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Abstrakt

Bakterie mlécného kvaseni jsou vyznamnou skupinou
mikroorganismd, kterd, v rdmci ochrany rostlin, posky-

tuje rostlindm tadu benefitl véetné posilovani rezistent-
nich mechanismu rostlin a pfimého protektivniho téinku
vici bakteridlnim a fungalnim patogentim. Protektivni
ucinek neni samoziejmou vlastnosti druhu ¢&i izolata
bakterii mlééného kvaSeni, ale je podminén geny, expri-
maci jejich produkti do substratu, stabilitou metabolith
a spektrem jejich ucinku. Screening izolatt laktobacilt
izolovanych z nadzemnich a kofenovych casti luskovin
ukazal na vyznamné nizs$i produkci kyseliny mlécné
a octové oproti vybranym kmentim ze sildzi s verifikova-
nym antifungdlnim G¢inkem. Genetickd analyza potvrdi-
la u v8ech izolatl zastoupeni genii kédujici bakteriociny
Tridy 2a a chitindzu. Pfitomnost proteinu s chitinolytic-
kou aktivitou (LACO chitin binding protein) o velikosti
22,19 kDa in vitro byla potvrzena u bezbunécného super-
natantu z vétsiny izolatli, pouze u tfech izolatd nebyl pro-
tein detekovéan (A, C a G). Antifungalni testy ukézaly, Ze
frakce bezbunécného supernatantu o velikosti 2-30 kDa
ma vyznamny inhibi¢ni G¢inek na riist mycelia péti druht
fusarii, a to zejména z izolatd L. plantarum (B, J) a L.
pentosus (G, H).

Klicova slova: antifungalni aktivita, charakterizace
izolatt, Fusarium spp., laktobacili

Abstract

Lactic acid bacteria represent fermentative microor-
ganisms that, under the application in plant protection,
provide many benefits to plants, including induction and
reinforcement of protective mechanisms and direct pro-
tection against bacterial and fungal pathogens. The pro-
tective effect of LAB is a complex of strain-specific traits
conditioned by genes and its expression in a substrate, the
stability of metabolites and the spectrum of its impact.
The screening of strains of lactobacilli from the upper
part and roots of legumes showed that the production of
lactic and acetic acid was significantly lower compared
with strains from silages with verified antifungal acti-
vity. Genetic analysis confirmed the presence of genes
coding bacteriocins Class 2a and chitinases in all isolates
from legumes. The protein (LACO chitin binding pro-
tein) 22,19 kDa with chitinolytic activity was detected in
cell-free supernatants except for A, C and G isolates. The
antifungal tests showed that a fraction of size 2-30 kDa
of cell-free supernatants inhibited the mycelia growth of
five Fusarium species significantly, especially those ob-
tained from isolates L. plantarum (B, J) and L. pentosus
(G, H).

Keywords: antifungal activity, characterisation of iso-
lates, lactobacilli, Fusarium sp.

Uvod

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou znamé
predevsim jako probiotika, mlékarské a pekarské kultury
vyuZzivané v potravinarském a krmivarském primyslu a ve
farmacii, humdnni a veterindrni mediciné. Vyuziti BMK
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zavisi na funkcnich vlastnostech konkrétniho kmene
(pfipadné kombinaci kmenti) BMK. Tyto vlastnosti jsou
fizeny geny, jejichz exprimace do metabolicky funkénich
produktii je podminéna fadou faktord, které nejsou zcela
znamé (Scano a kol., 2021; Palla a kol., 2020). Z hle-
diska praktického vyuziti BMK v ochrané rostlin vici
bakteridlnim a fungalnim patogentim rostlin, je vyznam-
nou vlastnosti BMK antimikrobialni a antifungalni ak-
tivita. Za funk¢ni metabolity s antimikrobidlni a anti-
fungalni aktivitou jsou, na zakladé rady védeckych studii,
povaZovany zejména kratkoretézcové organické kyseliny
a jejich fenylované formy, diacetyl acetoin, enzymy, pro-
teiny a peptidy a produkce kyseliny indoloctové (IAA)
(Garcia-Cano a kol., 2019; Salas a kol., 2018; George
a kol., 2018). Vyznamnym zdrojem BMK jsou, kromé
mléka a mlécnych vyrobkd, také tradicni fermentované
substraty, at uz se jedna o potraviny rostlinného ptivodu,
jako je kvasSené zeli, kimc¢i, kvasy a kvasky, nebo silaze
¢i senaze. Druhy BMK ale také ptirozené osidluji padni
prostiedi, vyskytuji se v kompostech, v sildzich a jako
soucast fyloplanu a rhizoplanu rostlin (Fhoula a kol.,
2013) i kdyz v nizSich poctech (1x10%-10° KTJ.1g") v po-
rovndni s ostatnimi piidnimi mikroorganismy (Strafella
a kol., 2021).

Soucasné vyzkumy potvrzuji, Ze pokud kmeny BMK
pochazeji z konkurencné bohat$iho prostredi, je vice
pravdépodobné, Ze budou vykazovat antifungalni a anti-
mikrobidlni a¢inky (Yu a kol., 2021). BMK se fadi mezi
bakterie podporujici rist a rezistentni mechanismy rostlin
(PGPM) (Lamont a kol., 2017). Zpfistupniuji a zlepSuji
rostlindm prijem zivin, plsobi jako ochrannd agens
v ramci biologické ochrany, indukuji obranné reakce
rostlin na abioticky a bioticky stres a také produkuji latky,
které stimuluji rist rostlin (fytohormony) (Jaffar a kol.,
2023). Vyuziti BMK a jejich bioaktivnich produkti
v biologické ochrané rostlin v tritrofickém systému
rostlina-patogen-BMK je zmapovéano zejména vici bak-
teridlnim patogenim (Daranas Boadella a kol., 2018);
fungdlnim rostlinnym patogeniim (Lopez-Seijas et al,
2020) i k poskliziiové ochrané ovoce a zeleniny (Linarez-
Morales a kol., 2018). Hlavni limity pro vyuZiti BMK
jako Zivych funk¢nich bunék v biologické ochrané ros-
tlin predstavuje pfedev§im kmenova specificita a nizka
konkurenéni schopnost BMK v prostiedi rostlin a pudy.
MozZnosti je vyuzit v ochrané rostlin pouze samotné bio-
aktivni produkty BMK zpravidla ve formé bioaktivnich
fermentt (Bettiol a kol., 2008; Crisp a kol., 2006). Pro
vyuziti samotnych metabolitt BMK ve fermentech je
také klicovy vybér vhodného kmene, ale také nosného
substratu tak, aby nedochézelo k prilisné acidifikaci a ne-
obsahoval zbytkové cukry. Fermenty by mély vykazo-
vat funk¢ni stabilitu a nemély by byt zdrojem Ziviny pro
nezadouci mikroorganismy a vlaknité houby. Antifungal-
ni efekt BMK vici bakteridlnim a fungalnim patogeniim
luskovin byl testovan na urovni in vitro testd, skleni-
kovych a polnich pokusi na fadé leguminéz, jako napf.
podzemnice olejna, hrach, s6ja (Daranas Boadella a kol.,

2018; Swieca a kol., 2018). BMK jsou rovnéz schopné
detoxifikovat mykotoxiny, jenz fungalni patogeni do rost-
lin produkuji (Sadiq a kol., 2019; Perczak a kol., 2018).
Aplikace BMK do luskovin poskytuje ochranu pred pa-
togennimi mikroorganismy, ale také stimuluje klicivost,
prijem Zivin a riist rostlin (Limanska a kol., 2015; Swieca
a kol., 2018). V na$i studii jsme se zaméfili na charak-
terizaci izolati BMK, konkrétné izolatt laktobacila zis-
kanych z nadzemni i kofenové ¢asti leguminéz (hrich,
s6ja, lupina). Charakterizace zahrnovala mapovani genti
kodujici bakteriociny a chitindzy a jejich exprimaci
in vitro v zZivném médiu pomoci proteomickych metod.
Bezbunécné supernatanty laktobacilt izolovanych z lus-
kovin byly testovany na antifungédlni aktivitu vici péti
druhtim fusarii, izolovanych ze stejnych lokalit a porostt
jako laktobacily.

Material a metody

Izolace a identifikace laktobacilii

Rostliny hrachu, lupiny a séji v riznych fazich vyvo-
je byly celé odebirdny z pokusnych pozemkit ZTF JU
v Ceskych Budgjovicich a CZU v Praze. Mikrobiologické
rozbory pudy a rostlin byly provadény s cilem ziskat di-
voké izolaty BMK rostlinného pivodu a ziskat informace
o Cetnosti jejich pfirozeného vyskytu na luskovinach.
V tloucku byly homogenizovany zvlast koreny, listy
a stonky a 1 g homogenizovanych rostlinnych pletiv byl
nafedén ve fyziologickém roztoku a kultivovan na MRS
(MilliporeSigma, Némecko) s vankomycinem (Getham
Life Sciences, UK) (na 100 ml pidy bylo pouzito 0,5 ml
sterilniho zasobniho roztoku o koncentraci 10 mg/ml).
Kultivace probihaly v 30 °C po dobu 5 dni. Morfologie
bunék z kolonii byly hodnoceny mikroskopicky (Gramo-
vo barveni). Z vybranych kolonii BMK byla izolovana
DNA. Zastoupené BMK ve fyloplanu bylo vyhodnoceno
kvantitativng, jako pocet KTJ.g"' homogenizované hmo-
ty. Jednotlivé kolonie vyizolovanych mikroorganismu
byly mikroskopovany (Olympus BX 43, Japonsko)
a zarazeny dle mikromorfologie bunék. Pocet kolonie
tvoticich jednotek (KTJ) byl odecitan po 5 dnech. Pocty
BMK byly logaritmovany. Vzhledem k nestejnému poctu
vzorkd z hrachu, lupiny a s6ji byly pocty mikrobidlnich
jednotek nélezejici k BMK porovnavany neparametric-
kym Kruskall-Walissovym testem (Statistika Software,
v.12.1.), a to jako koncentrace BMK na tfech druzich
rostlin, a porovnavén byl také rozdil mezi nadzemni a ko-
fenovou ¢4sti rostlin.

Nasledné byly sterilné odebrany reprezentativni kolo-
nie mikroorganismii k analyze DNA (Kavkova a kol.,
2022a). Bakteridlni DNA byla izolovana pomoci DNeasy
UltraClean Microbial Kit (Quiagen) dle instrukci v ma-
nualu. Gen pro 16S SSU ribozomélni RNA byl amplifi-
kovan primery fD1 (5’-ccg aat tcg tcg aca acA GAG TTT
GAT CCT GGC TCA G-3’) a rP2 (5’-ccc ggg atc caa
gct tAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-3°) (Weis-
burg a kol. 1991). PCR byla provddéna v 25 pL reak¢nich
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objemech [0.5 uL kazdého z primert (10 uM), 1 pL tem-
platové DNA, 12.5 uL 2x PPP Taq MasterMix (TopBio),
and 10.5 pL of ddH20)]. Podminky amplifikace byly
nasledujici: 95 °C /2 min; 35 cykla (95 °C/305s, 55 °C/30s,
72 °C/60 s); 72 °C/8 min. PCR produkty byly separovany
na barveném (GelRed®, Biotium, Fremont, QC, Canada)
gelu 2% SeaKem agarosovém gelu (SeaKem®LE; Lonza,
Rockland, ME, USA) po dobu 120 minut pfi 60V. Vi-
zualizace PCR produktii byla provedena s pouzitim Gene
Genius Bio Imaging System (Syngene, Frederick, MD,
USA).

Pred odeslanim na sekvenaci byly PCR produkty
osetfeny 2 uL ExoSAP-ITTM podle instrukei vyrobce
(ThermoFisher Scientific, Baltic UAB, Vilnius). Produk-
ty byly sekvenovany u Eurofins Genomics Germany
GmbH (Ebersberg, Germany) pomoci fD1 sekvena¢niho
primeru. Identifikace studovanych bakterii byla prove-
dena na zakladé homologii ziskanych sekvenci genu pro
16S SSU ribozomalni RNA se sekvencemi uloZenymi
v databazi NCBI pomoci BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi).

U izolatd L. plantarum byly hodnoceny funkéni vlast-
nosti, jako je acidifikace substratu, produkce kyseliny
mlécné a octové, pritomnost genli zodpovédnych za
produkci bakteriocind Tridy 2a a chitindz a dile expri-
mace téchto genl v substritu in vitro pomoci proteo-
mickych metod.

Charakterizace laktobacilu

Méreni pH a produkce organickych
kratkoretézcovych Kkyselin

Hodnoty pH byly stanoveny u bezbunécnych super-
natantll ziskanych po 24 h kultivaci laktobacilii vyizolo-
vanych z rostlin luskovin (Tabulka 3) v MRS+FGGM pfi
30 °C pomoci pH metru InoLab pH 720 a elektrody Sen-
Tix Sp (WTW, Némecko).

Bakteriociny
Pritomnost genid pro bakteriociny tfidy 2a a chitindzu
(ChiA) byla ovéfena amplifikaci pomoci primerd uve-

Tab. 1 Pouzité primery pro amplifikaci bakteriocin( tfidy 2a a chitindzy

Pouzité primery:

denych v tabulce 1 (Kavkova a kol., 2022a). PCR byla
provadéna v 25 uL reakénich objemech [0.5 uL kazdého
z primert (10 uM), 1 uL templatové DNA, 12.5 uL of
2x PPP Taq MasterMix (TopBio) a 10.5 pL. ddH,0)].
Podminky reakce byly nastaveny nasledovné: pre-de-
naturace pii 95 °C 2 min, déle 35 cykld po 95 °C 30 s,
nasedani primerd 30 s pii 44 °C (bakteriociny) / 46 °C
(chitinaza), extenze 72 °C 60 s. Zavérecna extenze 72 °C
8 min. PCR produkty byly separovany na 2 % SeaKem®
LE agar6zovém gelu (Lonza, Rockland, ME, USA) obar-
veném pomoci GelRed® (Biotium) pti 70 V for 120 min.
Vysledky byly vizualizovany pomoci GENE GENIUS
Bio Imaging System (SYNGENE, USA).

Detekce funkcnich proteint a peptida

Extracelularni proteiny a peptidy byly izolovany
z bezbunécnych supernatanti pomoci ultrafiltracnich
kolonek AMICON 30 MWO (Sigma Aldrich, USA)
(Kavkova a kol, 2022a). Profil extracelularnich peptida
a proteind byl detekovan podle Haider a kol., 2011 me-
todou Tricine-SDS-PAGE na 15 % a 12 % polyakrylami-
dovém gelu. Charakterizace produktli z bezbunécnych
supernatantll probihala na TimsTOFPro (Sandow a kol.,
2019) (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) a Ultra-
High-Performance Liquid Chromatography UltiMate
3000 nano UHPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) s naslednym vyhodnocenim v databazich.

Antifungalni testy

Vyznamnym patogenem s produkci mykotoxinil jsou
fusaria. Infikuji a decimuji porosty luskovin zejména ve
fazi kli¢nich rostlin a mladé porosty. Z pud a zrna lusko-
vin bylo izolovano a pomoci molekularnich (Kavkova
a kol., 2022b) a morfologickych metod (Samson a kol.,
2011) identifikovano osm druht fusarii. Pro ucely tes-
tovani antifungalni aktivity bylo pouzito pét druht uve-
denych v tabulce 2. Interakce mezi laktobacily a fusarii
byly testovany modifikovanou metodou podle Demirba
a kol., 2017 (Kavkova a kol., 2022¢). Za tcelem testo-
vani byly izolaty fusérii kultivovany metodou prelivu
vytemperovanym bramborovym agarem (PDA, Hime-
dia, Indie), a to tak, Ze 1ml inoku-
lum ve formé kapky obsahovalo
1.105 konidii ve fyziologickém
roztoku. Takto pripravené Petriho

Forward Reverse Sekvence (5’ to 3’) Ocekavana velikost  Amplifikovana
produkiu (bp) oblast misky byly kultivovany pii 25 °C,
BCgriNSt GGT GGT AAA TAC TAT GGT AA Bakteriocin lla, 5 dni. Laktobacﬂy byly kultivo-
BCgr1R1K | CC CCA GTT AAC AGA GCA Klastr 1 vany 24 h v MRS bujéonu s FGGM
BCgr2Nsf ATG AAA AAG AAA KTA KTW AA 123 Bakteriocin Ila, (kvasni¢ny extrakt, pepton, dex-
BCgriR2K | TT ACA ATA MAS ACC ATT TCC Klastr 2 trosa) bujonu (Himedia, Indie),
BCgraNSf1K AAA ATA TTA TGG AAA TGG AGT 88, 159 o v 50 ml sterilnich falkonach. Po
BCgrANSi2D TTA GCA CTT CCC TGG AAT Bakﬁg;’fr'z "2 kultivaci byly falkony s nakultivo-
BCgr4R1K | A GAC ATT CCT GCA ATA CAA vanou kulturou centrifugovany pfi
BCgr5NSf1K GAT TGG GGA AAA GCT ATT 69, 131 . 13,600 ot/min po dobu 10 minut
BCgr5NSf2D GGT GGA AAA TAC TAC GGT AA Baerioc 12, | 2 pres mikrobidlni stifkatkovy
BCgr5R | TT CCA ACC AGC DGC TCC filtr (0,22ul) (Filtratech, Francie)
chiFEMSF GAT ATC GAC TGG GAG TTC CC 400 Chitinasa byl ziskdn bezbun&ny superna-
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Tab. 2 [zolaty fusarii pouZzité v ramci antifungalniho testu
in vitro

Znaceni izolatu Druh

F3 Fusarium proliferatum ptida
D3 Fusarium oxysporum ptida
H1 Fusarium avenaceum hréch zrno
FC Fusarium culmorum ptida
L3 Fusarium sporotrichoides lupina zrno

Tab. 3 Vybrané izolaty Lactiplantibacillus plantarum,
Lactiplantibacillus pentosus a Lacticaseibacillus
paracasei na charakterizace antifungalnich
vlastnosti a aktivity

Izoldty
druh pivod
A L. plantarum | Nadzemni a podzemni ¢dst leguminéz
B L. plantarum
C L. plantarum
D L. plantarum
E L. plantarum
F L. paracasei
G L. pentosus
H L. pentosus
J L. plantarum
CCDM 191 | L. plantarum | SiléZe
CCDM 196 | L. plantarum | Charakterizace kmeni Kavkova a kol. 2022a.
CCDM 1110 | L. plantarum | Neznamého plvodu

tant, ktery byl pres ultrafiltracni kolony AMICON 30
MWO (MERCK, USA) rozdélen na dveé frakce, filtrat
s proteiny a peptidy mens$imi neZ 30 kDa a koncentrat
s proteiny nad 30 kDa. Obé frakce byly pouZity k tes-
tovani antifungalniho ucinku produktii laktobacilli vici
uvedenym péti kmentim fusarii, a to tak, Ze kazda frakce
tvorila 20% podil kultivaéniho média. Na kazdou mis-
ku s frakci bezbunécného supernatantu z laktobacill
byly preneseny dva terciky od kazdého jednoho druhu
fuséria vyfiznuté korkovrtem z nakultivovanych kultur.
Misky byly umistény v 25 °C v termostatu. Radidlni
rast mycelia byl méfen po 24 h po dobu 5-7 dni. Od

okraje kazdého ter¢iku byl méfen riist mycelia na ctyfech
mistech. Rist mycelia z ter¢ikt fusarii na Cistém PDA
predstavoval kontrolni variantu. Celé experimenty vcetné
kontrol byly opakovény trikrat véetné vSech méreni. Data
byla zpracovana v programu Statistica Soft. (StatSoft
Europe, Hamburg, Germany) metodou analyzy variance
s faktoridlnim designem pii p<0,05<a s naslednou Post
Hoc analyzou (Post Hoc Tukey test) (Lep$ a Smilauer,
2016). Prezentovana data predstavuji statistické hodnoty
(Df — stupné volnosti, F—hodnota kvantil{l, a p — nejmensi
hladina vyznamnosti testu). Za faktory, které maji vliv
na rust mycelia, byly brany jednotlivé izolaty a kmeny
laktobacild, izolaty fusériii a frakce bezbunééného super-
natantu laktobacild vyssi a nizsi nez 30 kDa.

Vysledky a diskuze

Po¢ty BMK (KTJ.g") kolonizujicich nadzemni ¢asti
a koreny a hlizky béhem rastového obdobi byly vyhod-
noceny u tfech druhti luskovin, hrachu, lupiny a séji.
Maximalni po¢ty dosahovaly hodnot 4 log KTJ.g! u nad-
zemnich ¢asti hrachu v dobé kvétu. Primérné hodnoty
koncentrace BMK dosahuji do 2 log KTJ.g!. I kdyz hod-
noty na obrazku 1 ukazuji na vyssi pocty BMK v nad-
zemnich castech rostlin, hodnoty BMK, v porovnani
s kofeny a hlizkami, nebyly statisticky vyznamné rozdil-
né (Kruskall-Wallistv test, H, 7=2,49; p<0,115). Zas-
toupeni BMK ve fyloplanu neni vyznamné ovlivnéno ani
druhem luskoviny, jak ukazuje Obr. 2 (Kruskall-Wallistv
test, Ho76=1,57; p<0,46).

Koncentrace BMK v nadzemni a kofenové ¢asti lusko-
vin odpovidaji pfirozenému vyskytu BMK na rostlinich
(Yu a kol., 2019). BMK jsou v ptirodnich ekosystémech
soucasti rozsahlych mikrobidlnich a fungalnich komunit,
kde si metabolity udrzuji pozici v uvedené koncentraci
mezi pseudomonadami, sporotvornymi bacily, klostri-
diemi a dalSimi saprofyty a komenzaly. Jejich podil
v bakteridlnich komunitich rGznych rostlin se pohy-
buje od 0-5% (Miller a kol., 2019). Rada faktoru, jako
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Obr. 1 Rozdil v poctech kolonii BMK v nadzemni
a kofenové céasti luskovin. Data predstavuji prameér
a smérodatnou odchylku.

Obr. 2 Rozdil v celkovych poctech kolonii u hrachu, sdji
a lupiny. Data predstavuji pramér a smérodatnou
odchylku.
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Tab. 4 [zoldty BMK ziskané z nadzemni a kofenové casti luskovin (hréch, sdja) na MRS

S vankomycinem

Druh BMK

Lactiplantibacillus plantarum
Loigolactobacillus coryniformis
Lactiplantibacillus pentosus
Lacticaseibacillus paracasei
Lactococcus lactis
Lactococcus mesenteroides

Lactococcus mesenteroides Ssp.
Jonggjibkimchi

Sporolactobacillus nakayamae

Pocet
izolata

Cast rostliny

hlizky, kofen, list
hlizky a kofen
list

list

list

koren a list

list

Ostatni
mikroorganismy

Clostridium arbusti
Clostridium
tyrobutyricum
Clostridium beijerinckii
Weizmannia coagulans
Weissella ceti

Houbové
organismy

Apiospora arundinis
Mucor circinelloides
Metschnikowia
chrysoperlae
Metschnikowia sinensis
Mucor
pseudolusitanicus

Tab. 5 pH kultivacniho média, experimentalniho média PDA s pridavkem frakce (2-30 kDa)
s metabolity laktobacilti a produkce kyselin v kultivacnim médiu pro vS§echny
testované izolaty a kmeny laktobacild.

pH MRS +FGGM

4,02
4,05
3,92
3,94
3,93
4,19
4,07
4,06
3,88
3,89
3,92
3,72

- T oo Mmoo wWw >

CCDM 191

CCDM 196

CCDM 1110
Statistické parametry

Ft1,320=38,6;
p<0,23, N=12

pH PDA+20 %CFS

4,10
4,13
4,06
4,06
4,08
4,32
4,12
4,12
3,98
3,95
4,04
3,85

F1,320=56,3;
p<0,15, N=12

Kyselina mlééna
mg/100 ml

1342,080+1,52°
1299,510+1,23°
1331,789+0,85°
1296,235+0,78°
849,562+1,32¢
1289,687+1,12°
1291,242+0,38°
1257,656+1,78°
1238,648+1,56°
1739,2+0,22°
1715,7+0,35
2147,5+0,28°

Fii1,320=521,3;
p<0,00E, N=12

Kyselina octova
mg/100 mi

557,94+0,23¢

563,565+1,12¢
554,189+0,85°
568,253+0,45°
558,877+0,39°
517,792+1,13°
618,808+1,52b
578,871=0,41°
573,299+1,23¢
640,97 +0,52%
670,90+0,68*
707,92+0,23¢

F1,320=206,7;
p<0,001, N=12

fenotypicka faze rostliny, rostlinné exudaty a pidni pod-
minky, hraje vyznamnou roli pfi kolonizaci BMK na-
dzemnich a podzemnich casti rostlin (Lopez de Felipe
a kol., 2022; Yu a kol., 2019). Patrné je to zejména na
korenech hrachu (Obr. 1). Na zakladé sekvenace tseku
16S DNA bylo identifikovano 8 druhtt BMK (Tabulka 4).

Tab. 6 Zastoupeni gent zodpovédnych za produkci bakteriocind TFidy 2a a chitindzy
u izolatd L. plantarum z rostlin luskovin. Detekce LACO CBP (22,19 kDa) in vitro
ve filtrdtu laktobacilti (<30 kDa) na 12% Tricine-SDS gelu.

L. plantarum  Klastr 1

+ + + +

191
196
1110 + -

+ + + +

+ + + + +

Klastr 2 Klastr 4-1 Klastr 4-2 Klastr 5-1

Klastr 5-2

Vice produktli

Vice produktli
Vice produktti
+
+
Vice produkt

+ + + +

chitinaza LACO CBP

+ +
++ -
+ +
+ +
++ +
++ ++
++ +
+ +
+ ++

*jing druhy laktobacildi, neZ L. plantarum

Nejvice izolatd nalezelo
k druhu Lactiplantibacillus
plantarum a Lactococcus
lactis. 1zolaty L. plantarum
byly experimentalné testo-
vany na pritomnost gent
zodpovédnych za produk-
ci bakteriocint Tridy 2a,
chitindz a na produkci anti-
fungéalnich latek in vitro.
U téchto izolatd byla také
testovana antifungalni
aktivita in vitro viaci péti
druhtim fuséarii izolova-
nych z luskovin.

Produkce organickych
kratkoretézcovych kyselin
je vysledkem fermentac-
niho procesu BMK v sub-
stratu. Tyto kyseliny a zej-
ména jejich fenylované
formy maji prokazatelny
antimikrobidlni a anti-
fungalni ucinek (Sadiq
a kol., 2019). Produkované
kyseliny reguluji také pH
prostiedi a kultivacniho
¢i  aplikacntho  média,
ovliviiuji tim také sloZeni
mikrobidlnich a fungél-
nich konsorcii na rostling.
Mezi testovanymi izolaty

a kmeny laktobacili byly vyznamni producenti kyseliny
mlécné a octové. Jednoznacné nejvyssi produkce orga-
nickych kyselin byla zaznamendna u kmene 1110
a kmentt CCDM 191 a 196 ze silazi (Tabulka 5). Izolaty
laktobacili z rostlin jsou vyznamné niz$imi producenty
obou mérenych kyselin, i kdyz pH hodnoty nevykazuji

vyznamnou variabilitu. Je
tedy mozné, Ze disponuji
jinymi kyselinami ¢i for-
mami kyselin, které jsme
izotachoforézou nenameé-
fili.

U vsech izolata L. plan-
tarum, byly pritomné geny
bakteriocind tfidy 2a (Ta-
bulka 6), i kdyZ se zastou-
peni gent v jednotlivych
klastrech mezi izolaty
lisilo. Variabilita je patrna
zejména mezi klastry 4-1
as-1.

Geny zodpovédné za
produkci chitindz  byly
pfitomné ve vSech izo-
latech L. platarum, zv1ast
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silny signal byl u izolatd C a J. Exprese téchto genti byla
overovana pomoci Tricine-PAGE na 12 % polyakryami-
dovém gelu (Scano a kol., 2021; Raveshot a kol., 2018).
Na gelu byly zfetelné produkty v oblasti 20-25 kDa,
které po izolaci na hmotnostnim spektrofotometru byly
potvrzeny jako LACO chitin-binding protein (CBP).
V oblasti 2-5 kDa byly zfejmé peptidy, které odpovida-
ji velikosti bakteriocint. U izolath ze silazi byly stejné
analyzy provedeny v roce 2021 (Kavkova a kol., 2022a).
Analyza Tricine-SDS gelu (Tabulka 6) zachytila vyskyt
chitindz i u izolatu H (L. pentosus), ale k expresi ne-
dochazelo u izolatd G, C a A (L. plantarum) a zcela
odli$né, prozatim nezndmé spektrum proteinil se ukdzalo
u F (L. paracasei). Podminky exprimace gend do jejich
funkéni formy (enzymy, peptidy) v nosnych médiich ne-
jsou zatim znamé. Je to patrné zejména u izolatu C, kde
signdl pfi detekci genu pro chitindzu byl sice silny, ale
k Z4dné expresi in vitro nedoslo a také vysledny inhibicni
efekt vici fusariim byl nizky v porovnéani s ostatnimi
izolaty. Naopak, u izolatu J byly detekovany geny kodu-
jici chitinazu, doslo k exprimaci CBP a frakce filtratu
(2 — 30 kDa) vyznamné¢ inhibovala rist mycelia. Detekce
gent zodpovédnych za produkty s antifungalni a antimik-
robidlni aktivitou u L. pentosus a L. paracasei vyzaduje
jiné primery, nez byly pouzity u druht L. plantarum.
Rist mycelia fusdrii in vitro ovliviiovaly vSechny testo-
vané faktory i jejich kombinace (Tabulka 7). Testy ukaza-
ly, Ze 20% podil frakce < 30kDa je jednoznacné ti€inné;jsi
a vyznamné inhibuje rdst mycelia ve vSech pfipadech
oproti koncentratu, obsahujicimu proteiny = 30 kDa
(Tabulka 7, Obr. 3). Obecné, nejvyssi inhibi¢ni ucinek
je prokazatelny u izolath G a H nélezejicich k druhu
L. pentosus, nejméné ucinny byl supernatant izolatt F
(L. paracasei). 1 kdyZ kmeny L. plantarum (191, 196)
ze silazi produkuji vyznamné mnoZzstvi kyseliny mlécné
a octové, byly u nich detekovany geny pro produkci
bakteriocint tfidy 2a a exprimuji chitinazy, jejich tcinek
byl vyznamné nizs§i nez u izolatd L. pentosus (G, H)
a izolata L. plantarum z luskovin (B, J). V ramci kom-
plexu izolath L. plantarum ziskanych z luskovin je zrej-
mé, ze bez antifungalniho testu s fusarii nelze izolaty
z hlediska inhibi¢niho tc¢inku hodnotit, i kdyZ jsou po-
psany jejich profily z hlediska funk¢nich genti a proteinti.
Antifungdalni aktivita je vysledkem mnoha faktori a inte-
rakci BMK a cileného houbového organismu. Rozdil
v rlstu mycelia u kontrolnich variant a variant s 20%
podilem bezbunééného supernatantu 2-30 kDa Ccinil
uizolatu Ja CCDM 1110 84 % a uizolati B, GaH 93 %
(Obr. 3). V ramci inhibi¢niho efektu je tfeba také zohled-
nit spektrum testovanych fusarii. Izolaty D3 (F. prolifera-
tum) a F3 (F. oxysporum) jsou méné citlivé na pritomnost
produktti laktobacili neZ naptiklad F. avenaceum, které
je ze skupiny testovanych fusarii nejcitlivéjsi. Razna cit-
livost osmi druhti aspergilti na supernatanty L. planta-
rum byla zaznamenéna ve studii Kavkova a kol., 2022b.
Testovani antifungalniho ucinku na nativnich izolatech
z luskovin nalezejicim k vice druhtim je vhodné zejména

Tab. 7 Variabilita inhibi¢niho uc¢inku laktobacili na radidlni
rast mycelia péti druhd fusarii. Df — stupné volnosti,
F — hodnota testového kritéria porovnavajici
proménné, p — hladina vyznamnosti odpovidajici
95% pravdépodobnosti testu (Faktoridlni ANOVA,
Statistica 12.1.)

Izoldty laktobacil 12 1165,61 0,0E
Izoldty fusdrif 4 820,38 0,0E
Supernatant - frakce 14238,16 0,0E
Izoldty laktobacilli vs izoldty fusarii 48 28,39 0,0E
Izoldty laktobacildl vs. supernatant 12 189,67 0,0E
Izolaty fusarii vs. supernatant 4 18,3 0,004
Izoldty laktobacildl vs. izolaty fusarii 48 14,17 0,0E
vs. supernatant
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Obr. 3 Rlst mycelia fusérii na médiu PDA s 20% obsahem
bezbunécénych supernatantd z izolatd laktobacild,
kultivovanych na MRS+FGGM 24 h. CFS1 —
frakce s obsahem proteint >30kDa, CFS2- frakce
S proteiny a peptidy o velikosti 2-30 kDa.

proto, Zze v ramci porostl se vyskytuje vzdy vice druht
véetné patotypu a ras, které mohou zpiisobovat obdobné
symptomy (Gilbert a kol., 2022; Sigic a kol., 2018). Anti-
fungalni icinek BMK izolovanych v ramci vinafstvi byl
uspésné testovan vuci Fusarium oxysporum f. sp. lyco-
persici na raj¢atech ve Spanélsku (L6pez-Seijas a kol.,
2020) a kmeny BMK z tropického ovoce vykazovaly
vyznamnou antifungalni aktivitu vac¢i fuséariim in vitro
(Valencia-Hernandéz a kol., 2021). Druh L. plantarum
je uvadén jako vyznamny zistupce BMK vhodny ne-
jen k regulaci fusarii, ale také jako detoxifikacni agens
mykotoxind, ktera fusaria produkuji (Agriopoulou a kol.,
2020). K detoxifikaci mykotoxinii dochazi jednak pfimo
prostfednictvim bunék BMK, fixaci do bunécné stény
(Vieco-Saiz a kol., 2019) ¢i pisobenim metaboliti BMK
(Nunes a kol. 2021).

Zaver
Izolaty L. plantarum (B, J) z luskovin, které vyka-

zovaly vyznamné inhibi¢ni schopnosti, disponuji geny
pro produkci bakteriocind a chitindzy. VSechny izolaty
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L. plantarum, kromé A a C, produkovaly CBP in vitro.
Rist mycelia fusarii byl také vyznamné inhibovan frakci
bezbunécného supernatantu (2-30 kDa) druhu L. pento-
sus (G, H), kde CBP byl detekovan in vitro pouze u izo-
latu H (L. pentosus). Produkce kyseliny mlécné a octové
byla u vSech izolatd z luskovin vyznamné niz§i, nez
u kment ze silazi (191,196) a kmene 1110, i kdyZ pH
substratd se vyznamné mezi kmeny neliSilo. Zjisténi, ze
frakce bezbunécného supernatantu o velikosti 2-30 kDa
ma vyznamné inhibi¢ni ucinky v porovnani s koncen-
tratem < 30 kDa nebo nefiltrovanym médiem posunuje
aplika¢ni mozZnosti spiSe k vyuZiti metabolitd v ramci
ochrany luskovin nez k aplikaci samotnych bunék.
Predmétem dalsiho vyzkumu zistava rada dalSich ukolu,
jako naptiklad vhodné kultivaéni medium stimulujici
produkci funkénich proteinti a peptidi,, forma filtrace
a nejvhodnéjsi zpasob a doba aplikace do porostl lus-
kovin.

Podékovdni:
Prispévek vznikl za podpory projektu MZe CR Zemé
QK22010255 a MZe-RO1422
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

MiIéko a mlécné vyrobky jsou neustile centrem pozornosti vyzkumu. Vybér z védeckeé literatury pro toto Cislo zahr-

nuje nasledujici publikace:

OBOHACOVANI MLEGNYCH PRODUKTU

Chemické slozeni a nutri¢ni vyznam vceliho pylu, plastového pylu a materi kasicky a jejich role ve
funkcnich fermentovanych mléénych vyrobcich

Darwish, A.M.G. et al. (2023). Chemical profiling and nutritional evaluation of bee pollen, bee bread, and royal jelly and their role in functional fermented
dairy products. Molecules, 28(1): 227.

Cilem préace bylo sledovat nutricni hodnotu, chemické sloZeni a biochemickou charakteristiku vceliho pylu, plas-
tového pylu a materi kaSicky a studovat moznosti aplikace pifi obohacovani funkénich fermentovanych mlécénych
vyrobku. Byly sledovéany tcinky na startovaci mlékarské kultury a fyzikdlné-chemické a senzoricka kvalita produkta.
Ve vcelich produktech bylo identifikovano celkem 46 sloucenin, vcetné flavonoidf, mastnych kyselin a peptidi, které
by mohly byt latkami s potencidlnimi lécivymi ucinky. Nejvyssi obsah bilkovin a sacharida (22,57 a 26,78 g/100 g)
vykazoval plastovy pyl. Tento obsah pokryje 45,14 a 53,56 % jejich doporucené denni davky, se znaCnym mnoZzstvim
esencidlnich aminokyselin threoninu a lysinu (59,50 a 42,03 %). Vceli pyl, plastovy pyl a mateti kaSicku lze povaZovat
za zdroj Zeleza, protoze 100 g miZe pokryt 141, 198,5 a 94,94 % doporucené denni davky. Bylo zjiSténo, Ze vceli pyl
ma nejvyssi obsah fenolil a flavonoida (105,68 a 43,91 pg/g) a vykazoval synergicky efekt, kdyZ byl smichdn s matefi
kasSic¢kou, coZ vedlo ke zvySeni antioxidacni aktivity, zatimco plastovy pyl vykazoval s matefi kaSickou synergicky
efekt v pfipadé proteolytické aktivity.

Tento cldnek je dostupny v plné verzi na: https://www.mdpi.com/1420-3049/28/1/227

Vyvoj inovativnich navrhii obohaceni vitaminu D u dvou typickych italskych ¢erstvych syra:
Burrata a Giuncata
Santanatoglia, A. et al. (2023). Development of innovative vitamin D enrichment designs for two typical Italian fresh cheeses: Burrata and Giuncata.
Molecules, 28(3): 1049.

Cilem tohoto vyzkumu bylo vyvinout inovativni syry obohacené vitaminem D3. Byly studovany dva tradicni ital-
ské syry (Giuncata a Burrata). Pro tento vyvoj byla provedena analyza texturnich vlastnosti a chemického sloZeni.
Pro vyrobu Guincaty bylo vitaminem D3 obohaceno mléko, u Burraty byla slozka s vitaminem D3 po promichéni
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