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ABSTRAKT

Predlozena bakalarska prace se zaméfuje na vyuziti techniky MALDI-TOF MS k identifikaci
rostlinnych patogenti, konkrétné k identifikaci plisni rodu Fusarium napadajicich obiloviny. Plisné
predstavuji vaznou hrozbu pro zemedélstvi a potravinarsky pramysl. Stavajici metody identifikace jsou
Casové narocné a Casto nedokazou poskytnout presné vysledky. Hmotnostni spektrometrie nabizi
rychlou a spolehlivou alternativu. Identifikace pomoci MALDI je charakteristicka svou vysokou
presnosti, citlivosti a rychlosti ve srovnani s bézn¢ pouzivanymi metodami. Prace se vénuje optimalizaci
metody na kultivovanych kmenech plisni a identifikaci plisni v napadeném obili. Vysledky prace
ukazuji potencial vyuziti techniky MALDI pro identifikaci rostlinnych patogenti.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the utilization of MALDI-TOF MS technique for the identification of
plant pathogens, specifically targeting molds of the genus Fusarium affecting cereals. Molds pose a
serious threat to agriculture and the food industry. Current identification methods are time-consuming
and often fail to provide precise results. Mass spectrometry offers a rapid and reliable alternative.
Identification via MALDI is characterized by its high accuracy, sensitivity, and speed compared to
commonly used methods. The thesis addresses the optimization of the method using cultured fungal
strains and the identification of molds in infected cereals. The results of the study demonstrate the
potential of utilizing MALDI technique for the identification of plant pathogens.
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1 Uvob

Rostlinné patogeny, zejména plisn€, predstavuji vaznou hrozbu pro zeméd€lstvi a potravinarsky pramysl
po celém svéte. Identifikace téchto patogenu je klicovym krokem pro ucinnou ochranu rostlin
aminimalizaci §kod zplsobenych jejich infekcemi. Stavajici pouzivané metody identifikace,
jako je morfologické a biochemické hodnoceni, jsou Casové narocné, nachylné k chybam a casto
nedokazou poskytnout presné vysledky. V tomto kontextu nabizi hmotnostni spektrometrie rychlou
a spolehlivou alternativu. Nedavné studie naznacuji, ze technika hmotnostni spektrometric MALDI
predstavuje velmi uéinny nastroj pro identifikaci rliznych mikroorganismu. Uvedena technika ma
potencial doplnit, pfipadn¢ nahradit bézn¢€ pouzivané metody.

Vypracovana bakalarska prace se zaméfuje na zkoumani moznosti vyuziti techniky MALDI-TOF MS
k identifikaci plisni rodu Fusarium, ktera je vyznamnym patogenem napadajicim obiloviny. Prace
je strukturovana do tfi hlavnich ¢éasti, které odpovidaji stanovenym ciliim.

Prvni ¢ast prace je vénovana literarni resersi, ktera poskytuje prehled soucasnych poznatkt o vyuziti
techniky MALDI-TOF MS pro identifikaci plisni. ReserSe analyzuje dosavadni vysledky v této oblasti
véetné pouzitych metod, pfistrojového vybaveni, aplikaci a dosazenych uspéchu.

Druha ¢ast prace se zamétuje na optimalizaci metody MALDI-TOF MS na vybranych kultivovanych
kmenech plisni, kde jsou zkoumany rizné pfipravy vzorkli a podminky MS analyzy za tcelem
maximalizace rozliSeni mezi jednotlivymi druhy plisni.

Treti ¢ast prace se zabyva ovéfenim moznosti identifikace plisni v napadeném obili pomoci
vypracovan¢ metody MALDI-TOF MS a aplikuje optimalizovanou metodu na realné vzorky
napadencho obili.

Vysledky predlozené bakalarské prace dokazuji potencial vyuZiti techniky MALDI pro identifikaci
rostlinnych patogent v napadeném obili.

Identifikace plisni je velmi dilezitym prvkem v ochrané zemédélskych plodin a zajisténi potravinoveé
bezpecnosti. Plisné mohou zptisobovat zavazné Skody na zemédélskych produktech, snizovat kvalitu
potravin a predstavovat zdravotni rizika pro ¢lovéka. Plisn€ rodu Fusarium, mohou zpusobit vyznamné
ekonomicke ztraty a ohrozit kvalitu potravinarskych produkti. Proto je nezbytné mit k dispozici rychlé,
spolehlivé a presné metody pro jejich detekei a identifikaci. S rostoucimi naroky na rychlou a pfesnou
diagnostiku plisiovych patogent se proto stale vice zkoumaji moderni analytické techniky.

PredloZena bakalarska prace se zaméfila na tfi klicové cile, které byly stanoveny kvuli porozuméni
a seznameni s problematikou vyuziti metody MALDI-TOF MS pfi identifikaci rostlinnych patogenti,

se specifickym zamétenim na plisné rodu Fusarium.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rostlinné patogeny

Neékteré organismy Zziji s rostlinami v symbiotickém vztahu, ktery je pro oba ucastniky vyhodny.
Na druhé strané existuji organismy, které napadaji rostliny a vyuzivaji jejich metabolity pro vlastni
prospéch. Nékteré organismy jsou prirozené patogenni pouze pro urcity druh, proto zavisi jak na druhu
napadené¢ho organismu, tak na druhu hostitele. Mezi hlavni druhy patogent patfi viry, priony, prvoci,
bakterie, houby a ¢lenovei [1; 2].

Organismy, které napadaji rostliny, jsou oznacovany jako rostlinn¢ patogeny. Mohou infikovat rizné
casti rostlin, napfiklad listy, stonky, kofeny nebo plody [2; 3]. Zakladnimi typy rostlinnych patogent
jsou houbov¢, bakterialni a virové organismy, mezi nejrozsifenéjsi patfi houbové patogeny. Vétsina hub
se fadi mezi parazity, ktefi se Zivi na Zivych rostlinach a zpisobuji rizné stupné poskozeni [4].
Velmi roz§ifenymi znamymi houbovymi patogeny u rostlin jsou naptiklad rody Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, a Mucor. Parazitické druhy plisni rodu Fusarium patfi mezi nejvyznamng;jsi
rostlinn¢ patogeny, které napadaji zejména obiloviny, cukrovou fepu a brambory [3; 4; 5].

Patogenita predstavuje schopnost patogenu zahajit procesy, které vedou k poskozeni a onemocnéni
napadenych organisma, tzv. hostiteli. Jedna se o dynamicky proces, ktery zahmuje interakci
mezi patogenem a obrannymi mechanismy rostliny. Usp&$né napadeni zavisi na schopnosti patogenu
prekonat obranné mechanismy rostliny a ziskat potfebné zdroje pro svij rust a reprodukci [3].

Poranéni nebo infekce rostlin zptisobuje nahromadéni specifickych proteini v bunééné sténé,
pfedevsim glykoproteinii. Enzymy rostlinnych patogenii maji schopnost narusovat rostlinné¢ bunécné
stény, coz ma za nasledek rozpad makromolekulamich slozek bunck rostlin. Tyto makromolekuly
jsou nasledné vyuzity pro vystavbu bunéénych komponent patogena [4]. Dasledkem jejich napadeni
je Casto zhorSena vitalita rostlin. Zptsobené choroby napadenych kulturnich rostlin mohou zapficinit
snizeni jejich vynosu. Vzniklé skody predstavuji znany problém pro zemédé€lstvi a mohou mit
vyznamny ekologicky dopad [6; 7; 8].



2.2 Plisné rodu Fusarium

Rod Fusarium (srpnovicka) byl poprvé popsan a pojmenovan v roce 1809 némeckym botanikem
Johannem H. F. Linkem. Plisn¢ rodu Fusarium piedstavuji rozmanitou skupinu mikroskopickych
vlaknitych hub, tzv. mikromycet [6].

Rod Fusarium je znam svou komplexni taxonomii, coz znamena, Ze jeho systematizace a klasifikace
je pomémgé slozita a naro¢na. Leslie a Summerell v ramci své experimentalni studie [9] na zakladé¢
téchto kritérii identifikovali pres 70 druht plisni rodu Fusarium, nicméné jejich taxonomicka klasifikace

se neustale méni [7]. Taxonomické zafazeni je uvedeno nize (Obrazek 1).

Rite: F ungi
PodriSe: Dikarva
Kmen: 4scomycota
Podkmen: Pezizomycotina
Trida: Sordariomycetes
Podtiida: Hypocreomycetidae

Rid: Hypacreales

w

Celed’: Nectriaceae

Anamorfni rod: Fusarium

Obrazek 1: Taxonomické zatazeni rodu Fusarium [9]

Plisné rodu Fusarium se tadi mezi saprofyty, které¢ jsou bézn¢ pritomné v prostfedi a rostou
na rozmanitych substratech, jako je rostlinna hmota, ptida a obiloviny. Optimalni teplota pro jejich rist
je mezi 25 az 30 °C a vlhkost vzduchu by se méla pohybovat nad 70 %. Plati, ze ¢im vyssi vlhkost,
tim rychlejsi rast. Jedna se o plisen, ktera neni prilis zavisla na svétle [7].

2.2.1 Morfologie rodu Fusarium

Plisn¢ zastavaji dulezitou roli v ekosystémech, pomoci enzymu se podileji na rozkladu organické hmoty
na jednodussi latky a napomahaji kolobéhu latek v nasi prirod€. Pro plisné se jiz pouziva hromadné
oznaceni vlaknité mikroskopické houby. Jedna se o vicebunécné, vlaknité, eukaryotni mikroskopické
organismy [6].

Plisné jsou tvofeny dutymi vlaknitymi utvary nazyvanymi hyfy, které byvaji vétsSinou lidskym okem
neviditelné. Hyfy mohou byt rozdéleny prehradkami (septy), nebo nemaji piechradky (coenocytické)
(Obrazek 2). Hyfy se rozrustaji a splétaji, vytvari tim husté sitovité struktury oznaCované
jako mycelium. Mycelium je slozené ze dvou ¢asti, vzdusné a substratové. Vzdusné mycelium roste
na povrchu substratu a substratové jim prorusta. Plisné mohou mit riizné zbarveni i tvar, nékteré maji

vlaknité nebo chlupaté povrchy, oproti tomu jsou jiné vlhké a lepkavé [5, 10].
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Obréazek 2: Druhy hyf [3]

Plisen rodu Fusarium vytvari na kultivaénich pidach bohat¢ vzdusné vatovité mycelium,
které se rozrusta od povrchu pady smérem k vicku kultivaéni misky. Spodni strana narostlé kultury byva
pestie zbarvena a vrchni ¢ast mycelia byva zbarvena do svétlych odstinii. Makroskopicky vzhled kolonii
je pro urCité druhy nebo skupiny plisni charakteristicky a slouzi jako kritérium pro jejich
identifikaci [11].

2.2.2  Rozmnozovani plisni rodu Fusarium

Plisn€ rodu Fusarium se nejcastéji rozmnozuji prostiednictvim nepohlavnich spor, které jsou nazyvany
jako konidie. N¢které druhy vytvari za urcitych podminek i pohlavni stadium, které je charakteristicke
tvorbou askospor [6].

Plisn¢ rodu Fusarium mohou produkovat tfi typy konidii: makrokonidie, mikrokonidie
a chlamydokonidie (Obrazek 3).

Makrokonidie Mikrokonidie
N
R <n 0
N Sp

10um

Chlamydokonidie \]
° °

Obrazek 3: Typy konidii produkované plisni rodu Fusarium [6]



e Makrokonidie predstavuji vyznamny morfologicky znak pro taxonomickou identifikaci druha
rodu Fusarium. Tyto struktury jsou tvofeny dvou az vicebunéénymi konidiemi. V pribéhu
dlouhé kultivace miize dochazet k utlumu tvorby makrokonidii.

e Mikrokonidie jsou obvykle jednobunécné a maji riiznorody tvar, velikost a zplisob vzniku.
Jejich tvar muze byt klicovy pfi identifikaci jednotlivych druhti rodu Fusarium. Neprodukuji
je vSechny druhy rodu Fusarium.

e Chlamydokonidie se¢ vyskytuji pouze u nékterych druhti rodu Fusarium, maji rizny tvar
a velikost. Zpravidla mivaji vyrazn€ zbarvenou silnou sténu, kterda muze mit drsny nebo hladky
charakter. Vznikaji mezi butikami vlakna nebo na konci vlakna.

N¢ekteré druhy produkuji vSechny typy konidii, zatimco jiné druhy nikoliv. Pro identifikaci je dalezity

predevsim tvar makrokonidii, pfitomnost nebo nepfitomnost mikrokonidii a jejich tvar [6].

2.2.3 Patogenita rodu Fusarium

Patogenita plisn¢ rodu Fusarium je dana jejich schopnosti produkovat fadu sekundarnich metaboliti,
prevazné toxinu, které jsou nazyvané jako mykotoxiny a jsou toxické pro rostliny, zvifata i lidi.
Schopnost produkovat mykotoxiny patfi mezi jejich dulezitou charakteristikou vlastnost.
Nejvyznamnéj§imi mykotoxiny, které¢ tyto plisné produkuji, jsou trichotheceny, fumonisiny
a zearalenony, a mohou se dostat do potravinovych produkti nebo krmiv a predstavovat riziko
pro zdravi lidi a zvifat. Mohou vyvolat rizné zdravotni problémy, jako jsou poruchy imunitniho
systému, a dokonce i moznost vzniku rakoviny [11; 12].

Plisné rodu Fusarium jsou Casto znamé jako "polni plisng", které napadaji zemé&délské plodiny.
Fusarium k jednomu z nejrozsifenéjSich patogenu obili, které napadaji zejména pSenici, jeCmen
a kukufici [12]. Mohou zpusobovat napfiklad vadnuti, hniloby a rakoviny zahradnich, polnich,
okrasnych a lesnich plodin [13]. Infekce rostlin ve vétSingé pfipadu zacina od jejich kofent, odkud
se postupn¢ roz§ifuje cévnimi svazky do nadzemnich casti rostliny, plisné timto zpisobem blokuji
transport vody a zivin, coz zpusobuje vadnuti a odumirani rostlin. Choroby zpusoben¢ druhy Fusarium,
jako je F. oxysporum, F. solani, F. proliferatum a F. subglutinans vykazuji pfiznaky skvrnitosti listi
a kvéta, plisné listt, hniloby stonku, hniloby kofent a suchou hnilobu [13]. Klasy obilovin po napadeni
témito druhy plisni vykazuji pobledlou barvu v oblasti kolem stfedu, kde zafina kveteni. Siln¢
infikovana zrna maji rizov¢ zbarveni a postupné uvadaji [14].

Je dilezité zminit, ze nckteré druhy rodu Fusarium mohou byt také patogenni pro clovéka.
Neékteré druhy rodu Fusarium mohou lidem zptisobovat povrchové mykoézy a Zivot ohrozujici invazivni
infekce [15]. Zastupci plisné rodu Fusarium zpusobuji infekce, které jsou oznacovany jako fuzaridzy.
Fuzaridzy vyvolavaji Siroké spektrum infekei od povrchovych infekei, az po rizné invazivni infekce
[11].

Mezi v§emi patogennimi druhy rodu Fusarium, se jako nejvetsi puvodce infekei uplatiiuje F. solani,
ktera zpusobuje priblizné polovinu infekei. Nasleduji /. oxysporum a F. verticillioides. Tyto plisn¢ jsou
klasifikovany jako klasické oportunni patogeny, coz znamena, ze napadaji pouze osoby s oslabenym
imunitnim systémem. Pro zdrav¢ jedince pfedstavuji minimalni riziko infekce [11; 12; 8].

Plisné rodu Fusarium napomahaji rozkladu organické hmoty v padnim ekosystému. Tyto vlaknité
houby maji schopnost rychle se §ifit v pudé. Radi se mezi pokroéile heterotrofni mikroskopické
organismy, kter¢ se vyznacuji pfevazng¢ saprofytickym, nebo mén¢ ¢asto parazitickym zptisobem vyzivy
[16].
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Fusarium culmorum
Vytvari Cervené, tmavé rudé az hnédé mycelium (Obrazek 4), které vyrasta na Zivném médiu
obsahujicim sacharézu, zdroje dusiku a oligobiogenni prvky, nazyvané Czapek-Dox agar (CDA). Pliseni
F. culmorum tvori srpovité relativné robusni makrokonidie, tvorfené typicky 3 az 5 prepazkami,
které jsou jednim z hlavnich diagnostickych znaki tohoto druhu. U plisné€ F. culmorum je velmi vzacny
vyskyt mikrokonidii, coZz predstavuje dal§i typicky diagnosticky znak pii jejich identifikaci.
Chlamydospory se Casto vytvari ve starSich koloniich nebo v pud¢. Nejcastéjsimi hostiteli jsou pSenice,
je¢men, kukufice a jiné obilniny, zpusobuje ruzné choroby, jako je fuzaridza klasu (Fusarium head
blight), hniloba kofenti a stonkt. Produkuji mykotoxiny, obvykle deoxynivalenol (DON) a zearalenon,
které jsou puvodci zdravotnich problému lidi a zvifat, v€etné imunosuprese a hormonalnich dysregulaci

[6: 17].

Obrazek 4: Fusarium culmorum v CDA
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Fusarium subglutinans

Vytvari bélavé az Sedortizové hladké mycelium (Obrazek 5), které ma krémovy vzhled. Bézné
se kultivuje na bramborovo-dextrozovém agaru (potato dextrose agar, PDA), vyskytuji se spise
v chladngjsich oblastech. Tvori typické srpovité¢ makrokonidie, které maji 3 az 5 prepazek, mikrokonidie
jsou mal¢, elipsoidni az kulovité a obvykle jednobunééné. Méné cCasto jsou také produkovany
chlamydospory, slouZici jako stadium pro pfeziti v nepfiznivych podminkach. Pliseni F. subglutinans
infikuje rizné hostitelské rostliny, predevsim obilniny, kukufici, ananas a nckteré ovocné stromy
a zpusobuji hnilobu semen, kofenu, stonkt a choroby klasi. Zminény druh patogenu produkuje
mykotoxiny, napftiklad fusariny, kter¢ mohou byt toxické pro lidi a mohou mit karcinogenni
ucinky [16; 18; 5].

Obrazek 5: Fusarium subglutinans v PDA
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Fusarium verticillioides

Mycelium uvedeného druhu je svétle bilé az ruizové a ma jemny vatovy vzhled (Obrazek 6). Bézné
je kultivovano na agaru se sladovym extraktem (malt extract agar, MEA). F. verticillioides produkuje
srpovité makrokonidie, které¢ maji typicky 3 az 5 pfepazek. Mikrokonidie jsou produkovany ve velkém
mnozstvi. Dulezitym diagnostickym znakem pfi identifikaci je, Ze pliseni F. verticillioides obvykle
neprodukuje chlamydospory. Piedstavuje Siroce rozSifeny patogen, ktery primarné napada kukufici,
alei jiné obilniny a traviny. Zpusobuje choroby jako je hniloba semen, stonku a klasi. Produkuje
fumonisiny, které jsou nebezpecnymi mykotoxiny [15; 8].

Obrazek 6: Fusarium verticillioides v MEA
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Fusarium tricinctum
Mycelium zminéného druhu je jemné bilé pénoviteho charakteru (Obrazek 7) se Zlutavym nadechem,
rychle se rozrista a je bézn¢ se kultivovano na agaru se sladovym extraktem (malt extract agar, MEA).
F. tricinctum produkuje dva typy spor: makrokonidie a mikrokonidie. Nékter¢é kmeny mohou
produkovat chlamydospory, které¢ slouzi k preziti v nepfiznivych podminkach. Nejcastéji napadaji
obilniny, zeleninu, kukufici a okrasné rostliny. Pliseni F. tricinctum zpusobuje choroby jako je hniloba
kofenu, stonkt a semen. Uvedeny patogen je znamy produkci mykotoxinu, zejména trichothecenu
a zearalenonu, které predstavuji riziko pro lidské zdravi i zdravi zvifat pii konzumaci kontaminovanych
potravin a krmiv [17; 18].

Obrazek 7: Fusarium tricinctum v MEA
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2.3 Moznosti identifikace plisni rodu Fusarium

Trendy ve zpusobu identifikace patogenu se rychle méni a v pribéhu poslednich let doslo k vyvoji fady
metod, které vyznamné zkratily Cas a zvySily presnost identifikace. K identifikaci patogent
se v soucasnosti pouziva fada raznych metod, jako jsou kultiva¢ni metody, molekulamé biologické
metody, imunologické metody, biochemické testy a spektrometrické metody [7; 19; 14].

e Kultivatlni  metody identifikace  predstavuji  vyhodnoceni  makroskopického
a mikroskopického vzhledu vlaknitych hub, které jsou kultivovany za optimalnich podminek
na specialnich médiich. Uvedené metody jsou levné a spolehlivé, ale jejich hlavni nevyhodou
je délka stanoveni, ktera se obvykle pohybuje v fadu n¢kolika dni nebo i tydnt.

e Molekularné biologické metody umozinuji identifikaci na zakladé jejich genetickych
charakteristik, patfi mezi né napfiklad polymerazova fet¢zova reakce (polymerase chain
reaction, PCR), seckvenovani DNA a DNA mikroCipy. Jedna se o velmi presné metody,
které¢ umoziuji identifikovat patogeny i1 v malych koncentracich. Nicmén¢ vyzaduji nakladna
specialni laboratorni vybaveni a odborné znalosti.

o Imunologické metody vyuzivaji protilatky k detekci specifickych antigenti nebo protilatek
spojenych s patogeny. Mezi uvedené metody se fadi napfiklad enzymaticka imunotestovaci
analyza (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) a imunofluorescencni testy. Jsou
torychlé a citlivé metody, které mohou byt provadény pifimo ze zkoumanych vzorku
bez nutnosti kultivace. Nevyhodu pfedstavuje nutna znalost antigenti a moznost falesné
pozitivity.

e Biochemické testy funguji na principu detekce specifickych enzymi, metabolickych drah,
nebo typickych reakci, coz umoziuje identifikaci na zakladé charakteristickych vlastnosti
pro dan¢ patogeny. Vysledky biochemickych testi mohou poskytnout rychlé vysledky,
ale oproti ostatnim metodam jsou obvykle méné specifické.

e Spektrometrické metody umoziuji identifikaci patogenti na zaklad¢ jejich charakteristickych
profili napf. proteint, které patogeny vyprodukuji. Patfi sem napriklad hmotnostni
spektrometric MALDI-TOF, ktera vykazuje potencial zastoupit nebo doplnit stavajici
vyuzivané metody. Predstavuji rychlé a citlivé metody, které ale vyZzaduji financné nakladné
vybaveni.

Vyse zminéné metody identifikace patogenti mohou byt v praxi pouzity samostatné nebo libovolné
v kombinaci podle potieb konkrétni analyzy a typu patogenu [7; 19; 14].

2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry, MS) se fadi mezi separacni metody. MS predstavuje
vysoce pokro¢ilou analytickou techniku v  oblasti  fyzikalné-chemického  vyzkumu,
ktera je charakterizovana vysokou rychlosti, mimoradnou citlivosti a dynamickym vyvojem. Uvedena
technika nachazi Siroké moznosti uplatnéni, napiiklad v mikrobiologii, biochemii, farmakologii
amedicingé. Ve farmacii hmotnostni spektrometrie poskytuje potiebné informace pro monitorovani
a charakterizaci 1€¢ivych latek a metabolitu v téle. V medicing je vyuzivana k diagnostice a vyzkumu
biomarkert, coz zvysuje jeji dulezitost jako klicového nastroje v laboratorni analyze | 1; 20]. Hmotnostni
spektrometrie se neustale vyviji, coz vede k neustalému zvySovani efektivity a schopnosti zminiované
analytické techniky. V dnesni dob¢ je hmotnostni spektrometrie na vysoké trovni, systémy jsou diky
automatizaci schopné vyprodukovat i tisice spekter za den [19; 21].
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2.4.1  Princip hmotnostni spektrometrie

Zakladnim principem hmotnostni spektrometrie je tvorba iontu analytu (anorganické nebo organicke
slouceniny) v plynném stavu, jejich nasledna separace na zakladé poméri hmotnosti ionti k naboji
téchto ionti (m/z) a jejich nasledna detekce. Dany proces zahrnuje nékolik kroku. Nejprve dochazi
k ionizaci analytu, vznikl¢ ionty jsou urychleny a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou
separovany a pot¢ dopadaji na detektor, ktery zaznamenava tento dopad a umoziuje kvantitativni
a kvalitativni analyzu [22; 23].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi hlavnich ¢asti — zdroje iont, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Dalsi nedilnou soucast zafizeni predstavuje systém vakuovych pump, ktery zajiStuje
vysoké vakuum pro spravnou funkci pfistroje a pocita¢ s prisluSnym softwarem a fidi cely proces
a vyhodnoceni dat [1]. Schéma hmotnostniho spektrometru je znazornéno nize (Obrazek 8).

HMOTNOSTNI

ANALYZATOR 3> DETEKTOR

IONTOVY ZDROJ|—>|

!

Intenzita

m/z

Obrazek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru

2.42  Iontovy zdroj

Iontovy zdroj zaji§tuje ionizaci neboli prevod neutralnich molekul analyti na nabité castice — ionty,
které mohou byt kladn¢ i zaporng€ nabité [22; 24].

Kazda latka ma své charakteristické chemické vlastnosti a strukturu, které mohou ovlivnit uéinnost
ruznych ioniza¢nich technik. V soucasné dob¢ neni k dispozici univerzalni ioniza¢ni technika a je nutné
peclivé  vybirat optimalni techniku ionizace pro kazdou konkrétni latku v zavislosti
na fyzikaln¢ - chemickych vlastnostech analytu. V hmotnostni spektrometrii se vyuziva nékolik druhu
iontovych zdrojli, napfiklad chemicka ionizace, elektronova ionizace, ionizace elektrosprejem, ionizace

laserem za iasti matrice a chemicka ionizace za atmosférického tlaku [25].

e Chemicka ionizace (Chemical Ionization, CI) — Ionizace molekul analytu v plynném stavu
interakci s tzv. reakénimi ionty, kdy je kromé vzorku do iontového zdroje zaveden pomocny
ionizacni plyn, napf. methan nebo amoniak. Nejprve jsou ionizovany molekuly reakéniho plynu
elektronovym narazem apoté molekuly analytu. Pomémé mékka ionizac¢ni technika,
ktera se pouziva pro citlivéjsi analyzy. Tato technika je Casto kombinovana s plynovou
chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii  (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GC-MS).

e Elektronova ionizace (Electron Ionization, EI) — Zhaven¢ vlakno katody emituje elektrony,
které maji vysokou energii. Pii srazkach téchto elektrond s atomy nebo molekulami dochazi
ke vzniku iontt. Vhodné pro mal¢ tékavé molekuly a Casto vyuzivana v GC-MS.

o lonizace elektosprejem (Elektrospray ionizace, ESI) — Analyt je pfivadén kapilarou, nakterou
je vloZeno napéti. Vznika proud nabitych kapicek, které diky zmlzujicimu plynu nesou na svém
povrchu mnoZzstvi naboji. Rozpoustédlo se postupné odpafuje, coz vede ke zvySeni
povrchového naboje kapicek. Nasledné se kapicky rozpadaji na mensi kapénky, které rozdé€luji
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puvodni naboje. Tento cyklus se opakuje, dokud nezistanou pouze ionty analytu. Jde o mékkou
ioniza¢ni techniku vhodnou pro makromolekuly, protoze fragmentace molekul analytu
je zde minimalni. Uvedena technika se casto pouZziva ve spojeni s HPLC.

o Ionizace laserem za ucasti matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization,
MALDI) - Analyty jsou ionizovany pomoci laserové desorpce/ionizace za ucasti matrice.
Ionizace spoc€iva v interakci smési analytu s matrici a laserovym paprskem. Laserovy paprsek
zasahne matrici, energie paprsku zpusobi desorpci molekul matrice a vzorku za vzniku ionti.
Ionty prechazi dale do hmotnostniho analyzatoru. Idealni pro analyzu velkych biomolekul
a polymerd.

e Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical Ionization,
APCI) — U této techniky je analyt pfeveden do plynné faze a nasledné je zasazen proudem
ionizujicich plynu za atmosférického tlaku. Dany proces vytvari ionty analytu. Predstavuje
jemngjsi zpusob ionizace nez napt. El, coz vede k citlivéjsi identifikaci.

Rizné druhy iontovych zdroji umoznuji analyzu Siroké skaly latek v riznych typech vzorku
a kazdy ma své vyhody a omezeni v zavislosti na jejich pouziti [22; 25; 26; 27;]

2.43 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator je zodpovédny za separaci ionti podle hodnoty m/z. Mezi mozné analyzatory,
které se vyuzivaji v hmotnostni spektrometrii, patfi iontova past, kvadrupolovy analyzator, analyzator
doby letu nebo orbitalni past [22; 28].

e Tontova past (Ion trap, IT) - Je tvofena prstencovou elektrodou a dal$imi elektrodami. Dochazi
ke zvySovanim frekvence prstencové elektrody, tim se ionty s uréitymi hodnotami m/z vychyli
ze své drahy a zacnou byt nestabilni. Zména napéti elektrody zpuisobi vypuzeni ionti
podle jejich m/z z IT.

e Kvadrupélovy analyzator — SloZeny ze soustavy Ctyf ty¢i, mezi kterymi ionty osciluji.
V daném okamziku ionty s uréitou hodnotou m/z dosdhnou stabilni oscilace, projdou
kvadrupdlem adosahnou detektoru. VsSechny ostatni ionty jsou zachyceny na tyCich
kvadrupdlu, jedna se o tzv. hmotnostni filtr.

e  Orbitalni past (orbitrap) - Ionty se pohybuji okolo stiedov¢ elektrody. Svazek iontu s uréitym
potencialem zacne oscilovat. Po urcité dobé v prostoru orbitalni pasti jsou ionty vypuzeny.
Snima se frekvence oscilace iontii a z ni se pomoci Fourierovy transformace vytvari hmotnostni
spektrum.

e Analyzator doby letu (Time-of-Flight, TOF) byl pfedstaveny L. G. Stevensonem v roce 1946
Mg¢ii se doba letu iontt od iontového zdroje k detektoru. Princip TOF analyzatoru je postaven
na tom, z¢ ionty s riznymi hodnotami m/z prekonaji drahu od iontového zdroje po detektor
za rizny ¢as.

Pravé analyzator TOF je nejCastéji spojovan s technikou MALDI, jedna se pak o techniku
MALDI - TOF MS [20; 25; 29; 30].

2.4.4 Detektor

Rozdélené ionty opousti hmotnostni analyzator a dopadaji na detektor, ktery slouzi k zachyceni
a kvantifikaci iontu. RozliSuji se tfi zakladni typy detektori. Prvnim typem jsou bodové iontové
kolektory, které detekuji vsechny dopadajici ionty v jednom mistd, ale v rizném &ase. Radi
se sem elektronovy nasobic a fotonasobi¢. Druhym typem jsou polové kolektory, které detekuji vSechny
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dopadajici ionty ve stejném Case, ale na riznych mistech. Patfi sem mikrokanalkovy destickovy detektor
(microchannel plate detector, MCP), ktery se vyuziva zejména u zafizeni s analyzatorem TOF.
Tretim typem jsou detektory vyuzivané pro FT-ICR MS a MS s orbitrapem, které generuji slaby
elektricky proud pfi pfibliZeni ionti ke dvéma kovovym deskam umisténym v analyzatoru [1; 31; 27].

Vysledné hmotnostni spektrum je vytvoreno pomoci pocitacového softwaru. Jedna se o grafické
zobrazeni, které ukazuje, jaké typy iontd jsou ve vzorku pritomny. Kazdy pik v hmotnostnim spektru
reprezentuje jednu hodnotu m/z [1; 28; 31].

2.5 Technika MALDI-TOF MS

Zkratka MALDI-TOF pochazi z anglického prekladu Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization,
tedy desorpce a ionizace laserem za pritomnosti matrice s analyzatorem doby letu TOF. MALDI-TOF
MS predstavuje spojeni mékké ionizacni techniky MALDI s analyzatorem doby letu TOF [22; 32].

Je to pulzni ionizaéni technika, kde vznikaji kladné a zaporné nabité Castice, mohou vznikat
1 vicenasobn¢ nabit¢ ionty. Tato technika se pouziva k urceni molekulové hmotnosti latek.

Jedna se o pomérné mladou techniku, ktera je schopna poskytnout analytické informace z velmi
malé¢ho mnozstvi vzorku a je mozné deteckovat molekuly o velké molekulové hmotnosti — desitky
az stovky tisic Da, napft. bilkoviny, sacharidy, lipidy, syntetické polymery atd. [20].

2.5.1 Historie MALDI

Prukopniky techniky MALDI byli némecti védci Franz Hillenkamp a Michael Karas, ktefi v roce 1985
predstavili techniku mékké ionizace. Zjistili, Ze aminokyselina alanin muze byt snadno ionizovana,
pokud je smichana s aminokyselinou tryptofanem a ozafena laserovym paprskem, kdy tryptofan
absorboval energii laseru a umoznil tak Setrmou ionizaci alaninu. Hillenkamp a Karas techniku mékkeé
ionizace dale zdokonalovali a v roce 1987 predstavili jeji inovaci, kdy diky pouziti matrice provedli
ionizaci velkych molekul. Pro zminovanou techniku zavedli nazev MALDI [33].

Soucasné se o techniku mékké ionizace zajimal japonsky védec Koichi Tanaka se svym tymem
s cilem vylepsit ionizaci velkych molekul pomoci dusikového laseru. Vysledkem jejich prace byla
uspésna ionizace proteinu karboxypeptidazy A o velikosti 35 kDa. Tanaka pro ionizaci pouzil jiny
pristup nez Karas a Hillenkam [34]. K ionizaci analytu vyuzil nanocastice kobaltu suspendované
v glycerolu. Pfestoze se v souCasnosti tém&f vyhradné pouziva pristup zavedeny Karasem
a Hillenkampem, byla Koichi Tanakovi v roce 2002 udélena Nobelova cena za chemii pravé za pfinos
v oblasti vyvoje mékkych ioniza¢nich technik

pro hmotnostné-spektrometrickou analyzu makromolekul [21, 33].

2.5.2  Princip MALDI

MALDI je mékka ioniza¢ni technika, kdy ionizovana molekula ziskava pouze malé mnozstvi energie
a vznika malé mnozstvi fragmentii oproti tzv. tvrdym ioniza¢nim technikam. Princip techniky MALDI
(Obrazek 9) je zalozen na ozafeni vzorku smichaného s matrici laserem. Matrice, ktera je v nadbytku
oproti vzorku, absorbuje vétSinu energie dopadajiciho laserového paprsku a tim chrani analyt
pred jeho rozkladem (fragmentaci). Zaroveri umoziiuje pfeménit energii laserového paprsku
na excitacni energii, ktera vede k desorpci analytu a matrice z povrchu smési. Matrice umoziiuje ionizaci
molekul analytu bud’ jejich protonaci (vznikaji kationty) nebo deprotonaci (vznikaji aniotny). V MALDI
je mozna i tvorba jinych nez protonovanych iontu (napf. vznik Na™ nebo K* iontu), pfipadné i vice typu

iontl, coZ je ovlivnéno sloZzenim analyzovaného vzorku [22; 30; 21].
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Obrazek 9: Schéma pfistroje MALDI-TOF

2.5.3 Matrice v MALDI

Matrice je zpravidla nizkomolekularni organicka molekula, jejiz hlavni tlohou je absorbovat energii
laserového paprsku pii urcité vinové délce. Energie fotont laseru musi tedy odpovidat energii potiebné
k excitaci matrice. Matrice musi byt oproti analytu v nadbytku a chrani tak analyt pfed rozkladem neboli
fragmentaci. Zaroven pfeméniuje energii laseru na excitacni energii. Excitacni energie umoziuje smési
analytu s matrici desorpci z povrchu této smési. Matrice musi byt stabilni, netékava, rozpustna
ve stejnych rozpoustédlech jako analyt a nesmi reagovat s danym analytem [1; 22].

V technice MALDI se pouziva cela fada matric, vybér vhodné matrice zavisi na typu analytu.
KaZzda matrice je vhodna pro rizné druhy molekul. Volba vhodné matrice miiZze napf. vyrazné zlepSit
ionizaéni vytézek, lze podpofit nebo naopak potlacit tvorbu urcitych typu ionta atd. Mezi nejznaméjsi
matrice patfi kyselina sinapova (SA), a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA), 2,5-dihydroxybenzoova
(DHB) a ferulova (FA) (Obrazek 10) [20].

Studie ukazaly, ze matrice SA, CHCA a FA jsou uzite¢né pro detekci proteind, zatimco matrice
jako je DHB je vhodnéjsi pro analyzu glykoproteinu a glykopeptidu. Vybér matrice ovliviluje i velikosti
analyzovanych molekul. Matrice CHCA a DHB je béZzné pouzivana pro detekei iont o niz§i molekulové
hmotnosti. Pro detekci molekul o vysSi molekulové hmotnosti je nejCastéji pouzivana SA
[22;23; 35; 36].
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Obrazek 10: Nejcastéji vyuzivané matrice v MALDI

2.5.4 Hmotnostni analyzator TOF

MALDI lze spojit s prakticky vSemi hmotnostnimi analyzatory. NejCastéji je vSak spojeno s TOF
analyzatorem [28]. TOF je tvofen vakuovanou trubici o urcité délce a separuje ionty podle poméru m/z
[23]. Molekuly, které jsou desorbované a ionizované, jsou urychleny vlivem silného elektrického pole
(20-30 kV) pies urychlovaci mfizku do analyzatoru a jakmile doleti na konec letové trubice, narazi
na detektor [31; 36].

Iontum s vys$i hodnotou m/z trva déle, nez dorazi k detektoru, proti tomu ionty s niz§i hodnotou
m/z urazi stejnou vzdalenost za krat$i dobu [37]. Hodnotu m/z lze spolehlivé urcit na zakladé¢
zaznamenané doby letu podle nasledujici rovnice:

£\ 2
m/z = 2V (7>
Kde m je hmotnost ionizované molekuly a z je velikost naboje, V je potencial (urychlovaci napéti),
t je doba letu iontu al je délka letové trubice (draha letu iontu).
Vyhody TOF spocivaji napfiklad v teoreticky neomezeném rozsahu m/z, extrémné kratké dobé
zaznamu spektra (~10™* s), v jednoduchosti a vysoké propustnosti iontidl, coz vede k vysoké citlivosti
detekce. Analyzator TOF umoziiuje zaznamenavani celého spektra pro kazdy pulz laseru [22; 28; 31].
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2.5.5 Detektory v MALDI-TOF MS

Pro analyzu pomoci MALDI-TOF se bézné vyuzivaji dva druhy detektora. Pouziva se mikrokanalkovy
destickovy detektor (MCP) nebo detektor se sckundarnim elektronovym  nasobi¢em
(SEM - secondary elecron multiplier). Letici ionty vyvolaji uvolnéni elektronti z povrchu detektoru,
tyto elektrony jsou pot¢ znasobeny bud’ pomoci mikrokanalkti nebo soustavou dynod [1, 31; 27].

V praxi se spektrum ziskava prumérovanim spekter generovanych z uréitého poctu laserovych
pulza [1; 28; 31].

2.6 Identifikace mikroorganismu technikou MALDI-TOF MS

Jednim z moznych vyuziti MALDI-TOF MS je identifikace mikroorganismii (MO).
KaZzdy mikroorganismus ma charakteristické hmotnostni spektrum, které se vyuziva k identifikaci
jeho uréitého rodu, druhu i kmene stejného druhu [38].

Kazdy MO wuvoliuje ze své bunky specifické spektrum vysokomolekularnich latek,
prevazngé bilkoviny, dale to mohou byt glykoproteiny, polysacharidy atd., které jsou charakteristicke
pro dany rod, druh, ¢i kmen a vytvareji charakteristické identifikacni molekulami otisky, takzvané
fingerprinty (tzv. otisky prstil). Hmotnostni spektrum ziskané ze vzorku MO obsahuje soubor signali
s riznou intenzitou, tzv. peak list. Tento soubor (peak list) je nasledné¢ srovnavan pomoci softwaru
s referenénimi kmeny v databazi. Na zakladé shody namérenych dat s daty v databazi a je identifikovan
dany mikroorganismus s urcitou pravdépodobnosti, ktera je vyjadfena ciselnou hodnotou
(tzv. identifikacni skore) [37; 24; 39].

Hmotnostni spektra zachycuji pfitomnost biomolekul, napfiklad proteind, které jsou v MO pritomny.
Vliv na vysledky muze v malé mire mit i druh pouzitého kultivacniho média k jejich péstovani, délka
kultivace. Znacny vliv ma pak to, jakym zpusobem byl vzorek pfipraven. Zakladnim problémem
pfi pouzivani metody MALDI-TOF MS k identifikaci mikroorganismu je reprodukovatelnost
[22;29; 15].

Vyhodou MALDI je, Ze umoziiuje velmi rychlou identifikaci patogenti, casto béhem nékolika minut
az hodin, coz je mnohem efektivnéj§i nez vyuzivané tradicni kultivaéni metody, které mohou trvat
n¢kolik dni nebo dokonce tydnii. Je schopna detekovat inizké koncentrace patogent ve vzorku,
coz je uziteéné¢ prii diagnostice infekci v ranych stadiich. Dale poskytuje detailni informace
o identifikovanych patogenech, vcetné jejich specifickych biomarkerti a charakteristik. Technika
MALDI mavsak i své nevyhody, nedokaze spolehlivé identifikovat vice mikroorganismu v jedné smési.
Dalsim problémem muze byt identifikace n¢kterych blizce pribuznych druha MO [22; 23; 37].
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2.6.1 Identifikace plisni

Jednou z prvnich studii, které pouzily MALDI k identifikaci vlaknitych hub, byla prace tymu Welham
et al. Ve zminované studii byly zkoumany plisn¢ rodu Penicillium, Scytalidium a Trychophyton
¢i Aspergillus. Hmotnostni spektra byla ziskana pomoci laserové ablace bunééné stény spor, coz bylo
zpusobeno vlivem pusobeni kyselych roztokt matric. Dale se diskutovalo o potencialnim vyuZiti
této metody v oblastech mediciny, fytopatologie a biotechnologie [35].

Problematika analyzy vlaknitych hub pomoci MALDI-TOF MS je piehledné popsana v ¢lanku
Santose a spol. (2010). Vyuziti MALDI bylo navrzeno pro optimalizaci kontroly kvality ¢inskych
1¢¢ivych hub a pro vyhody, které MALDI nabizi oproti PCR [39].

Studie od Penghou Gou a spol. (2022) poukazuji na vynikajici vykon identifikace rodu Fusarium
pomoci MALDI-TOF MS s tspésnosti 91,6 %, a zamétuji se na identifikaci klinickych kment rodu
Fusarium [18].

Spravna identifikace plisni je kliCova pro provadéni preventivnich opatfeni k minimalizaci rizika
kontaminace potravin, ochran¢ zivotniho prostfedi nebo zamezeni vzniku zdravotnich problémiu.
Nachazi uplatnéni napriklad v potravinafstvi, ekologii nebo v biotechnologii [40]. Identifikaci patogent
plisni znesnadiiuje mnoho faktord, zejména jejich slozita taxonomie. V soucasné dobé se odhaduje,
ze fiSe hub zahmuje asi 1,5 milionu druht, z nichz byla identifikovana méné nez jedna tfetina
a jejich rozmanitost se neustale zvysuje [6; 15].

Identifikace plisni zahrnuje nékolik kroku, kdy cely proces zacina odbérem vzorku. DileZitou roli
hraje kvalitni odbér vzorku. Cast mycelia plisné se pienasi do roztoku, nasledné se pouzivaji razné
postupy pfi pripravé vzorku, jako je napriklad centrifugace, tfepani, promyti a odstranéni nadbyte¢ného
materialu. Po pfedchozich upravach se ze smési zpravidla odebere supernatant, ktery se spolu s matrici
aplikuje na MALDI desticku [15; 40; 29].

MALDI-TOF MS patfi v souc¢asné dob& mezi nejroz§ifenéjsi ionizacni techniky pro analyzu MO [23].

Hmotnostni spektra bunck a proteini mohou byt vyuzity pro rychlou identifikaci fady rostlinnych
patogent a pro pravidelnou kontrolu plodin na pfitomnost patogenu [41].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vzorky plisni a obili

Kmeny a vzorky obili, kter¢ byly pouzité k analyzam v bakalarské praci byly ziskany v ramci spoluprace

Ustavu analytické chemie AV CR a Agronomické fakulty Mendelovy univerzity v Brng. Konkrétng byly

pouzity 4 druhy z rodu Fusarium.

Plisenr Fusarium culmorum, CDA
Plisent Fusarium subglutinans, PDA
Pliseni Fusarium verticillioides, MEA
Pliseni Fusarium tricinctum, MEA

Napadeny sladovany je¢men

3.2 Pouzité chemikalie

Kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroskoficova (kyselina sinapova, SA, LaserBio Labs, Francie)
Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB, LaserBio Labs, Francie)
Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA, LaserBio Labs, Francie)
Kalibra¢ni sm¢s pro MALDI-TOF Mix2 (LaserBio Labs, Francie)
Acetonitril, ACN (Darmstadt, Némecko)

Kyselina trifluoroctova, TFA (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hemoglobin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Transferin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Cytochrom ¢ (Sigma-Aldrich, Némecko)

Deionizovana voda

3.3 Pristroje

Analytické vahy (Steinberg Systems)

Jednokanalové pipety s variabilnim objemem (Eppendorf)

Mikrocentrifuga (Hettich MIKRO 185)

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF (AB Sciex TOF/TOF 5800 System) se softwarem
Data Explorer

Pocitac s programem Adobe Illustrator

Trepacka (Velp Scientifica)

Ultrazvukova lazen (Elmasonic)

Vortex ZX3 (Velp Scientifica)

3.4 Laboratorni pomucky a material

MALDI desticka

kadinky, sklenéné vialky, Eppendorf zkumavky, stojany na zkumavky, vazenky, lodicky,
sterilni klicky

Pipetovaci Spicky (Eppendorf)



3.5 Priprava vzorku

vvvvvv

matice hraje klicovou roli. Existuje celd tada zpusobl pfipravy vzorki pro MALDI analyzy
v¢etng jejich nanaseni na desticku [1; 31].

3.5.1 Priprava roztoku matric
¢ Roztok kyseliny sinapové (3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova, SA)

Byl pripraven roztok SA o koncentraci 20 mg/ml. Matrice byla rozpusténa v roztoku obsahujicim
60 % ACN, 39,9 % vody a 0,1 % TFA.
e Roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoricové (CHCA)

Byl pripraven roztok CHCA o koncentraci 10 mg/ml. Matrice byla rozpusténa v roztoku obsahujicim
50 % ACN, 49.9 % vody a 0,1 % TFA.
¢ Roztok kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové (DHB)

Byl pripraven roztok DHB o koncentraci 10 mg/ml. Matrice byla rozpusténa v roztoku obsahujicim
20 % ACN, 79,9 % vody a 0,1 % TFA.

3.6 Optimalizace metody

V tomto experimentu byly pouZity tii matrice: matrice SA, CHCA a DHB. Pro analyzu byly zvoleny
Ctyfi standardni proteiny: hovézi sérovy albumin (BSA), hemoglobin, transferin a cytochrom
¢ (viz. Tabulka 1). Vzorky zminénych proteinti byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml. Nanaseni vzorku
na MALDI desti¢ku bylo provedeno pomoci sendvic¢ového zpusobu nanaseni (viz dale), pficemz bylo
aplikovano 0,5 pl kazdého vzorku.

Tabulka 1 : Podrobnégjsi informace o pouzitych proteinech

. Molekulova
standard Izolovano z tkané
hmotnost [kDa].
Albumin (BSA, bovine serum albumin) Hovézi sérum 66,5
Hemoglobin Hov¢zi krev 64,5
Transferin Hovézi plazma 79,6
Cytochrom ¢ Kornské srdce 12,4
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3.7 Priprava vzorku plisni rodu Fusarium

Pfiprava vzorku pro analyzu byla jednoducha a efektivni. Pomoci sterilni o¢kovaci klicky byla odebrana
cast vykultivovaného mycelia plisné rodu Fusarium, ktera byla nasledné rozsuspendovana
v 50 ul roztoku SA. Obsah mikrozkumavky byl dikladné promichan pomoci vortexu a nasledné
umistén na 5 minut do ultrazvukové lazné, aby doslo k dikladné extrakci proteini z bunék plisni.
Na MALDI desticku bylo nasledné aplikovano 0,5 ul pfipraveného vzorku.

Pro dosazeni co nejlepsich vysledki pfi analyze vzorkd plisné Fusarium byly v ramci optimalizace
testovany tfi zpusoby nanaseni vzorku plisné a matrice:

e Sendvic¢ového nanaSeni

Princip tohoto zpusobu nanaseni spociva ve vrstveni, coz zahrnuje né€kolik krokii. Nejdrive byl na tercik
nanesen roztok ¢isté matrice, ktery vytvoril zakladni vrstvu a nasledné po zaschnuti byl pfipraven roztok
smési matrice a vzorku, ktery byl smichan v poméru 1:1. Vytvorena smés byla nanesena znovu na stejny
ter¢ik a po zaschnuti ter¢iku bylo provedeno finalni prekryti roztokem cisté matrice. Dany postup
zajistoval rovnomeémeé a spolehlivé pokryti teré¢iku. Sendvicova metoda nanaseni byla v ramci provadéni
dané prace vyuzivana ve vétSing pripadd, protoze umoziiovala ziskat stabilni a reprodukovatelné
vysledky.

e NanaSeni v poméru 1:1 matrice ku vzorku

Nejprve byly stejné objemy matrice a vzorku smichany v mikrozkumavce eppendorf. Poté byly oba
roztoky dikladn¢ promichany. Vznikly roztok obsahujici v poméru 1:1 jak matrici, tak vzorek, byl
nanasen na MALDI desticku. Timto postupem bylo zajisténo rovnomémé rozlozeni matrice a vzorku
na teréiku, coz bylo kli¢ové pro ziskani spolehlivych vysledki analyzy.

e Prekryti vzorku matrici

Poslednim zpiisobem nanaseni matrice a vzorku bylo prekryti vzorku matrici. Nejprve byl nanesen
roztok analyzovaného vzorku na tercik umistény na MALDI desticce. Po zaschnuti roztoku vzorku
nan¢j byla aplikovana dal$i vrstva roztoku obsahujiciho Cistou matrici. Uvedeny postup umoznil
vytvoreni ochranné vrstvy matrice nad vzorkem, coz bylo uZzite¢né pfi optimalizaci podminek ionizace

a snizovani mozného vlivu okolnich faktort na ziskané vysledky analyzy.
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3.8 MALDI analyza

Mc¢feni probihalo pomoci hmotnostniho spektrometru AB Sciex TOF/TOF 5800 Systém (Obrazek 11).
Mcfeni bylo uskutecnéno v pozitivnim iontovém modu pii linearnim usporadani. Kazdy vzorek byl
aplikovan na dva ter¢iky na MALDI desticce a bylo provedeno nékolik méfeni z kazdého terciku.
Na terciky se nanaselo 0,5 pl roztoki.

Obrazek 11: Hmotnostni spektrometr AB Sciex TOF

Vzorek analytu s matrici byl nanasen na MALDI desti¢ku zptisoby uvedenymi vyse. Najejim povrchu
byly vyznaceny kruhové zafezy, tzv. teréiky, které ohranicuji misto kam byl aplikovan vzorek a matrice.
Jednotlivé teréiky udrzuji vzorek na presné definovaném misté a tim brani rozliti nebo smichani
sousednich vzorki. Vzorek se nechal zaschnout, kdy doslo ke spolecné krystalizaci vzorku a matrice.
MALDI destic¢ka (Obrazek 12) byva nejcastéji vyrobena z nerezové oceli, musi byt inertni viéi nanesené
matrici a pouzitym rozpoustédlim. Desticka byla pred nanesenim vzorku vzdy dukladné vycisténa
od prachu a jinych necistot, které by mohly ovlivnit vysledek analyzy. Po naneseni vzorku byla desticka

se vzorkem vlozena do hmotnostniho spektrometru.

Obrazek 12: Pouzivana MALDI desticka
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Pred analyzou vzorku byl hmotnostni spektrometr kalibrovan pomoci kalibra¢ni smési proteini
ProMix2, podrobné slozeni je uvedeno v Tabulka 2. Naméfena data byla vyhodnocena pomoci softwaru
Data Explorer.

Tabulka 2: SloZeni kalibratni smési ProMix2

ProMix 2 (standard) Niboj (n) [M + nH]™
Cytochrom ¢ +1 12361,12
+2 6181,06
Myoglobin +1 16952,50
+2 8476,75
Trypsinogen +1 23981,99
+2 11991,50

3.8.1 Analyza napadeného sladu

Nakonec byly pripraveny vzorky z napadeného sladovaného jeCmene plisni rodu Fusarium pro analyzu
pomoci hmotnostni spektrometric MALDI-TOF. Bylo navazeno 0,5 g napadeného sladovaného
jeémene. K navazce bylo pridano 0,9 ml ACN a 0,6 ml TFA o koncentraci 0,1 %. Vznikly roztok byl
po dobu jedné minuty promichan pomoci vortexu. Byly provedeny dva zpusoby pfipravy vzorku. Prvni
vzorek byl po promichani umistén na 5 minut na tfepacku. Druhy vzorek byl pfipraven stejnym
zpuisobem, ale po promichani na vortexu byl umistén na 5 minut do ultrazvukové lazné. Na analyzu bylo
pouzito 0,5 ul supernatantu, ktery byl ziskany po centrifugaci obou vzorka po dobu 3 minut pii 5000 g,
ktery byl na MALDI destic¢ku aplikovan sendvi¢ovym zpusobem.

Dalsi experiment byl zalozeny na porovnani stanoveni dvou vzorki napadeného sladované¢ho
je¢mene za pomoci matrice SA a CHCA. Na analyzu bylo pouzito 0,5 ul supernatantu, ktery byl ziskany
po centrifugaci obou vzorkti po dobu 3 minut pifi 5000 g a byl na MALDI desticku aplikovan

sendviCovym zptisobem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Identifikace metodou MALDI-TOF MS byla provedena u celkem 4 druht plisn¢ rodu Fusarium,
konkrétn€ u F. culmorum, F. tricinctum, F. subglutinans a F. verticillioide. Proteiny plisni rodu
Fusarium byly pii provedenych MALDI analyzach detekovany v rozmezi od 2 do 35 kDa

Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum. Na ose y je intenzita signalu a osa x znazormiuje hodnotu
m/z. Vysledné¢ hmotnostni spektrum obsahuje piky, které odpovidaji molekulovym hmotnostem iontt
pritomnych ve vzorku. Identifikace molekul neznamého vzorku probiha porovnanim ziskanych
hmotnostnich spekter s hmotnostnimi spektry znamych latek, ktera mohou byt bud’ ulozena v
databazich, nebo ziskana pomoci experimentalnich méfeni. V této studii byla identifikace plisni rodu
Fusarium ve vzorcich napadeného obili a sladu provedena na zaklad¢ porovnani referencnich spekter,
ktera byla ziskana analyzou ¢tyf uvedenych druht kultivovanych plisni.

4.1 Vyhodnoceni pouzitych matric

Pouzity druh matrice a styl nanaseni matrice a vzorku ma zasadni vliv na kvalitu hmotnostnich spekter
ziskanych pomoci MALDI-TOF, proto se cast experimentii vénovala i optimalizaci pouzité matrice
a optimalizaci metody nanaseni. V této bakalarské praci byla provedena analyza ¢tyf standardnich
proteint za pouziti tfi riznych matric: SA, DHB a CHCA, kde bylo porovnan jejich vliv na MALDI
analyzu vybranych proteinii. Pro vSechny tyto experimenty byl pouZzit stejny postup pfipravy matric,
proteinii a zpusobui nanaseni vzorku, aby byly zajistény srovnatelné podminky mezi jednotlivymi
analyzami.

Matrice SA se prokazala jako nejefektivngjsi pro analyzu hovéziho sérového albuminu (Obrazek 13).
Signal byl intenzivni, jasné¢ detekovany, coZ umoznilo jasnou identifikaci albuminu. V pfipad¢€ pouziti
matrice DHB se nepodafilo albumin detekovat, spektrum obsahovalo pouze Sum. CHCA matrice
poskytla spektrum, které bylo kvalitativné srovnatelné s SA, ale signal dosahoval nizsi intenzity.

< 100 Matrice SA 66723
*§ 50 - S Albumin
: 5, 33454 st DA
~ 30000 40000 50000 iz 60000 70000 80000
RS 100 Matrice DHB
=50 , N
£ Lt Pt AN R A Y IV Bl sttt
s 0 . i . .
30000 40000 50000 iz 60000 70000 80000

Matrice CHCA

<100 06276

£ 50 ‘ :

g 0 S 44202 53059

= 30000 40000 50000 L, 60000 70000 80000

Obrazek 13: Porovnani pouziti riznych matric u albuminu
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Dalsi byla analyza hemoglobinu, ktera byla uspésna, jelikoz se pfi kazdé z téchto analyz se podarilo

hemoglobin detekovat, respektive jeho podjednotky. Hemoglobin je velky protein o molekulové

hmotnosti piiblizn¢ 64,5 kDa, ktery je na hmotnostnim spektrometru detekovan jako dvé podjednotky,

alfa a beta, na které se béhem ionizace rozpada. Uvedené podjednotky maji molekulové hmotnosti
priblizn¢ 15,1 kDa pro alfa podjednotku a 15,9 kDa pro beta podjednotku. U analyzy s SA a CHCA byly
identifikovany ob¢ podjednotky a u méfeni za pouziti DHB byla identifikovana jedna podjednotka

(Obrazek 14). Detekcee s pouzitou matrici SA poskytovala nejintenzivnéjsi signal.

15077
.100 ) Y
f . Podfednotia o o
Z 50 16001
. ¢
g Nrgeronap M - |
= 10000 24000 38000 52000 66000 80000
100 13065 DHB
= \
T 50 \w
s O..,. ALY . s " )
= 10000 24000 38000 52000 66000 80000
-100 1061 CHCA
X
£ 50 | 15981
£ s |
= 10000 24000 38000 52000 66000 80000

Obrazek 14: Porovnani pouziti riiznych matric u hemoglobinu

Transferin byl detekovan pfi pouziti matric SA a CHCA, u matrice DHB doslo k tiplné absenci

meéfitelnych signali (Obrazek 15).

Matrice SA poskytla spektrum s dobfe detekovanym signalem

transferinu, ktery odpovidal molekulové hmotnosti daného proteinu. Analyza s matrici CHCA

také detekovala transferin, nicméné jeho intenzita nebyla tak vysoka jako pfi pouziti SA. Proces

krystalizace vzorku s DHB nemusi byt optimalni pro proteiny velikosti transferinu, coz mize byt duvod,

proc¢ nebyl transferin detekovan pfi pouziti této matrice.
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Obrazek 15: Porovnani pouziti riiznych matric u transferinu
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Standardni protein cytochrom ¢ predstavuje mensi protein, ktery je obvykle dobfe ionizovan
adetekovan s vysSi ucinnosti nez vétsi proteiny. Uvedeny fakt potvrzuje i srovnani jeho detekce
za pouziti tfech rozdilnych matric, kdy byl jasn¢ detekovan ve vSech tfech pripadech (Obrazek 16).
Cytochrom c je kompatibilni s mnoha matricemi pouzivanymi v technice MALDI-TOF a vykazuje
schopnost poskytovat snadno identifikovatelny, ostry a intenzivni signal, proto byva ¢asto soucasti
komerc¢nich kalibra¢nich smési.

< 100 I1'2376’ Matrice SA

‘E 50 \&“(.}Tochmm C 24755

g 0 6186 18560

~ 3500 8800 14100 - 19400 24700 30000
m/z

< 100 12365 Matrice DHB

£ 50 |

é 0 i s - e e e .

3500 8800 14100 19400 24700 30000

m/z

< 100 12375 Matrice CHCA

£ 50

= 6184

~ 3500 8800 14100 19400 24700 30000

m/z

Obrazek 16: Porovnani pouziti riznych matric u cytochromu ¢

Matrice SA se ukazala jako nejvhodnéj§i pro analyzu, poskytovala nejkvalitnéj§i spektra,
coz je v souladu s predpoklady. Spektra vykazovala vysokou intenzitu signalu. SA je Casto preferovana
diky své schopnosti poskytovat Cista a dobfe definovana spektra. Pouziti ostatnich matic nevedlo
k tak kvalitnim spektrum. Analyzy provedené za pouziti matrice DHB byly nejméné uspésné,
identifikace proteinu byla mozna pouze pro cytochrom C a podjednotku alfa u hemoglobinu. Spektra
obsahovala pouze minimalni mnozstvi detekovan¢ho proteinu a Casto obsahovala pouze Sum,
proto se ukazala pro potfebnou analyzu jako nevhodna. Matrice CHCA poskytovala pomérmné kvalitni
vysledky. Spektra byla lepsi nez pii pouziti DHB, ale stale nedosahovala kvality spekter ziskanych
s SA matrici, signal byl méné intenzivni. CHCA je Casto pouzivana pro analyzu peptidi a mensich
proteinl, coz muze vysvétlovat lepsi vysledky, které¢ ale nejsou v tomto experimentu optimalni.
Pfi porovnani vysledkd analyzy standardnich proteint v ruznych matricich bylo potvrzeno, nejvyssi
kvalitu spekter poskytovala matrice SA, jak bylo predpokladano. Matrice DHB vykazovala nejnizsi
efektivitu s minimalnim mnoZstvim detekovaného proteinu a matrice CHCA poskytovala stiedné
kvalitni vysledky. Pouzity stejny zptisob nanaseni zajistil, Ze rozdily v kvalit¢ spekter byly zpusobeny
pouze vlastnostmi jednotlivych matric. Tento experiment potvrzuje dalezity vyznam vybéru vhodné
matrice pro dosazeni optimalnich vysledkt v analyzach pomoci MALDI-TOF. Na zaklad¢ uvedeného
vyhodnoceni byla pro identifikaci patogenu v ramci této bakalarské prace vybrana matrice SA.
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4.2 Vyhodnoceni vhodného zptisobu nanaSeni

Byla porovnana ziskana hmotnostni spektra pro jednotlivé zpusoby nanaseni vzorku plisni na MALDI
desticku. V prvnim srovnani jsou znazomnéna hmotnostni spektra plisn€ F. culmorum (Obrazek 17),
ziskana pfi pouziti vSech tfi zpisobu nanaseni vzorku, pficemz jako matrice byla pouzita SA vybrana
na zakladé nejlepsich vysledku, které poskytla pfi optimalizaci matric v analyze proteind.
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Obrazek 17: Porovnani riznych zplsobi nanaseni pro Fusarium culmorum

V nasledujicim experimentu jsou zndzornéna hmotnostni spektra plisné F. tricinctum, kde byla
ziskana podobna spektra pro vSechny tfi metody nanaseni (Obrazek 18). Hmotnostni spektra, které byly
pouzity metody nanaseni 1:1 vzorek s matrici a prekryv vzorku matrici, vykazovala podobnou kvalitu.
Sendviovy zpusob nanaseni zajistil homogenni pokryti, efektivni ionizaci molekul vzorku a poskytl
nejlepsi vysledky z hlediska poctu detekovanych signali a jejich intenzity, tedy bylo detekovano vice
signalu s vyssi intenzitou. Diky sendvi¢ovému zplisobu nanaseni je mozné detekovat i latky, které jsou
ve vzorku pfitomny ve velmi nizkych koncentracich, pouziva se pro zvyseni citlivosti a kvality
ziskanych spekter.
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Obrazek 18: Porovnani riznych zplisobl nanaseni pro Fusarium tricinctum
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Dalsi srovnani metod nanaseni vzorku bylo provedeno pro plisen F. subglutinans (Obrazek 19).

Experiment byl uspésny ve vsech trech pripadech, jelikoz v kazdém spektru byl identifikovany hlavni

pik s velmi podobnou hodnotou m/z.
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Obrazek 19: Porovnani zptisobl nanaseni pro Fusarium subglutinans

V pripad¢ optimalizace nanaseni s plisni F. verticillioides byla ziskana relativné kvalitni spektra

za pouziti v§ech tfech metod nanaseni (Obrazek 20), coz pravdépodobné naznacuje, ze tento druh plisni

ma dobré vlastnosti, které jsou méné zavislé na pouzité¢ metod¢ nanaseni vzorku. Prvni a posledni zptisob

nanaseni vSak poskytuje méné kvalitni spektrum, co se tyka mnozstvi detekovanych signalua

a jejich intenzity oproti sendviCovému zptisobu nanaseni.
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Obrazek 20: Porovnani zptisobll nanaseni pro Fusarium verticillioides

Vybér metody nanaseni vzorku v hmotnostni spektrometrii by mél vzdy byt uzpiisoben specifickym
pozadavkim konkrétni analyzy. Metoda nanaseni v poméru 1:1 matrice ku vzorku, ktera by méla byt
vhodna pro analyzu vysokomolekularnich latek, poskytovala mén¢ kvalitni spektra, nez bylo ocekavano.
Vzorky nanesené metodou prekryti vzorku matrici poskytly hmotnostni spektra s velmi slabym
signalem, proto byla tato metoda vyhodnocena jako nevhodna pro analyzu plisni pomoci MALDI-TOF
MS. Sendvi¢ové nanaseni bylo vyhodnoceno jako nejefektivnéj$i metoda nanaseni vzorku a matrice
z hlediska kvality, mnozstvi detekovanych piki a jejich intenzity. Homogenni rozloZeni matrice
a vzorku zlepSuje ionizacni proces, coz vede k vyssi intenzité signali. Diky tomu sendvicova metoda
minimalizuje vlivy matrice a poskytuje kvalitn¢j$i hmotnostni spektra. Na zaklad¢ vysledku

optimalizace zpusobu nanaseni vzorku byl v dalSich experimentech vyuzivan sendviCovy zpusob
nanaseni.

4.3 Vyhodnoceni riuznych zpiisobu pripravy a ovéreni pouziti vhodné matrice

V této studii byla analyzovana hmotnostni spektra plisné rodu Fusarium, kde byl otestovan ruzny vliv
na podporu uvoliovani proteint z bun¢k plisni (Obrazek 21). Spektra ziskana ze vzorku pripravenych
na tfepacce obsahovala vétsi pocet detekovatelnych signali a mechanické tiepani bylo ucinngjsi
pii uvoliiovani proteinti, coz vedlo k rozmanit¢jS§imu spektru. Vzorky, které oproti tomu byly umistény

do ultrazvukové lazn¢ a byly vystaveny ultrazvukovym vlnam poskytovaly mensi mnozstvi
detekovatelnych signalu.
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Obrazek 21: Porovnani ptipravy vzorkl plisné rodu Fusarium

Pro srovnani byla analyzovana dvé hmotnostni spektra napadeného sladovaného je¢mene pomoci
dvou matric SA a CHCA (Obrazek 22). Cilem bylo posoudit vliv téchto matric na kvalitu a intenzitu
ziskanych spekter a jejich vhodnost pro detekci napadeni plisni. Spektra ziskana pomoci matrice
SA vykazuji nizkou trover Sumu, pozadi je Cisté a piky jsou ostré. Spektra ziskana analyzou za pouziti
matrice CHCA obsahuji vy$§i mnozstvi Sumu, coz muze ztizit detekci mensSich nebo mén¢ intenzivnich
pika, protoze tyto mohou byt maskovany Sumem pozadi. Intenzivni a ostré piky v pfipad¢ matrice
CHCA mohly predstavovat uvolnéné¢ proteiny =z obilek napadeného sladového jecmene.
Dany experiment potvrdil, Ze byla na zakladé¢ optimalizace pouzit¢ matrice spravné zvolena
jako nejvhodnéjsi matrice SA
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Obrazek 22: Hmotnostni spektra napadeného je¢ného sladu ziskany pomoci riznych matric
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4.4 Vyhodnoceni identifikace plisni rodu Fusarium

Byla porovnavana hmotnostni spektra ¢tyf plisni rodu Fusarium: F. verticillioides, F. subglutinans, F.
tricinctum a I, culmorum (Obrazek 23). Spektra byla ziskana za pouziti sendvicového nanaseni s matrici
SA abyla pouzita jako referencni spektra. Kazdy druh plisn¢ vykazoval specifické charakteristické piky
v hmotnostnim spektru, které byly pouZity k presné identifikaci patogenu v analyzovanych vzorcich.

N 100y Fusarium culmorum
a . 37606
E 50 L 3600 7231
2 0 —— —— e
= 2000 8600 15200 } 21800 28400 35000
m/z
R 4890 Fusarium tricinctum
°N 100 | 53076498
-‘E 50.. “‘“Ljf'izw.k‘ 8 13
2, e S R S :
= 2000 8600 15200 . 21800 28400 35000
m/z
Fusarium subglutinans
<100 6092
3 ‘
T 50 3041
5 P S 12191 18291
= 2000 8600 15200 } 21800 28400 35000
m/z
Fusarium verticillioides
=100 |]04.’6
% 500 3039 506 |
= 2000 8600 15200 } 21800 28400 35000
m/z
Obrazek 23: Pouzité plisné rodu Fusarium
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Obrazek 24: Porovnani hmotnostnich spekter napadeného sladovaného jeCmene
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V této studii byla hmotnostni spektra napadeného sladovaného jeémene analyzovana pomoci

sendvicového zpusobu nanaseni vzorkd. Tato metoda byla zvolena pro svou schopnost zajisténi

kvalitniho spektra a byla také pouZita pfi analyze referencnich spekter ¢ty druht plisni rodu Fusarium.

Vysledky ziskanych hmotnostnich spekter ze ¢tyf vzorkt napaden¢ho sladované¢ho je¢mene odhalily

intenzivni signaly (Obrazek 24). Podarilo se ziskat kvalitni spektra s minimalnim Sumem a piky byly

relativné ostre.

Intenzivni signaly v hmotnostnich spektrech byly porovnany s referencnimi spektry ¢ty druhu plisni

rodu Fusarium (Obrazek 25).
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Obrazek 25: Kompletni srovnani referen¢nich a ziskanych spekter
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Hmotnostni spektra vSech ¢tyt vzorku napadeného jeCmene vykazovala intenzivni pik, ktery byl
nejvice odpovidajici pro identifikaci plisné F. tricinctum (Obrazek 26). Na zaklad¢ tohoto srovnani bylo
predpokladano, ze sladovany jeCmen byl napaden timto druhem plisné. Oproti tomu se nepodafrilo
pfifadit signaly Zzadnému z referencnich spekter pro plisné F. culmorum, F. subglutinans,
ani F' verticillioides, coz naznacuje moznost pifitomnosti dal§ich plisiovych druhid, které nebyly
zahrnuty v referenéni databazi. Detekované piky, které se nepodafrilo pfifadit k zadnému ze znamych
referencnich spekter, mohou byt disledkem neidentifikovanymi variantami plisné rodu Fusarium,
nebo kontaminaci vzorku jinymi MO.
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Obrazek 26: Identifikace napadeného sladovaného jeCmene

Pro presnou identifikaci plisni v napadeném sladovaném je¢menu by proto bylo nezbytné ziskat
vyrazné¢ veétsi soubor referencnich spekter pokryvajici mnohem §ir§i okruh rodu a druhi plisni.
Vytvoreni rozsahlejsi databaze referencnich spekter by vyznamné zlepSilo presnost a spolehlivost
identifikace riznych plisfiovych patogenti. V ramci této bakalarské prace bylo k dispozici omezené
mnozstvi referencnich spekter, coz vyrazné ovlivnilo moznost pfesné identifikovat v§echny pritomné
druhy plisni rodu Fusarium. Nicméng, i pies tato omezeni vysledky experimentu ukazuji, ze technika
MALDI-TOF MS ma velky potencial pro rychlou a efektivni identifikaci plisnovych patogenii.
Ziskané vysledky naznacuji, ze MALDI-TOF MS dokaze poskytovat rychlou a spolehlivou odezvu
analyzy, coz je zasadni pro v€asnou diagnostiku a kontrolu §ifeni plisni v zem&délskych rostlinach.
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala identifikaci plisni pomoci techniky MALDI-TOF MS a zahmovala
experimentalni analyzu plisn¢ rodu Fusarium. Byl popsan zakladni princip hmotnostni spektrometrie,
pficemz byl diraz kladen na techniku MALDI TOF-MS. Literarni reserse mtize poslouzit jako zaklad
pro dalsi zkoumani v ramci diplomov¢ prace, ktera bude dale roz§ifena. Rychla, jednoducha a spolehliva
identifikace mikroorganismii je v soucCasné¢ dob¢ nepostradatelnou soucasti mnoha odvétvi,
véetnd zemédélstvi, kde patogeny plisni rodu Fusarium piedstavuji vyznamné riziko. Uspésna
a efektivni identifikace zminénych patogenu vyzaduje pouziti vhodnych technik.

Experimentalni ¢ast prace se proto zamérovala na aplikaci metody MALDI-TOF MS pro identifikaci
rostlinnych patogenti, konkrétné plisni rodu Fusarium. Cilem experimentalni ¢asti bylo aplikovat
teoretické poznatky z literarmi reSerSe do praxe a ovéfit ucinnost metody MALDI-TOF MS
pri identifikaci plisni rodu Fusarium v rostlinnych vzorcich. Byly porovnany tfi zpusoby
nanaseni — nanasSeni v poméru 1:1 (vzorek s matrici), metoda prekryvu vzorku roztokem matrici
a sendvicovy zpusob. Vysledky ukazaly, ze sendviCovy zpusob nanaseni poskytuje nejkvalitnéjsi
hmotnostni spektra, ktera jsou charakteristicka vys§im poctem detekovanych signald a jejich vyssi
intenzitou. Na zakladé optimalizace pro analyzu proteint byla vybrana jako matrice kyselina sinapova
(SA), ktera se ukazala jako nejvhodnéj§i pro identifikaci plisni. Nicméné pro dosazeni
presné identifikace plisni v napadeném obili by bylo nezbytné vytvofit rozsahlejsi databazi referencnich
spekter, jelikoz se z pouzitych vzorki napadeného sladovaného jeémene podafil identifikovat
pouze jeden druh plisné, konkrétné F. tricinctum, kterou byl napaden a zbylé tfi druhy F. culmorum,
F. subglutinans a F. verticillioide se nepodafilo identifikovat.

Vysledky experimentt byly analyzovany a diskutovany s cilem pfinést nové poznatky v oblasti
diagnostiky rostlinnych patogenti. Vyhodnoceni experimentalnich dat poskytlo informace o uspésnosti
a spolehlivosti metody MALDI-TOF MS v identifikaci plisni rodu Fusarium. Mezi klicové faktory,
které prfimo ovliviiuji analyzu se fadi napfiklad typ a koncentrace pouzit¢ matrice a rozpoustédla
v analyze, které maji zasadni roli pfi uvolfiovani proteinu z bunék plisni, coz nasledné ovliviiuje
celkovou spolehlivost identifikace. Optimalizace podminek je nezbytna, aby byla zaji§téna pfesna
identifikace patogent plisni rodu Fusarium. Vysledky naznacuji, ze technika MALDI — TOF MS
ma velky potencial pro rychlou a efektivni identifikaci plisnovych patogent. Tato metoda nabizi
vyznamn¢ vyhody oproti tradi¢nim diagnostickym technikam, vcetné rychlé analyzy a schopnosti
detekovat nizké koncentrace analytii. Implementace MALDI-TOF MS v praxi by mohla zahmovat
pravidelny monitoring zemédélskych produkti na pfitomnost plisni, coz by umoznilo vcasnou reakci
na infekce a sniZeni ekonomickych ztrat zpisobenych plisiovymi infekcemi.

Tato technologie nabizi vyznamn¢ vyhody oproti tradi¢nim metodam, jako jsou kultivacni techniky
nebo molekularni diagnostika, protoze umoziuje ziskani vysledku bez nutnosti mnohdy dlouhé
kultivace. Vyuziti MALDI-TOF MS v praxi by mohlo zahmovat pravidelnou kontrolu obili
a dalSich zemédélskych produkti na pfitomnost plisni, coZz by umoznilo rychlou reakci na infekce
asnizilo ekonomické ztraty zpusobené plisnovymi nakazami. RozSifeni referencni databaze
a zdokonaleni metodiky by v budoucnosti mohly dale zvysit presnost uvedené technologie a jeji
vyuzitelnost v raznych oblastech zemédé€lstvi a potravinarského primyslu. V budoucnosti by dalsi
roz§ifeni referencéni databaze a vylepSeni metodiky mohly dale zvysit spolehlivost této technologie a jeji
vyuzitelnost v Sirokém spektru aplikaci v oblasti zemé&d¢€lstvi a potravinarstvi. Celkové tato prace
pfispéla k lepsimu pochopeni potencialu MALDI-TOF MS pro identifikaci plisni a naznacila smér
pro dalsi vyzkum a aplikace této technologie.



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1] CASSOOBHOY, MD, Murtaza. What to Know About Pathogens |online]. WebMD Editorial
Contributor, 2023, 5 [cit. 2024-05-10]. Dostupné z: https://www.webmd.com/a-to-z-
guides/what-to-know-about-pathogens

[2] BALLOUX, Francois a Lucy VAN DORP. Q&A: What are pathogens, and what have they
done to and for us?: What are pathogens, and what have they done to and for us? |online]. [cit.
2024-05-09]. Dostupné z: doi:10.1186/s12915-017-0433-z

[3] ALBERTS, Bruce. Molecular biology of the cell [online]. 4th ed. New York: Garland
Science, 2002 [cit.  2024-05-10]. ISBN  08-153-3218-1.  Dostupné¢  z:
https://www.ncbi.nlm nih.gov/books/NBK26917/

[4] REPKOVA, Jana. Odolnost rostlin k patogeniim [Genetika rostlin]. Brno, 2013. Dostupné
tak¢  z https://is. muni.cz/do/rect/el/estud/prif/js13/genctika/web/pages/07-rezistence-k-
patogenum html

[5] MALIR, Frantidck a Vladimir OSTRY . Vidknité mikromycety (plisné), mykotoxiny a zdravi
¢lovéka. Brno: Narodni centrum oSetfovatelstvi a nelékarskych zdravotnickych oboru, 2003.
ISBN 80-701-3395-3.

[6] WAGACHA, J M. aJ W. MUTHOMI. Fusarium culmorum: Infection process, mechanisms
of mycotoxin production and their role in pathogenesis in wheat. Crop Protection [online].
2007, 26(7), 877-885 [cit. 2024-05-01]. ISSN  02612194. Dostupné¢  z:
doi:10.1016/j.cropro.2006.09.003

[7] JAMAL, Wafaa, Rola SALEEM a Vincent O. ROTIMI. Rapid identification of pathogens
directly from blood culture bottles by Bruker matrix-assisted laser desorption laser ionization-
time of flight mass spectrometry versus routine methods. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease |online]. 2013, 76(4), 404-408 [cit. 2024-05-01]. ISSN 07328893. Dostupné
z: doi:10.1016/j.diagmicrobio.2013.04.013

[8] NUCCI, Marcio a Elias ANAISSIE. Fusarium Infections in Imnmunocompromised Patients.
Clinical Microbiology Reviews |online]. 2007, 20(4), 695-704 [cit. 2024-05-01]. ISSN 0893-
8512. Dostupné z: doi:10.1128/CMR.00014-07

[9] NCBI, TAXONOMY BROWSER. Fusarium [online]. 2020 [cit. 2024-05-20]. Dostupné z:
https://www .ncbi.nlm nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5506

[10] KOUKOL, Ondicj. Ziva - Ach ty houby... Ziva [online]. Nakladatelstvi Academia, SSC AV
CR, 02/2014n. 1., 2014(XXXVIII), 1 [cit. 2024-05-01]. Dostupné z: ziva.aver.cz

[11] SIMUNEK, Jan, Miroslav POLSTER a Pavel BREZINA. Plisné a mykotoxiny |online].
Brno, 2021 [cit. 2024-05-04]. Dostupné Z:
https://is. muni.cz/el/med/podzim2020/BVMI0322¢/107015621/T pdf. Skripta. MUNI.

[12] SUCHY, Pavel a Ivan HERZIG. PLISNE A MYKOTOXINY, PREVENCE JEJICH VZNIKU
A DEKONTAMINACE V KRMIVECH |onling]. Vyzkumny tstav zivo€isné vyroby, 2005 [cit.
2024-05-04]. Dostupné z: https://vuzv.cz/wp-content/uploads/2018/04/Hezig-Such%C3%BD-
Plisne-a-mykotoxiny-2005.pdf


https://www.webmd.com/a-to-z-
https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/jsl3/genetika/web/pages/07-rezistence-k-
http://ziva.avcr.cz
https://is.muni.ez/el/med/podzim2020/BVMI0322c/107015621/T.pdf
https://vuzv.cz/wp-content/uploads/2018/04/Hezig-Such%C3%BD-

[13] RUAN, Ruoxin, Xiaoying ZHANG, Chunnan LI, Fukang ZHAO, Mingshuang WANG a
Qiaojuan FU. First report of Fusarium subglutinans causing heart rot on Cymbidium hybridum
in China. Crop Protection [online]. 2021, 144 [cit. 2024-05-01]. ISSN 02612194. Dostupné z:
doi:10.1016/j.cropro.2021.105603

[14] MOO-YOUNG, Murray, BUTLER DR, Michael, ed. Comprehensive Biotechnology
[online]. Kanada: Pergamon Press, 2011, 688 s. [cit. 2024-05-12]. ISBN 978-0444533524.

[15] MARINACH-PATRICE, C., A. LETHUILLIER, A. MARLY, et al. Use of mass
spectrometry to identify clinical Fusarium isolates. Clinical Microbiology and Infection
[online]. 2009, 15(7), 634-642 [cit. 2024-05-01]. ISSN 1198743X. Dostupné z:
doi:10.1111/j.1469-0691.2009.02758 x

[16] CAMPOS-MACIAS, Pablo, Roberto ARENAS-GUZMAN a Francisca HERNANDEZ-
HERNANDEZ. Fusarium subglutinans: A new eumycetoma agent. Medical Mycology Case
Reports |onling]. 2013, 2, 128-131 [cit. 2024-05-01]. ISSN 22117539. Dostupné z:
doi:10.1016/j.mmecr.2013.06.004

[17] LESLIE, John F. a Brett A. SUMMERELL. The Fusarium Laboratory Manual. 2008. Wiley,
2008. ISBN 08-138-1919-9.

[18] GUO, Penghao, Jianlong CHEN, Yiwei TAN, et al. Comparison of molecular and MALDI-
TOF MS identification and antifungal susceptibility of clinical Fusarium isolates in Southern
China. Frontiers in Microbiology [online]. 2022, 2022-9-20, 13 [cit. 2024-05-14]. ISSN 1664-
302X. Dostupné z: doi:10.3389/fmicb.2022.992582

[19] DARE, Diane. Rapid Bacterial Characterization and Identification by MALDI-TOF Mass
Spectrometry. Advanced Techniques in Diagnostic Microbiology |online]. Boston, MA:
Springer US, 2006, 117-133 [cit. 2024-05-01]. ISBN 978-0-387-29741-5. Dostupné z:
doi:10.1007/0-387-32892-0 7

[20] CLARK, Andrew E., Erin J. KALETA, Amit ARORA a Donna M. WOLK. Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization—-Time of Flight Mass Spectrometry: a Fundamental Shift in the
Routine Practice of Clinical Microbiology. Clinical Microbiology Reviews [online]. 2013,
26(3), 547-603 [cit. 2024-05-01]. ISSN 0893-8512. Dostupné z: doi:10.1128/CMR.00072-12

[21] HOSSEINI, Samira a Sergio O. MARTINEZ-CHAPA. Principles and Mechanism of
MALDI-ToF-MS Analysis. Fundamentals of MALDI-ToF-MS' Analysis [online]. Singapore:
Springer Singapore, 2017, 2017-08-19, 1-19 [cit. 2024-05-01]. SpringerBriefs in Applied
Sciences and Technology. ISBN 978-981-10-2355-2. Dostupné z: doi:10.1007/978-981-10-
2356-9 1

[22] B. COLE, Richard, ed. Electrospray and MALDI Mass Spectrometry. April 2010. WILEY,
2010. ISBN 978-0-471-74107-7.

[23] SHAH, Haroun N. a Saheer E. GHARBIA, ed. Mass Spectrometry for Microbial Proteomics
[online]. 2010. John Wiley & Sons, 2010. ISBN 9781119991922. Dostupné z:
doi:10.1002/9780470665497

[24] PURKRTOVA, Sabina, Lenka ZDENKOVA, Petr FANTA, Petra JUNKOVA, Sarka
HAVLIKOVA, Irena NEMECKOVA a Katefina DEMNEROVA. VYUZIT{ MALDI-TOF MS
PRO IDENTIFIKACI BAKTERII ZPUSOBUJICICH KAZENI MLEKARENSKYCH

40



VYROBKU. MLEKARSKE LISTY [online]. 2018, 29(171), 25-31 [cit. 2024-05-04]. Dostupné
z: http://www.mlekarskelisty.cz/upload/soubory/pdf/2018/170-171/veda 171 s.25-31.pdf

[25] KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel Klouda,
2003, 132 s. ISBN 80-863-6907-2.

[26] NORKOVA, RENATA aJANA JAKLOVA. CHEMICKE LISTY. JONIZACNI TECHNIKY
A ROZHRANI PRO SPOJENI KAPILARNICH ELEKTRO- MIGRACNICH METOD S
HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKOU DETEKCI [http://www.chemicke-listy.cz/]. 107.
Praha, 2013, 7 s. Dostupné také z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2013 12 949-
955 pdf

[27] JAMES, Peter. Proteome Research: Mass Spectrometry [online]. Springer Berlin,
Heidelberg, 2000 [cit. 2024-05-04]. ISBN 978-3-642-56895-4. Dostupné z: doi:10.1007/978-
3-642-56895-4

[28] MELLMANN, Alexander a Johannes MUTHING. MALDI-TOF Mass Spectrometry-Based
Microbial Identification. Advanced Techniques in Diagnostic Microbiology |online]. Boston,
MA: Springer US, 2013, 2013-08-06, 187-207 [cit. 2024-05-01]. ISBN 978-1-4614-3969-1.
Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4614-3970-7 10

[29] GIEBEL, R, C. WORDEN, S.M. RUST, G.T. KLEINHEINZ, M. ROBBINS a T.R.
SANDRIN. Microbial Fingerprinting using Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-
Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) |online]. Elsevier, 2010, 149-184 [cit. 2024-
05-01]. Advances in Applied Microbiology. ISBN 9780123809933. Dostupné z:
doi:10.1016/S0065-2164(10)71006-6

[30] RAHI, Praveen, Om PRAKASH a Yogesh S. SHOUCHE. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass-Spectrometry (MALDI-TOF MS) Based Microbial
Identifications: Challenges and Scopes for Microbial Ecologists. Frontiers in Microbiology
[online]. 2016, 2016-08-30, 7 [cit. 2024-05-01]. ISSN 1664-302X. Dostupné z:
doi:10.3389/fmicb.2016.01359

[31] EIDHAMMER, Ingvar, Kristian FLIKKA, Lennart MARTENS a Svein-Ole MIKALSEN.
Computational Methods for Mass Spectrometry Proteomics [online]. 2007, 2007-11-30 [cit.
2024-05-01]. Dostupné z: doi:10.1002/9780470724309

[32] AMIRI-ELIASI, Bijan a Catherine FENSELAU. Characterization of Protein Biomarkers
Desorbed by MALDI from Whole Fungal Cells. Analytical Chemistry [online]. 2001, 2001-11-
01,73(21), 5228-5231 [cit. 2024-05-01]. ISSN 0003-2700. Dostupné z: doi: 10.1021/ac01065 It

[33] GRIFFITHS, Jennifer. A Brief History of Mass Spectrometry. Analytical Chemistry [online].
2008, 2008-08-01, 80(15), 5678-5683 [cit. 2024-05-01]. ISSN 0003-2700. Dostupné z:
doi:10.1021/ac8013065

[34] TANAKA, Koichi, Hiroaki WAKI, Yutaka IDO, Satoshi AKITA, Yoshikazu YOSHIDA,
Tamio YOSHIDA a T. MATSUO. Protein and polymer analyses up to m/z 100 000 by laser
ionization time-of-flight mass spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry
[online]. 1988, 2(8), 151-153 [cit. 2024-05-01]. ISSN 0951-4198. Dostupné z:
doi:10.1002/rcm. 1290020802

41


http://www.mlekarskelisty.cz/upload/soubory/pdf/2018/170-171/veda_171_s.25-31.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2013_12_949-

[35] DIGNANI, M.C. a E. ANAISSIE. Human fusariosis. Clinical Microbiology and Infection
[online]. 2004, 10, 67-75 [cit. 2024-05-01]. ISSN 1198743X. Dostupné z: doi:10.1111/j.1470-
9465.2004.00845 x

[36] WILLIAMS, Tracie L., Denis ANDRZEJEWSKI, Jackson O. LAY a Steven M. MUSSER.
Experimental factors affecting the quality and reproducibility of MALDI TOF mass spectra
obtained from whole bacteria cells. Journal of the American Society for Mass Spectrometry
[online]. 2003, 2003-04-01, 14(4), 342-351 [cit. 2024-05-01]. ISSN 1044-0305. Dostupné z:
doi:10.1016/S1044-0305(03)00065-5

[37] WILKINS, Charles L. a Jackson O. LAY, ed. Identification of Microorganisms by Mass
Spectrometry [online]. 2005. 2005 [cit. 2024-05-01]. ISBN 978-0-471-74863-2. Dostupné z:
https://www .wiley.com/en-ie/Identification+of+Microorganisms+by+Mass+Spectrometry-p-
9780471748632

[38] SANGUINETTI, Maurizio, Brunclla POSTERARO a Colleen Suzanne KRAFT.
Identification of Molds by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass
Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology [online]. 2017, 55(2), 369-379 [cit. 2024-05-
01]. ISSN 0095-1137. Dostupn¢ z: doi:10.1128/JCM.01640-16

[39] SANTOS, C., RRM. PATERSON, A. VENA¢NCIO a N. LIMA. Filamentous fungal
characterizations by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry. Journal of Applied Microbiology [online]. 2010, 108(2), 375-385 [cit. 2024-05-
14]. ISSN 13645072. Dostupné z: doi:10.1111/j.1365-2672.2009.04448 x

[40] FREY-KLETT, P., P. BURLINSON, A. DEVEAU, M. BARRET, M. TARKKA a A.
SARNIGUET. Bacterial-Fungal Interactions: Hyphens between Agricultural, Clinical,
Environmental, and Food Microbiologists. Microbiology and Molecular Biology Reviews
[online]. 2011, 75(4), 583-609 [cit. 2024-05-01]. ISSN 1092-2172. Dostupné z:
doi:10.1128/MMBR.00020-11

[41] CHALUPOVA, Jana, Martin RAUS, Michacla SEDLAROVA a Marek SEBELA.
Identification of fungal microorganisms by MALDI-TOF mass spectrometry. Biotechnology
Advances |online]. 2014, 32(1), 230-241 [cit. 2024-05-26]. ISSN 07349750. Dostupné z:
doi:10.1016/j.biotechadv.2013.11.002

42


https://www.wiley.com/en-ie/Identification+of+Microorganisms+by+Mass+Spectrometry-p-

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Oznaceni Legenda

ACN Acetonitril

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku,

CDA Czapek-Dox agar

CHCA Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

CI Chemicka ionizace, Chemical Ionization

DHB Kyselina 2.5 — dihydroxybenzoova

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DON deoxynivalenol

ElI Elektronova ionizace, Electron Ionization

ELISA enzyme-Linked Immunosorbent Assay
enzymaticka imunotestovaci analyza

ErYAG Yttrium aluminium granat dopovany ionty erbia

ESI Ionizace elektosprejem, Elektrospray ionizace

FA Kyselina ferulova

FC Fusarium Culmorum

FS Fusarium Subglutinans

FT Fusarium Tricinctum

FV Fusarium Verticilloides

H,O Deionizovana voda

IR Infracerveny

IT Iontova past, Ion trap

MALDI Matrici asistovana laserova desorpce a ionizace

MALDI TOF MS Matrici asistovana laserova desorpce a ionizace s analyzatorem doby letu

MCP Micro channel plate, mikrokanalova desticka

MEA sladovy extrakt, malt extract agar

MO Mikroorganismy

MS Hmotnostni spektrometrie

Nd:YAG Yttrium aluminium granat dopovany ionty neodymu

PCR Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
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PDA
SA
SEM

spp
TFA
TOF
uv

bramorovo-dextrozovy agar, potato dextrose agar

Kyselina sinapova, kyselina 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoficova
secondary elecron multiplier

detektor se sekundamim elektronovym nasobicem

Subspecie, taxonomické poddruhy

Kyselina trifluoroctova

Time of flight, analyzator doby letu

Ultrafialovy
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