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Vliv pridavkii Zeleza a kmenu produkujicich siderofory na
sloZeni mikrobialniho spoleCenstva rhizosféry, obsah
Zeleza v rostlinné tkani a napadeni obecnou strupovitosti
brambor

Souhrn

Zvysujici se naroky na mnozstvi a kvalitu potravin vytvareji stale vétsi tlak na udrzenti,
piipadn¢€ 1 obnoveni kvality, zdravi a urodnosti pidy. Pidni mikroorganismy vyznamné
ovliviiuji ptdni prostiedi, a proto je nezbytné studovat vztahy mezi ptiidnimi mikroorganismy
a podminkami pidniho prostfedi. K objasnéni vlivu mikroorganismti na pudni prostiedi je
dilezité studovat také vzajemné vtahy mezi jednotlivymi pidnimi mikroorganismy a jejich
interakce s rostlinami.

Nekteré bakterie produkuji sekundarni metabolity, které slouzi k ochrané pted patogeny,
ale také mohou podporovat rust a vyvoj rostlin. Piikladem sekundarnich metaboliti jsou
siderofory, chelatory zeleza, které jsou produkované bakteriemi pti deficitu dostupného Zeleza.
Siderofory zvysuji obsah dostupného zeleza nejen pro bakterialni producenty, ale i pro rostliny
a tim pozitivné ovlivilyji rist a odolnost rostlin. Siderofory 1ze také vyuZit k omezeni ptisobeni
patogentl, a to diky konkuren¢nimu boji o Zelezo, protoze nedostatek dostupného zeleza v piidé
muze inhibovat také rostlinné patogeny.

V diplomové praci byly testovany a hodnoceny bakteriadlni kmeny izolované z pudy, které
pochézeji z riznych piirodnich lokalit a také z poli, kde se péstuji brambory s odlisSnym
zasazenim obecnou strupovitosti. Toto celosvétoveé rozsifené onemocnéni brambor je
vyvolavano fytopatogennimi druhy rodu Streptomyces a ma neptiznivy vliv na vzhled a kvalitu
podzemnich hliz. Tradi¢ni strategie potlaceni projevii obecné strupovitosti brambor jako je
zavlazovani a snizeni pH pudy casto selhdvaji, proto je potteba hledat jina feSeni. Jednou ze
slibnych strategii potlaceni strupovitosti je aplikace sideroforii nebo kment, které siderofory
produkuyi.

U vétsSiny bakteridlnich kment, testovanych v diplomové praci, byla zaznamenana
produkce sideroforti. Bylo zjisténo, Ze Gauseho kultiva¢ni medium ochuzené o Zelezo vykazuje
nejintenzivnéjsi produkci siderofort, ale nebyl zjistén vyznamny vliv lokality ptvodu
testovanych kment na produkci sideroforti. Pro pochopeni piisobeni sideroforti je potieba
podrobnéji sledovat a studovat vztahy mezi kmeny, které je produkuji.

Kli¢ova slova: ptida, rhizosféra, mikrobiom, Zelezo, siderofory



The influence of iron on strains producing siderophores

Summary

Increasing demands of higher quantity and good quality of food creating pressure to
maintain and restore agricultural soil health and fertility worldwide. Soil microorganisms
significantly affect the soil environment and therefore it is necessary to study the relationships
between soil microorganisms and soil environmental conditions. To be more specific, it is
important to study the interrelationships between individual soil microorganisms and their
interactions with plants.

Some microorganisms produce secondary metabolites that protect them against
pathogens and promote plant growth and development. One of the important example of
microbial secondary metabolites are siderophores, relatively low molecular weight, ferric ion-
specific chelating agents synthesized by microorganisms like bacteria, actinomycetes, fungi and
certain algae growing under low ironic stress. Siderophores increase the content of available
iron not only for microorganisms but also for plants and thus positively affect the growth and
resistance of plants. Siderophores can also be used to reduce the effects of pathogens through
the competition for iron, thus as a deficit of available iron in the soil, inhibit plant pathogens.

In this experiment, bacterial strains isolated from soil, from various natural localities
and also from agricultural potato fields with different impacts of general scab, were tested and
evaluated. This worldwide disease of potatoes caused by phytopathogenic species of the genus
Streptomyces and has an adverse effect on the appearance and quality of underground tubers.
The traditional strategies to suppress the manifestations of general potato scab are irrigation
and lowering soil pH, often fail. At this situation, promising and efficient solution needed to be
investigate. One of the promising strategy to suppress potato scab is the application of
siderophores or strains that produce siderophores.

Siderophore production was recorded in most bacterial strains tested in the experiment.
Iron-depleted Gause culture medium was found to show the most intense production of
siderophores, but no significant effect of the locality of origin of the tested strains on
siderophore production was found. To understand the action of siderophores, it is necessary to
monitor and study in more detail the relationships between the strains that produce them.

Keywords: soil, rhizosphere, microbiome, iron, siderophores
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1 Uvod

Zelezo je druhym nejhojngjsim kovem v zemské kiife, ale v pidé se vyskytuje predeviim
zabudovano v mineralech (David et al. 2019). Tyto pevné formy jsou obvykle Spatné rozpustné
az nerozpustné a koncentrace Zeleza v ptidnim roztoku je velmi nizka. To prestavuje dilezity
omezujici faktor v piijimani Zeleza rostlinami (Lucena 2000). Je znamo, Ze mnoho bakterii
vylucuje siderofory, sekundarni metabolity, které napomahaji ziskavani zeleza za podminek
jeho limitujici dostupnosti. Aktinobakterie jsou znamé pro svou schopnost produkovat mnoho
riznych sekundarnich metaboliti, mezi které patii i siderofory s rizné vysokou afinitou
K nerozpustnému zelezu. Vyznam téchto latek v zemédélstvi spociva v moznosti ovliviiovat
rast, vyvoj a zdravi mnoha plodin zptistupnénim Zzeleza, a proto je tfeba podrobné&ji studovat
jejich produkci a transportni systémy Zeleza zprostiedkované siderofory rostlinam (Paul &
Dubey 2015).

Fytopatogenni zastupci rodu Streptomyces, pfirozené se vyskytujici v pudé€, zpisobuji
chorobu tzv. obecnou strupovitost brambor, ktera je rozsifena po celém svété (Tarkowski &
Vereecke 2014). Tato nemoc ma nepfiznivy vliv na vzhled a kvalitu hliz a tim pusobi
ekonomické ztraty pii pé€stovani brambor. Tradi¢ni strategie potlaceni pfiznaka strupovitosti
brambor (napi. zavlazovani a snizeni pH pidy) nejsou dostatecné a Casto selhavaji. Vyuziti
bakterii, které se ptirozen¢ vyskytuji v ptidach, k biologické kontrole patogenii zplisobujicich
choroby rostlin miize snizit znec€isténi zivotniho prostfedi, které je zpisobeno pouzivanim
pesticidi pfi fumigaci a oSetfovani hliz nebo semen pted vysevem (Lin et al. 2018).



2 Cil prace a hypotézy

Cilem diplomové prace byla literarni reserSe o sideroforech a jejich producentech,
V exprimentalni ¢asti potom zhodnoceni produkce sideroforti vybranymi kmeny aktinobakterii
a posouzeni dostupnosti takto ziskaného zeleza pro rostliny.

Hlavnim modelovym systémem byly brambory a jejich onemocnéni obecnou
strupovitosti, protoze se u tohoto onemocnéni prokazal vztah mezi Grovni onemocnéni a
mnozstvim dostupného zeleza v pade.

Hypotézy
H1: Testované pudni bakterialni kKmeny, pochazejici z riznych lokalit, produkuji siderofory.
H2: Produkce siderofort je ovlivnéna lokalitou ptuvodu bakterialnich kmenti.

H3: Produkce siderofort je ovlivnéna pouzitym kultiva¢nim mediem.



3 Literarni reSerse

Puda je dilezitym zdrojem lidské obzivy, ale je také nedilnou soucasti ekosystémii (Food
and Agriculture Organization (FAQO) 2015). Je vytvarena na zemském povrchu prostiednictvim
biologickych, geologickych a hydrologickych vlivii. Pidy jsou oteviené, viceslozkové,
biogeochemické systémy obsahujici tfi slozky: pevné latky, kapaliny a plyny. Otevienym
systémem se rozumi, Ze mezi ptidou a okolni atmosférou, biosférou a hydrosférou probiha
vymeéna hmoty i energie. Toky hmoty a energie z pidy nebo do pidy jsou velmi proménlivé v
Case a prostoru, ale jsou to zasadni procesy, které zptusobuji rozvoj pudnich typt a ovliviuji
kvalitu pudy (Sposito 2008). Je dulezité ziskavat nové informace K pochopeni procest
udrzitelnosti pidni kvality, ptidniho zdravi a tirodnosti, protoze pocet lidi neustale roste a tim
vzrusta potieba produkovat vétsi mnozstvi potravin (Food and Agriculture Organization (FAO)
2015).

Kvalita pidy miize byt definovédna jako schopnost dané¢ pudy plnit své funkce (rozklad
organické hmoty, recyklace Zivin, detoxikace znecist'ujicich latek, ¢isténi vzduchu a vody
(Gomez-Sagasti et al. 2012). Jako indikatory kvality pidy byly nejéastéji sledovany fyzikalni
vlastnosti pudy (napf. textura, porovitost a schopnost zadrzovat vodu) a chemické vlastnosti
pudy (napt. pH, hlavni prvky, obsah organickych latek a toxické kovy). Mikrobidlni vlastnosti
pudy se stale vice pouzivaji jako biologické ukazatele kvality pudy, a to vzhledem ke své rychlé
odezvé a vysoké citlivosti (Gomez-Sagasti et al. 2012). Soucasné mikrobiologické ukazatele
zahrnuji mikrobialni diverzitu, aktivitu, funkci a abundanci atd. (Tang et al. 2019).

3.1 Pidni mikroorganismy

Pida je dalezitym rezervoarem organického uhliku na Zemi a je stanovistém pro témet
vSechny organismy (Whitman et al. 1998). VétSina pidni biomasy a biodiverzity je tvofena
mikroorganismy, zejména bakteriemi a houbami (Gomez-Sagasti et al. 2012). Bakterie jsou
nepochybné nejpocetnéjsi organismy Osidlujici povrch Zemé a bylo odhadnuto, Ze pocet
bakterialnich bunék se pohybuje v rozmezi 4-6 x 10% (Whitman et al. 1998).

Klicovym procesem v kolob&hu zivin je rozklad latek v pidég, pifi kterém se odumielé
rostliny, Zivo¢ichové a mikroorganismy rozkladaji na organickou hmotu a uvolfiuji se Ziviny.
Hlavni roli v procesu rozkladu latek v ptidé maji mikroby, tj. bakterie, archaea, houby a viry
(Coleman et al. 2018). Krom¢ rozkladu organické hmoty jsou zvlasté bakterie a archaea
schopny za urcitych podminek svou ¢innosti ovliviiovat i rozklad mineralti. Nekteré bakterie
jsou schopny za ptitomnosti kysliku v kyselém 1 neutralnim prostiedi urychlit oxidaci minerald
obsahujicich Fe!'. Mikroorganismy, které jsou schopné oxidovat Fe'', jsou obecné déleny podle
preferovaného pH do dvou skupin na acidofilni a neutrofilni bakterie (Colombo et al. 2014).
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3.1.1 Kmen Actinobacteria

Bakterialni kmen Actinobacteria zahrnuje Sirokou skalu grampozitivnich, nejcastéji
aerobnich bakterii hojné se vyskytujicich v pidé. Aktinobakterie jsou zndmé produkci
sekundarnich metabolitd, ale jejich schopnost redukovat Zelezo je doposud malo prozkoumana
(Zhang et al. 2019). Bylo zjisténo, ze pouze ¢ast aktinobakterii obyvajicich kysela prostiedi je
schopna redukovat Fe'"' (napt. Actinocorallia sp., Ferrimicrobium sp. a Streptomyces sp. (Lu et
al. 2010), Aciditerrimonas ferrireducens (Itoh et al. 2011) a Acidithrix ferrooxidans (Jones &
Johnson 2015)). Vysledky publikované Zhang et al. (2019) naznacuji, ze aktinobakterie jsou
schopné redukovat Fe''' v piidé za ptistupu kysliku a pii neutralnim pH.

Streptomycety (aktinobakterie rodu Streptomyces), se fadi mezi aktinobakterie znamé
z pudniho prostiedi, kde ¢asto obyvaji povrch pudy a kofent rostlin (Amaresan et al. 2018).
Jsou neobvyklé tim, Ze se jedna o vlaknita prokaryota, kterd tvoii hyfy a znacné rozvétvené
mycelium (Loria et al. 2003). V ptude¢ jsou zapojeny do kolob&éhu uhliku, ktery je zabudovan v
nerozpustnych organickych zbytcich, jako je lignoceluldoza a chitin (Bentley et al. 2002).
K rozkladu téchto slou¢enin vyuzivaji mnoho hydrolytickych exoenzymu (Ventura et al. 2007).
Streptomycety nejsou ve vSech pifipadech pouhymi volné Zijicimi pidnimi bakteriemi, ale
Streptomycety jsou také znamé svymi aktivitami, které plisobi zvysSeni zdravi a produktivity
riznych druhd rostlin za normalnich i stresovych podminek (Amaresan et al. 2018). To je
¢asten¢ zplisobeno tim, ze streptomycety produkuji rtizné biologicky aktivni sekundarni
metabolity (napf. rostlinné hormony, antivirotika, antimykotika, antihypertenziva,
imunosupresiva a piedevsim antibiotika) (Procopio et al. 2012), které slouzi k ochrané pied
patogeny, ale také podporuji rist a vyvoj rostlin (Loria et al. 2003).

Zastupci rodu Streptomyces mohou na rostliny pusobit také negativné, ptikladem jsou
fytopatogenni druhy Streptomyces scabies (S. scabiei), Streptomyces acidiscabies,
Streptomyces europaeiscabiei, Streptomyces turgisdiscabies a Streptomyces ipomoeae
zpusobujici tzv. obecnou strupovitost (viz Obr. 1). Diky svému nepiiznivému vlivu na vzhled
a kvalitu podzemnich hliz je obecna strupovitost brambor povazovana za nemoc, kterd ma velky
ekonomicky vyznam v oblastech produkujicich brambory (King et al. 1991; Lerat et al. 2009;
Barrera et al. 2013; Tarkowski & Vereecke 2014; Lin et al. 2018). S. scabiei nenapada pouze
brambory, ale zptsobuje také napf. strupovitost fepy (Beta vulgaris), mrkve (Daucus carota),
pastinaku (Pastinaca sativa), fedkve (Raphanus sativus) a tufinu (Brassica napobrassica)
(Lerat et al. 2009). Léze (poskozené tkan¢), zptisobené strupovitosti, ¢asto slouzi jako vstupni
bod pro sekundarni a oportunni patogeny a saprofyty, coz muze vést k hnilobé plodin (Sharma
et al. 2014). Virulence S. scabiei je zavisla na produkci fytotoxind nazyvanych thaxtominy
(nitrované dipeptidy, ktery inhibuji syntézu celulézy v rostlinné tkani) (King et al. 1991;
Sharma et al. 2014). Produkce thaxtominu A byla zaznamenana také u S. acidiscabies a
S. turgidiscabies (Alejo et al. 2019). Nejvhodnéjsi podminky pro vznik strupovitosti jsou
v ptudach lehkych (piscitych) a suchych (Sharma et al. 2014) s hodnotami pH od 5,2 do 7, proto
lze v nékterych piipadech omezit chorobu snizenim pH pidy. Vyjimkou je ale druh
S. acidiscabies, ktery zptuisobuje strupovitost i v pidach s pH niz§im nez 5 (Barrera et al. 2013,
Alejo et al. 2019). S. coelicolor se ¢asto pouziva jako modelovy organismus pro studium
genetiky streptomycet (Procopio et al. 2012). Zastupci druhu S. coelicolor jsou schopny
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vytvaret siderofory v podminkach s nizkou dostupnosti zeleza (Bentley et al. 2002). Byl zjistén
vyskyt genového klastru u zastupci S. coelicolor, ktery pravdépodobné fidi biosyntézu
sideroforu desferrioxaminu G1 a E (Imbert et al. 1995).

Obr. 1: Obecna strupovitost, na hlizach s riiznou barvou slupky, zpiisobena aktinobakteriemi
(Hausvater et al. 2016).

3.1.2 Interakce rostlina—mikrob

Nékteré bakterie (naptf. Thiobacillium a Metallogenium sp.) jsou schopny rozpoustét
primarni mineraly obsahujici Zelezo pomoci mechanismti jako je sorpce, solubilizace
(chelatace), transformace, srazeni a akumulace Zeleza. Rostliny mohou svymi kofeny a
kofenovymi exudaty ovlivnit pozitivné i negativné cCetnost, rozmanitost, ale i aktivitu
mikroorganismi (Colombo et al. 2014). Interakce rostlin a mikrobd je iniciovana pfilnutim
pudnich mikrobl ke kofentim rostlin a oboustrannym transportem Zivin. Mikroby spojené s
rostlinami mohou mit prospés$né, neutralni i skodlivé u¢inky na rostliny a jejich rust (Amaresan
et al. 2018). Mikroorganismy mohou naptiklad ovliviiovat metabolismus rostlin a jejich
hormonalni drahy (Friesen et al. 2011). Skodlivé u¢inky na rostliny mohou byt nasledkem
vzajemné konkurence o potfebné Ziviny napiiklad o zelezo (Colombo et al. 2014). Nékteré
streptomycety jsou pro rostliny patogenni, pfedev§im jsou to kmeny produkujici fytotoxin
thaxtomin A (Loria et al. 2003).

Symbioéza mezi mikroorganismy a rostlinami je dilezitd z hlediska pfistupnosti a
pfijatelnosti nékterych zivin pro rostliny. Naptiklad mykorhiza, symbiéza mezi houbami a
koteny rostlin, vznikla jiz pfed mnoha miliony let, kdy doslo ke strukturné—funkéni interakci
mezi arbuskularnimi mykorhizami a kofeny (Malloch et al. 1980). Symbidéza mezi
aktinobakteriemi a kofeny rostlin se nazyva aktinorhiza, ktera umoziuje fixaci vzdu$ného
dusiku. Dominantnim aktinorhizalnim rodem fixujicim dusik je Frankia (Coleman et al. 2004).
Symbidza mezi lusténinami a bakteriemi rodu Rhizobium je studovana jiz od 80. let 20. stoleti,
ale pfiznivy ucinek lusténin na pudni dusik byl znam jiz mnohem dtive (Sapp 2004). V posledni
dobé se ale ukdzalo, Ze nc¢kterym rhizobiim dodavaji streptomycety Zelezo a tim zaroven
ovliviiuji poutani dusiku i rist rostliny (Tokala et al. 2002). Potencialné prospésné Gcinky
vétSiny mikrobi na rostliny zacaly byt studovany v §irS§im rozsahu teprve nedavno, protoze se
ukazuje, Ze tato interakce muze byt prakticky vyuzivana (Friesen et al. 2011).
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3.1.3 Mikroorganismy podporujici rist rostlin (PGPB)

Obecné se jedna o organismy podporujici rust rostlin usnadnénim piijmu vyzivy (N, P, K
a esencialni mineraly), produkci fytohormont (indolovd kyselina octova, cytokininy,
gibberelliny atd.), nebo potlatenim chorob rostlin (Amaresan et al. 2018). Napiiklad: Jalilian
etal. (2012) zjistili, Ze piidavek bakterialnich roda Azotobacter a Azospirillum do ptidy hnojené
hnojivem, které je bohaté na dusik, zvysil produktivitu slune¢nic a snizil produkci nasycenych
mastnych kyselin. Amaresan et al. (2014) zjistili, ze Bacillus sp., B. licheniformis a
Achromobacter sp. mohou byt pouzity jako ¢inidlo biologické kontroly s vlastnostmi
podporujicimi rust rostlin. Passari et al. (2016) ve svém vyzkumu zjistili, ze Bacillus sp.
vyznamng¢ zvysil rist vyhonku a kofend rostlin. Zjistili také, ze Bacillus sp. produkuje celkem
tii fytohormony (kyselinu indol-3-octovou (IAA), kinetin a 6-benzyladenin). Vyzkum, ktery
provadéli Gopalakrishnan et al. (2014) prokazal, ze pridavek bakterii rodu Streptomyces
zpisobil zvySeni produkce ryze a vyznamné zvysil aktivitu celkového dusiku, dostupného
fosforu, % organického uhliku, uhliku a dusiku z mikrobialni biomasy a dehydrogenézy oproti
neoockované kontrole.
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3.2 Zelezo

Zelezo (Fe) je druhym nejhojnéj§im kovem v zemské kaife, konkuruje mu pouze hlinik
(Raines et al. 2015) a zaroven je ¢tvrtym nejcastéji se vyskytujicim prvkem v zemské kuie (Wu
et al. 2019). Zelezo se v pidnim prostiedi vyskytuje v podobé Fe'' v primarnich mineralech,
Fe'' v sekundarnich mineralech, rozpustné a vyménitelné Zelezo a Zelezo vazané na organické
latky v rozpustnych nebo nerozpustnych formach (Colombo et al. 2014). Radi se mezi
mikroziviny (Ferreira et al. 2019) a je nezbytné pro vétsinu mikroorganismu (David et al. 2019),
ale také pro rostliny a zivocichy (Hider & Kong 2010). V pud¢ se zelezo piirozené vyskytuje
hojné, ale nachazi se zabudovano v mineralech jako je naptiklad goethit nebo ferrihydrit (David
et al. 2019). Koncentrace Fe v pidnim roztoku je ¢asto velmi nizka a solubilizace z pevnych
fazi je pomala (Lucena 2000). Existuji ale organické a syntetické chelatory, které maji
schopnost udrzovat Fe v rozpustné formé¢ v plidnim roztoku (napf. kyselina citronova, kyselina
Stavelovd,  kyselina  ethylenediamindihydroxyphenyloctovd =~ (EDDHA),  kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) a kyselina diethylentriaminpentaoctova (DTPA)) (Lindsay
1995). Ptirodni organické kyseliny (citronova a §t'avelova) nejsou ucinné chelatory pii pH nad
7, zatimco EDDHA a DTPA maji schopnost chelatovat vyznamné mnozstvi Fe i pti pH nad 7
(Colombo et al. 2014).

V mnoha bunéénych procesech je Zelezo dulezitym kofaktorem, a proto je regulace
metabolismu Fe kli¢ovym procesem pro uspéSné preziti a dochazi k nému téméf ve vsech
zivych bunkach (Raines et al. 2015). Krom¢ toho je Zelezo jako prvek nezbytnou soucasti
velkého mnozstvi proteinu (napi. oxidazy, hydroxylazy, dioxygenazy, karboxylazy) (Ferreira
et al. 2019). Pasobi také jako katalyzator pii syntéze chlorofylu (Hu et al. 2016), pfi
enzymatickych procesech zahrnujicich kyslik (peroxidaza a katalaza), vodik (hydrogenazy) a
dusik (Ferreira et al. 2019) a je nezbytny pro procesy syntézy a opravy DNA a RNA (Puig et
al. 2017). Aerobni mikroorganismy vyuzivaji zelezo k redukci kysliku pro syntézu ATP
(Rezanka et al. 2018). Nedostatek Zeleza miZe ohrozit Zivotng dilleZité bunééné procesy, jako
je dychani a syntéza aminokyselin. Nedostatek Fe v pudé¢ se miize projevit u rostlin zloutnutim
mladych listd (tzv. chlordzou), které je zptisobené inhibici syntézy chlorofylu v chloroplastu
(Lucena 2000), naopak piebytek volného Zeleza muze zpusobit toxicitu prostfednictvim
produkce reaktivnich druhti kysliku (Raines et al. 2015).

Zelezo je prvek, ktery je v padé pfirozené piitomen ve dvou formach, a to Fe'' a Fe'".
Rovnovaha mezi obéma formami a dostupnost Fe pro rostliny je v ptid¢ ovlivnéna ptdni reakci
(pH), redoxnim potencialem (tzn. oxidac¢ni nebo redukéni podminky) (Colombo et al. 2014),
obsahem organickych latek a salinitou (zasolenosti) pudy (Ferreira et al. 2019). VVzhledem k
riznym valencim hraje Zelezo kli¢ovou roli v oxidaéné-redukénich reakcich (Rezanka et al.
2018). Redoxni vlastnosti zeleza umoziuji tomuto prvku pusobit jako donor nebo akceptor
elektront a umoziuji jednotkdm obsahujicim Zelezo plnit rizné klicové biologické funkce pfi
prenosu elektronti i pii katalyze (Raines et al. 2015). AvSak v aerobnim prostiedi a pfi
neutralnim pH se zelezo primarné vyskytuje predevsim jako nerozpustné oxidy a hydroxidy
Fe''' a neni tak dostupné mikroorganisméim (Colombo et al. 2014; Paul & Dubey 2015). Pii
fyziologickém (neutralnim) pH je Fe' rozpustné, zatimco Fe'"' je téméF nerozpustné (Rezanka
et al. 2018). K mobilizaci Fe dochazi v anaerobnich a kyselych podminkach (Colombo et al.
2014). V piirozeném prostiedi ma trojmocné Zelezo rozpustnost pti neutralnim pH 10" M, ale
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né&které mikroby, jako jsou naptiklad bakterie, vyZaduji pro sviij riist 10°-107 M Zeleza (Khan
etal. 2018; Rezanka et al. 2018). Z tohoto ditvodu vyvinuly organismy jako jsou houby, rostliny
nebo bakterie mnoho strategii, které jim zajist'uji ptistup k tomuto prvku nezbytnému pro jejich
rust a vyvoj (David et al. 2019) a soucasné je chrani pied potenciadlnimi toxickymi u¢inky Zeleza
(Guerinot 1994). Jednou ze strategii ziskani potfebného zeleza mikroorganismy je produkce
siderofortl, coZ jsou malé organické molekuly s vysokou afinitou k Fe'"' (Nosrati et al. 2018).
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3.3 Siderofory

Termin siderofor Ize pielozit z feétiny jako nosi¢ zeleza (Guerinot 1994). Siderofory jsou
definovany jako nizkomolekularni latky (500—1500 daltontl) a maji vysokou afinitu k Fe'"
(Kt > 10%) (Hider & Kong 2010). Napiiklad enterobactin (Katecholatovy typ sideroforu) ma
z doposud objevenych sideroforti nejvyssi afinitu k iontu Fe'"' Kr 10% (Ghosh et al. 2020),
zatimco ferrichrom (hydroxamétovy typ sideroforu) vykazuje Kr 10%° (Paul & Dubey 2015).
Siderofory, chelatory Zeleza produkované mikroorganismy (napft. bakteriemi rodu Bacillus,
Pseudomonas, Rhizobium a Azotobactor a nékterymi houbami) (Paul & Dubey 2015) a
rostlinami (napf. nékterymi travnimi druhy) (Neubauer et al. 2000) za podminek snizené
dostupnosti Fe, usnadiiuji solubilizaci a transport Fe'' do bunék (Guerinot 1994). Siderofory
produkované rostlinami se nazyvaji fytosiderofory (Neubauer et al. 2000). VSechny siderofory
maji vyssi afinitu k Fe'' nez k Fe!' (Hider & Kong 2010). Mnoho bakterii, rostlin a hub
produkuje vice nez jeden siderofor. Zdé4 se, ze produkce urcitého sideroforu je ovlivnéna
odlisnymi podminkami prostfedi. Nékteré sekundarni siderofory mohou usnadnit vstfebavani
jinych kovil v pfitomnosti nebo nepfitomnosti zeleza (Hider & Kong 2010).

Jiz v roce 1952 byl identifikovan siderofor ferrichrom (Neilands 1952) mezi dal§imi byl
naptiklad popsan, jako rustovy faktor, siderofor mykobactin (Francis et al. 1953). Nyni je
popséno vice nez 500 riznych sideroford, z nichz 270 bylo strukturdlné charakterizovdno
(Hider & Kong 2010) a vyzkum sideroforti nadale pokracuje. Siderofory mohou hrat zasadni
roli v zemédélstvi, ekologii, medicing, ale také pfi bioremediaci ¢i mohou byt pozity jako
biosenzory (Nosrati et al. 2018).

3.3.1 Struktura a aktivita siderofora

Siderofory jsou zna¢n¢ strukturalné variabilni (Guerinot 1994), diky své struktufe maji
siderofory mnohem vyssi afinitu k Fe'"' nez k Fe'', coz je diilezité vzhledem k selektivité pro
zelezo v konkurenci s jinymi kovy piitomnymi v biosféfe. Cim vyssi je selektivita pro Fe'"
oproti Fe'', tim negativngjsi je redoxni potencial. Vysoce negativni redoxni potencial
(< -400 mV) zajistuje, 7e komplex Fe!' nebude podléhat redoxnim zméndm a nebude v
aerobnim prostiedi generovat Skodlivé hydroxylové radikaly. Nejvice negativni redoxni
potencial maji siderofory na béazi katecholu (Hider & Kong 2010). Komplexy siderofort s Fe'"
maji oproti komplextim, které jsou tvofené organickymi slouCeninami Casto pfitomnymi v
rhizosféfe (anionty organickych kyselin naptiklad oxalat nebo citrat) a Fe, vysokou konstantu
stability (10%-10%%) (Colombo et al. 2014). Komplexy sideroforti s Fe''' vykazuji stejné a
dokonce 1 vyssi konstanty stability nez syntetické chelaty Zeleza, které se bézné€ pouzivaji v
zemédélstvi k feSeni nedostatku Fe (napf. kyselina ethylenediamindihydroxyphenyloctova
(EDDHA) 10*® a kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) 10%) (Lucena 2000). Vysoka
stabilita komplexti sideroforti s Fe' je dobrym predpokladem pro vyuziti siderofori
k transportu zeleza do bunky.
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3.3.2 Druhy siderofori

Z chemického hlediska lze siderofory rozdélit podle funkénich skupin do tii hlavnich
kategorii, na hydroxamaty, katecholaty a karboxylaty (Rezanka et al. 2018). Kromé& vyse
uvedenych jsou nekteré siderofory kombinaci téchto typt siderofori a jsou klasifikovany jako
smisené typy (Khan et al. 2018).

Hydroxamatové siderofory

Hydroxamatovy typ siderofort zahrnuje nejbéznéjsi skupinu sideroforti vyskytujicich se
v piirodé¢ (Saha et al. 2016). Tyto siderofory jsou produkovany mnoha mikroorganismy véetné
bakterii a plisni. VSechny siderofory produkované houbami jsou hydroxamatového typu s
vyjimkou polykarboxylatového rhizoferrinu (Khan et al. 2018). Vétsina hydroxamatovych
siderofortt obsahuje karboxylovou skupinu pfipojenou k dusiku (Paul et Dubey 2015),
C(=O)N—(OH)R, kde R je bud’ aminokyselina nebo jeji derivat (Rezanka et al. 2018). Dvé&
molekuly kysliku ve skupiné hydroxamaétu tvoii dvojmocny Zelezny ligand a siderofor je tedy
schopen tvofit oktaedralni komplex s Fe'"' (viz Obr. 2). Hydroxamaty vazou Fe''' a maji vazebné
konstanty v rozmezi 10>~10%2 M (Saha et al. 2016). Tato silna vazba mezi Fe'"" a sideroforem
chrani komplex siderofor—zelezo pred hydrolyzou a enzymatickou degradaci (Rezanka et al.
2018). Hydroxamaty jsou obecné strukturalné slozitéjsi nez siderofory jinych typu (katecholaty
a karboxylaty) a jsou také povazovany za hydrofilngjsi (Paul & Dubey 2015). Ptikladem
hydroxamatového sideroforu je coelichelin (Obr. 3), ktery je produkovan bakterialnim druhem
Streptomyces coelicolor (Bertrand 2010). Dalsim hydroxamatovym sideroforem je pyoverdin,
Ktery je produkovany gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa (Marathe et al. 2015).
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Obr. 2: (A) Hlavni strukturni slozka hydroxamatového sideroforu, ktera je zodpovédna za
koordinaci Zeleza. (B) Komplex funkéni skupiny sideroforu se Zzelezem (Fe'!))
(Gorska et al. 2014).
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Obr. 3: Chemicka struktura coelichelinu (Hider & Kong 2010).

Hydroxamatové siderofory Ize detekovat mnoha zpasoby. Napiiklad pouzitim modrého
testovaciho media CAS (Chrome azurol S) (Louden et al. 2011), nebo pouzitim
modifikovaného modrého testovaciho media O-CAS (Pérez-Miranda et al. 2007), které je
ochuzeno o ziviny. Stanoveni pfitomnosti sideroforti lze provést také spektrofotometricky
(Schwyn & Neilands 1987) nebo elektrosprejovou ionizaéni hmotnostni spektrometrii
(ESI-MS) (Pluhacek et al. 2016). Ahmed & Holmstrom (2014b) méfili koncentraci
rozpusténych a adsorbovanych ferrioxamind (hydroxamatovych siderofort) v padnich vzorcich
pomoci HPLC/ESI-MS (vysokotcinné kapalinové chromatografie s elektrosprejovou ionizaci
a hmotnostni spektrometrii).

Katecholatové siderofory

Katecholatové siderofory jsou produkovany pouze bakteriemi (Khan et al. 2018), jejich
produkce pievlada u gramnegativnich bakterii (napf. rod Enterobacter, Vibrio, Azotobacter a
Agrobacterium) (Das et al. 2007). Jak je patrné z Obr. 4 tyto siderofory se skladaji z
katecholatovych a hydroxylovych skupin, na které se vaze Fe'' (Paul & Dubey 2015). Kazda
katecholatova skupina dodava dva atomy kysliku pro chelataci zeleza (Saha et al. 2016).
Katecholatové siderofory jsou témetr vzdy odvozeny od kyseliny 2, 3-dihydroxybenzoové
(DHBA) (Paul & Dubey 2015). Ptikladem katecholatového sideroforu je protochelin (Obr. 5)
produkovany gramnegativnim bakterialnim druhem Azotobacter vinelandii (Bertrand 2010).
Dalsim katecholatovym sideroforem je pyochelin, ktery je produkovan naptiklad nékterymi
druhy gramnegativnich bakterii Pseudomonas aeruginosa (Marathe et al. 2015), Pseudomonas
fluorescens, Burkholderia cepacia a pidni bakterii Streptomyces scabies (Bertrand 2010).
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Obr. 4: (A) Hlavni strukturni slozka katecholatového sideroforu, ktera je zodpovédna za
koordinaci Zeleza. (B) Komplex funkéni skupiny sideroforu se Zzelezem (Fe'!))
(Gorska et al. 2014).
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Obr. 5: Chemicka struktura protochelinu (Hider & Kong 2010).

K detekci katecholatového sideroforu lze pouzit vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) s detekci diodového pole (DAD) a elektrosprejovou ionizaéni
hmotnostni spektrometrii (ESI-MS) (Fiedler et al. 2001). K detekci katecholového sideroforu
1ze pouzit také modré testovaci medium CAS (Chrome azurol S) (Louden et al. 2011) nebo
modré testovaci medium O-CAS (Pérez-Miranda et al. 2007).

Karboxylatové siderofory

Tyto siderofory obsahujici karboxyldtovou skupinu jsou nejcastéji produkovany
bakteriemi (napf. rodem Staphylococcus, pudni bakterie Rhizobium meliloti produkuje
siderofor rhizobactin (Obr. 6)) a houbami (fad Mucorales). K ziskavani zeleza vyuzivaji (viz
Obr. 7) karboxylovou a hydroxylovou skupinu (Khan et al. 2018; Rezanka et al. 2018).

CoH CO,H
2 2CO.H

]
CONH TN
H CH,

HO

Obr. 6: Chemicka struktura rhizobactinu (Hider & Kong 2015).
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Obr. 7: (A) Hlavni strukturni slozka karboxylatového sideroforu, ktera je zodpovédna za
koordinaci Zzeleza. (B) Komplex funkéni skupiny sideroforu se zelezem (Fe')
(Gorska et al. 2014).
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Karboxylatové siderofory mohou byt detekovany spektrofotometrickymi testy, napiiklad
za pouziti O-CAS (modifikovaného testu CAS — Chrome azurol S) nebo komplexu médi
(detekce pii UV 190-280 nm) (Rezanka et al. 2018). V posledni dobé& byla pro stanoveni
struktury znovu pouzita metoda LC-MS (Pluhacek et al. 2016).

SmiSené siderofory

Siderofory fazené do této tiidy mohou obsahovat jak katecholové, tak i hydroxamatové
skupiny (Paul & Dubey 2015). Piikladem je anguibactin, siderofor smiseného typu (katecholat-
thiazolin-hydroxamat) produkovany bakteriemi Vibrio anguillarum (Das et al. 2007) nebo
heterobactin (Obr. 8), ktery je produkovan bakteriemi Rhodococcus erythropolis (Paul &
Dubey 2015).

N=\,
o)
OH HO
N. O
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] NHCO”’A"“*NHCO)D N OH

O OH
Obr. 8: Chemicka struktura heterobactinu A (Hider & Kong 2015).
3.3.3 Produkce (biosyntéza) sideroforia

Biosyntéza sideroforti je pfimo regulovana hladinou Zeleza v prostfedi, ve kterém se
organismus nachazi (Hider & Kong 2010; David et al. 2019). Vétsina tfid siderofori je
syntetizovana bakteriemi, houbami a rostlinami pomoci nonribosomalnich peptidovych
syntetaz (NRPS) (Hider & Kong 2010; Paul & Dubey 2015). Produkce sideroford je také
ovlivnéna okolni teplotou, Paul & Dubey (2015) uvadgji, ze testované kmeny mikroorganisma
zacaly produkovat siderofory pfi teploté 20 °C a produkce dosahla maxima pii 30—35 °C. Essén
et al. (2007) zkoumali produkci sideroforii bakteriemi Pseudomonas stutzeri v aerobnich a
anaerobnich podminkach. Zjistili, Ze v aerobnich podminkdch byly produkovany
ferrioxaminové siderofory, zatimco v anaerobnich podminkich nebyly zjiStény Zzadné
siderofory. Anaerobni podminky jsou totiz piiznivé k chemické redukci Fe'!' na Fe'', a proto byl
obsah prijatelného Zeleza pravdépodobné dostacujici a mikroorganismy neprodukovaly
siderofory.

3.3.4 Transport komplexu siderofor—zelezo do buiiky

O vylucovani siderofori je v soucasné dobé znamo pouze malo (Paul & Dubey 2015).
Bylo zjisténo, Zze siderofory vytvofeny uvnitt bunky jsou pifi nedostatku zeleza
(obvykle < 1 uM) (Hider & Kong 2010) uvolnény vné bunky, kde dochazi k navazani
sideroforu na Fe'"'. Pfenos do buiiky pies buné&énou membranu probiha pomoci specifickych
receptorti (Rezanka et al. 2018). Obecny mechanismus je zahajen, kdyZ se komplex sideroforu
se Zelezem vaze na receptorovy protein na povrchu mikrobialnich bunék (Raymond et al. 2003).
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Velké cast studii absorpce bakteridlnich sideroforti byla zamétena na gramnegativni stfevni
bakterie (Escherichia coli a Salmonella typhimurium). Gramnegativni bakterie maji buné¢nou
sténu skladajici se z vnitini a vnéj$i membranové vrstvy a peptidoglykanové vrstvy, kterd je
mezi nimi. Prvni vrstva funguje jako molekularni sito a druha poskytuje mechanickou stabilitu
(Hider & Kong 2010). Transport komplexu siderofor-zelezo do buiky gramnegativnich
bakterii probiha proto pomoci receptoru vnéj§i membrany, periplazmy vazajici protein a ATP
vazajici protein (ABC-transportér) cytoplazmatické membrany (Ahmed & Holmstrom 2014a).
Jakmile se nachazi komplex siderofor—zelezo v cytosolu dochazi k redukci Fe'"' na Fe'' a zelezo
je uvolnéno ze sideroforu a stava se dostupnym pro vyuziti v bunice (Saha et al. 2016).
Siderofory jsou nasledné degradovany nebo recyklovany a jsou vylouceny z bunky (Hider &
Kong 2010; Rezanka et al. 2018).

Grampozitivni bakterie nemaji vn¢jSi membranu, a proto ani periplazmu. Transport
zeleza do cytoplazmy je tedy odliSny od transportu popsaného pro gramnegativni bakterie.
Navzdory tomuto rozdilu je z mikrobiologickych a genetickych studii zndmo, Ze tyto organismy
produkuji jak lipoproteinové receptory, tak ABC transportéry pro siderofory, které jsou
podobné jako u gramnegativnich bakterii, coz dokazuje vyznam siderofort pro zivot buiiky
(Hider & Kong 2010). Siderofory produkované grampozitivnimi bakteriemi jsou vazané na
proteiny, permeasy a ATPazy, které¢ se podileji na jejich transportu bunéénou membranou
(Rezanka et al. 2018).

3.3.5 Detekce a identifikace sideroforu

Standardni testy detekce a identifikace sideroforti byly vyvinuty v 80. letech 20. stoleti
pro lepsi pochopeni systému absorpce bakterialniho zeleza (Schwyn & Neilands 1987).
K detekci siderofori se nejcastéji pouzivaji dv€ metody, a to chemickad detekce a biotest.
Biotesty byly pouzivany dfive, nez byly znamy chemické struktury riznych siderofort a zlstaly
nejcitlivéjsi analytickou metodou pro jejich detekci (Guerinot 1994).

Bakterie bézné pouzivané pro tyto testy zahrnuji kmeny Aureobacterium (Arthrobacter)
flavescens, Salmonella typhimuriurn a Escherichia coli. Tyto kmeny vyzaduji rizné exogenni
siderofory pro rist v mediu s omezenym obsahem Zeleza (Guerinot 1994). Jedny z prvnich
chemickych testil pro detekci sideroforti byly specifické pro hydroxamaty a katecholy, funkéni
skupiny tehdy znamych siderofort (Guerinot 1994). Vyvoj testu chrome azurolu S (CAS)
(Schwyn & Neilands 1987), ktery je nezavisly na struktuie sideroforu, usnadnil jejich detekci.

Chrom azurol S (CAS)

Principem detekce produkce sideroforti pomoci indikatoru Chrom azurolu S (CAS) je
zména barvy media z modré na oranzovou. Kdyz jsou siderofory ptfitomny v modrém
testovacim CAS mediu, vytvoii se komplex siderofor—zelezo. Vznik tohoto komplexu vede k
uvolnéni CAS a dojde ke zmén¢ barvy z modré na oranzovou (Schwyn & Neilands 1987). Jak
uvadi Jellison et al. (1991) pro n¢které grampozitivni bakterie a houby je ¢inidlo pouzité
v tomto testu toxické a jeho toxicita musi byt zmirnéna. Pérez-Miranda et al. (2007) ve svém
¢lanku popsali snadnou, rychlou a netoxickou metodu (O-CAS test) ke stanoveni produkce
siderofort raznymi mikroorganismy na pevném mediu. VSechny tyto metody slouzi pouze
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k detekci produkce siderofort, tzn. jsou nespecifické a neposkytuji Zadné informace o struktuie
siderofor.

K identifikaci sideroforii se v dneSni dobé pouziva kapalinovd chromatografie —
hmotnostni spektrometrie (LC-MS). Kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni
spektrometrii 1ze vyuzit jako citlivou, vysoce vykonnou detekéni metodu pro kvalitativni a
kvantitativni stanoveni sideroforti (Rezanka et al. 2018). Ahmed & Holmstrém (2015) pouzili
ve svém pokusu k detekci a kvantifikaci siderofort vysokoté¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) spojenou s elektrosprejovou ioniza¢ni hmotnostni spektrometrii. Pfi tomto pokusu
detekovali rizné druhy ferrioxamint (E, B, G a D). Essén et al. (2007) zjistovali produkci
sideroford, fakultativnim anaerobem Pseudomonas stutzeri, kapalinovou chromatografii a
hmotnostni spektrometrii. Spektralni skenovani (300—700 nm) ukazuje, zda je pfitomen
dihydroxamatovy nebo trihydroxamatovy siderofor (Paul & Dubey 2015).

3.3.6 Vyuziti siderofori

Kromé¢ primarni funkce sideroforti (tj. zdsobovani mikroorganismil rozpustnym zelezem
pottebnym pro jejich rlst) maji siderofory uplatnéni v mnoha oblastech lidské ¢innosti, jako je
ekologie, zemé&dglstvi, bioremediace, vyroba biosenzorti a farmaceutik (Rezanka et al. 2018).
V poslednich letech koncept biosensorickych zatizeni zalozenych na sideroforech oteviel nové
obzory ve vysoce piesné detekci rtiznych kovovych iontli, zejména zeleza, ale také riznych
mikroorganismd, fosfopeptidu, antibiotik a pesticidt (Nosrati et al. 2018).

Siderofory maji uplatnéni v mikrobialni ekologii pro zvySeni ristu nékterych
nekultivovatelnych mikroorganismii a mohou zménit mikrobialni spoleCenstva. V oblasti
zemédelstvi nékteré druhy sideroford podporuji rist rostlin a zvySuji jejich vynos zvySenim
pfijmu Fe. Siderofory plsobi jako potenciadlni biokontrolni prosttedek proti Skodlivym
fytopatogentim a mohou nahradit nebezpecné pesticidy (Saha et al. 2016).

Siderofory lze také vyuzit pti sanaci toxickych a rizikovych prvku, protoze s témito prvky
tvoii komplexy (Saha et al. 2016). Napiiklad David et al. (2019) zkoumali potencialni
biologickou schopnost zastupci rodu Pseudomonas produkujicich siderofory a jejich
produkovanych sideroforti na surovych azbestovych vlaknech. Jejich vyzkum jasné prokazal,
Ze biologicka chelata¢ni €inidla jsou pii extrakci Zeleza ucinnéjsi nez nejznaméjsi chemicka
chelatacni slouc¢enina EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd). Vysledky prokézaly, ze
bakterie rodu Pseudomonas a produkované siderofory, pyoverdin a pyochelin, byly schopny
rozpustit Zelezo z azbestovych vlaken.

Siderofory mohou interagovat s dal§imi prvky naptiklad se zinkem, molybdenem,
vanadem, médi a podobné. Pyoverdin, siderofor vylucovany bakteriemi rodu Pseudomonas,
vytvaii komplex s manganem, nékdy s mnohem vétsi afinitou nez k Fe'"' (Khan et al. 2018).
Yoneyama et al. (2011) zjistili, ze molybden reguluje produkci azotobaktinu a katecholatového
sideroforu u bakterie Azotobacter vinelandii.

Kromé chelatace Zeleza 1ze siderofory vyzivat také pti bioremediaci. Napiiklad Cao et al.
(2012) ve svém vyzkumu sledovali vliv sideroforti na akumulaci a toxicitu rizikovych prvka
kadmia (Cd) a olova (Pb). Zjistili, Ze ockovani bakterialnim sideroforem zvysilo ve srovnani s
kontrolou akumulaci Pb a Cd v myceliu houby Oudemansiella radicata. Z jejich vysledku Ize
také usuzovat, Ze mikrobidlni siderofory hraly dileZitou roli pfi zmirflovani toxicity Cd a Pb v
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O. radicata. Braud et al. (2009) uvedli, ze ockovani kmenem Pseudomonas aeruginosa
vyznamn¢ zvysilo akumulaci Cr a Pb v kukufi¢nych vyhoncich, coz korelovalo se zvySenou
produkci sideroforii, zejména pyoverdinu a pyochelinu. Cao et al. (2012) uvadi, ze absorpce
prvku je vyrazné ovlivnéna strukturou sideroforu.

Fytoremediace mist kontaminovanych rizikovymi prvky miize byt omezena nizkou
biologickou dostupnosti kontaminujicich latek. Komplexotvorna ¢inidla mohou pomoci zlepsit
tuto techniku zvySenim rozpustnosti rizikovych prvkia (Neubauer et al. 2000). Jak uvadi Cao et
al. (2012) siderofory, produkované mikroorganismy, hraji dilezitou roli pti vytvareni komplexa
s rizikovymi prvky a pfi zvySovani mobility téchto prvkl v pude.

Dimkpa et al. (2009) uvadi, ze siderofor desferrioxamin E (DFOE) se 1épe vaze
s trojmocnymi prvky (napt. Fe a Al), nez s dvojmocnymi prvky (napt. Cu). V této studii
Dimkpa et al. (2009) sledovali vliv sideroforti na rust rostlin v ptidach se zvySenym obsahem
riznych prvkd (zejména hliniku (Al), mé&di (Cu), manganu (Mn), niklu (Ni) a uranu (U)).
Vysledky jejich studie prokézaly, ze zvySend hladina téchto sledovanych prvki inhibovala riist
rostlin, ale ptidavek sideroforti riist rostlin podpofil. Rostliny péstované na ptidach osetfenych
siderofory akumulovaly vy$§i mnozstvi sledovanych prvkd. Siderofory byly schopny dodavat
rostlinam Fe v pfitomnosti zvySeného mnozstvi dalSich prvki, zejména Al, Cu, Mn, Ni a U,
které jinak inhibuji ziskavani Fe. Siderofory snizily tvorbu volnych radikalt, ¢imz chranily
auxiny (rostlinné hormony) pfed degradaci a umoznily zvysit riist rostlin, coz nasledn¢ vedlo
ke zvyseni absorpce prvki rostlinami.

Neubauer et al. (2000), ktefi studovali vliv desferrioxaminu B (DFOB) na vazbu
rizikovych prvki Cu, Zn a Cd na mineraly (montmorillonit, kaolinit a goethit), odhalili, Zze
mobilizace komplexti DFOB—prvek (kov) silné zavisi na naboji DFOB a povrchovém naboji
jilovych minerall. Zjistili také, Ze siderofory siln€ ovlivitovaly sorpci rizikovych prvki, ale
ucinky se vyrazné liSily podle kombinace mezi kovy a mineraly.

3.3.7 Zastupce siderofori

Desferrioxaminy a ferrioxaminy (komplexy Fe)

Bakterie rodu Nocardia, Streptomyces, Pseudomonas a Enterobacter jsou znamymi
producenty desferrioxaminovych siderofort jako jsou desferrioxamin B, D, E a G (Feistner et
al. 1993; Winkelmann 2002). Desferrioxaminy a ferrioxaminy (komplexy zeleza) jsou velka
skupina hydroxamatovych siderofori produkovanych také pudnimi bakteriemi rodu
Streptomyces (Fernandez & Winkelmann 2005; Das et al. 2007). Tyto slouc¢eniny jsou linearni
nebo cyklické trihydroxamaty s opakujicimi se jednotkami 1-amino-5-hydroxylaminoalkanu
(pentan nebo butan) a kyseliny jantarové nebo octové (Fernandez & Winkelmann 2005).
Hydroxamatovy siderofor desferrioxamin B (Obr. 9), nékdy nazyvan jako proferrioxamin B
(Feistner et al. 1993), je produkovan naptiklad bakteriemi Streptomyces acidiscabies (Dimkpa
et al. 2008), Streptomyces coelicolor a Streptomyces pilosus (Saharan & Nehra 2011). Obr. 10
zobrazuje chemickou strukturu ferrioxaminu B (komplexu desferrioxaminu B s Zelezem).
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Obr. 9: Chemicka struktura desferrioxaminu B (Raines et al. 2015).

Obr. 10: Chemicka struktura ferrioxaminu B (Ahmed & Holmstrom 2014b).

Hydroxamatovy siderofor desferrioxamin E (Obr. 11) je produkovan bakteriemi
Streptomyces acidiscabies (Dimkpa et al. 2008) a Streptomyces coelicolor (Saharan & Nehra
2011). Desferrioxamin E je odolny vii¢i kyselinam a ma vysokou formaéni konstantu (K ~ 10%2)
(Fernandez & Winkelmann 2005). Obr. 12 zobrazuje chemickou strukturu ferrioxaminu E
(komplexu desferrioxaminu E s zelezem).

Obr. 11: Chemicka struktura desferrioxaminu E (Hider & Kong 2015).
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Obr.12: Chemicka struktura ferrioxaminu E (Ahmed & Holmstrom 2014b).
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Enterobactin

Siderofor enterobactin (Obr. 13) je triskatecholovy derivat cyklického triserin laktonu.
Koordinuje zelezo pomoci tfi katecholatovych funkc¢nich skupin, které jsou spojeny s
triserinovym makrocyklem. Je znama pozoruhodna stabilita komplexu Zeleza s enterobactinem
(Raymond et al. 2003). Enterobactin pouzivda jako stavebni bloky kyselinu
dihydroxybenzoovou a serin (Hider et Kong 2010). Detailni studie chemie, rozpoznavani,
syntézy, regulace a transportu enterobactinu z n¢j délaji snad nejlepsi prostiedek k porozuméni
sideroforem zprostiedkovanym systémim absorpce Zeleza, které vykazuji mnoho funkei této
malé molekuly (Raymond et al. 2003).

OH

OH
Obr. 13: Chemicka struktura enterobactinu (Khan et al. 2018).
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4 Metodika
4.1 Stanoveni produkce sideroforu aktinobakteriemi

Cilem experimentu bylo stanoveni produkce sideroforti u riznych kment aktinobakterii.
K testovani produkce siderofort bylo pouzito modré testovaci medium Chrome azurol S (CAS)
(Louden et al. 2011) a kmeny byly kultivovany na pevnych i v tekutych mediich. Testovani
produkce siderofortt kmeny kultivovanymi na pevném mediu probihalo aplikaci agarovych
ter¢ikt s narostlou kulturou na pevné modré testovaci CAS medium a naslednym odectem
velikosti vytvofenych zén. Produkce siderofort v tekutém mediu byla testovana aplikaci
tekutého media, ve kterém byly kultivovany vybrané kmeny, do jamek vytvotenych v CAS
mediu a nasledné byla odecitana velikost vytvofenych zon. Z tekutych medii, ve kterych byl
potvrzen obsah sideroforti, byly pomoci kolonek Waters OASIS sample extraction products
(HLB a MCX) vytvofeny extrakty, které potencialn¢ obsahovaly siderofory. Testovani
ptitomnosti sideroforti v extraktech bylo provadéno spektrofotometrem NanoPhotometer P300
(Implen).

4.1.1 Vybér kment pouzitych k testovani

Byly testovany bakterialni kmeny, které byly izolovany z pidy a pochazely ze Sesti
lokalit (bramborové pole, Pfibram, Dévin, Merkenstein, Stampftal a Oblik) a sbirkové kmeny
(Streptomyces coelicolor DSM 40783, Streptomyces scabiei DSM 41658,
Streptomyces acidiscabies DSM 41668, Streptomyces europaeiscabiei DSM 41802,
Streptomyces stelliscabiei DSM 41803 a Streptomyces turgidiscabies DSM 41838) jako
kontrola. Lokalita bramborové pole zahrnuje kmeny pochazejici z dlouhodobé sledovanych poli
nachazejicich se v Ceskomoravské vyso¢ind (Vyklantice a Zdirec). Hodnoty vybranych
pudnich vlastnosti (ptidni reakce (pH), obsahy organického C, vapniku (Ca), hot¢iku (Mg) a
zeleza (Fe) v pudé), padni typ a vegetace jednotlivych lokalit jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Pudni podminky jednotlivych lokalit.

Lokalita pH Org.C | Ca Mg Fe Pudni typ | Vegetace
(%) |(g.kgh) | (9-kg?) | (9.kg™)

Vyklantice 6,0 2,0 2,545 12,1 449 Kambizem | pole
Zdirec 6,9 2,3 3,245 4,17 24,8 | Kambizem | pole
Pfibram 5,4 4.7 ND ND ND Kambizem | louka
Dévin 7,9 12,0 6,210 0,163 <0,001 | Rendzina | step
Merkenstein | 8,1 16,5 ND ND ND Rendzina | les
Stampftal 7,9 14,8 ND ND ND Rendzina | les

Oblik 79 21,5 6,090 0,307 <0,001 | Kambizem | step
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4.1.2 Stanoveni produkce sideroforii kmeny kultivovanymi na pevném mediu

Principem této metody je stanoveni produkce sideroforii pozorovanim zmény modré
barvy testovaciho media v okoli kolonie na Zlutou az svétle oranzovou nebo fialovou (tzn.
vytvoieni zony kolem terciku narostlé kolonie). Vybrané kmeny byly kultivovany na tifech
pevnych mediich, na kultivacnim mediu R2A, GYM a GAUZE bez Zeleza (GAUZE-Fe).

Piiprava pevnych kultiva¢nich medii

Kultiva¢ni medium R2A bylo pfipraveno ze smési chemikalii R2A agar (Ph.Eur.) od
vyrobce VWR Chemicals. Slozeni této smési v gramech na 1 litr destilované vody bylo
nasledujici: Proteose Peptone 0,5 g, Casein hydrolysate (kaseinovy hydrolyzat) 0,5 g, Yeast
extract (vytazek z kvasnic) 0,5 g, D-Glucose (glukosa) 0,5 g, Starch (8krob) 0,5 g, Na-pyruvate
(pyruvat sodny) 0,3 g, KoHPOs (hydrogenfosforeénan draselny) 0,30 g, MgSOs (siran
hotecnaty) 0,024 g a Agar 15 g. Pro piipravu tohoto media bylo navazeno 18,1 grami a
rozpusténo v 1 litru destilované vody. Sterilizace byla provedena autoklavem PS20A (Chirana)
pii teplot¢ 121 °C po dobu 15 minut. Takto pfipravené medium bylo asepticky ve flow boxu
rozlito do Petriho misek. Kultiva¢ni medium GYM bylo ptipraveno podle Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GYM STREPTOMYCES MEDIUM (Leibniz
Institute DSMZ 2007) z nasledujicich slozek: D-Glukosa bezvoda (Penta) 4 g, Yeast Extract
Powder — kvasnicovy extrakt v prasku (Himedia) 4 g, Malt extract — sladovy extrakt (Oxoid)
10 g, CaCOs — uhli¢itan vapenaty (Lachner) 2 g, Agar (Dr.Kulich) 12 g. VSechny slozky krom¢é
agaru byly rozpustény v 1 litru destilované vody. Nasledné bylo upraveno pH roztoku na 7,2 a
byl ptidan agar. Sterilizace byla provedena autoklavem PS20A (Chirana) pfi teploté 121 °C po
dobu 15 minut. Takto ptipravené medium bylo asepticky ve flow boxu rozlito do Petriho misek.
Kultivacni medium GAUZE-Fe bylo pfipraveno podle Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GAUZE'S SYNTHETIC MEDIUM NO.1
(Leibniz Institute DSMZ 2007) bez ptidavku Fe (FeSO4 x 7 H20) pro docileni deficitu zeleza
v mediu. Na 1 litr destilované vody bylo pouzito: Soluble starch — rozpustny skrob (BD) 20 g,
KNOs3 — dusiénan draselny 1 g, NaCl — chlorid sodny (Penta) 0,5 g, MgSO4 x 7H20 — siran
hotfe¢naty heptahydrat (Sigma) 0,5 g, KoHPO4 — hydrogenfosfore¢nan didraselny bezvody
(Penta) 0,5 g, Agar (Dr.Kulich) 15 g. Sterilizace byla provedena autoklavem PS20A (Chirana)
pii teploté 121 °C po dobu 15 minut. Takto ptfipravené medium bylo asepticky ve flow boxu
rozlito do Petriho misek.

Piiprava testovaciho media CAS Assay

Testovaci medium CAS Assay (Schwyn & Neilands, 1987; Louden et al. 2011) bylo
pouzito v diplomové praci pro testovani piitomnosti sideroforti. Nejdiive bylo pfipraveno
modré barvivo (Blue Dye) smichdnim 500 ml roztoku pfipravené¢ho rozpusténim 0,6 g
Chromeazurolu S (Sigma) v 500 ml destilované vody, 90 ml roztoku pfipraveného rozpusténim
0,027 g FeClz x 6 H20 — chloridu zelezitého hexahydratu (Sigma) ve 100 ml 10 mM HCI —
kyselin€ chlorovodikové a 400 ml roztoku piipraveného rozpuSténim 0,73 ¢ HDTMA -
Hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma) ve 400 ml destilované vody. Ptipravené
barvivo bylo sterilizovano autokldvem PS20A (Chirana) pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut a
skladovano v plastové kadince o objemu 1000 ml. Nasledné byly pfipraveny dalsi potiebné
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roztoky: Minimal Media 9 (MM9), 20% roztok gluko6zy, roztok hydroxidu sodné¢ho (NaOH),
roztok Casamino Acid. Solny zasobni roztok MM9 byl pfipraven smichanim 15 g KH2PO4 —
dihydrogenfosfore¢nanu draselného (Penta), 25 g NaCl — chloridu sodného (Penta) a 50 g
NH4Cl — chloridu amonného (Penta) a rozpusténim této smési v 500 ml destilované vody. 20%
roztok glukozy byl piipraven rozpuSténim 20 g D-Glukosa bezvoda (Penta) ve 100 ml
destilované vody. Roztok hydroxidu sodného byl pfipraven rozpusténim 25 g NaOH —
hydroxidu sodného (Lachner) ve 150 ml destilované vody. Roztok Casamino Acid byl
ptipraven rozpusténim 3 g Casamino acids (Difco) ve 27 ml destilované vody.

CAS Assay medium bylo pfipraveno smichanim 100 ml roztoku MM9 se 750 ml
destilované vody. V pfipraveném roztoku bylo upraveno pH nad 6 a postupné v ném bylo
rozpusténo 32,24 g PIPES — piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid) (Sigma). B&hem
rozpousténi PIPES bylo kontrolovano pH a v piipad¢ potiteby bylo zvySeno na pH 6, protoze
tato latka neni rozpustnd pfi pH niz$im nez 5. Nésledn¢ byl do roztoku ptidano 15 g Agaru
(Dr.Kulich) a byla provedena sterilizace autoklavem PS20A (Chirana) pfi teploté 121 °C po
dobu 15 minut. Po vychladnuti roztoku MM9/ PIPES na 50 °C bylo ptidano 30 ml
prefiltrovaného roztoku Casamino acid a 10 ml 20% roztoku gluk6zy pomoci injekéni strikacky
a specialniho filtru. Nakonec bylo po stén¢ kadinky pomalu a za stalého michani ptidano 100
ml modrého barviva (Blue Dye). Takto pfipravené medium bylo asepticky ve flow boxu rozlito
do Petriho misek (viz Obr. 14).

Obr. 14: Petriho miska s testovacim mediem CAS.

Kultivace kmenu

Kmeny byly zao¢kovany pomoci jednordzovych plastovych kli¢ek (10 pl Disposable
Inoculating Loops, Biologix Group Limited) na malé Petriho misky (primér 6 cm) S piedem
pfipravenymi medii R2A, GYM a GAUZE-Fe. Ockovani probihalo ve flow boxu ve sterilnim
prostiedi tak, aby se sniZilo riziko kontaminace kmend plisnémi a jinymi mikroorganismy.
Flow box byl pted kazdym pouzitim oSetten UV zafenim a pracovni plocha byla omyta 70%
EtOH. K oc¢kovani byly pouzity bakterialni kmeny, které byly konzervovany pfi teploté -72 °C.
Kultivace kmenut probihala v uzaviené nadobé¢, v temnu, 7 dni pii teploté 28 °C v inkubatoru
Q-Cell. Piiklady narostlych kment na kultivaénim mediu jsou uvedeny na Obr. 15 a Obr. 16.
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Obr. 16: Narust kment na kultivaénim mediu (kmeny 100B2, 100B11 a 100B21).

Testovani produkce siderofori

Zjistovani produkce siderofori probihalo za pouZiti modrého testovaciho media CAS
Assay (Louden et al. 2011). Zména modré barvy media v okoli kolonie na Zlutou az svétle
oranzovou nebo fialovou znaci produkci sideroford. Po sedmi dnech kultivace byly pomoci
sefiznutych Spicek na pipetovani vyfezavany z narostlych kolonii agarové terCiky o velikosti
67 mm a byly aplikovany na velké Petriho misky s CAS Assay mediem (viz Obr. 17).

Obr. 17: Ter¢iky s narostlymi kmeny na CAS Assay.
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Takto upravené misky byly neprodySné¢ uzavieny parafilmem a byly ponechany
V uzaviené plastové nadob¢ pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach probihal
prvni odecet vytvorenych zon (Obr. 18). Hodnocen byl priimér zony vytvoiené kolem terciku
vmm (Obr. 19) a intenzita vyblednuti zony, od 1 (nejméné) do 3 (nejvice) (Obr. 20). Po
zhodnoceni vytvofenych zon za jeden den byly misky opét ulozeny do uzaviené plastové
nadoby pii pokojové teplot¢ do dalSiho hodnoceni, které¢ probihalo jest¢ nckolikrat. Dle
zbarveni vytvotené zony kolem teréiku Ize predbézné rozlisit siderofory podle funkéni skupiny
kterou obsahuji na katecholaty, hydroxamaty a a-karboxylaty. Zména modré barvy CAS media
na fialovou (siderofory katecholatového typu) nebo na oranzovou (siderofory
hydroxamatového typu) (Pérez-Miranda et al. 2007).

Obr. 18: Zony vytvorené kolem ter¢ikd vypovidajici o pfitomnosti sideroford.

Obr. 19: Primér zony vytvorené kolem teréiku.
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Obr. 20: Intenzita vyblednuti zony od 1 = nejmén¢ vybledla do 3 = nejvice vybledla.
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4.1.3 Stanoveni produkce sideroforii kmeny kultivovanymi v tekutém mediu

Principem této metody je stanoveni produkce sideroford, stejné jako u testovani na
pevnych mediich, pozorovanim zmény modré barvy testovaciho media v okoli kolonie na
Zlutou az svétle oranzovou nebo fialovou (tzn. vytvoreni zony kolem teré¢iku narostlé kolonie).
Vybrané kmeny byly kultivovany ve tiech tekutych mediich, v kultivaénim mediu R2A, GYM
a GAUZE bez zeleza (GAUZE-Fe). K testovani produkce sideroforti v tekutych mediich byly
vybrany kmeny, u kterych byla prokazana produkce sideroforti na pevnych mediich.

Piiprava tekutych kultiva¢nich medii

Kultivacni tekuté medium R2A bylo piipraveno podle Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) R2A MEDIUM (Leibniz Institute DSMZ 2007),
pro zachovani kapalné formy media nebyl do smési ptidan agar. Tekuté medium R2A bylo
pfipraveno rozpusténim jednotlivych uvedenych slozek v 1 litru destilované vody: Yeast
Extract Powder — kvasnicovy extrakt v prasku (Himedia) 0,5 g, Proteose Peptone (Difco no. 3)
0,5 g, Casamino acids (Difco) 0,5 g, D-Glukosa bezvoda (Penta) 0,5 g, Soluble starch —
rozpustny Skrob (BD) 0,5 g, Na-pyruvate — pyruvat sodny (Sigma) 0,3 g, KoHPOs4 —
hydrogenfosfore¢nan didraselny bezvody (Penta) 0,3 g, MgSOs x 7H20 — siran hofe¢naty
heptahydrat (Sigma) 0,05 g. Sterilizace byla provedena autoklavem PS20A (Chirana) pfi teploté
121 °C po dobu 15 minut.

Kultiva¢ni tekut¢é medium GYM bylo ptipraveno podle Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GYM STREPTOMYCES MEDIUM (Leibniz
Institute DSMZ 2007), pro zachovani kapalné formy media nebyl do smési ptidan agar. Tekuté
medium GYM bylo pfipraveno rozpusténim jednotlivych uvedenych slozek v 1 litru
destilované vody: D-Glukosa bezvoda (Penta) 4 g, Yeast Extract Powder — kvasnicovy extrakt
v prasku (Himedia) 4 g, Malt extract — sladovy extrakt (Oxoid) 10 g, CaCOs — uhli¢itan
vapenaty (Lachner) 2 g. Sterilizace byla provedena autoklavem PS20A (Chirana) pii teploté
121 °C po dobu 15 minut.

Kultiva¢ni tekuté medium GAUZE-Fe bylo piipraveno podle Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GAUZE'S SYNTHETIC MEDIUM NO.1
(Leibniz Institute DSMZ 2007) bez piidavku Fe (FeSO4 x 7 H20) a bez agaru. Na 1 litr
destilované vody bylo pouzito: Soluble starch — rozpustny $krob (BD) 20 g, KNOz — dusi¢nan
draselny 1 g, NaCl — chlorid sodny (Penta) 0,5 g, MgSO4 x 7H20 — siran hote¢naty heptahydrat
(Sigma) 0,5 g, KoHPO4 — hydrogenfosforecnan didraselny bezvody (Penta) 0,5 g. Sterilizace
byla provedena autoklavem PS20A (Chirana) pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Zaockovani tekutych medii R2A, GYM, GAUZE-Fe a kultivace kmenii

Do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu 100 ml, s prolamovanim, bylo napipetovano 15 ml
predem ptipraveného tekutého media. Banky s mediem (R2A, GYM, GAUZE-Fe) byly zakryty
modrou folii a sterilizovany (20 min pii 120 °C v autoklavu). Takto pfipravena media byla
zaockovana kmeny, které byly kultivovany v malych Petriho miskach 7 dni pfi 28 °C na
pevném mediu GYM. Zaockovand tekuta media byla umisténa v zakrytych baiikdch na
ttepacku, kde probihala kultivace 7 dni pii 28 °C a 180 RPM.
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Testovani produkce siderofori

Pro testovani ptitomnosti sideroforti v tekutém mediu bylo pouzito medium CAS Assay
(Louden et al. 2011). Do piedem vytvoienych jamek, o priméru 7-8 mm, v mediu CAS Assay
bylo napipetovano 100 ul odstfedéného tekutého media (R2A, GYM, GAUZE-Fe), ve kterém
byly kultivovany kmeny bakterii (viz Zaockovani tekutych medii R2A, GYM, GAUZE-Fe a
kultivace kmeni). Prvni odecet vytvorenych zon probihal po 24 hodinach od aplikace tekutého
media do jamek. Zony byly kontrolovany také v nasledujicich dnech a jejich zmény byly
zaznamenany. Byl hodnocen primér zony (mm) a intenzita vyblednuti zony (od 1-nejméné do
3—nejvice) vytvorené kolem jamky naplnéné tekutym mediem.

Spektrofotometrické stanoveni pritomnosti siderofort v tekutych mediich

Spektrofotometrické stanoveni piitomnosti sideroford v tekutych mediich bylo
provedeno spektrofotometrem NanoPhotometer P300 (Implen). Byla pozorovdna zména
Vv tekutém testovacim mediu CAS Assay zpusobena ptidavkem 10x nafedéného tekutého
media, ve kterém byly kultivovany bakterialni kmeny. Do kyvety bylo napipetovano 0,5 ml
10x natedéného tekutého media (0,05 ml tekutého media + 0,45 ml destilované vody) a 0,5 ml
tekutého testovaciho CAS Assay media. Méfeni probihalo pti 630 nm 10 mm. Jako blank bylo
pouzito Cisté tekuté kultivaéni medium. Tekutd media byla uchovavéana v chladniéce pii teploté
4 °C.

4.1.4 Extrakce sideroforu z tekutého media — extrakce na tuhou fazi

Principem extrakce na tuhou fazi (SPE = soil phase extraction) je adsorpce molekul latky
na tuhém sorbentu a nasledna eluce do rozpoustédla. Prinosem extrakce je jednak zvySeni
koncentrace cilovych analytd, ale také odstranéni necistot z extraktd pro usnadnéni nasledné
analyzy (Andrade-Eiroa et al. 2016). Jako sorbent byly pouzity kolonky (zasobniky) Waters
OASIS sample extraction products (HLB a MCX), jako elu¢ni rozpoustédlo byl pouzit
methylalkohol — CH3OH (Penta) a roztok methylalkoholu s 5% amoniakem. Extrakce pomoci
kolonek HLB a MCX probiha obecné ve Ctyfech krocich (viz Obr. 21). Prvnim krokem je
kondiciovani, kdy dochézi k pfizpisobeni tuhého sorbentu vlhkosti. Ke kondiciovani se
pouziva stejny roztok jako pfi poslednim kroku eluci. Druhym krokem je ptidani vzorku, kdy
dojde k zachyceni analytii na sorbent uvnitt kolonky. Nasleduje tfeti krok, pfi kterém je sorbent
preciStén a zbaven nezddoucich necdistot. Poslednim krokem je eluce, kdy dochazi k uvolnéni
sorbovanych analyt do elu¢niho rozpoustédla a vzniku vysledného extraktu.
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Obr. 21: Schematické znazornéni SPE extrakce pomoci kolonek.

Extrakce sideroforii methylalkoholem pomoci kolonek Waters OASIS sample extraction
products
a) Kolonky OASIS HLB 3cc (60 mg)

Tekutd media, ve kterych byly kultivovany kmeny bakterii (viz Zaockovani tekutych
medii R2A, GYM, GAUZE (-Fe) a kultivace kmenit), byla centrifugovana pti 3000 RPM 3
minuty. Supernatant byl nasledné okyselen na pH 2-2,5. K extrakci siderofort z tekutého
media byly pouzity kolonky Waters OASIS sample extraction products HLB 3cc (60 mg) a
vakuova pumpa (Welch WOB-L PRESS/VAC DRY PUMP 2). Do kolonek byly napipetovany
3 ml methylalkoholu (Penta) a bylo spusténo vakuum, tak aby veskery obsah kolonky protekl
pfes membranu. Nésledné byly do kolonek napipetovany 3 ml destilované vody a opét za
pouziti vakua protekl obsah kolonek pfes membranu. Stejnym postupem byly pifes membranu
piefiltrovany 3 ml odstiedéného tekutého media. Takto piipravené kolonky byly pomoci vakua
proplachnuty 3 ml destilované vody a Castice, které byly zachyceny sorbentem kolonky byly
v centrifuze eluovany do 1 ml methylalkoholu (Penta).

b) Kolonky OASIS MCX 3cc (60 mg)

Tekutd media, ve kterych byly kultivovany kmeny bakterii (viz Zaockovani tekutych
medii GYM a GAUZE (-Fe) a kultivace kment), byla centrifugovana pti 3000 RPM 3 minuty.
K extrakci sideroforil z tekutého media byly pouzity kolonky Waters OASIS sample extraction
products MCX 3cc (60 mg) a vakuova pumpa (Welch WOB-L PRESS/VAC DRY PUMP 2).
Tyto kolonky umoznuji ziskat dva extrakty z kazdého vzorku, a to extrakt z prvni eluce za
neutralniho pH a extrakt z druhé eluce za alkalického pH. Do kolonek byly napipetovany 3 ml
methylalkoholu (Penta) a bylo spusténo vakuum, tak aby veskery obsah kolonky protekl pies
membranu. Nésledné¢ byly do kolonek napipetovany 3 ml 2% kyseliny octové, pfipravené
z 1 ml 99% kyseliny octové (Penta) a 51 ml destilované vody, a opét za pouziti vakua protekl
obsah kolonek pfes membranu. Stejnym postupem byly pfes membranu piefiltrovany 3 ml
odstfedéného tekutého media okyseleného kyselinou octovou na pH 2-3 (2,8). Takto
ptipravené kolonky byly pomoci vakua proplachnuty 3 ml 2% kyseliny octové a castice
zachycené sorbentem kolonky byly v centrifuze eluovany do 1,5 ml methylalkoholu (Penta).
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Nasledné bylo do kolonek napipetovano 1,5 ml roztoku methylalkoholu s 5% amoniakem, ktery
byl pripraven z 0,5 ml 25-27% vodného roztoku amoniaku (Penta) a 9,5 ml destilované vody,
a pomoci centrifugy byla provedena druha eluce.

Ptidavek Fe

Do vybranych vzorki byl pfidan 1% chlorid Zeleznaty (FeClz), ktery byl ptipraveny
rozpusténim 0,01 g FeCl, x 4H,0 — chlorid Zeleznaty tetrahydrat (Sigma) v 1 ml destilované
vody. 1% chlorid zeleznaty byl pfidavan v mnozstvi 15 pl do 3 ml tekutého media a nasledovala
extrakce methylalkoholem stejné jako u ostatnich vzorkd.

415 Testovani piitomnosti siderofora v extraktech

Pfitomnost siderofort v extraktech byla testovana na pevném testovacim mediu CAS
Assay a pomoci spektrofotometru. Testovani extrakti na pevném mediu CAS Assay probihalo
napipetovanim 60 ul extraktu vytvoreného pomoci kolonek OASIS na desticky vyfezané z
filtra¢niho papiru. Byly sledovany a hodnoceny vytvofené zony kolem desticek.
Spektrofotometrické stanoveni pfitomnosti sideroforti v extraktech bylo provedeno stejné
jako stanoveni ptitomnosti sideroforti v tekutych mediich spektrofotometrem NanoPhotometer
P300 (Implen). Byla pozorovana zména v tekutém testovacim mediu CAS Assay zplsobena
ptridavkem optimalné natedéného extraktu (viz Extrakce siderofort z tekutého media — extrakce
na tuhou fazi).

Varianty fedéni:  5x 0,100 ml extraktu
10x 0,050 ml extraktu
20x 0,025 ml extraktu
30x 0,017 ml extraktu
50x 0,010 ml extraktu

0,400 ml destilované vody
0,450 ml destilované vody
0,475 ml destilované vody
0,483 ml destilované vody
0,490 ml destilované vody

+ + + + +

Mg¢feni probihalo pii 630 nm 10 mm. Jako blank byly pouzity methylalkohol (PENTA) a
roztok methylalkoholu s 5% amoniakem, které byly fedény podle potieby destilovanou vodou
stejné€ jako métfené extrakty. Extrakty byly uchovavany v mrazéku pii -20 °C.
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4.2 Analyza extrakti kapalinovou chromatografii s hmotnostnim
spektrometrem (LC-MS)

Extrakty byly centrifugovany pii 14 000 RPM po dobu 3 minut. Do specialnich
sklenénych vialek o obsahu 1 ml byly vlozeny inserty, do kterych bylo napipetovano po 200 pul
supernatantu z centrifugovanych extrakt, ve kterych byla zjisténa pfitomnost siderofort.
Vialky byly uzavieny vicky pomoci klampovacich klesti.

Extrakty byly nasledné analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem (LC-MS). K analyze byl pouzit systém Acquity UPLC s PDA el detektorem a
LCT Premier XE time of flight (TOF = doba letu iont1) hmotnostnim spektrometrem (Waters,
Milford, USA). Bylo naneseno 5 pl vzorku na kolonu Acquity UPLC CSH Czg LC (50 mm x
2,1 mm, velikost castic 1,7 um, Waters), byla udrzovana teplota 40 °C a prob¢hla eluce
dvouslozkovou mobilni fazi A (0,1% vodny roztok kyseliny mravenc¢i) a B (acetonitril).
Analyzy byly provedeny v programu s linearnim gradientem (min/%B) 0/5; 1,5/5; 15/70; 18/99,
nasledovalo jednominutové ¢isténi sloupce (99% B) a 1,5 miutova ekvilibrace (5% B), pfi
pritoku 0,4 ml/min’. Pfi praci s hmotnostnim spektrometrem byl pouzit rezim ,,W* s kapilarnim
napétim nastavenym na +2800 V, kuzelovym napétim +40 V, teplotou desolvacniho plynu 350
°C a teplotou bloku iontového zdroje 120 °C, priitok kuzelového plynu byl 50 Lh, priitok
desolvaéniho plynu byl 800 Lh™, doba skenovéni byla 0,1 s a prodleva mezi snimanim byla
0,01 s. Ziskana data byla zpracovana pomoci programu MassLynx V4.1 (Waters).

Vyhodnoceni dat z LC-MS

Chromatogramy ziskané pomoci LC-MS byly dale analyzovany v programu MassLynx
V4.1 a byly hodnoceny podle zakladniho piku a pii spektru 435 nm. Chromatogram zakladniho
piku BPI (base peak chromatogram) vyobrazuje nejintenzivnéjsi pik v kazdém bodu analyzy
(tj. hlavni slou¢eniny). Pfi spektru 435 nm jsou viditelné slouceniny Zeleza. Celkem bylo na
LC-MS hodnoceno 37 extrakti a byla zjiStovana ptfitomnost siderofori u 16 kment
kultivovanych v 3 tekutych mediich (R2A, GYM a GAUZE-Fe). Siderofory byly vyhledavany
podle poméru relativni molekulové hmotnosti a nadboje (m/z) v databazi Siderophore Base
(Bertrand 2010) tzn. mensi slouc¢eniny, nové slou¢eniny a sloueniny nezafazené do databaze
nebyly brany v uvahu.

Slouceniny obsahujici Fe vykazuji na histogramu hmotnostniho spektra, kde je na ose X
uveden pomér relativni molekulové hmotnosti a naboje iontd (m/z) a na ose y je uvedena
intenzita téchto iontd, pfitomnost malého piku (viz Obr. 22). Ferrioxamin obsahuje Fe, proto je
na histogramu piitomen maly pik. Naopak desferrioxamin neobsahuje Fe a na histogramu neni
maly pik pfitomen (viz Obr. 23).
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Obr. 22: Schéma izotopu Zeleza, upraveno podle Winter (1993).
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Obr. 23: Rozdil mezi histogramy hmotnostniho spektra ferrioxaminu a desferrioxaminu B.
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4.3 Statisticka analyza

Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit po¢itacovy program STATISTICA 12. Vliv
lokality a kultiva¢niho media na produkci sideroforiit byl vyhodnocen pomoci Pearsonova
chi-kvadratu rozdéleni. Hodnoty p, které byly vypocitany programem STATISTICA, byly
porovnany s hladinou vyznamnosti a = 0,05 tzn. ze hodnoceni bylo prikazné s 95%
pravdépodobnosti. VIiv lokality ptivodu kmenii na produkci sideroford byl hodnocen u kmeni
kultivovanych na tfech pevnych mediich a to R2A, GYM a GAUZE bez Zeleza (G-Fe). Vliv
pevného kultivaéniho media na produkci sideroforti byl testovan u kmend pochazejicich
z odlisnych lokalit (bramborové pole, Pribram, Stampftal a Oblik).

Variabilita velikosti a intenzity zon byla hodnocena pomoci varia¢nich koeficienta (V),
které byly vypocitany programem STATISTICA. Vliv lokality a kultiva¢niho media na velikost
zOn vytvofenych pii testovani produkce siderofori byl hodnocen pomoci testu Kruskal—
Wallisova ANOVA. Hodnoty p, které byly vypocitany programem STATISTICA, byly
porovnany S hladinou vyznamnosti a = 0,05. Byl hodnocen vliv lokality ptivodu kment na
velikost zon vytvotenych pfi testovani produkce sideroforti u kmenti produkujicich siderofory
kultivovanych na tfech pevnych mediich (R2A, GYM a G-Fe) a byl hodnocen i vliv
kultiva¢nich medii na velikost vytvotenych zon pii testovani produkce sideroford.

Vliv tekutého kultivaniho media na produkci sideroforit byl vyhodnocen pomoci
Pearsonova chi-kvadratu rozdéleni. Hodnoty p, které byly vypocitany programem
STATISTICA, byly porovnany s hladinou vyznamnosti o = 0,05. Byl testovan vliv kultiva¢niho
media na produkci siderofortt u kment kultivovanych ve tfech tekutych mediich a to R2A,
GYM a GAUZE bez zeleza (G-Fe).
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5 Vysledky

5.1 Hodnoceni produkce sideroforii na pevnych mediich

Na produkci siderofor byly testovany bakterialni kmeny pochazejici ze Sesti lokalit a
sbirkové kmeny jako kontrola. Kmeny byly kultivovany na tfech raznych pevnych mediich
(R2A, GYM a GAUZE-Fe) viz Piilohy 1, 2 a 3. Jak je patrné z Obr. 24 celkem bylo testovano
188 kment kultivovanych na mediu R2A, znich 155 (82 % z celkového poctu) kment
produkovalo siderofory a ostatnich 33 nikoliv. Kment kultivovanych na mediu GYM bylo
testovano celkem 93, z toho 86 (92 % z celkového poctu) kment siderofory produkovalo a
7 kment nikoliv. U kmeni, které byly kultivovany na mediu GAUZE bez Fe byla zjisténa
produkce sideroforti ve vSech piipadech (41).
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Obr. 24: Celkovy pocet otestovanych kmend na jednotlivych pevnych mediich a rozdéleni
kment na produk¢ni a neprodukéni.

Na vybranych mediich byla produkce sideroforti porovnana u kmend pochazejicich
z riznych lokalit viz Pfilohy 4, 5 a 6. Nejvétsi pocet kmend kultivovanych na pevném mediu
R2A testovanych na produkei siderofort pochazelo z lokality Pfibram. Z kmeni kultivovanych
na mediich GYM a GAUZE-Fe a bylo testovano nevice kment z lokality bramborové pole
(Vyklantice a Zdirec).

38



5.1.1 VIliv lokality na produkci sideroforu

Vliv lokality na produkci sideroforit byl vyhodnocen pomoci Pearsonova chi-kvadratu
rozdéleni. V piipadé kmenl kultivovanych na mediu R2A nebylo mozné na 5% hladiné
vyznamnosti zamitnout hypotézu. Hodnota p (0,23354) byla vyssi nez hladina vyznamnosti
(0,05). Bylo zjisténo, ze produkce siderofori kmeny pochazejicimi z riznych lokalit
(bramborové pole, Pfibram, Dévin, Merkenstein, Stampftal a Oblik), které¢ byly kultivovany na
pevném mediu R2A, neni v jednotlivych lokalitach vyznamné odlisna (viz Tab. 2).

Tab. 2: Kontingenéni tabulka s po¢tem produkénich a neprodukénich kmenti pro kultivacéni
medium R2A.

Produkce
Lokalita Celkem
ANO NE

bramborové pole 38 6 44
Ptibram 68 21 89
Dévin 11 4 15
Merkenstein 14 1 15
Stampftal 8 0 8

Oblik 10 1 11
Celkem 149 33 182

Z kment kultivovanych na pevném mediu GYM byly statisticky hodnoceny ¢tyfti lokality
(bramborové pole, Piibram, Stampftal a Oblik). Podobné jako u kment kultivovanych na mediu
R2A nebylo mozné ani u kmeni kultivovanych na mediu GYM zamitnout na 5% hladiné
vyznamnosti hypotézu (p = 0, 96424). Produkce sideroforit kmeny pochazejicimi z riznych
lokalit, které byly kultivovany na pevném mediu GYM, neni Vv jednotlivych lokalitach
vyznamné odli$na (viz Tab. 3).

Tab. 3: Kontingenéni tabulka S po¢tem produkénich a neprodukénich kment pro kultivaéni
medium GYM.

Produkce
Lokalita Celkem
ANO NE
bramborové pole 39 3 42
Piibram 17 2 19
Stampftal 8 1 9
Oblik 10 1 11
Celkem 74 7 81
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U kment kultivovanych na pevném mediu GAUZE bez Zeleza (G-Fe) byla zjisténa
produkce siderofori u vSech testovanych kmenti. Ani na tomto mediu se rozdil v produkci
siderofori v zavislosti na lokalite, ze které kmeny pochazeji, neprokazal (viz Tab. 4).

Tab. 4: Kontingené¢ni tabulka s po¢tem produkénich a neprodukénich kmenti pro kultivacéni
medium G-Fe.

Produkce
Lokalita Celkem
ANO NE
bramborové pole 21 0 21
Piibram 11 0 11
Celkem 32 0 32

5.1.2 VIiv kultiva¢niho media na produkci siderofori

Vliv kultivacniho media na produkci sideroforii byl vyhodnocen testem Pearsonova chi-
kvadratu rozdéleni, podobné jako vliv lokality. Byl testovan vliv kultiva¢niho media na
produkci sideroforti u kmenti pochéazejicich z odlisnych lokalit (bramborové pole, Ptibram,
Stampftal a Oblik).

U kment pochazejicich z bramborového pole nebylo mozné na 5% hladiné vyznamnosti
zamitnout hypotézu (p = 0,16732). V produkci sideroforit kmeny pochazejicimi z lokality
bramborové pole kultivovanymi na tfech riznych mediich (R2A, GYM a GAUZE bez Fe) nebyl
zaznamenam statisticky vyznamny rozdil (viz Tab. 5).

Tab. 5: Kontingenéni tabulka S poétem produkénich a neprodukénich kment pro lokalitu
bramborové pole.

Produkce
Medium Celkem
ANO NE
R2A 38 6 44
GYM 39 3 42
G-Fe 21 0 21
Celkem 98 9 107

U kmenti pochazejicich zlokality Ptfibram stejné jako u kmenl pochézejicich
Z bramborového pole nebylo mozné na 5% hladin€ vyznamnosti zamitnout hypotézu
(p = 0,09931). V produkeci siderofortt kmeny pochazejicimi z lokality Piibram kultivovanymi
na tfech riznych mediich (R2A, GYM a GAUZE bez Fe) nebyl zaznamendm statisticky
vyznamny rozdil (viz Tab. 6).
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Tab. 6: Kontingen¢ni tabulka s poctem produkénich a neprodukénich kment pro lokalitu
Ptibram.

Produkce
Medium Celkem
ANO NE
R2A 68 21 89
GYM 17 2 19
G-Fe 11 0 11
Celkem 96 23 119

U kmenl pochazejicich z lokalit Stampfal a Oblik nebylo mozné na 5% hlading
vyznamnosti zamitnout hypotézu (p = 0,33114 a 1). V produkci siderofori kmeny
pochazejicimi z lokalit Stampfal a Oblik kultivovanymi na dvou riznych mediich (R2A a
GYM) nebyl zaznamenam statisticky vyznamny rozdil (viz Tab. 7 a 8).

Tab. 7: Kontingen¢ni tabulka s poétem produkénich a neprodukénich kment pro lokalitu
Stampfal.

Produkce
Medium Celkem
ANO NE
R2A 8 0 8
GYM 8 1 9
Celkem 16 1 17

Tab. 8: Kontingen¢ni tabulka s poctem produkénich a neprodukénich kment pro lokalitu Oblik.

Produkce
Medium Celkem
ANO NE
R2A 10 1 11
GYM 10 1 11
Celkem 20 2 22

5.1.3 Hodnoceni zo6n u kmeni produkujicich siderofory

Variabilita velikosti a intenzity zon

Celkove, jak je patrné z Tab. 9, byla zaznamenana nejvétsi variabilita velikosti 1 intenzity
zon u kmenl kultivovanych na pevném mediu R2A (V = 69 %) a nejmensi u kmeni
kultivovanych na pevném mediu GAUZE bez Fe (V = 16 %). Na mediich R2A a GYM byla
zaznamenana vysoka variabilita velikosti zon u kmenti pochazejicich z lokality Piibram.
Celkové nejvétsi primérna velikost 1 intenzita vybéleni vytvotfenych zon byla zaznamenana u
kmentl kultivovanych na pevném mediu GAUZE-Fe (12,8 mm; 2,6) a nejmensi u kment
kultivovanych na pevném mediu R2A (9,4 mm; 1,7).
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Tab. 9: Primérné hodnoty a variacni koeficienty (V) velikosti a intenzity zon vytvotenych
kmeny kultivovanymi na 3 mediich (R2A, GYM, GAUZE-Fe).

Medium R2A GYM GAUZE-Fe
Primér V Prumér V Primér V
Velikost zony (mm) 9,4 68,9 10,2 53,3 12,8 16,2
Intenzita zony 1,7 63,7 1,9 48,8 2,6 24,7

Z vybranych kment kultivovanych na pevném mediu R2A, které produkuji siderofory,
tvotily primérné nejvetsi zony kmeny pochazejici z lokality Stampfal (11,5 mm) a nejmensi
kmeny pochazejici z lokality Dévin (7,7 mm) viz Tab. 10. U kmeni kultivovanych na pevném
mediu R2A byla primérné¢ nejvétsi intenzita vyblednuti zén zaznamendna u kment
Dévin (1). Z vybranych kmenti, které produkuji siderofory, kultivovanych na mediu GYM
tvorily primérné nejvétsi zony kmeny pochazejici z lokality Piibram (12,8 mm) a nejmensi
kmeny pochdazejici z lokality Oblik (9 mm). U kment kultivovanych na pevném mediu GYM
byla primérné nejvétsi intenzita vyblednuti zon zaznamenana u kmenti pochazejicich z lokality
kultivovanych na mediu GAUZE-Fe byla hodnocena velikost a intenzita vyblednuti zon pouze
u kment zlokalit bramborové pole a Piibram, kdy kmeny pochazejici z lokality
Ptibram (14,3 mm; 2,8) vykazovaly primérné vétsi velikost 1 intenzitu vyblednuti zon nez
kmeny pochazejici z lokality bramborové pole (12 mm; 2,5).

Tab. 10: Primérné hodnoty velikosti a intenzity zon vytvofenych kmeny kultivovanymi na 3
mediich (R2A, GYM, GAUZE-Fe) pro jednotlivé lokality.

Medium R2A GYM GAUZE-Fe
Lokalita Primér Primér Primér
Velikost zony (mm) | bramborové pole 9,5 9,5 12,0
Intenzita zony bramborové pole 1,8 2,3 2,5
Velikost zony (mm) | Piibram 9,5 12,8 14,3
Intenzita zony Pfibram 1,7 1,8 2,8
Velikost z6ny (mm) | Dévin 1,7 10,7
Intenzita zony Dévin 1,1 2,1
Velikost zony (mm) | Merkenstein 9,4 9,5
Intenzita zony Merkenstein 2,1 1,0
Velikost zény (mm) | Stampftal 115 9,3
Intenzita zony Stampftal 1,6 1,4
Velikost zony (mm) | Oblik 8,8 9,0
Intenzita zony Oblik 1,6 15

U kment kultivovanych na pevném mediu R2A, které produkuji siderofory, byla zjisténa
nejvetsi variabilita velikosti zon u kmenil pochézejicich z lokality Ptibram (varia¢ni koeficient
(V) = 86 %) a nejveétsi variabilita intenzity zon u kmend pochazejicich z lokality
Dévin (V=90 %) viz Tab. 11. NejniZsi variabilita velikosti i1 intenzity zon byla zjiSténa u kmeni
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pochazejicich z lokality Merkenstein (V =30 % a 42 %). U kment, které produkuji siderofory,
kultivovanych na pevném mediu GYM byla zjisténa nejveétsi variabilita velikosti zon stejné
jako u pevného media R2A u kment pochazejicich z lokality Ptibram (V = 74 %) a nejvétsi
variabilita velikosti zon byla zjisténa u kment pochazejicich z lokality Dévin (V = 11 %) a
nejniz8i variabilita intenzity zon byla zjisténa u kment pochazejicich z lokality bramborové
pole (V = 38 %). U kment kultivovanych na mediu GAUZE-Fe byla zaznamenana vetsi
variabilita velikosti a intenzity vyblednuti zéon u kmenti pochazejicich z lokality bramborové
pole (V = 14,2 % a 29,5 %) nez u kmenu pochézejicich z lokality Piibram (V = 13,9 % a
12,0 %).

Tab. 11: Varia¢ni koeficienty (V) velikosti a intenzity zon vytvoirenych kmeny kultivovanymi
na 3 mediich (R2A, GYM, GAUZE-Fe) pro jednotlivé lokality.

Medium R2A GYM GAUZE-Fe
Lokalita \ \/ \
Velikost zony (mm) | bramborové pole 48,1 36,2 14,2
Intenzita zony bramborové pole 56,5 37,7 29,5
Velikost zony (mm) | Piibram 85,5 74,2 13,9
Intenzita zony Piibram 68,2 56,0 12,0
Velikost zony (mm) | Dévin 71,4 10,8
Intenzita zony Dévin 90,1 42,1
Velikost zony (mm) | Merkenstein 30,5 5,3
Intenzita zony Merkenstein 421 0,0
Velikost zony (mm) | Stampftal 421 46,3
Intenzita zony Stampftal 46,6 63,5
Velikost zony (mm) | Oblik 33,5 34,6
Intenzita zony Oblik 62,2 58,4

43




Vliv lokality na velikost vytvorenych zén

Vliv lokality ptuvodu kmenti na velikost zon vytvofenych pii testovani produkce
sideroforti byl testovan pomoci Kruskal-Wallisova ANOVA. Hodnoty p byly porovnavany
s hladinou vyznamnosti a = 0,05. Velikost vytvofenych zén byla hodnocena u 149 kment
kultivovanych na mediu R2A. Kmeny byly rozdéleny do skupin dle lokalit jejich piivodu
(bramborové pole, Piibram, Dévin, Merkenstein, Stampftal a Oblik) a ukazalo se, Zze na 5%
hladin€ vyznamnosti nelze zamitnout hypotézu (p = 0,3633), tzn. velikost zon se v jednotlivych
lokalitdich vyznamné nelisi. Velikost vytvofenych zén byla hodnocena u 74 kment
kultivovanych na mediu GYM. Bylo zjisténo, Ze na 5% hladin¢ vyznamnosti nelze zamitnout
hypotézu (p = 0,1464), tzn. velikosti zon se v jednotlivych lokalitdch vyznamné nelisi. U kment
kultivovanych na mediu GAUZE-Fe byla hodnocena velikost vytvofenych zon u dvou lokalit
(bramborové pole a Ptibram), celkem u 32 kmend, u kterych byla na 5% hladiné vyznamnosti
zamitnuta hypotéza (p = 0,0054). U kmenu kultivovanych na mediu GAUZE-Fe byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil ve velikosti zon kment pochazejicich ze dvou lokalit
(bramborové pole a Piibram) (viz Obr. 25).
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Obr. 25: Porovnani velikosti vytvotrenych zon u dvou lokalit (bramborové pole a Piibram).
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Vliv kultivaéniho media na velikost vytvorenych zén

VIiv kultivaéniho media na velikost zon vytvorenych pii testovani produkce siderofort
byl hodnocen pomoci testu Kruskal-Wallisova ANOVA a hodnoty p byly porovnany
s hladinou vyznamnosti a = 0,05. Byl hodnocen vliv tii kultivacnich medii (R2A, GYM a
GAUZE-Fe) na velikost vytvotenych zén kmeny produkujicimi siderofory. Na 5% hladiné
vyznamnosti byla zamitnuta hypotéza (p = 0,0000). Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
velikosti zon vytvofenych kmeny kultivovanymi na mediu R2A, GYM a GAUZE-Fe. Nasledné
byla pouzita metoda mnohondsobného porovnani k rozhodnuti, ktera dvé media se od sebe
statisticky vyznamné lisi. Bylo zjisténo, Ze kmeny kultivované na mediich R2A a GYM pii
testovani produkce sideroforii vytvarely srovnatelné velké zony, kdezto kmeny kultivované na
mediu GAUZE-Fe vytvarely zony vétsi coz je patrné i z krabicového grafu Obr. 26.
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Obr. 26: Porovnani velikosti vytvotenych zon pii kultivaci kment produkujicich siderofory na
riznych kultiva¢nich mediich (R2A, GYM, GAUZE-Fe).
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5.2 Hodnoceni produkce siderofori v tekutych mediich

Ptitomnost siderofori v tekutych mediich byla zjisStovana predevsSim pro ucely vybéru
vhodnych vzorka pro ptipravu extrakt, které byly dale analyzovany. Byla pouzita tekuta
kultiva¢ni media R2A, GYM a GAUZE bez Fe viz Ptilohy 7, 8 a 9. Celkem bylo na produkci
siderofort otestovano 15 kment kultivovanych v tekutém mediu R2A a pouze jeden kmen
produkoval siderofory. Kment kultivovanych v tekutém mediu GYM bylo otestovano 31
ztoho 20 (67 % z celkového poctu) kment siderofory produkovalo a 11 neprodukovalo.
Z patnacti kment kultivovanych v tekutém mediu GAUZE bez Fe siderofory produkovalo 14
kment (viz Obr. 27). Z vysledkl vyplyva, ze nejvice produkovaly siderofory kmeny, které byly
kultivovany v tekutém mediu GAUZE bez Fe.
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Obr. 27: Celkovy pocet otestovanych kmend v jednotlivych tekutych mediich a rozdé€leni
kment na produk¢ni a neprodukéni.
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5.2.1 VIliv tekutého kultiva¢niho media na produkci siderofori

Vliv tekutého kultivaéniho media na produkci sideroford byl vyhodnocen testem
Pearsonova chi-kvadratu rozdéleni. Byl hodnocen vliv kultivaéniho media na produkci
sideroforti vybranymi kmeny kultivovanymi v tekutém mediu. V pfipade produkce siderofori
kmeny kultivovanymi v tekutych mediich byla na 5% hladiné vyznamnosti zamitnuta hypotéza
protoze vypocitana hodnota p (0,00001) < 0,05. Produkce sideroford kmeny kultivovanymi v
tekutych mediich je ovlivnéna druhem kultivacniho media (viz Tab. 12).

Tab.12: Kontingenéni tabulka s poctem produkénich a neprodukénich kmeni na jednotlivych

mediich.
Produkce
Medium Celkem
ANO NE
R2A 1 13 14
GYM 20 10 30
GAUZE-Fe 14 1 15
Celkem 35 24 59
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5.3 Vyhodnoceni vysledku LC-MS

Chromatogramy ziskané pomoci LC-MS (viz Analyza extrakti kapalinovou
chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS)) byly dale analyzovany v programu
MassLynx V4.1 byly hodnoceny podle zakladniho piku a pii spektru 435 nm. Celkem bylo na
LC-MS hodnoceno 37 extrakti a byla zjistovana piitomnost siderofort u 16 kment
kultivovanych v 3 tekutych mediich (R2A, GYM a GAUZE-Fe). U 10 extrakti nebyly
identifikovany zadné slouceniny podobné sideroforim a u 27 extraktli byly zaznamenany
slouceniny odpovidajici desferrioxaminovym a ferrioxaminovym sideroforim, acyl-
desferrioxaminiim a acyl-ferrioxamintim, kyselin€ aspergillové, acinetoferrinu, pyridin-2,6-bis
(kyselin¢ thiokarboxylové), rhizobactinu, siderochelinu, pyridoxatinu a salmochelinu.

Celkem byla zjiSténa piitomnost sideroforii v extraktech z 6 kmenl pochazejicich
z lokality bramborové pole. Byly zaznamenany piedevSim slouceniny odpovidajici
desferrioxaminovym a ferrioxaminovym sideroforim a kyselin¢ aspergillové viz Ptiloha 10.
U kmenu 09VKG61 bylo zaznamenano 10 sideroford. Pfi kultivaci kmenu 09VKG61 v tekutém
mediu GYM byla zjisténa produkce 5 desferrioxaminovych sideroforti a 1 ferrioxaminového
sideroforu. Byl nalezen desferrioxamin B, D1, D2, E, H a ferrioxamin D2 viz Piiloha 11. Pti
kultivaci kmenu 09VKG61 v tekutétm mediu GAUZE-Fe byla zjisténa produkce
5 desferrioxaminovych siderofort (desferrioxamin Al, B, D1, D2 a E) viz Ptiloha 12. Po
pfidavku Zeleza do tekutého media pted SPE extrakci byla zjist€éna u kmenu 09VKG61
kultivovaného v tekutém mediu GAUZE-Fe produkce 1 desferrioxaminového sideroforu
(desferrioxaminu H) a 2 ferrioxaminovych siderofort (ferrioxaminu D2 a E), byla také zjisténa
ptitomnost acyl-ferrioxaminu 1 a 3 viz Ptiloha 13.

Celkem byla zjisténa pfitomnost sideroforii v extraktech z 6 kmenl pochdzejicich
Z lokality Pfibram. Byly zaznamenéany slouceniny odpovidajici desferrioxaminovym a
ferrioxaminovym sideroforim, kyselin¢ aspergillové a dal$im sideroforim viz Ptiloha 14.
U kmenu 10PL107E bylo zaznamendno velké mnoZstvi sloucenin odpovidajici sideroforim.
Pii  kultivaci kmenu 10PL107E vV tekutém mediu GYM byla zjisténa produkce
5 desferrioxaminovych siderofort (desferrioxamin Al, B, D2, E a H) a 2 ferrioxaminovych
sideroforu (ferrioxamin Al a B), dale byla zaznamenana ptitomnost acyl-desferrioxaminu 1 a
2, acyl-ferrioxaminu 1 a kyseliny aspergillové viz Ptiloha 15. Pfi kultivaci kmenu 10PL107E v
tekutém mediu GAUZE-Fe byla zaznamenana produkce pouze desferrioxaminovych siderofort
(desferrioxamin A1, B, D1, D2 a E) viz Ptiloha 16.

Byla zjisténa ptitomnost sideroford v extraktech ze 2 kment pochazejicich z lokality
Dévin a ze 2 kment z lokality Stampftal. Kmeny pochazejici z téchto dvou lokalit produkovaly
slouceniny odpovidajici desferrioxaminovym a ferrioxaminovym sideroforim a kyseliné
aspergillové viz Prilohy 17 a 18. U kmenu 05DES515b, pochazejiciho z lokality Dévin,
kultivovaného v tekutém mediu GYM byla zjisténa produkce desferrioxaminu E a také byla
zjisténa ptitomnost jeho analogu s zelezem ferrioxaminu E viz Priloha 19. Pti kultivaci kmenu
05DES515b v tekutém mediu GAUZE-Fe byla kromé produkce desferrioxaminu a ferrioxaminu
E navic zjisténa produkce desferrioxaminu D2 viz Piiloha 20.
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6 Diskuze
6.1 VIliv lokality a kultiva¢niho media na produkci sideroforu

Pii statistickém vyhodnoceni bylo zjisténo, ze produkce siderofor kmeny, které byly
kultivovany na tfech rtiznych pevnych mediich (R2A, GYM a GAUZE-Fe), neni ovlivnéna
lokalitou jejich pivodu. V diplomové praci bylo zjisténo, Zze produkce sideroforti kmeny
pochézejicimi z odlisnych lokalit neni ovlivnéna pevnym kultivaénim mediem. Ackoliv nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v produkci sideroforti kmeny kultivovanymi na
riznych pevnych mediich z vysledk je patrné, ze kultivace na mediu s deficitem Zivin a zeleza
(GAUZE-Fe) zajistila produkci siderofori u nejvétsiho poétu kment. Je znamo, ze siderofory
jsou produkovany piti deficitu Zeleza (Hider & Kong 2010; Tank et al. 2012). U kmenu
kultivovanych na mediu GAUZE-Fe byl zjistén vliv lokality ptuvodu na velikost vytvoienych
z6n, jelikoz byl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil ve velikosti zon vytvofenych béhem
testovani produkce siderofort u kmenti pochézejicich z rtiznych lokalit. Také bylo zjisténo, Ze
kmeny kultivované na mediu GAUZE-Fe vytvarely zony vétsi nez kmeny kultivované na
mediich R2A a GYM, coz mohlo byt nasledkem deficitu zivin v Gauseho kultiva¢nim mediu.

Produkce siderofortt kmeny kultivovanymi v tekutych mediich byla ovlivnéna druhem
kultiva¢niho media. Nejvyssi produkce sideroforti byla zaznamenéna pfi kultivaci v tekutém

cvwr

zpuisobeno nedostate¢nym rustem kolonii aktinobakterii v tomto mediu.
6.2 Dostupnost Zeleza vazaného v sideroforech pro rostliny

Ackoliv je zelezo v pudé hojné zastoupeno muze dojit k jeho deficitu a to predevsim
z dtivodu, Ze je vazané v tézko rozpustnych slouc¢eninach (Colombo et al. 2014). K mobilizaci
zeleza dochazi pfedevsim v anaerobnich a kyselych podminkach (Colombo et al. 2014), tzn. ze
pfineutralnim (fyziologickém) pH, které je ptiznivé pro vétSinu ptidnich organismu neni Zelezo
dostupné. Proto si mikroorganismy, houby a rostliny vyvinuly strategie Kk jeho ziskani,
ptikladem je produkce sideroforti (Paul & Dubey 2015) slou¢enin s vysokou afinitou k zelezu.
Siderofory mobilizuji Zelezo konkurenéni komplexaci nebo rozpouSténim minerall
obsahujicich Zelezo. Po vytvofeni komplexu siderofor-zelezo dochézi k rozpozndvani a
absorpci komplexti do bunky pomoci vysoce ucinnych transportnich systémti nebo
uvolnovanim zeleza z komplexu sideroforu a naslednou absorpci Zeleza bunikou. Nékteré
siderofory jsou po absorpci zZeleza vylouceny z bunky do pidniho roztoku a stavaji se
pfijatelnymi pro rostliny (Kraemer 2004). Tank et al. (2012) uvadi, ze siderofory zachycuji
dostupné zelezité ionty kolem kofentl a vyvolavaji tim reakci vedouci k podpofte rustu rostlin.
Siderofory ovliviyji rist a odolnost rostlin zvySovanim obsahu dostupného zeleza pro rostliny
(Indiragandhi et al. 2008; Radzki et al. 2013).
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6.3 Kontrola strupovitosti brambor

Streptomycety  zpusobujici strupovitost brambor (S. scabies, S. acidiscabies,
S. europaeiscabiei, S. turgisdiscabies a S. ipomoeae) jsou Siroce rozsifeny po celém svéte, kde
jsou péstovany brambory (Tarkowski & Vereecke 2014). Patogenni kmeny S. turgidiscabies a
S. acidiscabies toleruji nizsi pH nez S. scabies, proto maji potencial zpisobovat strupovitost
brambor v kyselych pudach (Aittamaa et al. 2010; Barrera et al. 2013; Alejo et al. 2019).
Potlaceni strupovitosti brambor je komplikované, protoze vyvoj choroby je ovlivilovan mnoha
faktory. Na vznik a pribéh onemocnéni ma vliv odolnost péstované odridy brambor, pidni a
klimatické podminky stanovisté a agrotechnické zasahy. Tradicni strategie potlaceni priznak
strupovitosti brambor, jako je zavlazovani a snizeni pH ptdy, nejsou dostatecné a casto
selhavaji. Tyto apravy podminek prostiedi mohou byt pfic¢inou rozvoje dalsich chorob (Dees &
Wanner 2012). Jednou ze strategii potlaceni strupovitosti brambor je Slechténi brambor
odolnych vii¢i chorobam, ale doposud nebyl nalezen dostupny komer¢ni kultivar brambor,
ktery by byl zcela odolny vici strupovitosti (Tarkowski & Vereecke 2014). Je znamo, Ze na
lehéich padach a s pH vy$8im nez 5,5 je vyskyt strupovitosti brambor Castéjsi (Hausvater et al.
2016). Také bylo zaznamenano, ze vyrazné&j$i projevy strupovitosti brambor se vyskytuji
v pudach s vys$s§im obsahem prvku jako je uhlik, dusik, vapnik a Zelezo (Sagova-Mareckova et
al. 2015). Irabi et al. (2017) uvadi, Ze pouziti ¢tyfdenniho zavlazovaciho intervalu a aplikace
hnojiv obsahujicich siru, vyznamné snizilo vyvoj strupovitosti brambor. Wang et al. (2019)
zjistili, Ze pridavek mikrobialniho produktu, slozeného ze kmend Bacillus subtilis a
Trichoderma harzianum, potlaéil strupovitosti brambor a zvysil vynos hliz tim, Ze podporoval
vyskyt prospésnych bakterii v rhizosféfe brambor. Vysledky, které publikovali Han et al. (2005)
prokazuji, ze Bacillus sp. sunhua lze pouzit jako mozZnost kontroly strupovitosti brambor.
Zjistili také, Ze slouCeniny jako je makrolaktin A a iturin A inhibuji S. scabiei, tyto slouceniny
nebyly v extraktech analyzovanych v diplomové praci nalezeny. Jako mozna strategie se jevi
aplikace, ¢i podpora rozvoje bakteridlnich kment produkujicich slouceniny chelatujici Zelezo
se silnéjsi afinitou k Zelezu, neZ maji slouceniny, které produkuji patogenni kmeny. ProtoZe
nedostatek dostupného Zeleza v plidé miZe inhibovat rostlinné patogeny a snizit jejich
konkurenceschopnost (Tank et al. 2012).

6.4 Zjisténé siderofory

Ve vsech sledovanych lokalitach (bramborové pole, Piibram, Dévin a Stampftal) byly
nalezeny podobné slouceniny (desferrioxamin a ferrioxamin B a E a kyselina aspergillova),
v lokalité bramborové pole (Vyklantice a Zdirec) byly navic nalezeny dalsi slouéeniny napf.
desferrioxamin D1, D2, H a ferrioxamin D2 viz Ptiloha 10. Siderofory desferrioxamin B a E
jsou produkovany nékterymi patogennimi druhy bakterii naptiklad Streptomyces acidiscabies
(Dimkpa et al. 2008). Kyselina aspergillova je produkovana rodem Aspergillus (A. flavus, A.
sclerotiorum) (Bertrand 2010). White & Hill (1943) uvadi, zZe kyselina aspergillova vykazuje
antibakteridlni aktivitu proti uritym gramnegativnim 1 grampozitivnim bakteriim a ma
relativné vysokou toxicitu. Ackoliv Kontoghiorghes & Kolnagou (2005) oznacuji kyselinu
aspergillovou jako pfirozené¢ se vyskytujici chelator Zeleza s velmi silnymi vazebnymi
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vlastnostmi Nurchi et al. (2009) naopak uvadeéji, ze kyselinu aspergillovou nelze klasifikovat
jako chelator zeleza.

Z vysledku diplomové prace lze usoudit, ze kmeny pochazejici z lokalit, kde jsou
pestovany brambory, produkuji podobné slouCeniny jako patogenni bakterie zpusobujici
strupovitost brambor. Tyto kmeny by mohly ovliviiovat strupovitost brambor tim, Ze budou
konkurovat patogennim bakteridlnim kmentum v boji 0 Zelezo (Beneduzi et al. 2012), coz
potvrzuji llyas & Bano (2012) ktefi uvadi, ze bakterie produkujici siderofory zpomaluji rist
patogent a tim, ze budou zvySovat obsah dostupného zeleza pro rostliny (Radzki et al. 2013).
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7 Zavér

V diplomové praci byla hodnocena produkce siderofort vybranymi kmeny
aktinobakterii. Lze potvrdit H1 ,,Testované pidni bakterialni kmeny, pochazejici z
ruznych lokalit, produkuji siderofory*, protoze primérn¢ 91 % kment kultivovanych
na pevnych mediich produkovalo siderofory bez ohledu na to, z jaké lokality
pochazely. U kmenii kultivovanych na pevném mediu nelze potvrdit H2 ,,Produkce
siderofort je ovlivnéna lokalitou piivodu bakteridlnich kment‘* ani H3 ,,Produkce
siderofort je ovlivnéna pouzitym kultivaénim mediem®, protoze nebyl zaznamenan
statisticky vyznamny vliv lokality ptivodu kmeni ani kultivaéniho media na produkeci
siderofort. Ac¢koliv nebyl zjistén vliv lokality ptivodu kmenti a kultiva¢niho media na
produkei sideroforti u kmeni kultivovanych na pevném mediu, H3 byla potvrzena pii
kultivaci v tekutém mediu tzn. vliv kultivaéniho media na produkci sideroforti byl
potvrzen. Nejvyssi produkce sideroforti byla zaznamenana u kment kultivovanych v
tekutém Gauseho mediu ochuzeném o zelezo (GAUZE-Fe), proto se toto medium
doporucuje pro dalsi vyzkum produkce siderofort aktinobakteriemi.

Siderofory zvySuji obsah dostupného Zeleza v pidé€ a tim ovlivilyji rist a odolnost
rostlin, protoze nékteré siderofory jsou po absorpci Zeleza do bakteridlni buiky
vylouceny do ptidniho roztoku a stavaji se ptijatelnymi pro rostliny. Aplikace urcitych
siderofort by mohla zajistit dostatek Zeleza pro rostliny. Vzhledem k tomu, Ze
chemikalie pouzivané v zemédélstvi (napf. pesticidy a fungicidy) mohou byt
ochranu rostlin, protoze dostupnost kovii a zvlasté Zeleza, ovliviiuje nachylnost k
onemocnéni.

Zasadnéjsi roli siderofor se jevi jejich potencial konkurovat svou ptitomnosti v boji
o Zelezo, které potfebuji nekteré patogenni organismy pro svilj vyvoj a vyvolani
onemocnéni. Bylo zjisténo, Ze kmeny zplsobujici strupovitost brambor produkuji
siderofory, coz jim umozZnuje ziskat zelezo. Tato informace byla potvrzena
Vv diplomové praci testovanim produkce siderofor sbirkovymi patogennimi kmeny
streptomycet. Kmeny nepatogennich aktinobakterii produkujici siderofory, které tvori
stabiln€jsi komplexy se zelezem, nez vytvareji kmeny patogenni, mohou byt vyuZity
ke konkuren¢nimu boji o tento prvek a tim i1 nepfimo k regulaci vyvoje a rlstu
patogena. Spoluplisobeni antibakteridlni aktivity a konkurence o Zelezo l1ze povazovat
za slibnou strategii v boji proti patogeniim rostlin, které negativné plisobi na kvalitu a
kvantitu péstovanych plodin. Je tfeba dale studovat vlastnosti jednotlivych siderofori
a dalSich organickych slouc¢enin produkovanych bakteridlnimi kmeny pfirozené se
vyskytujicimi v pade.
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9 Prilohy

Seznam priloh

Ptiloha 1: Tabulka kment, otestovanych na produkci sideroford, kultivovanych na pevném
mediu R2A a vyznaceni kmenii produkcnich a neprodukénich.

Ptiloha 2: Tabulka kment, otestovanych na produkci sideroforii, kultivovanych na pevném
mediu GYM a vyznaceni kmenil produkcnich a neprodukcnich.

Ptiloha 3: Tabulka kment, otestovanych na produkci sideroforii, kultivovanych na pevném
mediu GAUZE-Fe a vyzna¢eni kmenti produkénich a neprodukénich.

Ptiloha 4: Celkovy pocet otestovanych kment z jednotlivych lokalit kultivovanych na pevném
mediu R2A a rozd¢leni kmenti na produk¢ni a neprodukéni.

Ptiloha 5: Celkovy pocet otestovanych kment z jednotlivych lokalit kultivovanych na pevném
mediu GYM a rozdéleni kment na produk¢ni a neprodukéni.

Ptiloha 6: Celkovy pocet otestovanych kment z jednotlivych lokalit kultivovanych na pevném
mediu GAUZE-Fe a rozdéleni kment na produk¢ni a neprodukéni.

Ptiloha 7: Tabulka kmeni, otestovanych na produkci sideroford, kultivovanych v tekutém
mediu R2A a vyznaceni kment produkénich a neprodukénich.

Ptiloha 8: Tabulka kmeni, otestovanych na produkci sideroford, kultivovanych v tekutém
mediu GYM a vyznaceni kment produkénich a neprodukénich.

Ptiloha 9: Tabulka kmeni, otestovanych na produkci siderofori, kultivovanych v tekutém
mediu GAUZE-Fe a vyznaceni kmeni produkénich a neprodukénich.

Ptiloha 10: Zjisténé siderofory produkované kmeny pochézejicimi z lokality bramborové pole.

Ptiloha 11: Chromatogram z LC-MS pro kmen 09VK61 kultivovany v mediu GYM a
vyznaceni zjisténych sloucenin.
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Priloha 1: Tabulka kmenit, otestovanych na produkci sideroforti, kultivovanych na pevném mediu R2A a vyznaceni kment produkc¢nich a

neprodukénich.
Lokalita Sbirkové kmeny bm::l‘:m"e Piibram Dévin | Merkenstein | Stampftal | Oblik
Streptomyces coelicolor | 09VK6 | 10ZC15 | 10PL8 | 10PL107E| PR4 |PR31| O05SDE192 05SME6 05ST98 090B8
Streptomyces scabiei | 09VK11 | 10ZL16 | 10PL1SE | 10PL108 | PRS |PR32| 05SDE393 05ME33 05ST859 | 090B13
Streptomyces acidiscabies | 09VK30 | 10ZL18 | 10PL21 | 10PL109 | PR6 |PR33| 05DES03 05MES1 05ST873 | 090B18
Streptomyces europaeiscabiei| 09VK38 | 10ZL19 | 10PL28 | 10PL112E| PR7 [PR34| O0SDES04 05ME109 05ST876 100B2
Streptomyces stelliscabiei | 09VK56 | 10ZL20 | 10PL36 | 10PL116 | PR8 |PR37| 05DES07b |  05ME114 05S8T925 100B7
Streptomyces turgidiscabies | 09VK61 | 10ZL22 | 10PL41E | 10PL118 | PR9 |PR38| 0SDES11 05ME118 05ST933 | 100Bl11
09VK62 | 10ZL23 | 10PL67E | 10PL123 | PR10 |PR39| 0SDESI12 05MES05 05ST940 | 100B14
09VK67 | 10ZL24 | 10PL70 | 10PL124 | PR11 [PR40| OSDESISb |  0SMES1S 05ST946 | 100B21
09VK69 | 10ZL25 | 10PL73U | 10PL128E | PR12 | PR41| O05DES518 05SMES825 100B102
09VK71| 10ZL26 | 10PL76 | 10PL129 | PR13 |PR42| 0SDE522 05MES30 100B201
09VK7S | 10ZL27 | 10PL77 | 10PL130 | PR14 |PR43| 0SDE523 05MES34 100B204
Oznadeni kmene 09VK94 | 10ZL28 | 10PL78 | 10PL131E | PR15 |PR45| O05DES525 05SMES838
09VK96 | 10ZL29 | 10PL80 | 10PL135E | PR17 | PR46| 0SDES28 05MES52
09VK98 | 10ZL30 | 10PLS1E | 10PL138 | PR19 |PR48| 0SDES35 05SMES54
10ZC1 | 10ZL31 | 10PL84 | 10PL147 | PR20 |PR49| 05DES39 0SME911
10ZC2 | 10ZL32 | 10PL88 | 10PL148 | PR21 | PRSO
10ZC3 | 10ZL33 | 10PL90 | 10PL149E | PR24 | PRS1
10ZC4 | 10ZL34 | 10PL94 | 10PL153 | PR26 | PRS2
10ZC5 | 14VE2 | 10PL95 | 10PL154 |PR27b|PRS4
10ZC9 | 14SL3 | 10PL96 | PRI | PR2S |PRS6
10ZC11 | 14SL12 | 10PL10SE| PR2 | PR29 |PRS7
10ZC13 | 14HBSC | 10PL1006| PR3 | PR30 | PR60
PR62
Celkem otestovano 6 44 89 15 15 8 11
Produkce siderofori ANO NE




Piiloha 2: Tabulka kment, otestovanych na produkci siderofort, kultivovanych na pevném mediu GYM a vyznaceni kmend produkénich a
neprodukénich.

Lokalita Sbirkové kmeny braml;(l))loe "OV€ | Piibram Dévin Merkenstein Stampftal Oblik
Streptomyces coelicolor 09VK6 | 10ZC13 10PL18E 05DE5S11 05ME33 05ST859 090B8
Streptomyces scabiei 09VKI11 | 10ZC15 10PL21 05DE515b 05MES815 05ST865 090B13
Streptomyces acidiscabies | 09VK30 | 10ZL16 10PL41E 05DE539 05SME830 05ST870 090B20
Streptomyces europaeiscabiei | 09VK38 | 10ZL17 10PL67E 05ST876 100B2
Streptomyces stelliscabiei | 09VKS6 | 10ZL18 10PL80 05ST881 100B7
Streptomyces turgidiscabies | 09VK61 | 10ZL19 | 10PL8IE 05ST891 100B11
09VK62 | 10ZL20 | 10PL10SE 05ST928 100B14
09VK67 | 10ZL22 | 10PL107E 05ST933 100B21
09VK69 | 10ZL23 10PL108 05ST940 100B102
. . 09VKY71 | 10ZL24 10PL109 100B201
Olf::::cl:’e'" 09VK7S | 10ZL25 |  PRS 100B204
09VK94 | 10ZL26 PR11
09VK96 | 10ZL27 PR16
09VK98 | 10ZL28 PR19
10ZC1 | 10ZL29 PR31
10ZC2 | 10ZL30 PR37
10ZC3 | 10ZL32 PR42
10ZC4 | 10ZL33 PR47
10ZC5 | 14VE2 PR57
10ZC9 | 14SL3
10ZC11 | 14SL12
Celkem 6 42 19 3 3 9 11
otestovano
I.’rodukceo ANO NE
siderofori




Piiloha 3: Tabulka kmenti, otestovanych na produkci siderofort, kultivovanych na pevném mediu GAUZE-Fe a vyznaceni kment produkénich a
neproduk¢nich.

Lokalita Sbirkové kmeny bml:::; rove Pribram Dévin Merkenstein Stampftal Oblik
Streptomyces coelicolor 09VK30 10PL41E 05DES515b 05S8T891
Streptomyces scabiei 09VK38 10PL107E 05DES39
Streptomyces acidiscabies 09VK61 PR5
Streptomyces europaeiscabiei 09VK62 PR37
Streptomyces stelliscabiei 09VK67 PR42
Streptomyces turgidiscabies 09VK69 PR47
10ZC5 PR50
10ZC9 PR51
10ZC11 PR52
10ZL16 PR57
Oznaceni kmene 10ZL17 PR62
10ZL18
10ZL19
10ZL23
10ZL25
10ZL27
10ZL28
10ZL29
10ZL30
10ZL32
10ZL34
Celkem
otestovano 6 ! 1 2 0 ! 0
Produkce
siderofori ANO NE




Priloha 4: Celkovy pocet otestovanych kmeni z jednotlivych lokalit kultivovanych na pevném
mediu R2A a rozd¢leni kmenti na produkéni a neprodukéni.

R2A

90
80
70
60
50

40

Pocet testovanych kment

30

20

’ 0 E o
e o

Sbirkové bramborové  Ptibram Dévin  Merkenstein Stampftal Oblik

kmeny pole
Lokalita

= Kmeny, které produkuji siderofory  ® Kmeny, které neprodukuji siderofory



Priloha 5: Celkovy pocet otestovanych kmenti z jednotlivych lokalit kultivovanych na pevném
mediu GYM a rozdéleni kment na produk¢ni a neprodukéni.

GYM
90

80
70
60

50

Pocet testovanych kment

40 3

30
20 39 2

10 17 s !
3 10
0 0 3 3
Sbirkové bramborové Ptibram Dévin - Merkenstein Stampftal Oblik
kmeny pole
Lokalita

Kmeny, které produkuji siderofory = Kmeny, které neprodukuji siderofory



Piiloha 6: Celkovy pocet otestovanych kmeni z jednotlivych lokalit kultivovanych na pevném
mediu GAUZE-Fe a rozdéleni kment na produkéni a neprodukéni.

GAUZE-Fe

90
80
70
60
50

40

Pocet testovanych kmenti

30
20

10 21
: 11
0 2 0 1 0
Sbirkové bramborové Ptibram Dévin  Merkenstein Stampftal Oblik
kmeny pole

Lokalita

Kmeny, které produkuji siderofory Kmeny, které¢ neprodukuji siderofory



Priloha 7: Tabulka kment, otestovanych na produkci sideroforti, kultivovanych v tekutém mediu R2A a vyznaceni kmenii produkénich a

neproduk¢nich.
. . , bramborové . v . . .
Lokalita Sbirkové kmeny ' r;oler Pribram Dévin Merkenstein Stampftal Oblik
Streptomyces turgidiscabies 09VKG6 PR37 05S8T933 100B11
09VK38 PR57 100B21
09VK62
09VK71
Oznaceni kmene 10Z1.23
10Z1L.24
10Z1L30
14SL3
14SL12
Celkem 1 9 2 0 0 1 2
otestovano
I.’rodukceo ANO NE
sideroforu




Priloha 8: Tabulka kment, otestovanych na produkci sideroforti, kultivovanych v tekutém mediu GYM a vyznaceni kmenl produkénich a
neproduk¢nich.

Lokalita Sbirkové kmeny bran;:{l:; rove Piibram Dévin Merkenstein Stampftal Oblik
Streptomyces turgidiscabies 09VKG6 10PL41E 05DE515b 05ST891 100B11
09VK30 10PL107E 05DE539 055T933 100B21
09VK38 PRS5
09VK61 PR37
09VK62 PR47
09VK67 PR50
09VK71 PR57
o 10ZL18 PR62
Oznaceni kmene S
10Z1.24
10Z1.27
10Z1.28
10Z1.29
10Z1.30
14SL3
14SL12
Celkem 1 16 8 2 0 2 2
otestovano
I.’rodukci ANO NE
siderofori




Ptiloha 9: Tabulka kment, otestovanych na produkeci sideroforti, kultivovanych v tekutém mediu GAUZE-Fe a vyznaceni kmenti produk¢nich a

neproduk¢nich.
Lokalita Sbirkove bramborove Piibram Dévin Merkenstein Stampftal Oblik
kmeny pole
09VK30 10PL41E 05DES515b 05ST891
09VKo61 10PL107E 05DE539
09VK67 PR5
Oznaceni kmene 10ZL18 PR50
10ZL27 PR62
10Z1.28
10ZL29
Celkem 0 7 5 2 0 1 0
otestovano
Produkce ANO NE

sideroforu




Piiloha 10: Zjisténé siderofory produkované kmeny pochdzejicimi z lokality bramborové pole.

Oznaceni kmenu

Kultivaéni medium

Nazev sideroforu

09VK38

GYM

desferrioxamin D2

desferrioxamin E

desferrioxamin G1

kyselina aspergillova

R2A

desferrioxamin E

kyselina aspergillova

09VKG61

GYM

ferrioxamin D2

desferrioxamin B

desferrioxamin D2

desferrioxamin E

desferrioxamin H

desferrioxamin D1

G-Fe

desferrioxamin Al

desferrioxamin B

desferrioxamin D2

desferrioxamin D1

desferrioxamin E

G-Fe+FeCls

ferrioxamin D2

ferrioxamin E

acyl-ferrioxamin 1

desferrioxamin H

acyl-ferrioxamin 3

09VKG67

GYM

kyselina aspergillova

10Z1.18

GYM

ferrioxamin E

kyselina aspergillova

acinetoferrin

desferrioxamin E

G-Feel.2

pyridin-2,6-bis(kyseliny
thiokarboxylové)

desferrioxamin E

acyl-desferrioxamin 1

10ZL.27

GYM

desferrioxamin B

kyselina aspergillova

desferrioxamin H

ferrioxamin D2

ferrioxamin E

rhizobactin

10Z1.28

G-Fe

desferrioxamin B

ferrioxamin E




Piiloha 11: Chromatogram z LC-MS pro kmen 09VK61 kultivovany v mediu GYM a vyznaceni zjisténych sloucenin.

09VK61 (GYM)

CSH C18 63 0i1FA ACN
200107_k622_1

B8.0e-2
6.0e-2;
4.0e-24
20e-2:
0.04
-20e-2;
-40&2:
-6.0e-24
802
-1.0e-1

-12e-1

3

3 Diode Aray
435 10.00Da
Range 2221e-1

F

Ferrioxamin D2

200107_k622_1 287 (2654)
100- 640,251

641255

638249

642259

0-y . T T T T M/Z
638 639 640 641 642 643

| 2

Desferrioxamin B

200107_k622_1 385 (3.213)
Oe 561,363 219e4

100

562,366

560 355 563.360

T T | T T M
559 560 561 562 563 564

e

Iz

A

Desferrioxamin D2

200107_k622_1 441 (3.534)

100+

587 336

588342

585.356

589.341

b '
Desferrioxamin E Desferrioxamin H

200107_k622_1 539 (4.090)

200107_k622_1 457 (3.630) 5
601354 55063 100+ 461.263

100+

602354
462.266

21024 100+ 603.376

»

Desferrioxamin D1

200107_k622_1 654 (4.749)
1.80e4

604 378

603.343

!
600.356

460 252

463.]2?1

602,356
I i

605381
Iz

05
585

T T T T mMizZ
586 587 588 589 590

T T 7 T t M/Z
5099 600 601 602 603 604

T T T T T T M/Z
450 460 461 462 463 464

T T T T T T m
601 602 603 604 605 606



Piiloha 12: Chromatogram z LC-MS pro kmen 09VK61 kultivovany v mediu GAUZE-Fe a vyznaceni zjisténych sloucenin.

09VK61 (G-Fe)

CSH C18 63 0i1FA ACN
200107 _k622_2 3 Diode Amay
169 435 10.00Da
0.01 Range: 1.46e-1
-20e-21
-4.0e-23
-6.0e-27
=) ;
-8.0e-21
-1.0e-13
-12e-13
-14e-14
R N S R B i g g e g g g gy 4% || 500 = 55 600 R, & R T R e 7 AACRERRT T 95 10,00
A v 4 ' % >
Desferrioxamin A1l Desferrioxamin B Desferrioxamin D2 Desferrioxamin D1 Desferrioxamin E
200107_k622_2 343 (2.974) 200107_k622_2 367 (3.120) 200107_k622_2 608 (4.527) 200107_k622_2 §0434 3(;10743) 200107_k622_72 657 (4.818)
100- 547.360 8.43e3 100+ 561.368 226e4 40 587.343 4.323 400 . 327€3 400- o 7.84e4
= o & )1 =
] : 602.365
548 358 562.368 588.342 604.377
585.362 1 ;
! 603.364
546,356 549,367 560,257 963.372 589,350 602,356 605.378 600,355
1 i mlz L 1 0 T T T T T m/z
509 600 601 602 603 604

545 546 547 548 549 5¢

0 T T T T l T miz
559 560 561 562 563 564

0-% VA S T t miz
585 586 587 588 589 590

0-y T T H t T Mz
601 602 603 604 605 606



Piiloha 13: Chromatogram z LC-MS pro kmen 09VK61 kultivovany v mediu GAUZE-Fe s pridavkem Zeleza a vyznaceni zjisténych sloucenin.
09VK61 (G-Fe +FeCls)

CSH C18 63 0i1FA ACN
200107_k622_3

fbea]

% Diode Array
43510.000a
E Range: 4.733e-1
3.0e-13
2 5e-13
2.0e-15
1.5e13
"2 1.0&1:
5.0e-23 258
0.05 158
50823
-1.0&-15
150 200 250 3.00 350 4.00 450 5.00 550 6.00 6.50 7.00 750 8.00 8.50 9.00 950 10.00
& K | N » =
Ferrioxamin D2 Ferrioxamin E Ferrioxamin E Acyl-ferrioxamin 1 Desferrioxamin H Acyl-ferrioxamin 3
200107_k622_3 290 (2668) 200107_k622_3 383 (3.209) 200107 _k622_3 437 (3.518) 200107_k622_3 495 (3.863) 200107_k622_3 538 (4.100) 200107_k622_3 924 (6.342)
100~ - T 540243 52883 400+ 654,264 1.07e4 400, 654269 361 100+ 690.307 218e3 450 461265 7.43e3 490 712.386 1.88e3
652254
= = = = e 713.396
655 267 655 264 656282 691310 ] ]
sat2er i 653.256 , 462270 .
638256 642252 652.276 656 279 | 688.307 692319 ] 163269 710.375 714,393
: 460252 -
0 T T T 1 miz - T T T T miz ! L — T 56?%"1 P S T 69?%32 04 T T T bt miz T 1 T T miz
638 630 640 641 642 643 652 653 654 655 6% 657 652 653 654 655 656 657 688 680 690 691 692 693 450 460 461 462 463 d6d 710 711 712 713 714 715



Priloha 14: Zjisténé siderofory produkované kmeny pochéazejicimi z lokality Piibram.

Oznaceni kmenu

Kultivaéni medium

Nazev sideroforu

PR5

GYM

siderochelin A

pyridoxatin

salmochelin S1

kyselina aspergillova

acinetoferrin

PRS0

GYM

kyselina aspergillova

desferrioxamin E

PR57

GYM

desferrioxamin E

ferrioxamin E

kyselina aspergillova

PR62

GYM

kyselina aspergillova

pyridoxatin

10PL107E

GYM

ferrioxamin Al

desferrioxamin Al

ferrioxamin B

desferrioxamin B

kyselina aspergillova

acyl-ferrioxamin 1

desferrioxamin H

desferrioxamin D2

acyl-desferrioxamin 1

desferrioxamin E

acyl-desferrioxamin 2

G-Fe

desferrioxamin Al

desferrioxamin B

desferrioxamin D2

desferrioxamin D1

desferrioxamin E

10PL41E

GYMel.2

desferrioxamin B

ferrioxamin B

kyselina aspergillova

acyl-desferrioxamin 1




Piiloha 15: Chromatogram z LC-MS pro kmen 10PL107E kultivovany v mediu GYM a vyznaceni zjisténych sloucenin.

10PL107E (GYM)
CSH C18 63 0i1FA ACN 7 8 0
200107_k€22_14 " A €9 ‘l qll 3 Diode Aray
172 435 10.000s
00d Range: 1.18%1
-20e-27
4029
Q -8.0e-273
-8.0e-27
-1.0e17
B R ¥ Y R i~ i R MRl RS T R R Y R 3 R R e R~ SR ¢ R R ~ Rt ) 1000
< > B > > >
1. Ferrioxamin Al 2. Desferrioxamin A1 3. Ferrioxamin B 4. Desferrioxamin B 5. Kyselina aspergillova 6. Acyl-ferrioxamin 1
200107_k622_14 316 (2.833) 200107_k622_14 328 (2.899) 200107_k622_14 353 (3.044) 200107 k622 14 366 B.115 200107 k622 14 455 (3.623 200107_k522_14 500 (3.877)
100 e 30e3 100 A 1.45¢4 400, oiszs 26063° U Tooram | 887ed 1, M3 18763 10 es0,301 I3
013317
2 €91.202
601253
84,40 815274 562360 '
i e 247 et ' ! 21a ! 688307 8311
r / 549348 01629 563269 211011 213151 {
0 . : i I " 560,351 i R N 2 :
0-r T T T T 4 0-r T T T T T miz 0 T T r T T O T T T T Tmi/z 0-r T T T 1 T O-r T T T T T miz
598 S99 600 601 602 603 545 546 547 548 549 550 612 613 614 615 616 617 559 560 S61 562 563 209 210 211 212 213 214 688 689 690 691 692 693
7. Desferrioxamin H 8. Desferrioxamin D2 9. Acyl-desferrioxamin 1  10. Desferrioxamin E 11. Acyl-desferrioxamin 2
5 200107_k622_14 671 (4.835) 200107_k622_14 948 (5.408)
200107_k622_14 545 (4.131) 200107_k622_14 614 (4.516) 200107_k622_14 642 (4.677) e
100- 461259 8.08¢3 100+ 587338 9.61e3 100+ = = §37.394 22104 1001 601.356 232e4 409- 679.400 8.47e3
¥ # ¥ * s 680,402
! §88.339 J 638.397 602357
b 589.351 ]
! 585.360 |1-s80.492 639,396 603.360 ! 681.413
460.259 463254 s 635,383 600.351 678.395
T T T T T T MiZ 0 T T T T T miz
599 600 601 602 603 604 677 678 679 680 681 682

450 460 461 462 463 464

01 T
585 586 587

T T T Mz
588 589 590

T T T T T M2
635 636 637 638 639 640



Piiloha 16: Chromatogram z LC-MS pro kmen 10PL107E kultivovany v mediu GAUZE-Fe a vyznaceni zjisténych sloucenin.

10PL107E (G-Fe)

CSH C1863 0i1FA ACN
200107_k622_15

-2.0e-2
-4 o:-zi
=2 60e23
-8.0e-2

1.0e-13

3: Diode Array
435 10.000a
Range: 1.187e-1

1.50 2.00 250 3.00 350 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 800 8.50 9.00 3.50
| 4 | i >
Desferrioxamin Al Desferrioxamin B Desferrioxamin D2 Desferrioxamin D1 Desferrioxamin E
200107 _k822_15 336 (2.933) 200107 _k622_15 368 (3.121) 200107_k622_15 609 (4.518) 200107 _k622_15 647 (4.740) 200107 _k622_15 659 (4.809)
100- 547 344 566e3 190~ 561.365 3ted |00 587.343 1.40e3 100~ 603.372 6.13e3 400 601.357 1.56e4
= = = = =
548.344 ] —— 589.354 604.372 602 362
‘ | 603.364
549.342 563,367 589578 1 605.372
546.346 560.353 586.326 602.362 600.344
0t 1t—"— |I T miz 0- T T T |I T m/z [ 1 T r miz 0-7 —— T t T miz 0 T T T T m/z
545 546 547 548 549 550 559 560 561 562 563 564 585 586 587 588 589 590 601 602 603 604 605 606 599 600 601 602 603 604



Priloha 17: Zjisténé siderofory produkované kmeny pochdzejicimi z lokality Dévin.

Oznacéeni kmenu

Kultivaéni medium

Nazev sideroforu

ferrioxamin E

GYM - -
desferrioxamin E
05DE515b desferrioxamin D2
G-Fe ferrioxamin E
desferrioxamin E
desferrioxamin B
GYM - -
kyselina aspergillova
GYMel.2 desferrioxamin B
desferrioxamin B
05DES539 G-Fe ferrioxamin E
desferrioxamin E
ferrioxamin D2
G-Fe+FeCl; ferrioxamin E

ferrioxamin D1




Piiloha 18: Zjisténé siderofory produkované kmeny pochazejicimi z lokality Stampfal.

Oznaceni kmenu | Kultivaéni medium |Nazev sideroforu
GYM ferrioxamin E

0557891 G-Fe el.2 ferrioxamin E

kyselina aspergillova
desferrioxamin E
kyselina aspergillova

05ST933 GYM




Piiloha 19: Chromatogram z LC-MS pro kmen 05SDES515b kultivovany v mediu GYM a vyznaceni zjisténych sloucenin.
0SDES15b (GYM)

CSHC1863 0iTFAACN

200107_k622_6 3: Diode Array

43510.00Ds
0.0 Range: 1.479e-1

-2.0e-27
-4 .0e-24

-8.0e-24

L
-8.0e-2
1.0e-14
1.2=-19
1.4e-13
15 200 2% 300 | 35| = 400 45 500 55 600 @50 700 7S €00 850 900 850 1000
Ferrioxamin E Desferrioxamin E Desferrioxamin E
200107_k622_6 380(3.217) 200107_k622_6 448 (3.620) 200107_k622_6 671 (4.904)
100~ 654,266 684 100~ 601.354 864 100~ 601.351 3.54e3
3 3% %+
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Piiloha 20: Chromatogram z LC-MS pro kmen 05DES515b kultivovany v mediu GAUZE-Fe a vyznaceni zjisténych sloucenin.
0SDES15b (G-Fe)
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