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Abstrakt

Biologickd kontrola je metoda aplikované ekologie, kterd vyuziva jeden organismus, pfipadné
jeho produkt, kinhibici jiného, patogenniho, organismu. VyuzZiti této metody v ochrané
rostlin by méla byt oproti béZné pouzivanym pesticidim Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi. Jako
biokontrolni ¢inidlo mlze byt vyuZivdna rhizobakterie Bacillus velezensis FZB42, ktera
disponuje schopnosti potlacit rlst jinych mikroorganism(. Xanthomonas campestris pv.
campestris je fytopatogen, ktery zplUsobuje znacné ztraty v zemédélské produkci.

Tato diplomova prace méla prokdzat, Ze bakteridlni kmen B. velezensis FZB42 pUsobi
antagonisticky na fytopatogenni bakterie Xanthomonas campestris pv. campestris SU ve
smésné kultufe. Studie potvrdila, Ze antibioticky efekt kmene B. velezensis FZB42 proti
X. campestris pv. campestris SU ve smésné kultufe zdavisi na pocatecnim mnoistvi bunék
obou kmenu. Interakce dvou bakteridlnich kmenU byla charakterizovana prostfednictvim
metabolomické analyzy, bylo potvrzeno, Ze B. velezensis FZB42 produkuje ¢tyfi dominantni
sekundarni metabolity: lipopeptidy surfaktin, fengycin a bacillomycin a siderofor
bacillibaktin, které vykazuji antifungalni a antibiotickou aktivitu. Inhibi¢ni aktivita kmene
B. velezensis FZB42 byla ddle sledovana SEM analyzou smésné kultury, kde bylo patrné

poskozeni bunék X. campesris pv. campestris SU.

Klicova slova: Bacillus velezensis FZB42; Xanthomonas campestris pv. campestris; biologicka
kontrola; metabolomickd analyza; surfaktin; fengycin; bacillomycin; bacillibaktin;

mikroskopicka analyza



Abstract

Biological control is a method of applied ecology that uses one organism, or its product, to
inhibit another pathogenic organism. This method in plant protection should be more
environmentally friendly than commonly used pesticides. The rhizobacterium Bacillus
velezensis FZB42, which can suppress the growth of other microorganisms, can be used as
a biological control agent. Xanthomonas campestris pv. campestris is a phytopathogen that

causes significant losses in agricultural production.

This diploma thesis proved an antagonistic effect of the bacterial strain B. velezensis FZB42
on the phytopathogenic bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris SU in mixed
culture. The study confirmed that the antibiotic effect of B. velezensis strain FZB42 against
X. campestris pv. campestris SU in mixed culture depends on the inoculation ratios of both
strains. The interaction of the two bacterial strains was characterized by metabolomics
analysis, it was confirmed that B. velezensis FZB42 produces four dominant secondary
metabolites: lipopeptides surfactin, fengycin, and bacillomycin and siderophore bacillibactin,
which show antifungal and antibiotic activity. The inhibitory activity of B. velezensis strain
FZB42 was further monitored by SEM analysis, which showed damage to X. campesris pv.

campestris SU cells.

Key words: Bacillus velezensis FZB42; Xanthomonas campestris pv. campestris; biological
control; metabolomics analysis; surfactin; fengycin; bacillomycin; bacillibactin; microscopic

analysis
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1. Literarni avod

1.1. Uvod

Tato diplomova prace je zamérena na studium vlivu bakteridlniho kmene Bacillus velezensis
na fytopatogena kmene Xanthomonas campestris pv. campestris prostfednictvim produkce
extracelularnich sekunddrnich metabolitd napf. antimikrobidlnich latek a siderofor(.
Pochopeni mechanismu vzajemného plsobeni mikroorganismd by mohlo byt vyuZitelné
v biologické kontrole rostlin napadené patogeny.

Kvali rostlinnym onemocnénim zplsobovanym patogennimi bakteriemi, houbami
a viry dochazi k vyznamnym ztratdm v rostlinné zemédélské produkci (Oerke a Dehne, 2004).
Proti témto chorobdm jsou hojné pouzivdny chemické pesticidy s antibiotickymi
a antimykotickymi ucinky. Tyto latky se ovSéem mohou dostavat do Zivotniho prostiedi, tam
mohou pretrvavat, akumulovat se a nasledné negativné ovliviiovat dal$i organismy nebo celé
ekosystémy. Navic se patogenni mikroorganismy stdle Castéji stdvaji proti konvencné
pouzivanym pesticidim rezistentni. Nékteré latky, které jsou na rostliny aplikovany pro jejich
posileni, mohou mit také negativni vliv na lidské zdravi. Se zvySujicim se zajmem verejnosti
o ochranu Zivotniho prostiedi roste poptavka po snizovdni mnozstvi plosné vyuzivanych
pesticidl chranici rostliny pred patogeny a Skddci. Pravé kv(li vzristajicimu problému vzniku
rezistence proti bézné pouzivanym pesticidim, které potlacuji rostlinné patogeny, je nutné
ziskdvat nové poznatky a aplikovat moderni pfistupy v ochrané zemédélskych plodin. Jednim
z téchto pristupll je tzv. biologickd kontrola. Biologickd kontrola je metoda aplikované
ekologie, jejimz principem je, Ze urcita latka, pfipadné organismus, cilené negativné pusobi
na jiny, patogenni, organismus, a to za predpokladu, Ze témito Ucinky nebudou ovlivnény
necilové organismy. V praxi se pro biologickou kontrolu napadenych rostlin ¢asto pouzivaji
mikroorganismy izolované rhizosféry, pfipadné jejich sekundarni metabolity.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, Ze bakteridini kmen
Bacillus velezensis ~ FZB42  plsobi  antagonisticky na  fytopatogenni  bakterie

Xanthomonas campestris pv. campestris (kmeny SU a 1279) a popsat probihajici interakci.



1.2. Infekce rostlin rodu Xanthomonas
Bakterie rodu Xanthomonas patfi mezi Gram negativni striktné aerobni chemoorganotrofni
organismy. Xanthomonas campestris pv. campestris je priimyslové vyznamnym organismem,
nebot produkuje polysacharid xanthan, ze kterého je dale vyrdbéna xanthanova guma.
Vétsina kmenu se vyznacuje produkci Zlutého pigmentu xanthomonadinu (Starr et al., 1977).
Xanthomonas patfi mezi fytopatogeny s vysokou hostitelskou specifitou, jenz zpuUsobuji
infekce u pfriblizné ctyfi sta druhU rostlin. Velké mnozstvi kmen( zpUsobuje znacné
hospodarské skody, protoze snizuji vynosy v péstovani zemédélskych plodin, bylo popsano
na sto dvacet pathovarl Xanthomonas (Leyns et al., 1984). Xanthomonas cucurbitae
zpUsobuje bakteridlni skvrnitost a nekrotické léze u rostlin z celedi Cucurbitaceae
(Altin et al., 2020). Kmeny Xanthomonas oryzae pv. oryzea a Xanthomonas oryzae pv.
oryzicola zpUsobuji bakteridlni onemocnéni ryze, které se projevuje chlorézou, tedy svétlymi
pruhy na listech (Swings et al., 1990). Xanthomonas vasicola pv. musacearum je jednou
z moznych pficin chfadnuti rostlin bananovnikd (Tushemereirwe et al., 2004). U cukrové
titiny bylo popsano onemocnéni zvané ,leaf scald disease”, plivodcem tohoto rostlinného
onemocnéni je Xanthomonas albilineans (Birch, 2001). Xanthomonas citri subsp. citri je
plvodcem onemocnéni zvané rakovina citrus(, které zplsobuje nekrotické |éze na listech,
stoncich a plodech citrust (Leksomboon et al.,, 2001) a kmeny Xanthomonas vesicatoria,
Xanthomonas euvesicatoria, Xanthomonas perforans nebo Xanthomonas gardneri zpUsobuji
choroby rostlin rajéat a paprik (Jones et al.,, 2004). V neposledni rfadé je vyznamnym
rostlinnym patogenem také X. campestris pv. campestris. Tento kmen zapficifiuje rostlinné
onemocnéni tzv.: ¢erna hniloba u rostlin z ¢eledi Brassicaceae (tj. ¢eled brukvovité) (Obr. 1).
Tato nemoc se projevuje zloutnutim listd a nekrotickymi lézemi ve tvaru pismene V, které se
et al., 2017). Plsobenim rostlinnych patogent dochazi ke ztratam v produkci zemédélskych

plodin az 0 15 % (Oerke a Dehne, 2004).
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Obr. 1: Rostlinné onemocnéni Cernd hniloba na brukvi zelné (Brassica oleracea) zplsobené bakterialnim
fytopatogennim kmenem X. campestris pv. campestris. (Pfevzato a upraveno ze Santos et al., 2017).

1.2.1. Proces infekce rostlin patogenem
Pfi infekci jsou bakterie rodu Xanthomonas na rostliny nej¢astéji pfenaseny na semenech,
ktera byla infikovdna matefskou rostlinou, nebo ostatnimi rostlinami. Patogeny se mohou
Sifit prostfednictvim vody, bud’ ¢innosti desté nebo diky umélému zavlazovani. Existuje také
moznost rozSifovani patogenl mechanickou manipulaci s pldou (orbou) nebo
prostfednictvim hmyzu. Xanthomonas vstupuje do rostliny hydatodami nebo pres
poranénou rostlinnou tkan (Ryan et al., 2011). Infekce bakterii Xanthomonas zacina

primarnim pomnoZeni na povrchu a vné epidermalnich bunék v okoli mista vstupu infekce.
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Infekce dale postupuje do bunék pochvy cévnich svazkl a xylému. RozSifuje se také
v apoplastu nebo infekce postupuje az do rostlinnych cév, kde se bunky aktivné déli a vytvari
agregaty (Akimoto-Tomiyama et al., 2014). Pfilnuti k povrchu listu, vstup infekce, kolonizace
a prezivani patogena v rostlinné burice usnadnuji nasledujici virulen¢ni faktory produkované
bakterii Xanthomonas, jsou to: adhesiny (Das et al. 2008), lipopolysacharidy vnéjsi
membrany a slizového pouzdra (Kingsley et al., 1993) a polysacharid xanthan (Chou

et al., 1997).

1.2.2. Chemicka ochrana rostlin proti fytopatogentiim rodu Xanthomonas
Pro ochranu rostlin proti patogennim bakteriim Xanthomonas bylo v minulosti pouzivano
antibiotikum streptomycin a slou¢eniny médi, ptipadné jejich kombinace. OvSem soucasnym
problémem jsou vznikajici rezistence, jak proti antibiotik(im, tak proti pesticidiim na zakladé
slouc¢enin médi (Ritchie a Dittapongpitch, 1991). Rezistence bakterii rodu Xanthomonas na
pesticidy na bdazi médi je pomérné rozsifena. Rezistentni kmeny jsou napf.: X. gardneri,
X. euvesicatoria a X. vesicatoriau. Geny zodpovédné za rezistenci na latky s obsahem médi
jsou lokalizované na plasmidu (Richard et al., 2017). Navic, syntetické organické slouceniny
obsahujici méd, mohou mit znacny negativni dopad na Zivotni prostredi. ZvySeni
koncentrace médi v pddé muizZe mit za nasledek snizeni biodiverzity edafonu (Lejon et al.,
2008). Dale muzie prostiednictvim puasobeni tézkych kovi dochazet ke snizeni aktivity
pGdnich mikroorganismi (Wang et al., 2007). Erozi pady a splachem sloucenin s obsahem
médi z poli miZe dochazet ke zhorsovani kvality vody, kterd mlze byt nasledné toxicka pro
vodni organismy (Schuler et al., 2008). | pres to, Ze méd je esencidlni prvek pro ¢lovéka, tak
pokud je dostupnad ve formé nékterych soli, mize pUsobit toxicky. Méd je akumulovana
v jatrech, v nervové soustavé a v organech reprodukéni soustavy (Ashish et al., 2013). Méd'

vrve

2003).

1.3. Inhibi¢ni vlastnosti rodu Bacillus proti patogentim
1.3.1. Vyuiiti bakterii rodu Bacillus v biologické kontrole rostlinnych Skadct
Bakterie rodu Bacillus patfi mezi Gram pozitivni sporulujici bakterie, jeho endospory mohou
vydrzet dehydrataci, a proto dlouhodobé preZivat v prostredi. Bacillus patfi mezi

rhizobakterie a je béZnou soucasti ptdni mikrobioty. Navic maji schopnost podporovat rust
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rostlin (Idris et al., 2004). V roce 2016 doslo ke sjednoceni taxonomie bakteridlnich druhq,
kdy bylo na zdkladé genetické shody navrieno, Ze Bacillus amyloliquefaciens je nové
oznacovan jako Bacillus velezensis (Dunlap et al., 2016).

Bakterie rodu Bacillus jsou producenty antibiotickych a antifungalnich latek (Loeffler
et al., 1986). Jejich vyhodou, jako biokontrolniho agens, je, Ze disponuji schopnosti délit
se uvnitf tkané hostitele (Daungfu et al., 2019). Ucinky bakterie rodu Bacillus byvaji
vyuZivany v zemédélstvi kcilené biologické ochrané rostlin, jsou registrovany jako
biopesticidy a jsou komercné prodavany pro potlaéeni rostlinnych onemocnéni
zpusobovanych bakteridlnimi nebo houbovymi patogeny (Tab. 1). Proti houbovym
patogendm rodu Rhizoctonia, Fusarium a Aspergillus byly pouZity naptiklad bakteriadlni
kmeny Bacillus licheniformis SB3086, Bacillus pumilus GB 34 a Bacillus subtilis GBO3, které
zamezuji vzniku infekce na semenech psenice, hrachu, fazoli nebo baviny, podobné jako
B. subtilis MBI 600. Vroce 2000 byl kmen Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens FZB24
komercné registrovan, jako ucinny prostfedek pro ochranu sazenic strom0 a kefd proti
houbovym patogenUm Rhizoctonia a Fusarium (Fravel, 2005). Jednim z nejpouzivanéjsich
biopesticid( je bakteridlni kmen Bacillus thuringiensis, ktery je zakladem pro vice nez dvé sté
registrovanych biopesticidnich pripravkd (Mishra et al., 2015). Jako biopesticid byl, pro své
larvicidni ucinky, poprvé registrovdn ve Francii vroce 1938 pod nazvem ,Sporeine”
(Sanahuja et al., 2011). Poskytuje ucinnou ochranu prfed hmyzimi Skldci produkci toxina,
které maji schopnost usmrtit jejich larvy (Hannay, 1953). Biopesticidy obsahujici
B. thuringiensis jako Uc¢innou latku by nemély mit vyrazny vliv na jiné nez cilové organismy,
zjisténo, Ze aplikace postfikQ s B. thuringiensis v polnich podminkach zplUsobuje zmény ve
spoleCenstvu hmyzu, a tim mulzZe dochazet ke zménam v celém ekosystému (Schoenly
et al., 2003). VétSina izolatd rodu Bacillus ma schopnost inhibovat rlst bakteridlniho

patogena kmene X. campestris pv. campestris (Wulff et al., 2002a; Monteiro et al., 2005).
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Tab. 1: Bakterie rodu Bacillus jako Gc¢inna latka biopesticid(. (Pfevzato a upraveno z Pérez-Garcia et al., 2011).

Nazev
. .. Bakterialni druh Patogen /Onemocnéni Cilova plodina Vyrobce
biopesticidu y gen / P y
- . . [ Stimuplant,
Avogreen B. subtilis Cercospora, skvrnitost listu Avokado IAR
. Rez, padli, Cercospora, hnéda . AgraQuest,
Ballad PI B. |
allad Plus pumitus skvrnitost S0ja USA
Biobest B. subtilis S'net, hneda skvrnitost, plisen RyZe App'lledchem,
listové pochvy Thajsko
Rhizoctonia, Sklenikové, Growth
Companion | B. subtilis Pythium, Fusarium, Phytophthora, | Skolkarské a
. v Products,USA
Sclerotinia okrasné dreviny
EcoGuard B. licheniformis Dolarova skvrnitost, antraknéza Raselina N?vozymes,
Dansko
Séja, Becker
HiStick B. subtilis Fusarium, Rhizoctonia, Aspergillus | podzemnice Underwood,
olejna USA
Bavinik B
. .. Rhizoctonia, Fusarium, Pythium avvvnl., .. ayer .
Kodiak B. subtilis Asperaillus lusténiny, sdja a | CropScience,
perg zelenina USA
Zelenina,
Alternaria, Botryodiplodia ovocné stromy .
7 7 ’ A | h
Larminar B. subtilis Colletotrichum, Corticium, okrasné TE;.SIigC em
Fusarium, Phytophthora rostliny, ryZze a )
polni plodiny
Raselina a
okrasné
i
Rhapsod B. subtilis Rhizoctonia, Fusarium, ;le;lmg a AgraQuest,
psody ’ Pythium, Phytophthora USA
ovoce
péstované ve
skleniku
Zelenina, vinna AgraQuest
Serenade B. subtilis Rzi, padli, Botrytis, Sclerotinia réva, orechy a UiA !
ovoce
. . , Zelenina a AgraQuest,
B.
Sonata pumilus Rzi, padli ovoce USA
Polni plodiny a | Becker
Subtilex B. subtilis Rhizoctonia, Fusarium, Aspergillus | zelenina, Underwood,
okrasné rostliny | USA
Sazenice NovOzZVmMes
Taegro B. amyloliquefaciens | Rhizoctonia, Fusarium stromu, okrasné DEU y !
rostliny a kere
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1.3.2. Rod Bacillus jako ochrana pred lidskymi patogeny

Bakterie rodu Bacillus byly také testovany pro potlacovani lidskych patogent (Torres et al.,
2015; Meena et al., 2019), nabizi se zde moznost vyuZivat jejich sekundarni metabolity jako
nova antibiotika. Bakterie rodu Bacillus potlacuji rlist jak bakteridlnich infekci, které byvaji
Casto rezistentni k bézné pouzivanym antibiotikim (Meena et al., 2019; Medeot et al., 2020),
tak organism( patfici mezi houby (Tabbene et al.,, 2015). Praktické vyuZiti téchto
sekundarnich metabolitl v budoucnu je pravdépodobné, nebot nebyly popsany zadné ucinky
bakteridalniho kmene B. amyloliquefaciens (ktery produkuje, mimo jiné, surfaktin, fengycin
a bacillibaktin) na stfevni buriky (Lv et al., 2020), stejné tak tomu bylo i u Uc¢inkd fengycinu na
plicni fibroblasty, jejichz Zivotaschopnost nebyla plsobenim tohoto sekundarniho metabolitu
negativné ovlivnéna (Medeot et al., 2020). U surfaktinu byla popsdna pouze nizkd toxicita

pro sav¢i buriky (Meena et al., 2019).

1.4. Sekundarni metabolity produkované kmenem B. amyloliquefaciens
Bakterialni kmen B. amyloliquefaciens FZB42, jinak oznacovan téz Bacillus velezensis (Dunlap
et al., 2016), produkuje nékolik sekundarnich metabolitQ, kterym je pfipisovana antibioticka
a antifungdlni aktivita. Tyto latky patfi mezi neribozomalné syntetizované slouceniny. Jsou to
lipopeptidy surfaktin, bacillomycin D a fengycin (Koumoutsi et al., 2004) a siderofor
bacillibaktin (Arguelles-Arias et al., 2009). Sekundarni metabolity bakterii rodu Bacillus hraji
dllezitou roli v inhibici jinych mikroorganismu. Bylo také pozorovano, Ze geny Ucastnici se
syntézy téchto sekundarnich metabolitd jsou aktivovany v rlizné mife podle toho, s jakym
mikroorganismem se bunky setkavaji. Je pravdépodobné, Ze bakterie dokaze rozpoznat
konkurenéni organismy, a podle toho cilené aktivovat syntézu dalSich antifungdlnich nebo
antibiotickych latek (Li et al., 2014).

1.4.1. Surfaktin
Surfaktin je povrchové aktivni molekula, produkovana bakteriemi rodu Bacillus (Arima
et al., 1968). Struktura surfaktinu (Obr. 2) byla poprvé popsana v roce 1969 (Kakinuma et al.,
1969). Molekula surfaktinu je tvorena oligopeptidovym kruhem, ktery je tvoren sedmi
aminokyselinami s postrannim retézcem tvorenym 3-hydroxy mastnymi kyselinami (Obr. 2)
(Hoffmann et al., 2021). Surfaktin hraje dlleZitou Ulohu v quorum sensing systému pfti tvorbé

biofilmu. PUsobeni surfaktinu zplsobuje Unik iont( drasliku, které aktivuji membranovou
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proteinovou kinazu KinC, kterd fidi expresi genl podilejicich se na tvorbé biofilmu (Lopez
et al., 2009). Surfaktin také napomaha burikdm pfi pohybu po povrchu kultivacniho média
(Kinsinger et al., 2003). Antimikrobidlni aktivita surfaktinu spociva v tom, Ze ma schopnost
interagovat s acylovymi fetézci membranovych fosfolipidd, a tim dochazi k rozrusovani
membrany (Maget-Dana a Ptak, 1995; Heerklotz et al., 2004). Surfaktin ma negativni vliv na
tvorbu biofilmu u ostatnich organismd (Meena et al., 2019). Je schopny usmrtit savci buriky,

nebot u ného byla popsana hemolyticka aktivita (Moran et al., 2002).

© NH
HsC Di
NH H CH
H:a,c/v )\/H N 3
0 x m_/ 0 CH4
H3G\T/:— O OH
H3C O

Obr. 2: Strukturni vzorec surfaktinu. (Pfevzato z: https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?C12043).

Surfaktin hraje duleZitou roli pfi potladovani rostlinnych patogent a jejich cilené
biologické kontrole. Kmen B. amyloliquefaciens FZB42 potlacuje houbovou kulturu
Rhizoctonia solani, ktera zpUsobuje hnilobu salatu. Pfi tomto pokusu vyrazné rostla hladina
produkovaného surfaktinu v ¢ase (Chowdhury et al., 2015). Bacillus subtilis vytvarel biofilm
na korenech a mél vyznamné biokontrolni ucinky proti bakteridalnimu patogenu
Pseudomonas syringae, kterd je plivodcem bakteridlni infekce na rostlinach rajcete. Inhibiéni
ucinky B. subtilis byly zavislé na produkci surfaktinu. Tyto obranné mechanismy brani
kolonizaci kofen( jinymi mikroorganismy (Bais et al., 2004). Surfaktin je dale odpovédny
za fungicidni plsobeni na houby rodu Fusarium (Snook et al., 2009), Trichoderma (Sarwar
et al., 2018) a znac¢né inhibuje rist dvou vyznamnych houbovych patogent Aspergillus flavus

a Colletotrichum gloeosporioides (Mohammadipour et al., 2009). Surfaktin v kombinaci
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s bacillomycinem je zodpovédny za antagonistickou aktivitu potlacujici rlist houby R. solani,
kterd je pavodcem onemocnéni listli ryze (Luo et al., 2015). Vedle toho surfaktin zvySuje
ucinky dalsiho lipopeptidu produkovaného bakteriemi rodu Bacillus - mykosubtilinu. Jejich
kombinace potlacuje obligatniho patogena rostlin saldtu Bremia lactucae. Experimentdlni
studie (Deravel et al., 2014) demonstruje, Ze surfaktin ovliviiuje také oomycety, eukaryotické
organismy podobné houbdm. Uginek surfaktinu byl studovan i na lidské patogeny a bylo
dokdzano, Ze surfaktin dokaZe potlacovat rast bakterii jako jsou napf. Listeria
monocytogenes (plUvodce listeridzy), Bacillus cereus (pUvodce enterogastrickych
onemocnéni) (Torres et al., 2015), Klebsiella pneumoniae (plvodce uroinfekci a pneumonie),
Salmonella typhimurium (pGvodce bfisniho tyfu) nebo Staphylococcus aureus (puvodce
infekci a septického Soku) (Meena et al., 2019). Vedle vyse zminénych ucinkd, surfaktin
vykazuje i cytotoxicky ucinek na sav¢i nadorové buriky s nizsi toxicitou ke zdravym bunkam
(Meena et al., 2019). Surfaktin se fadi i mezi slouceniny, které dokazi podporovat rlst rostlin.
Rostliny, na které byl aplikovdn, vykazovaly zvySenou produkci (Sarwar et al., 2018), coz
mlzZe byt zplsobeno tim, Ze surfaktin indukuje v rostlindch systémovou rezistenci

(Chowdhury et al., 2015).

1.4.2. Bacillomycin
Struktura bacillomycinu D (Obr. 3) byla popsana roku 1981 (Peypoux et al., 1981). Molekula
bacillomycinu D je tvorfena cyklickymi heptapeptidy, které jsou spojené s fetézcem
B-mastnych kyselin s délkou fetézce 14 az 17 uhlikQ (Vairagkar a Mirza, 2021). Inhibi¢ni
aktivita bacillomycinu byla popsana jiz v roce 1947, kdy bylo zjisténo, Ze disponuje silnou
antifungalni aktivitou (Landy et al., 1947). Produkce bacillomycinu je zasadni pro tvorbu
biofilmu u kmene B. amyloliquefaciens, a to stimulaci genl zodpovidajici za syntézu biofilmu,
véetné kindzy KinC (Xu et al., 2013).

Bacillomycin ma silné antifungalni acinky, mimo jiné, i proti nékterym oportunnim
lidskym patogendm (Gong et al., 2014). Mechanismus ucinku bacillomycinu jako
antimikrobidlniho ¢inidla je zaloZzen na poskozeni bunééné membrany eukaryotickych
organismu (Rajaofera et al.,, 2020; Wu et al.,, 2020), coz je pravdépodobné zplsobeno
zménou v permeabilité bunééné membrany, ke které dochdazi prostfednictvim interakce
bacillomycinu D a membranového ergosterolu. Bacillomycin muize byt tedy oznacovdn za

povrchové aktivni molekulu (Wu et al., 2020). Bacillomycin izolovany z kmene
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B. amyloliquefaciens vykazoval antibakteridlni aktivitu proti lidskému patogenu
Burkholderia pseudomallei (plvodce melioidozy) (Rajaofera et al., 2020) a také silnou
fungicidni aktivitu proti fytopatogennim houbdm: C. gloeosporoides (Jin et al., 2018),
Fusarium oxysporum (Xu et al., 2013) nebo kvasince Mallassezia globosa (Wu et al., 2020),
ktera je oportunni lidsky patogen. Bacillomycin zplsobuje u kmene A. flavus zastaveni ristu
mycelia, tvorbu a kli¢eni spor, dale narusuje bunécnou sténu, membrany a organely hub
(Gong et al., 2014). U bacillomycinu byla potvrzena pouze nizka toxicita pro vodni organismy,

coz zvysuje jeho potencidl v praktickém vyuZziti jako antibiotika (Jin et al., 2018).

Obr. 3: Strukturni vzorec bacillomycinu D. R = mastna kyselina.
(Pfevzato z: https://www.genome.jp/entry/C12267).

1.4.3. Fengycin
Molekula fengycinu je tvorena dekapeptidem s laktonovym kruhem s B-hydroxy mastnou
kyselinou v postrannim fetézci o délce 14 az 18 atomu uhliku (Obr. 4) (Vairagkar a Mirza,
2021). Fengycin byl poprvé popsan vroce 1986 jako latka s antifungalnimi
a antimikrobidlnimi Gcinky (Vanittanakom et al., 1986). Podstatou antimikrobialniho ucinku
je zména integrity biologickych membran tim, Ze fengycin interaguje s membranovymi

fosfolipidy a pri vyssich koncentracich zpUsobuje primo destrukci membrany (Deleu
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et al., 2005). U houbovych kultur fengycin zpUsobuje morfologické zmény mycelia, vykazuje
slabsi hemolytickou aktivitu (Vanittanakom et al.,, 1986) a poskozuje bunécnou sténu
prostfednictvim interakce s jejimi hydrofobnimi castmi. ZvySenim hladiny kyslikovych
radikalt zpUsobuje poskozeni bunécnych organel (Liu et al., 2019). Jeho antifungdlni aktivita
vede k inhibici ristu mikroorganismQ napft. Pyricularia oryzae, Conidiobolus coronatus,
Curvularia lunata, Fusarium sp., Rhizomucor miehei, Alternaria kikuchiana a R. solani
(Vanittanakom et al., 1986), Botrytis circinea (Touré et al., 2004), Candida albicans (Liu
et al., 2019) nebo Mycosphaerella fijiensis (Gonzalez-Jaramillo et al., 2017), potlacuje rast
mycelii a kliceni spor a také miZe mit schopnost inhibovat biosyntézu houbovych
mykotoxint (Hanif et al., 2019). Na druhou stranu, fengycin produkovany kmenem
B. amyloliquefaciens ma také baktericidni ucinky, a to na bakterie rodu X. axonopodis
pv. vesicatoria, Pseudomonas aeruginosa a L. monocytogenes, u kterych fengycin zpuUsobil

lyzi bunék (Torres et al., 2015; Medeot et al., 2020).

Obr. 4: Strukturni vzorec fengycinu.
(Pfevzato z: https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cpd_ja:C12042).

1.4.4. Bacillibaktin
O bacillibaktinu se poprvé zminil May v roce 2001 (May et al.,, 2001) jako o sekundarnim
metabolitu produkovaném kmenem B. subtilis. Bacillibaktin patfi mezi siderofory
katecholatového typu, které jsou schopné chelatovat ze svého okoli ionty Zeleza a prenaset

je pres membranu (May et al., 2001). Inhibi¢ni efekt bacillibaktinu spociva tedy v chelataci
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iontU Zeleza, a tim zplsobeného potlaceni rlstu ostatnich mikroorganism( diky zamezeni
pfistupu k Zelezu (Miethke a Marahiel, 2007). Jeho struktura je velmi podobnd strukture
sideroforu enterobaktinu produkovaného bakterii Escherichia coli (May etal., 2001).
Struktura bacillibaktinu je tvorena cyklickym esterovym jaddrem se tfemi threoniny. Na kazdy
threonin je pres glycin navazana dihydroxybenzoova kyselina (Obr. 5) (Dunlap et al., 2013).
Bacillibaktin je stejné jako ostatni vySe zminéné metabolity produkovan neribozomalné (May
et al., 2001). Bacillibaktin hraje vyraznou ulohu pfi inhibici fytopatogennich hub, jako jsou
Verticillium dahliae, Fusarium solani, F. oxysporum (Li et al., 2014), R. solania A. flavus
(Dimopoulou et al., 2021). Vedle antifungdlniho uc¢inku ma bacillibaktin také antibakterialni
aktivitu, nebot potlacuje rlst kmene Pseudomonas syringae pv. tomato (Dimopoulou et al.,

2021).

OH O ?Hg O O OH
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HO N N OH
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Obr. 5: Strukturni vzorec bacillibaktinu. (Pfevzato z: https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?C12219).

1.5. Stimulace riistu rostlin prostfednictvim mikroorganismi
1.5.1. Indukovana systémova rezistence
Vyuzivani bakteridlnich kultur pfi péstovani rostlin neni zalozeno pouze na jejich pfimé
ochrané, ale také mulZe zpuUsobovat nepfimou ochranu rostlin proti patogenim
prostfednictvim stimulace rostlinné imunity. Nékteré bakterie totiz disponuji schopnosti
vyvolavat u rostlin tzv. ,indukovanou systémovou rezistenci” (ISR). Pri indukované
systémové rezistenci je podporovano posileni pfirozené imunitni reakce rostliny proti vzniku

onemocnéni prostrednictvim jiného Cinitele napf. nepatogennim mikroorganismem
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(Kloepper et al., 1992). Tento efekt vyvolavaji rhizobakterie u rostlin po kolonizaci korend.
Mezi bakterie majici schopnost indukovat systémovou rezistenci rostlin patfi napf.:
Pseudomonas fluorescens (Hoffland et al., 1996), B. amyloliquefaciens (Kang et al., 2015),
B. cereus (Huang et al., 2012) nebo Micromonospora spp. (Martinez-Hidalgo et al., 2015).
Indukovanou systémovou rezistenci pravdépodobné podporuji také lipopeptidy
produkované rhizobakteriemi. Mezi lipopeptidy, které maji schopnost aktivovat v rostlinach

ISR patfi surfaktin a fengycin (Ongena et al., 2007).

1.5.2. Rhizobakterie podporujici rtist rostlin
Vyuzivani mikroorganismi v zemédélstvi neni zaloZeno pouze na ochrané rostlin proti
Skidclim a patogenlim. Nékteré bakterialni kmeny funguji jako tzv. biofertilizatory. Takové
kmeny, které maji schopnost podporovat rlst rostlin a zlepSovat tak jejich kondici, jsou
oznacovany jako ,rhizobakterie podporujici rist rostlin® (PGPR) (Kloepper et al., 1980b).
PGPR mohou vyrazné podporovat rlst rostlin prostfednictvim produkce fytohormond
(Miller et al., 1989), zvysenim dostupnosti mineralnich Zivin (de Freitas et al., 1997; Barriuso
et al., 2005) nebo produkci sideroforl (Kloepper et al.,, 1980a). Rhizobakterie, které
vyznamné podporuji rast rostlin jsou napf.: Pseudomonas, Bacillus, Actinomycetales,
Cellovibrio nebo  Rhizobium (Anderson a Habiger, 2012). Bakteridlni kmen
B. amyloliquefaciens je jednim z nejucinnéjSich biofertilizatorll. Kmen B. amyloliquefaciens
FZB42 produkuje rostlinny fytohormon kyselinu indol-3-octovou (ldris et al., 2004), jejiz
vytézek stoupd v pfitomnosti aminokyseliny tryptofanu (ldris et al., 2007). Navic tento
bakteridlni kmen dokaZe zvysit zemédélskou produkci o 30-75 % v zdavislosti na koncentraci

dusiku pouzitého jako hnojiva (El Husseini et al., 2012).
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2. Cile prace
Cile této diplomové prace s nazvem ,Inhibi¢ni ucinky kmene B. velezensis na rostlinné

patogeny rodu Xanthomonas” jsou nasledujici:

Ovérit hypotézu, Ze bakteridlni kmen Bacillus velezensis FZB42 plisobi antagonisticky
na fytopatogenni bakterie Xanthomonas campestris pv. campestris kmene 1279 a SU
a popsat probihajici interakci.

Optimalizovat kultivacni podminky jednotlivych kmenl i smésnych kultur
B. velezensis a X. campestris pv. campestris SU nebo X. campestris pv. campestris

1279 (sloZzeni média, fyzikalni podminky, ristové parametry).

Popsat ucinky antagonistického mikroorganismu (B. velezensis) na vybrané rostlinné
patogeny (X. campestris pv. campestris SU a 1279) na pevném médiu pomoci obdoby
diskové difuzni metody.

Optimalizovat pocatecni koncentraci bunék kmenU B. velezensis a X. campestris pv.
campestris SU pfi vstupu do vzajemnych interakci. Ve smésnych kulturdch sledovat
pocet Zivotaschopnych bunék kultur a koncentraci zdroje C.

Stanovit sekundarni metabolity produkované kmenem B. velezensis pomoci LC-MS
analyzy v tfepanych monokulturach a dualnich kulturach.

Studovat morfologické zmény na burikach smésnych kultur pfi vzajemné interakci

pomoci SEM.
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3. Material

3.1. Pouzité chemikalie

Tab. 2: Pouzité chemikalie

Aceton J. T. Baker USA
Acetonitril (LC-MS grade) VWR CR

Agar Difco USA
CaCl,. 7 H:0 Lachema CR
D-glukosa . H20 Lachema CR
D-xylosa Lachema CR
Ethanol J.T. Baker USA
FeSOa4. 7 H20 Lachema CR
Glutaraldehyd Serva Némecko
Glycerol VWR CR

HCl Lachema CR
K2HPO3 Merck Némecko
KH2PO4 Lachner CR

Kit ECOPLATE BioLog USA

Kit ,GLUKOSA GOD 1500“ Biolatest CR

KOH Lachema CR
Kvasnicny autolyzat (Yeast extract) Oxoid USA
Kyselina mravenci (LC-MS grade) Thermo Fisher Scientific | USA
mMCS20ABN médium Duchefa Nizozemsko
Methanol VWR CR
MgSO4 . 7 H20 Lachner CR

MilliQ H.0 Watrex CR
Na;HPO4 . 12 H,0 Lachema CR

NaCl Lachner CR
NaH:POs . 2 H20 Lachema CR

NaOH Lachner CR

NH4Cl Lachema CR

0Os04 Degussa Némecko
Pepton Oxoid USA
poly-L-lysin Sigma-Aldrich USA
Pyruvat Lachema CR
Surfaktin Sigma-Aldrich CR
Trihydrat kakodylanu sodného C2H12AsNaOs. 3 H20 Alfa Aesar Némecko
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Lachner CR
Trypton Oxoid USA
ZnSOa4 . 7H20 Lachema CR
Zlugova sdl No. 3 Difco USA




3.2. Slozeni kultivaénich médii
Média byla pFfipravena rozpusténim daného mnozstvi latky v 1000 ml destilované H.O
a nasledné sterilizovana autoklavovanim po dobu 30 min pfi teploté 121 °C. Pro

vytvoreni pevné pudy bylo pfidano do 1000 ml tekutého média 20,00 g agaru.

3.2.1. LB médium (Luria-Bertani)

NacCl 9,00 g
Yeast extract 500¢g
Trypton 10,00 g

pH 7,2 — 7,4 (Gprava pomoci NaOH)

3.2.2. M9 médium

NacCl 0,50¢g
Na,HPO; . 12 H,0 14,62 g
KH2PO4 3,00g
NH4Cl 1,00 g

pH 7,2 - 7,4 (Gprava pomoci NaOH)

Minimalni médium M9 bylo doplnéno rlznymi stopovymi prvky a zdroji uhliku dle

kapitoly 3.3.1. a2 3.3.2.

3.2.3. Selekéni médium (mCS20ABN)

Selekéni médium (MCS20ABN) bylo pfipraveno ze smési (Duchefa) dle navodu od
vyrobce a doplnéno Zlucovou soli (mCS20ABN+BS) plsobici jako selekéni marker

inhibujici rst Gram pozitivnich bakterii. Slozeni smési bylo nasleduijici:

Rozpustny skrob 25,00 g
Séjovy pepton 2,00g
Trypton 2,00 g
KH2PO4 2,80g
(NH4)2HPO4 0,80 g
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MgSOx . 7 H20 0,1952 g

L-glutamin 6,00 g
L-histidin 1,00g
Glukosa . H,0 1,00 g
Zluéova stl No.3 0,50 g
pH 6,5

3.3. Pufry a zasobni roztoky
3.3.1. Zasobni roztoky stopovych prvku (TE)
Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim daného mnozstvi latky ve 100 ml

destilované H,0. Roztoky byly sterilizovany v autokldvu po dobu 30 min pfi teploté

121 °C.

MgSOa. 7 H,0 2,00 g
CaCl, . 2 H,0 0,50 g
FeSO4 . 7 H,0 0,15¢g

Po sterilizaci byly do minimalniho média M9 pfidany stopové prvky ze zdsobnich

roztoku v nasledujicich finalnich koncentracich (M9TE):

MgS04. 7 H,0 0,20g /I
CaCl; .2 H,0 0,01 g/l
FeSO4 .7 H0 0,0015 g/I

3.3.2. Zasobni roztoky zdroju uhliku
Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim daného mnoiZstvi latky ve 100 ml

destilované H,0. Roztoky byly sterilizovany v autokldvu po dobu 30 min pfi teploté

121 °C.

D-glukosa 20,00 g
D-xylosa 20,00 g
Pyruvat 20,00 g
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Po sterilizaci byly do minimdalniho média M9TE pfidany zdroje uhliku ze zasobnich

roztokud v nasledujicich findlnich koncentracich:

D-glukosa 10,00 g /I (M9TEGIu)
D-xylosa 10,00 g/| (MOTEXyl)
Pyruvat 10,00 g/I (M9TEPyr)

3.3.3. Kakodylatovy pufr

C2H12AsNaOs . 3 H0 0,2M
HCl 0,2M
pH 7,4

3.3.4. Glutaraldehyd 25% roztok

Glutaraldehyd 25 ml
H20 100 ml
3.3.5. TRIS-HCI

Tris-HCI 10 mM
pH 8,5

3.3.6. Fyziologicky roztok
NaCl 9,00 g/l

3.3.7. Tris/glycerol roztok

Gycerol 400,00 g/I H,0
TRIS-HCI 25 mM
MgSOa . 7H,0 1M

pH 7,5

3.3.8. Enzymaticky roztok pro stanoveni glukosy
Pracovni roztok pro stanoveni koncentrace glukosy (Biolatest) obsahoval nasledujici
slozky, které byly pouzity dle ndvodu vyrobce:

Fosfore¢nanovy pufr, pH 8,0 140 mmol/I

26



Glukosaoxidasa > 166 pkat/I

Peroxidasa > 16 pkat/I
3-Methylfenol 10 mmol/I
4-Aminoantipyrin 1 mmol/I

3.3.9. Mobilni faze pro HPLC

Mobilni faze A:
Kyselina mravenci 0,1% (1 ml)

Acetonitril 1% (10 ml)
Rozpusténo v Milli Q H,0 1000 ml

Mobilni faze B:
Kyselina mravenci 0,1% (1 ml)
Milli Q H,0 5% (50 ml)

Rozpusténo ve 1000 ml acetonitrilu

3.3.10. Pufrovany 3% fixacni roztok glutaraldehydu
0,1 M kakodylatovy pufr 22 ml
25% roztok glutaraldehydu 3ml

3.3.11. Postfixacni roztok

0s04 1% (1 ml)

Rozpusténo v redestilované H,0 (100 ml)
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3.4.

Tab. 3: poutzité pfistroje

Pouzité pfristroje

Centrifuga 5403 Eppendorf Némecko
Flowbox BIO 96 Labox CR
Hmotnostni spektrometr SolariX 12T FT-ICR Bruker Daltonik Némecko
Imagel, software k méreni velikosti bunék LOCI USA
Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 HPLC Thermo Fisher Scientific | USA
Lyofilizator Lyovac GT2 Leybold Némecko
Michacka RH basic 2 IKA Némecko
Mikrodesti¢kovy spektrofotmetr SpectraMax 340PC 384 Molecular devices USA

Naprasovacka kovid pro SEM Quorum Q150T ES Quorum Velka Britanie
pH metr 340 WTW Némecko
Pristroj pro suseni metodou kritického bodu (Critical point | Quorum Velka Britanie
dryer) Quorum K850

Rastrovaci elektronovy mikroskop FEI Nova NanoSEM 450 | FEl Brno CR

Separacni kolona HSS T3 C18 (1.8 um, 1.0 x 150 mm) Waters Corporation Velka Britanie
Suitka HS122A BMT CR

Termostat KBC — 25W WAMED Polsko
Termostatovany inkubator Gallenkamp Velka Britanie
Trepacka policova Kidhner Svycarsko
UV/VIS spektrofotometr UV-1601 SHIMADZU Japonsko
Vahy AJ-2200CE VIBRA Japonsko
Vakuova odstredivka Savant SpeedVac Thermo Scientific USA

Vortex genius 3 IKA Némecko

28




4. Metody

4.1. Pouzité kmeny
Kmeny Bacillus velezensis FZB42 (DSM 23117), dfive oznacovany jako B. amyloliquefaciens
(Dunlap et al., 2016) a Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) kmen 1279 byly ziskany
ze sbirky mikroorganismi German collection of Microorganisms (DSMZ, Leibniz Institute,
Némecko) a sbirky The National Collection of Type Cultures (NCTC, University of Warwick,
Velka Britanie). Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) kmen SU byl izolovan
v Laboratofi strukturni a molekularni charakterizace, MBU AV CR, v.v.i. z napadenych rostlin

zeli v lokalité severni Cechy (GPS soufadnice: 50.5872317 s. §., 15.0433481 v. d.).

4.2. Sterilizace médii, laboratornich pomiicek a nadobi
Média a roztoky byla sterilizovdna v autokldvu pfi 121 °C po dobu 20 min, laboratorni

pomtcky a nadobi bylo oSetfeno suchou sterilizaci pfi 100 °C po dobu 9 h.

4.3. Priprava glycerinové konzervy
Pracovni konzerva slouzici k dlouhodobému uchovavani bakteridlnich kultur byla pfipravena
nasledovné: z bakteridlni kultury rostouci ve 100 ml tekutého LB média 24 h pfi 28 °C,
vzdusnéno na trepacce pfi 199 rpm, bylo odebrano 600 pl kultury a nasledné duakladné

promichano v 600 ul roztoku Tris/glycerolu a uloZzeno do mraziciho boxu pfi teploté -80 °C.

4.4, Pfiprava inokula a kultivace v tekutém médiu

- jednostupnové inokulum — Z pracovni konzervy, uloZzené v mrazicim boxu pfi teploté
-80 °C, bylo sterilni bakteriologickou klickou pfeneseno cca 10 ul bakterialni kultury
na pevné LB médium. Po narUstu kolonii (48 h, 28 °C) byla jedna bakterialni kolonie
prenesena do Erlenmeyerovy banky se 100 ml tekutého LB média. Kultura byla
kultivovana 24 h pfi 28 °C se vzdusnénim na tfepacce pfi 199 rpm.

- dvoustupnové inokulum — Kultura narostla v tekutém LB médiu byla pouzita pro
inokulaci minimalniho média M9TE obohaceného o zdroj uhliku. Nejprve byla kultura
z LB centrifugovana v 50 ml Falcon zkumavce (8 000 x g, 4 °C, 15 min), supernatant
byl odstranén a buriky byly promyty sterilnim M9 médiem. Promyté bunky ziskané po

centrifugaci byly nasledné resuspendovany ve sterilnim M9 médiu do puvodniho
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objemu a pouzity pro 1% zaockovani minimalniho média. Kultura byla kultivovana

48 h pfi 28 °C se vzduSnénim na tfepacce pfi 199 rpm.
4.5, Biochemicka charakterizace

Pro biochemickou charakterizaci bakteridlnich kmenl Xcc SU, Xcc 1279 a B. velezensis byla
pouzita suspenze bunék pripravena jako dvoustupriové inokulum (kapitola 4.4.). Pro promyti
a pfipravu findlni suspenze bunék byl pouZit fyziologicky roztok. 120 ul suspenze takto
pfipraveného inokula bylo prevedeno pomoci multikandlové pipety do kazdé jamky
komeréniho kitu EcoPLATE (BioLOG) obsahujictho 31 rlznych zdroji uhliku a vodu, jako
kontrolni vzorek (ve tfech paralelach). Kultivaéni mikrodesti¢ky byly uloZzeny do kultivacéniho
boxu pti 28 °C po dobu 5 dn(. Vyvoj barvy v desti¢ce byl méfen jako narlst absorbance pfi

590 nm ve 24h intervalech po dobu 5 dnli pomoci mikrodesti¢ckového spektrofotometru.

4.6. Kultivace bakteridlnich kmenl na vybranych zdrojich C
Pfipravenym dvoustupriovym inokulem bakteridlnich kmend (Xcc SU, Xcc 1279 nebo
B. velezensis) bylo 1% zaockovdno 100 ml minimdalniho média M9 obohaceného o D-glukosu,
pyruvat, nebo D-xylosu a stopové prvky (dle kapitol 3.3.1. a 3.3.2.). Kultury byly kultivovany
v 500 ml bance, 72 h pfi teploté 28 °C na orbitalni tfepaéce pfi 199 rpm. Kazda kultivace na
jednotlivych médiich probihala vidy ve tfech paralelach. V pravidelnych intervalech byla

mérena koncentrace biomasy (opticka densita pfi vinové délce 600 nm).

4.7. Diskovy difuzni test
Kultury kmene Xcc SU, Xcc 1279 a B. velezensis kultivované v LB médiu (24 h, 199 rpm, 28 °C)
byly dle fedici fady pfipraveny v pfislusném fedéni a pouzity pro inokulaci pevného média
MOTEGIu. Pro kazdou Xcc kulturu byla pfipravena samostatna Petriho miska s pevnym
médiem, na kterou bylo pfeneseno pomoci pipety 100 pl 1000 x zfedéné kultury Xcc SU
nebo Xcc 1279, kterd byla dikladné rozetfena po celé plose pomoci mikrobiologické hokejky.
Do stfedu misek s pfislusnou Xcc kulturou bylo preneseno 10 pl 1000 x zfedéné kultury
B. velezensis. Jako kontrolni vzorky byly pouzity pouze samotné 1000 x ziedéné kultury Xcc
SU, Xcc 1279 a B. velezensis nanesené na M9TEGIlu agarové misky (100 pl). Kultivace
probihaly pfi teploté 28 °C po dobu 72 h. VSechny experimenty byly provedeny ve dvou

paralelach.
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4.8. Dualni kultivace v minimalnim médiu

Bariky (500 ml) se 100 ml M9TEGIu média byly zaockovany dvoustupriovym inokulem ve
vysledném 2% objemu dle kapitoly 4.4. Pro kultivaci smésné kultury byly pouzity rozdilné
pocatecni koncentrace obou kultur. Dualni kultura byla pfipravena smichanim inokulac¢ni
kultury kmene B. velezensis a Xcc SU ve tfech rlznych pomérech 1:3, 1:15 a 1:100. Jednotlivé
pomeéry kultur byly vypocitany na zdkladé namérenych hodnot CFU z exponencidlni faze
rastu v tekutém médiu MIOTEGIu. Jako kontroly byly pouZity monokultury kmend Xcc SU
a B. velezensis. V pravidelnych ¢asovych intervalech byla u monokultur méfena koncentrace
biomasy (OD pfi vinové délce 600 nm). V dudlnich kultivacich byly jednotlivé kultury
sledovany pomoci hodnot CFU kultivaci na pevném mediu (LB nebo mCS20ABN). Kultura
kmene Xcc SU byla detekovana ve smésné kultufe pomoci selekéniho média mCS20ABN
obohaceného o Zluovou sul slouzici jako selekéni marker (mCS20ABN+BS). Kultivace

probihala ve dvou paralelach pfi 28 °C na orbitalni tfepacce pfi 199 rpm po dobu 72 h.

4.9, Stanoveni suché hmotnosti bunék

Bakteridlni kultury v objemu 2 ml byly stoeny na centrifuze (8000 x g, 4 °C, 5 min),
supernatant byl oddélen od peletu bunék. Pelet byl resuspendovan v destilované vodé (2 ml)
a nasledné znovu centrifugovan za stejnych podminek. Poté byl znovu odstranén
supernatant a pelet doplnén destilovanou vodou do plvodniho objemu (2 ml). Suspenze
byla dikladné promichana a 1 ml suspenze byl pfeveden do pfedem zvazenych hlinikovych
vazenek. Vazenky byly ulozeny do susarny pfi teploté 120 °C po dobu 1 h. Hlinikové misky
byly zvaZeny a poté znovu uloZeny do susarny na dalSich 15 min, vazeni bylo zopakovano do
konstantni hmotnosti. Sucha hmotnost bunék v 1 ml byla vypoctena z rozdilu hmotnosti

hlinikové misky s bunéénou suspenzi a hmotnosti prazdné misky.

4.10. stanoveni zbytkové koncentrace glukosy

Zbytkova koncentrace glukosy byla méfena pomoci komercéniho kitu ,GLUKOSA GOD 1500“
(Biolatest®). V prabéhu dudlni kultivace byly v pravidelnych ¢asovych intervalech (0., 24., 32.,
48. a 72. h) odebirany vzorky narostlé kultury. Kultury byly stoceny na centrifuze (8000 x g,
5min, 4 °C) a pro stanoveni zbytkové koncentrace glukosy byl pouzit 50 x fedény

supernatant v H;O. Ke 20 pl vzorku supernatantu byly pfiddny 2 ml enzymatického
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pracovniho roztoku. Kontrolni vzorek byl pfipraven smichanim 20 ul destilované H,0 a 2 ml
pracovniho enzymatického roztoku. Pro vytvoreni kalibraéni kfivky byl pfipraven roztok
glukosy v koncentracich: 1, 2, 4, 6, 8 a 10 mmol/l. Vzorky byly inkubovany 15 min pfi 37 °C.
Nasledné byla zmérena absorbance pfi vinové délce 498 nm s pouzitim kontrolniho vzorku
jako blanku.
Koncentrace glukosy v médiu byla stanovena podle vzorce:
Celu = Agos/ f* Fedéni vzorku
kde: c@u koncentrace glukosy (mmol/l)

f smérnice grafu kalibraéni pfimky pro koncentraci glukosy

A@ge) namérena absorbance

4.11. stanoveni koncentrace Zivych bunék

Pro vypocet koncentrace Zivych bunék byla pouZita desitkovd fedici fada. Do Eppendorf
mikrozkumavky bylo napipetovano 900 pl sterilniho fyziologického roztoku a 100 pl
bakterialni kultury. Po dikladném promichani suspenze na vortexu bylo 100 pl této suspenze
pfevedeno do nasledujici Eppendorf zkumavky s 900 pl fyziologického roztoku a opét
dikladné rozmichano na vortexu, inokulum bylo tedy 100 x zfedéno. Tento postup byl
opakovan az do dosaZeni pozadovaného zredéni kultury. Z vybraného fedéni bylo sterilné
preneseno 100 pl suspenze na pevné LB médium (pro kmen B. velezensis), nebo na selekéni
médium mCS20ABN+BS (pro kmen Xcc 1279 nebo SU) a duikladné rozetfeno sterilni
mikrobiologickou hokejkou. Misky byly inkubovany v termostatovaném inkubatoru pfi 28 °C
po dobu 72 h. Mnoizstvi Zivotaschopnych bunék (CFU v 1 ml) bylo ziskano jako soucin poctu
kolonii vyrostlych na misce, hodnoty redéni a objemu kultury naneseného na pevné

médium.
4.12. LC-MS analyza

4.12.1.PFiprava vzorka pro LC-MS analyzu

V pribéhu kultivaci byly odebirany vzorky (3 ml) z dudlnich kultur a monokultur kmene
B. velezensis v pravidelnych ¢asovych intervalech kultivace (0., 6., 12., 24., 33,, 48. h). Kultura
byla centrifugovana (8 000 rpm, 10 min, 4 °C), 3 ml supernatantu byly prelity do sterilni

plastové zkumavky a uloZeny do mraziciho boxu do -80 °C. Takto pfipraveny vzorek byl
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nasledné lyofilizovan 72 h ve vakuovém lyofilizatoru Lyovac. Z kazdého vzorku bylo navazeno
10 mg lyofilizatu, ktery byl rozpustén v 50% acetonitrilu na vyslednou koncentraci 1 mg/ml.
100 pl této suspenze bylo smichdno se 400 ul methanolu a nasledné byl vzorek ulozen do
mraziciho boxu (30 min, -80 °C). Nasledovala centrifugace (14 000 rpm, 10 min, 4 °C),
odpipetovani supernatantu a jeho vysuseni ve vakuové odstredivce pti 35 °C po dobu 2 h.

Vzorky byly nasledné rozpustény ve 100 pl 50% acetonitrilu.

4.12.2.Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) — Detekce

metabolitu

Vlastni hmotnostné spektrometrické méreni sekundarnich metabolitd bacillibaktinu,
bacillomycinu, surfaktinu a fengycinu probihalo ve spolupraci s tymem specialist(
v Laboratofi charakterizace molekularni struktury AVCR. Kvalitativni analyza sekundarnich
metabolitl byla sledovana systémem Dionex UltiMate 3000 HPLC (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) s detekci hmotnostnim spektrometrem SolariX 12T FT-ICR (Bruker
Daltonik, Bremen, Némecko). Byla pouzZita separacni kolona HSS T3 C18 (1.8 um,
1.0 x 150 mm, Waters Corporation, Manchester, Velka Britanie). Separace probihala pomoci
mobilni faze A a B (viz kapitola 3.3.9.) pfi pratoku 50 pl/min, program gradientové eluce byl
nastaven na: 0 min (2 % B); 2 min (2 % B); 9 min (60 % B); 11 min (99 % B); 14 min (99 % B);
14.5 min (2 % B); 20 min (2% B). Vzorky byly méreny v triplikdtech, pro analyzu byly
injikovany 2 ul vzorku. Teplota kolony v pribéhu analyzy byla 40 °C. Detekce analyt( byla
provadéna v modu pozitivnich iontd v hmotnostnim rozsahu 500-1600 m/z s externi

hmotnostni kalibraci.

4.13. Priprava vzorkd pro SEM

V prabéhu dudlni kultivace bylo odebirano 800 pl kultury, ke kterym bylo pridano 800 pl
fixaéniho roztoku. Odbéry probihaly v ¢asech kultivace: 0.; 12.; 24.; 28.; 33. a 48. h. Vzorky
byly promichany a do dalSiho zpracovani byly uchovavany ve 4 °C. Vzorky byly
centrifugovany (14 300 x g, 5 min, 25 °C) a pelet byl rozmichan v 500 pul 3% glutaraldehydu
v kakodylatovém pufru a uloZen pres noc ve 4 °C. UloZenim filtra¢niho papiru nasaklého
destilovanou vodou do sklenéné Petriho misky byla vytvorena vlhkd komurka, do niz byla
umisténa kruhova kryci sklicka o priméru 12 mm. Na kazdé sklicko bylo naneseno 300 pl

roztoku poly-L-lysinu filtrovaného pres filtr Millipore, velikost pérd 0,2 um. Vihkd komdarka
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byla umisténa pfes noc do 4 °C. Poté byl roztok poly-L-lysinu odstranén pomoci filtracniho
papiru a sklicka byla omyta redestilovanou vodou. Vzorky byly centrifugovany (12000 x g,
5 min, 25 °C) a pelet byl resuspendovan ve 2 ml kakodylatového pufru, nasledné byly vzorky
trikrat proplachovany po dobu 20 min. Vzorky byly centrifugovany (12000 x g, 5 min, 25 °C)
a pelet byl resuspendovan v 500 - 800 ul kakodylatového pufru v zdvislosti na optické
densité. Vzorky byly prevedeny na kryci sklicka ve vlihké komdarce a byly ulozeny ve 4 °C, kde
buriky ze vzorku sedimentovaly 24 h. Po ukonceni sedimentace byly vzorky temperovany 1 h
pfi 25 °C, poté byly omyty redestilovanou vodou. Do pfipravenych jamkovych destic¢ek bylo
prevedeno 800 ul postfixaéniho roztoku a do téchto jamek byla uloZzena sklicka. Po 1 h byla
sklicka tfikrdat omyvana redestilovanou vodou po dobu 20 min. Preparaty upevnéné v drzdku
na sklicka pro elektronovou mikroskopii byly odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou
25%, 50%, 75%, 90%, 96%, 100% ethanolem a acetonem, ponofenim na 20 min do kazidé
kadinky s danym roztokem. Po druhém uloZeni vzorkd do acetonu byly vzorky umistény do
-20 °C po dobu 8 min. Do pracovni komory vytemperovaného pfistroje k suseni kritickym
bodem (Quorum K850) byl umistén vychlazeny drzak se vzorky s malym mnozZstvim
temperovaného acetonu. Suseni ke kritickému bodu probihalo dle ndvodu. Po vysuseni byla
sklicka se vzorky nalepena uhlikovou pastou na hlinikové nosniky a po zaschnuti byla

pokovena 3 nm platiny pomoci pfistroje Quorum Q150T ES.
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5. Vysledky

5.1. Charakterizace riistu bakterialnich kmend v komplexnim tekutém médiu

Pro charakterizaci rustu jednotlivych kmen( bylo nejprve vybrano na Ziviny bohaté LB
médium. Bakteridlni kmeny B. velezensis, Xcc SU (ptirodni izolat) a Xcc 1279 (sbirkovy kmen)
byly kultivovany ve tfech paraleldch pti teploté 28 °C na orbitalni tfepacce (199 rpm)
v objemu 100 ml LB média. Pro inokulaci LB média byly pouzity vSechny kultury v koncentraci
108 CFU/ml. V pribéhu kultivace byly v pravidelnych ¢asovych intervalech odebirany vzorky
pro stanoveni ndsledujicich rlistovych parametr(: optickd densita (ODso0)), sucha hmotnost
bunék (cdw; mg/ml), specifickd rdstova rychlost (u; h?), polet Zivotaschopnych bunék
(CFU/mI). Déle bylo méreno také pH kultury v pribéhu kultivace. U kazdého kmene byl
charakterizovan prabéh rlstu v zavislosti na ¢ase po dobu 38 h (Obr. 6, 7, 8).

U obou kmenl Xcc SU a Xcc 1279 je patrna delsi lag faze (do 5. h inkubace), ktera je
nasledovand exponencidlni fazi rlstu se specifickou ristovou rychlosti 0,184 h'! (pro kmen
Xcc SU) a 0,168 h! (pro kmen Xcc 1279) (Tab. 4). Stacionarni faze rlstu nastavd u obou
kmenu Xanthomonas podobné, tedy ve 24. h u Xcc SU a ve 22. h u Xcc 1279 (Obr. 6 a 7).
Nejrychlejsi doba zdvojeni byla zjisténa u kmene B. velezensis T= 200 min, zatimco doba
zdvojeni pro kmen Xcc SU byla 226 min a pro Xcc 1279 248 min. Pro bakteridlni kmen
B. velezensis je charakteristicky rychlejsi ndstup exponenciadlniho rlstu (Obr. 8) s vyssi
specifickou rdstovou rychlosti 0,208 hl. U kmene B. velezensis dochazi k pfechodu

z exponencidlni faze do stacionarni jiz v 18. h kultivace, ktera pokracuje az do 22. h kultivace.

35



GD|EGU:|

Cas (h)

Obr. 6: Rlstova kfivka (OD(so0)) kmene Xcc SU na LB médiu pti teploté 28 °C. Experiment byl veden ve tfech
paralelach.

ODjgoq)
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Obr. 7: Rlstova kfivka (ODsoo)) kmene Xcc 1279 na LB médiu pfi teploté 28 °C. Experiment byl veden ve
tfech paralelach.
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Obr. 8: Rustova kfivka (ODso0)) kmene B. velezensis na LB médiu pfi teploté 28 °C. Experiment byl veden ve
tfech paralelach.

V prubéhu kultivace byly dale sledovany rlstové parametry jednotlivych kultur
(Tab. 4). Vyssi hodnota suché hmotnosti bunék byla namérena u obou kmen( Xanthomonas.
Pro kmen Xcc SU byla hodnota suché hmotnosti bunék 2,13 + 0,07 mg/ml a pro kmen Xcc
1279 byla hodnota 2,34 + 0,19 mg/ml. V pfipadé kmene B. velezensis byla suchd hmotnost
nizsi 0,62 + 0,15 mg/ml. Obdobné byl detekovan ve 24. h kultivace pro kmen B. velezensis
i znatelné nizsi narast Zivotaschopnych bunék 1,7 x 10°, coZ je pravdépodobné zpusobeno
tim, Ze kmeny Xcc byly ve 24. h kultivace v exponencialni fazi, zatimco kmen B. velezensis byl
jiz v pozdni stacionarni fazi rdstu. Kmeny rodu Xanthomonas se ve 24. h kultivace vyskytovaly
ve stacionarni nebo prechodové fazi ristu mezi exponencialni a stacionarni fazi, dosahovaly
vtuto dobu nejvy$siho poctu Zivotaschopnych bunék 9,2 x 10'° (pro kmen Xcc SU)
a 8,6 x 10%° (pro kmen Xcc 1279). Déle byl sledovan v pribéhu kultivace fyzikalni parametr
pH, jehoz maximalni hodnota 7,8 byla dosazena v priibéhu kultivace u kmenU rodu

Xanthomonas, zatimco pro kmen B. velezensis byly zaznamenany nizsi hodnoty 7,4 (Tab. 4).
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Tab. 4: Ristové parametry jednotlivych kmen( B. velezensis, Xcc SU a Xcc 1279 ve 24. h kultivace na LB médiu

Bakterialni kmen u(h?) CFU/ml cdw (mg/ml) pH
Xcc SU 0,184 9,2 x 10%° 2,13+0,07 7,8
Xcc 1279 0,168 8,6 x 10%° 2,34+0,19 7,8
B. velezensis 0,208 1,7 x 10° 0,62 + 0,15 7,4
5.2. Utilizace raznych zdroji uhliku a energie jednotlivymi bakteridlnimi kmeny

Pro zjisténi vhodnych podminek pro rGst na minimalnim kultiva¢nim médiu bylo na misté
zjistit, ktery zdroj uhliku dané bakteridlni kmeny vyuZivaji pro svij rist. Stanoveni schopnosti
utilizovat jednotlivé zdroje uhliku bylo provedené dle kapitoly 4.5. za pouziti komeréné
dostupného kitu EcoPLATE (BioLOG). Inkubace jednotlivych kultur probihala pfi teploté 28 °C
po dobu 5 dnu. V pribéhu inkubace byl rist biomasy sledovan mérenim absorbance pfi
vinové délce 590 nm. Zvysené hodnoty absorbance ukazovaly utilizaci daného zdroje uhliku,
coz se projevilo viditelnym zabarvenim jednotlivych jamek vlivem redukce indikatoru
(tetrazoliové barvivo). Metabolickd charakterizace kultur byla testovdna na ve trech
paralelach. Schopnost utilizace C zdroji vybranymi bakteridlnimi kmeny je zaznamenana

v tabulce 5.

Tab. 5: Schopnost utilizace sledovanych zdroji C kmeny Xcc SU, Xcc 1279 a B. velezensis

Zdroj C Bakterialni kmen

Xcc SU Xcc 1279 B. velezensis
Methylpyruvat + + +
Tween 40 + + -
Tween 80 + + -

a-cyklodextrin - - -

Glykogen - - -

D-celobiosa + + -

a-D-laktosa - - -
B-methyl-D-glukosid - - -
D-xylosa + + +

i-erythritol - - R

D-mannitol - - R

N-acetyl-D-glukosamin + + -

Kyselina D-glukosaminova - - R

Glukosa-1-fosfat + + +

D,L-a-glycerol fosfat - - _

y-lakton kyseliny D-galaktonové - - -

Kyselina D-galaktouronova - - R

Kyselina 2-hydroxybenzoova - - -
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Kyselina 4-hydroxybenzoova - - -

Kyselina y-hydroxymaselna - - -

Kyselina itakénova - - R

Kyselina a-ketomdaselna - - -

Kyselina D-jablecna - - -

L-arginin - - -

L-asparagin - - -

L-fenylalanin - - -

L-serin - - -

L-threonin - - -

Kyselina glycyl-L-glutamova - - -

Fenylethylamin - - -

Putrescin - - -

Kmeny rodu Xanthomonas vyuzivaly shodné jako zdroj uhliku methylpyruvat, D-xylosu,
tween 40, tween 80, N-acetyl-D-glukosamin, D-celobiosu a glukosu-1-fosfat. Kmen
B. velezensis vyuzival pouze D-xylosu, methylpyruvat a glukosu-1-fosfat. V pfipadé ostatnich
sledovanych zdrojid C nebyla zaznamenana intenzita zabarveni a zvySena absorbance pfi
vinové délce 590 nm, coZ ukazalo, Ze Zadny ztéchto zdroji nebyl kmeny utilizovan. Pro
optimalizaci slozeni minimalniho média byly v ndsledujicich experimentech vybrany

substraty pyruvat, D-xylosa a D-glukosa jako zdroje C.

5.3. Optimalizace sloZzeni mineralniho média doplnéného vybranymi zdroji C

Na zakladé vysledk( utilizace zdroju C jednotlivymi kmeny, byly nasledné kmeny kultivovany
v minimdlnim médiu M9 o objemu 100 ml doplnénym stopovymi prvky (M9TE; kapitola
3.3.1.) a nasledujicimi jiz vybranymi zdroji C v koncentraci 10,00 g/l: pyruvat, D-xylosa
a D-glukosa. Dvoustupnové inokulum bylo pouzito pro 1% inokulaci minimalniho média
MOTE doplnéného zdrojem C. Kultury byly inkubovany pfi teploté 28 °C, na orbitaIni tfrepacce
pfi 199 rpm po dobu 48 h. V pribéhu kultivace byl rist jednotlivych kmen( charakterizovan
ristovymi parametry: optickou densitou (ODsoo)), specifickou rlstovou rychlosti (u, h-1)
a dobou zdvojeni (T, h). Ve 48. h kultivace byl stanoven dalsi rlistovy parametr: cdw (mg/ml)
(Tab. 6). Vtabulce 6 je charakterizovan rlst jednotlivych kmen( jednotlivymi rlstovymi

parametry v minimalnim M9TE médiu doplnéném o vybrané zdroje C.
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Tab. 6: Ristové parametry jednotlivych bakteridlnich kmend Xcc SU, Xcc 1279 a B. velezensis na vybranych
zdrojich C ve 33. h (ODso0)) a 48. h kultivace (cdw; mg/ml)

Bakterialni Pyruvat D-xylosa D-glukosa

kmen OD(s00) cdw (mg/ml) OD(s00) cdw (mg/ml) ODys00) cdw (mg/ml)
Xcc SU 0,651 0,64 £ 0,06 0,540 0,42 £ 0,08 1,017 0,62 +£0,10
Xcc 1279 0,940 0,62 £ 0,09 0,315 1,21+0,11 0,729 0,60 £ 0,07
B. velezensis 1,351 0,39+0,14 1,132 0,48 £ 0,09 1,342 0,54+0,13

Pro kmen Xcc SU se jako vhodny zdroj C ukdzal substrat D-glukosa. Kmen na tomto
substratu dosahoval ve 33. h kultivace nejvysSich hodnot absorbance ODoo = 1,017.
V pripadé suché hmotnosti bunék se hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,4 a 0,6 mg/ml na
vSech sledovanych zdrojich C. Kmen Xcc SU vykazoval nejvysS$i mnoistvi biomasy
0,64 + 0,60 mg/ml na substratu pyruvatu. Pfi vyuziti D-xylosy jako zdroji uhliku pro Xcc SU
suché hmotnosti bunék (0,42 + 0,08 mg/ml) (Tab 6).

Nejvyssich hodnot suché hmotnosti biomasy (1,21 + 0,11 mg/ml) kmene Xcc 1279
bylo dosazeno pfi rdstu na D-xylose, kdy dosahovala témér dvojnasobného mnozstvi oproti
rastu kultury na ostatnich dvou zdrojich uhliku. Nicméné, hodnoty cdw byly zatizeny
produkci xanthanu, ktery je pfi rlstu v minerdlnim médiu rodem Xanthomonas hojné
produkovan. OvSem hodnoty optické density kultury Xcc 1279 na D-xylose byly ve 33. h
kultivace velmi nizké, tj. 0,315. VysSi hodnoty optické density kmene Xcc 1279 byly
pozorovany pfi rastu na ostatnich dvou zdrojich uhliku D-glukosa a pyruvat (Tab 6).

Bakterialni kmen B. velezensis dosahoval ve 33. h kultivace podobnych hodnot
optické density pti rlstu na pyruvatu a D-glukose (1,351 a 1,342). D-xylosa byla také
klasifikovana jako pomérné dobry zdroj uhliku, nebot namérena hodnota suché hmotnosti
bunék byla 0,48 + 0,09 mg/ml (Tab. 6).

Ze zjisténych vysledk(l vyplynulo, Ze bakteridlni kmeny Xcc SU, Xcc 1279
a B. velezensis metabolizuji vSechny sledované zdroje C v minimalnim médiu, nicméné byl

patrny rozdil v jednotlivych ristovych parametrech kmen v zavislosti na vybraném zdroji C.

5.3.1. Ristova charakterizace jednotlivych kmenl na optimalizovaném
minimalnim médiu
Na zdkladé predchozich vysledkld bylo minimdlni médium M9TE doplnéno D-glukosou

(10,00 g/1) jako jedinym zdrojem C pro viechny tfi testované kmeny. Kmeny byly inokulovany
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1% ptipravenou kulturou ve dvoustupriovém systému pfipravy inokula (viz. kapitola 4.4.)
a inkubovany jednotlivé ve 100 ml média MOTEGIu pfi teploté 28 °C na orbitdlni tfepacce
(199 rpm) po dobu 48 h. V prabéhu kultivace byl sledovan rist kultur a méfeny rlstové
parametry jako specificka ristova rychlost (i; h't) a doba zdvojeni (T; min). Ve 33. h kultivace
byl méren parametr CFU/ml a soucasné byla na konci kultivace (48. h) sledovana sucha

hmotnost bunék (cdw; mg/ml) (Tab. 7).

Tab. 7: RGstové parametry jednotlivych kmenl Xcc SU, Xcc 1279 a B. velezensis v minimalnim médiu M9TE
s D-glukosou ve 33. h kultivace (CFU/ml) 48. h kultivace (cdw; mg/ml)

Bakterialni kmen p(h?) T (min) CFU/ml cdw (mg/ml)
Xcc SU 0,120 355 2,83+ 0,08 x 10° 0,60 + 0,07
Xcc 1279 0,102 406 3,68 +0,02 x 10° 0,54+0,13
B. velezensis 0,163 258 5,65+ 0,02 x 108 0,62 +0,10

Oba bakterialni kmeny rodu Xanthomonas dosahovaly ve 33. h kultivace podobnych
hodnot poctu Zivotaschopnych bunék (2,83 + 0,08 x 10° a 3,68 + 0,02 x 10°), oba kmeny byly
v této hodiné na vstupu do exponencidlni faze. B. velezensis produkoval ve 33. h méné
Zivotaschopnych bunék (5,65 + 0,02 x 10%), hodnota specifické rGstové rychlosti pro tento
kmen byla 0,163 h™l. Buriky kmene Xcc SU mély krat$i dobu zdvojeni neZz kmen Xcc 1279
(Tab. 7). V prlibéhu kultivace na minimdlnim M9TE médiu s D-glukosou jako jedinym zdrojem
C byla u vSech bakteridlnich kmen( Xcc SU, Xcc 1279 a B. velezensis pozorovana delsi lag faze
oproti kultivaci na komplexnim médiu LB (Obr. 9). Na minimalnim médiu M9 se stopovymi
prvky a glukosou jako zdrojem uhliku dosahl antagonisticky kmen B. velezensis maxima
exponencidlni faze rastu ve 35. h kultivace, zatimco kmeny rodu Xanthomonas az pozdéji ve

46-48. h kultivace (Obr. 9).
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Obr. 9: Rlstové kfivky (ODso0)) bakterialnich kmend Xcc SU (zelend), Xcc 1279 (modrd) a B. velezensis (zlutd) na
MOTE médiu s D-glukosou. Experiment byl proveden ve 3 paralelach.

5.4. Inhibiéni experimenty

5.4.1. Inhibice fytopatogenti rodu Xanthomonas antagonistickym kmenem Bacillus
velezensis na pevném médiu

Pro sledovani inhibi¢niho ucinku antagonisty na bakteridlni rostlinné patogeny byla pouzita
obdoba diskové difuzni metody pro stanoveni citlivosti k antibiotikim. Patogenni kmeny
rodu Xanthomonas - sbirkovy kmen Xcc 1279 a pfirodni izolat Xcc SU narostlé do
koncentrace 10° CFU/ml byly 1000 x nafedény a 100 pl rozetfeno po celé ploSe agaru. Pro
inhibi¢ni experimenty bylo pouzito 10 ul kultury B. velezensis FZB42 zfedéné na koncentraci
10°/ml, kterd byla nanesena do stfedu zaockované misky. Kmeny na pevném M9TEGIu
médiu byly inkubovany pfi teploté 28 °C po dobu 72 h. Ndasledné byla odectena velikost tzv.
inhibi¢nich zén. Na obrazku 10 (D, E) Ize sledovat rdznou velikost zfetelnych, inhibi¢nich zén
pFi pouZiti antagonisty v mnoZstvi 10° CFU. Inhibi¢ni zéna o velikosti 25+ 2 mm byla
detekovana pfi interakci kmene B. velezensis a Xcc SU. V pripadé sbirkového kmene Xcc 1279
byla v dasledku plsobeni antagonisty na patogena vytvorena inhibi¢ni zéna o velikosti
20 £ 2 mm. Kmen B. velezensis potlacuje rist obou bakteridlnich kmend rodu Xanthomonas
na pevném médiu. Na zakladé rGzné velikosti inhibi¢nich zon je zfejmé, Ze prirodni izolat Xcc

SU je citlivéjsi k antagonickému kmeni nez sbhirkovy kmen Xcc 1279.
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Obr. 10: Inhibi¢ni efekt kmene B. velezensis na kmeny Xcc SU a Xcc 1279. (A) Monokultura Xcc SU, (B)
monokultura B. velezensis, (C) monokultura Xcc 1279, (D) interakce kultury Xcc SU a B. velezensis, (E)
interakce Xcc 1279 a B. velezensis na MITEGIu médiu po 72 h kultivace.

5.4.2. Inhibi¢ni vliv antagonistického kmene B. velezensis na pfirodni izolat Xcc SU
Na zdkladé vysledkl z predchozich inhibi¢nich experimentl na pevném médiu (kapitola
5.4.1.) avzhledem k tomu, Ze jednotlivé kmeny rodu Xanthomonas maji podobné rlstové
faktory, byl pro interakce patogen - antagonista v tekutém médiu vybran pfirodni izolat
patogena Xcc SU. Kultivace smésnych kultur probihaly v optimalizovaném minimalnim médiu
MOTEGIu pfi teploté 28 °C na orbitalni tfepacce (199 rpm) po dobu 72 h. Pro interakce
patogen - antagonista byly zvoleny rlizné poméry (1:3; 1:15 a 1:100) pocatecnich koncentraci
kultur B. velezensis : Xcc SU podle hodnot CFU/ml. Kultivace smésnych kultur probihala ve
dvou paraleldch vidy se samostatnymi kontrolnimi kulturami kmene B. velezensis a Xcc SU.
V pravidelnych ¢asovych intervalech byly méfeny pocty Zivotaschopnych bunék (CFU/ml)
v kontrolnich kulturdch a ve smésné kulture byly tyto rlistové parametry sledovany pomoci
hodnot CFU ziskanych na LB médiu (pro kmen B. velezensis) a na selekénim médiu
mMCS20ABN+BS (pro kmen Xcc SU). Detekce jednotlivych kmen( ve smésné kultufe po 9. h

kultivace na LB médiu a selek¢nim médiu mCS20ABN+BS je znazornéna na obrazku 11.
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V pfipadé kultivace smésné kultury na pevném LB médiu byly patrné v okoli jednotlivych

kolonii kmene B. velezensis inhibi¢ni zony, kde kmen Xcc SU nerostl.

Obr. 11: Detekce smésné kultury kmene B. velezensis a Xcc SU na komplexnim LB médiu (A) a selekénim
mCS20ABN+BS médiu (B) pfi pocatecni inokulaci 1:100 v 9. h kultivace.

V prabéhu dudlni kultivace byly v pravidelnych ¢asovych intervalech odebirany vzorky
smésné kultury pro studium vlivu vzdjemného plsobeni organism( prostifednictvim
rastového parametru CFU jednotlivych kmen(. Jednotlivé pocty Zivotaschopnych bunék
v pribéhu kultivaci jsou zaznamenany v grafech (Obr. 12-15). V pfipadé smésné kultury
inokulované v poméru 1:3 dochazi k zastaveni rdstu kmene Xcc SU jiz ve 24. h inkubace
(Obr. 13). Kultura Xcc SU dosahla ve 12. h kultivace nejvys$si hodnoty CFU 1,8 + 0,01 x 10’. Za
stejnych podminek kmen B. velezensis dosahoval na konci kultivace ve 48. h hodnoty CFU
3,0 + 0,6 x 10’. Pfi po&ateénim inokulaénim poméru 1:100 (B. velezensis : Xcc SU) byl patrny
nejpomalejsi ubytek bunék kmene Xcc SU, az ve 33. h inkubace dosahovaly hodnoty CFU
kmene Xcc 1,3 + 0,5 x 10°. Co se tykd kmene B. velezensis pFi polatecnim poméru inokulace
1:100 dosahoval vyssi pocet Zivotaschopnych bunék 4,4 + 0,3 x 10 po 48. h kultivace
v porovnani s kultivaci smésné kultury v poméru 1:15 (2,7 + 0,5 x 108 CFU/ml). P¥i porovnani
dvou rozdilnych inokulaénich pomérd obou kmen( (1:15 a 1:100) kmen Xcc SU nebyl
detekovan az ve 48. h kultivace pii poméru inokulace 1:100 (Obr. 15), zatimco pfi
pocatecnim poméru 1:15 byl zfetelny ubytek kmene Xcc SU zaznamenan jiz ve 33. h kultivace
(Obr. 14).

Monokultura kmene B. velezensis na minimalnim médiu M9TEGIu dosahla poctu
Zivotaschopnych bunék 1,3 + 0,3 x 10%, zatimco monokultura kmene Xcc SU o Fad vyse
5,0 +0,2 x 10° (Obr. 12). Z pfedchézejicich vysledk( vyplyva, Ze kmen B. velezensis inhibuje

rast kmene Xcc SU v dualni kulture a projevuje se jeho antagonisticky efekt (Obr. 13-15).
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Rychlost ubytku kmene Xcc SU zavisi na jeho pocate¢nim mnoiZstvi vstupujiciho do interakce

s antagonistickou kulturou kmene B. velezensis ve stejném pocatecnim case. Nejrazantnéjsi

ubytek kmene Xcc SU vlivem antagonisty B. velezensis byl pozorovan pfi pocatecnim poméru

obou kultur 1:3 (Obr. 13). Na druhou stranu nebyl pozorovan negativni vliv kmene Xcc SU na

rist kmene B. velezensis (Obr. 13-15).
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Graf zdvislosti poctu Zivotaschopnych bunék jednotlivych kmen( v monokulturach B. velezensis a Xcc
SU na dobé kultivace (h). Pocet Zivotaschopnych bakterialnich bunék (CFU/ml) v monokultufe
B. velezensis (modrd), hodnota CFU/ml Xcc SU z monokultury (oranzova).
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Graf zavislosti poctu Zivotaschopnych bunék jednotlivych kmend v duaini kulture kmene B. velezensis
a Xcc SU v poméru 1:3 na dobé kultivace (h). Pocet Zivotaschopnych bakteridlnich bunék B. velezensis
(CFU/ml) v dudlni kultufe (modrd), hodnota CFU/ml Xcc SU z dudlni kultury (oranzova).
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Graf zavislosti poctu Zivotaschopnych bunék jednotlivych kmenl v dudlni kultufe kmene B. velezensis
a Xcc SU v poméru 1:15 na dobé kultivace (h). Polet Zivotaschopnych bakterialnich bunék B. velezensis
(CFU/ml) v dudlni kultufe (modrd), hodnota CFU/ml Xcc SU z dudlni kultury (oranzova).
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Obr. 15: Graf zavislosti poctu Zivotaschopnych bunék jednotlivych kmen( v dualni kulture kmene B. velezensis
a Xcc SU v poméru 1:100 na dobé kultivace (h). Pocet Zivotaschopnych bakteridlnich bunék
B. velezensis (CFU/ml) v dudlini kultufe (modra), hodnota CFU/ml Xcc SU z dualni kultury (oranzova).

V prabéhu kultivace byla dale sledovdna zbytkova koncentrace D-glukosy jako
jediného zdroje C. Stanoveni tohoto parametru potvrdilo Ubytek kmene Xcc vlivem plsobeni
antagonisty a vyvratilo mozZnost limitace kmene Zivinou. Vzorky pro méreni koncentrace
glukosy v médiu byly odebirany v pravidelnych ¢asovych intervalech (0., 24., 32., 48. a 72. h).

V tabulce 8 jsou zaznamendny zbytkové koncentrace D-glukosy v pribéhu smésné kultivace.

Tab. 8: Zbytkova koncentrace glukosy v médiu v ¢ase v pribéhu dualni kultivace

Zbytkova
« Koncentrace
Vzorek Cas (h) koncentrace
glukosy (g/1)
glukosy (%)
0 10,04 £ 0,07 100
B. velezensis: Xcc SU (1:3) 24 8,11+3,51 81,1
32 7,67 £3,55 76,7
48 570+1,32 57,0
72 3,96 +£1,93 39,6
0 10,02 + 0,05 100
. 24 7,50+0,30 75,0
B. velezensis: Xcc SU (1:15)
32 7,05 £ 3,57 70,5
48 5,00 £ 2,59 50,0
72 2,90+1,12 29,0
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0 10,04 + 0,06 100
B. velezensis: Xcc SU (1:100) 24 7,99 +4,21 79,9
32 7,00 £ 1,98 70,0
48 5,47 £ 0,05 54,7
72 3,07+0,71 30,7

Vychozi koncentrace D-glukosy byla 10,00 g/l. Ve vsech vzorcich dochazelo béhem
kultivace ke spotifebé D-glukosy. V dudlnich kulturach pfi rGznych inokula¢nich pomérech
doslo po 24 h kultivace ke sniZeni koncentrace D-glukosy v médiu na 81,1 % (pomér 1:3),
75,0 % (pomér 1:15) a 79,9 % (1:100) z pUvodni koncentrace glukosy v médiu. Zbytkova
koncentrace D-glukosy v dualnich kulturach neklesla po 72 h pod 29 %. Proto muze byt
vylouceno, Ze inhibice rustu bakteridlniho kmene je zplsobena nedostatkem zdroje uhliku

v médiu.
5.4.3. Detekce metabolitli kmene B. velezensis v pribéhu dualni kultivace

V pribéhu dualni kultivace byly v pravidelnych ¢asovych intervalech (0., 6., 12., 24., 33.
a 48. h kultivace) odebirdny vzorky supernatantu dualnich kultur a monokultury
B. velezensis. Lyofilizované vzorky supernatantu ve vhodném mnozstvi (viz kapitola 4.12.1.)
byly predany pro vlastni méfeni do Laboratore charakterizace molekularni struktury, v niz
byla provedena vlastni hmotnostné spektrometrickd méreni. Pro identifikaci sledovanych
metabolitd byl pouzit systém vysokoucinné kapalinové chromatografie Dionex UltiMate
3000 HPLC sdetekci pomoci hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim
SolariX 12T FT-ICR. Pomoci vySe zminéné analyzy byly detekovany c¢tyfi dominantni
sekundarni metabolity: siderofor bacillibaktin  a lipopeptidy fengycin, surfaktin
a bacillomycin. Latky byly identifikovany pomoci shody fragmentacnich spekter s literaturou
(Palyzova et al., 2019), nebo, v pfipadé surfaktinu, s komerénim standardem dané latky. Tyto
sekunddarni metabolity byly produkovany kmenem B. velezensis v monokulturach i v dudlnich
kulturach. Kmen Xcc SU neprodukuje ani jeden z téchto detekovanych metabolitd.

Z MS spekter byla izolovana a nasledné fragmentovana hodnota 1036,697 m/z (coz
odpovida protonované formé lipopeptidu surfaktinu) s dominantnim fragmentac¢nim iontem
685,440 m/z (Obr.16 B). Dalsi metabolit charakterizovany protonovanou molekulou
s molekulovou hmotnosti 883,263 m/z byl identifikovan jako bacillibaktin, jeho fragmentaéni
spektrum je zaznamenano na obrazku 16 C. Dalsi lipopeptid s hodnotou 1031,548 m/z

a s dominantnim fragmentacnim iontem 997,485 m/z (Obr. 16 A) byl identifikovan jako
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bacillomycin D. Identifikace fengycinu byla provedena na zdakladé fragmentace iontu

732,405 m/z (Obr. 16 D).
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Obr. 16: Fragmentacni spektra charakteristicka pro bacillomycin D (A), surfaktin (B), bacillibaktin (C) a fengycin
A (D) shodujici se s dfive publikovanou literaturou (Palyzova et al., 2019), nebo standardem (surfaktin).

5.4.4. Morfologické zmény bunék pozorované SEM analyzou
Uginky sekundérnich metabolitd na Xcc SU produkovanych kmenem B. velezensis byly
pozorovany prostfednictvim snimk( z elektronového rastrovaciho mikroskopu.
U bakteridlniho kmene Xcc SU v dualni kultufe dochazelo k vyznamnym morfologickym

zménam, které jsou zobrazeny na obrazku 17.
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Obr. 17: Interakce dvou bakteridlnich kmend v pribéhu kultivace dudlnich kultur B. velezensis a Xcc SU
a kontrolnich monokultur B. velezensis a Xcc SUv case, snimky zrastrovaciho elektronového
mikroskopu (méritko 2 um). (A) Monokultura kmene Xcc SU v ¢ase 0 h. (B) Monokultura kmene
B. velezensis v ¢ase 0 h. (C) Monokultura kmene Xcc SU v ¢ase 48. h kultivace. (D) B. velezensis ve 48. h
kultivace. (E) Dualni kultura B. velezensis a Xcc SU zaockované v poméru 1:100 v ¢ase 28 h. (F) Dualni
kultura B. velezensis a Xcc SU zaockované v poméru 1:100 v ¢ase 48 h.

Buriky kmene Xcc SU jsou kratké tycinky, které dosahuji délky 1,31 + 0,22 um a Sirky
0,44 + 0,07 um. Burikky kmene B. velezensis maji tyCinkovity tvar a hladky povrch, jejich délka
¢ini 2,56 + 0,67 um a Sitka je 0,60 £+ 0,04 um. K produkci extraceluldrnich metabolitli dochazi
jak v monokulture, tak v dudlnich kulturach. U bunék Xcc SU ve smésné kulture byla vyrazné
pozménéna morfologickd struktura bunék, tento efekt byl rozeznatelny od 28. h kultivace,
zaroven byla pozorovana snizena schopnost déleni bunék tohoto kmene. Buriky mély
signifikantné svrastély povrch a dochazelo k redukci jejich celkové velikosti (Obr. 17 E, F). Ve
48. h kultivace byla u Xcc SU z dudlnich kultur patrna lyze bunék Xcc SU (Obr. 17 F). Naopak

buriky Xcc SU v monokultufe ve 48. h pokracuji v déleni. Analyzou rastrovaci elektronové
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mikroskopie nebyly v pribéhu kultivace zaznamenany Zadné morfologické pfemény u kmene

B. velezensis kultivovaného v dualnich kulturach s Xcc SU (Obr. 17 E, F).
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6. Diskuse

V této diplomové praci byly popsany inhibi¢ni acinky bakteridlniho kmene B. velezensis
FZB42 na ruast rostlinnych patogen( X. campestris pv. campestris 1279 (sbirkovy kmen)
a X. campestris pv. campestris SU (ptirodni izolat) na pevném médiu a v tfepanych kulturach
v laboratornich podminkach. Antagonistické plsobeni bylo ovéfeno metodami stanoveni
poctu Zivotaschopnych bunék (CFU/ml), bylo pozorovano, ze v prlibéhu dudlni kultivace
dochazi k morfologickym zménam bunék X. campestris pv. campestris. Dale byl stanoven
profil sekunddrnich metabolitd produkovanych kmenem B. velezensis v interakcich
s rostlinnym patogenem a bylo potvrzeno, ze kmen produkuje ¢tyfi dominantni sekundarni
metabolity fengycin A, bacillomycin D, surfaktin a bacillibaktin, jejichz antibiotickd
a chelatacni aktivita ovliviiuje rlst rostlinnych patogen.

Pro jednotlivé kmeny byly optimalizovany kultivaéni podminky v minimalnim médiu
M9 doplnéném stopovymi prvky a zdrojem C. Na zakladé biochemické charakterizace byla
vybrana D-glukosa jako vhodny zdroj C pro rist vSech tfi bakterialnich kultur, coZz potvrzuji
i rstové studie na minimalnich médiich (Al-Ali et al., 2018; Zhang et al., 2019). Rist vSech
kmenl na optimalizovaném minimalnim médiu byl charakterizovan rlstovymi parametry,
a to specifickou rychlosti rdstu, koncentraci Zivotaschopnych bunék a suchou hmotnosti
bunék. Z vysledk( vyplynulo, Ze antagonisticky kmen B. velezensis vykazoval rychlejsi riist na
MOITEGIu médiu (0,163 h) ve srovnani s rostlinnym patogenem Xcc 1279 (0,102 h?)
a pfirodnim izoldtem Xcc SU (0,120 h). Koncentrace Zivotaschopnych bunék pro antagonistu
B. velezensis byla ve 33. h nizsi (5,65 + 0,02 x 108), neZ u obou fytopatogennich kmena (pro
Xcc SU byl zméfen pocet Zivotaschopnych bunék 2,83 + 0,08 x 10° a pro Xcc 1279
3,68 £ 0,02 x 10°).

Rychlost inhibi¢niho dcinku antagonistického kmene B. velezensis je zdavisla na
pocateénim poméru zaockovani smésné kultury. Se snizujicim se objemem inokula
B. velezensis ve smésné kultufe klesa jeho inhibi¢ni U¢innost. V této diplomové praci bylo
prokazano, Ze k nejvyraznéjSimu antibiotickému efektu B. velezensis dochazi pti pocatecnim
inokulaénim pomeéru kultur B. velezensis : Xcc SU 1:3 podle hodnot CFU/ ml. V tomto pfipadé
doslo k plnému potlaéeni bakterialni kultury jiz ve 24. h kultivace (Obr. 13), hodnota CFU/ml
B. velezensis ve 48. h dosahovala 3,0 + 0,6 x 10’. Pfi zaolkovani v poéateénim poméru

B. velezensis : Xcc SU 1:100 bylo inhibi¢ni plsobeni B. velezensis na Xcc SU znacné
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zpomaleno, nebot kmen Xcc SU nebyl detekovatelny ve smésné kulture aZ ve 48. h kultivace
(Obr. 15). Kmen B. velezensis dosahoval ve 48. h po¢tu 4,4 + 0,3 x 10% Zivotaschopnych
bunék, zatimco pfi zaockovani B. velezensis : Xcc SU 1:15 bylo detekovdno ve
48.h 2,7 £ 0,5 x 108 Zivotaschopnych bunék. Ve smésné kultufe zaokované v tomto poméru
byl kmen Xcc SU pIné inhibovan ve 33. h (Obr. 14). Pomér zaockovani 1:100 CFU/ml byl
testovan pro dualni kulturu kmene B. amyloliquefaciens N2-4 a N3-8 pro potladeni Gram
negativni baterie Burkholderia pseudomallei. RUst B. pseudomallei byl po 72 h ristu v duaini
kultufe snizen o 5 log 10 ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Boottanun et al., 2017).

V kontrolnich kulturach kmene B. velezensis a pfi interakcich s fytopatogenem Xcc SU
byly pomoci LC-MS analyzy detekovany ctyfi sekunddrni metabolity. Na zakladé ziskanych
fragmentacnich spekter byla hmotnostné spektrometrickou analyzou potvrzena pfitomnost
surfaktinu, bacillomycinu a fengycinu a sideroforu bacillibaktinu (Obr. 16). Bacillomycin hraje
zasadni roli vtvorbé biofilmu pro kmen B. velezensis (Xu et al., 2013) a vykazuje silny
antifungalni a antibakterialni uc¢inek (Gong et al., 2014; Rajaofera et al., 2020). Detekce této
povrchové aktivni molekuly naznacila jeden ze zpuUsobl inhibicniho efektu antagonisty
vinterakcich a potvrdila hypotézu, Ze bakterie rodu Bacillus napadaji fytopatogeny
a zpUsobuji prostfednictvim bacillomycinu poskozeni bunééné membrany (Rajaofera
et al., 2020). V interakci s fytopatogenem Xcc SU byla detekovdna produkce bacillomycinu
v maximalnim mnoistvi 1,6 + 0,3 pug/ml (Macha et al., 2021), ktera se pfriblizuje k hodnoté
minimalni inhibi¢ni koncentrace tohoto metabolitu 2 pg/ml (Ramachandran et al., 2017).
V monokulture kmene B. velezensis byl detekovan surfaktin, ktery je znam jako lipopeptid,
ktery zplsobuje zmény integrity membran, ¢imz vede k jejich naruseni a destrukci burnky
(Heerklotz et al., 2004). Mimo jiné ma surfaktin i negativni vliv na tvorbu biofilmu u ostatnich
organismu (Meena et al., 2019). V dudlni kulture B. velezensis a Xcc SU byla potvrzena LC-MS
mérenim produkce surfaktinu coz naznadilo, Ze by mohl ovlivnit integritu membrany
(Heerklotz et al.,, 2004) fytopatogena Xcc SU. Siderofor bacillibaktin byl také nalezen
a potvrzen pomoci LC-MS analyzy v monokulture kmene B. velezensis (Obr. 16). Jedna se
o latku, kterd je schopna chelatovat z okolniho prostfedi ionty Zeleza (May et al., 2001)
a znemoznit tak jinému mikroorganismu pfistup k tomuto prvku, a tim inhibovat rist
a metabolismus okolnich mikroorganismi (Miethke a Marahiel, 2007). Mimo jiné ma

i bacillibaktin antifungalni a antibakterialni ucinky (Dimopoulou et al., 2021). V monokulture
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i vdualni kultufe byla potvrzena LC-MS spektrem produkce tohoto sideroforu. DalSim
metabolitem produkovanym kmenem B. velezensis a detekovanym pfi interakci
s fytopatogenem Xcc SU byl lipopeptid fengycin A. Poskozeni bunék Xcc SU mohlo byt
zpusobeno timto metabolitem, nebot fengycin interaguje s membranovymi fosfolipidy
a zplUsobuje lyzi membrany (Deleu et al., 2005). Koncentrace fengycinu v dudlni kulture
s Xcc SU byla 2,0 £ 0,4 pg/ml (Macha et al., 2021), ovsem koncentrace nutna pro inhibici
jinych mikroorganismu je pfiblizné trikrat vyssi (6,25 pg/ml) (Medeot et al., 2020).

| pfes to, Ze v experimentu s dudlnimi kulturami nebyl detekovan zadny ukazatel
toho, Ze by bakteridlni kmen X. campestris pv. campestris potlacoval rlist kmene
B. velezensis, existuji studie (Birch a Patil, 1987; Deng et al. 2016), kde byly popsany inhibi¢ni
ucinky rodu Xanthomonas na jiny mikroorganismus. Deng et al. (2016) uvadi, Ze difusibilni
signalni faktory produkované X. campestris pv. campestris negativné ovliviuji prezivani
bakterie B. thuringiensis v dudlni kultufe. Prostfednictvim modulace proteinu FtsZ dochazi
k inhibici schopnosti déleni a sporulace bunék B. thuringiensis. X. campestris pv. campestris
také snizuje schopnost rezistence B. thuringiensis k antibiotikiim (Deng et al., 2016).
Literatura ukazuje i na to, Ze X. albilineans, fytopatogen cukrové trtiny, produkuje albicidin,
toxin, ktery zabranuje diferenciaci rostlinnych plastidi a tim zpUsobuje blednuti rostliny
(Birch a Patil, 1987). Albicidin, mimo jiné, inhibuje replikaci prokaryotické DNA a tim muze
mit antibiotické uc¢inky na mnoho Gram pozitivnich a Gram negativnich bakterii (Birch a Patil,
1985). Nicméné v této praci nebyla prokazana jeho produkce pomoci LC-MS analyzy. Navic
bakterialni kmen X. campestris pv. campestris disponuje schopnosti stépit uhlovodiky (Szulc
et al., 2014) a také produkuje proteolytické enzymy (Dow et al., 1990). Existuje moznost, Ze
by nizsi koncentrace lipopeptidl v dudlni kultufe mohla byt zplsobena pravé ¢innosti téchto
protedz. OvSem je mozné, Ze by sekundarni metabolity produkované B. velezensis mohly byt
odolné pUsobeni proteaz, jako je tomu u kmene Bacillus mojavensis (Ayed et al., 2014).

Béhem kultivace byly zaznamenany vyrazné morfologické zmény bunék X. campestris
pv. campestris SU pfi kultivaci ve smésné kultufe s B. velezensis oproti monokultuie
X. campestris pv. campestris SU. Zatimco morfologie bunék B. velezensis se neménila, bunky
X. campestris pv. campestris SU mély svrastély povrch a v pozdéjsich hodinach kultivace byla
narusena bunéénd sténa i cytoplasmatickd membrdna, byla zde patrnd lyze bunék.

Morfologické zmény v bunkach X. campestris pv. campestris jsou pravdépodobné zplsobeny
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ucinky sekunddrnich metabolitd - lipopeptidd produkovanych kmenem B. velezensis.
Fengycin A (Medeot et al., 2020), surfaktin (Bernheimer a Avigad, 1970) a bacillomycin D
(Wu etal., 2020) byly popsany jako latky, které ovliviiuji integritu bunécnych struktur.
Surfaktin zpUsobuje poruseni membrdny bakterii Brachyspira hyodysenteriae (Horng
et al., 2019) a fengycin zapficinuje lyzi bunék X. axonopodis pv. vesicatoria a P. aeruginosa
(Medeot et al., 2020). Bacillomycin ma také pravdépodobné schopnost narusit bunécnou
sténu a membranu hub (Gong et al., 2014). Navic lipopeptidy fengycin a bacillomycin D
mohou pusobit synergicky, co se tyce jejich antifungalni aktivity (Koumoutsi et al., 2004). Je
tedy na misté se domnivat, Ze tyto sekunddrni metabolity jsou zodpovédné za lyzi bunék,
at uz jde o ucinek jednotlivych lipopeptidl, nebo jde o jejich synergické plsobeni.

Bylo vylouceno, Ze by potlaceni rastu bakteridlniho kmenu X. campestris
pv. campestris bylo zplUsobeno vypotfebovanim zdroje uhliku v médiu, nebot zbytkova
koncentrace glukosy v médiu neklesla u dudlnich kultur pod 24 %. V ¢ase kultivace
32 h dosahovaly vSechny dudlni kultury podobné zbytkové koncentrace glukosy v médiu (cca
58 %), coz odpovida koncentraci okolo 7 g/l. Tento jev mlze ale ovliviiovat produkci
sekundarnich metabolitli, protoZze idealni koncentrace glukosy pro produkci surfaktinu je
36,5 g/l (Sen, 1997), coi je vice neZ trojnasobné mnozstvi koncentrace glukosy v médiu pfi
inokulaci.

Kmen Bacillus je vhodny jako biopesticid zvlasté proto, Ze ma Siroké spektrum
antimikrobialnich ucinkd, je béZnou soucasti rhizosféry ale také kvili tomu, Ze sporuluje, coz
umozniuje jednodussi manipulaci pfi aplikaci na rostlinu a navic je schopny se mnoizit ve
tkanich hostitele (Daungfu et al., 2019). Diky odolnosti spor by navic mohla byt zarucena
delsi trvanlivost biopesticidniho pfipravku. Bylo jiz provedeno zna¢né mnozstvi experiment,
kde byly ucinky rodu Bacillus testovany primo na rostlindch (Romeiro et al., 2005; Liu et al.,
2016). Otazkou ovsem zUstava, zda jsou burky rodu Bacillus schopné efektivné pretrvavat na
rostliné a jaké je nejvhodnéjsi misto pro aplikaci biopesticidu (aplikace na list, ¢i ke korenim,
nebo na semena) (Massomo et al., 2004). Bakteridlni kmen Bacillus dokaze potlacit i jiz
rozvinuté rostlinné onemocnéni zplisobené Xanthomonas citri subsp. citri (Daungfu et al.,
2019). Také se nabizi moZnost izolace sekundarnich metabolitd z bakteridlni kultury

vevys

aplikace bunék.
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| pfes to, Ze biopesticidy by mély byt Setrnéjsi k Zivotnimu prostredi a k lidskému
zdravi nez konvencni pesticidy, existuje moznost, Ze vyuzivani mikroorganismu k biologické
kontrole rostlinnych SkGdch a patogenl prostifednictvim sekundarnich metabolitd muze
zplUsobovat dalsi zdvainé problémy. Cilend biologickd kontrola se mUlZe potykat
s nasledujicim problémy: MlzZe dochazet k interakci s ostatnimi mikroorganismy a tim by
mohlo dochazet k posunu biodiverzity v ekosystému (Cook et al., 1996; Scherwinski et al.,
2008), ptipadné by sekundarni metabolity mohly plsobit toxicky na jiné nez cilové organismy
(Cook et al., 1996; Tabbene et al., 2011). Bylo také popsano, Ze oSetfenim semen bakteriemi
rodu Bacillus muze byt snizena klicivost semen (Wulff et al., 2002a). Pfestoze pro biologickou
kontrolu jsou specidlné vybirany nepatogenni kmeny, je zde mozZnost, Ze by se mohly stat
patogeny pro dalsi organismy (Cook et al., 1996). Sekundarni metabolity mikroorganismu by
také mohly zplsobovat alergické reakce u lidi a zvifat (Cook et al., 1996; Bernstein
et al., 1999). V neposledni fadé také hrozi vznik rezistence proti biopesticidim (Tabashnik
et al., 1990). DalSim problémem je riziko rozsifeni geneticky modifikovanych organism,
jejichz uzivani je v Evropské unii zakdzano (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 298/2008).

Vzhledem ktomu, Ze mnoho experiment( vyuZivajici bakterie rodu Bacillus jako
antagonistu rostlinnych onemocnéni zplsobené rodem Xanthomonas campestris pv.
campestris, bylo testovano v polnich podminkach (Wulff et al., 2002b; Massomo et al., 2004;
Mishra a Arora, 2012), je vysoce pravdépodobné, ze by experiment provadény v rdmci této
diplomové prace mohl byt aplikovatelny i ,in vivo“. Vzhledem ktomu, Ze X. campestris
pv. campestris SU je pfirodni izolat izolovany z ¢inského zeli napadeného ¢ernou hnilobou,

mUzZe byt tento experiment blize redlnému vyuziti principu tohoto pokusu v zemédélstvi.
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7. Souhrn

VSechny stanovené cile pro tuto diplomovou praci se podafilo spinit:

Bylo optimalizovano kultivaéni médium pro kultivaci jak jednotlivych kmen(
B. velezensis a X. campestris pv. campestris, tak pro smésné kultury.

Byly pfipraveny smésné kultury kmenU B. velezensis a X. campestris pv. campestris SU
v riznych pomérech inokulacni suspenze bunék, béhem kultivace byly sledovany
rastové parametry.

Antagonistické ucinky kmene B. velezensis na X. campestris pv. campestris SU
v tekutém médiu byly potvrzeny vysevy smésné kultury na komplexnim a selekéni
pevném médiu. Interakce byla charakterizovana prostfednictvim  poctu
Zivotaschopnych bunék v kulture.

Inhibi¢ni Ucinky kmene B. velezensis na X. campestris pv. campestris SU ve smésné
kultufe byly charakterizovany metabolomickou analyzou. Bylo potvrzeno, Ze
B. velezensis je producentem ¢tyf dominantnich sekunddrnich metabolith (surfaktin,
fengycin, bacillibaktin a bacillomycin) s antimikrobialni aktivitou.

Antimikrobidlni puUsobeni B. velezensis na X. campestris pv. campestris SU bylo
charakterizovano morfologickymi zménami bunék X. campestris pv. campestris SU
detekovené SEM analyzou.

Nebyly detekovany Zzadné inhibi¢ni i¢inky rodu Xanthomonas.
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Abstrack The potential use of Bacllus velezensis F2B42 for baologacal control of various phytopathogens
has been documented over the past few years, bul its antagonistic interactions with xanthomon-
ads has not been studsed in detadl Nowvel aspects m thas study consist of close observabion of the
death of Xmthonmas conpesiris pv. campestris @lls in a co-cultune with B ndezemsis FZB42, and
quantification of lipopeptides and a siderophore, bacilibactin, wwolved in the killing process. A new

robust Xee-5U isolate tolerating high concentrations of ferric ions was used In a co-culbune with
the antagonist, the populalion of Xeoe-SU was entirely destroyed wathin 24-48 b, depending on the
number of antagomst cells used for noculation. No inbitory effect of Xee-SU on B, vdezensis was
observed. Baallibactn and hpopeptades (surfactn, fengycin, and bacillomycin) wese present in the
co-culture and the monoculture of B. velzmsis. Except for bacillibactin, the maximum contents of
hpopeptdes wene higher i the antagonist monocultuse companed with the co-cultume. Scanmng

electron mucroscopy showed that the death of Xee-SU backeria n co-cultufe was caused by cell ysis,
leading o anenhanced occursence of distorted cells and cell ghosts. Analysis by mass spectrome Loy

showed four sagnificant compeands, bacillibactin, surfactin, fengycin, and bacillamycan D amongst a

total of 24 different forms detected in the co-culbure supernatant Different forms of surfactin and

fengy cin wath variations in their side-chain length were also detected. These mesults demonstrate the

ability of E. velezensis FLB42 o act as a polent antagorashic skrain against Xoc

Keywords: Xanthomonas compesiris pw. aompesiris; Bacllus vdemas FZB2; antagomsm; cychic
Lpopeplides; siderophone; killing effect; metabolomac analyss

L Introduction
The bacterial genus Xanthomonas includes phytopathogens that can be encountered

worldwide and cause diseases of various economically important vegetable species. The
bacterial species Xanthomonas campestris py. campestris (Xcc) causes black rot in cruciferous
vegetables, a disease responsible for severe economic losses [1]. Generally, the control
of infections is mainly achieved with chemical pesticides, less susceptible plant varieties,
and by destroying the contaminated plants. Biological control is an ecological-friendhy
alternative, bess toxic for non-target species, and with the potential to suppress resistant

pathogens [2,3].
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Bacillus spp. is a group of bacteria widely used in biocontrol research, and commercial
formulations are available on the biopesticide market [4]. Several strains of the genus
Badilus exhibit biological control activity against plant pathogens, including Xcc [1,5). B.
amyloliguefaciens strains were reported to antagonize X. Gfri sbsp. cifri [6], X axmopodis pv.
dieffenbachine [7], and X. campestris pv. campestris [8,9]. B. velezensis strain FZB42 (formerly
B. amyloliguefaciens subsp. plantarum F£B42) has become the Gram-positive prototype for
biocontrol of plant pathogens [4].

Almost 10% of the B. pedezensis FAB42 genome is involved in the synthesis of an-
timicrobial compounds, the principal ones being the lipopeptides surfactin, bacillomycin
[, and fengycin [10]; and polyketides bacillaene, macrolactin, and difficidin [11]. The
production of bioactive and surfactant compounds occurs during the late growth phase
and can be stimulated by plant pathogens [12,13]. All secondary metabolites produced
by B. velezmsis FAB42 are summarized in the review of Fan and coworkers [4]. Studies
in vitro suggest that the antifungal activity of this bacterium is mainly due to the synthesis
of the cyclic lipopeptides fengycin and bacillomycin I, whereas antibacterial activity is
due to the production of polyketides, bacilysin, and bacteriocins. Difficidin, macrolactin,
and bacillaene also possess antibacterial activity [14,15].

The cyclic lipopeptide surfactin, produced by many Baallus species, is one of the most
effective bicsurfactants. As a molecule of amphiphilic nature, it destabilizes membranes
and disturbs their integrity [16]. The antibacterial activity of surfactin inhibits the growth of
bacterial pathogens, e.g., Pseudonmonas syringae [17], X. axonopodis pv. glycines [18], Klebsidla
preurmoniae, Salmonella typhimurium, Staphyococous aureus, and Escherichia coli [19], or has
a bactericidal effect, e.g., Clostridium perfringens [20], Listeria monocytogenes, B. cereus, and
5. aurens [21]. Fengycin was demonstrated to have an inhibitory effect on fungal growth,
e.g, on Fusarium graminearm [22], F. moniiforme [23], Venturia inesgualis [24], or on conidia
germination, e.g., Podosphaera fiisca [25] and Plasmopara witicola [26]. Interestingly, the effect
of fengycin was promoted in the presence of surfactin [24,26] Fengycin also changes
the hyphal morphology of F. graminesrum [22]. Medeot and coworkers [27] reported that
fengycins from B. anmyloligugfaciens MEP218 also exhibited antibacterial activity by exerting
a bactericidal effect on X. axonopodis pv. vesicatoria and P acruginosa.

The third major lipepeptide produced by B. relezemsis FZB42, bacillomycin I, was
identified as a potent antifungal metabolite against a spectrum of fungi [28]. Itwas reported
to inhibit mycelial growth, sporulation, and spore germination of Aspergdius flamis, causing
damage to the cell walls and membranes of the fungal hyphae and spores [29]. Similar
effects of bacillomycin D isolated from B. vefezensis HN-2 on the fungal phytopathogen
Colletotrichum gloeosporioides were described by Jin and coworkers [30]. An interesting
synergistic fungicidal activity of bacillomycin D, isolated from B. subtilis B38, with the
polyene amphotericin B against Candida albicams, was also reported [31] However, the
adverse effects of bacillomycin are not limited to fungal organisms. Antibacterial activity of
a bacillomycin D-like cyclic lipopeptide, bacillomycin DC, isolated from B. anndoliguefaciens
HAB-2, against the bacterium Burkholderia pseudomalld, was reported. The compound
inhibited growth of the pathogen and caused a roughening of the cell surface and damage
to the cell membrane [32]. Another major non-ribosomal peptide, produced by B. tefezensis,
is bacillibactin, which acts as a catechol-type siderophore for the compartmentalization of
iron in competition with other microbial cohabitants [14].

Xeo is a rod-shaped, non-sporulating, Gram-negative, motile bacterium with an op-
timum growth temperature of 25-30 "C. The Xcc infection of cruciferous crops is charac-
erized by yellow V-shaped lesions, progressing from leaf margins to the center through
vascular tissue, and by the darkening of veins resulting in wilting and leaf necrosis [33]. Xcc
produces an a-hydroxycarbocylate-type siderophore named xanthoferrin that is required
for growth under low-iron conditions and optimal virulence [34]. Generally, xanthomonads
ame believed not to produce secondary metabolites with antibiotic activity Despite that,
they are able to negatively influence other microorganisms cohabiting their environment,
as is documented in the follow ing examples. X. campestris pv. tifians was shown to reduce
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the bacterial population of lettuce-leaf microbiota [35]. In an antagonistic interaction with
B. thuringiensis in a mixed culture, Xccwas able to interfere with cell division and sporu-
lation of B. thuringiensis by producing diffusible signaling factors [36]. X. perforans was
found to produce different bacteriocinelike compounds that wene antagonistic toward its
phytopathogenic competitor X. euvesiantoria [37]. X albilineans was found to produce the
pathotaxin albicidin which, in addition to its crucial role in pathogenesis and development
of disease symptoms in the sugarcane plant host, also inhibits prokaryotic DNA replication
and exhibits a bactericidal effect against a range of Gram-positive and Gram-negative
bacteria [38].

Various B. velezens's strains wene demonstrated to inhibit the growth of X campestris pv.
cAmpestris in confrontation experiments on agar medium [2,39]. The purpoese of our study
was to analyze the inhibitory action of B. tdezensis FZB42 on the growth of X campeseris py.
campestris under in vitro conditions in a dual liquid-medium culture and provide evidence
of antagonist metabolites involved in the destruction of the Xce population and the kinetics
of bacterial elimination. & new strain to be used in our study, Xco-5U, was isolated from a
cabbage field massively attacked by an Xcc infection, and we will conduct an antagonistic
study with a fresh Xcc isclate not affected by lengthy conservation. The biochemical and
molecular genetic characteristics of the novel Xec strain were obtained and used for its
taxonomical classification. The conditions of the dual culture of B. pelezem gs FZB42 and Xee-
SU were optimized with respect to the proportion of the two microbes used for inoculation.
The antagonistic interaction was investigated over time by measuring viable counts of the
two microorganisms and carrying out the metabolomic analysis, including quantification
of crucial secondary metabolites produced by B. vdezensiz FAB42.

2 Materials and Methods
21. Microorganisnis and Growth Media

Bacillus velezmsis FZB42 (IDSM 23117) was obtained from DISMZ collection (Braun-
schweig, Germany). Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 15692), P. fluorescens (ATCC
13525), and P putida B10 (ATCC 39169) were purchased from the ATTC collection (Man-
asses, VA, USA), and Pseudomonas sp. DF was isolated from the activated sludge (Tfebor,
wastewater treatment plant, Czech Republic) and classified at the Institute of Microbiology
of the Czech Academy Sciences, Prague. The Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)
strains Xcc 3811, Xoo 12794, and Xeco 3871A were purchased from the NCTC collection
(University of Warwick, UK). The Xce-5U strain was isolated from an infested cabbage
field in north Bohemia {coordinates: 505872317 M latitude, 15.0433481E longitude). The
yeast Kluymeromyces lactis IFO 1267 (killer-toxin + strain) was a gift from the Department of
Microbiology and Genetics, Charles University, Prague.

The media used for growth weme Luria-Bertani broth (LB, g/1: 10 tryptone, 5 yeast ex-
tract, 10 NaCl, pH 7.0} or BushnelHaas medium (BH, g/L: 02 MgS0,7H.0,
02 CaCly-2Ha0, 1 KaHPOy, 1 KHaPOy, 1 NHyNOy, 5 glucose, pH 7.0) containing a high
{200 uM) or low (& uM) Fe* concentration. For antagonistic studies, a mineral medium
was used (M9, g/L: 0.5 NaCl, 3.0 KHa POy, 14.62 NaaHPOy, and 1.0 NHCl, pH 7.0) sup-
plemented with glucose (5 g/L) and trace elements (MSTE, mg/1L: 200 Mg50,-7Hy0,
10 CaCly-2Hy (0, 216 FeCly 6Hy0). A selective culture medium MCS (mCS20ABN, Duchefa
Biochemie, Haarlem, Netherlands) supplemented with bile salt No.3 (L5 g/L, Difco) was
used to identify Xeoc strains in dual cultures. In order to solidify the medium for dual
cultures (BH and MCS) or short-term strain maintenance (LB), 22 g/L. of agar was added.

2.2 Tsolation and Taxononty of the Newdy Isolated Xcc-SU Strain

Leaf samples of napa cabbage (Brassica rapa subsp. pekingisis} were cut into pieces
2 cm long and placed in a 500 mL flask containing 50 mL of LB medium. The content
was shaken for 4 h at 28 °C, and the isolated bacteria were spread by serial dilution in LB
medium onto Petri plates. The plates were incubated at 28 °C for 48 h. Monocolony isolates
wene picked and maintained for biochemical and genetic studies. Molecular identification
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was carried out by sequencing the 165 rENA gene amplified by polymerase chain reaction
using a universal primer set (Fwd27 and Rev1492). Total DNA was isolated from the
bacterium using a (MAamp DMNA mini kit ((Bagen, Diisseldort, Germany ). PCR amplicons
wenme purified using a High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Basel, Switzerland),
following the manufacturer’s instructions. The nucleotide sequences were determined by
sequencing on an ABl PRISM 3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Waltham, MA,,
USA), edited by Chromas Lite software (Technelysium Pty Ltd,, Brisbane, Australia), and
assembled using SeqMan (DNASTAR, Inc, Madison, WL, USA). The search for 165 rRNA
gene sequence similarity was performed using the GenBank data library and the BLASTMN
program (MCBI, Bethesda, MD, USA). Physiolegical and biochemical characterizations
weme carried out by the Caech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Brno.

2.3 Antagonism Assays on Solid Medium

The antagonistic effects of B. pelezensis FAB42, K lactis IFO 1267, P acruginess PAO1,
P fluorescens, P putida B10, and Pseudomonas sp. DF on the collection of Xec strains 3811,
12794, and 38714, and on the natural isolate, Xco-5U, were measured using the dual-culture
technique on BH agar medium. Xccwas spread on the agar surface, and, simultanecusly,
the antagonist bacterium was inoculated at the center of the plate using a drop (10 ul.) of
a fresh culture {10% CFU/ mL) grown in LB medium. Monoculture BH plates inoculated
with either the antagonist or the pathogenic strain served as the controls. All plates were
incubated at 28 *C for 7 days. The antagonistic effect was visualized as a halo zone formed
around the antagonist colony. The experiments wene carried out in three replicates.

24 Antagonism Assay in Liguid-Medium Culture

Crowth inhibition of Xcc-5U was tested in a dual culture with B. pelezensis FAB42 in
liguid MYTE medium. The inoculum was prepared in two stages. The primary inoculum
of each bacterium was obtained by inoculating 100 mL of LB medium with a vial (1 mL) of
a glycernkstock bacterial culture and subsequent incubation on an orbital shaker (200 rpm)
for 24 h at 28 °C. The overnight cultume was centrifuged, washed, and resuspended in M9
medium and then inoculated into 100 mL of MYTE medium and incubated at 28 °C for
24 h. The fresh bacterial suspensions of B. velezensis and Xee-5U, both harvested in the
exponential growth phase and adjusted to a final concentration of 10% CFU/ ml, were used
for inoculation of the dual culture using respective ratios of 1:3, 1:15, or 1:100 CFU/ml.
The total volume of the dual culture was 100 mL of MYTE medium and was incubated into
a 500-mL culture flask and agitated on an orbital shaker (200 rpm) at 28 *C. A monoculture
of each strain, incubated under similar conditions, was used as the control. Samples were
collected during growth to measure the culture density as absorbance at 600 nm (Agy),
pH, and colony-forming units (CFU) of both microorganisms. The samples used for the
metabolomic analysis were centrifuged to obtain the supernatant, and this was lyophilized
before analysis. All experiments were conducted in duplicate.

25, Soanning Electron Microscopy Analysis

Samples removed from the dual culture were fixed (3% glutaraldehyde, 0.1 M cacody-
late buffer, pH 7.4) for 48-96 h at 4 *C. They were centrifuged (14,300 g, 5 min, room
temperature), and the sediment was resuspended in 500 pl. of 3% glutaraldehyde and
fixed overnight. After fixation, the samples were centrifuged again (12,000 g, 5 min, room
temperature) and washed with cacodylate buffer (20 min, three times). The cells were
sedimented onto poly-; -lysine-treated glass coverslips for 24 h at 4 "C. The coverslips were
then washed with double-distilled water at room temperature, post-fixed with 1% osmium
tetroxide for 1 h, washed again with ddH>O (20 min, three times), dehydrated in a graded
ethanol series and absolute acetone, and critical-point dried (K850, Quorum Technologies
Ltd,, Ringmer, UK). The dred coverslips were mounted onto aluminum specimen stubs
using Wire Glue (Anders Products, Andover, MA, USA) and sputter-coated with 3 nm of
platinum in a high-resolution Turbo-Pumped Sputter Coater (50T (Quorum Technologies
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Ltd,, Ringmer, UK). The samples were examined using an FEI Nova NanoSEM scanning
electron microscope (FEI, Brno, Czech Republic) at 3 or 5 kV using Everhart-Thornley
Detector (ETDH, Circular Backscatter Detector (CBS), and Through the Lens Detector (TLD).

26, Metabolite Extraction

Culture samples wemre emoved at 12-h intervals. The supematants were obtained by
centrifugation (10,000:x g, 10 min, 4 *C), decanting, and subsequent lyophilization. The
lyophilized supernatants weme dissolved in 50%: LC-MS-grade acetonitrile (Honeywell
CHROMASOINV™, VWE, Stfibma Skalice, Czech Republic) to a final concentration of
1 mg/mL A volume of 100 pL. of the dissolved sample was then mixed with 40K pl of
methanol (Honeywell CHROMASOLY ™, VWE, Stfibrna Skalice, Czech Kepublic) and
deep-fromen (30 min, -80 *C). The precipitates wene removed by centrifugation (14,000 g,
10 min, 4 *C), and the supernatants were transferred to a new microcentrifuge vial and
dried using a Savant SpeedVac vacuum concentrator (Thermoe Scientific, Waltham, MA,
USA) for 2 hat 35 *C. The dried samples were dissolved in 100 pL. of 50% LC-MS5-grade
acetonitrile.

27, Metabalite Separation, Identification, and Quantitation

Samples wemne analyzed by high-performance liquid chromatography-mass spectrom-
etry (HPLC-MS) using the external calibration curve method. Surfactin, fengycin, and

bacillomycin were quantified using a Waters Acquity M-class HPLC system connected to
a Synapt G2-5i Q-TOF mass spectrometer (Waters Corporation, Manchester, UK). Each
sample (1 pL) was injected in triplicate onto an Acquity HSS T3 C18 analytical column
(1.8 um, 1.0 x 150 mm, Waters Corporation, Manchester, UK) kept at 40 °C. Analytes
were separated using A/B solvent mixture with gradient elution (flow rate 50 pL./min)
under the following conditions: (0 min (5% B); 2 min (5% B); 7 min (99% B); 14 min (99% B);
14.5 min (5% B); and 20 min (5% B). Solvent A contained 0.1% formic acid water solution,
and solvent B contained (. 1%: formic acid in acetonitrile.

Higher sensitivity was needed for bacillibactin quantification. Therefore, a Dionex
UltiMate 3000 HI'LC system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) connected to a
SolariX 12T Fourier transform ion oy clotron resonance mass spectrometer (Bruker Daltonik,
Bremen, Germany ) was used. Samples (2 ul.) were injected on the same Acquity column in
triplicate. Gradient elution of bacillibactin was performed at 50 pl./ min flow rate: (0 min
(2% B); 2 min (2% B); 9 min (60% B); 11 min (99% Bj; 14 min (9% B); 145 min (2% B);
20 min (2% B). Solvent A contained 0.1% formic acid and 1% acetonitrile in water, and
solvent B contained 0.1% formic acid and 5% water in acetonitrile.

Both mass spectrometers were operated in positive-ion mode. lons were generated
by electrospray ionization and the ion transfer optics wemne tuned to the highest intensity
of standards. The mass spectra were collected in the 500-1600 M2 window with mass
accuracy better than 50 ppm for Synapt and the 500-1500 mfZ window with mass error
better than 5 ppm for Solarix, respectively. All metabolites were identified by a combination
of retention time, precise mass-to-charge ratio, and collision-induced dissociation experi-
ments, Crualitative and quantitative data processing was performed by CycloBranch [401]
version 2.0.8 (Prague, Caech Republic), Waters Masslyme 41 (Manchester, UK), and Bruker
DataAnalysis 5.0 software (Bremen, Germany).

Surfactin and fengycin standards were obtained from Sigma-Aldrich (Caech Republic).
Bacillibactin was purchased from EMC Microcollections (Tibingen, Germany). The external
matrix match calibration curves were prepared from lyophilized growth medium spiked
with commercial standards. Surfactin and fengycin standards were represented by several
forms with variations in aliphatic side-chains, therefore, the sums of all forms were used in
the construction of calibration curves, including the limit of detection (LODY) and the limit
of quantitation (LOQ). Semi-quantification of bacillomycin Dwas performed based on the
fengycin standard calibration curve. The LOD and LOQ for bacillibactin, surfactin and
fengycin were defined as the sum of the background average with 3 (LOD) and 10 {LOCY
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multiples of standard deviation. The LOD and LOQ calculated from the bacillibactin,
surfactin, and fengycin signakto-noise ratios were 1.9 and 4.5 ng/ml; 1.1 and 3.2 ng/mlL;
and 1.6 and 4.1 ng/mL, respectively.

3. Results and Discussion
31, Characterization and Identification of Xeo-SU

Ot of eight monocolonies, cabbage-leaf isolates of the same morphological appear-
ance were grown on LB agar medium and a single colony was selected and designated
as strain Xcc- SU. It was characterized to be a Gram-negative, rod-shaped (in iregular
clusters) aerobic bacterium. The colonies grown on nutrient Tryptic soy agar wem circular,
smooth, and glossy with a raised center. The optimum temperature for growth was in the
range of 20-30 "C. The biocchemical characteristics included positive biochemical results:
catalase, oxidase; growth in Simons citrate; bydrolysis of gelatin, starch, Tween 80, aesculin,
casein, and lecithin; and production of acids from mannitol, ghucose, fructose, and xylose.
Megative results: acid fermentation from glucose; production of fluorescein, arginine diby-
drolase; hydrolysis of tyrosine; decarboxylation of tyrosine and ornithine; and growth in
the presence of £.5% MaCl. The molecular classification of Xoc-5U was carried out using
1.5 kb of the 165 rEN A sequence, which was amplified from the total DNA of the strain.
The BLAST search showed that the strain belonged to the family Xanthomonadaceae and
the genus Xanthomonas. The partial nuclectide sequence of 165 rRMNA region (about 1350
nucleotides) showed a homologous identity (over 99%) with X. campestris pv. cam pestris
{GenBank accession number NC_003902.1). The strain was designated as Xanthomonas
campestris pv. campestris SU and the sequence of the 165 rRMA gene was deposited in the
GenBank database under accession number MZ 182354,

3.2 Characterization of Xcc Strains and Dual-Culture Agar Diffusion Bioassay

Properties of Xoc strains obtained from the NCTC collection and the mewly isclated Xoc-
SU strain were compared by testing their growth in BH medium pH 7 containing glucose
as the carbon and energy source and at high (200 pM) or low (8 pM) Fe** concentrations.
Iron concentration is a factor that contributes to antagonistic interactions between microbes
due to the competitive actions of siderophores [12,41], so we tested Xcc strains for their
Fe?t dependence.

Strains Xoc-1279A and Xee-5U showed smaller growth inhibition zones when exposed
to B. elezensis at 200 pM, compared to 8 pM Fe** (Figure 1A), which indicated a smaller
antagonistic effect at the high iron concentration. In the case of Xco-3871A and Xco-
3811 strains (Figure 1B), a similar size of inhibition zones was observed at both R
concentrations. As the siderophore bacillibactin was produced by B. velezensis FZB42 (see
Figure Z), the results may indicate an active role of bacillibactin in the suppression of
Xee growth in solid medium by making Fe*" ions unavailable to Xcc. In the case of the
abundance of Fe™ at 200 uM, the production of bacillibactin was reduced [42], and the
effect of the siderophore was much less important. Mostly, the lipopeptides surfactin,
fengycin, and bacillomy cin (see Figune 2) were responsible for the inhibition of Xec growth,
High xanthan production has been shown to play a role in the antibiotic resistance of Xcc,
and this effect could take place at the high Fe™ concentration [43,44]. We can hypothesize
that strains Xcc 3811 and Xoo 38714 produced less xanthan material than strains Xec 12794
and Xecc 5U, resulting in a less efficient protection against the lipopeptides of the antagonist,
which could explain the different sizes of the inhibition zones observed with the two groups
of Xcc strains at 200 pM Fe [43,45].

Vi
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Figure 1. Inhibition of goowth of Xec strains by B. velezensis FZB42 on BH agar medium at § pM Fe* (left colunmn) and
200 pM Fe (nght column): (A) top, Xoo 12794 bottem, Xoo SU; (B) top, Xoo 3811; bottom, Xec 387 1A,
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Figure 1. Xee-5U dying rates in dual cultumes with B velezasis FZB42 grovwn in higuid medium. The ratios of B veleansis
to X. campestris SU at the ime of moculation was 1:3 (B), 1:15 (C), and 1:100 (D) ;i CFU/mL. (A) Representative growth
curves of both microorganisms in conbrol monocultures. The individual valves in the graphs show the anthmetic means of
CFU/mL measued al a given ime in two mndependent cultures. The open dots in the Xce plots indicate that no livang Xec
backera were detected i the dual culbume. K Come Team (2021) [46] free softwane environment for stabshcal compubmg and
graphacs was used for graphical presentation of the data B. velemsis FZB42, blue line; Xoc-5U, red Line.
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When pseudomoenas strains wene used to inhibit Xec under similar conditions, the
inhibitory effect was extremely weak, with F aeruginess and P fuorescens slightly inhibiting
Xeo-1279A or Xec-SU and Psendomonas sp. DF1 inhibiting strains Xoc-3811 or Xco-3871A
Mo inhibition was observed with P putida and the yeast K loctis [P0 1267, The Xec-SU
strain was chosen for the biocontrol metabolomic study with B. velezensis FAB42, because it
was a phytopathogenic strain freshly isolated from a field massively struck by bacterial
infection and exhibiting robust growth.

3.3, Microbial Intevaction in the Dual Liguid Medium Culture of B. velezensis FZB42 and Xee-SU
The inhibitory effect of B tedezensis FAB42 on the phytopathogen was studied in

MSTE medium supplemented with glucose as a source of carbon and energy at a low
Fe™* concentration of 8 uM. To study the antagonistic effect, the low iron concentration
was chosen based on the previous inhibition analyses. The doubling times of B. telezensis
FZB42 and Xco-SU in MYTE medium were 3 and 6 h, respectively. In order to follow the
inhibitory effect in batch cultivation owver time, the proportion of both microorganisms
used for inoculation had to be optimized. The ovemnight inocula of both microorganisms
were used to inoculate single and mixed cultures of B. velezemsis with Xeoo-5U at three
different ratios (1:3, 1:15, and 1:100 CFU/mlL). Figure 2 documents the time course of the
killing effect of B. relezensis on Xoo-SU in the different inoculation ratios of B. velezensis to
Xoo-5U. Killing was proportional to the ratios of the organisms at inoculation. When the
concentration of B. tefezensis was 100 times lower than that of Xeoc-SU, the population of
Xeco was eliminated within 48 h. When the antagonistic culture was only three times lower,
Xeo was not detectable in the culture after a peried of 24 h The ratio of B. velezensis,/ Xec-SU
of 1:100 CFU/ ml. was chosen as the most suitable for further study.

In the dual culture, B. velezemais FZB42 achieved a total grow th yield similar to that in
its monoculture within 24 h. The number of viable cells did not decline until the end of
cultivation. The monoculture of B vefezensis reached its maximum specific growth rate of
.14 £ (.003 h~! within 24 h. No inhibitory effect of Xcc-5U on B. velezensis was observed.
In the control monoculture, Xce-5U reached a specific grow th rate of 0012 £ 0L003 h~'and
maximal growth yield approaching 5.0 + (.2 x 10 within 48 h. A two-fold decrease in the
number of living cells of Xcc-5U was observed when the incubation continued until %6 h.

34 Detailed Analysis of Bioconirol Metabalites Produced by B. velezensis FZB42 in the Dual
Culture with Xcc-5U0

The MS analysis revealed four compounds, bacillibactin, surfactin, fengycin, and
bacillomycin [, in 24 different forms (Supplementary Table 51) in the cell-free supernatant.
The biocontrol siderophone and lipopeptide metabolites wene present in both the dual
culture and in the monoculture of B. vefezensis (Figure 3). All metabolites were present until
at least the 48th hour of cultivation so that they could contribute to the annihilation of the
¥eo-SU population {cf. Figure 2). The observed bactericidal effect is in accordance with
the antagonistic studies where various Bacillus antagonists were used for the biological
control of bacterial and fungal phytopathogens. For instance, the bactericidal effect of
fengycins from B amylaliquefacims MEP218 on X. muonopodis pv. Desicatoria and P geruginosa
PAD] was documented by Medeot et al. [27]. Our analyses showed that the 13 ionic forms
belong to the lipopeptide fengycin (Supplementary Table 51). Using MS/MS analysis
of the doubly charged ion with an m/Z 732.406 (44,48 in Supplementary Figure 51), we
identified fengycin A with a C16 side-chain. Other forms with variations in the side-chain
were confirmed based on the same retention time as their standards or an exact mass. In
addition to the metabolite mentioned above, the other compound with an m& 1036657
(24,28 in Supplementary Figure 51) was detected and identified as the lipopeptide surfactin
with a C12 side-chain. Based on the same retention time with the surfactin standard, we
confirmed the presence of other forms with variations in side-chain length (Supplementary
Table 51). Interestingly, growth-inhibitory and morphology-modification effects induced
by a combination of fengycin and surfactin on the ascomyaete fungus Venturia ingegualis
were observed, suggesting a possible synergistic effect [24,47]. Similarly, both surfactin
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and fengycin contributed to the activity of B. subtilis supernatant against the comycete
Plasmapara viticola [26]. Further, our data showed several signals in dual cultures associated
with the presence of bacillomycin D. Using MS /M5, we identified the ion with mZ 1031.548
(1A1B in Supplementary Figure 51) as bacillomycin D with a €14 side-chain. Other
homologs were confirmed by exact masses. Antibacterial activity of bacillomycin isolated
from B. amyloliguefaciens against Burkholderia pseudomalld, including growth inhibition
and cell membrane damage, was reported [32]. The lipopeptides measured in the dual-
and single cultures of B. velezensis FZB42 were not present in the monoculture of Xee-SUL
Polyketides such as bacillaene, macrolactin, or difficidin, known to have antibacterial
activity [15,48], were not detected in the dual culture of B. velezensis with Xce-5U nor in
the monoculture of the antagonist In addition, using MS5/MS5 spectra, we identified a
dominant protonated form of the compound with m/fZ 883,263 (3A,3B in Supplementary
Figure 51), which was identified as bacillibactin. It mediates iron transport in Bacillus
subtilis [49] and is involved in antibacterial or antifungal activities [50].
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Figure 3. Production of biocontrol metabolibes in a dual culbume of B. veleamas FZB42 and Xee-SU grown in hquid medium,
The ratio of B vdezensis to Xee-S0 at the Hme of moculation was 1:100 {CFU /mL). Dual culbuse, full columns; B pdezensis
menocultuse, emply columns

In addition to the qualitative analysis of the cellfree extracts of dual cultures, a
quantitative anahysis of individual metabolites was performed. The quantity of lipopeptides
(ng per mg of lyophilized supernatant) measured in the monoculture of B pedezensis FZB42
was much higher than those in the dual culture except for the siderophore bacillibactin,
where the maximum content in both cultures was comparable. The maximum amount of
bacillibactin, surfactin, and fengycin in the dual culture was achieved in 24 h, whereas
bacillomycin increased during cultivation up to 48 h (Figure 3). In the monoculture of B.
v rzemsis FAB42, the maximum contents of surfactin (3198 + 30 ng,/mg) and bacillibactin
(70 £+ 3 ng/ mg) were reached at 33 h, whereas those of fengycin (685 £+ 5 ng/mg) and
bacillomycin (760 £ & ng/mg) at 48 h. The maximum amounts of bacillibactin, surfactin,
fengycin, and bacillomycin defected in the dual culture were about 1.4, 3.8, 14.0, and
267 times lower (Figure 3).

The presence of Xce-5U in the co-culture with B. peezensis FZB42 did not enhance
the production of lipopeptides, as observed for the production of iturin, fengycin, and
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bacillibactin by B. amwoligueficims in the presence of some phytopathogens [12,13]. In
contrast, the production of fengycin, surfactin, and bacillomycin in the dual culture was
considerably reduced compared to the monoculture of B. velezensis (Figure 3). In spite of
that, the maximal surfactin concentration of 46 + 3 pg/ml detected in the dual culture was
similar to that of 50 pg/mL reported by Chen et al [51], exhibiting the bacteriostatic effect.
The other two lipopeptides, fengycin and bacillomycin, were produced in the dual culture
at respective maximal concentrations of 2.0 + 0.4 pg/mL and 1.6 £ 0.3 pg/ml. Purified
bacillomycin and fengycin lipopeptides wene shown to exhibit the antibiotic activity in the
range of concentrations of 2-32 pg/ml and 625 pug/mL, respectively [27,52]. The reason
for low concentration of metabolites could be a competition for nutrients between the
two microorganisms during growth. The optimum nitrogen concentration reporied for
B. amyloliguefaciens, with respect to the synthesis of lipopeptides, is about 10 times higher
than that in our M% medium [53], so competition could primarily concern assimilable
nitrogen. In streptomycetes, carbon and nitrogen source limitation resulted in a significant
reduction in antibiotic synthesis [54]. Similarly, in B. amylofiguefaciens, indirect evidence of
the relationship between the provision of sufficient quantities of building precursors and the
overproduction of surfactin was reported [55]. Another factor contributing to the reduction
in the synthesis of lipopeptides could be a relative lack of iron caused by competition of
both microorganisms for Fe®* thatwas present at a low concentration of 8 pM in the dual
culture. Such a scarcity of Fe™* could resultin a decrease in lipopeptide synthesis since iron
serves as a cofactor for enszymes involved in the production of ipopeptides [56,57].

As for the production of bacillibactin, there was little or no reduction in its synthesis
in the dual culture, possibly because its total level was approximately 10 times lower than
that of each of the other three lipopeptides produced under nonlimiting conditions in the
monoculture of B. velezensis. Consequently, its biosynthesis could be less affected by a
limit in carbon and nitrogen supply (Figure 3). In addition, at a low Fe™ concentration
of 8 uM used in the medium, the Fur regulon-controlling bacterial iron homeostasis was
derepressed, which probably led to the non-repressed synthesis of bacillibactin [42].

A possibility exists that the level of lipopeptides in the dual culture could also be
reduced by biodegradative activity of Xce-5U. Xanthomonads have been shown to degrade
various recalcitrant compounds such as the herbicides chlopyrifos and lindane [58,59] or
hydrocarbons [6(0]. Xcoc also possesses extracellular proteases [61). However, experiments
with B. mojavensis demonstrated that a lipopeptide mixture produced by this microorganism
was relatively insensitive to the action of proteclytic ereymes [62]. Also, the fact that the
amount of bacillibactin was not significantly reduced in the dual culture, despite the
chemical similarity with the other lipopeptide molecules, seemed not to support this
hypothesis.

3.5. Morphology Changes of Xcc Cells in the Presence of B. velezensis FZB42

Scanning electron microscopy was used to examine the effect of extracellular metabo-
lites on the cell morphelogy of Xeo-5U and B. vdezensis. Mo change in the cellular form
of B. velezensis occurned during cultivation in the dual culture with Xee-SU (Figure 4E,F).
Baallus formed motile rod-shaped cells with a cell width of 0,60 + 0.04 pm and length of
256 £ (.67 pm. The Xoo-5U monoculture control showed regular, full, smooth rod-shaped
cells whose dimensions were (.44 £+ 007 pm (width) and 1.31 & .22 pm (length) during
the whole experiment. In contrast, Xee-5U morphology was significantly changed in the
dual culture over time. The loss of viability of Xeoc-5U in the dual culture (see Figure 2)
was paralleled by shrinkage and distortion of the cells, accompanied by a wrinkled surface.
This damaged the outer wall compared to the monoculture control (Figure 4A,C). After
48 h, a complete collapse of some Xcc cells was observed (Figure 4F). Evidently, the cell
surface of Xce-5U and the cell membrane were damaged by exposure to the antagonist as
ruptures of the Xcc cells could be seen accompanied by keakage of cytoplasm (Figure 4F).
Similar cellperturbing effects weme observed when X axonopodis pv. vesicatoria and P
HEFUgInDsa were exposed to fengycin from B. amyloliquefaciens [27] or when Bradhyspira hyo-
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dysenteriae was exposed to surfactin at 10-250 pg/mL [20]. Bacillomycin D-like compounds
isclated from B. amyd digueficiens HAB-2 were also reporied to produce a roughening of
the cell surface and membrane damage in B. pseudomallei cells [32], similar to what we
observed (Figure 4F). Such effects of lipopeptides weme also reported in fungal organisms,
e.g., F. graminearum and A. flavus [22,29,63]. The ability of lipopeptides to form pores in
the membrane structure and to cause lysis of ery throcytes was demonstrated [5,64,65]. It
is evident that the combined presence of surfactin, fengycin, and bacillomycin produced
by B. vdezensis caused significant cell surface damage in Xco-5U, which resulted in the
rapid elimination of Xcc-5U from the dual culture. A similar combined effect of several
lipopeptides was observed in B. subtilis, active in the biological control of some fungal
phytopathogens [24,26], and in B. amyieliguefaciens disrupting the structure of the conidia
and mycelium of Botryesphaeria dothiden causing peach gummosis [66].

Figure 4 Time course of the mieraction of B. releemas FZE42 and Xee-SU growmng in a dual cultune
visualwed by SEM (scale 2 pm): (A) start noculabion: Xee-SU menccultuse, (B) start inoculation: B.
telezensis monoculture, (C) 48 h after inoculation: Xee-SU monocultune, (D) 48 h after moculation: B
veezmas monocultune, (E) 12 h after inoculation: dual cultuge, (Fy 48 h after moculation: dual colture
The ratio of B. velezensis cells to Xoc-5U cells at the ime of inoculation was 1: 100,

4, Conclusions

A detailed analysis of the antagonistic interaction of B. velezena’s FZB42 and the phy-
topathogen Xanthomononas campestris pv. cimpesiris under in vitro conditions was carried
out in order to monitor the kinetics of Xeco death overtime and quantify major lipopeptides
imvolved in the biological control of the phytopathogen. Nowvel findings included the
demonstration of a combined effect of surfactin, fengycin, and bacillomycin, causing the
death of the Xcc population, even when the lipopetides wemne present at relatively low levels.

Xi
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The antagonistic interaction was investigated using a new Xcc strain freshly isolated from
a cabbage field struck with black rot infection. The mechanism of killing was documented
by visualizing the attack of the bacterial cell wall and cytoplasmic membrane using SEM.
The results confirmed the remarkable potential of B. vdezensis strain FZB42 for biological
control of phytopathogens, including Xcc, a causative agent of black rot of cruciferous

vegetables.
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