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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva fytopatogeny zemedélsky dulezitych rostlin,
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Teoretickd Cast této prace se vénuje fytopatogenlim, zejména pak zastupcim
fadu Peronosporales (peronospory) a Erysiphales (padli), jejich fylogenezi, biologii,
morfologii, zivotnimu a infekénimu cyklu. Dale je rozebirdna soucasna diagnostika
téchto mikroorganismii, vyhody a nevyhody soudobych metod se zaméfenim
na hmotnostni spektrometrii mikroorganismu, jeji historii, vyvoj a vyuziti. Prakticka
¢ast se vénuje vyvoji alternativniho pfistupu diagnostiky, ktery je zalozen na
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii intaktnich bun¢k nebo spor, vyzZaduje pouze
malé mnozstvi biologického materialu a umoziiuje tak rychlé a relativné snadné
zpracovani a analyzu dat. V¢EtSina experimentt, které se vénovaly optimaliza¢nim
postuptim pripravy vzorku, byla provadéna s plisni salatovou, Bremia lactucae a padli
rajcat, Oidium neolycopersici. Optimalizace pro MALDI-TOF hmotnostni analyzu
intaktnich spor zahrnovala vybér vhodné matrice, optimalniho slozeni rozpoustédla,
mnozstvi vzorku a matrice nanasenych na MALDI desticku a vybér techniky nanaseni.
Byly testovany bézné dostupné MALDI matrice a pouzity jak samostatné, tak i
v kombinaci s definovanymi hmotnostnimi poméry. Trifluoroctova (TFA), mravenci a
octova kyselina atd. byly pouzity k okyseleni roztoku pro extrakci proteinli z povrchu
konidii. TFA byla testovana v koncentraci 0,1-2,5% (v/v). Byl sledovan vliv
organickych aditiv pfitomnych v roztoku rozpoustédla matrice. Pomoci téchto postupi
byla shleddna jako optimalni kombinace matric kyseliny ferulové a sinapové
rozpu§ténych v hmotnostnim poméru 1:3 v roztoku acetonitrilu a 2,5% TFA (7:3, v/v).
Nejvhodnéj$i nanaseni suspenze spor a matrice bylo technikou vysusené kapky
s volnym odpafenim pii laboratorni teploté. Hustota suspenze spor byla stanovena na
2-5 x 10° spor/mL, mnoZstvi nana$ené suspenze a matrice na MALDI desti¢ku bylo
1 uL. Dalsi experimenty se zamé&fily na hodnoceni vlivu doby plisobeni roztoku matrice
na intaktni spory a vybér vhodného typu MALDI desti¢ky (nerez, na bazi polymeru).
Bylo testovano i pouziti enzymu celulas s cilem narusit buné¢nou sténu a uvolnit tak
conejvice proteinli z povrchu bunéénych stén spor. Byla zkonstruovana databaze
peptidovych a proteinovych profild, kterda by méla slouzit pro biotypizaci novych
isolatl. Nakonec byl zapocat vyvoj metody k identifikaci fytopatogenl ptimo z listu,
ktera by v budoucnu mohla nalézt uplatnéni v diagnostice.
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This diploma thesis deals with phytopathogens which invade agriculturally
important plants, namely with mass spectrometric identification of obligate biotrophic
pathogens like downy mildews (kindom Chromista, order Peronosporales) or powdery
mildews (kindom Fungi, order Erysiphales).

The theoretical part of this thesis describes phytopathogens, especially members
of the order Peronosporales (downy mildews) and the order Erysiphales (powdery
mildews), their phylogeny, biology, morphology, life and infection cycle. Furthermore,
the current diagnostics of these microorganisms is disscussed including both advantages
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and application of mass spectrometric analysis of intact microorganisms.

The experimental part is devoted to the development of an alternative diagnostic
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Cile prace

1. Optimalizace metody pfipravy vzorku pro identifikaci intaktnich mikroorganismus
pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

2. Konstrukce databdze hmotnostnich spekter predstavujici archiv peptidovych
a proteinovych profili studovanych patogeni.

3. Vyvoj rutinni metody k identifikaci a biotypingu rostlinnych patogenii piimo z listu.
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1. Pivodci chorob rostlin

Organismy, které vyvolavaji onemocnéni u rostlin, byvaji oznaCovany jako
fytopatogeny. Narusenim metabolismu hostitele jejich vlivem dochazi krozvoji choroby
se specifickymi mikroskopickymi a makroskopickymi ptiznaky (symptomy). K ptvodcim
takovychto infekénich chorob (biondz) se fadi nebunécné organismy — viry a viroidy;
prokaryotické organismy — fytoplazmy a bakterie; eukaryotické organismy — peronospory,
houby, prvoci, had’atka, roztoci, hmyz a rostliny (Kudela, 1989; Sedlarova & Vinter, 2007).

Mykoézy neboli onemocnéni zplisobené houbami a houbam podobnymi organismy

predstavuji nejvétsi podil hospodatsky vyznamnych chorob rostlin (Kadela et al., 1989).

1.1. Houbové organismy

Chromista a Fungi, diive souhrnné oznacované jako houby. Jednd se o primarné heterotrofni
stélkaté organismy. Jeden ze Siroce ptijimanych systémi eukaryot (tfidéni do péti 1i8i: Protozoa,
Chromista, Fungi, Animalia, Plantae) je zaloZen na zaklad¢ studii rDNA (Cavalier-Smith,
1998). Alternativni Clenéni Eukaryot pak navrhli Simpson a Roger — Excavata, Amoebozoa,
Rhizaria, Chromalveolata, Plantae, Pisthokonta (Simpson & Roger, 2004).

Stélka (nebo télo) hub miize byt jednobunécnd nebo vldknitd (mycelialni), bud’
coenocytickd (bez prepazek) nebo prehradkovana (rizné utvarené prepazky oddéluji bunky
ve vlaknu). Tyto heterotrofni organismy se podle zpisobu ziskavani organickych latek déli
na saprofyty, symbionty a parazity (biotrofni, hemibiotrofni nebo nekrotrofni). Zivotni cyklus
se sklada ze dvou fazi, které se mohou vyskytovat i soucasné, teleomorfa a anamorfa. Anamorfa
je faze, ve které se vytvari nepohlavni rozmnozovaci struktury, a teleomorfa, faze, ve které
se tvoii pohlavni rozmnozovaci struktury. Rozmnozovani hub probiha zejména pomoci riiznych
typtt spor. Nepohlavni spory (mitospory) vznikaji bud’ endogenné ve sporangiu =
= sporangiospory, nebo exogenné¢ na konidioforech = konidie. Podle schopnosti pohybu lze
rozlisit zoospory (bicikaté) nebo aplanospory (bez bi¢iku). Pohlavni spory (meiospory —
u jednotlivych taxonomickych skupin oznacované jako oospory, zygospory, askospory,
bazidiospory) vnikaji splynutim pohlavnich buné€k (gamet), pohlavnich orgdni (gametangii)
nebo somatickych bunék. V pribéhu pohlavniho rozmnozovani dochazi ke zméné ploidie
(n—2n—n) ve tfech procesech — plazmogamie, karyogamie a meidza (Kalina & Vana, 2005).

Zastupci jednotlivych 1isi se od sebe 1isi v fad€ charakteristik (Tab. 1), pfedevsim typem
stélky, chemickym slozenim bunécné stény a charakterem bic¢ikti (Kalina & Vana; 2005,

Carlile et al., 2001).



Tab.1  Charakteristiky houbovych organismi

(upraveno podle - materialti ke Cviceni ze systému niz$ich rostlin; http://botany.upol.cz/)

Rise Bunééna sténa (BS) Typ stélky Charakter biciki
Protozoa v trofické fazi bez BS jednobunécné organismy, 2 biciky, nemaji tuha
¢ast ziv. cyklu sdruzené mastigonemata*

v pseudoplazmodiich nebo

plazmodiich
Chromista hlavni slozka celuléza  jednobunécéné nebo vlaknité 2 bi¢iky, vétsina ma
a B-glukany organismy (coenocytické) mastigonemata
Fungi hlavni slozka chitin jednobunécné nebo vlaknité pritomny pouze u skupiny
a B-glukany organismy (coenocyticke, Chytridiomycota (nemaji
prepazkované mycelium) mastigonemata)

* duté vlasky na biciku

1.2. Houbovi patogeni rostlin

Vétsina fytopatogent je na svém hostiteli troficky zavisla (ziskavaji z n¢j ziviny). Tyto
parazity l1ze rozdélit podle zplsobu Zivota na biotrofni, hemibiotrofni a nekrotrofni organismy.
Biotrofni parazité ziji a rozmnozuji se pouze v kontaktu svych hostitelskych rostlin (nemohou
byt tudiz kultivovany na Zivnych mediich). Do této skupiny naptiklad patii pravé plisné, padli,
snéti, rzi. Nekrotrofni parazité ziskavaji ziviny z odumfelych pletiv tim, ze usmrcuji bunky
hostitele (naruSenim bunécné stény, protoplastu, metabolismu), ziji tudiz jako saprofyté.
Hemibiotrofni organismy stoji mezi témito dvéma skupinami. Proces infekce je nejdiiv
biotrofni, pozdéji, s postupem infekce, buiiky pletiv odumiraji a parazit ptechazi do nekrotrofni
faze. Nekrotrofni a hemibiotrofni organismy lze péstovat na umeélych padach (Agrios, 2005).

U vySe jmenovanych skupin lze vymezit fakultativni (pfilezitostné) a obligatni
(zavazné) formy. Lze tedy rozlisit fakultativni saprofyty, jez pfevazné parazituji na rostlinach,
ale za nepfiznivych podminek mohou piezivat i na odumfelych Castech rostlin, a fakultativni
parazity zijici prevazn€ na odumielé organické hmot¢, ale za urcitych podminek mohou napadat
zivé rostliny a parazitovat na nich (Kavanagh, 2005).

Mykoézy obecné nachazime na vSech castech rostliny (néktefi patogeni jsou
specializovani na urcité organy = organotrofie), projevuji se riznymi pitiznaky, od lokalniho

poskozeni az po odumieni celé rostliny (Kavanagh, 2005, Kudela, 1989).
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Tab.2  Symptomy a makroskopické projevy mykoz (upraveno podle Kavanagh, 2005; Ktdela, 1989)

Nazev symptomu

Makroskopicky projev

skvrnitost ohranicené 1éze na listech hostitele

vadnuti kolonizace a ucpani cévniho systému, inhibice transportu vody a zivin
snét’ hnédnuti a deformace listti, vétvi, stonkt a kvétnich organ

hniloba rozpad pletiv kofend, stonkt, plodi, hliz, cibulek

viedy ohranicené, Casto propadlé rany na dfevénych stoncich

odumirani nekroéza vétvicek a vzrostnych vrchold

abnormalni rust

padani semenackl

zbytnélé puchyfovité nebo bradavCité otoky listli, kofentl, hliz, stonkd,
vétvicek, proliferace pletiv - hyperplazie + hypotrofie
rychly uhyn mladych rostlin

ochablost zpozdény vyvoj, mensi vzrust

antrakndza nekrotické skvrny listd, stonkt, kvétd a ploda

strupovitost ohranicené 1éze strupovitého vzhledu na plodech, listech, hlizach
rzi mnoho malych, ¢asto rezavé zbarvenych 1¢zi na listech a stoncich
plisné a padli chlordzy nebo nekrozy nadzemnich organt + bily povlak mycelia

a rozmnoZzovacich organti

Mnoho nemoci se vyznacuje kombinaci vySe jmenovanych pfiznaki (Kavanagh,
2005). Mezi obligatnimi biotrofnimi patogeny zemédé€lsky dtlezitych plodin jsou velice
vyznamné peronospory (,,downy mildews*) a padli (,,powdery mildews*, Kalina & Vana,

2005).

Tab.3  Srovnani charakteristik peronospor a padli (Agrios, 2005; Kalina & Vana, 2005)

Peronospory Padli
Taxonomické
zafazeni: fise Chromista Fungi
oddéleni Oomycota Ascomycota
rad Peronosporales Erysiphales
Stélka vlaknité, vétvené, nepiehradkované  vlaknité, vétvené, prehradkované,
(coenocytické), intercelularni extramatrikalni mycelium

mycelium
celuloza, B-1,3-
a p-1,6-polyglukany

Bunééna sténa chitin a B-1,3-polyglukany

Rozmnozovani diploidni zoospory uvoliujici se haploidni konidie uvoliujici se
nepohlavni ze zoosporangii, kterd se chovaji z koncové ¢asti konidioforu
nékdy jako jednosporova sporangia,
konidie
RozmnoZovani oogametangiogamie: diploidni gametangiogamie: haploidni
pohlavni oospora (tlustosténnd) - splynutim askospory - splynutim askogonia
oogonia () a anteridia (3) s anteridiem, uloZeny ve viecku
v plodnici
Zivotni cyklus prevazn¢ diploidni haplo-dikaryoticky s pievazujici
haploidni fazi
Naroky na podminky dostatecné vlhké prostiedi suché a teplé prostredi
Symptomy svétlezluté az zluté skvrny zluté az svétlehnédé skvrny na listech,

na svrchni strang listt, bily, Sedy mouéné bilé povlaky na povrchu listu
nebo hnédy povlak konidiofort

na spodni strané listu
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1.3. Peronospory

Peronospory, zastupci fadu Peronosporales jsou soucasti tfidy Peronosporomycetes
(syn. Oomycetes), ktera je jedinou tiidou oddé€leni Peronosporomycota patfici do fise Chromista
(syn. Straminipili nebo Stramenopila). Na zakladé podobnych morfologickych znaki (vlaknity
rust mycelia, tvorba pohlavnich a nepohlavnich spor) byly dfive tyto organismy (nékdy
oznaCované ve star§i literatuie jako ,houby vaje¢né®) povazovany za soucast fiSe Fungi.
Podrobnéjsimi studiemi molekulovych znaktl bylo vSak prokazano, Ze tyto dvé skupiny maji
rozdilné predky. Porovnanim gent kodujicich malou ribozomalni jednotku bylo zjisténo,
Ze zastupci fise Fungi maji spolecného piedka s zivocisnou 1isi, zatimco Oomycety maji ptedky
spole¢né s heterokontnimi fasami, a proto byly pieklasifikovany do samostatné fiSe Chromista

(Simpson & Roger, 2002; Bhadauria et al., 2009).

1.3.1.  Fylogenetické vztahy v ramci tiidy Peronosporomycetes

K vyteseni fylogenetickych vztahti v ramci tfidy Peronosporomycetes prispélo mnoho
studii sekvenci ribozomalni DNA (rDNA) riiznych autorti (Riethmiiller ef al., 1999; Matsumoto
et al., 1999; Cooke et al., 2000; Petersen & Rosendahl; 2000). K potvrzeni hypotéz byla vyuzita
také data ze sekvenci mitochondrialniho lokusu COX2 (cytochrom c oxidasa 2) kodujici
podjednotku 2 cytochrom c¢ oxidasy (COIl), jez byla kompatibilni s rDNA studiemi
(Hudspeth et al., 2000).

Velka ribozomalni podjednotka (28S rDNA), jakozto uziteCny prostiedek pfi studiu
fylogenetickych analyz, byla vyuzita k testovani fylogenetickych piedpokladti v ramci celedi
Saprolegniaceae a fylogenetickych vztahii hlavni linie tfidy Peronosporomycet
(Riethmiiller ef al., 1999, Petersen & Rosendahl; 2000). Zvlastni diraz byl kladen
na zkonstruovani  hypotézy o fylogenetickych  vztazich tykajicich se podtiidy
Saprolegniomycetidae. Bylo vSak potiebné provést dalsi analyzy tykajici se detailni studie
podtiidy Peronosporomycetidae, jez jsou stale nedostacujici.

V novém clenéni tf. Peronosporomycetes navrzeném Dickem (1995) jsou tfi podtiidy,
Saprolegniomycetidae, Rhipidiomycetidae a Peronosporomycetidae. Tato klasifikace byla
zalozena na morfologickych a ultrastrukturalnich vlastnostech (oosporogeneze, bunétna sténa
oospor, protoplasmaticka struktura oospor) a z velké ¢asti byla potvrzena i naslednymi studiemi
sekvenénich dat. (Riethmiiller et al., 1999, Hudspeth et al., 2000, Petersen and Rosendahl
2000). Piesto jsou fylogenetické vztahy v ramci téchto skupin stale malo jasné, zvlasté pak
u vyvojoveé pokrocilejsi podtiidy Peronosporomycetidae, skupiny zahrnujici vyznamné
fytopatogeny, které jsou pro svou vyjime¢nou patogenezi a epidemické Sifeni v kulturnich

porostech podrobn¢ studovany.
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Vyvojové trendy siln¢ ovlivnily fylogenetické hypotézy celé skupiny. Po dlouha léta
byla pfijimana myslenka, ze evolucné odvozengj$i Peronosporales maji ptivod v evoluéné
primitivnéjsi skupiné Pythium-Phytophthora.

V poslednich aktualnich klasifikacich zahrnuje podti. Peronosporomycetidae dva fady:
1) t. Pythiales jako primitivnéjsi linii s rody Pythium a Phytophthora, tj. fakultativni parazity
rostlin; 2) t. Peronosporales, obligatni parazity, fazené do dvou celedi: Albuginaceae
a Peronosporaceae. Peronosporaceae je se svymi s osmi rody (Basidiophora, Benua, Bremia,
Bremiella, Paraperonospora, Peronospora, Plasmopara a Pseudoperonospora) a zhruba 600
druhy nejvétsi Celedi ze tf. Peronosporomycetes (Riethmiiller et al., 2002).

Prace Riethmiillera (2002) byla tudiz dale zaméfena na objasnéni fylogenetickych
vztahi v ramci podtf. Peronosporomycetidae analyzou novych sekvenénich dat. Tato prace
potvrdila nedostatky soucasné klasifikace podti. Peronosporomycetidae, jakozto polyfyletické
skupiny a navrhla reklasifikaci nékterych skupin. Hlavni rozdéleni do f. Pythiales
a Peronosporales, na jedné strané, a Saprolegniales, Leptomitales a Rhipidiales, na stran¢ druhé,
zustava zachovano. Fylogenetické vztahy uvniti téchto skupin jsou stale nedostatené

prozkoumany a jejich systém je v rekonstrukci (Riethmiiller ef al., 2002).
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Obr.1 Zjednoduseny fylogeneticky strom podle Goker et al. (2003) s uvedenim rtiznych typti haustorii
u jednotlivych rodd peronospor. Nékolik taxoni rodu Peronospora bylo z puvodniho schématu
vynechano pro lepsi grafické znazornéni. Zvyraznéné vétve zndzornuji predpokladané apomorfni
(= odvozené) typy haustorii. Hyfalni haustoria jsou povaZovana za pleziomorfni znak, protoze jsou
ptitomny i u nékterych druht rodu Phytophthora. Haustoria u rodu Pseudoperonospora, i kdyz jsou
v podstaté¢ hyfalni (Fraymouth 1956), jsou odliSena diky charakteristickému rozvétvené kyjovitému
('prstovitému') tvaru. VSechny kresby haustorii jsou ve stejném méfitku od typovych druhd rodu, kromé
r. Plasmopara (z Pl. umbelliferarum); haustoria r. Viennotia ptekreslena z Goker et al. (2003), vSechny
ostatni originalni kresby.

1.3.2.  Zivotni a infekéni cyklus peronospor

Zastupci polyfyletického tadu Peronosporales parazituji na suchozemskych
dvoudéloznych, zfidka i jednodé€loznych, rostlinach, véetné 1éCivych rostlin, které produkuji
velké mnozstvi alkaloidii nebo esencidlnich olejii. Peronospory napadaji pfevazné nadzemni
¢asti rostlin, limitujicim faktorem pro Sifeni patogena v porostu a vznik epidemie je dostatecna
vlhkost (Dick, 2001; Kalina & Vana, 2005).

Stélka peronospor je z Casti tvofena vegetativnimi orgdny (mycelium) a z Casti
rozmnozovacimi organy, (konidio)sporangiofory a (konidio)sporangia. Mycelium byva
coenocytické (neptehradkované), vétvené, intercelularni (roste v pletivu mezi buitkami).
Parazitické druhy na myceliu vytvareji haustoria, jez pronikaji bunécnou sténou, vychlipuji

plazmatickou membranu, a takto ziskavaji ziviny z okolnich buné€k pletiv hostitele. Podle tvaru
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haustorii lze podobné jako podle tvaru (konidio)sporangiofori a (konidio)sporangii
charakterizovat jednotlivé druhy patogent (Dick, 2001; Kalina & Vana, 2005).

Rozmnozuji se nepohlavné zoosporami nebo konidiosporami (Obr. 2), pohlavné pomoci
gametangii (odliSné velikosti 1 tvarové, sami¢i oogonium, saméi anteridium; pohlavni
proces = oogamie). Zoospory se uvolnuji ze zoosporangii, vyrastajicich na sporangioforech
(specialni hyfy stromeckovitého vzhledu). U nékterych druht (ptipadné za urcitych podminek)
se zoosporangia chovaji jako jednosporova sporangia (konidie) a pfimo kli¢i v hyfu. Tento
evoluéni znak je spojovan s adaptaci organismi pii pfechodu zvody na sous. Prechod
od saprofytismu k obligatnimu parazitismu a specializace na urcity organ hostitele

(organotropie) jsou také disledkem adaptace (Kalina & Vana, 2005).

Ao 40 e Joogonium

A

u

“anteridium
|

& 1. Pelrielovd, 2004

Obr.2 Konidiosporangiofory s konidiosporangii, oogonium a anteridium Bremia lactucae
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Bremia%?20lactucae).

Zivotni cyklus (Obr. 3) probiha tak, Ze za piiznivych podminek vykli¢i z diploidni
oospory zoosporangium, v némz se tvoii zoospory (2n), jez kli¢i v hyfy na listech hostitele
a prorustaji intercelularné do pletiv listli a pomoci haustorii pronikaji do bunék. Sporangiofory
nesouci zoosporangia vyrustaji na spodni stran¢ listu skrz praduchy. Klicenim zoosporangii
vznikaji zoospory, které dale infikuji dalsi rostliny. Pohlavni rozmnozovani probiha v pletivu
hostitele ke konci vegetacniho obdobi, kdy se splynutim gametangii tvoii oosféra a nasledné
tlustosténné oospory piezimujici v odumfelych a opadanych céstech rostlin.

Podle zptsobu pohlavniho rozmnozovani se rozliSuji druhy homothalické
a heterothalické. U homothalickych druhii (napt. Plasmopara halstedii) splyvaji jadra obou typt
gametangii, ktera vyrtstaji na jedné stélce vzniklé z jedné spory. Heterothalické druhy
(napt. Bremia lactucae) maji dvé skupiny fyziologicky odlisnych stélek (+ a -) a splyvaji pouze
gametangia opa¢nych pohlavi pochazejici z riznych parovacich typu stélky (Kalina & Vana,

2005).
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Obr.3  Zivotni cyklus vietenatky révové, Plasmopara viticola (f4d Peronosporales)
(Kalina & Vana, 2005, upraveno podle Alexopoulose, 1966).

1.3.3.  Zastupci fadu Peronosporales

Jednotlivé rody byvaji identifikovany na zakladé morfologickych znakt, naptiklad
podle zpisobu vétveni a tvaru sporangiofort, charakteru konidiosporangii a tvaru haustorii
(Kalina & Vana, 2005). Mezi hospodaisky vyznamné fytopatogeny patii napiiklad rod
Peronospora, jez je nejpocetnéjSim rodem tohoto fadu. Konidiosporangiofory jsou vétvené,
na konci zaSpicatélé, zoospory se nikdy ve sporangiich nevytvareji (Kalina & Vana, 2005).
Vietenatka cibulova (Peronospora destructor, Obr. 4) napadd napiiklad cibuli a Salotku,
zatimco Peronospora farinosa zptisobuje onemocnéni cukrové fepy, cervené fepy, Spendtu, ale
Casto parazituje i na plevelech jako je Atriplex nebo Chenopodium. V poslednich studiich vSak
bylo, na zakladé¢ morfologickych a molekularnich analyz, prokdzano, ze existuje nejméné
5 odlisnych druhd peronospor parazitujicich na rostliné rodu Chenopodium (Choi et al., 2008).
Takzvanou ,,modrou” plisen mlze zpusobit Vietenatka tabakové (Peronospora tabacina)
s modrofialovymi sporangii na listech tabaku. Tento druh byl do Evropy zavlecen z Ameriky
a Australie v roce 1958 (Smith et al., 1988; Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007).

Brukvovité rostliny (tufin, kvétak, rizickova kapusta, cekanka) napada Peronospora parasitica.
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Kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris) byva Casto hostitelem tohoto druhu (Webster
& Weber, 2007).

Obr.4  Peronospora destructor, plisen cibulova. Pfiznaky napadeni plisni na nati cibule (vlevo),
sporangiofor s ovalnym zaSpiCatélym sporangiem typickym pro P. destructor (vpravo).
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Peronospora%20destructor).

Rod Plasmopara (vietenatka) se vyznacCuje sporangiofory vétvenymi lateralng,
na konci jsou tupé. Vietenatka slune¢nicova (Plasmopara halstedii), parazit hvézdnicovitych
rostlin (Obr. 5), pochazi ze Severni Ameriky, ale v soucasné dobé je rozsifen celosvétove
a zplisobuje rozsahlé skody pii péstovani slune¢nice. Od roku 2002 je i v Ceské republice
zafazovan mezi karanténni choroby (Sedlafova et al, 2010). Plisen révova (Plasmopara
viticola) zplsobuje onemocnéni vinné révy (Obr. 6). Do Evropy byla zavleCena ze Severni
Ameriky vletech 1870-1878 s katastrofalnimi nasledky na francouzské vinice, které nebyly
predtim vystaveny patogeniim, a tudiz péstované odriidy byly na vietenatku velice nachylné.
Nutnost ochrany vinic dopomohla objevit jeden zprvnich fungicidi na svété, “Bordeaux
mixture* tj. roztok siranu méd’natého, CuSQO,4 a vapna, Ca(OH),, ktery je dosud velice G€inny
proti P. viticola a dal§im peronosporam (Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007).
Vietenatka mrkvova (Plasmopara nivea) je parazitem mitikovitych, jako je mrkev nebo petrzel.
Casto byva nachazena na brslici kozi noze (degopodium podagria). Vietenatka rybizova
(Plasmopara ribicola) je zodpovédna za brzky opad listi a nedokonalé zrani plodd rybizu
a angrestu (Kalina & Vana, 2005). Plasmopara pygmaea parazituje na sasance hajni (dnemone
nemorosa), zatimco Plasmopara pusilla je spojovana s kakostem luénim (Geranium pratense)

jako hostitelskou rostlinou (Webster & Weber, 2007).
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Obr.5 Plasmopara halstedii, vietenatka slunec¢nicova. Sporulace podél listovych zilek na spodni
strané listd (vlevo), souvisly povlak intenzivné sporulujiciho mycelia vyskytujici se za dostateéné
vzdusné vlhkosti i na svrchni strané listu (uprostied), sporangiofory a zoosporangia (vpravo)
(Sedlatova et al., 2010).

M Bl 3

Obr. 6 Plasmopara viticola, vietenatka révova. Sporulace vietenatky na listech vinné révy (vlevo),
konidiosporangiofor (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Plasmopara%20viticola).

Rod Pseudoperonospora je prechodny typ mezi rody Peronospora a Plasmopara.
Vietenatka okurkova (Pseudoperonospora cubensis) ¢asto napada okurku (Obr. 7) a pfibuzné
tykvovité rostliny (Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita spp., Citrullus vulgaris). P. cubensis
parazitujici na vySe jmenovanych rostlinach je povazovan za jeden taxonomicky druh, jehoz
morfologické znaky a infek¢énost zavisi na hostiteli a okolnich podminkach (Iwata 1942,
Waterhouse & Brothers, 1981). Doposud nebylo na zakladé molekularnich ¢i genetickych
znakli potvrzeno, zda se jednda o jeden isolat parazitujici na vice hostitelskych druzich
(Choi et al., 2005) Podle schopnosti napadat rizné hostitelské druhy jsou rasy v ramci tohoto
druhu ftazeny do nékolika podtypi (Lebeda et al., 2010). Vretenatka chmelova
(Pseudoperonospora humuli) je druh parazitujici na chmelu, pochazejici ptivodné z Dalného
Vychodu (Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007). Studie srovnavajici morfologické

znaky obou druhti parazit (P. cubensis a P. humuli) naznalily blizky vztah mezi témito dvéma
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peronosporami  (Shin & Choi, 2003). Na zakladé studii podobnych morfologickych
a molekularnich znaki téchto dvou pseudoperonospor zahrnuli Choi ef al. (2005) P. humuli jako
taxonomické synonymum P. cubensis. Zustava vSak faktem, ze isolaty z chmele nejsou schopny

napadat tykvovité rostliny a vice versa (Lebeda, ustni sdélenti).

Obr.7  Pseudoperonospora cubensis, plisenn okurkova. Skvrny na vrchni strané listu okurky (Cucumis
sativus, vlevo), sporulujici mycelium na spodni stran¢ (uprostied) a konidiosporangiofory
s konidiosporangii na listu (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Pseudoperonospora%20cubensis).

Rod Bremia ma sporangiofory zakonené tutvary terCovitého vzhledu, na nichz
vyrastaji sporangia, haustoria jsou vakovitého tvaru (Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber,
2007). Nejvyznamngj$i patogen je plisent salatova (Bremia lactucae, Obr. 8), celosvétove
rozSiteny patogen lociky seté (Lactuca sativa), ktera nic¢i prevazné semenacky nebo mladé
rostlinky péstovaného salatu, ale napadda mnoho dalSich rostlin zceledi Asteraceae
(Lebeda ef al., 2002; Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007). Nejznaméjsi divoce
rostouci hostitelska rostlina je locika kompasova (Lactuca serriola), ¢i druhy rodu mléc,
Sonchus (Lebeda et al, 2002; Lebeda & Petrzelova, 2004a; Lebeda & Syrovatko, 1988;
Petrzelova & Lebeda, 2004b). Bremia lactucae byla dlouhd léta vyuZzivana jako modelovy
ptiklad ke studiim vztahti mezi hostitelem a biotrofnimi parazity (Lebeda ef al., 2008a, b).

Obr.8 Bremia lactucae, plisenn salatova. Piiznaky a sporulace na L. serriola (vlevo), ptiznaky
na listech lopuchu (uprostfed), konidiosporangiofor a konidiosporangii (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Bremia%20lactucae).
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Rod Albugo je jediny rod z ¢eledi Albuginaceae, ktery parazituje na rostlinach Celedi
laskavcovité (Amaranthaceae), hvézdnicovité (Asteraceae) a brukvovité (Brassicaceae). Jejich
haustoria jsou drobna, kulovita. Sporangiofory jsou cylindrického nebo kuzelovitého tvaru,
nesouci fetizky kulovitych sporangii. Dulezitou odliSnosti od cel. Peronosporaceae je,
ze sporangiofory vznikaji subepidermalné a vytvareji rozsahla loziska spor, ktera jsou uvolnéna
az po prasknuti pokozky. Plisen bélostna (A/bugo candida, Obr. 9) mize parazitovat na kapuste,
zeli, fedkviCce, ale také na kokoSce pastusi tobolce. Albugo occidentalis (Obr. 10) je mozno
vidét na Spenatu (Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007).

B 2007 Jaroslav Rod ’ ® 2007 Jaroslav Rod

Obr.9  Albugo candida, plisen bélostna. LozZiska sporangii na listech Lunaria annua (vlevo), loziska
sporangii na Sesuli L. annua (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Albugo%20candida).

© 2007 Jaroslav Rod

Obr. 10 Albugo occidentalis. Loziska sporangii na listu Amaranthus retroflexus (vlevo i vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Albugo%?20occidentalis).
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1. 4. Padli

Zastupci tadu Erysiphales jsou fazeny mezi vieckovytrusné houby, tj. do tfidy
odd¢leni Ascomycotina, coz je nejpocetnéjsi vSeobecné rozsifena skupina fise Fungi.

Jedna se o monofyleticky tad zahrnujici okolo 500 druhti, z nichz vsechny jsou
obligatni biotrofni parazité rostlin. VSichni jsou zastupci jedné Celedi Erysiphaceae a vytvareji
na povrchu listd hostitelskych rostlin bily mouc¢ny povlak (,,powdery mildews*). Napadaji
pouze krytosemenné, zejména dvoudélozné rostliny z celedi hvézdnicovité (Asteraceae),
btizovité (Betulaceae), bobovité (Fabaceae), bukovité¢ (Fagaceae), rdesnovité (Polygonaceae),
ruzovité (Rosaceae), vrbovité (Salicaceae). Existuji vSak vyjimky - padli travni (Blumeria
graminis syn. Erysiphe graminis) napadajici jednodé€lozné rostliny, obilniny a tradvy

(Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007).

1.4.1. Fylogenetické aspekty v ramci . Erysiphales

Rad Erysiphales je jasné vy¢lenén a definovan jako skupina. Ale dosavadni otazkou
zustava, presné postaveni v oddéleni Ascomycota. Fylogenetickd pozice je spiSe izolovana,
n¢kdy byva spojovana s fadem Helotiales (Saenz & Taylor, 1999b).

Mnoho let byla taxonomie rodd a druhli zaloZena na systému navrzeném Léveillém
(1851), ktery zduraznoval vlastnosti a vzhled chasmothecii (syn. kleistothecii), zvlasté pocet
atvar privéskd (apendixt), jez mohou byt jednoduché, zahnuté, vétvené nebo baikovitého
tvaru. Hodné dalSich praci se zabyvalo problematikou, jak nejlépe a podle jakych struktur
identifikovat padli (To-anum et al., 2005). Po analyzach a pozorovani povrcha konidii pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), jez pfinesly nové skutecnosti o jejich vzhledu
(Cook et al., 1997), a studiich nukleotidovych sekvenci rDNA ITS, ,,internal transcribed spacer*
(Takamatsu et al. 1998, 1999, 2000; Saenz & Taylor 1999a; Mori et al., 2000) uvedl
Braun ef al. (2002), ze zadklad pro druhovou taxonomii je morfologie anamortfy, jez odrazi
fylogenezi v této skupiné hub. Teleomorfa je tedy méné dulezita, ale poskytuje uzitecné
informace o druzich. Vlastnosti patogeni ve stadiu anamorfy dobfe souhlasi s charakterem
povrchu konidii studovanych elektronovou mikroskopii (Cook et al, 1997). Rody fadu
Erysiphales jsou v soucasné dobé definovany hlavné podle anamorf, nebot’ vzhled chasmotecii

a privéskl byva podobny nebo stejny u vice neZ jednoho taxonu (Saenz & Taylor, 1999a).

1.4.2.  Zivotni a infekéni cyklus padli
Mycelium je piechradkované a vytvaii se pouze na povrchu pletiv hostitele
(extramatrikalni). Do hostitele pronikaji pomoci haustorii naruSenim epidermalnich bungk.

Nepohlavni rozmnozovani je zprostfedkovano tvorbou arthrokonidii (oidii), rozpadem
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mycelialniho vladkna (konec konidioforu). Klic¢eni oidii mize, na rozdil od ostatnich houbovych
organismu, probihat i pfi relativné nizké vlhkosti, neni tedy vyzadovan piijem vody z prostiedi,
nebot’ spory jsou pIn¢ hydratovany. Dokonce v nékterych piipadech je kliceni vodou
inhibovano. Pohlavni rozmnoZovani je zprostfedkovano gametangiogamii (askogon, 9,
oplodnén anteridiem, &) vznikaji plodnice (chasmothecia s apendixy, nékdy nazyvéana
»erysiphalni peritecia“ nebo kleistothecia). Plodnice jsou uzaviené, otviraji se rozpadem
a v zavislosti na druhu obsahuji plodnice rizny pocet viecek (asci) o rizném poctu askospor.
Rodové specificky je rovnéz charakter piivéskli na chasmotheciich. Za vhodnych vegetacnich
podminek plodnice praskaji pod tlakem zralych viecek, viecka rovnéz praskaji ve ztenceném
misté¢ (Obr. 11) a uvoliluji se znich haploidni askospory, kli¢i v hyfy tvofici mycelium,
do kterého ptechazi jaderné informace ze spor. (Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber,
2007).

Haploidni monokaryotické mycelium dava vzniknout kratkym konidiofortm, které
nesou fetézec konidii vznikajici fragmentaci mycelia a jsou roznaseny proudem vzduchu.
Ke konci vegetacni sezony se zaCnou tvofit pohlavni organy. Morfologicky odlisné
jednojaderné askogonium (Q) a mnohojaderné antheridium (&) se diferencuji z mycelidlnich
hyf. Pfijdou-li spolu do kontaktu, pfechazi jaderny obsah zantheridia do askogonia
(bez ptitomnosti trichogynu - fertiliza¢ni trubice, kterou piechazi jadro z anteridia do askogonia
u jinych vieckovytrusnych hub), nasleduje fuze cytoplasmy (olasmogamie), askogonium za¢ina
tvorit askogenni (dikaryotické) hyfy, které se soucasné se zaCinaji délit, proplétat a tvorit sténu
askokarpu. Jaderna fluze (karyogamie) se odehrava v mladych vieckach, které se zacCinaji
prodluzovat a dochazi k meidze, kdy vznika 1-8 jader, které jsou zaclenény do vznikajicich

askospor (Agrios, 2005; Mueller et al., 2004).
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Obr. 11 Zivotni cyklus padli jablofiového, Podosphaera leucotricha (¥ad Erysiphales)
(upraveno podle Urbana & Kaliny, 1980).

1.4.3.  Zastupci i. Erysiphales

Celed’ Erysiphaceae je délena do nékolika rodt, Erysiphe, Sphaerotheca, Sawadaea,

Microsphaera, Oidium, Podosphaera, Phyllactinia, Uncinula, Golovinomyces, Blumeria.

Rod Erysiphe je charakterizovan nediferenciovanymi mycelidlnimi piivésky,

knoflikovymi haustorii a cylindrickymi konidiemi. Anamorfa dava vzniknout vzdy jen jedné

konidii, to znamena, ze se nefetézi a je typem Pseudoidium. Proto se druhy Erysiphe déli

do vétvi jesté podle morfologie pfiveéskti chasmothecii (Saenz & Taylor, 1999a; Mori et al.,

2000). Braun et al. (2002) tedy navrhl zahrnuti rodd Microsphaera a Uncinula do rodu

Erysiphe. Mezi hospodaisky nejvyznamnéjs$i patfi naptiklad Erysiphe cruciferarum, padli

brukvovitych. Zptsobuje vazné infekce na zeli a rizickové kapusté. Morfologicky je podobny
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padli rdesnovému (Erysiphe betae), padli parazitujicimu na cukrové fepé. Padli hrachové
(Erysiphe pisi, Obr. 12) je kosmopolitn¢ rozsifeny patogen lusténin, jako je hrach nebo vojtéska
(Gil & Gay, 1977), ale také i hrachoru (rod Lathyrus). Vyznacuje se bilosedymi koloniemi
na listech, stoncich a luscich (Dixon 1978; Poulter et al., 2003). Erysiphe trifolii napada hlavné
jetel. Padli bolSevnikové (Erysiphe heraclei syn. E. umberlliferarum) parazituje na mifikovitych

jako je mrkev, celer, bolSevnik (Saenz & Taylor, 1999a; Mori et al., 2000).

| ® 2007 Michaela Sedlafova | @ 2007 Michaela Sedlafova

Obr. 12 Erysiphe pisi, padli hrachové. Mycelium na listu (vlevo), konidie (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Erysiphe%20pisi).

Zastupci rodu Microsphaera a Uncinula spadaji z ¢asti podle morfologie anamorfy
do rodu Erysiphe a odlisuji se pouze podle charakteru privéskd na chasmotheciich.

Rod Microsphaera se vyznaCuje nékolika viecky v chasmotheciu, s privésky
na koncich se specificky rozdvojujicimi. Padli dubové (Microsphaera /Erysiphe/ alphitoides)
zpusobuje plisen na dubu (Quercus robur). Objevuje se od ¢ervna, napada prevazné mladé listy
a semenacky a narusuje tak normalni rust. Nékdy neni vibec pfitomna faze teleomorfy, bézna
byva za horkych klimatickych podminek (Webster & Weber, 2007). Microsphaera grossulariae
je padli angrestové, Erysiphe vanbrutiana, padli bezové.

Zastupci rodu Uncinula rovnéz tvori nékolik viecek v kazdém chasmotheciu, ptivésky
se vsak lisi, jsou na koncich zahnuté. Nejznaméjsi patogen je Uncinula necator, padli révové
(Obr. 13), které bylo do Evropy zavleCeno v roce 1845 ze Severni Ameriky a podobné jako

P. viticola zptsobilo velké $kody na vinicich ve Francii (Smith ez al., 1988).
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Obr. 13 Uncinula necator, padli révové. Vlevo - Kkleistothecia, vpravo - konidie-nepohlavni

rozmnozovani (http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Uncinula%20necator).

Zastupcem rodu Oidium je napiiklad u nds rostouci padli rajcatové, Oidium
neolycopersici, jez bylo dlouvhou dobu nazyvano rlznymi terminy, Oidium
lycopersicum, Erysiphe orontii nebo Erysiphe cichoracearum, z divodu nepiesnych informaci
o struktufe a morfologii patogena (Bélanger & Jarvis, 1994; Boiteux, 1994; Koike & Saenz,
1999). Poté doslo k ptejmenovani (podle International Code of Botanical Literature) na Oidium
lycopersici (Mieslerova & Lebeda, 1999), ale az po analyze jaderné ribozomalni RNA (rRNA)
bylo mozno od sebe odlisit Oidium neolycopersici (Jones et al., 2000). Kiss et al. (2001)
nakonec potvrdil skute¢nost, ze padli studované na rajc¢atech vyskytujici se v Australii (Oidium
lycopersici) se 1isi konidiemi, jez vzdy tvofi fetizky od Oidium neolycopersici (Obr. 14) tvotici

konidie jednotliveé nebo pii vlhkych podminkach v pseudotetizcich (2-6 konidii).

® 2007 Michaela Sedlarova ! *'

Obr. 14 Oidium neolycopersici, padli rajéatové. Mycelium na listech rajéete (vlevo),
Oidium neolycopersici-mycelium a konidiofory (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=0Oidium%?20neolycopersici).

Rod Golovinomyces byl diive fazen do rodu Erysiphe, ale 1isi se morfologii anamorfy.
U Golovinomyces se na konidioforu tvoii fetézici se konidie s mirn¢ zdrsnénym povrchem
(Cook et al., 1997). Podle Brauna (1987) jsou patogeny napadajici ¢eled’ hvézdnicovitych

nazyvany Golovinomyces cichoracearum (Obr. 15) a vé€tSinu ostatnich nazyvd G. orontii.
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Parazituji na rostlinach z ¢eledi Solanaceae a Cucurbitaceae (meloun, okurka, dyn¢, tykev), ale

neni jasné, zda stejny druh parazituje na obou ¢eledich. Naptiklad na tykvich bylo popsano

G. cucurbitacearum, b&zné se vSak pouziva oznaleni Golovinomyces cichoracearum

(Sedlakova & Lebeda, 2010).

Obr. 15 Golovinomyces cichoracearum, padli tykvovitych. Konidie - nepohlavni rozmnozZovani (vlevo),
konidiofor s konidiemi - nepohlavni rozmnozovani (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Golovinomyces%?20cichoracearum).

Rody dfive oznacované jako Podosphaera a Sphaerotheca se jednoduse odlisuji
od ostatnich rodti morfologii chasmothecialnich pfivéskti a v soucasné dobé jsou sdruzeny
do jedné skupiny, kdy nazev rodu Podosphaera dostal piednost pied Sphaerotheca
(Braun et al., 2002). Chasmothecia obsahuji jenom jedno viecko, konidie se fetézi a obsahuji
napadna fibrosinova téliska (filamentarni organely, které lomi svétlo pti mikroskopickém
pozorovani). Biochemické slozeni a funkce neni znama. Podosphaera macularis, je padli
chmele, ¢i jahodniku, Podosphaera mors-uvae americké padli angrestu, Podosphaera pannosa,
padli razovitych. Podosphaera leucotricha parazituje na jablonich. Podosphaera xanthii
(Obr. 16) je vyznamnym patogenem tykvovitych rostlin (meloun, tykev, dyn€, okurka)
predevsim v teplych oblastech (Jahn et al., 2002).

Obr. 16 Podosphaera xanthii (syn. Sphaerotheca fuliginea), padli tykvovitych. Sporulujici mycelium
na listu tykve Cucurbita sp. (vlevo), konidiofor s konidiemi (uprostfed), konidie (vpravo)
(http://botany.upol.cz/atlasy/system/gallery.php?entry=Podosphaera%?20xanthii).
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Padli javorové (Sawadaea bicornis) spada do rodu Sawadaea, dtive fazeného do rodu
Uncinula. Tvori chasmothecia se spiralovité stoCenymi konci apendixd. Od rodu Uncinula
se vSak li§i svymi mikro- a makrokonidiemi, které maji oktagondlni tvar, fetézi se a obsahuji
fibrosinova téliska (Braun, 1987).

Rod Phyllactinia ma anamorfu liSici se od ostatnich padli. Tvofi totiz jak vné&jsi
(ektofytické), tak vnitini (endofytické) mycelium. Povrchové mycelium dava vzniknout velkym
konidiim rtizného tvaru. Padli liskové (Phyllactinia guttata syn. P. corylea) roste na lisce
obecné a dalSich drevinach. Tvofi chasmothecia na spodni strané listli, konidie jsou kyjovitého
tvaru, jsou tvofeny jednotlivé a klasifikovany jako typ Ovulariopsis. Phyllactinia fraxini
(Obr. 17) je padli jasanové. Chasmothecia jsou néapadnd apendixy s bazalni zdufeninou
(Weber & Webster, 2001).

Obr. 17 Phyllactinia fraxini (padli jasanové). Kleistothecia, vlevo; konidie, uprostfed; viecko se tremi
askosporami, vpravo (Erper ef al., 2010).

Jak jiz bylo uvedeno, padli travni (Blumeria graminis syn. Erysiphe graminis)
parazituje na jednodéloZznych travindch a zemédélsky vyznamnych obilninach jako je pSenice,
oves. Od ostatnich rodl se 1i§i vzhledem prstovitych haustorii, kdezto od ostatnich zéstupci
Erysiphales, maji haustoria knoflikového tvaru. Druhym rozdilem jsou zdufelé konidie,
u kterych bylo zjisténo pomocim elektronové mikroskopie, Ze maji ostnitou sténu a septum, jez
je vystouplé a obklopené stlaCenym mezikruzim (Cook et al., 1997). Rod Blumeria (Obr. 18)
zahrnuje pouze jeden druh, ktery je rozdélovan do nékolika ,,formae speciales “ (f. sp.) odliSujici
jednotlivé hostitelské traviny (Agropyron, Bromus, Poa) nebo obilniny (je¢men, oves, psenice,
zito). To znamend, ze B. graminis f. sp. tritici infikuje pSenici (Triticum), zatimco jeCmen

(Hordeum) muze byt napaden B. graminis f. sp. hordei (Hiura, 1978).
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Obr. 18 Blumeria graminis f. sp. hordei (vlevo) - konidie rostouci na listech jeCmene (Hordeum),
Blumeria graminis f. sp. tritici (vpravo) - mycelium na klasu a listu pSenice (T7iticum aktivum L.)
(http://www.blugen.org/index.php?page=powdery-mildews;
http://www.fitopatoatlas.org.ar/publico/detalle.asp?id=2023&i_bib=True&i loc=True&i_inf=Tue&i_sd=
True).

V tabulce 4 jsou shrnuti zastupci fadii Peronosporales a fadu Erysiphales, jejich ¢eledi,

hostitelskych rostlin a popisu symptomd.

Tab.4  Zastupci peronospor (f. Peronosporales) a padli (f. Erysiphales), jejich hostitelé a specifické
symptomy (Mehrotra & Aggarwal, 2003; Agrios, 2005, Kalina & Vana, 2005; Webster & Weber, 2007,
Lebeda et al., 2008)

Rod Hostitel (rod) Symptomy

rad Peronosporales

¢eled’ Albuginaceae

Albugo amaranthi Amaranthus ~ bilé povlaky sporangii na listech a stoncich,
A. candida Capsella zelenani kvétl, deformace
A. lepigoni Spergulatia
A. tragopogonis Tragopogon,
Senecio
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Tab. 4 (Pokraovani) Zastupci peronospor (i'. Peronosporales) a padli (f. Erysiphales)

Rod Hostitel (rod)

Symptomy

Basidiophora entospora
Bremia lactucae

Graminivora graminicola

Hyaloperonospora parasitica
(syn. arabidopsidis)
Paraperonospora leptosperma

Perofascia lepidii
Peronosclerospora heteropogonis
P. noblei

P. sacchari

P. sorghi

Peronospora alta

. aestivalis

affinis

. agrestis

. arborescens

. agrostemmatis

. brassicae

. destructor

. farinosa (syn.variabilis)

jaciia~avliavlia-BaliavBav

v

. chenopodii

. manshurica

. niessleana

. pisi (syn.viciae)

. rubi (syn. sparsa)
P. rumicis

P. tabacina
Plasmopara angelicae
P. epilobii

P. halstedii

jacBa-BavBav

P. nivea

P. pygmaea

P. pusilla

P. ribicola

P. viticola

Protobremia sphaerosperma
Pseudoperonospora cubensis
(P.humuli)

P. urticae

Sclerophthora macrospora
Sclerospora graminicola
Viennotia oplismeni

celed’ Peronosporaceae

Aster
Lactuca
Sonchus
zastupci Celedi
Poaceae
zastupci Celedi
Brassicaceae
Coleostephus
Chamomilla
Allium
Heteropogon
Saccharum
Saccharum
Sorghum
Plantago
Medicago
Fumaria
Veronica
Papaver
Agrostema
Brassica
Allium

Spendat
Chenopodium
album
Chenopodium
hybridum
Beta

Alliaria petiolata

Pisum

Rubus idaeus
Rumex
Nicotiana
Angelica
Epilobium
Helianthus,
zastupci Celedi
Asteraceae
Aegopodium
Anemone
Geranium
Ribes

Vitis
Tragopogon
Cucumis
Humulus
Urtica

Zea
Pennisetum
zastupci Celedi
Poaceae

7luté leze na listech ohrani¢ené zilnatinou,
na spodni strané listu je povlak konidiofort,
v pozdéjsich fazich pletivo nekrotizuje
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Tab. 4 (Pokraovani) Zastupci peronospor (i. Peronosporales) a padli (f. Erysiphales)

Rod

Hostitel (rod)

Symptomy

Blumeria graminis

Erysiphe alphitoides
E. astragali
E. cichoracearum

rad Erysiphales

celed’ Erysiphaceae

Agropyron,
Avena,
Bromus,
Dactylis,
Festuca,
Hordeum,
Lolium,
Secale,
Triticum
Quercus
Astragalus
Trifolium,

(syn. Golovinomyces cichoracearum) Pisum,

E. heraclei

E. polygoni
Leveillula taurica

M. grossulariae

Podosphaera aucupariae

P. clandestina

P. leucotricha

P. macularis

P. mors-uvae

P. myrtillina

P. pannosa

P. tridactyla
Phyllactinia fraxini
P. guttata

P. mali

Uncinula adunca

(syn. Erysiphe adunca)
U. bicornis

U. clandestina

U. necator

U. prunastri

Medicago,
Aster,
Achillea,
Bellis, Lactuca
Heracleum,
Aegopodium,
Apium
Polygonum
Cynara,
Cucumis,
Helianthemum
Ribes

Crataegus
Malus
Humulus
Ribes
Vaccinium
Rosa
Prunus
Fraxinus
Corylus,
Fagus,
Aesculus,
Betula, Ilex
Crataegus
Prunus
Salix

Acer
Ulmus
Vitis
Prunus

na nadzemnich c¢astech bilé povlaky mycelia
s konidiofory jevici se jako pomoucené, vytvari
se tmava chasmothecia

jasn¢ zluté pozdéji az hnédnouci skvrny,
endofytické mycelium

na nadzemnich c¢astech bilé povlaky mycelia
s konidiofory jevici se jako pomoucené, vytvari
se tmava chasmothecia

skvrny s povlakem mycelia, v pokroc¢ilém stadiu
jsou vidét tmava chasmothecia, endofytické
mycelium

na nadzemnich c¢astech bilé povlaky mycelia
s konidiofory jevici se jako pomoucené, vytvari
se tmava chasmothecia
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2. Metody identifikace rostlinnych patogeni

Diagnostika ptvodct rostlinnych patogenti je zalozena na kombinaci rdznych
parametrd sméfujicich nesnadnému k urceni daného patogena. Vyuzivaji se znalosti specifity
interakce hostitel-patogen, symptomil a hlavné mikroskopické techniky (svételna mikroskopie),
ultramikroskopické techniky (SEM) nebo je mozno vyuzit identifikace podle molekuldrnich
markeri (Agrios, 2005).

Prestoze lze nékdy diskutovat o variabilité¢ fenotypu, mikroskopické studie zlstavaji
ve fytopatologické praxi dosud nenahraditelnymi metodami k uréeni ptivodct mykoz. Zvlaste
z diivodu snadné pristupnosti a cenové dostupnosti. Vysledky jsou vSak velice zavislé
na zkusenostech a praxi fytopatologa. Analyzy molekularnich markerd jsou sice objektivni, ale
predbéznou identifikaci. Tyto bioanalytické techniky jsou ¢asové naro¢né a neposkytuji pohled

na fyziologické vlastnosti organismuti (Hall, 1996).

2.1.  Diagnostika na zakladé symptomii a pomoci srovnavaci morfologie

V zemédélstvi bylo v minulosti k charakterizaci patogenti vyuzivano symptomd, coz
bylo velice neptesné, nebot’ se béhem patogeneze piiznaky meéni a ¢asto nemusi byt pro danou
chorobu specifické (Caca et al., 1981).

Mnohem podstatngj§i pro urceni fytopatogena jsou v dneSni dobé morfologicky
odlisné infek¢éni struktury, rozmnozovaci organy a pohlavni a nepohlavni spory
(McCartney et al., 2003). Existuje mnoho mikroskopicky identifikovatelnych morfologickych
znakl, jez jsou stézejni pii charakterizaci a identifikaci. Mohou to byt napiiklad morfologie
plodnic, konidiosporangiofort a konidiosporangii a haustorii, barva, tvar, povrch spor.

K urceni peronospor je napiiklad pouzivano mikroskopické pozorovani (Obr. 19)
konidiosporangii, kulovitych objektti, charakterizovanych hlavné podle tvaru (kulovité, ovalné,
vejCité, s nebo bez papil), stejné tak podle velikosti a povrchové textury (Sedlar et al., 2009).
Konidiosporangiofory, byvaji charakterizovany zejména podle typu vétveni (monopodialni,
sympodialni, dichotomické, rozptylené). V taxonomii peronospor byva také ptihlizeno
na charakteristické symptomy, vazbu na hostitelskou rostlinu. Casto byva vyuzivano vedle

svételné mikroskopie také skenovaci elektronové mikroskopie (Thines, 2007).
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Obr. 19 Svételna mikroskopie konidiosporangii (nahote) a konidiosporangiofort (dole). Zleva doprava:

Bremia lactucae, Plasmopara halstedii, Peronospora destructor, Pseudoperonospora cubensis
(Sedlat et al., 2009).

Padli se Castgji vyskytuje jak ve formé anamorfy, tak teleomorfy, proto se vyuziva
k taxonomické identifikaci vSech struktur (Braun, 1987). Bosewinkel (1977, 1980) poskytl
prvni kli¢ ke klasifikaci padli, pozdé&ji jej vice propracovaly dal$i skupiny (Shin & La, 1993;
Shin & Zheng, 1998). Kli¢ byl zaloZen na kombinaci vice nez 12 morfologickych
charakteristikdch konidii, konidioforti, apresorii, haustorii, fibrosinovych télisek a mycelii.
Nejcastéji byl diive zohlednovan charakter pfivéskli (apendix@) na chasmotheciich, jejich pocet
vétveni, délka, pocCet. Dnes je kladen hlavni diiraz na tvar a charakter viecek, a dal$i znaky

anamorfniho stadia, stejn¢ jako u peronospor (Webster & Weber, 2007; Braun, 1995).

2.2.  Molekularné biologické metody identifikace fytopatogeni

Diagnostika rostlinnych patogeni pomoci molekularné biologickych metod zahrnuje
napiiklad imunologické metody, technologii DNA/RNA prob, polymerazové tetézové reakce,
(,,polymerase chain reaction“, PCR). Tyto techniky maji své vyhody, naptiklad jsou piesng&jsi
neZ konvenc¢ni diagnostické metody, mohou byt rychlejsi a nevyzaduji zkusenost fytopatologa
(McCartney et al., 2003).

Imunologické techniky jsou zaloZené na rozeznani specifickych antigenti na povrchu
patogent pomoci specifickych protilatek. Funguji vS§ak pouze na urovni rodd. A nékdy je tézké
a cenove nakladné vytvofit specifické protilatky (Bowman et al., 2007; McCartney et al., 2003).
Velka vyhoda technik vyuzivajicich DNA/RNA prob nebo PCR je jejich vysoka specifi¢nost.
Mohou rozlisit jak odlisné druhy houbovych organismd, tak i velice pfibuzné druhy. VyuZivaji
se mimo jiné k urceni specifickych genetickych vlastnosti, naptiklad, zda je patogen resistentni

nebo citlivy k ur¢itému fungicidu (McCartney et al., 2003).
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K analyzam jsou Casto vyuzivana data odvozena od sekvenci genl podjednotek rDNA
nebo rRNA. Mala podjednotka rRNA (,,small subunit rRNA“, SSU rRNA) nebo velka
podjednotka rRNA (,,Jarge subunit rRNA*“, LSU rRNA) byly naptiklad vyuzity v ramci fiSe
Straminipili (Forster et al., 1990; Leipe et al., 1996, Van de Peer et al, 1996,
Van der Auwera et al., 1995). Ale také sekvence rDNA jsou Siroce vyuZzivany, napiiklad
18S rDNA byla vyuzita k potvrzeni fylogeneze vramci tfidy Peronosporomycetes (Taylor,
1993; Bhattacharya & Medlin, 1995; Hibbit et al., 1997; Dick et al., 1999). LSU rDNA (28S)
nebo igeny mitochondrialni DNA (mtDNA), napiiklad COX2 sekvence jsou pouzivany
k identifikaci k identifikaci (Hudspeth et al., 2000; Petersen & Rosendahl, 2000). Patogeny jsou
také studovany analyzou ITS oblasti na rDNA nebo genu pro B-tubulin (McCartney, et al.,
2003).

Jak jiz bylo zminéno vySe, tyto uvedené techniky jsou ve srovnani s klasickym
fytopatologickym pfistupem velice pracovné, materialoveé a casove narocné. Proto jsou hledany
jiné moznosti a doslo k vyvoji hmotnostné-spektrometrickych technik pro rychlou identifikaci
mikroorganismi, jako jsou viry, prvoci, bakterie, houby (Kemptner et al., 2009a;

Fenselau & Demirev, 2001).

2.3. Identifikace a charakterizace mikroorganismi pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS)

Rychld a nenaro¢nd identifikace mikroorganismii nebo odliSeni patogennich
mikroorganismi od nepatogennich je v dneSni dob€ dilezita v mnoha odvétvich. Napiiklad
ve zdravotnictvi, humanni a veterindrni medicing, pfi ochrané proti biologickym zbranim a
bioterorismu, v bioinzenyrstvi, biotechnologiich, potravinafském a farmaceutickém primyslu,
zemédélstvi (Fenselau & Demirev, 2001; Liu et al., 2007; Kemptner et al, 2009b).

Pozadavky na rychlou, reprodukovatelnou identifikaci mikroorganismi pomoci metod
s vysokym rozliSenim, snadnou manipulaci a moznosti automatizace splituje hmotnostni
spektrometrie (,,mass spectrometry*, MS).

Hmotnostni spektrometrie, jeden zvyznamnych nastroji proteomiky, discipliny
zabyvajici se proteomem (soubor vSech proteinti nachazejici se v bunce, tkani ¢i organismu),
se vyuziva kurCeni molekulové hmotnosti proteind, peptidovych fragmenti k sekvencni
analyze, uréeni struktury a interakce molekulovych komplexti a v posledni dobé byva vyuzivana
k identifikaci a typizaci mikroorganismii na zakladé¢ detekce jejich specifickych
a reprezentativnich biomarkert, iontli vznikajicich béhem hmotnostné-spektrometrickych analyz
(Fenselau & Demirev, 2001; Vaidyanathan et al., 2001; Liu et al, 2007; Kemptner et al.,
2009b).
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Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii casti. Z iontového zdroje, ktery umozni
ionizaci vzorku, hmotnostniho analyzatoru rozdé€lujiciho ionty na zakladé poméru m/z
(hmota/naboj) a detektoru, ktery urcuje jednotlivé ionty rozdélené analyzatorem. MS tedy
preméni slozky studované smési v ionty, které jsou pak analyzovany na zakladé poméru m/z

(Lieber, 2002).

2.3.1. Historie v oblasti identifikace a charakterizace pomoci MS

2.3.1.1. Tvrdé ionizaéni techniky MS

Anhalt a Fenselau, vroce 1975, poprvé pouzili k charakterizaci bakterii MS
v kombinaci s pyrolytickou ionizaci elektronem. Ziskana spektra umoznila mezi sebou rozlisit
ne€kolik bakteridlnich rodd, hlavné podle charakteristickych fosfolipidi, ubichinont
a metachinonti a dalSich latek s nizkou molekuldrni hmotnosti do 300 Da (Dalton). Diky silné
fragmentaci tvrdé ioniza¢ni techniky bohuzel poskytovala natolik malo informaci, ze umoznila
rozliSovat pouze mezi rody, ale nebylo mozno diferencovat jednotlivé druhy danych rodu

(Anhalt & Fenselau, 1975).

2.3.1.2. Mékké ionizacni techniky MS

Nasledné, behem 80. let, se identifikace mikroorganismii pomoci MS rozvijela spolu
s ptichodem dalSich ionizac¢nich technik, desorp¢né-ionizacnich technik - desorpce pomoci
plasmy (,,plasma desorption” - PD), desorpce pomoci laseru (,,laser/desorption ionization®,
LDI) ionizace narazem rychlych atomu (,,fast atom bombardement”, FAB), jez byly uspésné
pouzity naptiklad k analyzam polarnich lipidi a fosfolipidt lyofilizovanych bunék. Hmotnostni
rozsah produkovanych ionti biomarkerti se pohyboval jiz okolo 600 - 1000 Da (Heller et al.,
1987a; Heller et al., 1987b). Ptestoze jsou tyto ionizacni techniky povazovany za mékke, stale
neposkytovaly dostatecné informace o biomarkerech s veétsi molekulovou hmotnosti
a pted samotnou analyzou vyzadovaly slozité preparacni a extrakéni postupy (Claydon et al.,
1996). Chromatografické metody, jak v on-line, tak v off-line spojeni, byvaji Casto pouzity
pted MS analyzou. Typické jsou experimenty Foxe et al., jez demonstrovaly vyuziti plynové
chromatografie (,,gas chromatography*, GC) v on-line spojeni s MS pfi diferenciaci bakterii
rodu Legionellae charakterizaci typickych sacharidt (Fox et al., 1990) a nasledné pfi rozliSeni
dvou velice ptfibuznych bakterii rodu Bacillus (B. anthracis a B. cereus) na zaklad€ jejich
sacharidového profilu (Fox et al., 1993).

S postupnym vyvojem dalSich mékkych ioniza¢nich technik - ionizace elektrosprejem
(,,electrospray ionization“, ESI) a laserova ionizace a desorpce za ucasti matrice

(,,matrix-assisted laser desorption/ionization“ - MALDI) uz bylo mozno identifikovat
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a charakterizovat mikroorganismy na zaklad¢ specifickych biomarkeri o Sirokém rozmezi
hodnot molekulovych hmotnosti (Fenselau & Demirev, 2001; Liu et al., 2007; Kemptner et al.,
2009a).

2.3.1.3. Vyhody a nevyhody ESI-MS a MALDI-MS

Technika ESI byla vyuzita naptiklad pii detekci a charakterizaci kapsidovych proteint
intaktnich ¢&astic ,.cricket paralysis viru®“ (CrPV), viru infikujiciho bezobratlé (Despereyoux
et al., 1996), jenz byl poprvé objeven vroce 1970 (Reiganum et al., 1970) u australskych
cvrcki (z angl. ,.cricket™ - cvréek). Bothner a Siuzdak shrnuli, ze obecné pfi studiu virG pomoci
ESI Ize vyuzit nejen charakterizaci viralnich proteinti, ale lze studovat i viralni kapsidovou
dynamiku, strukturu viru, a dokonce identifikovat nové virdlni receptory (Bothner & Siuzdak,
2004). Goodacre et al. jako prvni aplikovali ESI-MS k charakterizaci intaktnich bakterialnich
bunek a potvrdili moznou aplikaci i na téchto mikroorganismech vétSich nez virové Castice
(Goodacre et al., 1999). K rozliSeni aerobnich bakterii tvoficich endospory (rod Bacillus
a Brevibacillus) bylo rovnéz vyuzito analyz suspenze intaktnich bun€k pomoci ESI-MS
(Vaidyanathan et al., 2001).

Navzdory vyhodam, které ESI-MS pfinasi - moznost online kombinace se separa¢nimi
metodami, relativné piesnéjsi ur¢eni hmotnosti velkych biomolekul, diky tvorbé mnohonasobné
nabitych iontll, a reprodukovatelnost - ma i urCité nevyhody, jez velice souvisi s pozadavkem
na rychlou, nenaro¢nou techniku, poskytujici jednoduchou interpretaci dat pii identifikaci
intaktnich mikroorganismii (Vaidyanathan et a/., 2001; Kemptner et al., 2009a). Tvorba
mnohonasobné nabitych iontd komplikuje interpretaci dat, a neposkytuje tak celkovy profil
biomarkeri jednonasobné nabitych molekul jako je tomu naptiklad u ioniza¢ni techniky
MALDI. Citlivost na soli, pufry a detergenty opét ESI-MS posouva az na druhé misto
v souvislosti s pozadavkem na rychlou pfipravu vzorku (Welham et al, 1998;
Fenselau & Demirev, 2001). Z obecnych zkuSenosti maji suspenze intaktnich bunék ¢i spor
tendenci ucpavat zatizeni elektrospreje (Fenselau & Demirev, 2001).

Zminované pozadavky pii analyze, identifikaci a charakterizaci intaktnich
mikroorganismi nejlépe spliuje ioniza¢ni technika MALDI, jez poskytuje snadnou a rychlou
interpretaci dat diky prevazujicimu vzniku jednonasobné nabitych iontd a ve spojeni
s pruletovym analyzatorem (,.time-of-flight“, TOF) pokryva Siroké (v principu neomezené)
rozmezi hodnot m/z. Tolerance k solim a detergentim umoziuje nenarocnou piipravu vzorku,
kterym je obvykle suspenze intaktnich spor, bun¢k nebo castic mikroorganismil bez predeslé
upravy, napiiklad lyzy, extrakce a separace biomolekul (Fenselau & Demirev, 2001;

Kemptner ef al., 2009a; Kemptner et al., 2009b).
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2.3.2. MALDI-MS intaktnich mikroorganismi

Mg¢kka ioniza¢ni technika MALDI umoznuje vysoce rychlou a reprodukovatelnou
hmotnostné-spektrometrickou analyzu ziskdvani profilli biomarkerti piimo z nerozrusenych
bun¢k ¢i spor mikroorganismi (viry, bakteridlni a houbové vegetativni buniky nebo spory).
Za optimalizovanych podminek miiZe jedna analyza trvat mén¢ nez 5 minut.

Technika MALDI poskytuje nedestruktivni odpafeni a ionizaci velkych i malych
biomolekul. Analyt kokrystalizuje s matrici, ktera je v nadbytku (vétSinou je to slaba organicka
kyselina absorbujici UV-zafeni) a ten se vétSinou po ozafeni laserem vypafi. Plynnad matrice
nese analyt. Zprostfedkovavd protonizaci nebo deprotonizaci, a tim ionizaci analytu
(Lewis et al., 2000).

Pojem ,,intaktni* znamend, Ze pii identifikaci pomoci MALDI-TOF MS se pracuje
s bunkami mikroorganismd, jeZ jsou neporusené, jsou pouze suspendované v roztoku (nejcastéji
voda). Piimo takto se nanasi na desticku ¢i nosi¢ pro MS analyzu. Ve skute¢nosti dochazi
pti kontaktu s vodou, organickym rozpoustédlem nebo silnou kyselinou, pfitomnych v roztoku
matrice, k lyzi vétSiny vegetativnich bunék. Silné organické kyseliny nebo alkoholy se proto
také Casto pridavaji v oddélenych krocich k lyzi vird, bakterialnich spor nebo kvasinek.

Za ucelem zesileni signalu biomarkert se mohou pouzit i jiné fyzikalni nebo chemické
metody, byvaji aplikovany po velice kratkou dobu (mén¢ nez 5 minut) na suspenzi nanesenou
piimo na desticce nebo tésn¢ pred nanesenim, bez jakékoliv frakcionace. Analyza takto
komplexnich vzorki mtize ptispét k potlaceni nebo interferenci signalu (Fenselau & Demirev,

2001).

2.3.2.1. MALDI-TOF spektra biomarkeri

Je obecné znamo, ze latky desorbované pfimo z nerozrusenych bunék a analyzované
z MALDI spekter nad hodnotou 4000 Da, jsou intaktni proteiny. VétSina proteini kodovanych
bakteridlnimi bunkami spada do rozmezi hodnot 4000-15000 Da (Obr. 20). Kde vycet
prokaryotickych proteini, nalezenych v SwissPROT databazi, je funkci molekulovych
hmotnosti (Demirev ef al., 1999).

Jak je jiz zminéno vySe, vyvoj riiznych typl biomarkerti, jezZ mohou byt pomoci MS
detekovany, Sel paralelné s vyvojem ionizacnich technik. Polarni lipidy zahrnujici zhruba
15 rodin jsou zastoupeny z 5-8 % v suSin¢ vegetativni bakteridlni butiky. Proteiny zastupuji
50 % suché vahy rozlozené do 200-6000 molekularnich rodin bakterii. Riiznorodost RNA
molekul pfevysuje tu proteinovou vice nez dvakrat, ale hmotnost zastoupeni je pouze okolo
0.01% suché vahy. U spor jsou RNA molekuly zastoupeni asi 1 % suché vahy. DNA, jako
nejunikatngjsi biomarker pro kazdou bakterii, je bez jakékoliv amplifikace zastoupena jednou

kopii na bunku. Pfi soucasné instrumentaci jsou proteiny nejcharakteristiCtéj$i pristupné
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biomarkery pii analyzach intaktnich organismd, jez nebyly podrobeny extrakénim, separacnim

¢i amplifikacnim procesim (Fenselau & Demirev, 2001).

1200 <

Mnoistvi proteinti

1] 20 40 &0 a0 100 120 140

Hmotnost proteinu (kDa)

Obr. 20 Distribuce molekulovych hmotnosti proteint vSech prokaryotickych proteinti ulozenych
v databazi SwissPROT (pfevzato z Demirev ef al., 1999).

2.3.2.2. Instrumentace

Ve spojeni s pulznimi laserovymi zdroji jsou pro detekci intaktnich mikroorganismu
TOF analyzatory velice vhodné. Poprvé byly pouzity jiz vroce 1987 (Heller et al., 1987b).
Nabizi moznost rychlé analyzy, tandemové MS a miniaturizace. Dalsi vyhoda kombinace
MALDI-TOF je schopnost jednoduse analyzovat jak pozitivni, tak negativni ionty desorbované
ze stejného vzorku (Obr. 21). Detekce iontli v obou modech umoziuje lepsi kalibraci

biomarkert a zvySuje identifika¢ni specifitu (Christian et al., 2000).
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Obr.21 MALDI-TOF MS spektra intaktni bakterie Helicobacter pylori vrozmezi hodnot m/z
4000 - 1000 v pozitivnim (a) a negativnim (b) modu. Vysledné profily byly ziskany akumulaci 50 spekter
(N, laser o vinové délce 337 nm) - vzorek obsahoval 2 x 10° intaktnich bunék suspendovanych
v acetonitrilu/0.1% trifluoroctové kyseliné (70/30, v/v) nanaSenych spolu s kyselinou sinapovou (0.05 M)
jako matrici (pfevzato z Demirev et al., 2001).

Vétsina MALDI-TOF pfistroji pouzivanych pii identifikaci mikroorganismi je
vybavena ultrafialovym (UV) dusikovym laserem pii 337 nm. Nékteré prace se zabyvaly
detekci mikroorganismii pomoci hmotnostnich spektrometrit vybavenych infraervenym
laserem (IR). Dokonce bylo potvrzeno, ze laser s oxidem uhli¢itym (10.6 pm) dokaze
desorbovat fosfolipidové biomarkery z intaktni bakterie bez pouziti matrice (Heller et al.,
1987b). Nd-YAG (izotropni krystal Yttrium Aluminium Granatu, Y;Al;0;,, dopovany ionty
neodymu Nd**) laser pii vlnové délce 1.064 pm je také Gginny pii produkei fosfolipidovych
a lipopeptidovych  biomarkerovych iontovych profili zintaktnich bakterii a spor
suspendovanych  vroztoku matrice, napiiklad glycerolu s nanocasticemi kobaltu
(Ho & Fenselau, 1998).

Porovnani UV a IR laseru bylo aplikovano pii MALDI analyze na purifikované spory
Bacillus subtilis, B. cereus a B. globigii. IR MALDI spektra vykazovala vét§i mnozstvi a Sirsi
rozmezi hodnot m/z biomarkerovych pikli detekovanych nad hodnotou m/z 4000 v porovnani
s UV MALDI. (Ryzhov et al., 2000a). IR laser s variabilni vlnovou délkou v rozmezi
od 3.05 do 2.8 um byl testovan k piimé desorpci (bez pouziti matrice) biomarkerovych iontt
z intaktnich spor riiznych druht bakterii rodu Bacillus. Pomoci linedrniho TOF analyzatoru byly
detekovany ionty v rozmezi hodnot m/z od né€kolika stovek do 20000. Nejvyssi vytézek ionth
pro rizné bakteridlni biomarkery byl ziskan pfi laseru o vinové délce 3.05 pm (Ullom et al.,

2001).
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2.3.2.3. Vzorek a jeho piiprava

Analyzovany material (viry, spory a vegetativni bunky bakterii a hub) se pred
samotnym méfenim ziskava zrizného prosttedi. Mohou to byt mikroorganismy zijici
ve vzduchu, ve vodé nebo jsou piitomny ve fyziologickych tekutinach, parazituji na zivocisich
¢i rostlinach nebo 7ziji v pudé. Nejreprodukovatelnéjsi metoda, je péstovani naptiklad
bakterialnich kolonii pfimo na zivném médiu (Holland et al., 1996; Welham et al., 1998;
Winkler et al., 1999; Madonna et al., 2000; Evason et al., 2001). Vzorek je pak nanesen pifimo
na MALDI desticku a pfidana matrice. Tento pfistup umoziuje pfidavat konstantni mnozstvi
matrice k definovanému mnozstvi vzorku a takto ziskavat reprodukovatelnd spektra
(Fenselau & Demirev, 2001).

Ptiprava vzorku (vybér matrice, koncentrace matrice, organického rozpoustédla,
techniku nanaSeni vzorku na desticku) pro optimalizaci citlivosti, reprodukovatelnosti
a presnosti je stejné zasadni pfi identifikaci intaktnich mikroorganismi pomoci MALDI-TOF
MS jako pfi jinych aplikacich této metody. Jedind znacna odliSnost mezi MALDI analyzou
proteini a mikroorganismii je dodatecny proces disrupce nebo naruseni struktury bunécnych
stén. Nejcastéji jsou pouzivany silné organické kyseliny (Thomas et al., 1998), trifluoroctové,
TFA (Karty et al., 2000; Scholl et al., 1999; Ryzhov et al., 2000b) nebo mravenci (Wang et al.,
1998; Madonna et al., 2000) jako ptidavek pied nebo pfimo s nanesenim roztoku matrice.
Napriklad pridavek methanolu (Wang et al., 1998; Winkler et al., 1999; Evason et al., 2000)
nebo ethanolu (Madonna et al., 2000) zesiluje signal u biomarkert s vys§i molekulovou
hmotnosti (nad 15 kDa, kilodaltont1). Také bylo zjisténo, Ze ethanol mize zvySovat stabilitu
vzorku pied analyzou MALDI ve srovnani s TFA (Winkler et al., 1999).

Fyzikalni metody k zesileni signalu (vyboj koronarni plasmy, rozmrazovani-
zmrazovani, ultrasonikace byly v mnoha publikacich demonstrovany (Birmingham et al., 1999;
Magnuson et al., 2000; Cain, et al., 1994; Hathout et al., 1999). Tésné pred ptidavkem matrice
je mozno nechat plsobit enzymy na vzorky spor ¢i bun¢k mikroorganismi (zvlasté vird).
Naptiklad pro deglykosylaci glykosylovanych proteini (Kim et al., 2001) nebo proteolyzu
trypsinem (Siuzdak ef al., 1996; Phinney ef al., 2000; Yao et al., 2001).

Technika nanaSeni vzorku (Obr. 22) - vysusSend kapka (,,dried-droplet®), tenka vrstva
(,,thin-layer*), sendvicova technika, smiSené objemy (,,mixed volume*), technika dvou vrstev
(,,two-layer®) - a vybér matrice byly hodnoceny v mnoha laboratotich (Kemptner et al., 2009a;
Kemptner et al., 2009b; Dong et al., 2009). Povaha detekovaného biomarkeru miize byt
ovlivnéna vybérem techniky nanaSeni vzorku a matrice. Matrice vhodné pro detekci
proteinovych biomarker jsou napiiklad CHCA (a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina), SA
(sinapova kyselina) a FA (ferulova kyselina). I u téchto matric vSak zalezi s jakymi konkrétnimi
mikroorganismy je pracovano a jakd rozmezi hodnot m/z jsou pozadovana

(Fenselau & Demirev, 2001).
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Dalsi parametry, co mohou ovlivnit vysledna spektra je pomér vzorek k matrici

a mnozstvi materialu nanaSeného na desticku (Ramirez & Fenselau, 2001).

Technika vysusené kapky Technika vysuSené kapky

Obr. 22 Mikroskopie spotti kokrystalizace matrice se sporami plisné¢ rodu Fusarium ptipravenych
riznymi technikami. Panel (a) F. poae, rasa 278; panel (b) F. graminearum, rasa 2765.

2.3.2.4. Charakterizace MALDI biomarkerit a proteomické pristupy

Prvni snaha o kvalitativni charakterizaci mikroorganismti pomoci MALDI-MS spekter
byly zalozeny na tabelovani a srovnavani hodnot hmotnosti biomarkera jednotlivych organismu
patficich do odlisnych rodt (Holland et al., 1996), celedi (Lynn et al., 1999; Winkler et al.,
1999; Ryzhov et al., 2000b) nebo kment (Nilsson, 1999). V téchto ptipadech zalezelo hlavné

na reprodukovatelnosti ziskanych hodnot m/z nez intenzitach pika (Fenselau & Demirev, 2001).
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Postupné se vSak zacaly vyvijet pocitaCové programy k diferenciaci organismi
i na zaklad¢ kvantitativnich hodnot a jsou sestavovany knihovny referen¢nich hmotnostnich
spekter (Fenselau & Demirev, 2001). Dalsi programy zalozené na bioinformatickych ptistupech
dovedou charakterizovat mikroorganismy na zakladé pfifazeni proteinovych molekulovych
hmotnostni daného profilu k molekulovym hmotnostem piedpovézenym z genomovych
sekvenci (Demirev et al., 1999; Pineda ef al., 2000). Tato metoda vyslovné vyuziva skutecnosti,
ze hodnoty biomarkerd intaktnich mikroorganismit MALDI spekter nad hodnoty m/z okolo
4000 jsou proteiny. Tato aplikace je nicméné zavisld na tom, zda byl jiz genom daného
mikroorganismu sekvencovan (Fenselau & Demirev, 2001).

Mikroorganismy mohou byt také identifikovany na zakladé takzvaného peptidového
mapovani (,,peptide mass fingerprinting“, PMF) z hmotnostnich spekter smési definovanych
proteolytickych peptidi  vzniklych enzymatickym Stépenim studovanych proteinovych
biomarkerd (Bothner et al., 1998; Krishnamurthy et al., 2000a; Yao et al., 2001). Nebo
z fragmentii proteinovych biomarkerti ziskanych pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
fragmentaci pfimo v hmotnostnim spektrometru (Xiang et al., 2000; Cargile ef al., 2001).
Algoritmus vyhledavani je pak zalozen na softwarovém srovnavani sady molekulovych
hmotnosti téchto peptidii nebo fragmentt s teoretickymi $tépy proteind (Fenselau & Demirev,

2001).

2.3.3. Aplikace MALDI-MS pfii identifikaci intaktnich bakterii

Diky velkému vyznamu v lékaiské sféfe, narodni bezpecnosti nebo potravinarském
pramyslu se zpo¢atku mnoho védeckych praci zamérovalo na klasifikaci a identifikaci bakterii
a bakterialnich spor. Vyuziti MALDI-TOF MS k diferenciaci bakterii na zakladé proteinti bylo
poprvé publikovano vroce 1994. Proteiny byly sice izolovany z bun€k naruSenim bunécné
stény a z tohoto surového extraktu byly separovany pomoci chromatografie v off-line spojeni
s MS. Jedna se vsak o prvni praci, kde studované bakterialni biomarkery jsou pfevazné¢ proteiny,
na rozdil od malych molekul studovanych diive pti pouziti pyrolyzy nebo desorpce laserem
(Cain et al., 1994).

Charakterizaci bakterii na zdklad¢ proteinovych profili ziskanych pomoci MALDI-
TOF-MS pfimo zintaktnich bakteridlnich bunék poprvé demonstroval ve své praci
Holland et al. (1996). Dalsi srovnatelné studie, publikované kratce poté v jinych laboratotich
(Obr. 23), jen potvrdily potencialni pouziti této techniky k identifikaci mikroorganizmi z celych
intaktnich bun¢k (Holland et al., 1996; Claydon et al., 1996; Krishnamurthy et al., 1996).
Na zéklad¢é toho byla MALDI-TOF MS pouzita napiiklad k rozliSeni 25 blizce piibuznych
druhti bakterie Escherichia coli (Armold & Railly, 1998) nebo k potvrzeni, Ze mohou byt

ziskana reprodukovatelna spektra z riznych laboratoii (Wang et al., 1998).
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Obr. 23 Porovnani pozitivnich MALDI spekter stejného kmene E. coli (ATCC 11775) kultivované
v jinych laboratofich. Spektra jsou ziskana za stejnych experimentalnich podminek. Spektrum analyzy
Wanga et al., 1998 (nahote), spektrum naméfeno na Univerzité v Marylandu (dole). Hvézdicky v dolnim
spektru oznacuji piekryvajici se piky (Fenselau & Demirev, 2001).

Jelikoz kazda prace vyuziva riznych zptisobt zpracovani vzorkii k MALDI-TOF MS
analyzam, bylo tfeba najit metodu pro pfipravu vzorku rtiznych mikroorganismi k usnadnéni
a sjednoceni prace mezi jednotlivymi laboratofemi. Liu et al. vyvinuli univerzalni metodu pro
identifikaci Gram-pozitivnich, Gram-negativnich bakterii, bakterii tvoficich i netvoficich spory.
Protokol je jednoduchy, rychly a snadno proveditelny s vybornou reprodukovatelnosti, vhodny
ke konstrukci databazi, které mohou pomoct k identifikaci. Optimalizovany byly tyto parametry
(Tab. 5): mnozstvi bakterii, rozpoustédla vhodna pro matrice a suspenze bakterii, matrice,

techniky nanaseni vzorku a matrice (Liu et al., 2007).
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Tab.5 Roztoky pouzité pii optimalizaci pro oSetfeni intaktnich bakterii a rozpusténi matrice
pro MALDI analyzu (piepracovano z Liu et al., 2007)

Typ a sloZeni rozpoustédla Oznaceni

Rozpoustédlo pro vzorek

0.1% trifluoroctova kyselina (TFA) I

Chloroform: methanol (1:1) I
Propano-2-ol : acetonitril (1:1) I
Kyselina mravenci: propan-2-ol : voda (1:2:3) v
Chloroform: propan-2-ol v

Rozpoustédlo matrice
Acetonitril: methanol: voda (1:1:1) s 0.1% kyselinou mravenéi a 0.01 M 18-crown-6*
Acetonitril: ethanol: voda (1:1:1) s 0.1% kyselinou mravenc¢i a 0.01 M 18-crown-6*
Propan-2-ol : voda (1:1)
Acetonitril: voda (1:2) obsahujici 0.1% TFA
Acetonitril: voda (2:1) obsahujici 0.1% TFA

Mmoo aQw >

2.3.4. Aplikace MALDI-MS pii identifikaci intaktnich mikroskopickych hub

Nejen bakterie, ale i mikroskopické houby (mikromycety) jsou predmétem zajmu
a studia v riznych odvétvich a jejich rychla a pfesna identifikace je v mnoha piipadech stézejni.
Zatimco charakterizace bakterii pomoci hmotnostni spektrometrie je v dnesni dobé Uspésné
pouzivana rutinni metoda, charakterizace intaktnich bun€k a spor hub nebyla zatim dikladné
tolik popsana. Buniky a spory téchto organismil se totiz od téch bakterialnich lisi. Jsou vétsi
amaji odlisné slozeni bunééné stény. Z 80-90 % je tvofena polysacharidy, jako je chitin
(tiSe Fungi) nebo celulosa (fise Chromista), jez davaji témto bunkam pevnost a strukturni
stabilitu. Také peptidy, proteiny, lipidy a polyfosfaty spolu s anorganickymi ionty jsou soucasti
bunécné stény (Welham et al., 2000; Li ef al., 2000). Existuje n€kolik védeckych skupin, které
se této problematice vénuji. Na zaklad¢ postupi a technik vyuzivanych pro identifikaci bakterii
se snazi vyvinout a pfizpusobit postupy pro identifikaci houbovych organismti (Welham et al.,
2000; Li et al., 2000; Valentine, et al., 2002; Chen & Chen, 2005; Kemptner, et al., 2009a,
Kemptner, et al., 2009b).

Vyuziti MALDI-TOF MS k pfimé analyze spor plisni bylo potvrzeno pfi studiu
a vyvoji metody pro identifikaci spor plisné rodu Penicillium (Welham et al., 2000).
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Obr. 24 Skenovaci elektronova mikroskopie plisné rodu Penicillium (ptevzato z Welham et al., 2000).

Dalsi prace se vénuje rozliSeni aflatoxigennich a neaflatoxigennich druhG rodu
Aspergillus (Li et al., 2000). Jiné studie potvrdily pouzZiti proteinovych biomarkeri
k identifikaci a rozliSeni kvasinek rodu Saccharomyces, Candida a Epidermophyton
(Amiri-Eliasi & Fenselau, 2001). Intaktni spory plisni Aspergillus niger, Rhizopus oryzae,
Trichoderma reesei a Phanerochaete chrysosporium byly podrobeny analyzam k optimalizaci
metody pro identifikaci pomoci MALDI-TOF MS. Prace hodnotila parametry jako - nutnost
predeslé upravy vzorku, vliv matrice, zpiisob sbéru vzorku, zplsob nanaSeni vzorku. Opét
se potvrzuje pouziti MALDI-TOF MS jako tuc€inného nastroje k piimé analyze téchto
mikroorganismi (Valentine ef al., 2002). Chen & Chen prezentovali rychlou identifikaci
patogenti citrusovych ploda a jablek. K pfimému urceni téchto patogent vyuzili biomarkert
(Tab. 6) ptredem ziskanych MALDI-TOF MS analyzou Sesti riznych patogennich druhti plisné
rodu Penicillium (Chen & Chen, 2005).

Tab.6  Seznam biomarkerovych iontl spor plisné rodu Penicillium ziskanych pomoci MALDI-TOF
analyzy (pfepracovano z Chen & Chen, 2005)

Druh Ionty biomarkeri (m/z)
Penicillium expansum 2662, 2880, 3267, 5676, 7242
Penicillium chrysogenum 3140,51373

Penicillium italicum 2994

Penicillium digitatum 2600, 5211, 7378

Penicillium citrinum 2981, 4988

Penicillium pinophilum 4495, 6069

Ze vsech predeSlych praci vyplyva, ze pro uspésnou klasifikaci a identifikaci
mikroskopickych hub, plisni a houbam podobnych organismi jsou velice dulezité dva
predpoklady - dosazitelna data hmotnostnich spekter specifickych profild (hodnoty m/z a jejich

relativni intenzity) a reprodukovatelnost metody. Veskeré usili skupin zamétujicich se na tuto
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problematiku se uchyluje k optimalizacim parametrd, které tyto dva predpoklady ovliviiuji
(Kemptner et al., 2009a; Kemptner et al., 2009b).

Plisett rodu Fusarium, vyznamny patogen zemédélsky dilezitych plodin v Evropé,
jako je kukufice, pSenice nebo proso, se taktéz stal pfedmétem zajmui. Byla vyvinuta rychla
a reprodukovatelnd metoda piipravy vzorku, pro MALDI-TOF identifikaci intaktnich spor
plisné rodu Fusarium a na péti riznych druzich tohoto rodu (Tab. 7) byla tato optimalizovana
metoda aplikovana (Kemptner et al., 2009a) a pozdéji zdokonalena vyvinutim techniky
smiSenych objem (,,mixed volume®), kterd jest¢ vic zvySuje reprodukovatelnost
(Kemptner et al., 2009b). Néasledné tato prace rozvijela i pro analyzu a identifikaci druht,

vvvvv

analyzovatelné pti pouziti predeslych metod ptipravy (Dong et al., 2009).

Tab.7  Studované druhy plisné rodu Fusarium, jejich CBS kod (Cislo, pod kterym je isolat veden
v Centralni knihovné kultur hub, Leiden, Nizozemsko), hostitel a zemé plvodu (pfepracovano
z Kemptner et al., 2009)

Druh Cislo isolatu CBS kod Hostitel Puvod
Fusarium graminearum C.P.K. 2785 CBS 110271 kapradina Nizozemsko
Fusarium poae C.P.K. 2786 CBS 115696  Triticum eastivum  Polsko
Fusarium  sporotrichioides C.P.K.2787 CBS 115700  Fagopyrum Polsko

var. sporotrichioides aesculantum

Fusarium culmorum C.P.K. 2789 CBS 110262 proso Mad’arsko
Fusarium cerealis C.P.K. 2790 CBS 110268 jahly Polsko

Prace Sulce ef al. se vénuje optimalizaci podminek pro MALDI-TOF MS identifikaci
a extrakénim postupim pro analyzu proteini pomoci 1-D SDS PAGE (jednorozmérna
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného), jez by méla
potvrdit a doplnit informace ziskané pomoci MS. Analyzou intaktnich spor plisni rodu
Aspergillus pomoci MALDI-TOF MS byla sestavena databaze 24 zastupcii tohoto rodu
(Tab. 8). Mimo jiné bylo 11 proteinti (v rozmezi 5-25 kDa) ziskanych z 1-D SDS PAGE
ze ¥ vybranych druhti podrobeno identifikaci (Sulc et al., 2009).
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Tab.8  Studované druhy rodu Aspergillus (piepracovano z Sulc et al., 2009)

Niazev druhu Cislo Zdroj Rok izolace
Aspergillus fumigatus CCF3227 laboratorni vzduch 2000
Aspergillus fumigatus CCF1187 krk pacienta 1970
Aspergillus fumigatus GR-1 aspergilom mysi 2000
Aspergillus fumigatus CZ-2 aspergilom mysi 2001
Aspergillus fumigatus CCF3623 lidska dutina celistni 2003
Aspergillus fumigatus CCF1293 hrtan hornika 1968
Aspergillus fumigatus CCF1292 hrtan hornika 1967
Aspergillus fumigatus CCF1059 koten cukrové fepy 1965
Aspergillus niger MZ-3 laboratorni vzduch 2002
Aspergillus niger CCF3264 plisent z pSeni¢né mouky 1999
Aspergillus niger CCF2477 patentovany isolat 1967
Aspergillus niger CCF1297 hrtan hornika 1967
Emericela nidulans CCF3379 lidsky zvukovod 2003
Emericela rugulosa CCF3089 lidsky perikard 1998
Aspergillus ochraceus CCF1893 jeskynni vzduch 1983
Aspergillus flavipes CCF2026 z archivl 1986
Aspergillus flavus CCF3201 Cerny Caj 2000
Aspergillus flavus CCF2497 semenacek cizrny berani 1987
(Cicer arietinum)
Aspergillus flavus CCF1288 hrtan hornika 1967
Aspergillus flavus CCF1058 koten cukrové fepy 1965
Aspergillus parasiticus ~ CCF3137 puda z tropického 2000
destného pralesa
Aspergillus parasiticus ~ CCF1299 hrtan hornika 1967
Aspergillus oryzae CCF1602 jidlo 1977
Aspergillus oryzae CCF1066 ATCC10063 1996

Legenda: CCF. Culture Collection of Fungi; ATCC, American Type of Culture Collection GR-1, CZ-2
a MZ-3 jsou houbové izobaty z vlastnich sbirek (GR-1, CZ-2 byly poskytnuty M. Hajduchem, MZ-3
M. Zabkou)

2.3.4.1. Proteomické analyzy mikroskopickych hub

V poslednich letech se zacina rozvijet proteomicky vyzkum hub, jez jsou vyznamné
lidské nebo rostlinné patogeny nebo slouzi v biotechnologickém primyslu k produkci Sirokého
mnozstvi terapeutik ¢i chemikalii (Carlile et al., 2001). Pro lepsi porozuméni a studium téchto
organismll se rozvijeji proteomické piistupy, jez hloub¢ji analyzuji lokalitu studovanych
proteind, postranslacni modifikace, jez mohou napomoci porozumeéni pienosu signdlu
(Pandey & Mann, 2000).

Napriklad vlaknité houby, kde patii vySe zminované padli (fiSe Fungi), a oomycety,
jejichz soucasti jsou vzpominané peronospory (fiSe Chromista) jsou zodpoveédné za vazna
onemocnéni rostlin, a proto se vyuzivd proteomickych nastroji ke studiu molekularnich

mechanismit popisujicich vyvoj hub (morfogenezi souvisejici s infekci) nebo interakce
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mezi rostlinnym hostitelem a houbou nebo oomycetou ¢i samotnou fytopatogenezi, sekretomu,
virulence nebo proteiny exprimované mimo rostlinu (ex planta) za odlisSnych podminek
(Bhadauria et al., 2010).

Mezi prvni proteomické studie peronospor patfi analyza kompatibilnich interakci
mezi Peronosporou viciae a jeji hostitelskou rostlinou hrachem setym (Pisum sativum). Pomoci
analyz studujicich zmény pii infekci bylo identifikovano nékolik proteint, jez se podileji
na interakcich (Amey et al., 2008). Prvni proteomicka analyza biotrofnich hub patfici mezi padli
byla provedena na velice vyznamném patogenu je¢mene Blumeria graminis f. sp. hordei. Tato
studie byla zaméfena na neklicici konidiofory. Kombinaci metod dvourozmérné gelové
elektroforézy, s MALDI-TOF MS a tandemové hmotnostni spektrometrie bylo mozno

identifikovat 180 proteind a sestavit proteomovou mapu (Noir et al., 2009).
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3. Material a metody

3.1. Biologicky material

Pouzité fytopatogeny (peronospory a padli) a jejich hostitelské rostliny jsou shrnuty
v tabulkach 9 a, b. Rostlinny material se symptomy mykéz byl ziskan bud’ sbérem napadenych
rostlin v terénu nebo ze sbirky UPOC (Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci), ktera je soucasti Narodniho programu genetickych zdroja
mikroorganismi a drobnych ZzivoCichti hospodatského vyznamu (NPGZM) podporovaného
MZe CR (Ministerstvo zemédélstvi Ceské Republiky). Isolaty patogenii jsou udrzovany

a mnozeny na hostitelskych rostlinich nebo zamrazeny na hostitelskych pletivech.

Tab. 9a Seznam peronospor, jejichz proteinové profily byly studovany pomoci MALDI-TOF MS, jejich
hostitelskych rostlin a ptivod nebo lokalita jejich sbéru

Nazev Hostitelsky druh Hostitelsky druh  Piived
- latinsky - Cesky -lokalita
Bremia lactucae (rasa* BL 16) Lactuca sativa cv. locika salat Sbirka UPOC
Cogham Green
Hyaloperonospora arabidopsidis ~ Brassica oleracea brukev zelna Sbirka UPOC

(syn. Peronospora parasitica)

Peronospora chenopodii Chenopodium hybridum  merlik zvrhly Lednice
Peronospora niessleana Alliaria petiolata Cesnacek lékaisky  Kostelec n. Hané
Peronospora rubi Rubus idaeus malinik obecny Bouzov
Peronospora variabilis Chenopodium album merlik bily Lednice
Plasmopara halstedii Helianthus annuus slunec¢nice ro¢ni Podivin
Plasmopara nivea Aegopodium podagraria  brslice kozi noha  Huslenky
Plasmopara pusilla Geranium pratense kakost luc¢ni Huslenky
Pseudoperonospora cubensis Cucumis sativus cv. Stela  okurka obecna Sbirka UPOC

Tab.9b Seznam padli, jejichz proteinové profily byly studovany pomoci MALDI-TOF MS, jejich
hostitelskych rostlin a ptivod nebo lokalita jejich sbéru

Nazev Hostitelsky druh Hostitelsky druh  Piived
- latinsky - Cesky - lokalita
Erysiphe pisi Pisum sativum hrach sety Sbirka UPOC
cv. Komet
Golovinomyces cichoracearum Cucumis sativus okurka seta Sbirka UPOC
(syn. Erysiphe cichoracearum) cv. Marketer
Oidium neolycopersici Solanum esculentum rajce jedlé Sbirka UPOC
(rasa* CS2) cv. Amateur

* oznaceni ,,rasa“ se pouziva pro rozliSeni druhu daného patogena, ktery parazituje pouze na urcité varieté
hostitelské rostliny (Agrios, 2005)
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3.2

Chemikalie

3.2.1. Enzymy a proteiny

celulasa (EC 3.2.1.4) z Aspergillus niger, celulasa z Trichoderma viride (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Némecko)

cytochrom ¢, insulin, konsky apomyoglobin - ,,ProteoMass™ Peptide & Protein
MALDI-MS Calibration Kit* (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

peptidové standardy pro MS — ,,Peptide Calibration Standard II* (Bruker Daltonik, Bremen,
Neémecko): bradykinin 1-7, angiotensin II, angiotensin I, substance P, bombesin, reninovy

substrat, ACTH clip 1-17, ACTH clip 18-39, somatostatin 28

3.2.2. Ostatni chemikalie

aceton (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

acetonitril (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

2-butanon (Merck, Darmstadt, Némecko)

dioxan (Lach-Ner, Neratovice, CR)

chloroform (Lach-Ner, Neratovice, CR)

matrice: kyselina kdvova - CA (znacka Fluka, dodavatel Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko), kyselina ferulova - FA, kyselina sinapova - SA a norharman (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Némecko), kyselina dihydroxybenzoova - DHB a kyselina
a-kyano-4-hydroxyskoticova - CHCA (Bruker Daltonik, Bremen, Némecko)

kyselina mravenci (Acros Organics, Geel, Belgie)

kyselina octova (Acros Organics, Geel, Belgie)

kyselina trifluoroctova (Merck, Darmstadt, Germany)

octan amonny (znacka Fluka, dodavatel Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)
methanol (Biosolve B. v., Valkenswaard, Nizozemsko)

ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)
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3.3.

Material a pristrojova technika

e analytické vahy (Sartorius, Gottingen, Némecko)

e centrifuga CL31R Multispeed (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

e digitalni pfedvazky (KERN, Balingen, Némecko)

e magneticka michacka (IKA, Staufen, Némecko)
e MALDI tercik:

O

O

@)

@)

AnchorChip™ 600/96 (Bruker Daltonik, Bremen, Némecko)

FlexiMass-Disposable™ -TO430 (na bazi polymeru - ,,polymer-based, PB)
-TOA483 (nerezova - ,,stainless steel”, SS)

(Shimadzu Biotech Kratos Analytical, Manchester, Velka Britanie)

MSP 96 target ground steel (Bruker Daltonik, Bremen, Némecko)

»~MTP format (mikrotiraéniho formatu), SS - DE2115TA (Shimadzu Biotech Kratos

Analytical, Manchester, Velka Britanie)

Opti-TOF™384 Well Insert, 123 x 81 mm (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

Sample Plate, SS, Numbers & Circles (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

e MALDI-TOF hmotnostni spektrometr:

O

O

O

O

AXIMA CFR" (Shimadzu Biotech Kratos Analytical, Manchester, Velka Britanie)
Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Bremen, Némecko)

4800 MALDI TOF/TOF Analyzer (Applied Biosystems/MDS SCIEX, Carlsbad, CA,
USA)

Voyager DE STR (Perseptive Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

e mikrocentrifuga Mini Spin Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
e nastavitelné pipety 5000, 1000, 200, 100, 20, 10 a 2,5 uL (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e svételny mikroskop Olympus BX-60 spojeny s digitalni kamerou Olympus DP70 (Olympus
C& S, Praha, CZ)

e svételny mikroskop SMZ 800 spojeny s digitalni kamerou control unit DS-L1(Nikon
GmbH, Némecko)

e thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e vortex mixer SA8 (Stuart, Velka Britanie)
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34. Software

Spektra méfend na hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 byla ziskana pomoci
softwaru flexControl™ a zpracovana v programu flexAnalysis' (Bruker Daltonik).
Ke konstrukeci databaze a identifikaci fytopatogend byl pouzit MALDI Biotyper 2.0 (Bruker
Daltonik, Bremen, N&mecko). Software Shimadzu Biotech Launchpad™ (Kratos
Analytical, Ltd.) slouzil k ziskavani a zpracovavani dat analyzovanych na piistroji Axima CFR"
(Shimadzu Kratos Analytical). K ziskavani dat u 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer byl vyuzit
software 4000 Series Explorer V3.5.28193, pro Voyager DE STR software Voyager Instrument
Control Panel 5.10. K analyze slouzil program, Data Explorer 4.9 (Applied Biosystems),
k porovnavani dat mMass verze 2.4 a 3.8 (Martin Strohalm, Laboratof Charakterizace

molekularnich struktur, Mikrobiologicky Ustav AVCR).

3.5. Pouzité metody

3.5.1. Péstovani rostlin a kultivace patogent

Pro optimalizaci metody ziskavani proteinovych profilti intaktnich spor fytopatogent
pomoci MALDI-TOF MS byla vybrana plisen salatova, Bremia lactucae (rasa BL 16) ze sbirky
UPOC (Nérodni program genetickych zdrojii mikroorganisméi CR, KB PfF UP v Olomouci).
Isolat byl udrzovan a mnoZen na semenaccich nachylného genotypu salatu Lactuca sativa

cv. Cobham Green (Sedlaiova et al., 2001; Sedlarova et al., 2007).

3.5.1.1. Inokulace, udriovani patogena a sbér vzorki

Semenacky nachylného genotypu salatu (L. sativa cv. Cobham Green) byly sprejovany
suspenzi konidii B. lactucae v destilované vodé o hustoté piiblizné 5 x 10° /mL (hustota byla
uréena pocitanim spor v Biirkerové komtrce). Inkubace probihala ve fytotronu
s dvanactihodinovou fotoperiodou (15/10 °C; den/noc). Prvnich 24 hodin vsak byly nao¢kované
rostlinky uchovavany ve tmé pro navozeni optimalnich podminek k vyvoji patogena.
Po 7-10 dnech bylo pfipraveno nové inokulum (k pfeockovani na nové semenacky k udrzovani
patogena), konidie byly smyty ze semenackt do destilované vody a po mikroskopickém
zhodnoceni koncentrace bylo aplikovano na rostliny postiikem. Nebo byla takto pfipravena

suspenze spor dale pouzita k analyze pomoci MS (Sedlatova et al., 2007).
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3.5.1.2. Péstovani semendackii rostlin Lactuca sativa cv. Cobham Green

Semena nachylného genotypu salatu (L. sativa cv. Cobham Green) byla vyseta
do plastovych misek na bunic¢inu navlh¢enou destilovanou vodou a inkubovana ve fytotronu
s dvanactihodinovou fotoperiodou pfi teplotach 15 °C ve dne a 10 °C v noci. Po 4 dnech byly
semenacky zbaveny osemeni a inokulovany postiikem suspenze spor o koncentraci

cca 10°-10° spor/mL (Sedlaiova et al., 2001; Sedlatova et al., 2007).

3.5.1.3. Péstovani rostlin Lactuca sativa cv. Cobham Green

Rostliny salatu byly vysety do zahradnického substratu do kvétinacii (o pruméru 9 cm)
a kultivovany ve fytotronu (dvanactihodinova fotoperioda pfi teplotich 18 °C ve dne a 15 °C
v noci). Béhem péstovani byly dvakrat hnojeny (ve stafi 3. a 6. tydnll) hnojivem s obsahem
dusiku formou zalivky (1 g/1): (11,9% nitratovy dusik, 7,1% amoniakalni dusik), fosforu (6 %),
drasliku (20 %), hotciku (3 %), boru (0,025 %), médi (0,08 %), manganu (0,07 %), molybdenu
(0,004 %) a zinku (0,043 %). Inokulace byla provadéna postfikem suspenze spor B. lactucae
ve staii 4, 5 a 6 tydni na spodni strany listd. Inokulované rostliny byly uzavieny do igelitovych
sackl pro udrzeni vlhkosti a inkubovany 15/10 °C, 12/12, den/noc (Sedlatova et al., 2001;
Sedlatrova et al., 2007).

3.5.2. MALDI-TOF MS intaktnich spor

Byl vyvinut alternativni pfistup identifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF
MS na zaklad¢ analyzy intaktnich bungk (,,intact cell*, ICMS) nebo spor (,,intact spore®, ISMS).
Tato metoda je nendrocnd na mnozstvi analyzované¢ho materialu, vyuziva rychlého a relativné
jednoduchého zpracovani vzorku a interpretace dat. Je tedy velice vhodna k identifikaci
a klasifikaci mikroorganismti (Fenselau & Demirev, 2001; Kemptner et al., 2009a;
Kemptner ef al., 2009b), zvlasté pak fytopatogeni (peronospor a padli), které parazituji
na ekonomicky dtlezitych rostlinach a zpisobuji vdzna onemocnéni. Studium téchto obligatnich
biotrofnich paraziti je ztizeno pravé jejich zplsobem parazitismu. Jsou zavislé na svém
hostiteli, a nelze je tudiz péstovat steriln€ na zivném médiu (Agrios, 2005). Je tfeba je vzdy

ziskat z zivé hostitelské rostliny.

3.5.2.1. Priprava suspenze intaktnich spor pro MALDI-TOF MS analyzu
Spory studovanych fytopatogenl (peronospory a padli) byly ziskavany pfimo z listd
(Cerstvych nebo zamrazenych) napadenych hostitell omyvanim nebo vytfepavanim

do destilované vody. Vznikla suspenze byla po odborné mikroskopické kontrole (pod vedenim
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doc. M. Sedlarové) tiikrat promyta v destilované vodé - centrifugace pii 5000 RCF (,,relative
centrifugal force*) po dobu 3 min, poté odebran supernatant a k sedimentu spor byla pridana
Cistd destilovand voda. Pocitanim v Biirkerové komtirce a dodatecnym mikroskopickym
zhodnocenim byla suspenze zahusténa na potiebnou koncentraci, atakto byla pfipravena

pro piimé naneseni na MALDI desticku.

3.5.2.2. Optimalizace piipravy vzorku pro MALDI-TOF MS

Optimalizacni postupy pro MS analyzy biotyping byly provadény nadvou
modelovych organismech - naplisni salatové, Bremia lactucae (rasa BL 16) a pozdéji,
pti pfimém méfeni z listu, na padli rajcat, Oidium neolycopersici (rasa CS2) ze sbirky UPOC.

Optimalizace piipravy vzorku zahrnuje volbu vhodné matrice, jeji koncentraci, vhodné
slozeni rozpoustédla matrice a aditiv (napf. acetonitril - ACN, kyselina trifluoroctové - TFA,
ethanol - ETOH, methanol - MeOH, kyselina mravenci, kyselina octova....), koncentrace spor
v suspenzi, mnozstvi vzorku a roztoku matrice nanaSené na MALDI desticku, technika nanaSeni
vzorku s matrici na MALDI desticku, doba plsobeni matrice naintaktni spory aj.

(Fenselau & Demirev, 2001).

Matrice, jeji koncentrace, mnoZstvi nandSené na desticku

Bylo vybrano 6 matric (SA, FA, CHCA, DHB, CA, norharman) o riznych
koncentracich (10, 20 a 30 mg/mL) rozpusténych v roztoku (ACN) a 0.1% (v/v) kyseliny
trifluoroctové v poméru 7:3 (v/v). SloZeni apomér slozek rozpoustédla (ACN:0.1%, v/v,
TFA; 7:3, v/v) bylo zvoleno na zaklad¢ prace Kemptner et al. (2009a), ktera se vénovala méfeni
s plisnémi rodu Fusarium. Pozdg&ji byla 0.1% (v/v) TFA zaménéna za 2,5% (v/v) TFA (4daje
o koncentraci pouzitych roztokti kyselin ve vysledkové casti se vzdy vztahuji k objemovym
procentiim). Pfi poéateénim méfeni byla koncentrace spor v suspenzi 5 x 10° spor/mL, pozdéji
byla taktéz optimalizovana, a neni-li uvedeno jinak, byla vzdy pak pouzivana koncentrace
2-5x 10° spor/mL. Vzorky a matrice byly na MALDI teréik (AnchorChip) naniseny metodou
vysusené kapky (,,dried-droplet”, Thomas et al., 2004) o riznych objemech (0.5, 0.6, 0.7, 0.8
alpL), viz tabulka 10a. Spektra byla méfena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru
Microflex LRF20 (viz parametry pfistroje kapitola; 3.5.2.3).
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Tab. 10a Pouzité matrice, jejich koncentrace a rozpoustédla pfi optimalizaci MALDI-TOF MS
intaktnich spor

Pomér

Koncentrace . Mnozstvi
Nazev matrice matrice Slozeni rozpoustédla Slozvelf nanasené
(mg/mL) rozpoustédla na tercik (uL)
(v/v)
0.5,0.6,0.7, 0.8,
. 0 .
kyselina sinapova (SA) 10, 20, 30 igig;; w gi ;i 0.5, 0.6,10.7, 0.8,
1
0.5,0.6,0.7, 0.8,
. , ACN:0.1% (v/v) TFA 7:3 1
kyselina ferulové (FA) 10,20 CN2.5% (viv) TFA 7:3 0.5, 0.6,0.7, 0.8,
1
kyselina 0.5,0.6,0.7, 0.8,
-k -4-hydroxyskoficov 10, 20 ACN:0.1% (v/v) TEA 73 !
Z ( g;‘g)A) yaroxy . ACN:2,5% (v/v) TEA 7:3 0.5, 0.6,0.7, 0.8,
1
kyselina 10,20 ACN:2,5% (v/v) TFA 7:3 07,1
dihydroxybenzoova (DHB) ’ " ' Y
kyselina kavova (CA) 10, 20 ACN:2,5% (v/v) TFA 7:3 0.7,1
norharman
10, 20 ACN:2,5% (v/v) TFA 7:3 0.7,1

(9H-pyrido[3,4-bJindol)

* nejvyssi koncentrace SA (30 mg/mL) byla hodnocena pozdéji (viz kapitola 3.5.2.4)

Kombinace poméru matric

Dalsi faktor, jenz by mohl ovlivnit kvalitu a reprodukovatelnost spekter proteinovych
profilt, je vliv vzajemného ptisobeni a kokrystalizace dvou matric.

Byly vybrany tfi matrice CHCA, FA, SA (10 mg/mL), rozpoustény v roztoku
ACN:2.5% TFA (7:3, v/v) amiseny v ruznych objemovych pomérech - 1:1, 1:2, 1:3, 3:1
a?2:1 (v/v), tabulka 10b. Vzorky a matrice byly na MALDI tercik (AnchorChip) nanaseny
metodou vysuSené kapky (neni-li uvedeno jinak, byly veskeré optimalizace provadény
nanasenim touto prepara¢ni technikou - 1 ulL suspenze spor, 1 puL roztoku matrice). Spektra byla
méfena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 (viz parametry piistroje
kapitola; 3.5.2.3). Poméry matric byly dale porovnavany i v prostiedi ACN:0.1% TFA (7:3, v/v)
oriznych kombinacich FA:SA (roztoky 10 mg/mL FA a 10, 20 ¢i30mg/mL SA byly
sméSovany v objemovém pomeru 1:1, vysledkem jsou pak hmotnostni poméry matric 1:1, 1:2
a 1:3, w/w), tabulka 10c, a byly porovnavany se samotnou FA (10 mg/mL) a samotnou SA
(30 mg/mL) vroztoku matrice. Tato spektra byla méfena na MALDI-TOF hmotnostnim
spektrometru Axima CFR" (viz parametry pfistroje kapitola; 3.5.2.3). Neni-li uvedeno jinak,
pro viechna spektra ziskavana z Axima CFR" hmotnostniho spektrometru a analyzovéana

v programu Launchpad (Shimadzu Biotech) byly upravovany parametry takto: Sitka filtru
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odecteni zakladni ¢ary (,,baseline subtraction - filter width®) byla nastavena na 500 a pouzita

vyhlazovaci metoda (,,smoothing method®) - Savitsky-Golay, Sitka filtru: 5.

Tab. 10b Kombinace matric, jejich hmotnostni poméry, koncentrace a rozpoustédla pouzité
pro optimalizaci analyzy MALDI-TOF MS

Pomér matric Koncentrace

(VIv)* matric* Rozpoustédlo matric (v/v)

Kombinace matric

1:1
1:2
CHCA:FA 1:3 10 vs. 10 mg/mL ACN:2,5% TFA (7:3)
2:1
3:1

CHCA:SA 10 vs. 10 mg/mL ACN:2,5% TFA (7:3)

FA:SA 1:3 10 vs. 10 mg/mL ACN:2,5% TFA (7:3)
2:1
3:1

* informace o objemovém obsahu jednotlivych matric v pracovnim roztoku, jak je uvadéno

ve vysledkové ¢asti se vzdy vztahuji k této tabulce

Tab. 10c  Kombinace matric FA:SA , jejich hmotnostni poméry, koncentrace a rozpoustédla pouzité
pro optimalizaci analyzy MALDI-TOF MS

A . Pomér matric Koncentrace . .
Kombinace matric . Rozpoustédlo matric (v/v)
(w/w)* matric*
FA:SA 1:1 10 vs. 10 mg /mL ACN:0.1% TFA (7:3)
FA:SA 1:2 10 vs. 20 mg /mL ACN:0.1% TFA (7:3)
FA:SA 1:3 10 vs. 30 mg /mL ACN:0.1% TFA (7:3)

* informace o hmotnostnim obsahu jednotlivych matric v pracovnim roztoku, jak je uvadéno

ve vysledkové ¢asti se vzdy vztahuji k této tabulce

Vliv aditiv na zesileni signalit v proteinovych profilech

Za ucelem dostatecného uvolnéni proteinti z povrchid spor, zvySeni intenzity signald,
zvlasté u vysSich hodnot m/z, a zlepSeni kvality spekter byla pouzita riiznd organicka
rozpoustédla jako 10% pfidavek k pivodnimu roztoku ACN:2:5% TFA (7:3, v/v). Nize
jmenované matrice (Tab. 10d) byly tedy rozpustény v objemové smési 9:1 roztoku
ACN:2.5% TFA (7:3, v/v) a organického rozpoustédla ¢i ziedéného roztoku kyseliny. Vzorky
a matrice byly nanaSeny na MALDI ter¢ik (AnchorChip). Spektra byla métena na MALDI-TOF
hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 (viz parametry piistroje kapitola; 3.5.2.3).
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Tab. 10d Seznam aditiv a matric pouzitych pro optimalizaci analyzy MALDI-TOF MS

PouZité matrice Rozpoustédlo matrice Aditivum

(koncentrace 10 mg/mL) (90%, v/v) (10%, v/v)

FA, SA, CHCA, FA:SA (1:1, v/v) aceton

FA, SA, CHCA, FA:SA (1:1, v/v) butanon

FA, SA, CHCA, FA:SA (1:1, v/v) ACN:2,5% TFA dioxan

FA, SA, CHCA, FA:SA (1:1, v/v) (7:3, vIv) mravenéi kyselina

FA, SA, CHCA, FA:SA (1:1, v/v) octova kyselina

FA, SA, CHCA, FA:SA (1:1, v/v) chloroform/methanol
(2:1, v/v)

3.5.2.3. Porovnani vysledkit na riiznych pvistrojich

Pro pouziti biotypizace patogenil v praxi je stéZejni ziskavat reprodukovatelné profily,
jez jsou pro daného zastupce specifické. Pro jednodussi a rychlou identifikaci by bylo vyhodné,
kdyby bylo mozno ziskat na pfistrojich jinych laboratofi a odjinych vyrobcl srovnatelné
proteinové profily. Byla proto provedena porovnavaci méteni na Ctyfech MALDI-TOF MS
ptistrojich (Tab. 1la): MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bruker
Daltonik), Axima CFR" (Shimadzu Kratos Analytical), 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer
(Applied Biosystems) a Voyager DE STR (Perseptive Biosystems). Porovnani byla provadéna
na patogenech Bremia lactucae (peronospora) a Oidium neolycopersici (padli). Ptiprava vzorku
a matrice byla provadéna ve vSech ptipadech stejné. Byly hodnoceny matrice FA, SA a FA:SA
(1:1 a 1:3; w/w) vroztoku ACN:2.5% TFA (7:3, v/v). Neni-li uvedeno jinak, pro vSechna
spektra analyzovdna a porovndvana v programu mMass byly upravovany parametry takto:
uprava zékladni cary (,,baseline correction): ptesnost (,,precision®) — 100, relativni posun
(,,relative offset) — 0. Vyhlazovani (,,smoothing“): Metoda — Savitsky-Golay, velikost okna
(,,Windows size*) — 5 m/z, pocet cykli — 3.
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Tab. 11a Seznam MALDI-TOF hmotnostnich spektrometrti pro porovnani reprodukovatelnosti

Nazev pristroje/ Vyrobce Pracovisté
* MALDI terciky
Microflex LRF20/ Bruker Daltonik Katedra Biochemie,
« AnchorChip™ Fakulta pfirodovédecka,
* MSP 96 target ground steel Univerzita Palackého v Olomouci
Axima CFR"/ Shimadzu Biotech Institut Chemické Technologie a analytiky,
+ FlexiMass-Disposable™ Kratos Analytical Fakulta technické chemie,
(TO430 a TO483) Technicka univerzita ve Vidni

« MTP format (DE2115TA)

4800 MALDI TOF/TOF Applied Biosystems/ Ustav molekularni patologie,
Analyzer/ MDS SCIEX Fakulta vojenského zdravotnictvi,
« Opti-TOF™384 Well Insert Univerzita obrany, Hradec Kralové
Voyager DE STR/ Perseptive Biosystems ~ Ustav molekularni patologie,
» Sample plate, SS, Fakulta vojenského zdravotnictvi,
Numbers & Circles Univerzita obrany, Hradec Kralové

Spektra byla meéfena navsech MALDI-TOF pfistrojich v linearnim modu
pro pozitivné nabité ionty a externé kalibrovana molekulovymi ionty smesi peptidovych
standard (Bruker Daltonik) na prfistroji Microflex LRF20 (Bruker Daltonik), nebo
molekulovymi ionty insulinu, cytochromu c¢ a apomyoglobinu (Sigma-Aldrich) na pfistrojich
Axima CFR" (Shimadzu Kratos Analytical), 4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems)
a Voyager DE (Perseptive Biosystems). Parametry pfistroji jsou shrnuty v tabulce 11b.

Tab. 11b Nastaveni, parametry pfistroji a softwary pro ziskavani dat MALDI TOF a TOF/TOF
pouzitych pfi analyzach intaktnich spor

Nazev Microflex LRF20 Axima CFR" 4800 MALDI Voyager DE STR
pFistroje (Bruker Daltonik)  (Shimadzu Biotech ~ TOF/TOF Analyzer (Perseptive
Parametry* Kratos Analytical) (Aplr\)/llllg(é E;E)Is}ggms/ Biosystems)
Acquisition flexAnalysis Launchpad Biotech 4000 Series Explorer Voyager
software V3.5.28193 Instrument
Control Panel
5.10
Typ laseru (A) dusik dusik Nd:YAG dusik
(337 nm) (337 nm) (355 nm) (337 nm)
»acceleration 20.0 kV 20.0 kV 20.0 kV 25.0kV
voltage*
»extraction 18.6 kV - 19.06 kV 23.25kV
voltage*
»lens voltage* 8.1kV 6.0 kV 4.0kV -
»delayed 350 ns 8000 m/z 8000 m/z 320 ns
extraction”

*vyznam jednotlivych parametrti je vysvétlen nize

-58 -



Urychlovaci napéti (,,acceleration voltage®), IS1, vnikda mezi kladné¢ nebo zaporné
nabitym MALDI ter¢ikem a uzemmujici akcelera¢ni elektrodou (Obr.25). Je potiebné
k urychleni vznikajicich iont do iontového zdroje. Extrakcni napéti (,,extraction voltage™), 1S2,
vznika pii vlozeni elektrického potenciadlu na extrakéni miizku a zplsobi, ze vSechny nabité
¢astice se pohybuji od MALD teré¢iku smérem k této elektrod€. V souvislosti s timto napétim
se vyuziva pulzni iontové extrakce - (,,pulsed /ion/ extraction®, P/I/E) neboli opozdéné extrakce
(,,delayed extraction®, DE), ktera umoziuje lépe zaostfit ionty se stejnou hmotnosti avSak jinou
pocatecni energii. Aplikuje-li se totiz tento potencial na extrakéni miizku se zpozdénim, ionty
se stejnou hodnotou m/z, avSak odliSnou pocatecni kinetickou energii, se budou pohybovat
k detektoru rtizné rychle. Ty s vyssi energii budou bliz k extrakéni mfizce, ale po aplikaci
potencialu na extrakéni miizku budou vystaveny niz$imu potencidlu a jejich pohyb se zpomali,
naopak ionty s niz§i pocatecni energii budou bliz k MALDI terciku a v dusledku ptisobeni
vyssiho potencidlu budou rychlejsi a béhem pruletu trubici analyzatoru dojde k vyrovnani
rychlosti téchto iont. Parametry jsou voleny bud’ v nanosekundach (ns), coz je ¢as zpozdéni,
nebo jako konkrétni hodnota m/z, v jejimz rozmezi je pozadovano nejvyssi rozliSeni. Napéti
na elektrickych cockach (,,lens voltage*) umoznuji zaostfit ionty stejného poméru m/z sméfujici

k detektoru (Hoffman & Stroobant, 2007; Microflex"™ User manual, 2008).
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Obr. 25 Schematické zndzornéni MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru

(ptevzato a upraveno z Microflex™ user manual, Version 1.2, Bruker Daltonik, 2008).
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3.5.2.4. Vliv koncentrace kyseliny trifluoroctové na bunécénou sténu spor B. lactucae

Sila kyseliny mtze ovlivnit uvolnéni proteini z povrchu bunék a spor plisni nebo
pfimo jejich disrupci (Fenselau & Demirev, 2001). Pro sledovani zmén pisobeni rtiznych
koncentraci TFA (0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5%) na buné¢nou sténu spor B. lactucae
(Tab. 12a, b) bylo vyuzito jak hmotnostni spektrometrie, tak svételné mikroskopie.

Hmotnostni spektrometrie

Spory byly nanaSeny na MALDI tercik - DE2115TA . Pro porovnani byly pouzity
3 matrice 10 mg/mL FA, 10 a 30 mg/mL SA a kombinace matric FA:SA (1:3, w/w). Spektra
byla mé&fena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Axima CFR" (viz parametry pifistroje
kapitola; 3.5.2.3).

Svételna mikroskopie

Suspenze spor B. lactucae (2.5 pL) spolu s roztokem matrice (2.5 pL) byly nanaseny
formou visuté kapky na kryci mikroskopické sklicko. Pro porovnani byla pouzita kombinace
matric FA:SA (1:3, w/w). Po 15 minutich (doba schnuti vzorku na desticce MALDI
pti laboratorni teploté) byly spory pozorovany pod mikroskopem. VIiv roztoku matrice
se zvysujici se koncentraci TFA (Tab. 12b) byl pozorovan svételnym mikroskopem Olympus

BX-60 se zvétsenim 200x a 400x a dokumentovan digitalni kamerou Olympus DP70.

Tab. 12a  Slozeni roztoku matrice a koncentra¢ni fada TFA pouzité pro MALDI TOF MS

Roztok Slozeni rozpoustédla Pouzité matrice

matrice
1 ACN: 0.1% TFA (7:3, v/v) 10 mg/mL FA a SA, 30 mg/mL SA, FA:SA (1:3, w/w)
2 ACN: 0.3% TFA (7:3, v/v) 10 mg/mL FA a SA, 30 mg/mL SA, FA:SA (1:3, w/w)
3 ACN: 0.5% TFA (7:3, v/v) 10 mg/mL FA, 30 mg/mL SA, FA:SA (1:3, w/w)
4 ACN: 1.0% TFA (7:3, v/v) 10 mg/mL FA, 30 mg/mL SA, FA:SA (1:3, w/w)
5 ACN: 1.5% TFA (7:3, v/v) 10 mg/mL FA, 30 mg/mL SA, FA:SA (1:3, w/w)
6 ACN: 2.5% TFA (7:3, v/v) 10 mg/mL FA a SA, 30 mg/mL SA, FA:SA (1:3, w/w)

Tab. 12b  SloZeni roztoku matrice FA:SA (1:3, w/w) pro mikroskopické pozorovani

Roztok Slozeni rozpoustedla Pouzité matrice

matrice
1 ACN: 0.1% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
2 ACN: 0.3% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
3 ACN: 0.5% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
4 ACN: 1.0% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
5 ACN: 1.5% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
6 ACN: 2.0% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
7 ACN: 2.5% TFA (7:3, v/v) FA:SA (1:3, w/w)
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3.5.2.5. Volba MALDI desticky

Material, ze kterého je vyroben povrch MALDI desticky mize ovlivnit krystalizaci
matrice se vzorkem a tudiz i celou MS analyzu. Pfi analyze MALDI-TOF MS byly pouzity
ruzné typy MALDI desticek (Obr. 26) - nerez (,,stainless steel, SS) DE2115, na bazi polymeru
(,,polymer-based, PB) Fleximass TO430 a Fleximass TO483, SS (Shimadzu Kratos Analytical)
Pro porovnani byly vzorky na desticky nanaseny technikou vysuSené kapky. Spektra byla
méfena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Axima CFR' (viz parametry pfistroje

kapitola 3.5.2.3).

Obr.26 MALDI desticky od firmy Shimadzu. MTP, SS, DE2115 (vlevo), Fleximass TO483, SS
(uprostted), Fleximass TO430, PB (vpravo)

(http://www?2.shimadzu.com/applications/Life Science/mo291 iss1.pdf;
http://www.shimadzu-biotech.net/pages/products/1/fleximass_targets.php;
http://www.shimadzu.com.br/analitica/catalogos/biotech/37944 Fleximass Leaflet Final.pdf).

3.5.2.6. Techniky nandSeni vzorku s matrici na MALDI desti¢ku

Z hlediska co nejlepsi kokrystalizace matrice se vzorkem a homogenity jejich krystall
byly vybrany tfi techniky nanaseni vzorku a matrice na MALDI desticku - technika vysuSené
kapky (,,dried droplet”, DD, Thomas et al., 2004), smiSenych objemi (,,mixed-volume®, V)
atechnika dvou vrstev (,two-layer volume®, 2LV). Technika vysuSené kapky spociva
v naneseni suspenze spor na MALDI desticku (1 pL) a ta je nasledné pfevrstvena roztokem
matrice (1 pL) a ponechdna volné zaschnout pifi laboratorni teploté. Technika smiSenych
objemi predstavuje smichani stejného poméru suspenze spor a roztoku matrice
v mikrozkumavce jesté pred nanesenim na MALDI desticku a 2 pL takto pfipravené smeési jsou
ponechany volné uschnout na MALDI desti¢ce (Kemptner ef al., 2009b). Technika dvou vrstev
je zalozena na podobném principu jako predesla technika, 1isi se vSak v poslednim kroku, kdy je
na zaschnuté krystaly matrice se vzorkem jesté piidano 1 pL roztoku matrice (Dong et al.,

2009).
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Pro porovnani krystali a spekter byla pouzita matrice SA (30 mg/mL) a FA:SA
(1:3, w/w) vroztoku ACN:0.1% TFA (7:3, v/v). Spektra byla méfena na MALDI-TOF

hmotnostnim spektrometru Axima CFR" (viz parametry piistroje kapitola; 3.5.2.3).

3.5.2.7. Vliv doby piisobeni roztoku matrice na suspenzi spor

Jako dalsi faktor, ktery mtize ovlivnit tvorbu krystald a uvolnéni proteinti z povrchu
spor je doba ptisobeni roztoku matrice na intaktni spory. Byly navrhnuty 3 rtizné doby s ve tfech
prostfedich pro zaschnuti a kokrystalizaci matrice se vzorkem. Nejkrat§si doba byla zvolena
pro vakuovou centrifugu, kde byla desticka se vzorkem ihned po jeho naneseni vlozena,
a pii evakuaci byl sledovan cas, po ktery spoty se vzorky zaschly. Stfedni doba schnuti a tvorby
krystalii pfedstavovala volnou evaporaci spotl pfi laboratorni teploté. Nejdelsi doba piisobeni
roztoku matrice na intaktni spory patogena piedstavovala piipravu a zasychani vzorkl
v mistnosti o teplot¢ 4 °C. Byly pfipravovany technikou vysuSené kapky. Pro porovnani
krystalt a spekter byla pouzita matrice SA (30 mg/mL) a FA:SA (1:3, w/w) v roztoku
ACN:0.1% TFA (7:3, v/v). Spektra byla méfena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru

Axima CFR" (viz parametry pfistroje kapitola 3.5.2.3).

3.5.2.8. Poutiti celulas

Jak je vySe popsano, zastupci peronospor, patfici do fise Chromista, maji bunéénou
sténu slozenou pievazné z celulozy, ktera dava bunkam a sporam patogend pevnost a stabilitu
(Welham et al., 2000;Li et al., 2000; Kalina & Vana, 2005). Za tcelem zlepSeni a zesileni
signdlu MALDI-TOF proteinovych profili byly k naruseni bunécné stény spor Bremia lactucae
vybrany dvé celulasy (z Aspergillus niger a Trichoderma viride, Sigma-Aldrich). Ob¢ celulasy
byly pouzity paralelné¢ a za stejnych podminek upravenych podle zavedenych protokola
(Sigma-Aldrich, Worthington Enzyme Manual).

Byly pfipraveny roztoky celulas (1 mg/mL) v 50mM acetitu amonném (AmAc),
pH 5.0 (pH optimum rozmezi 4-5.5 pro T. viride a 3.8-6 pro A. niger, http://www.brenda-
enzymes.info/php/result flat.php4?ecno=3.2.1.4&Suchword=All+organisms&organism[ |=&sho
w_tm=0, Sigma-Aldrich, Worthington Enzyme Manual). K50 puL suspenze spor
(2-5x 10° spor/mL) bylo piidano 100 pL roztoku celulasy (jako kontrola byla pouzita &ista
suspenze spor nanesena na desticku MALDI jesté pted pfidanim enzymu). Smés suspenze
sroztokem celulasy byla za obCasného michani inkubovana pti 37 °C (Sigma-Aldrich,
Worthington Enzyme Manual) po dobu 10, 30, 60, 90 a 120 minut. Vzdy byl odebran alikvot
30 ul, 3x promyt vdestilované vodé a suspenze byla zahuS$téna na 10 pL

(cca2-5x 10 ° spor/mL). Na MALDI desti¢ku technikou vysuSené kapky byl nanasen 1 pL
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suspenze s 1 ul matrice SA (30 mg/mL) nebo FA:SA (1:3, w/w) v roztoku ACN:0.1% TFA
(7:3, v/v). Jako blank byla pouzita destilovana voda s roztokem celulasy. Spektra byla méfena
na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Axima CFR" (viz parametry pfistroje
kapitola 3.5.2.3).

3.5.3.  Ziskani spekter ostatnich studovanych fytopatogeni

Me¢éfeni s ostatnimi patogeny (viz tabulka9a, b) bylo provadéno pomoci
optimalizovaného protokolu. Byly pouzivany vzdy matrice 10 mg/mL FA, 10 mg/mL SA
a 10 mg/mL CHCA v roztoku ACN:2.5% TFA (7.3, v/v). Pro tcely zahrnuti proteinovych
profili patogeni do databaze byla spektra pozdéji proméfena s optimalizovanou kombinaci

matric FA:SA (10 mg/mL:30 mg/mL, 1:1, v/v neboli 1:3, w/w).

3.5.3.1. Konstrukce databdze hmotnostnich spekter pro biotyping

Biotyping je charakterizace zalozend na biochemickych vlastnostech napf. isolatt
plisni. Byla zkonstruovana databaze 13 plisni (10 peronospor, 3 padli), ktera by méla slouzit
k identifikaci, porovnavani a charakterizaci isolatl zpolnich sbért. Hmotnostni spektra
peptidovych a proteinovych profild byla na¢tena do databaze v programu MALDI Biotyper 2.0
(Bruker Daltonik) a budou slouzit jako referencni spektra porovnavanim pikll se spektry
neznamymi. V programu lze nastavit rizné parametry, naptiklad tzv. vnitini interval hmotnosti
(,,Des. Mass Tolerance of the Adjusted Spectrum®) je pfifazen jako maximalni bodové skore
avn¢jSi interval hmotnosti (,,Furthermore Accepted MassTolerance of a Peak®) je pfifazen
na zakladé vzdalenosti k vnitinimu intervalu vzhledem k pomérnému poctu bodi relativné

k maximu. Vysledna porovnani jsou barevné (zelend, zluta, cervend) a bodove rozliSena (skore).

Na karte identifikace se také zobrazi grafické porovnani spekter.

3.5.4. Biotyping rostlinnych patogent primo v biologickém materialu

Vyvoj rutinni metody k identifikaci a biotypingu rostlinnych patogenti piimo
v biologickém materialu (listy, povrch stonku aj.) by v budoucnu umoznil rychlou, levnou
a spolehlivou diagnostiku. Byly provedeny prvni optimalizacni a zkuSebni kroky k upevnéni
rostlinného materidlu pro bezproblémovy vstup do hmotnostniho spektrometru a zkusebni
méfeni na specialné upravené standardni MALDI desticce. Pomoci frézovani byla zakazkove
ve Spoleéné laboratofi optiky PiF UP a FU AVCR v Olomouci pfipravena MALDI destitka
s obdélnymi jamkami o hloubce, 0.5, 1.0, 1.5 a 2.0 mm zvolenymi pro ruzné tloustky

napadenych listd (Obr. 27). Pro frézovani byla pouzita jako vychozi material desticka MSP96
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target ground steel (Bruker Daltonik). List rajéete jedlého (Solanum esculentum cv. Amateur)
se sporami padli rajcat (Oidium neolycopersici) a lociky salatu (Lactuca sativa cv. Cobham
Green) plisné salatové (Bremia lactucae) byl sestfihnut zhruba na velikost jamky na desti¢ce
(0.9 x 0.5 mm), pfipevnén transparentni oboustranné lepici paskou. Poté byl cely list sprejovan
matrici (FA:SA, 1:3, w/w) v ACN:2.5% TFA (7:3, v/v) a ulozen na n€kolik hodin do exsikatoru
pro dikladné vysuSeni. Prvni méfeni spadli rajéete (Oidium neolycopersici) probihala
bez kalibrace, dalS$i meéfeni s plisni salatovou (Bremia lactucae) byla kalibrovana tak,
ze po vysuSeni v exsikatoru byl do rohu listu nepipetovano 0.5 uL standardu a ten byl
ptfevrstven 0.5 pL roztoku matrice (technika vysusené kapky). Spektra byla métena na MALDI-
TOF Microflex LRF20 (viz parametry pfistroje kapitola 3.5.2.3).

Obr. 27 Specialné¢ upravena MALDI desticka (MSP96 target ground steel, Bruker Daltonik).
Pfed pouzitim (vlevo), po nalepeni Cerstvych listi rajcete s mouc¢nym povlakem konidiofort a mycelii
patogena Oidium neolycopersici (uprostied) a po vysuseni v exsikatoru, s detailem listu (vpravo a dole).
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6. Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout hmotnostné-spektrometrickou metodu pro rychlou
anenaro¢nou analyzu fytopatogend, konstrukce databaze proteinovych profili studovanych
rostlinnych patogenti a zavére¢nym vysledkem mélo byt vyvinuti rutinni metody k identifikaci
a biotypingu rostlinnych patogenti piimo v biologickém materialu (listy, povrch stonku aj.),
ktera by budoucnu umoznila rychlou, levnou a spolehlivou diagnostiku. Byly provedeny:

1. optimalizace piipravy vzorku pro identifikaci mikroorganismt (provedeny s B. lactucae)

- koncentrace spor v suspenzi — 2-5 x 10’ spor/mL
- slozeni optimalizovaného systému matric - 10 mg/mL FA a 30 mg/mL SA smiseny
v objemovém poméru 1:1 (v/v) v roztoku ACN:2.5% TFA (7:3, v/v)

2. optimalizace techniky ptipravy vzorku
- technika nanaSeni suspenze vzorku s matrici — vysuSena kapka
- mnozstvi nandSené suspenze vzorku a matrice na MALDI desticku — 1 pL. suspenze

spor a 1 pL. vzorku se ponecha voln¢ vyparit pfi laboratorni teploté a normalnim tlaku
vzduchu
3. hodnoceni spekter na zaklade:
- méfeni na rozdilnych pfistrojich
- pouziti riznych typi MALDI desti¢ek pii mefeni
- pouziti dvou celulas za ucelem narusSit bunécnou sténu a ziskat intenzivngjsi signaly
proteinovych profili ziskanych hmotnostnich spekter

4. konstrukce databaze proteinovych profili studovanych rostlinnych patogent ziskanych
métenim na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 (Bruker Daltonik),
pouzitim systémt matric CHCA, FA a SA (10 mg/mL) pozd¢ji FA:SA (1:3, w/w)
v roztoku ACN:2.5% TFA (7:3, v/v)

5. prvni zkuSebni analyza intaktnich spor pfimo zlistu provedena s padlim Oidium
neolycopersici parazitujicim na rajceti jedlém (Solanum esculentum), druha s peronosporou
Bremia lactucae na listu salatu (Lactuca sativa)

- signaly specifickych proteinii byly identifikovatelné méfenim provedenym laserovou
desorpci pfimo z napadeného listu, do budoucna je v planu optimalizovat, sjednotit

a usnadnit veskeré kroky spojené s ptipravou listu ¢i stonku k méteni.

Tato prace umoznila oteviit novy pohled v diagnostice fytopatogent, zvlasté pak obligatnich
biotrofnich parazit jako jsou peronospory a padli. Lze predpokladat, ze by v budoucnu tento
ptistup, zalozeny na hmotnostné-spektrometrickych analyzach, mohl nahradit anebo alespon

doplnit soucasné metody diagnostiky.
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SSU rRNA
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technika dvou vrstev (,,two-layer volume®)
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(,,pulsed ion extraction®)
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