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Vyuziti MALDI biotypingu pro identifikaci plisnovych skldct

rostlinné zemédélské produkce

Souhrn

MALDI-TOF MS je pomérné mlada metoda, kterd se v laboratorni praxi neustale rozviji.
Na rozdil od identifikace bakterii a kvasinek je jeji vyuZziti pro identifikaci viaknitych oomycet
médiu, které za neustalého tfepani trva zhruba podle druhu 3-5 dni a ndsledné zpracovani
(extrakce etanolem, naneseni na desticku a méfeni hmotnostnim spektrometrem) nékolik
hodin. Presto je tato metoda identifikace téchto organismid mnohem rychlejsi a méné
nakladna neZ ostatni postupy zminéné v prehledu literatury. Pfes nesporné vyhody MALDI-
TOF MS mohou nastat situace, kdy byva identifikace neluspésna. Nelze tedy opomenout
dllezitost krokd pred samotnou identifikaci, zvlasté pri tvorbé referencni databaze, kdy je
nezbytnd maximalni pfesnost. Prvnim z nich je izolace vzorku ve spravném obdobi. U rodu
Phytophthora se jedna o teplejSi mésice v roce, konkrétné od kvétna do listopadu. Odbér
vzorku je mozny z kofen(l nebo z nadzemnich ¢3sti rostliny. BEhem kultivace kmene v tekutém
médiu je velmi dullezité dodrzovat podminky optimalni pro predpokladanou skupinu
vldknitych oomycet a zaroven je tfeba udrzovat kulturu v neustalém pohybu. Nedefinovany
narust kmene v zZivném médiu snizuje kvalitu vysledného spektra, a tudiz i kvalitu vysledné
identifikace. Pfiprava vzorku pred vlastnim zpracovanim je dalsi velmi dalezZitou fazi, proto je
zasadnim faktorem spravny vybér extrakéni metody. Dale pak mohou vzniknout chyby pfi
nanaseni vzorku na spot, které jsou vétSinou zpUsobené nanesenim nehomogenni vrstvy
spojené s tvorbou velkych krystall. Pro ziskani spolehlivych vysledkl je dalSim nezbytnym
krokem test presnosti a spravnosti metody. K tomu bylo v této praci pouzito nékolik zpUsobd,
a to méreni slepého vzorku, porovnani hmotnostnich spekter rodu Phytophthora se spektry
uloZzenymi ve specifické databazi a zjisténi rozdilu mezi spektry vramci rodu a mezi

jednotlivymi druhy i kmeny.

Klicova slova: biotyping, MALDI, houby, sktdci, klasifikace



Application of MALDI biotyping for identification of

agricultural crop production mold pathogens

Summary

MALDI-TOF MS is a relatively young method that is constantly developing in laboratory
practice. Unlike the identification of bacteria and yeasts, the use this method for fibrous
oomycetes is a bit more demanding. This is mainly the stage of preparation of samples,
cultivation in liquid nutrient medium, which takes about 3 to 5 days depending on the type of
shaking and subsequent processing (ethanol extraction, plate application and mass
spectrometry) for several hours. However, this method of identification of fungal organisms
is much faster than the other methods mentioned in the literature review. Despite the
unquestionable advantages of MALDI-TOF MS, there may be situations where identification is
unsuccessful. Therefore, we must not forget the importance of the steps before identifying
itself, especially when creating a reference database where maximal accuracy is ensured. The
first is to isolate the sample at the right time. The Phytophthora need warmer months in the
year, specifically from May to November. Sampling is possible from the roots or directly from
the plant tissue. During the cultivation of the strain in the liquid medium, it is very important
to adhere to the conditions optimal for the supposed group of fibrous oomycetes, and it is
also necessary to keep the pattern in constant movement. Undefined strain growth in the
nutrient medium reduces the quality of the resulting spectrum and hence the quality of the
resulting identification. Preparing a sample before processing it is another crucial point of the
identification, thus the correct selection of the extraction method can not be passed.
Additionally, mistakes resulting from the application of a sample to the target, which are
mostly caused by the application of a non-homogeneous layer connected with the formation
of large crystals. For success, the next step is to test the accuracy and precision of the method.
For the evaluation, the following methods have been used: measuring a blank sample,
comparing Phytophthora mass spectra with specimens saved in a specific database and finding

the differences between spectra within the genus and between species and strains.
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1 Uvod

Predmétem této prace bude vyzkum spolehlivosti identifikace patogen( rostlin, a to
konkrétné vlaknitych oomycet rodu Phytopthora. Tyto fytopatogeny se Sifi velmi rychle
a napadaji celé lesy a sady. Pfiznaky jimi zplsobeného onemocnéni se projevuji az nékolik
mésicl po napadeni rostliny. Jedna se tedy o vyznamné narusitele zemédélské produkce.
Kvali napadeni témito vodou se Siticimi patogeny dochazi ke ztratam v radech milion korun
rocné. Vyvoj v€asné a rychlé metody identifikace by mél této situaci pfedchazet. V soucasné
dobé jsou kidentifikaci druh( rodu Phytopthora vyuzivany klasické mikroskopické
a molekularné biologické metody. Ty jsou vSak zdlouhavé a nemusi byt u nich vzdy znatelné
morfologické rozdily. MALDI-TOF MS se stala spolehlivym ndstrojem pro rychlou identifikaci
a klasifikaci mikroorganismu. V tomto ohledu pfedstavuje silnou konkurenci pro metody vyse
uvedené. V soucasné dobé jsou komeréni systémy pristupné pro biologické vyzkumné prace
i pro diagnostické aplikace v klinické mediciné, biotechnologii a pramyslu. MALDI-TOF MS je
pouzivdna zejména pro biotypovani bakterii, ale bylo také provedeno mnoho
experimentdlnich studii pro analyzu hub. V rdmci této prace bude testovana aplikovatelnost
MALDI Biotypingu na vlaknité oomycety. Pro vyuzitelnost metody je dllezitd nejen dostupnost
pfistrojového vybaveni, ale i vhodny vybér standardizované metody extrakce proteinu
z kultivovaného materialu, kterd je jednim z klicovych faktord ovliviujicich spolehlivost

identifikace.



2 Cil prace

Hlavnim cilem prace je vyvinout a otestovat metodu identifikace vyznamnych
plisnovych Skdcl rostlinné zemédélské produkce (napf. Phytophtora) pomoci screeningové
metody MALDI biotypingu. Dil¢imi cili bude vypracovani standardizované metodiky pfipravy
vzorku pro vzorky vldknitych hub a plisni, jejich pfipadna klasifikace v rdmci rodu.

Hypotéza: plishové patogeny lze klasifikovat na zdkladé jejich iontového profilu pomoci
MALDI biotypingu. Dil¢i hypotéza: na zakladé typickych iontovych markerd pfislusnych

patogennich druh.



3 Literarni reSerse

3.1 Patogeny rostlin

Rostliny, kultivované nebo divoké, rostou a plodi dobre, pokud jim plda poskytuje
dostatecné Ziviny a vlhkost, pfijimaji dostatek slunecniho zarfeni a teplota zUstava
v optimalnim rozmezi. Jejich stav se vsak mUze velmi rychle zhorsit. Nemocné rostliny har
rostou a plodi, vykazuji rdzné typy priznakli onemocnéni a jejich ¢asti nebo celi jedinci
odumiraji. Davody, které zpUsobuji onemocnéni rostlin, jsou stejné nebo velmi podobné tém,
které zpUsobuji onemocnéni lidi a zvirat. Zahrnuji infekci patogennimi mikroorganismy jako
jsou viry, bakterie, houby &i prvoci, napadeni rlznymi druhy ZivociSnych skadcl (napf. hmyz,
hlistice), nepriznivé podminky prostfedi, jako je nedostatek ¢i nadbytek Zivin, vihkosti nebo
svétla a pfitomnost toxickych chemickych latek ve vzduchu nebo ptdé (Agrios 2005).

Rostliny jsou tudiz vystaveny interakci s mnoha organismy, Zivotnim prostfedim
a podléhaji stresovym podminkam. Fytopatogeny narusuji rostlinny metabolismus, coz ma za
nasledek onemocnéni, které se projevuje charakteristickymi priznaky. Velkd ¢ast ekonomicky
vyznamnych chorob rostlin je zplisobena mykdzami, tj. onemocnénimi vyvolanymi houbami

a organismy, které jsou houbam podobné (Bennett & Klich 2003).

3.2 Plisnové patogeny

VIdknité houby se (podobné jako jiné skupiny organism0, které sdili podobné
vlastnosti) fadi do fiSe hub (Fungi). V rdmci ni existuje v sou¢asné dobé nékolik systému
¢lenéni, kterd se vsak shoduji v klasifikaci hub pravych do ctyf skupin: Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota (Malit & Ostry 2003). Samotna fiSe hub se déli
podle velikosti na dvé zakladni skupiny. Prvni jsou houby makroskopické velikosti, jinak také
makromycety a druhé mikroskopické velikosti neboli mikromycety. VIdknité mikromycety se
vSeobecné nazyvaji ,,plisné” (Klaban 2001).

Na rozdil od pravych hub je Phytophthora rod rostlinnych patogennich vldknitych
oomycet (oddéleni: Oomycota), které jsou vsak vldknitym houbam z fiSe Fungi morfologicky

velmi podobné (Meszka & Michalecka 2016).
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3.2.1 Morfologie

Vegetativnim vldknitym utvarem je u téchto mikromycet a podobnych organismu
stélka, jejiz stavebni jednotkou je duté vldkno neboli hyfa. Pokud je opatfena pfehradkou, pak
se jedna o houby prehradkované, coz jsou jiz zmiiovana Ascomycota a mitosporické houby.
Pokud vsak prehradku nemaiji, jedna se typicky o houby spdjivé, Zygomycota. Typ prehradek
je pro jednotlivd oddéleni rGzny (Malif & Ostry 2003). Dle Klabana (Klaban 2001) se soubor
vice hyf nazyva mycelium, kde se hyfy navzajem proplétaji. Podle umisténi mycelii v substratu
se rozdéluji na extramatrikdlni a intramatrikdlni. Z ndzvu vyplyvda, Ze extramatrikalni je
mycelium vyskytujici se na povrchu hostitele ¢i na povrchu jeho orgdnu. Oproti tomu
mycelium intramatrikalni se vyskytuje pfimo uvnitf pletiv napadené rostliny. Cast, kterd vrista
do substratu, je oznac¢ovana jako bazalni mycelium, jedna se o vegetativni organ. Druha ¢ast,

kterd zUstava nad povrchem, se nazyva myceliem vzdusnym (Meszka & Michalecka 2016).
3.2.2 \Vyznam v potravinarstvi

Rostliny tvofi pfimo nebo nepfimo vSechny potraviny, na kterych zavisi ¢lovék a ostatni
ZivoCichové. Jsou to jediné vyssi organismy, které dokazi preménit energii slune¢niho svétla
na ulozenou vyuzitelnou chemickou energii v podobé sacharid(, bilkovin a tukd. Zivot viech
zivocisnych druha, véetné lidi, zavisi na existenci rostlin a jejich produktech (Agrios 2005).

Mikroskopické houby jsou nedilnou slozkou Zivotniho prostredi ¢lovéka. Lidé se je
postupem ¢asu naucili vyuzivat nejen pro produkci nejriznéjsich potravin a pochutin, jako jsou
napr. mlécné vyrobky a alkoholické napoje, ale i k vyrobé organickych slouéenin jako jsou
organické kyseliny, vitaminy, antibiotika a enzymy (Malif & Ostry 2003). Pfesto vSak choroby
jakoZto pUvodcu zdravi nebezpeénych mykotoxind, jejich sekundarnich metabolitl (Bennett
& Klich 2003). V soucasnosti je zndmo pres 300 druh mykotoxin(. V bezprostfednim okoli lidi
se nyni vyskytuje 20 nejcastéjsich. Jejich produkce je vysvétlovana jako obranny mechanismus
plisni v boji o pfeziti a potravu, nejednd se ovSsem o latky nezbytné nutné pro zasadni Zivotni
funkce (Malif & Ostry 2003). Jako ptiklad hospodarsky vyznamnych patogeni lze uvést
skupinu vlaknitych hub z rodu Monilinia, které zplsobuji velké ztraty pfi produkci ovocnych

plodd (Horka et al. 2012).
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Co se tyka rodu Phythophthora, pak je u nds nejhojnéjSim parazitem Phythophthora
infestans, ¢eskym nazvem plisert bramborova. Uz samotné jméno vypovida o hostitelskych
rostlinach, kterymi jsou v soucasné dobé rostliny kulturni (uzitkové i okrasné), plevelné i volné
rostouci druhy z celedi Solanaceae — lilkovitych, mezi néz se rfadi napfiklad lilek, rajce, paprika,

blin, durman, rulik, mochyné a hojné napadané brambory (Juroch 2011).

3.3 Rod Phytophthora

Phytophthora je rod spadajici do oddéleni Oomycota a je zodpovédny za nékteré
z nejzdvaznéjSich a ekonomicky vyznamnych chorob rostlin. Oomycota vcetné rodu
Phytophthora jsou apoplastickou vétvi sifondlnich fas a ndlezeji do fiSe Chromista. Od hub se
lisi celou fadou znak, jako naptiklad tim, Ze maji na rozdil od hub ve svém Zivotnim cyklu
bic¢ikaté stadium, maji jinou zasobni latku nez glykogen, a to mykolaminaran, jejich bunécéna
sténa je tvorena predevSim glukanem a celuldzou. Vyznamnou charakteristikou téchto
patogenu je jejich vazba na vodni prostiedi. Jejich nepohlavni rozmnozovani probiha takrka
bezvyhradné ve vodnim prostiedi, jako jsou napfiklad pudni kapilary, jelikoZz se bicikaté
stadium (zoospora) mize pohybovat pouze ve vodé. Zoospory mohou migrovat do vzdalenosti
nékolika desitek centimetrd, a tak aktivné vyhleddvat koreny hostitele (viz obrazek 1). Diky
velké reprodukéni kapacité dochdzi za vhodnych podminek kvelmi rychlému rozvoji
onemocnéni. Mezi hlavni faktory, které maiji vliv na rozvoj infekce, patfi predevsim teplota,
kdy vrchol aktivity patogent spada do teplych mésicu. Dale zavisi na zasoleni substratu, infekci
jinym patogenem, hnojeni dusikem a dalSich faktorech (Mrazkova et al. 2011).

Znalosti o rozmanitosti a vyznamnosti druh( vyskytujicich se v lesnich ekosystémech
se v poslednich letech vyrazné zvysily (Judelson & Blanco 2005). Nékteré druhy z nich
poskozuji celé pfirodni ekosystémy tim, Ze méni slozeni flory. Napriklad ve vychodni Australii
zavleCeny patogen P. cinnamomi zniCil rozsahlou oblast eukalyptového lesa svétového
dédictvi ,Jarrah” a jeho jedinecnou floru (Shearer et al. 2004). Podobné neddvno objeveny
druh P. ramorum znicil velkou plochu kalifornského plvodniho dubového lesa, kde napadal
pGvodni druhy dubtl a dalsi stromy z pfibuznych rodl. V Evropé se tento druh pak casto
vyskytuje na rododendronech a dalSich okrasnych kefich ve Skolkach a v posledni dobé je

izolovan z mnoha jinych stromda.
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Mezi dalsi z nejrozsifenéjsich a nejcastéji izolovanych druhli rodu Phytophthora v Evropé patfi
P. quercina, coZ je druh, ktery napada jemné kofeny dub(l a zpUsobuje tak rychly pokles
pocetniho stavu dub( rostoucich na kyselych, dobfe odvodnénych ptdach (Schena & Cooke
2006). DalSim Siroce rozsifenym patogennim druhem je Phytophthora plurivora, plivodem
padni patogen infikujici Sirokou skalu dfevin jako jsou Quercus spp., Acer spp., Alnus spp.,
Vaccinium spp., Rhododendron spp. a Fagus spp.. Je hlavni pfi¢inou rozsahlého poklesu poctu
evropskych bukl (Fagus sylvatica) a nékolika druhli dubu (Quercus spp.). Mezi ¢asté priznaky
onemocnéni P. plurivora patti rozsahlé poskozeni jemnych koren( a napadeni koruny mladych
strom( (Vetukuri et al. 2018). Vysledky studii patogenity ukazaly, Ze vlaknité parazitni
organismy Phytophthora spp. (tfida Oomycetes) vyskytujici se v pidé mohou byt patogenni
i pro jahody a maliny (Meszka & Michalecka 2016). Tito autofi na zdkladé morfologie a DNA
sekvencni analyzy uvadéji, ze druh P. cactorum je nejcastéjsi pricinou infekce jahod v Polsku.
Za pfiznivych povétrnostnich podminek pro vyvoj a Sifeni patogenu (vysoka vihkost a teploty
nad 20 °C) zplsobuje tento druh vyrazné ztraty vynosu jahod a ¢asto i odumfreni celych rostlin.

Jednotlivé stromy i celé lesni porosty jsou vazné ohrozeny rostoucim poctem druht
Phytophthora. Rada druht téchto mikroorganism(i je schopna napadnout vice nez 100 rdiznych
druhG hostiteld a ma schopnost infikovat drevité tkané, coZz je potencionalni pficinou
destrukce plantazi i prirozenych lesnich ekosystém( po celém svété. Vcasné odhaleni
a sledovani onemocnéni jsou dilezitymi aspekty ochrany pro predchazeni takovym zkazam,
avsak zpravidla tomu brani nedostatek genomickych zdroju (Feau et al. 2016).

V Ceské republice donedavna existovalo malo spolehlivych dokladd o vyskytu oomycet
a chorobach, které zplsobuji. Zakladni neznalost byla a stale je hlavni pfi¢inou zanedbani
objeveni prvnich charakteristickych projevil téchto chorob. Vede to pak bud’ k pozdni aplikaci
pfislusnych opatreni, anebo k mylnému urceni a poutziti chybnych postup(. V dusledku
takového zanedbani dosSlo a dale dochazi ke znaénym ekonomickym ztratam, které se
v jednotlivych zemédélskych provozech pohybuji okolo stovek tisic korun. V celosvétovém
méritku zpUsobuji patogeny rodu Phytophthora ztraty dosahujici mnoha bilion dolart

(Mrazkova et al. 2011).
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Obr. 1. Priklad Zivotniho cyklu hub rodu Phytophthora. Upraveno dle:
http://phytophthora.pppmb.cals.cornell.edu/biology.html

3.3.1 Ptiznaky napadeni patogeny rodu Phytophthora

Projevy prvnich na pohled znatelnych pfiznak( napadeni druhy rodu Phytophthora,
kterymi mize byt vadnuti nebo odlisténi, mohou nastat i po nékolika mésicich od nakazy. Tyto
symptomy mohou byt snadno zaménény s napadenim jinymi patogeny nebo s abiotickymi
poruchami. Obecné projevy napadeni jsou spolecné pro vice rliznych druh(l a nejcastéji se
projevuji poSkozenim nadzemnich ¢asti, kdy dochazi ke Zloutnuti, vadnuti, zmensovani list(,
chfadnuti a ndslednému odumirdni napadenych rostlin, které byva zapfic¢inéno hnilobou
koren( a korfenovych krckl. Méni se barva kofenu na rezavou az hnédou a redukuje se jejich
rozvétveni (Mrazkova et al. 2011). Nékteré druhy napadaji pouze koreny rostlin a zpUsobuiji
jejich tézkou hnilobu, pricemz se na nadzemnich ¢astech projevuji sekundarni priznaky,
kterymi muze byt chlordza lista ¢i degradace koruny u strom(. Nicméné napfiklad u druhu
P. palmivora, dochazi pfimo k napadeni listd ¢i plodl (Ali et al. 2017). Napadeni list( by na
rostlinu nemélo mit zavazny dopad, pokud se pfilis nerozsifi, nebot rostlina ma schopnost listy
regenerovat. Viditelné zbarveni infikovanych bunék je dUsledek difuze polyfenold bunék
parenchymu, cozZ slouzi jako obranna reakce hostitele, stejné jako uvoliovani tmavé tekutiny
z porusené kary. To je dalsi z viditelnych pfiznakl infekce timto patogenem a nazyva se

krvaceni (Portz et al. 2011).
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3.4 Identifikace fytopatogent

Spolehlivd, jednoducha a véasna identifikace fytopatogend je rozhodujicim faktorem
pro efektivni 1é¢bu chorob. V¢asné rozpoznani plivodce choroby miZe pomoci minimalizovat
riziko nakazy a také jeji rozsSireni. Diagnostika za vyuziti klasickych technik mnohdy byva ¢asové
naro¢nd a komplikovana, zvlasté pti analyze komplexnich biologickych vzorkd. Mezi hlavni
pozadavky vztahujici se na moderni metody tedy spada jejich robustnost, snadna manipulace

se vzorky, nizké naklady, rychlost a také vykonnost (Demirev & Fenselau 2008).
3.4.1 Morfologické metody

Nejbéznéjsi metodou, kterda umoinuje detekci fytopatogend, je jejich izolace
z napadené rostliny a naslednd kultivace na vhodnych selekénich mediich. Mnohé druhy je
mozné identifikovat na zdkladé taxonomického klice, nicméné tuto metodu nelze spolehlivé
pouzit pro vSechny doposud znadmé druhy, protoZze morfologické rozdily mezi druhy nemusi

byt vidy viditelné (Miles et al. 2017).
3.4.2 Molekularné biologické metody

Soucasné diagnostika patogenl rostlin pomoci molekularné biologickych metod
zahrnuje napfiklad imunologické metody, technologii DNA/RNA sondy, PCR (,polymerase
chain reaction”). Tyto metody maji ve srovnani s konvencnimi diagnostickymi metodami fadu
vyhod, jako je napfriklad vyssi presnost, rychlost, a také to, Ze nevyzZaduji zkuSenost
fytopatologa.

Imunologické metody jsou zaloZené na rozeznani specifickych antigeni na povrchu
patogend pomoci protildtek. Tyto metody ovsem funguji pouze na drovni rodl a je u nich
obtizné a také cenové ndakladné vytvorit specifické protilatky. Velkou vyhodou technik
vyuzivajicich DNA/RNA sondy nebo PCR je jejich vysoka specificnost. Mohou rozlisit velmi
odlisné druhy houbovych organismu, ale i druhy pfibuzné. Mimo jiné se vyuZivaji k uréeni
specifickych genetickych vlastnosti, napriklad, zda je fytopatogen citlivy ¢i resistentni

k urcitému fungicidu (McCartney et al. 2003).
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3.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) spliiuje vétSinu z vySe uvedenych pozadavk( pro
efektivni identifikacni metodu. Je to analyticky nastroj zaloZzeny na méreni pomérd hmotnosti
a naboje iontl (m/z) za ucelem stanoveni jejich molekulové hmotnosti. Tento proces zahrnuje
tfi kroky: preménu molekul na ionty plynné faze ionizacnim zdrojem, rozdéleni iontd
v analyzatoru pomoci elektromagnetického pole na zadkladé m/z a nasledné detekci
separovanych iontl. V nékterych konfiguracich je mozné provadét i tandemové MS analyzy
(MS/MS nebo MS?). V reZimu MS/MS pfistroj vyuZivd prvni hmotnostni analyzator pro vybér
iontll pouze v urcitém rozsahu m/z, které jsou nasledné poslany do kolizni cely, kde dochazi
ke kolizim s molekulami inertniho plynu (napf. dusik, argon), cozZ zpUsobi jejich fragmentaci.
Fragmentované ionty jsou pak analyzovany v hmotnostnim analyzatoru druhého stupné, ktery
tak mlzZe poskytnout informace o strukturnich vlastnostech plvodniho iontu (Girolamo et al.
2013). Tato analytickd metoda mUZe poskytnout klicové informace o chemickych latkach
véetné jejich struktury, Cistoty a sloZeni, tudiz je rutinné pouzivana v prlimyslu i ve vyzkumu
pro rGzné ucely. Dnes je zcela nenahraditelnou metodou pfi zjistovani kvality produktd
potravinarstvi, farmacie nebo vzemédélstvi ¢i vodarenstvi. Vedle stanoveni presnych
molekulovych hmotnosti, uréeni sekvence nebo struktury latek, je vyuzitelnd i pro identifikaci
mikroorganismu (Feng et al. 2008). Vzhledem k tomu, Ze MS analyzy jsou zfidka provadény na
homogennich vzorcich, vyZzaduje studium komplexnich smési predchozi purifikacni kroky.
Proto jsou hmotnostni spektrometry spojeny s rlznymi separacnimi zafizenimi jako je
kapilarni elektroforéza (CE), plynovy (GC) nebo kapalinovy chromatograf (LC) (napf. CE-MS,
GC-MS a LC-MS) (Girolamo et al. 2013).

Doposud nejrozsirenéjsi ionizacni technikou wvyuzivanou pro analyzu intaktnich
mikroorganismd je MALDI (,matrix assisted laser desorption ionization”“). Ve spojeni
s prUletovymi analyzatory doby letu (TOF, , Time of flight”), se da na tomto pfistroji dosahnout
Sirokého rozmezi hodnot m/z (Demirev & Fenselau 2008). Vzhledem k velmi dobrym
vysledklim a ziskanym zkuSenostem pfi identifikaci bakterii byla MALDI-TOF MS pouzita také
pro identifikaci mikroskopickych hub a podobnych organismu. Avsak bunky bakterii se od
houbovych organismu lisi velikosti a vyssi pevnosti bunécné stény. Ta obsahuje v pripadé hub
prevainé glukany a chitin nebo glukany a celulosu u oomycet ¢i mannoproteiny v ptipadé

kvasinek (Carlile et al. 2001).
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3.4.4 MALDI biotyping

Biotypizace prostfednictvim laserové desorpcni ionizace pomoci matrice (MALDI) je
zaloZzena na jedine¢nych ribosomalnich proteinovych profilech odpovidajicich referenéni
databazi a nasledné identifikaci prisluSnych organism(. Vysledny fingerprinting téchto
universalné rozsitenych a bohaté zastoupenych proteind je vysoce reprodukovatelny
a vétSinou nezdvisly na kultivatnim médiu, teploté inkubace a stavu ristu. MALDI biotypizace
ziskala v poslednich letech velkou popularitu pro svou rychlost, jednoduchou manipulaci
a efektivitu nakladd. Konvenéni metody, které hodnoti fenotypové rysy zalozené na
biochemickych reakcich, reakci antigen-protilatka, barveni Gramem, morfologii kolonii nebo
narust vzorku jsou ¢asto ¢asové narocné a drahé. V soucasné dobé je mira identifikace pomoci
metody klinickych izolatd na drovni druh(i 79,9 % az 93,6 % a rodu 94,5 % az 97,2 % (Gekenidis
et al. 2014).

3.5 Princip ochrany pred patogeny

Ochrana pred patogeny rodu Phytophthora je velmi sloZita a lisi se v zavislosti na druhu
patogenu, hostitele, a také na typu porostll a vysadeb. Proto nelze vyuZit jednoho
univerzalniho postupu ochrany, nicméné nékteré obecné principy je mozné v praxi uplatnit.
Vzhledem k zavaZznosti a nebezpecénosti chorob je zasadni dbat na prevenci. Mezi zakladni
preventivni opatreni patti karanténni doba pro nové dovezené rostliny pred umisténim do
vlastnich kultur, pouZivani zdravého materialu, proparenych ¢i jinak sterilizovanych substrata,
filtrované zavlahové vody, dodrzovani hygieny prace, odpovidajici péstebni technologie
a dalsi, jako napfiklad pravidelné prohlidky péstebnich ploch. Napadené rostliny je tfeba ihned
zlikvidovat, aby se ndkaza nesitila. Jakmile jiZz k rozsifeni choroby dojde, je nutna vcasna
a presnd identifikace patogenu, zpusobu jeho zavleceni, Sifeni a v zavislosti na zjisténych
faktech pak vybér a aplikace dalSich opatieni. Mezi ty patfi napriklad vyména substratu nebo
fumigace, vyména, Ci sterilizace rohozi, desinfekce pomucek, zména péstebnich podminek,
sortimentu a jeho pfipadna rotace. Lze pouzit pfipravky na bazi metalaxylu, fosatylu-Al,
propamokarbu nebo dimetomorfu. U nas se vyuZiva predevsim pripravkl kombinovanych,
které jsou na bazi propamakarbu a metalaxylu. V pfipadé nejistoty ohledné identifikace je
vhodné pouziti pravé téch kombinovanych. Z divodu vytvareni odolnosti patogend vici

ucinnym latkam se doporucuje stfidani pripravk( (Mrazkova et al. 2011).
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3.6 MALDI-TOF MS

3.6.1 Princip

Obecny princip (viz Obr. 2) analyzy ionizovanych mikrobiologickych izolatd a klinického
materidlu se sestavd z nékolika dulezZitych krok(. Jakmile se vhodné zpracované vzorky
nanesou na kovovou desti¢ku, prekryji matrici a vysusi, je vzorek ozafovan laserovymi pulsy.
Toto ostfelovani vede k sublimaci a ionizaci matrice a nasledné i vzorku. Generované ionty
jsou rozdéleny na zakladé poméru hmotnosti k ndboji v letové trubici a spektralni zobrazeni

téchto iontl je generovano a analyzovano softwarem, ktery zobrazi hmotnostni profil (Clark

et al. 2013).
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Obr. 2. Zjednodusené schéma MALDI-TOF. Upraveno dle (Wieser & Schubert 2016)
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3.6.2 Matrice

Vybér spravné matrice je klicovym faktorem pro analyzy zaloZzené na MALDI. Pro UV
lasery jsou vhodnou matrici predevsim aromatické karboxylové kyseliny, vétSinou derivaty
kyseliny benzoové, rozpusténé ve vodném roztoku acetonitrilu, etanolu nebo metanolu.
Roztok je ¢asto jesté okyselovan kyselinou trifluoroctovou. NejpouzivanéjSimi matricemi jsou
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticovd (HCCA), 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova,
SA), 2,5-dihydroxybenzoova (gentisovd, DHB), 4-hydroxy-3-methoxyskoticova (ferulova, FA).
Jednotlivé matrice se lisi krystalizaci a ionizaci rdznych typu analytd. Jako univerzalni matrice
prvni volby se pouziva DHB, ktera je vhodna pro stanoveni vysokomolekularnich latek, dobfe

ionizuje sacharidy, nukleové kyseliny, peptidy, proteiny i lipidy (van den Boom et al. 2013).
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Obr. 3. Chemické vzorce nejpouzivanéjSich matric. Upraveno dle (Chalupova et al. 2012)

3.6.3 Zdroj ionizace

Krystalicka smés vzorku a matrice, kterd je na povrchu kovové desticky, je ozafovana
pomoci laserového paprsku. K ozafovani dochazi kratce, aby se zabranilo poskozeni nebo

degradaci prehratim vzorku zachyceného v matrici.
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Prvni krok ioniza¢niho mechanismu zahrnuje multifotonovou ionizaci molekuly matrice
za vzniku radikdlového kationtu (Clark et al. 2013). Stru¢né feceno, fotony vyzarené laserem
pusobi na analyzovanou smés matrice a vzorku, a tim se vystfeli elektron z molekuly
matricového materidlu, ¢imz se vytvofi jeji radikalovy kationt. Pro tuto reakci jsou zapotiebi
dva fotony, aby doslo k absorpci v poZadovaném ¢ase. Laserovy paprsek je zaostfen na malé
misto na krystalickém povrchu matricového vzorku (typicky prmér 0,05 az 0,2 mm).
V laserové optice je pouzivan zeslabovac paprsku pro nastaveni ozareni (definovany jako
intenzita na jednotku povrchu). Tento utlum laseru mize byt individualné nastaven pro kazdé
méreni v zdvislosti na typu vzorku. Obvykle je vSak standardizovdn vyrobcem pro rutinni
aplikace. Interakce mezi fotony a molekulami matrice zpisobené absorpci energie z paprsku
spousti sublimaci matrice do plynné faze, po které nasleduje ionizace. V experimentech MALDI
se pouzivaji vinové délky laseru v rozsahu od UV do infraderveného zareni. Nejcastéji se
pouzivaji UV lasery, které zahrnuiji lasery dusikaté (337 nm), excimerové lasery a Nd: YAG, kde
je materidlem izotropni krystal yttrito-hlinitého granatu dopovany ionty neodymu (355 nm).
Novéjsimi a ponékud drazsimi jsou infracervené lasery, jako jsou erbiem dopované lasery
z yttrito-hlinitého granatu (Er: YAG) (2,94 pum) a transverzalné excitované atmosférické (TEA-

CO,) lasery (10,6 um) (Clark et al. 2013).

3.6.4 TOF analyzator

Zakladni princip TOF analyzatoru spociva, jak jiz bylo feceno, v extrakci iontl a méreni
doby jejich letu. lonty se za pomoci vloZeni napéti na extrakéni mrizku urychli neboli extrahuji
elektrickym polem a ziskaji tak rychlost v zavislosti na jejich hmotnosti (m) a velikosti nadboje
(z) — m/z. Kineticka energie, kterou takto ziskaly, je pfimo Umérna naboji iontd a nepfimo
Umérna jejich hmotnosti. Vysledkem je tedy rozdil v rychlosti iontd s riznym pomérem m/z,
které dopadnou na detektor v rozdilném ¢&ase za predpokladu, Ze urazi stejnou vzdalenost

(DeMarco & Ford 2013, van den Boom et al. 2013).

3.6.5 Detektor

Funkci detektoru je zdznam poctu dopadajicich iontl, prevod této informace na
elektricky signal a jeho zesileni. Mezi zakladni typy detektorl patfi elektronovy nasobic,
fotondsobic¢ a Faradayova klec (van den Boom et al. 2013). Pro hmotnostni spektrometry

zaloZzené na analyzatoru TOF se nejCastéji vyuzivda mikrokandlovy detektor (MCP), ktery
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obsahuje nékolik stovek elektronovych nasobicli orientovanych paralelné, které jsou pokryté
polovodi¢em, pricemZz kazdy kandlek plsobi jako samostatny ndsobi¢ elektrického
proudu (Jagutzki et al. 2002). Dalsim typem elektronového detektoru je systém diskrétnich
dynod, kdy iont dopada na povrch dynody, ndsledné vyrazi elektrony, které jsou pak dalSimi
kolizemi zesileny aZz 1028krat. Princip fotondsobice také spocivd v dopadu iontu na dynodu
a nasledném uvolnéni elektronu, které vsak ddle dopadaji na fosforovou desti¢ku. Tam jejich
dopad zpUsobi emisi fotonl a nasledné zesileni signdlu probiha obdobné jako u elektronového
nasobi¢e (Koppenaal et al. 2005). Pro MALDI-TOF lze vyuzit i iontovy detektor na bazi
kifemikové nanomembranové technologie. Princip nanomembranového detektoru je zaloZen
na asistované emisi pole z kfemikovych nanomembran, ve které dopadajici elektronové shluky

excituji do vyssich energetickych stav( (Park & Blick 2013).
3.6.6 Soucasné dostupné komercni platformy k MALDI-TOF MS identifikaci

Patel (2013) uvadi, Ze pro MALDI-TOF MS identifikaci bakterii a kvasinek je k dispozici
nékolik platforem od rfady dobre zavedenych komercénich vyrobcl. Spektralni databaze jsou
Casto uvadény na trh jako soucast proprietarniho systému, na rozdil od verejné pristupné
oteviené platformy jsou konstruovany a udrzovany jejich reprezentativnimi vyrobci. Vétsina
téchto databazi mize byt rozsifena tak, aby vyhovovala spektralnim polozkam, které nejsou
zahrnuty v obchodnich verzich. Schopnost pfidavat spektra a vytvaret vlastni databaze je
dllezitd pro dalsi diskriminacni analyzu pomoci MALDI-TOF MS, véetné typovani kmene
a epidemiologickych vysetreni. ProtozZe kazdy proprietarni systém pouziva vlastni algoritmy,
databdze, software a interpretacni kritéria pro mikrobialni identifikaci, nejsou ciselné udaje
(tj. spektralni skdre) z riznych komercnich systém( pfimo srovnatelné.

Mezi soucasné nejvice vyuzivané platformy patfi Andromas. Software rozdéluje
zdznamy do tfi samostatnych databazi ur¢enych pro identifikaci tti kategorii mikroorganism:
bakterii, mykobakterii, kvasinek spolu s Aspergillus spp. Pti konstrukci byla tato databaze
tvorena spektry generovanymi pouze ionizaci, tedy pfimym nanesenim mikroorganismu na
MALDI desticku bez predchozi extrakce (Patel 2013). Lacroix et al. (2014) také uvadi, ze
jmenovité systémy Andromas a Bruker Biotyper pouzivaji odliSné protokoly pro ptipravu
vzorku, a to pro kvasinky. Pocatecni extrakéni krok pro tyto mikroorganismy, ktery je casové
narocnéjsi, je pro protokol Biotyper nezbytny. Pfi pouZiti systému Andromas TM se lyza

kvasinkovych bunék provadi pfimo na ocelové desce.
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Tento rozdil v extrakénich krocich obou systému by mohl zjevné ovlivnit rychlost identifikace
v rutinni laboratorni praxi. Recentni studie vSak uvadéji, Ze spektra ziskana lyzou pfimo na
MALDI desticce systémem Bruker mohou byt pro identifikaci kvasinek vhodnéjsi (Lacroix et al.
2014).

DalSimi systémy pro identifikaci mikroorganismi jsou SARAMIS a z néj vychazejici
VITEK MS. BioMérieux VITEK MS spolu s Bruker Biotyper MALDI-TOF MS jsou komercné
dostupné pro identifikaci mikroorganismu v klinické mikrobiologické laboratofi. Nékolik studii
hodnotilo soucasné vykon vice systém(0 MALDI-TOF MS a uvedlo, Ze jsou srovnatelné pro
identifikaci rdznych aerobnich a anaerobnich bakterii, stejné tak kvasinek. Zavéry studie
TeKippe & Burnham (2014) ukazuji, Ze Bruker Biotyper a VITEK MS pracuji srovnatelné pro
identifikaci neobvyklych anebo obtizné identifikovatelnych bakteridlnich izolatl. Jedna se
o prvni studii porovnavajici schopnost dvou komeréné dostupnych systéma MALDI-TOF MS
identifikovat nejobtiznéji rozliSitelné organismy, které se vyskytuji v klinické mikrobiologické
praxi. Vramci uvedené studie vSak nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v poctu
identifikovanych, neidentifikovanych nebo chybné identifikovanych organismi systémy
VITEK MS a Bruker Biotyper MALDI-TOF MS.

Podrobnéji se pak budeme dale vénovat predevsim systému Bruker Biotyper, ktery byl

k vyzkumu vyuZit.
3.7 Biotyper

Systém Biotyper byl koncipovan a uveden na trh vyhradné spoleénosti Bruker Daltonics
a je schopen analyzovat vzorky vcetné bakteridlnich, mykobakteridlnich a houbovych,
ziskanych primo z pozitivnich kultur. Ze vSech softward pouzivanych pro hmotnostni spektralni
analyzu je platforma Biotyper zfejmé nejéastéji vyuzivany softwarovy bali¢ek ve Spojenych
statech. Software je prodavan jako vSestranny nastroj pro klinickou mikrobiologii. Stejné jako
ostatni softwarové systémy, je Biotyper Castecné oteviend platforma, kterd umoznuje
uzivateli vlastni rozSifovani databdze ulozenych spekter pomoci nastroji obsaZzenych
v softwaru (MALDI Biotyper CA Systém 2014). Ziskany hmotnostni profil je pfi datové analyze
porovnavan s databazi referenénich MS spekter a je pfifazen bud’ identickym, nebo nejvice
pribuznym spektrdm obsaZzenym v databazi, pricemz je hodnocena mira shody naméreného

spektra a nejpodobnéjsiho spektra v databazi (Clark et al. 2013).
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Hmotnostni spektra jsou generovana a data jsou analyzovana s ohledem na frekvenci,
polohu a intenzitu ¢arového spektra. UzZivatel ma mozZnost vytvaret nova databazova spektra
pomoci softwaru a rozsifit databdzi o dalsi izolované mikroorganismy. Pfi tvorbé databdaze
v MALDI Biotyperu je nejprve predbézné zpracovdno nezndmé surové spektrum a prevedeno
na seznam hromadnych pik(i a jejich odpovidajici intenzity, pro vytvoreni referencnich
hmotnostnich spekter. Dale je seznam neznamého seskupeni pikli porovnan s referencnim
seznamem pikd referencnich hmotnosti spektra a pro kazdou MSP (referencni profil spekter)
databadze je generovdna hodnota skére. Cim vy$$i je hodnota log skére, tim wyssi je
pravdépodobnost, Ze neznamé spektrum patfi stejnému rodu a/nebo druhu jako referencni
hmotnostni spektra s nejvyssi hodnotou log skére (Cassagne et al. 2016).

Pro analyzu vysledkd pfi vyhledavani ve spektralni databdzi se pouZzivaji dvé odlisna
kritéria: hodnota log skére a kategorie konzistence. Hodnoty log skére se pohybuji v rozmezi
od 0,000 do 3,000 a jsou porovnavany s daty uloZzenych rodu a druhi v databdzi. Skoére, které
se pohybuje od 2,300 do 3,000, je softwarem interpretovdno jako vysoce pravdépodobna
identifikace druhu. Log skdére mezi 2,000 a 2,299 predstavuji bezpecné identifikace rodu
a pravdépodobnou identifikaci druhu. V obou ptipadech jsou vysledky podle testovacich
algoritmG provadénych v praxi pfi testovani obvykle povazovany za pozitivni identifikaci.
Log skére v rozmezi od 1,700 do 1,999 predstavuji pravdépodobnou identifikaci rodu, pricemz
je zapotiebi dalsi testovani pro pozitivni a reportovatelnou identifikaci. Pro log skore mensi
nez 1,699 se identifikace nepovaZuje za spolehlivou a ziskana data nelze ztotoZnit s Zadnym

organismem obsazenym v dané databazi (MALDI Biotyper CA Systém 2014).

3.8 Analyza fungalnich fytopatogenti pomoci MALDI — TOF MS

Chalupova et al. (2012) provedli vyvoj a vyhodnoceni metodiky MALDI-TOF MS
houbovych a jim podobnych patogenl predstavujicich dlleZité biotrofni parazity plodin.
Vétsina typickych fytopatogen( patfi ke dvéma pomérné vzdalenym taxonomickym skupinam:
fisSi Chromista, tfidé Oomycota, fadu Peronosporales, nebo prachovitym plisnim tfidy
Leotiomycetes, fadu Erysiphales. Experimentalni pfistupy pro analyzy MS byly zpracované
s Bremia lactucae, kterd je pfi¢inou plisni hlavkového saldtu a Oidium neolycopersici,

zpUsobujici padli rajcete.
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Skupina vlaknitych hub z rodu Monilinia, které predstavuji vyznamné patogeny
zodpovédné za velké ztraty pfi produkci ovoce, byla analyzovana kapilarni elektroforézou,
izoelektrickou fokusaci, polyakrylamidovou gelovou elektroforézou a MALDI-TOF MS s cilem
zhodnotit pouZitelnost téchto metod pro identifikaci izolatd ziskanych z nakaZenych plod
(Horka et al. 2012). Vysoké rozliseni a diskriminacni sila MALDI-TOF MS usnadnila diferenciaci
Uzce pribuznych druhl nebo dokonce riiznych kmen stejnych druhl hub (SA byla pouZita jako
matrice). Avsak pfi pouziti u infikovanych plod(i byla analyza MALDI negativné ovlivnéna
komplexitou vzorkl (zdalo se, Ze existuji rizné kmeny rlznych druhl hub). MALDI-TOF MS je
také silnym ndastrojem pro identifikaci askomycetickych fytopatogennich hub z rodu Alternaria
(Brun et al. 2013).

Zavéry studie Ranque et al. (2014) poukazuji na to, Ze pomoci jednoduchého postupu
umoznilo MALDI-TOF MS presnou identifikaci komplexnich rfad vldknitych hub, které jsou
v soucasné dobé izolovany v klinickych podminkach, vcéetné béinych i nové popsanych
neobvyklych druhd. Ve srovnani s klasickou identifikaci MALDI-TOF MS dramaticky zlepsila
identifikace laboratornich vzorku izolatl klinickych forem, zejména u hub non-Aspergillus, kde
byl zaznamendan vyznamny narUst z 31% na 61% spravnou identifikaci.

Firma Bruker Daltonics, jejiz databaze vlaknitych hub (verze MBT 6903 MSP Library)
obsahuje 25 rod(i a 42 druh(, doporucuje kultivaci v kapalném médiu po dobu jedné noci,
naslednou centrifugaci, promyti a extrakci etanolem, kyselinou mravenci a acetonitrilem. Dalsi
databaze MS-VITEK (verze 3.0) zahrnuje 32 rodd a 81 druht a databaze SARAMIS (verze RUO
4.13) obsahuje rozsahlejsi databazi s 45 rody a 168 druhy. Na rozdil od uvedeného protokolu
firmy Bruker, postupy firmy BioMérieux nedoporucuji kultivaci v kapalném prostfedi, namisto
toho doporucuji konvencni extrakci etanolem, kyselinou mravenci a acetonitrilem (Siller-Ruiz
et al. 2017).

Nicméné pokud obé metody porovname, tak bylo v rdmci recentnich studii s pouzitim
metodiky doporucené firmou Bruker spravné identifikovano v ramci druh(i pouze 72 % izolatud
a metodika s pouzitim VITEK (verze 3.0) 66,8 % z 318 izolatl, coZ nelze pficist pouze
nedostate¢nému rozsahu databazi. V soucasné dobé tedy identifikace vldknitych hub pomoci
MALDI-TOF MS nemlzZe jesté zcela nahradit konvencni identifikacni metodiku a je treba

metodu dale rozvijet (Siller-Ruiz et al. 2017).
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3.9 Prehled metod pfipravy extrakta

Mezi nejdllezitéjsi kroky pfi identifikaci houbovych patogenl patfi priprava vzorku,
ktera je v pripadé MALDI-TOF analyzy provedena extrakci. Je znamo vsak nékolik zplsobd,
jakymi Ize extrakci houbovych proteinl provést, a proto je nize uveden jejich prehledny vycet
a zdGvodnéni ddle popisovanych metod extrakce.

Prvni metodou je kratka rychld extrakce houbovych proteind, kdy byly pro analyzu
MALDI-TOF MS pfripraveny proteinové extrakty z kryptokokovych izolatl péstovanych na
Sabouraudové dextrézovém agaru po dobu 48 hodin pfi 30 °C a suspendovanych v 10%
mravenci kyseliné. Jeden pl smési byl nanesen na leSténou ocelovou desti¢ku, susen na
vzduchu a prekryt 1 ul absolutniho etanolu. Po dehydrataci 1 ul a pfidani nasyceného roztoku
kyseliny kyano-4-hydroxyskoficové v 50% koncentraci byl pfidan acetonitril-2,5% kyselina
trifluoroctova a vzorek byl ponechan krystalizovat pfi pokojové teploté (Posteraro et al. 2012)

Dalsi typ extrakce byl vyvinut pro rozsifeni klinicky komplexni databaze a zaroven vyvoj
jednoduchého postupu pro identifikaci plisni z pevnych médii. Vtomto pfipadé byl pro
extrakci bilkovin pro MALDI-TOF MS z kultivaéniho média vyfiznut maly blo¢ek kultury (5 mm
v prliméru) a umistén do zkumavky Eppendorf se Sroubovacim uzavérem o objemu 1,5 ml
obsahujici 250 pl 100% etanolu a 50 ul silikagelu se sklenénymi kulickami o prdméru 0,1 mm.
Vzorek byl homogenizovan do suspenze pomoci sterilni dfevéné tycinky a pak 15 minut
michan pri maximalni rychlosti. Kazda zkumavka byla centrifugovana pti 9447 otackach/min
po dobu 2 min a etanol byl odstranén za poutziti sterilni transferové pipety s jemnym hrotem.
Sediment byl resuspendovan v 50 pl 70% kyseliny mravenci a vortexovan 5 minut. Po kratké
centrifugaci pro odstranéni veSkerého zbytkového obsahu z vicka bylo pfidano 50 pl
acetonitrilu azkumavka byla znovu protiepana (5 minut) a centrifugovana pfi
9447 otackach/min po dobu 2 min. Supernatant byl bud okam?Zité hodnocen pomoci MALDI-
TOF MS nebo byl skladovan pfi teploté -20 ° C az do testovani (béhem 1 tydne po jeho
extrahovani). Jako pozitivni kontrola kvality byl pro kazdy pokus pouzit Aspergillus ustus (CBS
261.67T) (Lau et al. 2013).

Tretim postupem byla pfiprava vzork( hlivy Ustticné (Pleurotus pulmonarius) spojena
s naslednou frakcionaci. Plodnice byly nejprve rozkrdjeny na malé kousky a zmrazeny pfi

-20°C. Lyofilizované susené houbové plodnice byly poté rozemlety na jemny prasek
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avzorky byly pred extrakci uchovavany v suché nddobé pfi pokojové teploté. Praskovy
lyofilizat (30 g) byl zvdZzen a namocen v 300 ml destilované vody (pomér 1:10).

Smés byla potom homogenizovdna a homogenat byl oddélen filtraci za pouziti vakua.
Filtrat byl zachycen a centrifugovan rychlosti 5000 otacek/min pfi teploté 4 °C. Supernatant
byl pak ulozen pfti -20 ° C. Obsah bilkovin byl odhadnut pomoci BCA Protein Assay Kit (Pierce).
Série proteinovych frakci byla ziskdna v podobé vodnych extrakt(i pomoci nasyceného siranu
amonného ((NH4)2S0a4), ktery byl pomalu pridavan za kontinualniho michani. Roztok byl potom
centrifugovan pfi 10000 otacek/min po dobu 30 minut (4 °C). Protein byl izolovan
resuspendovanim srazeniny v 1 ml destilované vody a poté dialyzovan za pouziti potahované
dialyzacni hadicky SnakeSkin, pro udrzeni molekulové hmotnosti vice nez 3500 Da. Dialyzacni
proces byl provadén pfi4 °C po dobu 48 hodin, pficemz byla 4krat vyménéna destilovand voda.
Dialyzat byl poté lyofilizovadn, skladovan pti -20 °C a oznacovan jako frakce ((NH4)2SOa)
proteinu (F10-F100) (Wahab et al. 2014).

K rychlé a presné identifikaci klinicky relevantnich druhd Aspergillus byl pouZzit dalsi
postup extrakce. Kmeny byly péstovany na Sabouraudové dextrézovém agaru (SDA)
s chloramfenikolem a gentamicinem pfti teploté 30 °C a denné bylo kontrolovano zrani
(dostatecna sporulace a vyvoj mycelii). Povrchovy materidl, (smés spor, konidii a mycelii) byl
jemné sejmut z povrchu kolonie a smichan v 1 pl Cisté vody, ktera byla nanesena na MALDI
destic¢ku. Tato smés byla ponechdana pfi pokojové teploté zaschnout. Na kazdy spot byl pfidan
1 pl absolutniho etanolu a smés byla znovu vysusena. Byl pfidan 1 pl roztoku matrice (kyselina
2,5-dihydroxybenzoovd, 80 mg / ml, 30% acetonitril, 0,1% kyselina trifluoroctova), nacez byl
takto pfipraveny vzorek nechan krystalizovat. Pro ovéreni kalibrace byla pouzita interni
kontrola s Pseudomonas aeruginosa. Vzorky byly identifikovany spektrometrem MALDI-TOF
MS (Microflex, Bruker Daltonics). Pozitivni ionty byly extrahovény s akceleraénim napétim
20 kV v linedrnim rezimu. Analyza byla provedena softwarem Flex analysis (Alanio et al. 2011).

Pro extrakci hub je moiné poutzit i kyselinu mravendi, coz je v nasledujicim patém
postupu popsano nékolika zpusoby. Vzorky houbovych kultur byly smichany s 300 ml sterilni
vody a 900 ml bezvodého etanolu ve sterilni 1,5 ml zkumavce. Po 10 minutdch centrifugace
pfi 13 000 otackach/min byl sediment inkubovan 5 minut v 10 ml 70%. Potom bylo pfidano
10 ml 100% acetonitrilu po dobu 10 minut inkubace pred centrifugaci (13 000 otacek,
2 minuty) asupernatant byl odstranén. Bylo testovano pét operaci pred predchazejici

metodou extrakce (Cassagne et al. 2011)
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PFfi prvni z nich byly houby kultivovany na Sabouraud gentamicin-chloramfenikol
agarovych desti¢kach a inkubovany 72 hodin pfi 27 °C. Vzorky, tj. houby a jejich spory, byly
jemné setfeny sterilni plastovou klickou, a poté podrobeny extrakci kyselinou mravenci, jak je
popsano vyse.

Pfi druhém postupu byly houby kultivovany 24 hodin pfi 27 °C na tekutém
Sabouraudové médiu. Po 10 minutach centrifugace pfi 13000 otackach/min byl sediment
trikrdt promyvan 1 ml sterilni vody a suspendovdn s 300 ml HPLC sterilni vody a 900 ml
bezvodého etanolu ve sterilni zkumavce o objemu 1,5 ml a podroben extrakci kyselinou
mravenci.

Treti postup byl shodny s postupem prvnim kromé toho, Ze suspenze houbového
materidlu v fedéném etanolu byla zahtivana 1 hodinu pfi 95 °C pred extrakci.

Ctvrty postup se také shodoval s prvnim kromé toho, Ze byla hydroalkoholové suspenze
houbového materidlu vredéném etanolu byla mechanicky homogenizovana tfemi cykly
mikro-kulicek.

Paty postup se prakticky shodoval s predchozim az na to, Ze byla hydroalkoholova
suspenze houbového materidlu zahfivana po dobu 1 hodiny pfi 95 °C prfed mechanickou
homogenizaci, jak je popsano vyse (Cassagne et al. 2011)

Posledni zde zminénou metodou pripravy vzork(i hub je extrakce pomoci smési
kyseliny mravendi a acetonitrilu. Pfiblizné 5 mm?3 &asti klobouku nebo stopky bylo rozfiznuto
chirurgickou cepeli a bilkoviny byly extrahovany ve 400 ml smési mravenci kyseliny
a acetonitrilu (1:1), ve které byly sklenéné kulicky, 300 mg o pridméru 0,1 mm spolecné se
2 kusy o pridméru 5 mm ve 2 ml tésnici zkumavce. Vzorek byl homogenizovan pti 2000 rpm po
dobu 3 min za stdlého trepani a poté centrifugovan (20000 otacek, 2 minuty).
Cast supernatantu (pfiblizné 50 ml) byla pfenesena do nové zkumavky a analyzovéna tyz den,

kdy byla pripravena (Sugawara et al. 2016).
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4 Metodika

V ramci prace byla testovana aplikovatelnost metody MALDI biotypingu na vlaknité
oomycety, zplsobujici problémy v rostlinné zemédélské produkci. Tato metoda je zaloZzena na
porovnavani profilovych hmotnostnich spekter vzork( ziskanych pomoci MALDI-TOF MS se
spektry uloZzenymi ve specifické databazi (knihovné spekter) namérenymi identickym
zpUsobem. Diplomova prace byla také zaméfena na vytvoreni standardizované metody
pfipravy extraktl identifikovaného materidlu a ndasledného vytvoreni knihovny spekter

houbovych patogend, které nebyly dosud timto zplisobem zpracovany.

4.1 Material

4.1.1 Poutzity biologicky material

Celkem bylo analyzovano vzork( 43 rlznych druhd a kmen( vldknitych hub z rodu
Phytophthora ve trech saddach, ziskanych z odlisnych zdroja. 1zolace, geneticka identifikace
a kultivace vzorkd probihala ve Vyzkumném ustavu Silva Taroucy pro krajinu a okrasné
zahradnictvi, v.v.i. (VUKOZ), pod vedenim doktora Karla Cerného. Druhy byly ndhodné vybrany
z verejné sbirky, kdy byl kazdy vzorek odebran zurcité lokace, vrizném stadiu, case
a z rlznych hostitell. Nasledné bylo provedena morfologicka identifikace a uréeni na zakladé
DNA. Pro tuto praci byly vzorky ztekutého Zivného media prfevedeny do 70% etanolu
a uchovavany ve zkumavkdach typu Eppendorf v roztoku etanolu pfi -20 °C. Pfehled druh(

véetné jejich sbirkovych Cisel je uveden v tabulce 1.
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Tab. 1. Pfehled testovanych druhd rodu Phytophthora

1. sada 2.sada 3. sada
Cisloze Jménodruhu  Cisloze Jméno druhu Cisloze Jméno druhu
sbirky sbirky sbirky
385/10 Phytophthora 754/15  Phytophthora 617/12  Phytophthora
lacustris ramorum megasperma
366/09 Phytophthora 635/13  Phytophthora 831/17 Phytophthora taxon
multivora citrophthora Walnut
419/10 Phytophthora 531/11 Phytophthora 734/14  Phytophthora rubi
gonapodyides hedraiandra
239/08 Phytophthora  483/11 Phytophthora 673/13  Phytophthora gregata
alni uniformis taxon Raspberry
256/09 Phytophthora 544/11 Phytophthora 890/17  Pythium folliculosum
plurivora rosacearum
286/09 Phytophthora 578/12  Phytophthora 772/15  Phytophthora
cambivora hedraiandra pseudosyringae
393/10 Phytophthora 518/11 Phytophthora 846/17 Phytophthora
cambivora taxon Walnut cryptogea
534/11 Phytophthora  851/17 Phytophthora 865/17  Phytophthora gregata
cinnamomi cactorum
408/10 Phytophthora 345/09 Phytophthora 620/12  Phytophthora syringae
gonapodyides ramorum
361/09 Phytophthora  456/11 Phytophthora cf. 806/16 Phytophthora
lacustris Kelmania chlamydospora x
amnicola
242/08 Phytophthora 778/15  Phytophthora 803/16  Phytophthora
multivora megasperma chlamydospora x
amnicola
240/08 Phytophthora 766/15  Phytophthora 812/16  Phytophthora
alni alni polonica cryptogea
453/11  Phytophthora 862/17  Phytophthora 829/17  Phytophthora
palmivora cactorum rosacearum
382/10 Phytophthora
cinnamomi
398/10 Phytophthora
lacustris
295/09 Phytophthora
lacustris
299/09 Phytophthora

alni uniformis
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4.1.2 Chemikalie pro izolaci a kultivaci

PARPHN: 100 ml dZusu V8 (Campbell Grocery Products Ltd., Norfolk, Anglie), 3 g CaCO3,
200 mg ampicilinu, 10 mg rifampicinu, 25 mg pentachlornitrobenzen (PCNB), 50 mg nystatinu
a 50 mg hymexazolu na 1 | deionizované vody

Caso — Bouillon, Carl Roth, Art. — Nr. X938.2

Sterilni a ultrasterilni H,0

99,8% etanol
4.1.3 lzolace a kultivace

Pfi odbéru vzorku je velmi dullezité rocni obdobi. V ptipadé patogenl rodu
Phytophthora je idedlni doba pro identifikaci a izolaci od kvétna do listopadu. Pro odbér se
vyuzivaji 2 zpusoby, bud pfimo z rostlinnych pletiv, které viak musi byt aktivni, nebo z kofena.
Druhd metoda je takzvana metoda lapacich listl. Ve VUKOZu se kizolaci téchto patogend
vyuziva rododendronu, ktery je citlivy na jejich vyskyt a tvofi se na ném mikrotické léze. Tyto
|éze se ndasledné vystiihnou, vysteriluji etanolem, vysusi a nechaji se 3 az 7 dni v zavislosti na
druhu rlst na vhodném médiu. Nejcastéji uZivanym a univerzalnim médiem je PARPHN, ktery
je tvoren z agaru V8, coZ je dzus z 8 druhl zeleniny, uhli¢itanu vapenatého a z 5 druhl
antibiotik. Antibiotika jsou pfi kultivaci velmi dulezita, jelikoz zabranuji kontaminaci, kterd
zpUsobuje potize pti nasledné identifikaci. Pro mikroskopovani a morfologii se vyuZzivaji CA
neboli mrkvové agary, které jsou prihledné na rozdil od V8, ktera je syté oranzové barvy. Dale
se pak vyuzivaji i ovesné, kukuficné nebo bramborové agary. Jejich pfiprava neni naroc¢na
a nakladnd. DUllezité je dodrzovat teplotu maximalné 45 °C, aby nedoslo k poskozeni vzork(
a zaroven bylo pfi ockovani médium dostatecné tekuté. Pro ziskani vzorkd pro tuto praci bylo
zapotiebi kultivace narostlého mycelia ve vyZivném bujonu. Nejprve se odebere maly kousek
mycelia do lahvi s vyZivnym bujénem, s pouzitim sterilni vody a necha se tfepat 5 dni na
trepacce. Poté se odpipetuje tekutina, prida se 900 pl sterilni H,O a 5 minut se vortexuje.
Znovu se odpipetuje tekutina a pfida se 300 pl ultra cisté H20, 900 pul 99,8% etanolu, necha se
vortexovat a mUze se takto uskladnit pti-20 °C nebo s nimi nadale pracovat. Je velmi dllezité
dodrZovat pfi praci sterilni podminky kvlli nachylnosti na kontaminaci. Oomycety se daji
dlouhodobé uchovdvat, a to na jiz zminénych ovesnych agarovych médiich, jejichz zakladem

je pouze ovesna mouka, agar a voda.
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4.2 MALDI-TOF analyza

4.2.1 Chemikalie pro kalibraci a pfipravu vzorku

Acetonitril, Honeywell

99% Trifluoroctova kyselina, Sigma-Aldrich

Bruker Bacterial Test Standard, Part No. 8255343, Bruker

MALDI matrice, a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina (HCCA), Sigma-Aldrich
Etanol 96%, Lach-Ner, s. r. 0.

Kyselina mravenci, Acros organics

Ultra ¢istd voda, systém Mili-Q
4.2.2 Pristrojové a dalsi vybaveni

MALDI-TOF Autoflex speed, Bruker
Scout MTP desticka
Centrifuga Universal 320 R, Hettich zentrifugen

Ru¢ni homogenizator, Pestle 1,5 ml, VWR International (47747-358)
4.2.3 Kalibrace

MALDI Biotyper k analyze vyuZivd hmotnostni spektrometr typu MALDI-TOF, kde je
doba letu prepocitana pomoci kalibracnich konstant na hodnoty m/z jednotlivych iotd. Je zde
vsak nékolik faktord, které maji vliv na dobu letu a tim padem i na kalibrac¢ni konstanty. Jsou
to zejména teplota, stabilita zdroju, které generuji napéti v pristroji a dalsi. K co nejpresné;jsi
identifikaci je tedy dulezité mit co nejpresnéjsi kalibraci metody.

Soucasti kazdého méreni byly proto vyuzivany kalibra¢ni spoty. Kalibraéni roztok byl
pfipraven z roztoku acetonitrilu, destilované vody a 99% trifluoroctové kyseliny (50:47,5:2,5).
V 50 ul takto pfipraveného roztoku byl rozpustén Bruker Bacterial Standard. PouZzitymi
chemikaliemi ke kalibraci byly tedy Bruker Bacterial Standard, MALDI matrice alfa-kyano-4-

hydroxyskoficova kyselina (HCCA) a Organické rozpoustédlo (OR). Je dllezité pouZivat

vvvvv
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Pro 1 ml OR je zapottebi 500 pul 100% acetonitrilu (AN), 475 ul destilované vody a 25 pl 100%
trifluoroctové kyseliny (TFA). Do mikrozkumavky s HCCA matrici bylo pfiddano 250 pl OR
a nasledné vortexovano, dokud se nerozpustily viechny krystalky matrice. U&innost byla
zkontrolovana pohledem proti svétlu. K Bruker Bacterial Standardu, jiz pfipravenému, bylo
pridano 50 ul OR a pipetovanim (nejméné dvacetkrat nahoru a dolli) byl pelet rozpustén. Je
dllezité se vyhnout pénéni roztoku. Nasledné se standard pfi laboratorni teploté inkuboval po
dobu 5 minut a poté se opakoval postup pipetovani. Pokud se roztok zakali, mlze se
centrifugovat 1 minutu pfi maximalnich otackach. Pfipraveny roztok je mozné po pouziti
uchovat pfi min. -18 °C v mrazaku a opakované jej pouzit po dobu nékolika mésict. Casem sice
vznikaji oxidacni produkty, které vSak nemaji vyznamny vliv na kalibraci. Dle pfiru¢ky Bruker
(MALDI Biotyper CA Systém 2014), je doporuceno pfti kazdé analyze na jedno misto nanést
Escherichia coli, kdy pfi vysSim skdre, nezZ je 2,2 lze povazovat kalibraci za dostatec¢nou. Pfi
tvorbé databdze se vsak vidy musi kalibrovat kazdy méreny vzorek, a to za poufZiti standartu

na prostredni spot (Obr. 4).

000
00
000

Obr. 4. Kalibracni schéma
4.2.4 Priprava vzorku

Pro pfipravu bylo pouZzito nékolik ¢istych mikrozkumavek typu Eppendorf (1,5 ml), do
kterych byla pfenesena ¢ast z uchovavaného vzorku. Mycelium bylo rozdéleno na Petriho
miskach pomoci skalpelu na pfiblizné stejné velké kousky materidlu, coZ bylo podle moznosti
5-10 mg. Ktomuto vzorku bylo pfidano 300 pl destilované vody a dikladné promichano.
Ke smési bylo pfiddano 900 pl etanolu a znovu promichdno. Poté bylo centrifugovdno pfi
maximalnich otackach po dobu dvou minut. Nasledné byl supernatant slit a vzorek znovu
kratce centrifugovan. Zbytek supernatantu byl opatrné odpipetovan od peletu, ktery se nechal
nasledné schnout pfi laboratorni teploté. Mezitim byl pfipraven roztok 70% kyseliny mravenci
pomoci 300 ul destilované vody a 700 pl 100% kyseliny mravenci do Cisté mikrozkumavky
a promichan vortexovanim. Kpeletu byla prfipravenda kyselina pfidana v mnoZstvi

odpovidajicimu velikosti peletu, tak aby byl cely ponoren (20 pl).
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Bylo velmi dulezité dlikladné promichat a nechat kyselinu pUsobit po dobu 3 minut. Poslednim
krokem extrakce bylo pfidani 100% acetonitrilu v mnoZstvi odpovidajicimu objemu kyseliny
mravenci. Po dikladném promichani byl vzorek opét centrifugovan pti maximalnich otackach
po dobu 2 minut a aplikovan na MALDI desticku.

Na kazdy spot byl nanesen 1 ul supernatantu a byl ponechdn uschnout pfti laboratorni
teploté. Ihned po zaschnuti byl supernatant prekryt stejnym mnoZstvim roztoku matrice
a opét ponechdn zaschnout pfi laboratorni teploté. Do stfedového spotu byl pak nanesen
pfipraveny roztok Bruker Bacterial Standardu v mnozstvi 0,5 ul, ve stejném poradi nanaseni
na spoty byla pfidana matrice. Po zaschnuti vSech spotl byla desticka ptipravena k vlozeni
do pfistroje a vlastni analyze vzorkl. Kazdy vzorek byl timto zpisobem nanesen na 8 spotl

a do stfedu standart, ktery slouZil jako kalibrant viz obrazek 4.

4.3 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni vzorkld bylo provedeno pomoci programa flexAnalysis 3.4 Compass 1.4
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) a MALDI Biotyper Version 3.1 (66). Vysledky byly
porovnavany na zakladé podobnosti spekter v MALDI Biotyperu vrozsahu 2-20 kDa.
K vyhodnoceni byla zvolena standardni metoda identifikace MSP, kdy je frekvencni prah pro
Upravu spektra 50, pro kalkulaci skdre 5, maximalni hmotnostni chyba prvotniho spektra 2000,
hmotnostni tolerance pro upravena spektra 350 a akceptovand hmotnostni tolerance piku
600. Metoda MBT FC. par, kdy se vyuzivd 2000 laserovych vystielll ve 200 krocich. Touto
metodou bylo nasbirdno celkem 144 MSP spekter ze 43 odliSnych vzorkd. MSP spektra byla
porovnana s celkovou databazi. Poté byly vzorky porovndvany mezi sebou vzhledem

k druhovému a kmenovému zarazeni.

Tab. 2. Vyznam hodnoty log skére pfi porovnani MSP spekter v MALDI Biotyperu

Rozsah Popis Symboly Barva
vysoce pravdépodobna .
2,300.... 3,000 identifikace druht (+++) Zelena
bezpecna identifikace
2,000... 2,299 rodu, pravdépodobnd (++) Zelena
identifikace druht
1,700 ... 1,999 SN o Toelel if (+) Jlutd

identifikace rodu

0,000.. 1,699 | SBOISHINGHOSRUNGEEN (- ) Cervens
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5 Vysledky

5.1 Validace a verifikace metody

K pfipravé vzorku byla vybrdna metoda, kterd je vhodna pro vSechny nesporulujici
mikroorganismy, u nichZ nebyla Uspésna identifikace metodou pfimého pfenosu, ktera je také
vyuzivana pro kvasinky (napf. rody Candida nebo rod Saccharomyces). Pro ucel validace byla
pouZzita universalni metoda extrakce pomoci etanolu a kyseliny mravendi. Stejna metoda
extrakce byla pouzita i pro pfipravu vSech dalSich vzorkd.

Pro zjiSténi presnosti a spravnosti vybrané metody slouZilo porovnani spekter
s databazi. Ureni presnosti jednotlivych méreni bylo provadéno na zdkladé opakované
analyzy daného vzorku. Intraday variabilita byla stanovena na zakladé Uspésného méreni
8 spotl stejného vzorku ve tfech opakovénich, interday variabilita pak z podobnosti spekter
vzorkd mérenych v rlizné dny. Kazdy vzorek byl méren minimalné 3x. VZdy byl dodrzen totozny
postup a stejné podminky. Na obrdzku 5 je zndzornéno porovnani spekter u vzorku
Phytophhora lacustris se sbirkovym ¢islem 295.09. Z tabulky 3 je ziejmé, Ze log skdre shodnych
vzorkd mérenych v rGzné dny jsou velice blizka, a zaroven rozdily mezi jednotlivymi kmeny

v ramci druhu jsou vysoce prikazné.

Tab. 3. Porovnani skdre u druhu P. lacustris 295.09/1*

Sbirkové cislo 295.09/1 295.09/2  295.09
Skére 3 2,759 2,536

*Cislo za lomitkem je Cislo biologického opakovani
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Obr. 5. Porovnani spekter v ramci interday variability u izoldtu 295.09 P. lacustris
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Dale pak byla k validaci metody pouzita analyza slepého vzorku. Z pouzitych 43 vzorka
byl nahodné vybran 1 vzorek, ktery byl rychlou identifikaci na 3 spotech zméfen v programu
MALDI Biotyper Realtime Classification. Po zpétné kontrole byl pokus vyhodnocen jako
Uspésny, to znamena, Zze MSP spektra slepého (testovaného) vzorku se shodovala se vzorkem

pavodnim (viz tabulka 4).

Tab. 4. Vyhodnoceni rychlé identifikace slepého vzorku

Nazev ID Organismus (nejlepsi Log Organismus (druha Log
analytu Analytu shoda) skore nejlepsi shoda) skore
Méreni 1 Slepy Phytophthora lacustris 5 636 Phytophthora 2 624
(+++)(C) vzorek 398.10/2 ¢ lacustris 398.10/1 !
Méreni 2 Slepy Phytophthora lacustris 5795 Phytophthora 5 638
(+++)(C) vzorek 398.10/2 ¢ lacustris 398.10/1 !
Méreni 3 Slepy Phytophthora lacustris 5718 Phytophthora 5 697
(+++)(C) vzorek 398.10/2 ¢ lacustris 398.10/1 !

5.2 Ovéreni databaze

JelikoZ jednim z cilG prace bylo rozsifeni databdze o shirku fytopatogen(, v tomto
pfipadé rodu Phytophthora, bylo v prvni radé dulezité zjistit, zda jiz specifickd databaze
mérené vzorky neobsahuje. Proto bylo provedeno srovnani zmérenych spekter se spektry jiz
obsazenymi v databazi, naméfenymi za stejnych podminek. Pro porovnani bylo ndhodné
vybrano 8 spekter. Jako mezni hodnota spolehlivosti bylo stanoveno log skére 1,7, ktera je

doporucena vyrobcem (Bruker Daltonics). Vysledky jsou uvedeny dale v tabulce 5.
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Tab. 5. Porovnani namérenych spekter s celkovou databazi

Testovany Organismus (nejlepsi Log Organismus (druha
vzorek shoda) skoére nejlepsi shoda)

239.08/1 Staphy IOF?CCUS hominis Bacteroides uniformis
(-)(C) ssp hominis
?8§(18/)1 Lactobacillus helveticus Clostridium cochlearium
851.17/3 Cryptococcus neoformans Corynebacterium
(-)(C) yp amycolatum
(39?(18/)2 Lactobacillus ruminis Lactobacillus ruminis
:5_7?(13/) 3 Neisseria cinerea Burkholderia andropogonis
(5 72)3(15/)1 Clostridium cochlearium Trichosporon mucoides
(5_7?(15/) 3 Lactobacillus helveticus Candida sake
865.17/2 Enterococcus faecium Candida tropicalis

(-)(C)

5.3 Porovnani v ramci rodu

Log
skoére

V rdmci rodu Phytophthora bylo srovndvano 42 vzorku a 1 vzorek patfil do pribuzného

rodu Pythium, ktery je téZ zatazen do sbirky ve VUKOZ a byl pouzit jako referen¢ni. Tabulka

porovnani MSP spekter v podobé hodnot log skdre je zpracovana jako pfiloha 1.

Z celkového poctu vzork( se shodovalo 42 se svymi vlastnimi MSP (biologicka

opakovani) mérenymi v jiny den, kdy namérené hodnoty log skére byly vyssi nez 2,3.

U jednoho vzorku (P. gonapodyides se sbirkovym cislem 419.10) byla nalezena nejvyssi

kategorie shody (do 2,3) pouze s jednim biologickym replikdtem, s druhym bylo dosazeno

skdre 2,2, coz spliuje kategorii pravdépodobné identifikace druhu (viz tab. 2). Vysledky

spolehlivosti identifikace vSech druh( byly zpracovany v nasledujici tabulce 6.
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Tab. 6. Spolehlivost identifikace druh( v rdmci rodu

Druh

Pocet
kment

Biologicka
opakovani

Mezni
hodnota 2

Mezni
hodnota 1,7

Phytophthora alni alni
Phytophthora alni uniformis
Phytophthora cactorum
Phytophthora cambivora
Phytophthora cf. Kelmania
Phytophthora cinnamomi
Phytophthora citrophthora
Phytophthora cryptogea
Phytophthora gonapodyides
Phytophthora gregata
Phytophthora hedraiandra
Phytophthora chlamydospora x
amnicola

Phytophthora lacustris
Phytophthora megasperma
Phytophthora multivora
Phytophthora palmivora
Phytophthora plurivora
Phytophthora polonica
Phytophthora pseudosyringae
Phytophthora ramorum
Phytophthora rosacearum
Phytophthora rubi
Phytophthora syringae
Phytophthora taxon Raspberry
Phytophthora taxon Walnut
Pythium folliculosum

Celkem

N NNNEFEFNEFENNNPRE
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5.4 Porovnani v ramci druhu

U druhu P. lacustris bylo dosazeno spolehlivé identifikace kment i v rdmci druhu, jak
je ukazano dale pomoci log skére uvedenych v tabulce 8, porovnani MALDI-TOF spekter a MSP
dendrogramem. Vybrdny byly 3 kmeny druhu P. lacustris, liSici se mistem odbéru, datem

izolace i hostitelem.

Tab. 7. Informace o izolatech ze sbirky ziskané z:

http://www.vukoz.cz/dokumenty/056/Sbirka_Katalog_Jan_2018.pdf

Sbirkové cislo Lokace Datum izolace Hostitel
361.09 P. lacustris Pikovice (Praha — zapad) listopad 2009 Salix fragilis
295.09 P. lacustris Chocerady (Benesov) zari 2009 Alnus glutinosa
385.10 P. lacustris Cejkovice (Bene3ov) srpen 2010 Salix sp.

Tab. 8. Vysledky log skdre u P. lacustris z tabulky porovndani vSech vzork( této préce viz

priloha 1
Vzorek Shoda s databazi*
361.09 |[361.09/2 385.10/2 295.09/1 385.10 295.09/2 361.09 385.10 295.09 398.10/1
Log
skore

295.09 |[295.09/2 361.09/2 361.09/1 295.09 361.09 385.10 385.10/2 385.10 398.10/1
Log
skore

1,995

385.10/2 385.10 361.09/1 385.10/3 361.09/2 361.09 398.10/1 398.10 398.10/2

*¢islo za lomitkem oznacuje biologické opakovani
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V pfipadé spekter ziskanych z programu flex Analysis (obrazek 6) byly detekovany
charakteristické piky proteinovych iontl u vSech vzork( v oblasti 6500 a 14500 m/z, u kazdého
vzorku vsak s jinou intenzitou. VSechna spektra byla pfed vyhodnocenim vyhlazena a byla

srovnana zakladni linie.

j x11|:|05 361.09 P. lacustris

ul

Intens. [a

0.8
0.6
0.4
0.2

0.0
109 295 09/1 P. lacustris
1.25+

Intens. [a.u]
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]
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Obr. 6. Porovnani spekter u vybranych vzorkd stejného druhu
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V programu MALDI Biotyper lze pouZzit pro porovnani MSP také zobrazeni pomoci
dendrogramu. Z matice podobnosti vybranych spekter je provedena klastrova analyza. Shluky
vytvorené na zakladé podobnosti spekter se pak zobrazi jako dendrogram, kdy jsou zaroven
vypocitdvany vzdalenosti mezi jednotlivymi klastry. Pfi tvorbé dendrogramu byly v editoru
metody upraveny nasledujici parametry: méfeni vzdalenosti korelaci, stfedova vazba,
maximalné 2 uzly nejvyssi Urovné, prahova hodnota pro jeden organismus byla 700 a prahova
hodnota pro pfibuzné organismy 150. Jedna se o dendrogram orientovany na skére. V tomto
pfipadé byl zfejmy rozdil mezi jednotlivymi kmeny. Kmen 295.09 se od ostatnich lisil nejvice,

byl zatazen do jiného klastru. Vzorky 361.09 a 385.10 si byly vice podobné.

MSP Dendrogram

295 09 2
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361_09_1

385

385_10_3

385_10-2

385_10
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Obr. 7. Zndzornéni rozdilu meziizolaty P. lacustris pomoci dendrogramu

U kmene druhu P. alni uniformis se sbirkovym cislem 239.08 se MSP spektra silné
shodovala se spektry P. cambivora, P. alni alni a P. rubi. Hodnota log skdre byla v rozsahu od
2,4 do 2, tudiz byla mezi témito druhy zfejma urcitd spojitost. Nicméné na dendrogramu byly
patrné rozdily, kdy byly oba druhy zarazeny do rozdilnych klastr( (viz Obr. 8.). Tak tomu bylo

i uP. cactorum 862.17, kde byla shoda log skdre na Urovni druhu s P. hedraiandra.

41
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Obr. 8. Rozdéleni odlisnych druht pomoci klastrové analyzy MSP dendrogramu

Samotny rod Pythium vykazoval shodu pouze v biologickych opakovénich. Log skére ve
srovnani srodem Phytophthora bylo mensi nez 1,6. Jejich vzddlenost lze vidét i na
dendrogramu v podobé rozdélenych klastr( (Obr. 9.) Stejné tomu bylo ale i u dalSich druh,
naptiklad P. pseudosyringae, P. syringae, P. polonica a P. palmivora. Celkem u 27 kmena

(62,79 %) byla detekovana vyznamna shoda v ramci stejného druhu.

MSP Dendrogram
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Obr. 9. Vzdalenost druhu Pythium (890.17) od rodu Phytophthora (734.14) zobrazena

pomoci MSP dendrogramu
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V nasledujici tabulce (tabulka 9) je vycet vSech mérenych druhl a pocet mérenych
kmen( a jejich biologickych opakovani. Bylo provedeno porovndni log skére kmenU v ramci
druhl a nasledné vypocitdna procentudlni uspésnost. Byly uréeny 2 mezni hodnoty dle
doporuceni vyrobce. Pfi mezni hodnoté 2 byla spolehlivost identifikace 78,3 % a pfi nizsi

hranici 1,7 byla Uspésnost 90,7 %.

Tab. 9. Uspésnost identifikace kmen( v rdmci druhu

Druh Pocet Biologicka Mezni Mezni
kmenti opakovani hodnota hodnota
2 1,7
Phytophthora alni alni 1 3 3 3
Phytophthora alni uniformis 2 6 5 6
Phytophthora cactorum 2 6 6 6
Phytophthora cambivora 2 6 6 6
Phytophthora cf. Kelmania 1 3 3 3
Phytophthora cinnamomi 2 6 6 6
Phytophthora citrophthora 1 3 3 3
Phytophthora cryptogea 2 6 6 6
Phytophthora gonapodyides 2 6 5 6
Phytophthora gregata 2 6 6 6
Phytophthora hedraiandra 2 6 2 5
Phytophthora chlamydospora x
amnicola 2 6 0 6
Phytophthora lacustris 4 12 8 10
Phytophthora megasperma 2 6 6 6
Phytophthora multivora 2 6 0 0
Phytophthora palmivora 1 3 3 3
Phytophthora plurivora 1 3 3 3
Phytophthora polonica 1 3 3 3
Phytophthora pseudosyringae 1 3 3 3
Phytophthora ramorum 2 6 6 6
Phytophthora rosacearum 2 6 0 3
Phytophthora rubi 1 3 3 3
Phytophthora syringae 1 3 3 3
Phytophthora taxon Raspberry 1 3 3 3
Phytophthora taxon Walnut 2 6 6 6
Pythium folliculosum 1 3 3 3
Celkem 43 129 101 (78,3 %) 117 (90,7 %)
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6 Diskuze

V soucasnosti jsou pro detekci fytopatogent rodu Phytophthora béziné vyuzivany dvé
prevladajici metody. Prvni je zaloZena na zkoumdani morfologickych rozdild mezi druhy na
zakladé taxonomického klice. Miles (2017) uvadi, Ze tuto metodu nelze spolehlivé pouzit pro
vSechny druhy, protoZe rozdily mezi druhy nemusi byt vidy viditelné. Naproti tomu nase
vysledky naznacuji, Ze pouziti MALDI-TOF MS biotypingu spojeného s jednoduchym
zpracovanim vzorku a naslednym porovnanim spekter s databdzi muze byt efektivnéjsi pro
presnéjsi a rychlejsi identifikaci rod( a druhi. Navic by tato metoda diky své jednoduchosti
mohla byt uzitecnd i pro laboratorfe s omezenymi odbornymi znalostmi v oblasti mykologie.

Druha tradi¢ni metoda diagnostiky a identifikace vlaknitych oomycet spociva v analyze
DNA. Zatim nejpfesnéjsi molekuldrni metoda pro identifikaci izolatll na drovni druhu se
provadi sekvenéni analyzou specifickych lokus, kdy se pouZiva region ITS. Nicméné tento
region neni optimalni pro vSechny druhy, zejména ty, které jsou Uzce fylogeneticky pribuzné,
jako naptiklad P. rubi a P. fragariae (Martin et al. 2012). Navic je postup sekvenovani na rozdil
od nami pouzité metody stale dosti ndkladny, coz je pro identifikaci zaloZzenou na sekvenaci
DNA omezujicim faktorem (del Castillo-Munera et al. 2013).

Vzhledem ke vhodnosti matricové laserové desorpce/ionizace (MALDI) pro analyzu
oligonukleotidl byl zaveden pfimy postup pro zkoumani produktd molekularné biologickych
stanoveni. Specifiénost a "mékkost" MALDI v kombinaci s jednoduchosti a rychlosti TOF
hmotnostnich spektrometr( je obzvlasté pfitazliva pro genomické analyzy, kde je spolehlivost
a vykonnost velmi dllezitym faktorem. Dle Shahgholiho et al. (2001) se MALDI napfiklad
pouziva k detekci PCR produkt(, pro deleci nebo vkladani a mikrosatelitové analyzy, detekci
sekvencnich rejstrik(, detekci produktl a pro rozsifeni primer( pro polymorfistickou analyzu
(Shahgholi et al. 2001).

Spolehlivost a pfesnost metody MALDI Biotypingu byla prokazana v fadé studii véetné
nasi prace a jeji vyhodou je, Ze rlizné systémy a softwary jsou jiz komeréné dostupné. Kromé
identifikace urovné mikrobidlnich druhd jsou rovnéZz zkoumany nové aplikace systému.
Na rozdil od obou vyse uvedenych metod je dalsi vyhodou ndmi zvolené metody velmi vysoka
rychlost. Identifikace jednoho vzorku trva pouze nékolik minut, v zavislosti na poc¢tu opakovani

méreni.
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Chalupova et al. (2014) ve své praci uvadi, ze hlavni vyhoda MALDI-TOF MS spociva
v jeji pouzitelnosti pro mnohem mladsi kultury (3 dny) neZ pro profilované metabolity (7-14
dn(l), z cehoz vyplyva, Ze se dd vyuzit pro v€asnou detekci. V pfipadé nasi prace byly pouzity
vzorky rizného stafi a dle vysledk(l neméla délka kultivace izolatu vliv na identifikaci. Naptiklad
u porovnani kmena druhu P. lacustris, kdy odbér kazdého kmene probéhl v jinou dobu, bylo
log skdre vyssi nez 2. Lze tedy predpokladat spolehlivou detekci i u vzorkd liSicich se stafim od
vzorkd, jejichz spektrum bude uloZeno v databazi.

V dalSim recentnim vyzkumu bylo pomoci MALDI-TOF spravné identifikovano 53
izolatl Pythium insidiosum (rozsah log skére 1,93-2,51). Identifikace zaloZzena na MALDI-TOF
v izolatech P. insidiosum ukazala rozdily proteinovych spekter i mezi geograficky rlznymi
izolaty (Mani et al. 2019). Nase vzorky byly téZ odebrany z geograficky rozdilnych stanovist.
Kazdy kmen mél jiného hostitele z réiznych mist v Ceské republice. Mezi kmeny byly znatelné
rozdily, ale z vysledk( je zfejmé, Ze to nemélo vliv na spolehlivost identifikace.

PFi konstrukci interni databaze pro rychlou identifikaci kvasinek pomoci MALDI-TOF MS
De Carolis et al. (2014) nejprve vyhodnotili spolehlivost metody kratké extrakce kyseliny
mravenci pro pfipravu vzorku MALDI-TOF MS, ktera byla dfive pouzita k identifikaci izolatd
Cryptococcus v ramci druhll a poddruht. Podobné tomu bylo i v nasi praci, kdy byla zvolena
metoda rychlé extrakéni metody s pouZitim kyseliny mravenci na zakladé aplikovatelnosti
u kvasinek a vlaknitych hub.

De Carolis et al. (2014) také uvadi, Ze touto extrakéni metodou bylo zajisténo
odstranéni extraceluldrnich a dalSich potencidlné inhibujicich sloufenin a dosazeno
dostatecného poctu spektralnich pik(i pro rozliSeni druh(i hub. Navic se snizil celkovy ¢as
potiebny pro identifikaci MALDI-TOF MS v porovnani s dobou pfi pouziti Uplné extrakce. Poté
byly vzorky referencnich a klinickych kmenQ zpracovany, aby vznikla ,rychla” kvasinkova
knihovna MALDI-TOF MS. Stejné tak i v naSem pripadé byl u prvnich pokusl vygenerovan
dostatecny pocet pikd v rozmezi 2000-20000 Da a metoda extrakce byla uréena jako vhodna.
Navic tato metoda poskytla dostatecny pocet kvalitnich spekter pro vytvoreni ,rychlé”
knihovny MALDI-TOF MS spekter.

Dle studie De Carolise et al. (2014) byl pro kazdy izolat generovan MSP prostfednictvim
akumulace 5000 laserovych zabért z 10 technickych replikatl stejného spektra a kazdé MSP
spektrum bylo zkontrolovano na specificnost pred vstupem do databaze. Pfi naSem méreni

bylo 144 MSP generovano akumulaci 2000 laserovych vystrel( ve 200 krocich a kazdé méreni
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bylo opakovano nejméné 3krat. Spolehlivost identifikace byla vramci rodu u 99,2 %
biologickych opakovani nad hranici log skére 2. Stejné tak u studie De Carolise et al. (2014) se
spektra zkoumanych 156 izolatl shodovala s vynikajicim stupném (s hodnotami skére kolem
2,5) se svymi vlastnimi MSP.

V predchozi studii Fedorka et al. (2012) byly identifikovany anaerobni bakterie také
pomoci Bruker Biotyper a byla pouZita extrakce mimo desti¢ku. Metodou bylo dosazeno
spravné identifikace druhu u 79 % izolat(i s pouzitim mezni hodnoty 2 pro identifikaci druhu.
V nasi studii bylo pfi stejné mezni hodnoté v ramci druhu spravné identifikovano 78,3 %
kmen(. Fedorko et al. (2012) navic zaznamenali dalsi nardst Uspésnosti identifikace v ramci
druhu na 86 %, kdyz bylo skére na druhové urovni snizeno na 1,8. Kdybychom v nasich
experimentech posunuli hranici na tutéZz Uroven, hodnoty Uspésnosti by vyrazné stouply,
jelikoz pfi mezni hodnoté log skére 1,7 byla spolehlivost identifikace 90,7 %. Naopak dalsi
studie vyuZivajici systém Bruker Biotyper ukdzaly nizsi procento Uspésné identifikace druh,
ktera se pohybovala od 51 %, (Veloo et al. 2011) po 67,2 % (Justesen et al. 2011).

Pti identifikaci bakterii vSak nelze opomenout velikost a kvalitu databaze. | pfesto byla
mira nasi uspésnosti identifikace pomoci MALDI-TOF vyznamné lepsi. Byla dokonce lepsi nez
ta, kterou popsal Theel et al. (2012) u 90 studovanych klinickych kvasinkovych izolata. V této
studii byla pouzita pfima metoda extrakce kyselinou mravenci a na rozdil od nasi prace byla
laboratorné validovand mezni log skére (1,5 a 1,7). U 86 (95,6 %) izolatl byl spravné
identifikovan rod a u 73 (81,1 %) izolatd druh (Theel et al. 2012). Tato percentualni Uspésnost
byla srovnatelnd s tou, kterou uvadi Dhiman et al. (2011), kdy byly stejné izolaty dfive
zpracovany uplnou extrakéni metodou, nicméné mezni hodnota log skére byla posunuta
na 1,8.

Pti porovnani druhd v nasi praci dosSlo u nékterych z nich k dostate¢nému odliSeni
jednotlivych taxonl. Bylo tomu tak u druhl P. alni uniformis s P. alni alni, P. cambivora
a P. rubi, kde byla hodnota log skdre tésné nad hranici spolehlivé identifikace. Dle Brasiera
a Kirka (2001) sdili P. alni a jeji poddruhy, coZ je i P. alni uniformis, P. cambivora a P. cinnamomi
mnoho spole¢nych funkci a vSechny se fadi do stejné fylogenetické skupiny 7, ktera je znacné
variabilni a v soucasnosti je rozdélena na 4 subkategorie (viz pfiloha 2). V pfipadé dalSich dvou
druht, P. cactorum a P. hedraiandra, je situace obdobna. Vyskytuji se ve stejné skupiné 1

a maji tedy podobny fylogeneticky plvod. To by mohlo vysvétlovat uréitou shodu méreni.
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Celkem je vnedavno publikované fylogenetické analyze rodu Phytophthora popsano
142 druh( a 43, které Cekaji na zvefejnéni (Yang et al. 2017).

Existuje predpoklad, Ze pomoci hmotnostni spektrometrie budou nékteré blizce
pfibuzné druhy identifikovdny s mensi presnosti. Také pfi zobrazeni v dendrogramu lze
sledovat vztahy a rozdily mezi jednotlivymi druhy, kdy dochazi k chybnému zarazeni do klastr(
u vzorkd navzajem odliSnych. Nicméné vyuZiti systému MALDI Biotyper poskytuje pomérné
presnou, rychlou a nendkladnou identifikaci nejen u bakterii a kvasinek, ale i u patogen(

jiného plvodu, jako v nasem pripadé vlaknitych oomycet.

47



7 Zavér

Zavérem lze fici, Zze pomoci MALDI-TOF MS jsme schopni identifikovat fytopatogeny
rodu Phytophthora. V ramci rodu byla spolehlivost identifikace druhu 99,2 % a 100 %
u klasifikace rodu. Uspé&snost v ramci druhu pak byla 78,3 % pfi mezni hodnoté 2 a 90,7 % pfi
nizsi hranici log skoére (1,7). Identifikace a klasifikace fungicidnich mikroorganismd na bazi
MALDI vyuZivaji proteinové profily obsahujici charakteristické biomarkerové piky v oblasti m/z
2000 aZz 20000 Da. Jejich pritomnost je dulezitda pro nasledné vyhleddvani v databazi
a porovnani experimentdlnich dat s udaji pro referen¢ni kmeny v databazi. Doporucena
metoda extrakce pro tento patogen velmi podobny vldknitym houbam, je rychld extrakce
proteinll pomoci etanolu, kyseliny mravenci a acetonitrilu. Pro budouci vyvoj metodiky
MALDI-TOF MS identifikace vlaknitych oomycet bude potieba pribézné aktualizace
soucasnych databdzi poskytovanych prodejci spolu s pfistroji a budovani novych databazi pro
specializované vyzkumné Uucely. Ve vyhledu vyvoje je také mozZnost detekce typickych

iontovych markerU pfislusnych kmenu pfimo v napadeném rostlinném materialu.
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a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova kyselina

2,5-dihydroxybenzoova kyselina

4-hydroxy-3-methoxyskoficova kyselina

Sarabaud(v dextrézovy agar
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1. Pfehledova tabulka vSsech namérenych MSP s vyétem nejlepsich log skére

2. Fylogenetické vztahy rodu Phytophthora (Martin et al. 2012).
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P. alni
unifor

239.08
Log
skore

plurivo
ra

256.09
Log
skore
P.
multiv
ora

242.08
Log
skore

P. alni
alni

240.08
Log
skore
P.
cinna
momi

382.10
Log
skére
P.
cambiv
ora

286.09
Log
skoére
P.
lacustr
is

295.09
Log
skoére
P. alni
unifor

299.09
Log
skére
P.
ramor
um

345.09
Log
skére
P.
lacustr
is

361.09
Log
skore

P. cambivora P. cambivora P. cambivora P. cambivora

P. P.
cambiv cambivo
ora P. alni alni ra P. rubi P. rubi
286.09/
286.09 240.08 1 734.14/2 734.14/1
P. P. P.
plurivor  pseudosyring  palmivo P.
a ae ra cinnamomi  P. palmivora

036.06 772.15/1 453.11  534.11/1 453.11/2

P. P. P. P.
plurivor gonapodyide pseudos hedraiandr
a s yringae a P. palmivora
772.15/
036.06 408.10 3 531.11/1 453.11
P. alni
uniform P. alni
is uniformis P. rubi P. rubi P. cambivora
299.09/ 734.14/
1 299.09/2 3 734.14/2 393.10
P. P.
cinnam P. cinnamo P.
omi cinnamomi mi multivora P. cambivora
534.11/
3 534.11/2 114.07 366.09 416.10
P. P.
cambiv P. alni cambivo P. alni
ora uniformis ra P. alni alni uniformis
393.10/ 393.10/
2 239.08 1 012.06 239.08/1
P. P.
lacustris  P. lacustris  lacustris  P. lacustris P. lacustris
385.10/
361.09 385.10 2 385.10 398.10/1
1,995
P. alni P. alni P. alni
alni uniformis alni P. rubi P. rubi
240.08/ 240.08/
1 239.08/1 2 734.14/3 734.14/2
P. P. cf.
ramoru kelmani P.
m P. syringae a cryptogea P. cf. kelmania
754.15/ 456.11/
1 620.12/1 1 846.17/1 456.11/2
P. P.
lacustris  P. lacustris  lacustris  P. lacustris P. lacustris
295.09/
2 361.09 385.10 295.09 398.10/1



P.

P. chlamydospo P. P.

palmiv ra x P. P. cambivo  rosacearu

ora P. palmivora  P. palmivora amnicola cinnamomi  lacustris  P. plurivora ra m P. cinnamomi
385.10/ 286.09/

453.11 453.11/2 453.11 803.16/1 534.11/3 2 029.06 1 544.11/1 534.11

Log

skore

P. P. P. alni

cambiv P. alni cambiv uniformi P. alni

ora P. cambivora  P. cambivora P. cambivora uniformis ora P. cambivora s P. rubi uniformis

299.09/

393.10 393.10/2 393.10 286.09/1 299.09 020.06 286.09 1 734.14/1 299.09/2

Log

skore

P.

lacustri P. P.

s P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris  lacustris ~ P. lacustris  lacustris  P. lacustris P. lacustris
361.09/ 361.09/

398.10 398.10/2 398.10 385.10 385.10/2 1 385.10 2 385.10/3 361.09

Log

skore

P.

gonap P. P. P. P. P. P. P. P.

odyide | gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapo gonapodyide gonapo  megasper P.

s s s s s dyides s dyides ma megasperma
419.10/

408.10 408.10/2 408.10 408.10 419.10/2 1 002.06 419.10 617.12/2 778.15/1

Log

skoére 1,779 1,716

P.

gonap P. P. P. P. P. P. P.

odyide | gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapo gonapodyide P. gonapodyi

s s s s s dyides s lacustris des P. rosacearum

361.09/

419.10 419.10/2 408.10/1 408.10/2 002.06 419.10 408.10 1 408.10 544.12/3

Log

skére 1,983 1,875 1,856 1,802

P. f P. P.

kelma P. cf. P. cf. cryptog cryptog P.

nia kelmania kelmania P. cryptogea  P. cryptogea ea P. cryptogea ea cryptogea P. citrophthora
812.16/ 846.17/

456.11 456.11/2 456.11/3 812.16/2 846.17/3 1 812.16/3 2 846.17/1 635.13/3

Log

skére

P. P. P.

poloni P. P. rosacea P. citropht P.

ca P. polonica P. polonica  hedraiandra  hedraiandra rum hedraiandra hora cactorum  P. cf. kelmania
544.11/ 635.13/

766.15 766.15/2 766.15/3 578.12/1 578.12/3 1 578.12/2 1 862.17/2 456.11/1

Log

skdre 1,721

P.

lacustr P. P.

is P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris  lacustris  P. lacustris  lacustris  P. lacustris P. lacustris
295.09/

361.09 361.09/2 385.10/2 295.09/1 385.10 2 361.09 385.10 295.09 398.10/1

Log

skére

P.

P. chlamydospo P. P.

palmiv rax P. P. cambivo  rosacearu

ora P. palmivora  P. palmivora amnicola cinnamomi  lacustris  P. plurivora ra m P. cinnamomi
385.10/ 286.09/

453.11 453.11/2 453.11 803.16/1 534.11/3 2 029.06 1 544.11/1 534.11

Log

skore



P.
cambiv
ora

393.10
Log
skore
P.
lacustr
is

398.10
Log
skére

gonap
odyide

408.10
Log
skore

gonap
odyide

419.10
Log
skoére

cactor

862.17
Log
skore

kelma
nia

456.11
Log
skore

poloni
ca

766.15

megas
perma

778.15
Log
skére

cactor

P. P. alni

P. alni cambiv uniformi P. alni
P. cambivora  P. cambivora P. cambivora uniformis ora P. cambivora s P. rubi uniformis
299.09/
393.10/2 393.10 286.09/1 299.09 020.06 286.09 1 734.14/1 299.09/2
P. P.
P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris  lacustris  P. lacustris  lacustris  P. lacustris P. lacustris
361.09/ 361.09/
398.10/2 398.10 385.10 385.10/2 1 385.10 2 385.10/3 361.09
P. P. P. P. P. P. P. P.
gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapo gonapodyide gonapo  megasper P.
s s s s dyides s dyides ma megasperma
419.10/
408.10/2 408.10 408.10 419.10/2 1 002.06 419.10 617.12/2 778.15/1
1,779 1,716
P. P. P. P. P. P. P.
gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapodyide gonapo gonapodyide P. gonapodyi
s s s s dyides s lacustris des P. rosacearum
361.09/
419.10/2 408.10/1 408.10/2 002.06 419.10 408.10 1 408.10 544.12/3
1,983 1,875 1,856 1,802
P. P. P.
hedraia P. cactoru  hedraiandr
P. cactorum  P.cactorum  P.cactorum  P.cactorum ndra hedraiandra m a P. hedraiandra
531.11/
862.17/2 851.17/2 851.17/3 862.17/3 3 531.11/1 851.17  578.12/3 578.12/1
P. P.
P. cf. P. cf. cryptog cryptog P.
kelmania kelmania P. cryptogea  P. cryptogea ea P. cryptogea ea cryptogea P. citrophthora
812.16/ 846.17/
456.11/2 456.11/3 812.16/2 846.17/3 1 812.16/3 2 846.17/1 635.13/3
P. P.
P. P. rosacea P. citropht P.
P. polonica P. polonica  hedraiandra  hedraiandra rum hedraiandra hora cactorum  P. cf. kelmania
544.11/ 635.13/
766.15/2 766.15/3 578.12/1 578.12/3 1 578.12/2 1 862.17/2 456.11/1

1,721
P. P. taxon
P. P. P. P. megasp P. taxon Raspber P. taxon P. taxon
megasperma megasperma megasperma megasperma  erma Raspberry ry Raspberry Walnut
617.12/ 483.11/

778.15/3 617.12/2 778.15/2 617.12/1 3 483.11/2 1 483.11/3 518.11/2

1,964 1,912 1,817
P. P.
P. P. cactoru P. cactoru P.
hedraiandra  P. cactorum  P. cactorum  hedraiandra m hedraiandra m cactorum  P. hedraiandra
862.17/ 862.17/
531.11/2 851.17/3 851.17/2 531.11/1 3 531.11/3 1 862.17/2 578.12/3

1,843
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Log
skore
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Log
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P. gregata

673.13/2

P.

P. gregata

673.13/3

P.

P. gregata

865.17/1

P.

megasperma megasperma megasperma megasperma erma

617.12/3

P. syringae

620.12/3

P. cryptogea

812.16/2

P. rubi

734.14/2

P. P.
pseudosyring  pseudosyring
ae ae
772.15/2 772.15/3
P. P.
chlamydospo chlamydospo
rax ra x
amnicola amnicola
803.16/3 803.16/2
P. P.
chlamydospo  chlamydospo
rax ra x
amnicola amnicola
806.16/3 806.16/2

617.12/2

P. syringae

620.12/2

P. cryptogea

846.17/2

P. rubi

734.14/3

778.15/3

P. cf.
kelmania

456.11/3

P. cryptogea

812.16/3

P. alni
uniformis

239.08/2

P. plurivora

102.07

P. lacustris

361.09/1

P. lacustris

361.09

P.
P. gregata  gregata
865.17/

865.17/2 3

P.
P. megasp
778.15/

778.15/2 1

P.

chlamydospo P.
rax pseudos
amnicola yringae
772.15/

803.16/3 1

P.
cryptog
P. cryptogea ea
846.17/
846.17/1 3

P. alni P. alni
uniformis alni

299.09/1 240.08

P. P.
P. megasp  megasper P. taxon
rosacearum erma ma Walnut
778.15/
829.17/3 3 617.12/1 831.17/2
1,756 1,706 1,704
P.
chlamydospo
rax P.
amnicola gregata  P. gregata  P.rosacearum
673.13/
806.16/1 2 865.17/2 544.11/2
1,826 1,753 1,743 1,738
P. taxon
P. Raspber P.
rosacearum ry cinnamomi  P. rosacearum
483.11/
544.12/3 1 382.10/1 544.11/2

P. cf.
P. cf. kelmani
kelmania a
456.11/

456.11/3 2

P. alni
uniformi

P. cambivora s
239.08/

393.10/2 1

P.
P. cf. pseudosyringa
kelmania e
456.11/1 772.15/1

P. alni
uniformis P. cambivora

299.09 393.10/1

P. P. P.
gonapodyide  plurivor plurivor P. P.
s a P. multivora a cinnamomi  megasperma
256.09/
002.06 256.09 366.09/2 2 382.10/1 617.12/1
P.
chlamydospo P.
P. ra x P. chlamydospor
P. lacustris  lacustris ~ amnicola lacustris  P. lacustris ~ a x amnicola
385.10/ 398.10/
361.09/2 3 806.16/1 2 361.09 806.16/3
1,976 1,965 1,93 1,874 1,874
P. P.
chlamydospo P. chlamydospo
ra x megasp rax P.
amnicola erma amnicola lacustris  P. lacustris P. lacustris
778.15/
803.16/1 2 803.16/3 385.10  295.09/1 295.09/2
1,964 1,901 1,877 1,872 1,871 1,868
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Log
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Log
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P.
Pythium Pythium cambiv
folliculosum  folliculosum P. rubi P. alni alni ora
286.09/

890.17/2 890.17/3 734.14/1 240.08 2

P.
P. P. P. rosacea
rosacearum  rosacearum P. gregata rosacearum rum
544.12/
829.17/3 829.17/2 673.13/2 544.11/2 3
1,785 1,767 1,738
P. taxon P. taxon P. taxon P. taxon P. taxon
Walnut Walnut Walnut Walnut Walnut
518.11/
831.17/3 831.17/2 518.11/1 518.11/3 2

P.
cryptog

P. cryptogea  P. cryptogea P.cryptogea P. cryptogea ea
812.16/

846.17/2 812.16/1 846.17/3 812.16/2 3

P.
P. gregata P. gregata P. gregata P. gregata  gregata
865.17/

865.17/2 673.13/2 673.13/1 673.13/3 3

P.
P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris  lacustris
361.09/

385.10/2 385.10 361.09/1 385.10/3 2

P.
cinnam
P. multivora  P. multivora  P. multivora P. lacustris omi
534.11/
366.09/2 366.09/3 366.09 361.09/2 2

P.
ramoru
P. ramorum  P.ramorum  P.ramorum  P. ramorum m

754.15/3 345.09/3 345.09/2 754.15/2 345.09

P.
chlamydospo P.
P. taxon P. taxon P. rax gonapo
Raspberry Raspberry  megasperma amnicola dyides
419.10/
483.11/3 483.11/2 778.15/1 803.16/3 2

1,766

P. alni P. alni
P. rubi uniformis uniformis
734.14/
2 239.08 239.08/1

P. P. taxon
gregata  P. gregata Walnut
865.17/

2 673.13/3 518.11/2

P. P.
rosacea  rosacearu
rum m P. lacustris
829.17/
2 544.12/3 361.09

1,74
P. cf.
kelmani P. cf. P.
a kelmania  gonapodyides
456.11/

1 456.11/2 419.10/2

1,723
P.

P. taxon  megasper
Walnut ma P. rosacearum
831.17/

2 617.12/1 829.17/3

1,764 1,707

P.
lacustris  P. lacustris P. lacustris
398.10/

1 398.10 398.10/2

P. P.
lacustris  cinnamomi P. lacustris
361.09/

1 534.11/3 361.09

P. P. cf. P. taxon
syringae  kelmania Walnut
620.12/

3 456.11/2 518.11/3

P. P.
citropht  gonapodyi
hora des P. cactorum
635.13/

2 419.10 862.17/3




P.

taxon P.

Walnu P. taxon P. taxon P. taxon P. taxon P. taxon P. gonapo P.

t Walnut Walnut Walnut Walnut Walnut  rosacearum  dyides  P.gregata  gonapodyides
831.17/

518.11 518.11/2 518.11/3 831.17/3 831.17/2 1 544.12/3 408 865.17/3 408.10/1

Log

skére 1,868

P. P. P.

hedrai P. P. cactoru cactoru P.

andra | hedraiandra  P. cactorum  P.cactorum  hedraiandra m P. cactorum m cactorum  P. hedraiandra
862.17/

531.11 531.11/3 851.17/3 851.17/2 531.11/2 1 862.17/3 851.17  862.17/2 578.12/3

Log

skore

P. P. P.

cinna P. P. P. P. cinnam P. cinnamo P.

momi cinnamomi cinnamomi cinnamomi cinnamomi omi cinnamomi mi palmivora P. cambivora
382.10/

534.11 534.11/3 534.11 534.11/2 382.10/1 2 382.10 114.07 453.11 416.10

Log

skore 1,929

P. P.

rosace P. P. P. megasp P. taxon P.

arum rosacearum  rosacearum  rosacearum P. lacustris erma Walnut gregata  P. lacustris P. lacustris
617.12/ 865.17/

544.12 544.12/3 544.11/2 829.17/3 361.09/2 2 518.11/1 3 398.10/1 295.09/1

Log

skore 1,899 1,845 1,815 1,762 1,752 1,747 1,729

P. P. P.

hedrai P. P. hedraia hedraia P.

andra | hedraiandra  hedraiandra  P. cactorum  P. cactorum ndra P. cactorum ndra cactorum P. polonica
531.11/ 531.11/

578.12 578.12/3 578.12/2 862.17/1 862.17/2 1 851.17/2 3 862.17/3 766.15/1

Log

skore 1,933 1,861

P. P. P.

citroph P. P. P. cactoru gonapo

thora citrophthora  citrophthora  citrophthora  P. polonica m P. cactorum  dyides  P. polonica P. hedraiandra
851.17/ 419.10/

635.13 635.13/3 635.13/2 081.07 766.15/3 2 862.17/1 1 766.15/1 531.11/1

Log

skoére 1,781 1,757
Pf¥iloha 1. Prehledova tabulka vSech namérenych MSP s vy¢tem nejlepsich log skore
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P. alni subsp. unifermis P16206
—|—P alni subsp. alni P16203
100 86 = P.cambivora PO592
74 P. fragariae P3821
83 P rubi P3289
P europaea P10324
P wliginosa P10413
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a1
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100~ PR cajani P3105
P. vignae P3018

P som P3114
P, taxon nfederhausenii PA0617
P. gin P2|10
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P. andina P13365
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4 P, phaseali P10145
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100 P. iranica P3882

P tentaculata PE4ST
100 [ i P&303
T2 ¢ P. cactorum POT14

79 P pseudotsugae P10339
P sp. PGE25
P. hedraiandra P11056
. boiryosa 3425
P cm:m PE310
P. colocasiae P631T
P. meadif P6128
F. capsici P3605
P. mexicana POG4E
F. glovera P10619
B tropicalis P10329
P. siskiyouensis P15122
P mengei P1273
P. capensis P1819
P. citricola P1814
P. plurivora P10679
P. multivora PT302
P, multivesiculata P10410

100 F. heveae P3428
4|_|_: P. katsurae P10187
P taxon novaeguine P1256
g o Pl P3333

[ 10288
—[ I_ P psycnmpm:a P10433
P10437
98 P. mogaka, Pam
100 7 quercooram p15sss

| S pnrmwora P0255
100 P. taxon P16050
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P. taxon erwinii P3132
a0 —:P taxon nunglama Pi0281
95 ides DC-39

100

100
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P taxon PgChlam m P1oesa

P. taxon raspberry DC 36
P. taxon salixsoil P10337

100 P. humicola P3826
86 '_|—|__.o. inundata PB4TS
00 . taxon lacrimae P15880
if P11555

93 1 B taxen p
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F. rosacearum P33156
P taxon sulawesiensis PEI06
100

Pi5132
P syringae P10330
F. bragsicae P10414
parri PT518
P. pririfae P10333

b}

P. foliorum P10968

100 | P. hibernalis P3622

100 P lateralis P3888
93 P. ramorum P10301
100 P. cryptogea P1088
em‘hmsepnca P1689
P. taxon kelmania P10613
B drechslen P10331
F. medicaginis P10683

P. trifolii PTO10
P. sansomea P3163
100 P iae PEIS0

oo R — " Hemonsepiost
P. gallica P16826

100 P captiosa P10719
—': 2. fallax P10725
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P insolita P6195
s I———— polonica P15005

100 100 J;macrocmwospore P10267

L F richardiae PE&TS
P. taxon is PB213
P. irrigata P16861

I
9 — P taxon

is PE221

T

P taxon lagoariana P8223
100 o0 P parsiana P15164
F. thermaophilum P10457
P. hydropathi »PIWE?

Priloha 2. Fylogenetické vztahy rodu Phytophthora (Martin et al. 2012)
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