elektronickej prilohe sa nachédza zdrojovy kod v jazyku Python pre vykonanie jed-
notlivych analyz. Taktiez sa tu nachadzaju vSetky tabulky, ktoré boli vystupom dife-
rencnych analyz DESeq2, pretoZze boli moc rozsiahle na to, aby boli uvedené priamo v

texte. Taktiez st tam vSetky rarefaction grafy.
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