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Abstrakt

Pythium oligandrum je jedńım z nepatogenńıch zástupc̊u rodu Pythium, který nalezl

uplatněńı jako prostředek biologické ochrany rostlin. Hlavńı mechanismus účinku této

oomycety spoč́ıvá v indukci obranného systému rostlin pomoćı elicitor̊u a v mykopa-

razitismu patogenńıch hub a houbám podobných organismů, které oomyceta napadá

pomoćı řady hydrolytických enzymů, jež uvolňuje do svého okoĺı.

V prvńı části této práce byla sledována aktivita hydrolytických enzymů

endo-1,3-β-glukanasy, celulasy, chitinasy a proteas v komerčńım př́ıpravku na ochranu

rostlin na bázi Pythium oligandrum, Polyversum-Biogarden. Bylo zjǐstěno, že př́ımé

p̊usobeńı hydrolytických enzymů pravděpodobně neńı hlavńım mechanismem účinku

tohoto př́ıpravku, nebot’ aktivita glykosidas významněji nar̊ustá až po šestihodinové

inkubaci př́ıpravku ve vodě a proteolytická aktivita nebyla prokázána.

V druhé části práce byly studovány vlastnosti proteas sekretovaných oomycetou Py-

thium oligandrum. Nejvyšš́ı proteolytická aktivita byla zjǐstěna při pH 6,5. Ovomukoid

p̊usobil jako inhibitor sekretovaných proteas. Byla sledována také stabilita proteas, kte-

rou snižovaly SDS i detergenty v tekutých mýdlech, roztok tuhého mýdla nebo NaOH;

močovina ji snižovala pouze ve vyšš́ıch koncentraćıch. Naproti tomu ethanol stabilitu

proteas neovlivňoval.

Kĺıčová slova

biologická ochrana rostlin, Pythium oligandrum, endo-1,3-β-glukanasa, celulasa, chiti-

nasa, proteasy, stabilita enzymů





Abstract

Pythium oligandrum is one of the non-pathogenic microorganisms of Pythium species

which found its use as biological control agent. The main modes of action of this

oomycete lie in inducing the plant immunity and in mycoparasitism of pathogenic

fungi and fungus-like organisms. The oomycete attacks the pathogens by secretion of

hydrolytic enzymes into the environment.

In the first part of this bachelor’s thesis, activity of hydrolytic enzymes

endo-1,3-β-glucanase, cellulase, chitinase and proteases was observed in a commercial

product based on Pythium oligandrum, called Polyversum-Biogarden. It was conclu-

ded that the direct hydrolysis of phytopathogens is probably not the main mechanism

of this product because the activity of glycosidases increased only after six hour-long

incubation of the Polyversum-Biogarden in water and the proteolytic activity was not

detected.

In the second part of the bachelor’s thesis, properties of proteases secreted by orga-

nism Pythium oligandrum were studied. The highest proteolytic activity was observed

at pH 6,5. Ovomucoid acted as an inhibitor of secreted proteases. The stability of pro-

teases was lowered by SDS, detergents present in liquid soaps and by a solution of a

solid soap or NaOH. Only the highest concentrations of urea lowered the activity of

proteases. Ethanol did not influence the protease activity.

(In Czech)
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Seznam zkratek

BCAs prostředky biologické ochrany (angl. biological control

agents)

BSA hověźı sérový albumin (angl. bovine serum albumin)

DTT 1,4-dithiotreitol

ELR receptor elicitinu (angl. elicitin response receptor)

HR hypersenzitivńı reakce (angl. hypersensitive response)

IC50 koncentrace inhibitoru, která zp̊usob́ı sńıžeńı rychlosti reakce

na polovinu rychlosti neinhibované reakce

MAPK kaskáda mitogenem aktivovaná proteinkinasová kaskáda (angl.

mitogen-activated protein kinase cascade)

MBTH 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon hydrochlorid

MOPS kyselina 3-(N’-morfolino)propansulfonová

POD-1, POD-2 elicitory, glykoproteiny z buněčné stěny organismu Pythium

oligandrum

PR proteiny proteiny spojené s patogeneźı (angl. pathogenesis-related

proteins)

ROS reaktivńı formy kysĺıku (angl. reactive oxygen species)

SDS dodecylśıran sodný (angl. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza v prostřed́ı SDS

TEMED N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

v/v objemová koncentrace

w/v hmotnostńı koncentrace





1 Úvod

1.1 Obranné mechanismy rostlin

Rostliny byly za dobu své existence nuceny vytvořit si d̊umyslný systém obranných me-

chanismů slouž́ıćıch jim k přežit́ı nepř́ıznivých vliv̊u biotických (např. bakterie, houby)

či abiotických (např. sucho, výkyvy teplot) faktor̊u vyskytuj́ıćıch se na Zemi. Tyto me-

chanismy lze souhrnně nazvat imunitńım systémem rostlin, v rámci něhož odlǐsujeme

konstitutivńı a indukovaný systém obrany[1, 2].

Konstitutivńım systémem obrany rozumı́me předem připravený obranný systém,

do něhož lze v makroskopickém měř́ıtku zařadit např́ıklad k̊uru stromů či kutikulu,

na buněčné úrovni poté buněčnou stěnu či řadu sekundárńıch metabolit̊u s antimik-

robiálńımi vlastnostmi, např́ıklad saponiny, glukosinoláty a benzoxazinoidy. Tyto me-

tabolity, často skladované jako inaktivńı prekurzory ve vakuolách, jsou syntetizovány

zdravými rostlinami, kterým slouž́ı jako jedna z prvńıch obran při napadeńı patogenem

či při mechanickém poškozeńı[2, 3].

Některé obranné látky rostlin bývaj́ı ovšem syntetizovány až v reakci na napa-

deńı rostliny patogeny. V takovém př́ıpadě hovoř́ıme o indukovaném systému obrany.

K spuštěńı tohoto obranného systému docháźı vlivem tzv. elicitor̊u, látek, které se vážou

na specifické receptory nacházej́ıćı se na vněǰśı straně buněčných membrán napadených

rostlin[4]. Elicitory mohou pocházet jak z patogenńıho organismu, v takovém př́ıpadě se

jedná o exogenńı elicitory, tak z rostliny samotné (endogenńı elicitory)[5]. Endogenńımi

elicitory jsou např́ıklad části buněčné stěny rostliny (oligosacharidy) vzniklé p̊usobeńım

hydrolytických enzymů sekretovaných patogenńım organismem. Exogenńımi elicitory

pak jsou např́ıklad proteiny sekretované patogeny (např. hydrolytické enzymy), fosfo-

lipidy či části buněčných stěn patogen̊u[4, 5].

Interakćı elicitor̊u s rostlinnými receptory docháźı k spuštěńı signálńıch drah, které

vedou k strukturńım změnám v rostlinách (např. tvorba kalosy), k tvorbě obranných

enzymů, fytoalexin̊u, reaktivńıch forem kysĺıku, a které mohou vést až k programované

buněčné smrti napadených rostlinných buněk a jejich okoĺı[4, 5].
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1.2 Oomycota

Oomycota (též oomycety či řasovky) jsou kmenem houbám podobných eukaryotických

organismů spadaj́ıćıch do ř́ı̌se Stramenopila (někdy též Straminipila)[6, 7, 8]. Jsou

charakteristické tvorbou oogoníı a oospor[9]. Oogonia jsou samič́ı pohlavńı orgány,

ve kterých meiosou vznikaj́ı nepohyblivé samič́ı gamety, oosféry[6]. Po splynut́ı oosféry

s haploidńım jádrem samč́ı gamety, v některých př́ıpadech partenogeneźı (např. Py-

thium oligandrum), docháźı k vzniku diploidńı oospory, což je odolný útvar se ztluštělou

buněčnou stěnou, který slouž́ı k přečkáńı nepř́ıznivých podmı́nek. Oospora může

následně vykĺıčit v novou hyfu či sporangium[8, 9].

Oomycety jsou pozoruhodné organismy, nebot’ vykazuj́ı mnohé podobnosti

s pravými houbami (Mycota nebo též Eumycota), přestože jim nejsou geneticky

př́ıbuzné. Např́ıklad produkuj́ı enzymy degraduj́ıćı buněčnou stěnu, což jim slouž́ı

k proniknut́ı do rostlinných buněk. Na druhou stranu se oomycety od pravých hub

v některých zásadńıch znaćıch lǐśı a podobaj́ı se sṕı̌se rostlinám. Oomycety, na rozd́ıl

od pravých hub, maj́ı ve svých buněčných membránách obsaženy rostlinné steroly.

(Pravé houby obsahuj́ı ergosterol.) Dále vykazuj́ı oproti pravým houbám odlǐsnou

stavbu mitochondríı a Golgiho aparátu, obsahuj́ı jiné zásobńı látky[8]. V pravých

houbách je obvyklým zásobńım sacharidem glykogen, který v oomycetách nebyl nale-

zen. V oomycetách se ale nacháźı mykolaminaran, glukan s vazbami β-(1,3) a β-(1,6),

který je strukturně podobný laminarinu[10, 11]. Daľśı pozoruhodnou odlǐsnost́ı oo-

mycet oproti pravým houbám je složeńı jejich buněčné stěny. V buněčné stěně

pravých hub se nacháźı předevš́ım chitin a (1,3)-β-glukany propojené krátkými řetězci

(1,6)-β-glukan̊u. Naproti tomu v buněčné stěně oomycet se chitin téměř nevyskytuje,

nacháźı se zde převážně (1,3;1,6)-β-glukany a celulosa (viz obrázek 1, str. 3). Dı́ky těmto

mnohým odlǐsnostem oomycet oproti pravým houbám jsou oomycety často odolné v̊uči

běžným fungicid̊um[8, 10]. Odolnost proti fungicid̊um je nepř́ıjemnou skutečnost́ı, ne-

bot’ do kmene Oomycota můžeme zařadit některé velmi významné patogeny rostlin,

zp̊usobuj́ıćı vážné ztráty úrody. Mezi tyto patogeny patř́ı např́ıklad rody Aphanomy-

ces, Pythium či Phytophthora. Významným zástupcem těchto patogen̊u je Phytophthora

infestans , která je p̊uvodcem pĺısně brambor (rovněž rajčat) a která byla př́ıčinou hla-

domoru v Irsku v 19. stolet́ı[7, 8].
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Obrázek 1: Polysacharidy vyskytuj́ıćı se v buněčné stěně oomycet. Celu-
losa a (1,3;1,6)-β-glukany jsou polysacharidy, které se převážně vyskytuj́ı v buněčných
stěnách kmene Oomycota. Převzato z [10] a upraveno.

1.3 Rod Pythium

Rod Pythium kmene Oomycota, nálež́ıćı do stejného řádu (Perenosporales) a čeledi

(Pythiaceae) jako rod Phytophthora[6], zahrnuje rozmanitou skupinu zástupc̊u, kteř́ı

obývaj́ı jak souš, tak vodńı prostřed́ı. Někteř́ı z těchto zástupc̊u žij́ı jako saprofyté,

většina z nich je však patogeny napadaj́ıćımi širokou škálu organismů[12]. Mezi zástupci

rodu Pythium nalezneme patogeny napadaj́ıćı ryby (Pythium undulatum), hmyz (Py-

thium carolinianum) a savce (Pythium insidiosum). Posledńı zmı́něný zástupce napadá

dokonce i člověka[7]. Největš́ı ekonomický dopad na společnost maj́ı však druhy rodu

Pythium, které řad́ıme mezi rostlinné patogeny (např. Pythium aphanidermatum, Py-

thium debaryanum či Pythium ultimum). Tyto druhy, které zp̊usobuj́ı hniloby plod̊u,

stonk̊u i kořen̊u a které jsou př́ıčinou tzv. padáńı kĺıčńıch rostlin, každoročně zavińı

velké škody na zemědělské úrodě[7, 12].

Poněkud zvláštńı skupinou, kterou lze v rámci rodu Pythium vyčlenit, jsou ne-

patogenńı zástupci, kteř́ı parazituj́ı na ostatńıch, patogenńıch druźıch svého rodu

a na některých houbových patogenech. Těmito nepatogenńımi zástupci jsou např́ıklad:

Pythium periplocum, Pythium nunn, Pythium mycoparasiticum a Pythium oligan-

drum[12].
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1.4 Pythium oligandrum

Pythium oligandrum je celosvětově rozš́ı̌rený p̊udńı organismus[13], který byl poprvé

popsán americkým mykologem Charlesem Drechslerem v roce 1930[14]. Tento organis-

mus se vyskytuje na povrchu kořen̊u rostlin (v rhizosféře), sd́ıĺı tedy ekologickou niku

s četnými rostlinnými patogeny[15, 16]. Pythium oligandrum tyto patogenńı druhy

pro svou vlastńı obživu napadá (viz kapitola 1.4.1, str. 4), č́ımž je odstraňuje z dosahu

rostlin, které tak chráńı. Dı́ky schopnosti neobyčejně agresivně napadat rostlinné pa-

togeny a d́ıky interakćım s rostlinami (viz kapitola 1.4.2, str. 6) je organismus Pythium

oligandrum v současnosti využ́ıván jako jeden z prostředk̊u biologické ochrany rostlin.

(V České republice je oomyceta Pythium oligandrum součást́ı př́ıpravku Polyversum,

který byl registrován jako biofungicid v roce 1994[16].) Mezi organismy slouž́ıćı jako

biologická ochrana rostlin před patogeny dále patř́ı např́ıklad některé druhy rodu Tri-

choderma (např. jako fungicidy p̊usob́ı T. asperellum, T. atroviride) či některé druhy

rodu Bacillus (např. B. thuringiensis p̊usob́ı jako insekticid)[15]. Jejich využit́ı by v bu-

doucnosti mohlo omezit použ́ıváńı chemických pesticid̊u, které maj́ı často negativńı

dopad na okolńı prostřed́ı[15].

Pythium oligandrum se prozat́ım jev́ı jako slibný prostředek biologické ochrany

rostlin, nebot’ p̊usob́ı v několika rovinách[12]:

1. Působ́ı proti patogen̊um v p̊udě obsazeńım rhizosféry, a tedy kompetićı o prostor
a o živiny.

2. Př́ımo napadá některé rostlinné patogeny žij́ıćı v p̊udě.

3. Zvyšuje rezistenci rostlin, nebot’ indukuje jejich obranný systém.

4. Svou produkćı tryptaminu, prekurzoru auxinu, podporuje r̊ust rostlin[17].

Souhrn vzájemných interakćı mezi oomycetou Pythium oligandrum, rostlinami a pa-

togenńımi organismy je znázorněn na obrázku 2 na straně 5.

1.4.1 Interakce organismu Pythium oligandrum s patogenem

Při interakci oomycety Pythium oligandrum s patogenńım organismem v rhizosféře je

jedńım z mechanismů jeho p̊usobeńı prosṕıvaj́ıćıho rostlinám kompetice s patogenem

o př́ıtomné volné živiny (např. látky vylučované rostlinami do okoĺı) a o životńı prostor.

Tento mechanismus p̊usobeńı na patogenńı organismy je pravděpodobně vedleǰśım[15].
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Obrázek 2: Souhrn vztah̊u mezi oomycetou Pythium oligandrum , rostlinami
a patogenńımi organismy v p̊udě. Na obrázku je kromě interakćı Pythium oligan-
drum s patogeny (viz kap. 1.4.1, str. 4) a s rostlinou (viz kap. 1.4.2, str. 6) znázorněn
také vliv abiotických faktor̊u. Vysvětlivky:

”
priming“ = vybuzeńı rezistence rostliny

vlivem elicitor̊u. Převzato z [15] a upraveno.

Daľśı mechanismus spoč́ıvá v př́ımém napadáńı patogenńıho organismu oomyce-

tou, které je druhově specifické[16] a může, v závislosti na napadeném druhu, prob́ıhat

bud’ antibiosou, nebo mykoparaziticky. Při antibiose je patogenńı organismus zničen

p̊usobeńım sekundárńıch metabolit̊u oomycety[15]. K takovému jevu docháźı např́ıklad

při interakci oomycety s organismem Phytophthora megasperma, kdy patogen degene-

ruje, aniž by se Pythium oligandrum ocitlo v jeho bĺızkosti a aniž by byla poškozena

jeho buněčná stěna[12]. Daľśım př́ıkladem antibiosy je inhibice r̊ustu organismů Phoma

medicaginis a Mycosphaerella pinodes vlivem p̊usobeńı metabolit̊u oomycety Pythium

oligandrum[15]. Hlavńım mechanismem, který oomyceta Pythium oligandrum využ́ıvá

při boji s patogenńımi organismy, je však pravděpodobně mykoparazitismus[12].

Mykoparazitismus je zahájen chemotropńım r̊ustem oomycety ve směru pato-

genńıho organismu. Následně docháźı k přichyceńı organismu Pythium oligandrum

k patogenovi, dále k obtočeńı patogenńı hyfy a k penetraci oomycety do hostitelského

organismu. K penetraci docháźı vlivem p̊usobeńı hydrolytických enzymů (celulas, chi-

tinas, β-glukanasy) produkovaných oomycetou[12, 15, 18]. Posledńımi fázemi procesu

mykoparazitismu je kompletńı rozložeńı cytoplazmy napadeného organismu a roz-
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množeńı oomycety Pythium oligandrum uvnitř zbytk̊u hyf patogena[15, 18].

Tomuto osudu se patogenńı organismus bráńı strukturńımi obrannými reakcemi.

Např́ıklad v př́ıpadech interakce oomycety Pythium oligandrum s patogeny Rhizoctonia

solani či Phytophthora parasitica vytvář́ı patogenńı organismus lokálńı ześıleńı buněčné

stěny, která maj́ı buněčnou stěnu zpevnit v mı́stech potenciálńıho vniknut́ı, a zabránit

tak vstupu organismu Pythium oligandrum do hyfy patogena[12, 18].

Nejasnost́ı prozat́ım z̊ustává, jak Pythium oligandrum dokáže tak účinně rozkládat

buněčné stěny patogenńıch organismů, aniž by byla poškozena jeho vlastńı. Možným

vysvětleńım je využit́ı celulas nejen k napadáńı patogen̊u, ale rovněž k opravě vlastńıch

buněčných struktur. Tuto možnost podporuje objev sekvenćı v cDNA knihovnách orga-

nismu Pythium oligandrum, které odpov́ıdaj́ı celulasám obsahuj́ıćım transmembránový

helix, jež by mohly být ukotveny v plazmatické membráně a mohly by se pod́ılet

na opravách buněčné stěny[7, 12].

1.4.2 Interakce organismu Pythium oligandrum s rostlinou

Při interakci oomycety Pythium oligandrum s rostlinami docháźı k velmi rychlému

rozš́ı̌reńı tohoto organismu hluboko do pletiv kořene, což je pro nepatogenńı druh

poněkud neobvyklé – nepatogenńı druhy se většinou rozš́ı̌ŕı pouze do jeho povrchových

struktur[15]. Toto překotné obsazeńı pletiv kořene přitom prob́ıhá bez vněǰśıch pro-

jev̊u, a rostliny při něm nejsou nijak poškozeny. Po asi 14 h od inokulace rostliny or-

ganismem Pythium oligandrum naopak docháźı k postupným změnám ve struktuře

a k následné degeneraci buněk oomycety za současného vzniku oogoníı[12]. Tento

náhlý rozpad buněčných struktur oomycety je nejsṕı̌s zapř́ıčiněn rozpoznáńım oomy-

cety jakožto potenciálńıho patogena, nebot’ během interakce rostliny s organismem

Pythium oligandrum docháźı k vybuzeńı obranných rostlinných reakćı, mezi které lze

zařadit indukci fenylpropanoidńı a terpenoidńı metabolické dráhy či např́ıklad lokálńı

zesilováńı buněčné stěny[12].

Vlivem interakce s oomycetou nav́ıc docháźı k vybuzeńı rezistence rostliny

(tzv.
”
priming“), kdy rostlina dokáže rychleji a s větš́ı intenzitou reagovat na př́ıpadné

napadeńı patogenem. Např́ıklad při napadeńı rajčete patogenńım organismem Fusa-

rium oxysporum f.sp. lycopersici (po ošetřeńı rostliny oomycetou Pythium oligandrum)

docháźı k lokálńımu zesilováńı buněčné stěny, které zabraňuje patogenńımu organismu
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v postupu. Dále docháźı také k syntéze fytoalexin̊u a protein̊u spojených s patogeneźı

(PR proteiny) (např. hydrolytických enzymů chitinasy a endo-1,3-β-glukanasy), které

pravděpodobně zp̊usobuj́ı degradaci patogena[12]. Indukovaná rezistence byla pozo-

rována rovněž při interakci ošetřeného rajčete s organismem Botrytis cinerea. V tomto

př́ıpadě byly opět syntetizovány PR proteiny, avšak k jejich syntéze došlo pouze v lis-

tech, které byly př́ımo napadeny patogenem[15].

Za indukci rezistence rostliny po ošetřeńı oomycetou Pythium oligandrum mohou

pravděpodobně minimálně dva typy elicitor̊u (elicitor viz kap. 1.1, str. 1), konkrétně

se jedná o protein oligandrin (viz kap. 1.5.1, str. 11) a o glykoproteiny buněčné stěny

POD-1, POD-2 [12]. Stejně jako oligandrin, obsahuj́ı glykoproteiny POD-1, POD-2

ve své struktuře elicitinovou doménu (elicitiny viz kap. 1.5, str. 7). Jejich rozeznáńım

docháźı v rostlinách k aktivaci jasmonátové signálńı dráhy a k syntéze ethylenu. Ak-

tivace drah poté vyvolá regulaci genové exprese, a následnou syntézu fytoalexin̊u,

PR protein̊u[13].

Interakce rostlin s organismem Pythium oligandrum neprosṕıvá rostlinám pouze

d́ıky indukci rezistence, ale docháźı rovněž k podpoře rostlin v r̊ustu. Podpora v r̊ustu

je zp̊usobena schopnost́ı oomycety syntetizovat prekurzor rostlinných hormon̊u au-

xin̊u, tryptamin. Organismus je schopen jej syntetizovat pomoćı tryptaminové dráhy

z prekurzor̊u tryptofanu, který je sekretován některými rostlinami do rhizosféry, a in-

dol-3-acetaldehydu. Na rozd́ıl od patogenńıho druhu Pythium ultimum nedovede Py-

thium oligandrum vzniklý tryptamin převést na kyselinu indol-3-octovou (auxin)[12,

17]. Rostliny však dovedou syntetizovaný tryptamin kořeny přij́ımat. Pravidelné a ńızké

dávky této látky pak nejsṕı̌s v rostlinách indukuj́ı syntézu auxinu, který zp̊usobuje roz-

voj kořenového systému rostliny, včetně tvorby sekundárńıch kořen̊u[17].

1.5 Elicitiny

Někteř́ı zástupci kmene Oomycota, konkrétně se jedná o rody Phytophthora a Pythium,

sekretuj́ı do svého okoĺı proteiny s ńızkou molekulovou hmotnost́ı (cca 10 kDa), které

maj́ı vlastnosti elicitor̊u, tedy jsou schopny vyvolat silnou obrannou reakci zasažených

rostlin. Mnoho elicitin̊u vyvolá v rostlinách (např́ıklad v rostlině tabáku Nicotiana ta-

bacum) silnou obrannou reakci, která vyúst́ı až v HR[7, 19]. Kromě samotného spuštěńı
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obranné reakce elicitiny umožňuj́ı rostlinám źıskat systémovou rezistenci[20].

Obranná reakce (viz obrázek 3, str. 9) je např́ıklad u rostliny Solanum micro-

dontum (druh divokých brambor) zahájena rozpoznáńım elicitinu pomoćı receptoru

ELR vázaného na buněčné membráně. Aktivaćı tohoto receptoru (a jeho koreceptor̊u

BAK1/SERK3 a SOBIR1) docháźı k otevřeńı Ca2+ iontových kanál̊u, které vede k akti-

vaci NADPH oxidasy, jež poté katalyzuje tvorbu reaktivńıch forem kysĺıku (ROS) – nas-

tává počátečńı oxidačńı vzplanut́ı. Dále docháźı aktivaćı receptoru také k spuštěńı

signalizačńı kaskády (MAPK kaskáda), která vede k regulaci transkripce, k zvýšené

syntéze NADPH oxidasy, a tedy k daľśı tvorbě reaktivńıch forem kysĺıku a následné

hypersenzitivńı reakci – nastává pozdńı oxidačńı vzplanut́ı. Zda v rostlině dojde k vy-

voláńı HR je však druhově specifická záležitost, proto k spuštěńı hypersenzitivńı reakce

nedocháźı vždy[19].

Daľśı pozoruhodnou vlastnost́ı elicitin̊u, kromě schopnosti vyvolat obrannou reakci

rostlin, je jejich schopnost vázat steroly a přenášet je přes buněčné membrány. Některé

druhy rod̊u Phytophthora a Pythium nedovedou syntetizovat steroly, které jsou ne-

zbytné pro jejich vývoj, a jsou tedy závislé na exterńım zdroji[21]. K vychytáváńı

sterol̊u z okoĺı těmto oomycetám slouž́ı tzv. Ω-smyčka, která je součást́ı konzervované

elicitinové domény[19].

Aminokyselinové sekvence konzervovaných domén vybraných elicitin̊u a elicitin̊um

podobných protein̊u jsou porovnány na obrázku 4b na straně 10. Z obrázku je patrné,

že v primárńı struktuře těchto domén se nacháźı šest konzervovaných cysteinylových

zbytk̊u. Tyto zbytky mezi sebou vytvář́ı tři disulfidové můstky (mezi prvńım a pátým;

druhým a čtvrtým; třet́ım a šestým cysteinylovým zbytkem), které stabilizuj́ı prosto-

rové uspořádáńı elicitinové domény, skládaj́ıćı se převážně z α-helix̊u (viz prostorové

uspořádáńı β-kryptogeinu, obrázek 4a, str. 10)[19, 22]. Mezi druhým a čtvrtým cys-

teinylovým zbytkem, tedy převážně v mı́stě Ω-smyčky, se nacháźı nejv́ıce konzervo-

vaná část elicitinové domény[22]. Právě Ω-smyčka byla p̊uvodně považována za oblast

zodpovědnou za vyvoláváńı obranných reakćı rostlin vlivem vázáńı sterol̊u, a tedy

narušováńı membrán. V pozděǰśıch experimentech se však ukázalo, že obranné reakce

vyvolávaj́ı i mutacemi upravené elicitiny, které postrádaj́ı schopnost vázat steroly[19].
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Elicitinovou doménu sd́ılej́ı spolu s elicitiny také elicitin̊um podobné proteiny, které

jsou rovněž sekretovány zástupci kmene Oomycota a které maj́ı s elicitiny mnoho

společných vlastnost́ı (např. velikost, schopnost vyvolat obrannou reakci rostlin), jejich

aminokyselinová sekvence je však v́ıce variabilńı[22].

Obrázek 3: Obranná reakce v rostlině Solanum microdontum. Navázáńım eli-
citin̊u na membránový receptor ELR, docháźı k aktivaci receptoru a jeho koreceptor̊u
(BAK1/SERK3, SOBIR1), což vyvolá jednak otevřeńı Ca2+ iontových kanál̊u, jed-
nak aktivaci MAPK kaskády. Otevřeńı iontových kanál̊u zp̊usobuje vtok Ca2+ iont̊u,
které aktivuj́ı membránově vázané NADPH oxidasy (RBOHA, RBOHB). Docháźı
k tvorbě reaktivńıch forem kysĺıku (ROS) – k počátečńımu oxidačńımu vzplanut́ı. Ak-
tivace MAPK kaskády zp̊usobuje regulaci transkripce (regulace exprese genu rbohb po-
moćı transkripčńıch faktor̊u WRKY – W7, W8, W9, W11), následné zvýšeńı syntézy
NADPH oxidasy (RBOHB) a tvorbu daľśıch reaktivńıch forem kysĺıku (ROS). Docháźı
k pozdńımu oxidačńımu vzplanut́ı, které v mnohých př́ıpadech vede k HR a k buněčné
smrti. Některé druhy oomycet produkuj́ı látky, tzv. efektory (E), které zabraňuj́ı
buněčné smrti. Převzato z [19] a upraveno.
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(a)

(b)

Obrázek 4: Struktura elicitinu β-kryptogeinu a porovnáńı aminokyselinových
sekvenćı konzervované domény elicitin̊u (elicitin̊um podobných protein̊u).
(a) Struktura β-kryptogeinu (PDBĪD: 1BEO), elicitinu pocházej́ıćıho z oomycety Phy-
tophthora cryptogea. (b) Porovnáńı aminokyselinových sekvenćı několika vybraných
elicitin̊u (elicitin̊um podobných protein̊u) pocházej́ıćıch z rodu Phytophthora (β-CRY,
β-CIN, INF1, INF2A) a z rodu Pythium (VEX1, VEX2, OLI-D1, OLI-D2). Dále je
zde zobrazen rozvinutý strukturńı model elicitinu β-kryptogeinu. Šedé čáry nad mo-
delem znázorňuj́ı disulfidové můstky. Na obrázku je patrná Ω-smyčka vázaj́ıćı steroly.
Barevné provedeńı 3D modelu β-kryptogeinu odpov́ıdá barvě rozvinutého strukturńıho
modelu zobrazeného nad aminokyselinovými sekvencemi. Převzato z [19] a upraveno.
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1.5.1 Oligandrin

Jedńım z elicitin̊um podobných protein̊u je oligandrin. Tento protein s ńızkou moleku-

lovou hmotnost́ı (cca 10 kDa) je sekretován oomycetou Pythium oligandrum (viz kapi-

tola 1.4, str. 4). Jeho pozoruhodnou vlastnost́ı je schopnost indukovat obranný systém

rostlin, aniž by zp̊usobil hypersenzitivńı reakci[20].

V experimentu skupiny K. Picard, ve kterém byly rostliny rajčete (Lycopersicon

esculentum) ošetřeny oligandrinem a následně inokulovány patogenńım organismem

Phytophthora parasitica, došlo k významnému sńıžeńı závažnosti vzniklého onemocněńı

a k sńıžeńı úmrtnosti ošetřených rostlin v porovnáńı s kontrolńımi neošetřenými rost-

linami. V ošetřených rostlinách rajčat došlo k navozeńı obranných reakćı spoč́ıvaj́ıćıch

mimo jiné v lokálńımu ześıleńı buněčné stěny v mı́stech potenciálńı penetrace patogena,

vyplněńı mezibuněčných prostor či některých napadených buněk amorfńı hmotou[20].

2 Ćıl

V této bakalářské práci byly studovány vlastnosti protein̊u sekretovaných oomycetou

Pythium oligandrum M1. Ćılem práce bylo :

1. Zjistit, zda po rozpuštěńı – aktivaci – komerčńıho př́ıpravku Polyversum-Bio-

garden budou měřitelné aktivity hydrolytických enzymů celulasy (EC 3.2.1.4),

chitinasy (EC 3.2.1.14), endo-1,3-β-glukanasy (EC 3.2.1.6) a proteolytická akti-

vita.

2. Zjistit pH závislost proteas sekretovaných oomycetou Pythium oligandrum M1

a vliv denaturačńıch činidel na stabilitu sekretovaných proteas.

3 Materiál a metody

3.1 Chemikálie

� akrylamid; Sigma-Aldrich; USA

� azokasein; Sigma-Aldrich; USA

� 1,4-dithiotreitol (DTT); Sigma-Aldrich; USA

� dodecylśıran sodný; Sigma-Aldrich; USA
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� dodekahydrát śıranu amonno-železitého; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� dusičnan stř́ıbrný; Lachema; Česká republika

� ethanol; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� Folin-Ciocâlteuovo fenolové reagens; Dr. Kulich Pharma; Česká republika

� formaldehyd; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� glycin; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� hověźı sérový albumin (BSA); Sigma-Aldrich; USA

� hydrogenfosforečnan sodný; Lachema; Česká republika

� hydroxid sodný; Lachema; Česká republika

� chitin; Sigma-Aldrich; USA

� kyselina citronová; Lachema; Česká republika

� kyselina chlorovod́ıková; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� kyselina 3-(N’-morfolino)propansulfonová (MOPS); Sigma-Aldrich; USA

� kyselina octová; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� kyselina sulfanilová; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� kyselina trichloroctová; Avondale laboratories; Velká Británie

� laminarin; Sigma-Aldrich; USA

� 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon hydrochlorid, monohydrát (MBTH);

Sigma-Aldrich; USA

� methylcelulosa; Sigma-Aldrich; USA

� N, N’-methylenbisakrylamid; Sigma-Aldrich; USA

� mýdlo tekuté, zn. ISANA, varianty
”
Speciál“,

”
Mango a pomeranč“;

Dirk Rossmann GmbH; Německo

� mýdlo tuhé, zn. Palmolive, varianta
”
Mléko a okvětńı ĺıstky r̊uže“; Colgate-Pal-

molive; USA

� ovomukoid; vyroben na pracovǐsti

� peroxodiśıran amonný; Sigma-Aldrich; USA

� śıran měd’natý, pentahydrát; Lach-Ner, s.r.o.; Česká republika

� standard molekulové hmotnosti pro SDS-PAGE, Protein Test Mixture 5;

SERVA Electrophoresis GmbH; Německo

� N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin (TEMED); Sigma-Aldrich; USA

� thiośıran sodný; Lachema; Česká republika

� tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris); Fluka Biochemika; Česká republika

� trypsin (EC 3.4.21.4); Sigma-Aldrich; USA

� L-tyrosin; Sigma-Aldrich; USA

� uhličitan sodný; Lachema; Česká republika

� uhličitan vápenatý; Lachema; Česká republika

� vinan sodný, dihydrát; Lachema; Česká republika
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3.2 Enzymové preparáty

V prvńı části práce byla provedena enzymová analýza v komerčńım př́ıpravku biologické

ochrany rostlin s obsahem oomycety Pythium oligandrum M1, Polyversum-Biogarden,

vyráběného společnost́ı Biopreparáty, spol. s r. o.

Ve druhé části práce byla měřeńı prováděna v roztoćıch protein̊u sekretovaných oo-

mycetou Pythium oligandrum M1. Tyto preparáty byly již dř́ıve využity v experimen-

tech, které byly součást́ı projektu č. FV10735 Ministerstva pr̊umyslu a obchodu ČR[23].

3.3 Pomůcky a př́ıstroje

� analytické váhy XE-100A; Denver Instrument; USA

� aparatura na gelovou elektroforézu; Biometra®; Německo

� centrifuga UNIVERSAL 32 R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG; Německo

� laboratorńı váhy 440-45; KERN®; Německo

� prosvětlovaćı pult Kaiser prolite basic; Kaiser Fototechnik GmbH & Co. KG;

Německo

� pH metr UltraBasic, model UB-10; Denver Instrument; USA

� sńımač absorbance ST Sunrise Remote; Tecan Group Ltd.; Švýcarsko

� spektrofotometr Multiskan® GO; Thermo Fisher Scientific Oy; Finsko

� termostat Elite Dry Bath Incubator, modely EL-01 a EL-02; Major Science; USA

� třepačka orbitálńı ES-60, MIUlab; Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd.; Č́ına

3.4 Metody

Pokud neńı uvedeno jinak, byly všechny roztoky připraveny rozpuštěńım daných látek

v deionizované vodě. Laboratorńı teplota se pohybovala v rozmeźı 20 a 23 ◦C.

3.4.1 Aktivace P. oligandrum v př́ıpravku Polyversum-Biogarden

Př́ıpravek Polyversum-Biogarden společnosti Biopreparáty, spol. s r. o. je biologický

fungicid, jehož účinnou složkou je mikroorganismus Pythium oligandrum M1, který se

v př́ıpravku nacháźı ve formě oospor (1× 106 g−1)[24].

Podle návodu uvedeného v př́ıbalové informaci k produktu je nezbytné před aplikaćı

vytvořit 0,05% (w/v) suspenzi př́ıpravku ve vodě. Po jej́ım promı́cháńı je nutné nechat

suspenzi 30min stát, aby došlo k aktivaci mikroorganismu[24].
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Pro potřeby experimentu byla připravena suspenze př́ıpravku Polyversum-Biogar-

den o koncentraci 5% (w/v) rozmı́cháńım 1 g př́ıpravku v 20ml deionizované vody.

Takto připravená suspenze byla inkubována při 25 ◦C. V časech 0, 1, 3, 6, 12, 24,

48, 72 a 144 h byl pomoćı pipety s ustřiženou špičkou odebrán 1ml suspenze a ihned

centrifugován 15min při 17 000 × g a teplotě 4 ◦C. Supernatant byl přenesen do čisté

mikrozkumavky a uchován v lednici při 5 ◦C.

3.4.2 Stanoveńı aktivity endo-1,3-β-glukanasy

K stanoveńı aktivity endo-1,3-β-glukanasy (EC 3.2.1.6) se využ́ıvá jej́ı schopnosti spe-

cificky štěpit β(1→3) vazby substrátu laminarinu za vzniku kratš́ıch redukuj́ıćıch sa-

charid̊u. Nově vzniklé redukuj́ıćı sacharidy mohou být kvantitativně stanoveny pomoćı

následných reakćı s MBTH a ionty železa. Finálńım produktem těchto reakćı je sytě

modrá sloučenina s maximem absorbance v okoĺı 620 nm, kterou je možno stanovit

spektrofotometricky. Mı́ra zabarveńı produktu je závislá na množstv́ı vzniklých redu-

kuj́ıćıch –OH skupin, a tedy na aktivitě endo-1,3-β-glukanasy[25].

Reakčńı směs pro stanoveńı aktivity endo-1,3-β-glukanasy byla připravena smı́seńım

20µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0 s 12 µl 1,6mgml−1 laminarinu a s 8 µl en-

zymového preparátu. Enzymová reakce prob́ıhala při 37 ◦C po dobu 60min (u pre-

parát̊u připravených aktivaćı př́ıpravku Polyversum-Biogarden) nebo 90min a byla

zastavena přidáńım 40µl 0,5M NaOH. Poté bylo přidáno 40µl směsi MBTH a DTT,

která byla připravena smı́seńım 3mgml−1 MBTH s 1mgml−1 DTT v poměru 1:1.

Následně byly zkumavky inkubovány 15min při 80 ◦C. Po vyjmut́ı z blokového ter-

mostatu bylo ke směsi přidáno 80µl činidla složeného z 0,5% FeNH4(SO4)2 · 12H2O;

0,5% kyseliny sulfanilové a 0,25M HCl. Nakonec byla změřena absorbance při 630 nm.

Slepý pokus byl připraven přednostńım smı́seńım 8µl enzymového preparátu s 40µl

0,5M NaOH, po němž následovala inkubace 30min při 80 ◦C. Poté byly přidány zbylé

složky směsi, nakonec byla změřena absorbance při 630 nm.

Kalibrace byla provedena nahrazeńım roztok̊u substrátu a enzymového preparátu

20µl roztok̊u glukosy o koncentraćıch 0,05–2mM, tedy v rozsahu látkového množstv́ı

glukosy 1–40 nmol. Ze změřených absorbanćı při 630 nm byla zjǐstěna směrnice ka-

libračńı př́ımky, pomoćı které byly převedeny hodnoty absorbanćı jednotlivých stano-

veńı na ekvivalenty zvoleného standardu.
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3.4.3 Stanoveńı aktivity celulasy

Aktivita celulasy (EC 3.2.1.4) byla stanovena na základě jej́ı schopnosti specificky

štěpit vazbu β(1→4) př́ıslušného substrátu, tj. methylcelulosy. Reakčńı směs se skládala

z 20 µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0; 12 µl 1,6mgml−1 methylcelulosy a 8 µl en-

zymového preparátu. Reakce prob́ıhala 60min při 37 ◦C a byla zastavena přidáńım

40µl 0,5M NaOH. Následný postup kvantitativńıho stanoveńı redukuj́ıćıch sacharid̊u

vzniklých štěpeńım methylcelulosy, stejně jako př́ıprava slepého pokusu a provedeńı

kalibrace jsou shodné s postupem v kapitole 3.4.2, na straně 14.

3.4.4 Stanoveńı aktivity chitinasy

K stanoveńı aktivity chitinasy (EC 3.2.1.14) byla využita jej́ı schopnost specificky štěpit

β(1→4) vazby chitinu, polysacharidu složeného z monomer̊u N-acetyl-D-glukosaminu,

za vzniku redukuj́ıćıch sacharid̊u. Reakce byla zahájena přidáńım 8µl enzymového pre-

parátu k směsi 20 µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0 a 12µl 1,6mgml−1 chitinu.

Reakce prob́ıhala 60min při 37 ◦C, poté byla zastavena přidáńım 40 µl 0,5M NaOH.

Následné kvantitativńı stanoveńı redukuj́ıćıch sacharid̊u, tvorba slepého pokusu a ka-

librace byly shodné s postupem popsaným v kapitole 3.4.2, na straně 14.

3.4.5 Stanoveńı aktivity proteas

K stanoveńı aktivity proteas bylo využito hydrolýzy barevného substrátu azokaseinu

podle principu popsaného v [26]. 50 µl 2,5% (w/v) azokaseinu bylo smı́seno s 25µl

100mM pufru MOPS-NaOH, pH 7,0 nebo pH 5,0. Následným přidáńım 25µl enzy-

mového preparátu byla zahájena enzymová reakce, která prob́ıhala 60min při 37 ◦C.

Reakce byla zastavena přidáńım 250µl 5% trichloroctové kyseliny. Poté byla směs cen-

trifugována po dobu 10min při 7400× g při 4 ◦C. K 100 µl supernatantu bylo přidáno

100µl 2M NaOH. Nakonec byla změřena absorbance při vlnové délce 450 nm. Ob-

dobným postupem byl proveden slepý pokus. Kyselina trichloroctová však byla vnesena

do reakčńı směsi před přidáńım enzymového preparátu.

Kalibrace byla provedena smı́seńım 100µl roztoku azokaseinu v koncentračńım roz-

sahu 0,05–3,1mgml−1 (tedy v rozsahu látkového množstv́ı 0,2–13,1 nmol) se 100µl

2M NaOH a následným změřeńım absorbance při 450 nm. Směrnice źıskaná z této
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závislosti byla využita pro převod hodnot absorbanćı jednotlivých stanoveńı na ekvi-

valenty zvoleného standardu.

3.4.6 Stanoveńı inhibitor̊u proteas v př́ıpravku Polyversum-Biogarden

Bylo provedeno měřeńı vlivu preparát̊u aktivovaného Polyversum-Biogarden na seri-

novou proteasu trypsin (EC 3.4.21.4), a to ve dvou variantách. V prvńım př́ıpadě se

reakčńı směs skládala z 50µl 2,5% (w/v) azokaseinu; 25µl 100mM pufru MOPS-NaOH,

pH 7,0; 15 µl testovaného preparátu a 10µl 0,1% (w/v) trypsinu. V druhém př́ıpadě

byla složena z 50µl 2,5% (w/v) azokaseinu již rozpuštěného v 100mM pufru

MOPS-NaOH, pH 7,0; z 40 µl testovaného preparátu a z 10 µl 0,1% (w/v) trypsinu.

V obou př́ıpadech byla reakce zahájena přidáńım trypsinu a prob́ıhala 10min při 37 ◦C.

Zastaveńı reakce a následné kroky (též kalibrace) byly již shodné s postupem popsaným

v kapitole 3.4.5 na straně 15. Slepý vzorek byl vytvořen přidáńım kyseliny trichloroc-

tové před vneseńım testovaného preparátu a trypsinu.

3.4.7 Stanoveńı pH optima proteas

K stanoveńı pH optima proteas byla využita metoda hydrolýzy kaseinu v prostřed́ı

McIlvainových (citrát-fosfátových) pufr̊u, jejichž složeńı je uvedeno v tabulce 1

na straně 17. Reakčńı směs obsahovala 60 µl 5% (w/v) kaseinu a 60 µl McIlvai-

nova (citrát-fosfátového) pufru, pH 5,0–8,0. Reakce byla zahájena přidáńım 30 µl en-

zymového preparátu a prob́ıhala 60min při 37 ◦C. Zastavena byla přidáńım 125µl

20% (v/v) kyseliny trichloroctové. Poté byla směs 10min centrifugována při 7400× g

a 4 ◦C. Následně bylo smı́seno 50µl supernatantu se 125µl 6% (w/v) Na2CO3 a s 25 µl

25% (v/v) Folin-Ciocâlteuova činidla. Po 30min inkubaci při laboratorńı teplotě byla

změřena absorbance při 750 nm. Pro vytvořeńı slepého pokusu byla kyselina trichlo-

roctová vnesena do reakčńı směsi před přidáńım enzymového preparátu.

Pro vytvořeńı kalibrace (upraveno podle [28]) byl supernatant nahrazen 50µl roz-

toku L-tyrosinu tak, aby se látkové množstv́ı tyrosinu ve směśıch pohybovalo v rozsahu

1,4–22 nmol. Źıskaná kalibračńı závislost absorbance při 750 nm na látkovém množstv́ı

L-tyrosinu byla využita pro převod hodnot absorbanćı jednotlivých stanoveńı na ekvi-

valenty zvoleného standardu.
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Tabulka 1: Složeńı McIlvainových pufr̊u[27]. Výsledná hodnota pH byla doćılena
pomoćı 0,5M NaOH.

pH
0,1M kyselina citronová 0,2M Na2HPO4

(ml) (ml)

5,0 3,90 4,10
5,5 3,50 4,60
6,0 2,90 5,10
6,5 2,30 5,70
7,0 1,40 6,60
8,0 0,20 7,80

3.4.8 Inhibice proteas ovomukoidem

Ovomukoid byl testován jako možný inhibitor sekretovaných proteas upravenou me-

todou podle [27]. Reakčńı směs obsahovala 50 µl roztoku azokaseinu o koncentraci

0,5% (w/v) nebo 2,5% (w/v); 25 µl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 7,0 a 15 µl roz-

toku ovomukoidu v rozsahu koncentraćı 0,04–2,8% (w/v). Pro vytvořeńı kontroly byl

roztok ovomukoidu nahrazen 15µl vody. Reakce byla zahájena přidáńım 10 µl en-

zymového preparátu a prob́ıhala 30min při 37 ◦C. Zastavena byla přidáńım 250 µl

5% (v/v) kyseliny trichloroctové. V př́ıpadě slepého pokusu byla kyselina trichloroc-

tová přidána před přidáńım enzymového preparátu. Následné kvantitativńı stanoveńı

a kalibrace byly shodné s postupem uvedeným v kapitole 3.4.5 na straně 15.

3.4.9 Měřeńı stability enzymů ovlivněných vybranými činidly

Byla testována stabilita sekretovaných enzymů v prostřed́ı činidel, jako jsou SDS,

močovina či hydroxid sodný. Enzymové preparáty byly inkubovány v r̊uzně koncen-

trovaných roztoćıch těchto činidel při laboratorńı teplotě po stanovenou dobu. Kom-

pletńı seznam použitých činidel, rozmeźı jejich koncentraćı ve směsi s enzymovým pre-

parátem a doba inkubace činidla s enzymovým preparátem jsou uvedeny v tabulce 2

na straně 18. Pro vytvořeńı kontrol byly enzymové preparáty inkubovány vždy od-

pov́ıdaj́ıćı čas v deionizované vodě (bez př́ıtomnosti činidel).

Po inkubaci enzymového preparátu v př́ıtomnosti zmı́něných činidel po uvede-

nou dobu byla provedena vlastńı enzymová reakce. V př́ıpadě měřeńı stability pro-

teas obsahovala reakčńı směs vždy 50 µl 2,5% (w/v) azokaseinu a 25µl 100mM pufru

MOPS–NaOH, pH 7,0. Reakce byla zahájena přidáńım 25µl směsi enzymového pre-
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Tabulka 2: Přehled použitých činidel. V tabulce je uveden seznam činidel, jejichž
vliv na stabilitu sekretovaných enzymů byl sledován. Dále jsou zde uvedeny koncentrace
roztok̊u, ve kterých byly inkubovány enzymové preparáty. Posledńı údaj (t) udává čas
inkubace enzymového preparátu v roztoku daného činidla. *Zásobńı roztok tuhého
mýdla byl připraven navážeńım 20,6 g mýdla do 40ml deionizované vody. Po celodenńı
inkubaci při laboratorńı teplotě byl roztok přefiltrován přes skládaný filtračńı paṕır.
Ve vzniklém filtrátu byla změřena hodnota pH = 8.

Činidlo Koncentrace činidla t (min)

Močovina 1–8M 120
Tuhé mýdlo 50% (v/v) roztok* 120

SDS 0,5% a 1,0% (w/v) 120
NaOH 0,05M a 0,1M 120

Tekuté mýdlo ISANA 25% (v/v) 30

Směs SDS a NaOH
2,5–25mM NaOH 2,5–25mM NaOH

30
v 0,5% (w/v) SDS v 1,0% (w/v) SDS

Ethanol 10–48% (v/v) 30

parátu s př́ıslušným činidlem a prob́ıhala vždy 30min při 37 ◦C. Poté byla zastavena

přidáńım 250µl 5% (v/v) kyseliny trichloroctové. Následný postup (včetně kalibrace)

byl již shodný s postupem popsaným v kapitole 3.4.5 na straně 15.

V př́ıpadě měřeńı stability endo-1,3-β-glukanasy obsahovala reakčńı směs 12 µl

1,6mgml−1 laminarinu a 20 µl 100mM pufru MOPS–NaOH, pH 5,0. Reakce byla

zahájena přidáńım 8µl směsi enzymu a př́ıslušného činidla. Reakce prob́ıhala 90min

a byla zastavena přidáńım 40µl 0,5M NaOH. Následné kroky (včetně kalibrace) se již

shodovaly s postupem uvedeným v kapitole 3.4.2 na straně 14.

3.4.10 Stanoveńı protein̊u podle Lowryho

Celkového množstv́ı rozpustných protein̊u bylo stanoveno podle Lowryho[29]. Do ja-

mek mikrotitračńı destičky bylo pipetováno vždy 15µl roztoku protein̊u (roztoky stan-

dardu BSA nebo enzymové preparáty). Poté bylo přidáno 165µl roztoku C, který vznikl

smı́seńım padesáti d́ıl̊u roztoku A (2% (w/v) Na2CO3 v 0,1M NaOH) a jednoho d́ılu

roztoku B (0,5% (w/v) CuSO4 v 1% (w/v) vinanu sodném). Po 10min inkubaci bylo

k směsi přidáno 20µl 50% (v/v) Folin-Ciocâlteuova fenolového činidla. Následovala

30min inkubace, po které byla změřena absorbance při 700 nm. Slepý pokus byl vy-

tvořen nahrazeńım roztoku protein̊u deionizovanou vodou.

Koncentrace protein̊u v enzymových preparátech byla vypočtena z rovnice regresńı
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př́ımky závislosti absorbance roztok̊u standardu (roztoky BSA v koncentračńım rozsahu

0,05–0,7mgml−1) při 700 nm na jejich hmotnostńı koncentraci.

3.4.11 Elektroforetická separace v prostřed́ı SDS

Byla provedena elektroforetická separace protein̊u v polyakrylamidovém gelu

v prostřed́ı SDS podle Laemmliho[30]. Pro separaci protein̊u byl použit zaostřovaćı

gel s koncentraćı akrylamidu 4% (w/v) a separačńı gel s koncentraćı akrylamidu

15% (w/v).

Zaostřovaćı gel byl připraven smı́seńım 2,7ml vody; 670µl 30% (w/v) zásobńıho

roztoku akrylamidové směsi; 500µl 1M Tris-HCl, pH 6,8; 40µl 10% SDS; 4µl TEMED

a 40µl 10% peroxodiśıranu amonného. Separačńı gel obsahoval 3,4ml vody; 7,5ml

30% (w/v) zásobńıho roztoku akrylamidové směsi; 3,8ml 1,5M Tris-HCl, pH 8,8; 150µl

10% SDS; 6µl TEMED a 150 µl 10% peroxodiśıranu amonného. 30% (w/v) zásobńı

roztok akrylamidové směsi se skládal z 29,2% (w/v) akrylamidu a 0,8% (w/v)

N, N’-methylenbisakrylamidu.

Enzymové preparáty byly smı́seny se vzorkovým pufrem v poměru 1:1 a směs byla

následně povařena 5min ve vodńı lázni. Vzorkový pufr se skládal z 2,4ml vody; 2,6ml

0,5M pufru Tris-HCl, pH 6,8; 2ml glycerolu; 2ml 10% SDS; 0,5ml β-merkaptoethanolu

a 0,5ml 1% bromfenolové modři.

Takto připravené preparáty byly naneseny do jamek gelu ponořeného do elektro-

dového pufru (pH 8,3), který byl složen z 0,3% (w/v) Tris; 1,44% (w/v) glycinu

a 0,1% (w/v) SDS. Do jednotlivých jamek bylo naneseno 5µg protein̊u. Použitým

standardem molekulových hmotnost́ı byl př́ıpravek ”Protein Test Mixture 5 for SDS

PAGE”, který pokrývá oblast 6,5–29 kDa. Elektroforetická separace prob́ıhala nejdř́ıve

při 70V. Po prostoupeńı preparát̊u do separačńıho gelu bylo napět́ı zvýšeno na 140V.

Po ukončeńı separace byly proteiny obarveny pomoćı dusičnanu stř́ıbrného.

Nejdř́ıve byl gel po dobu 1,5 h ponořen do fixačńıho roztoku (50% (v/v) etha-

nol; 12% (v/v) kyselina octová; 0,05% formaldehyd), poté byl během 20min

dvakrát propláchnut promývaćım roztokem (20% (v/v) ethanol) a dvakrát vo-

dou. Dále byl gel na 2min vložen do čerstvě připraveného senzitivizuj́ıćıho roztoku

(0,02% (w/v) Na2S2O3), poté byl dvakrát promyt vodou. Následovalo ponořeńı do bar-

vićıho roztoku (0,2% (w/v) AgNO3; 0,076% (v/v) formaldehyd). Po obarveńı byl
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gel krátce propláchnut vodou. Vyv́ıjeńı ve vyv́ıjećım roztoku (6% (w/v) Na2CO3;

0,0004% (w/v) Na2S2O3; 0,05% (v/v) formaldehyd), které prob́ıhalo po dobu asi

10min, bylo zastaveno přidáńım terminačńıho roztoku (12% (v/v) kyselina octová).

Po poř́ızeńı fotografiı byl gel převeden do deionizované vody.

4 Výsledky

V této práci byly studovány některé vlastnosti enzymů sekretovaných oomycetou Py-

thium oligandrum. V prvńı části práce byl sledován vývoj aktivity vybraných hydro-

lytických enzymů a bylo měřeno množstv́ı rozpustných protein̊u v aktivovaném ko-

merčńım př́ıpravku Polyversum-Biogarden v závislosti na době jeho aktivace. V druhé

části práce byl studován vliv některých látek na aktivitu a stabilitu sekretovaných en-

zymů v enzymových preparátech, které jsou součást́ı projektu č. FV10735 Ministerstva

pr̊umyslu a obchodu ČR.

4.1 Enzymové aktivity v př́ıpravku Polyversum-Biogarden

Př́ıpravek Polyversum-Biogarden má být dle pokyn̊u výrobce před použit́ım aktivován

rozmı́cháńım ve vodě a 30min inkubován[24]. V prvńı fázi experimentu byla připravena

suspenze př́ıpravku Polyversum-Biogarden o desetinásobné koncentraci oproti po-

kyn̊um výrobce, tedy 0,5% (w/v) suspenze[24]. I přes tuto záměrně vyšš́ı koncentraci

byly však naměřené enzymové aktivity v př́ıpravku velmi ńızké. (Data nejsou uvedena.)

Z tohoto d̊uvodu byla připravena suspenze př́ıpravku se stonásobnou (tj. 5% (w/v))

koncentraćı oproti doporučeńı výrobce. (Postup aktivace viz kapitola 3.4.1, str. 13.)

Následně byla v jednotlivých enzymových preparátech (supernatantech po odstředěńı

suspenze) změřena aktivita sekretovaných glykosidas a proteas. (Postup byl popsán

v kapitolách 3.4.2, 3.4.3, 3.4.4 a 3.4.5, str. 14–15.)

4.1.1 Aktivita glykosidas

Na obrázku 5 na straně 21 jsou uvedeny hodnoty specifických aktivit naměřených v pre-

parátech připravených r̊uzně dlouhou aktivaćı př́ıpravku Polyversum-Biogarden. (Akti-

vace viz kap. 3.4.1, str. 13.) Aktivity jsou vyjádřeny v ekvivalentech látkového množstv́ı
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redukuj́ıćıho sacharidu glukosy vztažených na jednotku času a mg rozpustných pro-

tein̊u. (Obsah rozpustných protein̊u viz kap. 4.1.3, str. 22.)

Jak je z obrázku patrné, v krátkých časech aktivace př́ıpravku, tj. 1 h a 3 h, byla

aktivita glykosidas srovnatelná s hodnotami v čase 0 h, tedy s aktivitou glykosidas

bez aktivace př́ıpravku. Po šestihodinové aktivaci př́ıpravku však došlo k skokovému

nár̊ustu aktivit všech glykosidas, nejvyšš́ı nár̊ust byl zaznamenán u celulasy, nejnižš́ı

u endo-1,3-β-glukanasy. Podobně vysokých hodnot dosahovaly aktivity glykosidas také

v následuj́ıćıch hodinách aktivace. V preparátech aktivovaných po dobu 48 h byl za-

znamenán prudký pokles aktivity. I přes tento pokles však byly aktivity glykosidas

přibližně čtyřnásobné oproti počátečńım hodnotám. Srovnatelných hodnot dosahovaly

aktivity celulasy a chitinasy v preparátech aktivovaných 72 h, daľśı pokles nastal po ak-

tivaci trvaj́ıćı 144 h. Aktivita endo-1,3-β-glukanasy klesla po 144 h aktivaci k nule.

Obrázek 5: Specifická aktivita glykosidas v př́ıpravku Polyversum-Biogar-
den. Aktivita byla měřena v preparátech lǐśıćıch se dobou aktivace př́ıpravku. Pre-
paráty byly připraveny z 5% (w/v) suspenze Polyversum-Biogarden v deionizované
vodě, inkubované při 25 ◦C. Symboly: * - Aktivita enzymu klesla k nule.

4.1.2 Aktivita proteas

V preparátech aktivovaného př́ıpravku Polyversum-Biogarden byly rovněž měřeny ak-

tivity proteas podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.5 na straně 15. Jak je vidět

na obrázku 6 na straně 23, aktivita proteas nebyla v některých preparátech v̊ubec
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měřitelná. Nejvyšš́ı naměřenou hodnotou byla specifická aktivita preparátu aktivo-

vaného 24 h, která činila přibližně 0,1 nmolmin−1mg−1.

Vzhledem k prakticky nulovým aktivitám proteas v aktivovaném př́ıpravku Po-

lyversum-Biogarden byla vyslovena úvaha, že by se v něm mohly vyskytovat inhi-

bitory proteas. Za účelem otestováńı tohoto předpokladu byla, podle postupu uve-

deného v kapitole 3.4.6 na straně 16, vytvořena reakčńı směs, která kromě enzy-

mových preparát̊u obsahovala serinovou proteasu trypsin (EC 3.4.21.4), jej́ıž aktivita by

mohla být př́ıpadnými inhibitory negativně ovlivněna. Jak ovšem vyplývá z obrázku 7

na straně 23, aktivita trypsinu byla ve všech př́ıpadech srovnatelná s kontrolou (tj. re-

akćı ve které byl enzymový preparát nahrazen vodou). Př́ıtomnost inhibitor̊u serinových

proteas mezi proteiny sekretovanými oomycetou Pythium oligandrum tedy nebyla po-

tvrzena.

Zobrazená data pocháźı z druhé série měřeńı, ve které bylo množstv́ı enzymového

preparátu vnášeného do reakčńı směsi navýšeno na 40 µl. (Výsledky prvńıho měřeńı,

při kterém bylo do reakčńı směsi vnášeno pouze 15µl enzymového preparátu, nejsou

uvedeny, nebot’ naměřené hodnoty byly obdobné.)

4.1.3 Obsah protein̊u v aktivovaném př́ıpravku Polyversum-Biogarden

Na obrázku 8 na straně 25 jsou uvedeny koncentrace rozpustných protein̊u v akti-

vovaném př́ıpravku Polyversum-Biogarden změřené podle postupu uvedeného v ka-

pitole 3.4.10 na straně 18. Ačkoliv byla koncentrace rozpustných protein̊u v kon-

textu ostatńıch naměřených hodnot vysoká již na počátku (tj. v preparátu, kterému

nebyl ponechán čas k aktivaci – 0 h), je patrné, že během prvńıch tř́ı hodin akti-

vace množstv́ı rozpustných protein̊u v preparátech pozvolna vzrostlo, a to přibližně

o 0,1mgml−1. Takto zvýšená koncentrace protein̊u (přibližně 0,7mgml−1) byla

naměřena i v následuj́ıćıch hodinách aktivace. Při aktivaci trvaj́ıćı 24 a v́ıce hodin

byly naměřené koncentrace rozpustných protein̊u nižš́ı než koncentrace naměřená v ne-

aktivovaném preparátu (0 h).

Za účelem charakterizace protein̊u nacházej́ıćıch se v preparátech Polyversum-Bi-

ogarden, byla provedena jejich elektroforetická separace v polyakrylamidovém gelu

v prostřed́ı SDS podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.11 na straně 19. Protože

je známo, že organismus Pythium oligandrum sekretuje oligandrin, protein s ńızkou
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Obrázek 6: Specifická aktivita proteas v př́ıpravku Polyversum-Biogarden.
Aktivita byla měřena v preparátech lǐśıćıch se dobou aktivace př́ıpravku. Preparáty
byly připraveny z 5% (w/v) suspenze Polyversum-Biogarden v deionizované vodě, in-
kubované při 25 ◦C. Symboly: * - Aktivita enzymu klesla k nule.

Obrázek 7: Vliv př́ıpravku Polyversum-Biogarden na aktivitu trypsinu. Byla
měřena aktivita serinové proteasy trypsinu v reakčńı směsi se zvýšeným pod́ılem (40µl)
aktivovaného př́ıpravku Polyversum-Biogarden. Aktivita je vztažena na ml roztoku try-
psinu. Jako kontrola sloužila reakce, ve které byl aktivovaný př́ıpravek Polyversum-Bi-
ogarden nahrazen deionizovanou vodou.
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molekulovou hmotnost́ı (přibližně 10 kDa)[20], bylo využito 15% (w/v) polyakrylami-

dového gelu a standardńıch protein̊u, které pokrývaj́ı rozsah molekulových hmotnost́ı

6,5–29 kDa.

Po elektroforetické separaci protein̊u byly vyhodnoceny jejich relativńı molekulové

hmotnosti za pomoci programu GelAnalyzer. Na sńımku gelu (obr. 9, str. 25) jsou vidi-

telné dva slabé proužky odpov́ıdaj́ıćı protein̊um s molekulovou hmotnost́ı v přibližném

rozmeźı 11–12 kDa, které se nacházej́ı v preparátech aktivovaných 24 a 48 h. Tyto

proužky jsou na obrázku červeně zakroužkovány.

Dále je na sńımku gelu patrné množstv́ı proužk̊u nacházej́ıćıch se nad horńı hra-

nićı rozsahu standardu molekulových hmotnost́ı (v́ıce než 29 kDa). Jedná se o poměrně

rozsáhlou oblast výrazněǰśıch proužk̊u odpov́ıdaj́ıćıch protein̊um s molekulovými hmot-

nostmi v rozsahu přibližně 56–67 kDa a o oblast méně výrazných proužk̊u, které od-

pov́ıdaj́ı protein̊um s molekulovou hmotnost́ı v rozsahu přibližně 41–50 kDa. Jak je

ze sńımku patrné, proužky odpov́ıdaj́ıćı protein̊um s vyšš́ı molekulovou hmotnost́ı jsou

dobře viditelné ve všech enzymových preparátech, na rozd́ıl od proužk̊u druhé zmı́něné

oblasti, které jsou výrazněǰśı v preparátech aktivovaných 24 h a déle.

4.2 Vlastnosti enzymů sekretovaných oomycetou Pythium

oligandrum

4.2.1 Stanoveńı aktivity proteas

Byla stanovena aktivita proteas v preparátech, které byly skladovány po dobu dvou

let v mrazničce při teplotě −24 ◦C. Výsledky tohoto stanoveńı (viz obrázek 10, str. 27)

byly d̊uležité pro zjǐstěńı stability proteas při jejich dlouhodobém skladováńı. Naměřené

hodnoty se nelǐsily od p̊uvodńıch[23], nejvyšš́ı aktivitu měly preparáty č́ıslo 1 a č́ıslo 5.

Měřeńı prob́ıhalo při dvou r̊uzných hodnotách pH (pH 5,0 a pH 7,0) podle postupu

uvedeného v kapitole 3.4.5 na straně 15. Naměřené specifické aktivity byly pro obě

hodnoty pH ve všech preparátech srovnatelné.

Z předchoźıch studíı je známo, že mezi sekretovanými enzymy se vyskytuje v́ıce

typ̊u proteas[23], byla tedy stanovena závislost aktivity sekretovaných proteas na pH.

Měřeńı bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.7 na straně 16. Výsledky

tohoto měřeńı jsou uvedeny na obrázku 11 na straně 27. Aktivita proteas, vyjádřena
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Obrázek 8: Obsah rozpustných protein̊u v př́ıpravku Polyversum-Biogar-
den. Koncentrace protein̊u je vyjádřena v miligramech zvoleného standardu, BSA,
vztažených na ml aktivovaného př́ıpravku.

Obrázek 9: Elektroforetická separace protein̊u aktivovaného př́ıpravku Poly-
versum-Biogarden v prostřed́ı SDS. Separace byla provedena v 15% (w/v) polya-
krylamidovém gelu. Popisky jednotlivých jamek označuj́ı dobu aktivace př́ıpravku Poly-
versum-Biogarden v hodinách, ST = standard molekulových hmotnost́ı, PJ = prázdná
jamka. Do jamek bylo naneseno 5 µg protein̊u. Hvězdičky označuj́ı jamky, do kterých
bylo kv̊uli ńızké koncentraci naneseno méně než 5 µg protein̊u. (48 h: 4,4 µg; 144 h:
4,6 µg.) Červeně zakroužkovaná oblast označuje proužky odpov́ıdaj́ıćı molekulové hmot-
nosti přibližně 11–12 kDa.
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v ekvivalentech látkového množstv́ı standardu, L-tyrosinu, vztažených na čas reakce

a mililitr enzymového preparátu, se pohybovala v rozsahu 8,2–14,0 nmolmin−1ml−1.

Nejvyšš́ı hodnoty dosahovala při pH 6,5.

4.2.2 Vliv ovomukoidu na aktivitu proteas

V roztoku sekretovaných enzymů oomycety Pythium oligandrum byl sledován vliv inhi-

bitoru ovomukoidu na př́ıtomné proteasy podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.8

na straně 17. Na obrázku 12 na straně 28 je znázorněna závislost rychlosti re-

akce na molárńı koncentraci inhibitoru, při dvou koncentraćıch substrátu a pH 7,0.

Z naměřených dat byly pomoćı rovnice spojnice trendu Dixonova výnosu (závislosti

reciproké rychlosti reakce na koncentraci inhibitoru) vypočteny hodnoty IC50 pro obě

koncentrace substrátu. V př́ıpadě reakce prob́ıhaj́ıćı v prostřed́ı 106 µM azokaseinu se

vypočtená hodnota IC50 rovná přibližně 17µM. Hodnota IC50 vypoč́ıtaná pro reakci

prob́ıhaj́ıćı v prostřed́ı 530 µM azokaseinu odpov́ıdá přibližně 20µM.

4.2.3 Vliv vybraných činidel na stabilitu proteas a endo-1,3-β-glukanasy

Dále byl sledován vliv r̊uzně koncentrovaných roztok̊u vybraných činidel (konkrétně

močoviny, tuhého a tekutého mýdla, ethanolu, SDS, NaOH a směsi posledńıch dvou

zmı́něných látek) na stabilitu sekretovaných proteas a endo-1,3-β-glukanasy podle po-

stupu uvedeného v kapitole 3.4.9, na straně 17.

Na obrázku 13 na straně 29 je znázorněn vliv 1–8M roztok̊u močoviny na stabilitu

sekretovaných proteas. Doba inkubace enzymového preparátu v roztoćıch močoviny

byla 2 h. Z obrázku je patrné, že k sńıžeńı specifické aktivity proteas došlo v prostřed́ı

4M a 8M močoviny. Ve zbylých roztoćıch byly naměřené specifické aktivity srovnatelné

s kontrolou.

Odlǐsná situace nastala v př́ıpadě 2 h inkubace preparátu v roztoćıch tenzid̊u (0,5%

a 1% (w/v) SDS, 50% (v/v) roztoku připraveného z tuhého mýdla) a v 0,05M či 0,1M

roztoćıch NaOH (obrázek 14, str. 29). V porovnáńı s kontrolou byla změřena nižš́ı

specifická aktivita ve všech uvedených roztoćıch. Nejnižš́ı specifická aktivita pak byla

naměřena v roztoćıch 1% (w/v) SDS a 0,1M NaOH; v těchto prostřed́ıch tedy byly

proteasy méně stabilńı.
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Obrázek 10: Stabilita proteas sekretovaných oomycetou Pythium oligan-
drum . Specifická aktivita sekretovaných proteas byla měřena v preparátech (č. 1–5),
které byly dva roky skladovány při teplotě −24 ◦C. Enzymová reakce prob́ıhala
při pH 5,0 nebo pH 7,0 po dobu 1 h při 37 ◦C.

Obrázek 11: Závislost aktivity sekretovaných proteas na pH. Aktivita pro-
teas byla měřena v prostřed́ı McIlvainových pufr̊u, pH 5,0 – pH 8,0. Vyjádřena je
v odpov́ıdaj́ıćım množstv́ı standardu L-tyrosinu vztaženém na čas reakce a mililitr
enzymového preparátu.
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Obrázek 12: Inhibice sekretovaných proteas ovomukoidem. Graf znázorňuje
závislost rychlosti reakce na molárńı koncentraci inhibitoru ovomukoidu v reakčńı
směsi. Znázorněny jsou pr̊uběhy pro dvě koncentrace substrátu (106 µM a 530µM azo-
kasein). Rychlost reakce je vztažena na miligram rozpustných protein̊u obsažených
v enzymovém preparátu.

Specifická aktivita sekretovaných proteas byla oproti kontrole významně sńıžena

rovněž po 30min inkubaci enzymového preparátu v 25% (v/v) roztoćıch tekutých

mýdel značky ISANA (obr. 15, str. 31). Sekretované proteasy byly méně stabilńı

v prostřed́ı tekutého mýdla varianty
”
Mango a pomeranč“ oproti variantě

”
Speciál“,

která má dle informaćı výrobce antibakteriálńı účinky. V př́ıpadě varianty
”
Speciál“

došlo k sńıžeńı specifické aktivity proteas na 60% ve srovnáńı s kontrolou, v př́ıpadě

varianty
”
Mango a pomeranč“ došlo k sńıžeńı aktivity až na 18% ve srovnáńı s kont-

rolou.

Na obrázku 16 na straně 31 je znázorněna stabilita sekretovaných proteas v en-

zymových preparátech inkubovaných 30min v 0,5% (w/v) (popř́ıpadě 1% (w/v)) roz-

toćıch SDS současně obsahuj́ıćıch NaOH v koncentračńım rozsahu 2,5–25mM. Ve všech

roztoćıch byly sekretované proteasy málo stabilńı, nebot’ v nich byla změřena ńızká

specifická aktivita v porovnáńı s kontrolou. Nav́ıc při porovnáńı hodnot specifických

aktivit proteas mezi sebou bylo zjǐstěno, že dvojnásobné navýšeńı koncentrace SDS
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Obrázek 13: Stabilita sekretovaných proteas v př́ıtomnosti močoviny. En-
zymový preparát byl inkubován v roztoćıch 1–8M močoviny při laboratorńı teplotě
po dobu 2 h. Kontrola byla připravena inkubaćı enzymového preparátu v deionizované
vodě.

Obrázek 14: Stabilita sekretovaných proteas v př́ıtomnosti tenzid̊u a NaOH.
Enzymový preparát byl inkubován v uvedených roztoćıch po dobu 2 h při laboratorńı
teplotě. Kontrola byla připravena inkubaćı enzymového preparátu v deionizované vodě.
RM = roztok mýdla, který byl připraven z tuhého mýdla podle postupu uvedeného
v kapitole 3.4.9, str. 17.
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(při zachováńı koncentrace NaOH) zp̊usobilo ve většině př́ıpad̊u přibližně dvojnásobné

sńıžeńı aktivity. Naproti tomu dvojnásobné navýšeńı koncentrace NaOH (při zachováńı

koncentrace SDS) ve většině př́ıpad̊u dvojnásobný pokles aktivity nezp̊usobilo.

Byl sledován rovněž vliv r̊uzně koncentrovaných roztok̊u ethanolu na stabilitu sekre-

tovaných proteas (obrázek 17, str. 32). Enzymový preparát byl inkubován v roztoćıch

ethanolu o koncentraćıch 10–48% (v/v) po dobu 30min při laboratorńı teplotě. Z po-

rovnáńı naměřených hodnot s kontrolou vyplývá, že ethanol neměl vliv na stabilitu

sekretovaných proteas.

Na obrázku 18 na straně 32 jsou uvedeny specifické aktivity sekretované

endo-1,3-β-glukanasy, která byla před vlastńı enzymovou reakćı 30min inkubována

při laboratorńı teplotě v 10–48% (v/v) roztoćıch ethanolu. Jak je z obrázku vidět,

ethanol neměl významný vliv na stabilitu tohoto enzymu, a to ani při vyšš́ı, téměř

50% (v/v) koncentraci.
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Obrázek 15: Stabilita sekretovaných proteas v př́ıtomnosti tekutých mýdel
značky ISANA. Enzymový preparát byl inkubován v 25% (v/v) roztoćıch tekutých
mýdel značky ISANA (S = varianta

”
Speciál“, M = varianta

”
Mango a pomeranč“)

po dobu 30min při laboratorńı teplotě. Kontrola byla připravena inkubaćı enzymového
preparátu v deionizované vodě.

Obrázek 16: Stabilita sekretovaných proteas v př́ıtomnosti směsi SDS
a NaOH. Enzymový preparát byl inkubován 30min při laboratorńı teplotě v roz-
toćıch 0,5% nebo 1% (w/v) SDS, které zároveň obsahovaly NaOH, a to v koncen-
tračńım rozsahu 2,5–25mM. Kontrola byla připravena inkubaćı enzymového preparátu
v deionizované vodě.
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Obrázek 17: Stabilita sekretovaných proteas v př́ıtomnosti ethanolu. En-
zymový preparát byl inkubován v roztoćıch ethanolu o koncentraćıch 10–48% (v/v)
po dobu 30min při laboratorńı teplotě. Kontrola byla připravena inkubaćı enzymového
preparátu v deionizované vodě.

Obrázek 18: Stabilita sekretované endo-1,3-β-glukanasy v př́ıtomnosti
ethanolu. Enzymový preparát byl inkubován 30min při laboratorńı teplotě
v 10–48% (v/v) roztoćıch ethanolu. Kontrola byla připravena inkubaćı enzymového
preparátu v deionizované vodě.
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5 Diskuze

Oomycety jsou kmenem houbám podobných organismů, mezi které můžeme zařadit

některé velmi významné patogeny živočich̊u (např. Pythium insidiosum) a rostlin (např.

Phytophthora infestans , Pythium ultimum)[7], jenž zp̊usobuj́ı každý rok ohromné ztráty

na zemědělské úrodě[31]. K ochraně úrody před těmito patogeny jsou vynakládány

nemalé prostředky a úsiĺı. Rostliny jsou chráněny šlechtěńım rezistentńıch plodin či na-

př́ıklad použ́ıváńım chemických pesticid̊u[12].

Využ́ıváńı pesticid̊u je přitom spojeno s řadou environmentálńıch problémů.

Docháźı např́ıklad k ukládáńı rezidúı pesticid̊u v p̊udě, což vede k ovlivněńı zastoupeńı

p̊udńıch mikroorganismů (které se na kvalitě p̊udy významně pod́ılej́ı), a tedy ke změně

vlastnost́ı p̊udy. Pesticidy se také dostávaj́ı do vodńıch tok̊u, dokonce do spodńıch

vod, docháźı tak k úhynu vodńıch organismů a k narušováńı potravńıch řetězc̊u[32].

Daľśım problémem je nedostatek informaćı o degradaci pesticid̊u a o mechanismu jejich

p̊usobeńı na metabolismus mikroorganismů, rostlin a živočich̊u. Řešeńım těchto četných

problémů se jev́ı využit́ı tzv. BCAs – prostředk̊u biologické ochrany rostlin, tedy mi-

kroorganismů, kteř́ı přirozeně konkuruj́ı rostlinným patogen̊um. Mezi tyto prospěšné

mikroorganismy patř́ı např́ıklad Trichoderma harzianum p̊usob́ıćı jako fungicid, Ba-

cillus subtilis využ́ıvaný jako fungicid a bakteriocid, Bacillus thuringiensis slouž́ıćı jako

insekticid či Pythium oligandrum p̊usob́ıćı jako fungicid[15].

Pythium oligandrum je nepatogenńı oomyceta, která při ochraně rostlin jednak

soutěž́ı s patogenńımi organismy v rhizosféře o prostor a živiny, jednak tyto mikroor-

ganismy mykoparaziticky napadá. Zároveň Pythium oligandrum v rostlinách indukuje

rezistenci a podporuje je v r̊ustu produkćı tryptaminu[12, 15, 17]. Mykoparazitický

účinek oomycety spoč́ıvá v produkci hydrolytických enzymů (např́ıklad glukanas, ce-

lulas, chitinas či proteas), které uvolňuje do okoĺı a degraduje tak buněčnou stěnu

patogenńıho organismu[15, 18].

V prvńı části této bakalářské práce byla sledována aktivita endo-1,3-β-glukanasy

(EC 3.2.1.6), celulasy (EC 3.2.1.4), chitinasy (EC 3.2.1.14) a proteas v suspenzi ko-

merčńıho př́ıpravku biologické ochrany rostlin, Polyversum-Biogarden, společnosti Bi-

opreparáty, s. r. o., jehož účinnou složkou jsou oospory organismu Pythium oligan-

drum M1 (v množstv́ı 1× 106 g−1), a který je určen k mořeńı, postřiku a zaléváńı[24].
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O př́ıtomnosti enzymů v tomto př́ıpravku nejsou dosud žádné informace, aktivity uve-

dených enzymů proto byly sledovány v několika časech aktivace př́ıpravku. (Aktivace

viz kapitola 3.4.1, str. 13.) Konkrétně byly měřeny aktivity ihned po smı́seńı př́ıpravku

s vodou (0 h), po jedné hodině aktivace (Tento čas byl zvolen z d̊uvodu doporučeńı

výrobce aktivovat př́ıpravek přibližně 30min před aplikaćı na rostliny.) i v deľśıch

časech (až 144 h).

Bylo zjǐstěno, že specifická aktivita glykosidas (viz obrázek 5, str. 21) dosahovala

nejvyšš́ıch hodnot v př́ıpadech, kdy byl př́ıpravek aktivován mezi 6 a 24 hodinami. Na-

proti tomu proteolytická aktivita prakticky nebyla za zvolených podmı́nek prokázána

(viz obrázek 6, str. 23). Vzhledem k tomu, že produkce proteas je v organismu Pythium

oligandrum předpokládána[7, 15], bylo ověřováno, zda se mezi sekretovanými proteiny

oomycety nenacháźı inhibitory proteas. Za t́ımto účelem bylo provedeno měřeńı akti-

vity serinové proteasy trypsinu (EC 3.4.21.4) v reakci, do které byly přidány roztoky

s proteiny sekretovanými oomycetou Pythium oligandrum. Pokles aktivity trypsinu

však nebyl zaznamenán (viz obrázek 7, str. 23); inhibitory serinových proteas tedy ne-

byly prokázány. Provedené měřeńı ovšem nevylučuje př́ıtomnost jiných typ̊u inhibitor̊u.

Nı́zké specifické aktivity proteas dále mohly být zp̊usobeny nepř́ıtomnost́ı př́ıpadných

nezbytných aktivátor̊u v reakčńı směsi či př́ıtomnost́ı proteas, které nejsou schopny

štěpit zvolený substrát azokasein (exoproteasy).

Vzhledem k ńızkým specifickým aktivitám glykosidas naměřeným v kratš́ıch časech

aktivace a prakticky neměřitelným specifickým aktivitám proteas se zdá, že mecha-

nismus p̊usobeńı př́ıpravku Polyversum-Biogarden po aplikaci na rostliny nespoč́ıvá

primárně v bezprostředńım účinku těchto enzymů na patogenńı organismy, ale že

docháźı v prvé řadě ke kolonizaci rostliny a následně k indukci jej́ı rezistence. Tomu

by nasvědčovaly rovněž výsledky separace sekretovaných protein̊u oomycety gelovou

elektroforézou v prostřed́ı SDS (viz obrázek 9, str. 25). Po separaci byl totiž nalezen

protein o velikosti přibližně 11–12 kDa, který svou molekulovou hmotnost́ı přibližně

odpov́ıdá oligandrinu, elicitin̊um podobnému proteinu, známému svou schopnost́ı in-

dukovat imunitńı odpověd’ v rostlinách rajčete[20].

Dı́ky své schopnosti agresivně napadat houbové, ale i houbám podobné patogeny,

a d́ıky skutečnosti, že se jedná o nepatogenńı organismus, nalezla oomyceta Pythium

oligandrum své uplatněńı i v humánńı a veterinárńı medićıně. Př́ıpravky na bázi Py-
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thium oligandrum p̊usob́ı proti dermatofytózám (houbovým onemocněńım k̊uže, vlas̊u

a neht̊u) mechanismy podobnými těm, které oomyceta Pythium oligandrum využ́ıvá

při boji s fytopatogeny[33].

V dnešńı době dostupné kosmetické př́ıpravky, které jsou běžně využ́ıvány při péči

o tělo, obsahuj́ı množstv́ı látek, jež by mohly nepř́ıznivě ovlivnit léčebný účinek

př́ıpravk̊u na bázi Pythium oligandrum. V druhé části této práce proto byla studována

stabilita enzymů sekretovaných oomycetou Pythium oligandrum v př́ıtomnosti činidel

běžně se vyskytuj́ıćıch v některých kosmetických př́ıpravćıch. Byly rovněž hledány daľśı

látky a podmı́nky, které by mohly aktivitu těchto enzymů snižovat.

Z předchoźıch studíı je známo, že stabilita sekretovaných proteas skladovaných

v pr̊uběhu dvou měśıc̊u při teplotě 5 ◦C byla velmi dobrá. S těmito studiemi je v sou-

ladu i současné pozorováńı stability proteas skladovaných dva roky při−24 ◦C – zjǐstěná

specifická aktivita se nelǐsila od hodnot naměřených před skladováńım[23].

Byla sledována také závislost aktivity sekretovaných proteas na pH, nejvyšš́ı ak-

tivity dosahuj́ı př́ıtomné proteasy v okoĺı pH 6,5. Dále bylo zjǐstěno, že proteoly-

tická aktivita enzymů sekretovaných organismem Pythium oligandrum je významně

snižována ovomukoidem, proteinem, který je znám jako inhibitor serinových proteas.

Mezi sekretovanými enzymy organismu Pythium oligandrum se tedy serinové proteasy

pravděpodobně vyskytuj́ı.

Stabilitu sekretovaných proteas významně snižovala př́ıtomnost tenzid̊u (zejména

1% (w/v) SDS) a hydroxidu sodného (viz obr. 14, str. 29 a obr. 16, str. 31). Při sle-

dováńı stability proteas v roztoćıch tekutých mýdel ISANA (viz obrázek 15, str. 31)

byla překvapivě naměřena vyšš́ı proteolytická aktivita ve variantě mýdla s antibak-

teriálńım účinkem, tedy variantě
”
Speciál“, oproti hodnotě naměřené ve variantě

”
Mango a pomeranč“, která nebyla označena jako antibakteriálńı. Je proto možné,

že daľśı př́ıměsi obsažené v těchto mýdlech (např́ıklad parfémové složky) by mohly

snižovat stabilitu sekretovaných proteas.

6 Závěr

1. V př́ıpravku Polyversum-Biogarden inkubovaném ve vodě byla zjǐstěna aktivita

glykosidas – endo-1,3-β-glukanasy, celulasy a chitinasy, která se s časem akti-
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vace (inkubace př́ıpravku ve vodě) zvyšovala. Nejvyšš́ı aktivita glykosidas byla

naměřena po aktivaci trvaj́ıćı 6–24 h, poté došlo k jej́ımu sńıžeńı.

2. V aktivovaném př́ıpravku Polyversum-Biogarden nebyla zjǐstěna proteolytická

aktivita, zároveň zde ale nebyla prokázána př́ıtomnost inhibitor̊u serinových pro-

teas. Po aktivaci trvaj́ıćı 24 a 48 hodin se mezi sekretovanými proteiny objevil

protein o molekulové hmotnosti 11–12 kDa, který svou molekulovou hmotnost́ı

přibližně odpov́ıdá oligandrinu.

3. Jako pH optimum proteas sekretovaných oomycetou Pythium oligandrum

bylo stanoveno pH 6,5.

4. Ovomukoid inhiboval aktivitu sekretovaných proteas. Byla zjǐstěna hodnota IC50

přibližně 17µM při koncentraci substrátu 106 µM a hodnota IC50 přibližně 20µM

při koncentraci substrátu 530 µM.

5. Stabilita sekretovaných proteas nebyla ovlivněna dlouhodobým skladováńım

při teplotě −24 ◦C, snižovala ji ovšem př́ıtomnost SDS, tekutých mýdel, hyd-

roxidu sodného či roztoku tuhého mýdla. Močovina stabilitu proteas př́ılǐs ne-

ovlivňovala; k jej́ımu sńıžeńı došlo až v roztoćıch 4 a 8M močoviny p̊usob́ıćıch

po dobu dvou hodin.

6. Ethanol neměl vliv na stabilitu sekretovaných proteas či endo-1,3-β-glukanasy.

Dokonce ani po třicetiminutové inkubaci enzymů v 48% (v/v) roztoku ethanolu

nebylo zaznamenáno jej́ı sńıžeńı.
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roč. 109, č. 8, s. 613–618 [cit. 2018-10-10]. Dostupné z: http://www.chemicke-
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mycologywebpages/mycologywebpages.html.

37

http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2015_08_613-618.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2015_08_613-618.pdf
http://dx.doi.org/10.1094/PHI-I-2008-0226-01
http://dx.doi.org/10.1016/C2009-0-63188-3
http://dx.doi.org/10.1016/C2009-0-63188-3
http://dx.doi.org/10.1016/1360-1385(96)86901-9
http://dx.doi.org/10.1016/1360-1385(96)86901-9
http://dx.doi.org/10.1016/j.funbio.2011.09.004
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/mycologywebpages.html
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/mycologywebpages.html


10. MYKLESTAD, S. M.; GRANUM, E. Biology of (1,3)-β-glucans and related glu-

cans in protozoans and chromistans. BACIC, A.; FINCHER, G. B.; STONE,

B. A. (ed.). Chemistry, Biochemistry and Biology of (1,3)-β-Glucans and Re-

lated Polysaccharides. Prvńı vydáńı. Academic Press, 2009, s. 353–385. ISBN
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10.1128/aem.66.10.4305-4314.2000.

19. DEREVNINA, L. et al. Nine things to know about elicitins. New Phytologist.
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s. 99–113. Dostupné z DOI: 10.1016/S0885-5765(03)00044-4.

32. GILL, H. K.; GARG, H. Pesticides: Environmental impacts and management stra-

tegies. LARRAMENDY, M. L.; SOLONESKI, S. (ed.). Pesticides: Toxic Aspects.

IntechOpen, 2014, kap. 8, s. 187–230. Dostupné z DOI: 10.5772/57399.
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Č́ıslo OP Datum vyp̊ujčeńı Poznámka
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