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Abstrakt

Pythium oligandrum je jednim z nepatogennich zastupcu rodu Pythium, ktery nalezl
uplatnéni jako prostfedek biologické ochrany rostlin. Hlavni mechanismus uc¢inku této
oomycety spociva v indukci obranného systému rostlin pomoci elicitort a v mykopa-
razitismu patogennich hub a houbam podobnych organismu, které oomyceta napada
pomoci fady hydrolytickych enzymu, jez uvolnuje do svého okoli.

V prvni ¢asti této prace byla sledovana aktivita hydrolytickych enzymu
endo-1,3-5-glukanasy, celulasy, chitinasy a proteas v komerc¢nim ptipravku na ochranu
rostlin na bazi Pythium oligandrum, Polyversum-Biogarden. Bylo zjisténo, ze piimé
pusobeni hydrolytickych enzymu pravdépodobné neni hlavnim mechanismem ucinku
tohoto piipravku, nebot aktivita glykosidas vyznamnéji nartistd az po Sestihodinové
inkubaci ptripravku ve vodé a proteolyticka aktivita nebyla prokazéana.

V druhé ¢asti prace byly studovany vlastnosti proteas sekretovanych oomycetou Py-
thium oligandrum. Nejvyssi proteolyticka aktivita byla zjisténa pii pH 6,5. Ovomukoid
pusobil jako inhibitor sekretovanych proteas. Byla sledovana také stabilita proteas, kte-
rou snizovaly SDS i detergenty v tekutych mydlech, roztok tuhého mydla nebo NaOH,;
mocovina ji snizovala pouze ve vyssich koncentracich. Naproti tomu ethanol stabilitu

proteas neovliviioval.
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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-1,3-5-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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1 Uvod

1.1 Obranné mechanismy rostlin

Rostliny byly za dobu své existence nuceny vytvorit si dumyslny systém obrannych me-
chanismu slouzicich jim k preziti nepfiznivych vliva biotickych (napi. bakterie, houby)
¢i abiotickych (napt. sucho, vykyvy teplot) faktoru vyskytujicich se na Zemi. Tyto me-
chanismy lze souhrnné nazvat imunitnim systémem rostlin, v ramci néhoz odlisujeme

konstitutivni a indukovany systém obrany[1, 2].

Konstitutivnim systémem obrany rozumime pfedem pripraveny obranny systém,
do néhoz lze v makroskopickém meéritku zaradit napiiklad kuru stromu ¢i kutikulu,
na bunécéné urovni poté bunécnou sténu ¢i fadu sekundarnich metabolitu s antimik-
robialnimi vlastnostmi, napiiklad saponiny, glukosinolaty a benzoxazinoidy. Tyto me-
tabolity, casto skladované jako inaktivni prekurzory ve vakuoldch, jsou syntetizovany
zdravymi rostlinami, kterym slouzi jako jedna z prvnich obran pti napadeni patogenem

¢i pii mechanickém poskozeni[2, 3].

Nékteré obranné latky rostlin byvaji ovSem syntetizovany az v reakci na napa-
deni rostliny patogeny. V takovém pripadé hovofime o indukovaném systému obrany.
K spusténi tohoto obranného systému dochdzi vlivem tzv. elicitoru, latek, které se vazou
na specifické receptory nachazejici se na vnéjsi strané bunéénych membran napadenych
rostlin[4]. Elicitory mohou pochézet jak z patogenniho organismu, v takovém piipadé se
jedné o exogenni elicitory, tak z rostliny samotné (endogenni elicitory)[5]. Endogennimi
elicitory jsou napiiklad ¢dsti bunééné stény rostliny (oligosacharidy) vzniklé pusobenim
hydrolytickych enzymiu sekretovanych patogennim organismem. Exogennimi elicitory
pak jsou napiiklad proteiny sekretované patogeny (napft. hydrolytické enzymy), fosfo-
lipidy ¢i ¢ésti bunéénych stén patogentl[4, 5.

Interakei elicitoru s rostlinnymi receptory dochézi k spusténi signalnich drah, které
vedou k strukturnim zméndm v rostlindch (napt. tvorba kalosy), k tvorbé obrannych
enzymi, fytoalexini, reaktivnich forem kysliku, a které mohou vést az k programované

bunééné smrti napadenych rostlinnych bunék a jejich okoli[4, 5].



1.2 Oomycota

Oomycota (téz oomycety ¢i fasovky) jsou kmenem houbdm podobnych eukaryotickych
organismu spadajicich do fiSe Stramenopila (nékdy téz Straminipila)[6, 7, 8]. Jsou
charakteristické tvorbou oogonii a oospor[9]. Oogonia jsou sami¢i pohlavni organy,
ve kterych meiosou vznikaji nepohyblivé samici gamety, oostéry[6]. Po splynuti oosféry
s haploidnim jadrem saméi gamety, v nékterych piipadech partenogenezi (napt. Py-
thium oligandrum), dochézi k vzniku diploidni oospory, coz je odolny utvar se ztlustélou
bunéénou sténou, ktery slouzi k preckani nepriznivych podminek. Oospora muze

nasledné vykli¢it v novou hyfu ¢i sporangium(8, 9].

Oomycety jsou pozoruhodné organismy, nebot vykazuji mnohé podobnosti
s pravymi houbami (Mycota nebo téz Eumycota), pfestoze jim nejsou geneticky
piibuzné. Naptiklad produkuji enzymy degradujici bunéénou sténu, coz jim slouzi
k proniknuti do rostlinnych bunék. Na druhou stranu se oomycety od pravych hub
v nékterych zasadnich znacich lisi a podobaji se spiSe rostlinam. Oomycety, na rozdil
od pravych hub, maji ve svych bunéénych membrandch obsazeny rostlinné steroly.
(Pravé houby obsahuji ergosterol.) Déle vykazuji oproti pravym houbdm odlisnou
stavbu mitochondrii a Golgiho aparatu, obsahuji jiné zdsobni latky[8]. V pravych
houbéach je obvyklym zasobnim sacharidem glykogen, ktery v oomycetach nebyl nale-
zen. V oomycetdch se ale nachdzi mykolaminaran, glukan s vazbami -(1,3) a 5-(1,6),
ktery je strukturné podobny laminarinu[10, 11]. Dalsi pozoruhodnou odlisnosti oo-
mycet oproti pravym houbam je slozeni jejich bunééné stény. V bunécné sténé
pravych hub se nachézi predevsim chitin a (1,3)--glukany propojené kratkymi retézci
(1,6)-5-glukanu. Naproti tomu v bunécné sténé oomycet se chitin témér nevyskytuje,
nachézi se zde prevazné (1,3;1,6)-5-glukany a celulosa (viz obrazek 1, str. 3). Diky témto
mnohym odlisnostem oomycet oproti pravym houbam jsou oomycety ¢asto odolné vuci
béznym fungicidam|8, 10]. Odolnost proti fungicidum je nepfijemnou skutec¢nosti, ne-
bot do kmene Oomycota muzeme zaradit nékteré velmi vyznamné patogeny rostlin,
zpusobujici vazné ztraty urody. Mezi tyto patogeny patii napiiklad rody Aphanomy-
ces, Pythium ¢i Phytophthora. Vyznamnym zastupcem téchto patogenu je Phytophthora
infestans, ktera je puvodcem plisné brambor (rovnéz rajcat) a ktera byla pfi¢inou hla-

domoru v Irsku v 19. stoleti[7, 8].
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Obrazek 1: Polysacharidy vyskytujici se v bunécné sténé oomycet. Celu-
losa a (1,3;1,6)-p-glukany jsou polysacharidy, které se prevazné vyskytuji v bunéénych
sténdch kmene Oomycota. Prevzato z [10] a upraveno.

1.3 Rod Pythium

Rod Pythium kmene Oomycota, nélezici do stejného tadu (Perenosporales) a celedi
(Pythiaceae) jako rod Phytophthora[6], zahrnuje rozmanitou skupinu zastupcu, kteif
obyvaji jak sous$, tak vodni prostfedi. Néktefi z téchto zdstupcu ziji jako saprofyté,
vétsina z nich je vSak patogeny napadajicimi Sirokou skélu organismu[12]. Mezi zastupci
rodu Pythium nalezneme patogeny napadajici ryby (Pythium undulatum), hmyz (Py-
thium carolinianum) a savce (Pythium insidiosum). Posledni zminény zéstupce napada
dokonce i clovéka[7]. Nejvétsi ekonomicky dopad na spolecnost maji vsak druhy rodu
Pythium, které fadime mezi rostlinné patogeny (napt. Pythium aphanidermatum, Py-
thium debaryanum ¢i Pythium ultimum). Tyto druhy, které zpusobuji hniloby plodu,
stonku i kofenu a které jsou piic¢inou tzv. padani klicnich rostlin, kazdorocné zavini
velké skody na zemédélské urode[7, 12].

Ponékud zvlastni skupinou, kterou lze v rdmci rodu Pythium vyclenit, jsou ne-
patogenni zastupci, ktefi parazituji na ostatnich, patogennich druzich svého rodu
a na nékterych houbovych patogenech. Témito nepatogennimi zastupci jsou napiiklad:
Pythium periplocum, Pythium nunn, Pythium mycoparasiticum a Pythium oligan-

drum[12].



1.4 Pythium oligandrum

Pythium oligandrum je celosvétové rozsiteny pudni organismus(13], ktery byl poprvé
popséan americkym mykologem Charlesem Drechslerem v roce 1930[14]. Tento organis-
mus se vyskytuje na povrchu kofenu rostlin (v rhizosfére), sdili tedy ekologickou niku
s ¢etnymi rostlinnymi patogeny[15, 16]. Pythium oligandrum tyto patogenni druhy
pro svou vlastni obzivu napadéa (viz kapitola 1.4.1, str. 4), ¢imz je odstranuje z dosahu
rostlin, které tak chrani. Diky schopnosti neobyc¢ejné agresivné napadat rostlinné pa-
togeny a diky interakcim s rostlinami (viz kapitola 1.4.2; str. 6) je organismus Pythium
oligandrum v soucasnosti vyuzivan jako jeden z prostredku biologické ochrany rostlin.
(V Ceské republice je oomyceta Pythium oligandrum soucéasti pifpravku Polyversum,
ktery byl registrovan jako biofungicid v roce 1994[16].) Mezi organismy slouzici jako
biologickd ochrana rostlin pred patogeny dale patii naptiklad nékteré druhy rodu Tri-
choderma (napt. jako fungicidy pusobi T. asperellum, T. atroviride) ¢i nékteré druhy
rodu Bacillus (napt. B. thuringiensis pusobi jako insekticid)[15]. Jejich vyuziti by v bu-
doucnosti mohlo omezit pouzivani chemickych pesticidu, které maji casto negativni
dopad na okolni prosttedi[15].

Pythium oligandrum se prozatim jevi jako slibny prostredek biologické ochrany

rostlin, nebot pusobi v nékolika rovindch[12]:

1. Pusobi proti patogenum v pudé obsazenim rhizosféry, a tedy kompetici o prostor
a o ziviny.

~ess

3. Zvysuje rezistenci rostlin, nebot indukuje jejich obranny systém.

4. Svou produkei tryptaminu, prekurzoru auxinu, podporuje rust rostlin[17].

Souhrn vzajemnych interakci mezi oomycetou Pythium oligandrum, rostlinami a pa-

togennimi organismy je znazornén na obrazku 2 na strané 5.

1.4.1 Interakce organismu Pythium oligandrum s patogenem

Pti interakci oomycety Pythium oligandrum s patogennim organismem v rhizosféie je
jednim z mechanismu jeho pusobeni prospivajiciho rostlinam kompetice s patogenem
o pfitomné volné ziviny (napf. ldtky vyluéované rostlinami do okoli) a o zivotni prostor.

Tento mechanismus pusobeni na patogenni organismy je pravdépodobné vedlejsim[15].
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Indukovana
rezistence

Elicitory (,priming”)
Latky podobné auxintim
(Podpora rostlinného ristu)

~ Spolecenstvi mikroorganismu

Mykoparazitismus
Antibiosa
Kompetice o prostor a nutrienty

Pythium oligandrum Patogen

Abiotické vlivy
(fyzikaln&-chemické vlastnosti pady + hospodafFeni s pldou + pesticidy)

Obrazek 2: Souhrn vztahti mezi oomycetou Pythium oligandrum, rostlinami
a patogennimi organismy v pudé. Na obrazku je kromé interakci Pythium oligan-
drum s patogeny (viz kap. 1.4.1, str. 4) a s rostlinou (viz kap. 1.4.2, str. 6) znazornén
také vliv abiotickych faktoru. Vysvétlivky: ,priming“ = vybuzeni rezistence rostliny
vlivem elicitoru. Prevzato z [15] a upraveno.

Dalsi mechanismus spoc¢iva v piimém napadéani patogenniho organismu oomyce-
tou, které je druhové specifické[16] a muze, v zavislosti na napadeném druhu, probihat
bud antibiosou, nebo mykoparaziticky. Pfi antibiose je patogenni organismus znicen
pusobenim sekundarnich metaboliti oomycety[15]. K takovému jevu dochdzi napiiklad
prii interakci oomycety s organismem Phytophthora megasperma, kdy patogen degene-
ruje, aniz by se Pythium oligandrum ocitlo v jeho blizkosti a aniz by byla poskozena
jeho bunéénd sténa[12]. Dalsim piikladem antibiosy je inhibice rustu organismu Phoma
medicaginis a Mycosphaerella pinodes vlivem pusobeni metabolitu oomycety Pythium
oligandrum[15]. Hlavnim mechanismem, ktery oomyceta Pythium oligandrum vyuziva

pii boji s patogennimi organismy, je vSak pravdépodobné mykoparazitismus[12].

Mykoparazitismus je zahdjen chemotropnim rustem oomycety ve sméru pato-
genniho organismu. Nasledné dochézi k prichyceni organismu Pythium oligandrum
k patogenovi, dale k obtoceni patogenni hyfy a k penetraci oomycety do hostitelského
organismu. K penetraci dochazi vlivem pusobeni hydrolytickych enzymu (celulas, chi-
tinas, f-glukanasy) produkovanych oomycetou[12, 15, 18]. Poslednimi fézemi procesu

mykoparazitismu je kompletni rozlozeni cytoplazmy napadeného organismu a roz-



mnozeni oomycety Pythium oligandrum uvniti zbytku hyf patogena[l5, 18].

Tomuto osudu se patogenni organismus brani strukturnimi obrannymi reakcemi.
Napftiklad v pripadech interakce oomycety Pythium oligandrum s patogeny Rhizoctonia
solani ¢i Phytophthora parasitica vytvari patogenni organismus lokalni zesileni bunééné
stény, kterd maji bunécénou sténu zpevnit v mistech potencidlniho vniknuti, a zabranit
tak vstupu organismu Pythium oligandrum do hyfy patogena[12, 18].

Nejasnosti prozatim zustava, jak Pythium oligandrum dokéze tak ucinné rozkladat
bunécné stény patogennich organismu, aniz by byla poskozena jeho vlastni. Moznym
vysvétlenim je vyuziti celulas nejen k napadani patogent, ale rovnéz k opravé vlastnich
bunéénych struktur. Tuto moznost podporuje objev sekvenci v cDNA knihovnach orga-
nismu Pythium oligandrum, které odpovidaji celulasdm obsahujicim transmembranovy
helix, jez by mohly byt ukotveny v plazmatické membrané a mohly by se podilet

na opravach bunééné stény[7, 12].

1.4.2 Interakce organismu Pythium oligandrum s rostlinou

Pii interakci oomycety Pythium oligandrum s rostlinami dochazi k velmi rychlému
rozsiteni tohoto organismu hluboko do pletiv kofene, coz je pro nepatogenni druh
ponékud neobvyklé — nepatogenni druhy se vétsinou rozsiti pouze do jeho povrchovych
struktur[15]. Toto prekotné obsazeni pletiv kofene ptitom probihd bez vnéjsich pro-
jevu, a rostliny pfi ném nejsou nijak poskozeny. Po asi 14h od inokulace rostliny or-
ganismem Pythium oligandrum naopak dochazi k postupnym zméndm ve struktuie
a k nésledné degeneraci bunék oomycety za soucasného vzniku oogonii[12]. Tento
cety jakozto potencidlniho patogena, nebot béhem interakce rostliny s organismem
Pythium oligandrum dochazi k vybuzeni obrannych rostlinnych reakci, mezi které lze
zatadit indukci fenylpropanoidni a terpenoidni metabolické dréahy ¢i naptiklad lokalni
zesilovani bunécné stény[12].

Vlivem interakce s oomycetou navic dochédzi k vybuzeni rezistence rostliny
(tzv. ,priming®), kdy rostlina dokaze rychleji a s vétsi intenzitou reagovat na pripadné
napadeni patogenem. Napftiklad pfi napadeni rajcete patogennim organismem Fusa-
rium ozysporum f.sp. lycopersici (po osetieni rostliny oomycetou Pythium oligandrum)

dochazi k lokalnimu zesilovani bunécné stény, které zabranuje patogennimu organismu
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v postupu. Déle dochazi také k syntéze fytoalexinu a proteint spojenych s patogenezi
(PR proteiny) (napf. hydrolytickych enzymu chitinasy a endo-1,3-3-glukanasy), které
pravdépodobné zpusobuji degradaci patogena[l2]. Indukovana rezistence byla pozo-
rovana rovnéz pri interakci oSetfeného rajcete s organismem Botrytis cinerea. V tomto
piipadé byly opét syntetizovany PR proteiny, avsak k jejich syntéze doslo pouze v lis-
tech, které byly piimo napadeny patogenem[15].

Za indukci rezistence rostliny po osetfeni oomycetou Pythium oligandrum mohou
pravdépodobné minimélné dva typy elicitoru (elicitor viz kap. 1.1, str. 1), konkrétné
se jedné o protein oligandrin (viz kap. 1.5.1, str. 11) a o glykoproteiny bunécné stény
POD-1, POD-2 [12]. Stejné jako oligandrin, obsahuji glykoproteiny POD-1, POD-2
ve své struktute elicitinovou doménu (elicitiny viz kap. 1.5, str. 7). Jejich rozeznanim
dochézi v rostlinach k aktivaci jasmonatové signalni drahy a k syntéze ethylenu. Ak-
tivace drah poté vyvold regulaci genové exprese, a ndaslednou syntézu fytoalexinu,
PR proteinu[13].

Interakce rostlin s organismem Pythium oligandrum neprospiva rostlinam pouze
diky indukci rezistence, ale dochazi rovnéz k podpore rostlin v rustu. Podpora v rustu
je zpusobena schopnosti oomycety syntetizovat prekurzor rostlinnych hormonu au-
xinu, tryptamin. Organismus je schopen jej syntetizovat pomoci tryptaminové dréhy
z prekurzoru tryptofanu, ktery je sekretovan nékterymi rostlinami do rhizosféry, a in-
dol-3-acetaldehydu. Na rozdil od patogenniho druhu Pythium ultimum nedovede Py-
thium oligandrum vznikly tryptamin prevést na kyselinu indol-3-octovou (auxin)[12,
17]. Rostliny vsak dovedou syntetizovany tryptamin koteny piijimat. Pravidelné a nizké
davky této latky pak nejspis v rostlinach indukuji syntézu auxinu, ktery zpusobuje roz-

voj kofenového systému rostliny, véetné tvorby sekundédrnich kofenu[17].

1.5 Elicitiny

Nekteri zastupci kmene Qomycota, konkrétné se jedna o rody Phytophthora a Pythium,
sekretuji do svého okoli proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti (cca 10kDa), které
maji vlastnosti elicitoru, tedy jsou schopny vyvolat silnou obrannou reakci zasazenych
rostlin. Mnoho elicitintu vyvold v rostlindch (napiiklad v rostliné tabaku Nicotiana ta-

bacum) silnou obrannou reakci, kterd vyusti az v HR[7, 19]. Kromé samotného spusténi
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obranné reakce elicitiny umoznuji rostlindm ziskat systémovou rezistenci|20].

Obranné reakce (viz obrézek 3, str. 9) je napiiklad u rostliny Solanum micro-
dontum (druh divokych brambor) zahdjena rozpoznanim elicitinu pomoci receptoru
ELR vazaného na bunééné membrané. Aktivaci tohoto receptoru (a jeho koreceptoru
BAK1/SERK3 a SOBIR1) dochazi k otevieni Ca*" iontovych kanalii, které vede k akti-
vaci NADPH oxidasy, jez poté katalyzuje tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) — nas-
tava pocatecni oxidacni vzplanuti. Déale dochazi aktivaci receptoru také k spusténi
signalizacni kaskady (MAPK kaskada), kterd vede k regulaci transkripce, k zvysené
syntéze NADPH oxidasy, a tedy k dalsi tvorbé reaktivnich forem kysliku a nasledné
hypersenzitivni reakci — nastava pozdni oxida¢ni vzplanuti. Zda v rostliné dojde k vy-
volani HR je vSak druhoveé specificka zélezitost, proto k spusténi hypersenzitivni reakce
nedochdzi vzdy[19].

Dalsi pozoruhodnou vlastnosti elicitini, kromé schopnosti vyvolat obrannou reakci
rostlin, je jejich schopnost vazat steroly a prendset je pres bunééné membrany. Nékteré
druhy rodu Phytophthora a Pythium nedovedou syntetizovat steroly, které jsou ne-
zbytné pro jejich vyvoj, a jsou tedy zavislé na externim zdroji[21]. K vychytavani
sterolu z okoli témto oomycetam slouzi tzv. 2-smycka, ktera je soucasti konzervované
elicitinové domény|[19].

Aminokyselinové sekvence konzervovanych domén vybranych elicitinu a elicitinim
podobnych proteinu jsou porovnany na obrazku 4b na strané 10. Z obrazku je patrné,
ze v primarni struktufe téchto domén se nachazi Sest konzervovanych cysteinylovych
druhym a étvrtym; tfetim a Sestym cysteinylovym zbytkem), které stabilizuji prosto-
rové usporadéani elicitinové domény, skladajici se prevazné z a-helixu (viz prostorové
usporadani [-kryptogeinu, obrazek 4a, str. 10)[19, 22]. Mezi druhym a ¢tvrtym cys-
teinylovym zbytkem, tedy prevazné v misté (2-smycky, se nachazi nejvice konzervo-
vand ¢ast elicitinové domény[22]. Pravé Q-smycka byla ptuvodné povazovéna za oblast
zodpovédnou za vyvolavani obrannych reakci rostlin vlivem vazani sterolu, a tedy
narusovani membran. V pozdéjsich experimentech se vSak ukéazalo, ze obranné reakce

vyvolavaji i mutacemi upravené elicitiny, které postradaji schopnost vazat steroly[19].



Elicitinovou doménu sdileji spolu s elicitiny také elicitinum podobné proteiny, které
jsou rovnéz sekretovany zastupci kmene Oomycota a které maji s elicitiny mnoho
spoleénych vlastnosti (napft. velikost, schopnost vyvolat obrannou reakei rostlin), jejich

aminokyselinova sekvence je vsak vice variabilni[22].

ELR

— Pocatecni oxidacni vzplanuti
= Pozdni oxidaéni vzplanuti

Elicitin

(T Rostlinna
(®

SOBIR BAK1/SERK3

burika

/
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Obréazek 3: Obranna reakce v rostliné Solanum microdontum. Navézanim eli-
citini na membranovy receptor ELR, dochazi k aktivaci receptoru a jeho koreceptoru
(BAK1/SERK3, SOBIR1), coz vyvold jednak otevieni Ca®' iontovych kanali, jed-
nak aktivaci MAPK kaskddy. Otevieni iontovych kanalii zptisobuje vtok Ca** iontii,
které aktivuji membranové vdzané NADPH oxidasy (RBOHA, RBOHB). Dochdzi
k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS) — k poc¢ateénimu oxida¢nimu vzplanuti. Ak-
tivace MAPK kaskady zpusobuje regulaci transkripce (regulace exprese genu rbohb po-
moci transkripénich faktoru WRKY — W7, W8, W9, W11), nédsledné zvyseni syntézy
NADPH oxidasy (RBOHB) a tvorbu dalsich reaktivnich forem kysliku (ROS). Dochézi
k pozdnimu oxidaénimu vzplanuti, které v mnohych piipadech vede k HR a k bunécné
smrti. Nékteré druhy oomycet produkuji latky, tzv. efektory (E), které zabranuji
bunééné smrti. Pevzato z [19] a upraveno.
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Obrazek 4: Struktura elicitinu B-kryptogeinu a porovnani aminokyselinovych
sekvenci konzervované domény elicitina (elicitinim podobnych proteini).
(a) Struktura S-kryptogeinu (PDBID: 1BEO), elicitinu pochézejiciho z oomycety Phy-
tophthora cryptogea. (b) Porovnani aminokyselinovych sekvenci nékolika vybranych
elicitint (elicitinum podobnych proteint) pochézejicich z rodu Phytophthora (S-CRY,

p-CIN, INF1, INF2A) a z rodu Pythium (VEXI,

VEX2, OLL-D1, OLI-D2). Dile je

zde zobrazen rozvinuty strukturni model elicitinu S-kryptogeinu. Sedé ¢éry nad mo-
delem znézornuji disulfidové mustky. Na obrazku je patrna Q2-smycka vazajici steroly.
Barevné provedeni 3D modelu S-kryptogeinu odpovida barvé rozvinutého strukturniho
modelu zobrazeného nad aminokyselinovymi sekvencemi. Prevzato z [19] a upraveno.
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1.5.1 Oligandrin

Jednim z elicitinum podobnych proteint je oligandrin. Tento protein s nizkou moleku-
lovou hmotnosti (cca 10kDa) je sekretovan oomycetou Pythium oligandrum (viz kapi-
tola 1.4, str. 4). Jeho pozoruhodnou vlastnosti je schopnost indukovat obranny systém
rostlin, aniz by zpusobil hypersenzitivni reakci[20].

V experimentu skupiny K. Picard, ve kterém byly rostliny rajcete (Lycopersicon
esculentum) oSetfeny oligandrinem a nésledné inokulovdny patogennim organismem
Phytophthora parasitica, doslo k vyznamnému snizeni zavaznosti vzniklého onemocnéni
a k snizeni umrtnosti oSetfenych rostlin v porovnani s kontrolnimi neosetfenymi rost-
linami. V oSetfenych rostlindch rajcat doslo k navozeni obrannych reakci spocivajicich
mimo jiné v lokalnimu zesileni bunécéné stény v mistech potencialni penetrace patogena,

vyplnéni mezibunéénych prostor ¢ nékterych napadenych bunék amorfni hmotou[20].

2 Cil

V této bakalarské praci byly studovany vlastnosti proteinu sekretovanych oomycetou

Pythium oligandrum M1. Cilem prace bylo :

1. Zjistit, zda po rozpusténi — aktivaci — komercéniho pripravku Polyversum-Bio-
garden budou meéfitelné aktivity hydrolytickych enzymu celulasy (EC 3.2.1.4),
chitinasy (EC 3.2.1.14), endo-1,3-f-glukanasy (EC 3.2.1.6) a proteolytickd akti-

vita.

2. Zjistit pH zavislost proteas sekretovanych oomycetou Pythium oligandrum M1

a vliv denaturacnich ¢inidel na stabilitu sekretovanych proteas.

3 Material a metody

3.1 Chemikalie

e akrylamid; Sigma-Aldrich; USA

e azokasein; Sigma-Aldrich; USA

e 1 4-dithiotreitol (DTT); Sigma-Aldrich; USA
e dodecylsiran sodny; Sigma-Aldrich; USA
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dodekahydrét siranu amonno-zelezitého; Lach-Ner, s.r.o.; Ceskd republika
dusiénan stifbrny; Lachema; Ceské republika

ethanol; Lach-Ner, s.r.o.; Ceskd republika

Folin-Ciocalteuovo fenolové reagens; Dr. Kulich Pharma; Ceskd republika
formaldehyd; Lach-Ner, s.r.o.; Ceskd republika

glycin; Lach-Ner, s.r.0.; Ceské republika

hovézi sérovy albumin (BSA); Sigma-Aldrich; USA

hydrogenfosforeénan sodny; Lachema; Ceskd republika

hydroxid sodny; Lachema; Ceskd republika

chitin; Sigma-Aldrich; USA

kyselina citronova; Lachema; Cesk4 republika

kyselina chlorovodikové; Lach-Ner, s.r.o.; Cesk4 republika

kyselina 3-(N’-morfolino)propansulfonova (MOPS); Sigma-Aldrich; USA
kyselina octové; Lach-Ner, s.r.o.; Ceskd republika

kyselina sulfanilovd; Lach-Ner, s.r.o.; Ceské republika

kyselina trichloroctova; Avondale laboratories; Velka Britanie

laminarin; Sigma-Aldrich; USA

3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon hydrochlorid, monohydrat (MBTH);
Sigma-Aldrich; USA

methylcelulosa; Sigma-Aldrich; USA

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

mydlo tekuté, zn. ISANA, varianty ,,Special®, ,Mango a pomeranc*;

Dirk Rossmann GmbH; Némecko

mydlo tuhé, zn. Palmolive, varianta ,Mléko a okvétni listky ruze“; Colgate-Pal-

molive; USA

ovomukoid; vyroben na pracovisti

peroxodisiran amonny; Sigma-Aldrich; USA

siran méd'naty, pentahydrat; Lach-Ner, s.r.o.; Ceskd republika

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

SERVA Electrophoresis GmbH; Némecko

N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED); Sigma-Aldrich; USA
thiosiran sodny; Lachema; Ceské republika
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris); Fluka Biochemika; Ceské republika
trypsin (EC 3.4.21.4); Sigma-Aldrich; USA

L-tyrosin; Sigma-Aldrich; USA

uhli¢itan sodny; Lachema; Ceskd republika

uhli¢itan vépenaty; Lachema; Ceské republika

vinan sodny, dihydrét; Lachema; Ceskd republika
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3.2 Enzymové preparaty

V prvni ¢asti prace byla provedena enzymova analyza v komerénim piipravku biologické
ochrany rostlin s obsahem oomycety Pythium oligandrum M1, Polyversum-Biogarden,
vyrabéného spolecnosti Biopreparaty, spol. s r. o.

Ve druhé ¢asti prace byla méreni provadéna v roztocich proteinu sekretovanych oo-
mycetou Pythium oligandrum M1. Tyto preparaty byly jiz diive vyuzity v experimen-
tech, které byly soucasti projektu ¢. FV10735 Ministerstva prumyslu a obchodu CR[23].

3.3 Pomicky a pristroje

e analytické vahy XE-100A; Denver Instrument; USA

e aparatura na gelovou elektroforézu; Biometra®: Némecko

e centrifuga UNIVERSAL 32 R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG; Némecko

e laboratorni vahy 440-45; KERN®; Némecko

e prosvétlovaci pult Kaiser prolite basic; Kaiser Fototechnik GmbH & Co. KG;

Némecko
e pH metr UltraBasic, model UB-10; Denver Instrument; USA
e snima¢ absorbance ST Sunrise Remote; Tecan Group Ltd.; Svycarsko
e spektrofotometr Multiskan® GO; Thermo Fisher Scientific Oy; Finsko
e termostat Elite Dry Bath Incubator, modely EL-01 a EL-02; Major Science; USA
e tfepacka orbitalni ES-60, MIUlab; Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd.; Cina

3.4 Metody

Pokud neni uvedeno jinak, byly vSechny roztoky pripraveny rozpusténim danych latek

v deionizované vodé. Laboratorni teplota se pohybovala v rozmezi 20 a 23 °C.

3.4.1 Aktivace P. oligandrum v pripravku Polyversum-Biogarden

Pripravek Polyversum-Biogarden spole¢nosti Biopreparaty, spol. s r. 0. je biologicky
fungicid, jehoz t¢innou slozkou je mikroorganismus Pythium oligandrum M1, ktery se
v pifpravku nachéz{ ve formé oospor (1 x 10% g=")[24].

Podle navodu uvedeného v piibalové informaci k produktu je nezbytné pred aplikaci
vytvorit 0,05 % (w/v) suspenzi piipravku ve vodé. Po jejim promichani je nutné nechat

suspenzi 30 min stat, aby doslo k aktivaci mikroorganismu[24].
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Pro potieby experimentu byla pfipravena suspenze piipravku Polyversum-Biogar-
den o koncentraci 5% (w/v) rozmichdnim 1g piipravku v 20ml deionizované vody.
Takto ptipravend suspenze byla inkubovana pii 25°C. V ¢asech 0, 1, 3, 6, 12, 24,
48, 72 a 144 h byl pomoci pipety s usttizenou spickou odebran 1ml suspenze a ihned
centrifugovan 15 min pti 17000 x g a teploté 4 °C. Supernatant byl prenesen do ¢isté

mikrozkumavky a uchovan v lednici pti 5 °C.

3.4.2 Stanoveni aktivity endo-1,3-3-glukanasy

K stanoveni aktivity endo-1,3-5-glukanasy (EC 3.2.1.6) se vyuziva jeji schopnosti spe-
cificky stépit f(1—3) vazby substratu laminarinu za vzniku kratsich redukujicich sa-
charidu. Nové vzniklé redukujici sacharidy mohou byt kvantitativné stanoveny pomoci
naslednych reakci s MBTH a ionty zZeleza. Findlnim produktem téchto reakci je syté
modra sloucenina s maximem absorbance v okoli 620 nm, kterou je mozno stanovit
spektrofotometricky. Mira zabarveni produktu je zavisla na mnozstvi vzniklych redu-
kujicich —OH skupin, a tedy na aktivité endo-1,3-5-glukanasy|[25].

Reakéni smés pro stanoveni aktivity endo-1,3-3-glukanasy byla pripravena smisenim
20 pl 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0 s 12l 1,6 mgml~! laminarinu a s 8yl en-
zymového prepardtu. Enzymové reakce probihala pii 37°C po dobu 60min (u pre-
paratu pripravenych aktivaci pripravku Polyversum-Biogarden) nebo 90 min a byla
zastavena pridanim 40pl 0,5 M NaOH. Poté bylo ptidano 40l smési MBTH a DTT,
kterd byla pfipravena smisenim 3mgml~* MBTH s 1mgml~! DTT v poméru 1:1.
Néasledné byly zkumavky inkubovany 15min pii 80°C. Po vyjmuti z blokového ter-
mostatu bylo ke smési priddano 80yl ¢inidla slozeného z 0,5 % FeNH4(SOy,)s - 12H50;
0,5 % kyseliny sulfanilové a 0,25 M HCI. Nakonec byla zméfena absorbance pii 630 nm.

Slepy pokus byl pripraven prednostnim smisenim 8 ul enzymového preparatu s 40 ul
0,5M NaOH, po némz nésledovala inkubace 30 min pii 80 °C. Poté byly pridany zbylé
slozky smeési, nakonec byla zméfena absorbance pti 630 nm.

Kalibrace byla provedena nahrazenim roztoku substratu a enzymového preparatu
20 pl roztoku glukosy o koncentracich 0,05-2mM, tedy v rozsahu latkového mnozstvi
glukosy 1-40nmol. Ze zméfenych absorbanci ptfi 630 nm byla zjisténa smérnice ka-
libra¢ni primky, pomoci které byly prevedeny hodnoty absorbanci jednotlivych stano-

veni na ekvivalenty zvoleného standardu.
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3.4.3 Stanoveni aktivity celulasy

Aktivita celulasy (EC 3.2.1.4) byla stanovena na zakladé jeji schopnosti specificky
stepit vazbu $(1—4) piislusného substrétu, tj. methylcelulosy. Reakéni smés se skladala
z 201l 100 mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0; 1211l 1,6 mg ml~! methylcelulosy a 81l en-
zymového preparatu. Reakce probihala 60min pti 37°C a byla zastavena piidanim
401l 0,5M NaOH. Nasledny postup kvantitativniho stanoveni redukujicich sacharida
vzniklych stépenim methylcelulosy, stejné jako piiprava slepého pokusu a provedeni

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

3.4.4 Stanoveni aktivity chitinasy

K stanoveni aktivity chitinasy (EC 3.2.1.14) byla vyuzita jeji schopnost specificky stépit
f(1—4) vazby chitinu, polysacharidu slozeného z monomeru N-acetyl-D-glukosaminu,
za vzniku redukujicich sacharidu. Reakce byla zahdjena ptidanim 8 ul enzymového pre-
pardtu k smési 20 ul 100 mM pufru MOPS-NaOH, pH 5,0 a 12pl 1,6 mgml~?! chitinu.
Reakce probihala 60 min pii 37 °C, poté byla zastavena pridanim 40pul 0,5M NaOH.
Nasledné kvantitativni stanoveni redukujicich sacharidu, tvorba slepého pokusu a ka-

librace byly shodné s postupem popsanym v kapitole 3.4.2, na strané 14.

3.4.5 Stanoveni aktivity proteas

K stanoveni aktivity proteas bylo vyuzito hydrolyzy barevného substriatu azokaseinu
podle principu popsaného v [26]. 50l 2,5% (w/v) azokaseinu bylo smiseno s 25 pl
100mM pufru MOPS-NaOH, pH 7,0 nebo pH 5,0. Naslednym pridanim 25 pl enzy-
mového prepardtu byla zahajena enzymova reakce, ktera probihala 60 min pti 37°C.
Reakce byla zastavena piidanim 250 ul 5 % trichloroctové kyseliny. Poté byla smés cen-
trifugovana po dobu 10 min pii 7400 x g pti 4 °C. K 100 pl supernatantu bylo ptidano
100pl 2M NaOH. Nakonec byla zméfena absorbance pii vinové délce 450 nm. Ob-
dobnym postupem byl proveden slepy pokus. Kyselina trichloroctova vsak byla vnesena
do reakéni smési pred pridanim enzymového preparatu.

Kalibrace byla provedena smisenim 100 pl roztoku azokaseinu v koncentra¢nim roz-
sahu 0,05-3,1mgml~! (tedy v rozsahu latkového mnozstvi 0,2-13,1nmol) se 100 pl

2M NaOH a néslednym zméfenim absorbance pii 450 nm. Smeérnice ziskand z této
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zavislosti byla vyuzita pro prevod hodnot absorbanci jednotlivych stanoveni na ekvi-

valenty zvoleného standardu.

3.4.6 Stanoveni inhibitort proteas v pripravku Polyversum-Biogarden

Bylo provedeno méteni vlivu preparatu aktivovaného Polyversum-Biogarden na seri-
novou proteasu trypsin (EC 3.4.21.4), a to ve dvou variantdch. V prvnim piipadé se
reakéni smés sklddala z 50 ul 2,5 % (w/v) azokaseinu; 25 pl 100 mM pufru MOPS-NaOH,
pH 7,0; 15l testovaného preparatu a 10pl 0,1% (w/v) trypsinu. V druhém piipadé
byla slozena z 50pl 2,5% (w/v) azokaseinu jiz rozpusténého v 100mM pufru
MOPS-NaOH, pH 7,0; z 40 nl testovaného preparatu a z 10pl 0,1% (w/v) trypsinu.
V obou piipadech byla reakce zahajena pridanim trypsinu a probihala 10 min pfi 37 °C.
Zastaveni reakce a nasledné kroky (téz kalibrace) byly jiz shodné s postupem popsanym
v kapitole 3.4.5 na strané 15. Slepy vzorek byl vytvoren pridanim kyseliny trichloroc-

tové pred vnesenim testovaného preparatu a trypsinu.

3.4.7 Stanoveni pH optima proteas

K stanoveni pH optima proteas byla vyuzita metoda hydrolyzy kaseinu v prostiedi
Mecllvainovych (citrét-fosfatovych) pufru, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 1
na strané¢ 17. Reakéni smés obsahovala 60ul 5% (w/v) kaseinu a 60pl Mcllvai-
nova (citrat-fosfatového) pufru, pH 5,0-8,0. Reakce byla zahdjena pridanim 30 pl en-
zymového preparatu a probihala 60min pii 37°C. Zastavena byla ptridanim 125l
20 % (v/v) kyseliny trichloroctové. Poté byla smés 10 min centrifugovéna pii 7400 X g
a 4 °C. Nésledné bylo smiseno 50 nl supernatantu se 125l 6 % (w/v) NagCO3 a s 251l
25 % (v/v) Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po 30 min inkubaci pfi laboratorni teploté byla
zmeétena absorbance pii 750 nm. Pro vytvofeni slepého pokusu byla kyselina trichlo-
roctova vnesena do reakéni smési pred pridanim enzymového preparatu.

Pro vytvoreni kalibrace (upraveno podle [28]) byl supernatant nahrazen 50 ul roz-
toku L-tyrosinu tak, aby se latkové mnozstvi tyrosinu ve smésich pohybovalo v rozsahu
1,4-22 nmol. Ziskana kalibra¢ni zavislost absorbance pti 750 nm na latkovém mnozstvi
L-tyrosinu byla vyuzita pro ptevod hodnot absorbanci jednotlivych stanoveni na ekvi-

valenty zvoleného standardu.
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Tabulka 1: Slozeni Mcllvainovych pufri|27]. Vyslednd hodnota pH byla docilena
pomoci 0,5 M NaOH.

0,1 M kyselina citronova | 0,2 M Na,HPO,
pH (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 testovan jako mozny inhibitor sekretovanych proteas upravenou me-
todou podle [27]. Reakéni smés obsahovala 50pl roztoku azokaseinu o koncentraci
0,5% (w/v) nebo 2,5% (w/v); 25l 100mM pufru MOPS-NaOH, pH 7,0 a 15l roz-
toku ovomukoidu v rozsahu koncentraci 0,04-2,8 % (w/v). Pro vytvoreni kontroly byl
roztok ovomukoidu nahrazen 15pl vody. Reakce byla zahajena ptidanim 10l en-
zymového prepardtu a probihala 30min pii 37°C. Zastavena byla ptridanim 250 ul
5% (v/v) kyseliny trichloroctové. V piipadé slepého pokusu byla kyselina trichloroc-
tova pridana pred ptridanim enzymového preparatu. Néasledné kvantitativni stanoveni

a kalibrace byly shodné s postupem uvedenym v kapitole 3.4.5 na strané 15.

3.4.9 Meéreni stability enzymu ovlivnénych vybranymi ¢inidly

Byla testovana stabilita sekretovanych enzymu v prostiedi ¢inidel, jako jsou SDS,
mocovina ¢i hydroxid sodny. Enzymové preparaty byly inkubovany v ruzné koncen-
trovanych roztocich téchto ¢inidel pii laboratorni teploté po stanovenou dobu. Kom-
pletni seznam pouzitych ¢inidel, rozmezi jejich koncentraci ve smési s enzymovym pre-
paratem a doba inkubace ¢inidla s enzymovym preparatem jsou uvedeny v tabulce 2
na strané 18. Pro vytvoreni kontrol byly enzymové preparaty inkubovany vzdy od-
povidajici cas v deionizované vodé (bez piitomnosti ¢inidel).

Po inkubaci enzymového preparatu v ptritomnosti zminénych ¢inidel po uvede-
nou dobu byla provedena vlastni enzymova reakce. V pripadé méfeni stability pro-
teas obsahovala reakéni smeés vzdy 50 ul 2,5 % (w/v) azokaseinu a 25 pl 100 mM pufru
MOPS—-NaOH, pH 7,0. Reakce byla zahdjena pridanim 25 pl smési enzymového pre-
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Tabulka 2: Ptehled pouzitych cinidel. V tabulce je uveden seznam ¢inidel, jejichz
vliv na stabilitu sekretovanych enzymu byl sledovan. Déle jsou zde uvedeny koncentrace
roztoku, ve kterych byly inkubovény enzymové preparaty. Posledni idaj () udava cas
inkubace enzymového prepardtu v roztoku daného cinidla. *Zasobni roztok tuhého
mydla byl pfipraven navazenim 20,6 g mydla do 40 ml deionizované vody. Po celodenni
inkubaci pfi laboratorni teploté byl roztok prefiltrovan pres skladany filtraéni papir.
Ve vzniklém filtratu byla zmérena hodnota pH = 8.

Cinidlo Koncentrace ¢inidla t (min)
Mocovina 1-8M 120
Tuhé mydlo 50% (v/v) roztok* 120
SDS 0,5% a1,0% (w/v) 120
NaOH 0,06M a 0,1M 120
Tekuté mydlo ISANA 25% (v/v) 30

) 2.5 25mM NaOH | 2,5 25mM NaOH

Smés SDS a NaOH v 0,5% (w/v) SDS | v 1,0% (w/v) SDS 3
Ethanol 1048 % (v/v) 30

paratu s prislusnym cinidlem a probihala vzdy 30 min pti 37 °C. Poté byla zastavena
pridanim 2501l 5% (v/v) kyseliny trichloroctové. Nésledny postup (véetné kalibrace)
byl jiz shodny s postupem popsanym v kapitole 3.4.5 na strané 15.

V pripadé méreni stability endo-1,3-4-glukanasy obsahovala reakéni smés 12l
1,6 mgml™! laminarinu a 20pl 100mM pufru MOPS—NaOH, pH 5,0. Reakce byla
zahajena pridanim 8 ul smési enzymu a piislusného ¢inidla. Reakce probihala 90 min
a byla zastavena piidanim 40 pul 0,5M NaOH. Nésledné kroky (vcetné kalibrace) se jiz

shodovaly s postupem uvedenym v kapitole 3.4.2 na strané 14.

3.4.10 Stanoveni proteinua podle Lowryho

Celkového mnozstvi rozpustnych proteinu bylo stanoveno podle Lowryho[29]. Do ja-
mek mikrotitracni desticky bylo pipetovano vzdy 15 pl roztoku proteint (roztoky stan-
dardu BSA nebo enzymové preparaty). Poté bylo pridano 165 ul roztoku C, ktery vznikl
smisenim padeséti dilu roztoku A (2% (w/v) NaxCO3 v 0,1 M NaOH) a jednoho dilu
roztoku B (0,5 % (w/v) CuSO4 v 1% (w/v) vinanu sodném). Po 10 min inkubaci bylo
k smési pridano 20l 50% (v/v) Folin-Ciocalteuova fenolového ¢inidla. Nésledovala
30 min inkubace, po které byla zmérena absorbance pii 700 nm. Slepy pokus byl vy-

tvofen nahrazenim roztoku proteinu deionizovanou vodou.

Koncentrace proteinu v enzymovych preparatech byla vypoctena z rovnice regresni
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piimky zavislosti absorbance roztoku standardu (roztoky BSA v koncentra¢nim rozsahu

0,05-0,7mgml~!) pii 700 nm na jejich hmotnostn{ koncentraci.

3.4.11 Elektroforeticka separace v prostiredi SDS

Byla provedena elektroforetickd separace proteinu v polyakrylamidovém gelu
v prostiedi SDS podle Laemmliho[30]. Pro separaci proteinu byl pouzit zaostfovaci
gel s koncentraci akrylamidu 4% (w/v) a separac¢ni gel s koncentraci akrylamidu
15% (w/v).

Zaostirovaci gel byl pfipraven smisenim 2,7 ml vody; 670l 30 % (w/v) zdsobniho
roztoku akrylamidové smési; 500 pl 1 M Tris-HCI, pH 6,8; 40 ul 10 % SDS; 4 pl TEMED
a 40l 10% peroxodisiranu amonného. Separac¢ni gel obsahoval 3,4ml vody; 7,5ml
30 % (w/v) zasobniho roztoku akrylamidové smési; 3,8 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 150 pl
10% SDS; 6 ul TEMED a 150 ul 10 % peroxodisiranu amonného. 30 % (w/v) zasobni
roztok akrylamidové smesi se sklddal z 29,2% (w/v) akrylamidu a 0,8% (w/v)
N, N’-methylenbisakrylamidu.

Enzymové preparaty byly smiseny se vzorkovym pufrem v poméru 1:1 a smés byla
nasledné povarena 5 min ve vodni lazni. Vzorkovy pufr se sklddal z 2,4 ml vody; 2,6 ml
0,5M pufru Tris-HCI, pH 6,8; 2ml glycerolu; 2ml 10 % SDS; 0,5 ml S-merkaptoethanolu
a 0,5ml 1% bromfenolové modii.

Takto pfripravené preparaty byly naneseny do jamek gelu ponotfeného do elektro-
dového pufru (pH 8,3), ktery byl slozen z 0,3% (w/v) Tris; 1,44 % (w/v) glycinu
a 0,1% (w/v) SDS. Do jednotlivych jamek bylo naneseno 5ug proteinu. Pouzitym
standardem molekulovych hmotnosti byl piipravek ”Protein Test Mixture 5 for SDS
PAGE”, ktery pokryva oblast 6,5-29 kDa. Elektroforeticka separace probihala nejdiive
pii 70 V. Po prostoupeni preparatu do separacniho gelu bylo napéti zvyseno na 140 V.

Po ukonceni separace byly proteiny obarveny pomoci dusicnanu stiibrného.
Nejdiive byl gel po dobu 1,5h ponofen do fixaéniho roztoku (50% (v/v) etha-
nol; 12% (v/v) kyselina octovd; 0,05% formaldehyd), poté byl béhem 20min
dvakrat propldchnut promyvacim roztokem (20% (v/v) ethanol) a dvakrét vo-
dou. Dale byl gel na 2min vlozen do ¢erstvé pripraveného senzitivizujictho roztoku
(0,02% (w/v) NagS203), poté byl dvakrat promyt vodou. Nésledovalo ponofeni do bar-
victho roztoku (0,2% (w/v) AgNOs; 0,076 % (v/v) formaldehyd). Po obarveni byl
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gel krétce proplachnut vodou. Vyvijeni ve vyvijecim roztoku (6% (w/v) NayCOs;
0,0004 % (w/v) NagS;03; 0,05% (v/v) formaldehyd), které probihalo po dobu asi
10 min, bylo zastaveno pridanim terminac¢niho roztoku (12 % (v/v) kyselina octové).

Po potizeni fotografii byl gel preveden do deionizované vody.

4 Vysledky

V této praci byly studovany nékteré vlastnosti enzymu sekretovanych oomycetou Py-
thium oligandrum. V prvni ¢asti prace byl sledovan vyvoj aktivity vybranych hydro-
lytickych enzymu a bylo méreno mnozstvi rozpustnych proteinu v aktivovaném ko-
mercénim piipravku Polyversum-Biogarden v zavislosti na dobé jeho aktivace. V druhé
casti prace byl studovan vliv nékterych latek na aktivitu a stabilitu sekretovanych en-
zymu v enzymovych preparatech, které jsou soucasti projektu ¢. FV10735 Ministerstva

primyslu a obchodu CR.

4.1 Enzymové aktivity v pripravku Polyversum-Biogarden

Pripravek Polyversum-Biogarden ma byt dle pokynu vyrobce pred pouzitim aktivovan
rozmichédnim ve vodé a 30 min inkubovan[24]. V prvnf fazi experimentu byla pfipravena
suspenze pripravku Polyversum-Biogarden o desetinasobné koncentraci oproti po-
kynum vyrobce, tedy 0,5% (w/v) suspenze[24]. I pres tuto zdmérné vyssi koncentraci
byly vSak naméfené enzymové aktivity v piipravku velmi nizké. (Data nejsou uvedena.)
Z tohoto duvodu byla pfipravena suspenze piipravku se stondsobnou (tj. 5% (w/v))
koncentraci oproti doporuceni vyrobce. (Postup aktivace viz kapitola 3.4.1, str. 13.)
Nésledné byla v jednotlivych enzymovych prepardtech (supernatantech po odsttedéni
suspenze) zméfena aktivita sekretovanych glykosidas a proteas. (Postup byl popsan

v kapitoldch 3.4.2, 3.4.3, 3.4.4 a 3.4.5, str. 14-15.)

4.1.1 Aktivita glykosidas

Na obrazku 5 na strané 21 jsou uvedeny hodnoty specifickych aktivit namétenych v pre-
parédtech pripravenych ruzné dlouhou aktivaci piipravku Polyversum-Biogarden. (Akti-

vace viz kap. 3.4.1, str. 13.) Aktivity jsou vyjadieny v ekvivalentech ldtkového mnozstvi
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redukujiciho sacharidu glukosy vztazenych na jednotku casu a mg rozpustnych pro-
teinu. (Obsah rozpustnych proteinu viz kap. 4.1.3, str. 22.)

Jak je z obrazku patrné, v kratkych casech aktivace pripravku, tj. 1h a 3h, byla
aktivita glykosidas srovnatelnd s hodnotami v case 0h, tedy s aktivitou glykosidas
bez aktivace pripravku. Po Sestihodinové aktivaci pripravku vsSak doslo k skokovému
u endo-1,3-5-glukanasy. Podobné vysokych hodnot dosahovaly aktivity glykosidas také
v nasledujicich hodinach aktivace. V preparatech aktivovanych po dobu 48h byl za-
znamenan prudky pokles aktivity. I pfes tento pokles vSak byly aktivity glykosidas
priblizné ¢tyfnasobné oproti pocatecnim hodnotam. Srovnatelnych hodnot dosahovaly
aktivity celulasy a chitinasy v preparatech aktivovanych 72 h, dalsi pokles nastal po ak-
tivaci trvajici 144 h. Aktivita endo-1,3-S-glukanasy klesla po 144 h aktivaci k nule.

600

1k o

=

o

o
T

Specificka aktivita
(nmol-min-*-mg+)

0 1 3 6 12 24 48 72 144
Doba aktivace pripravku Polyversum-Biogarden (h)

M endo-1,3-B-glukanasa celulasa M chitinasa

Obrazek 5: Specifickd aktivita glykosidas v pfipravku Polyversum-Biogar-
den. Aktivita byla méfena v preparatech lisicich se dobou aktivace ptipravku. Pre-
paraty byly pripraveny z 5% (w/v) suspenze Polyversum-Biogarden v deionizované
vode, inkubované pri 25°C. Symboly: * - Aktivita enzymu klesla k nule.

4.1.2 Aktivita proteas

V preparatech aktivovaného piipravku Polyversum-Biogarden byly rovnéz méreny ak-
tivity proteas podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.5 na strané 15. Jak je vidét

na obrazku 6 na strané 23, aktivita proteas nebyla v nékterych preparatech vubec

21



meéfitelna. Nejvyssi naméfenou hodnotou byla specificka aktivita preparatu aktivo-
vaného 24 h, kterd ¢inila piiblizné 0,1 nmol min~! mg~!.

Vzhledem k prakticky nulovym aktivitdm proteas v aktivovaném piipravku Po-
lyversum-Biogarden byla vyslovena tvaha, ze by se v ném mohly vyskytovat inhi-
bitory proteas. Za tucelem otestovani tohoto predpokladu byla, podle postupu uve-
deného v kapitole 3.4.6 na strané 16, vytvorena reakéni smés, ktera kromé enzy-
movych preparatu obsahovala serinovou proteasu trypsin (EC 3.4.21.4), jejiz aktivita by
mohla byt pfipadnymi inhibitory negativné ovlivnéna. Jak ovSem vyplyva z obrazku 7
na strané 23, aktivita trypsinu byla ve vSech piipadech srovnatelnd s kontrolou (tj. re-
akei ve které byl enzymovy preparat nahrazen vodou). Pfitomnost inhibitoru serinovych
proteas mezi proteiny sekretovanymi oomycetou Pythium oligandrum tedy nebyla po-
tvrzena.

Zobrazena data pochézi z druhé série méteni, ve které bylo mnozstvi enzymového
preparatu vnaseného do reakéni smési navyseno na 40pl. (Vysledky prvniho méteni,
pii kterém bylo do reakéni smési vnaseno pouze 151l enzymového preparatu, nejsou

uvedeny, nebot naméfené hodnoty byly obdobné.)

4.1.3 Obsah proteinu v aktivovaném pripravku Polyversum-Biogarden

Na obrazku 8 na strané 25 jsou uvedeny koncentrace rozpustnych proteinu v akti-
vovaném pripravku Polyversum-Biogarden zmérené podle postupu uvedeného v ka-
pitole 3.4.10 na strané 18. Ackoliv byla koncentrace rozpustnych proteinu v kon-
textu ostatnich nameéfenych hodnot vysokd jiz na pocatku (tj. v prepardtu, kterému
nebyl ponechén cas k aktivaci — 0h), je patrné, ze béhem prvnich tii hodin akti-
vace mnozstvi rozpustnych proteinti v preparatech pozvolna vzrostlo, a to priblizné
o 0,0mgml~!. Takto zvySend koncentrace proteinu (piiblizné 0,7mgml~') byla
nameétrena i v nasledujicich hodinach aktivace. Pti aktivaci trvajici 24 a vice hodin
byly namétené koncentrace rozpustnych proteinu nizsi nez koncentrace namérena v ne-
aktivovaném preparatu (0h).

Za ucelem charakterizace proteinu nachézejicich se v preparatech Polyversum-Bi-
ogarden, byla provedena jejich elektroforetickd separace v polyakrylamidovém gelu
v prosttedi SDS podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.11 na strané 19. Protoze

je znamo, ze organismus Pythium oligandrum sekretuje oligandrin, protein s nizkou
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Obrazek 6: Specificka aktivita proteas v pripravku Polyversum-Biogarden.
Aktivita byla méfena v preparatech lisicich se dobou aktivace pripravku. Preparaty
byly pfipraveny z 5% (w/v) suspenze Polyversum-Biogarden v deionizované vodé, in-
kubované pii 25 °C. Symboly: * - Aktivita enzymu klesla k nule.

3 6 12 24 48 72 144

Kontrola O 1
Doba aktivace pfipravku Polyversum-Biogarden (h)

Aktivita
(nmol - min: ml?)

Obrazek 7: Vliv pripravku Polyversum-Biogarden na aktivitu trypsinu. Byla
meérena aktivita serinové proteasy trypsinu v reakéni smési se zvysenym podilem (40 pl)
aktivovaného pripravku Polyversum-Biogarden. Aktivita je vztazena na ml roztoku try-
psinu. Jako kontrola slouzila reakce, ve které byl aktivovany ptipravek Polyversum-Bi-
ogarden nahrazen deionizovanou vodou.
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molekulovou hmotnosti (ptiblizné 10 kDa)[20], bylo vyuzito 15 % (w/v) polyakrylami-
dového gelu a standardnich proteinu, které pokryvaji rozsah molekulovych hmotnosti
6,529 kDa.

Po elektroforetické separaci proteinu byly vyhodnoceny jejich relativni molekulové
hmotnosti za pomoci programu GelAnalyzer. Na snimku gelu (obr. 9, str. 25) jsou vidi-
telné dva slabé prouzky odpovidajici proteinum s molekulovou hmotnosti v pfiblizném
rozmezi 11-12kDa, které se nachazeji v preparatech aktivovanych 24 a 48h. Tyto
prouzky jsou na obrazku ¢ervené zakrouzkovany.

Déle je na snimku gelu patrné mnozstvi prouzkia nachazejicich se nad horni hra-
nici rozsahu standardu molekulovych hmotnosti (vice nez 29 kDa). Jednd se o pomérné
rozsahlou oblast vyraznéjsich prouzku odpovidajicich proteinum s molekulovymi hmot-
nostmi v rozsahu ptiblizné 56-67 kDa a o oblast méné vyraznych prouzku, které od-
povidaji proteinum s molekulovou hmotnosti v rozsahu ptiblizné 41-50kDa. Jak je
ze snimku patrné, prouzky odpovidajici proteinum s vyssi molekulovou hmotnosti jsou
dobte viditelné ve viech enzymovych preparatech, na rozdil od prouzku druhé zminéné

oblasti, které jsou vyraznéjsi v preparatech aktivovanych 24 h a déle.

4.2 Vldastnosti enzymu sekretovanych oomycetou Pythium

oligandrum
4.2.1 Stanoveni aktivity proteas

Byla stanovena aktivita proteas v preparatech, které byly skladovany po dobu dvou
let v mraznicce pii teploté —24 °C. Vysledky tohoto stanoveni (viz obrazek 10, str. 27)
byly dulezité pro zjisténi stability proteas pfti jejich dlouhodobém skladovani. Namérené
hodnoty se nelisily od puvodnich[23], nejvyssi aktivitu mély preparéty ¢islo 1 a éislo 5.
Méfteni probihalo pii dvou ruznych hodnotach pH (pH 5,0 a pH 7,0) podle postupu
uvedeného v kapitole 3.4.5 na strané 15. Namérené specifické aktivity byly pro obé
hodnoty pH ve vSech prepardtech srovnatelné.

7, ptedchozich studii je znamo, ze mezi sekretovanymi enzymy se vyskytuje vice
typu proteas[23], byla tedy stanovena zavislost aktivity sekretovanych proteas na pH.
Méreni bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.7 na strané 16. Vysledky

tohoto méreni jsou uvedeny na obrazku 11 na strané 27. Aktivita proteas, vyjadiena
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Obrazek 8: Obsah rozpustnych proteini v piipravku Polyversum-Biogar-
den. Koncentrace proteinu je vyjadiena v miligramech zvoleného standardu, BSA,
vztazenych na ml aktivovaného piipravku.

Oh 1h 3h 6h 12h 24h 48h* 72h ST P 144h* kDa

- 29
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Obrazek 9: Elektroforeticka separace proteint aktivovaného pripravku Poly-
versum-Biogarden v prostiedi SDS. Separace byla provedena v 15 % (w/v) polya-
krylamidovém gelu. Popisky jednotlivych jamek oznacuji dobu aktivace pripravku Poly-
versum-Biogarden v hodinach, ST = standard molekulovych hmotnosti, PJ = prazdna
jamka. Do jamek bylo naneseno 5pg proteinu. Hvézdicky oznacuji jamky, do kterych
bylo kvuli nizké koncentraci naneseno méné nez 5pg proteinu. (48h: 4,4pg; 144 h:
4,61g.) Cervené zakrouzkovans oblast oznacuje prouzky odpovidajici molekulové hmot-
nosti priblizné 11-12 kDa.
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v ekvivalentech latkového mnozstvi standardu, L-tyrosinu, vztazenych na cas reakce
a mililitr enzymového preparatu, se pohybovala v rozsahu 8,2-14,0 nmol min=* ml 1.

Nejvyssi hodnoty dosahovala pii pH 6,5.

4.2.2 VIiv ovomukoidu na aktivitu proteas

V roztoku sekretovanych enzymu oomycety Pythium oligandrum byl sledovan vliv inhi-
bitoru ovomukoidu na pritomné proteasy podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.8
na strané 17. Na obrazku 12 na strané 28 je zndzornéna zavislost rychlosti re-
akce na moldrni koncentraci inhibitoru, pii dvou koncentracich substratu a pH 7,0.
Z namétenych dat byly pomoci rovnice spojnice trendu Dixonova vynosu (zavislosti
reciproké rychlosti reakce na koncentraci inhibitoru) vypo¢teny hodnoty ICsy pro obé
koncentrace substratu. V ptipadé reakce probihajici v prostiedi 106 pM azokaseinu se
vypoctenda hodnota 1Csg rovnda priblizné 17 uM. Hodnota 1Csy vypocitana pro reakci

probihajici v prostiedi 530 pM azokaseinu odpovida ptiblizné 20 pM.

4.2.3 Vliv vybranych c¢inidel na stabilitu proteas a endo-1,3-3-glukanasy

Déle byl sledovan vliv ruzné koncentrovanych roztoku vybranych ¢inidel (konkrétné
mocoviny, tuhého a tekutého mydla, ethanolu, SDS, NaOH a smeési poslednich dvou
zminénych ldtek) na stabilitu sekretovanych proteas a endo-1,3-3-glukanasy podle po-
stupu uvedeného v kapitole 3.4.9, na strané 17.

Na obrazku 13 na strané 29 je znazornén vliv 1-8 M roztoku mocoviny na stabilitu
sekretovanych proteas. Doba inkubace enzymového preparatu v roztocich mocoviny
byla 2h. Z obrazku je patrné, ze k snizeni specifické aktivity proteas doslo v prostredi
4 M a 8 M mocoviny. Ve zbylych roztocich byly namétené specifické aktivity srovnatelné
s kontrolou.

Odlisné situace nastala v pfipadé 2 h inkubace preparatu v roztocich tenzidu (0,5 %
al% (w/v)SDS, 50 % (v/v) roztoku piipraveného z tuhého mydla) a v 0,05 M ¢i 0,1 M
roztocich NaOH (obrazek 14, str. 29). V porovnédni s kontrolou byla zméfena nizsi
naméfena v roztocich 1% (w/v) SDS a 0,1 M NaOH; v téchto prostiedich tedy byly

proteasy méneé stabilni.
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Obrazek 10: Stabilita proteas sekretovanych oomycetou Pythium oligan-
drum. Specifickd aktivita sekretovanych proteas byla méfena v preparatech (¢. 1-5),
které byly dva roky skladovany pri teploté —24°C. Enzymova reakce probihala
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Obrazek 11: Zavislost aktivity sekretovanych proteas na pH. Aktivita pro-
teas byla mérena v prostiedi Mcllvainovych pufru, pH 5,0 — pH 8,0. Vyjadiena je
v odpovidajicim mnozstvi standardu L-tyrosinu vztazeném na cas reakce a mililitr
enzymového preparatu.
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Obréazek 12: Inhibice sekretovanych proteas ovomukoidem. Graf znazornuje
zavislost rychlosti reakce na moldarni koncentraci inhibitoru ovomukoidu v reakéni
smési. Znézornény jsou prubéhy pro dvé koncentrace substratu (106 pM a 530 pM azo-
kasein). Rychlost reakce je vztazena na miligram rozpustnych proteinu obsazenych
Vv enzymovém preparatu.

Specificka aktivita sekretovanych proteas byla oproti kontrole vyznamné snizena
rovnéz po 30min inkubaci enzymového preparatu v 25% (v/v) roztocich tekutych
mydel znacky ISANA (obr. 15, str. 31). Sekretované proteasy byly méné stabilni
v prostiedi tekutého mydla varianty ,,Mango a pomeranc¢® oproti varianté ,Special®,
kterda ma dle informaci vyrobce antibakterialni ucinky. V piipadé varianty ,Special®
doslo k snizeni specifické aktivity proteas na 60 % ve srovnani s kontrolou, v piripadée
varianty ,,Mango a pomeranc® doslo k snizeni aktivity az na 18 % ve srovndni s kont-

rolou.

Na obrazku 16 na strané 31 je znazornéna stabilita sekretovanych proteas v en-
zymovych prepardtech inkubovanych 30 min v 0,5% (w/v) (poptipadé 1% (w/v)) roz-
tocich SDS soucasné obsahujicich NaOH v koncentraénim rozsahu 2,5-25 mM. Ve vSech
roztocich byly sekretované proteasy mélo stabilni, nebotf v nich byla zméfena nizkd
specificka aktivita v porovnéani s kontrolou. Navic pii porovnani hodnot specifickych

aktivit proteas mezi sebou bylo zjisténo, ze dvojnasobné navyseni koncentrace SDS
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Obrazek 13: Stabilita sekretovanych proteas v piitomnosti mocoviny. En-
zymovy preparat byl inkubovan v roztocich 1-8 M mocoviny pii laboratorni teploté
po dobu 2 h. Kontrola byla pripravena inkubaci enzymového preparatu v deionizované

vodé.
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Obréazek 14: Stabilita sekretovanych proteas v pritomnosti tenzidi a NaOH.
Enzymovy preparat byl inkubovan v uvedenych roztocich po dobu 2h pti laboratorni
teploté. Kontrola byla pripravena inkubaci enzymového preparatu v deionizované vodeé.
RM = roztok mydla, ktery byl ptfipraven z tuhého mydla podle postupu uvedeného
v kapitole 3.4.9, str. 17.

29



(pfi zachovani koncentrace NaOH) zpusobilo ve vétsiné pripadu priblizné dvojndsobné
snizeni aktivity. Naproti tomu dvojndsobné navyseni koncentrace NaOH (pii zachovani
koncentrace SDS) ve vétsiné piipadu dvojnasobny pokles aktivity nezpusobilo.

Byl sledovan rovnéz vliv riuzné koncentrovanych roztoku ethanolu na stabilitu sekre-
tovanych proteas (obrazek 17, str. 32). Enzymovy preparat byl inkubovén v roztocich
ethanolu o koncentracich 10-48 % (v/v) po dobu 30 min pii laboratorni teploté. Z po-
rovnani namétenych hodnot s kontrolou vyplyva, ze ethanol nemél vliv na stabilitu
sekretovanych proteas.

Na obrazku 18 na strané 32 jsou uvedeny specifické aktivity sekretované
endo-1,3-5-glukanasy, ktera byla pred vlastni enzymovou reakeci 30 min inkubovana
pti laboratorni teploté v 10-48 % (v/v) roztocich ethanolu. Jak je z obrazku videét,
ethanol nemél vyznamny vliv na stabilitu tohoto enzymu, a to ani pri vyssi, témeér

50 % (v/v) koncentraci.

30



o N
O O O O
LI

—

W
o
T

Specificka aktivita

nmol - min? - mg?)
o
o
1
H

N
o
T

— 10 f =

2
o

Kontrola S M

25 % (v/v) tekuta mydla ISANA
Typ Cinidla

Obrazek 15: Stabilita sekretovanych proteas v pritomnosti tekutych mydel
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Obrazek 16: Stabilita sekretovanych proteas v pritomnosti smési SDS
a NaOH. Enzymovy preparat byl inkubovan 30 min pfi laboratorni teploté v roz-
tocich 0,5% nebo 1% (w/v) SDS, které zéroven obsahovaly NaOH, a to v koncen-
tra¢nim rozsahu 2,5-25 mM. Kontrola byla ptipravena inkubaci enzymového preparatu
v deionizované vodé.
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Obréazek 17: Stabilita sekretovanych proteas v pritomnosti ethanolu. En-
zymovy prepardt byl inkubovén v roztocich ethanolu o koncentracich 10-48 % (v/v)
po dobu 30 min pii laboratorni teploté. Kontrola byla pripravena inkubaci enzymového
preparatu v deionizované vodé.
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Obrazek 18: Stabilita sekretované endo-1,3-3-glukanasy v pritomnosti
ethanolu. Enzymovy preparat byl inkubovan 30min pii laboratorni teploté
v 1048 % (v/v) roztocich ethanolu. Kontrola byla pfipravena inkubaci enzymového
preparatu v deionizované vode.
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5 Diskuze

Oomycety jsou kmenem houbdm podobnych organismu, mezi které muzeme zafradit
néekteré velmi vyznamné patogeny zivocichu (napt. Pythium insidiosum) a rostlin (napf.
Phytophthora infestans, Pythium ultimum)|[7], jenz zpusobuji kazdy rok ohromné ztraty
na zemédélské trodé[31]. K ochrané urody pred témito patogeny jsou vynakladdny
nemalé prostfedky a usili. Rostliny jsou chranény slechténim rezistentnich plodin ¢i na-
piiklad pouzivdanim chemickych pesticidu[12].

Vyuzivani pesticidu je pritom spojeno s fadou environmentalnich problému.
Dochazi napiiklad k ukladani rezidui pesticidu v pudé, coz vede k ovlivnéni zastoupeni
pudnich mikroorganismu (které se na kvalité pudy vyznamné podileji), a tedy ke zméné
vlastnosti pudy. Pesticidy se také dostavaji do vodnich toku, dokonce do spodnich
vod, dochazi tak k dhynu vodnich organismt a k narusovani potravnich fetézct[32].
Dalsim problémem je nedostatek informaci o degradaci pesticidu a o mechanismu jejich
pusoben{ na metabolismus mikroorganismi, rostlin a zivo¢ichi. Resenim téchto etnych
problému se jevi vyuziti tzv. BCAs — prosttedku biologické ochrany rostlin, tedy mi-
kroorganismu, ktefi prirozené konkuruji rostlinnym patogentm. Mezi tyto prospésné
mikroorganismy patii naptiklad Trichoderma harzianum pusobici jako fungicid, Ba-
cillus subtilis vyuzivany jako fungicid a bakteriocid, Bacillus thuringiensis slouzici jako
insekticid ¢ Pythium oligandrum pusobici jako fungicid[15].

Pythium oligandrum je nepatogenni oomyceta, ktera pii ochrané rostlin jednak
soutézi s patogennimi organismy v rhizosfére o prostor a ziviny, jednak tyto mikroor-
ganismy mykoparaziticky napada. Zaroven Pythium oligandrum v rostlinach indukuje
rezistenci a podporuje je v rustu produkei tryptaminu[12, 15, 17]. Mykoparaziticky
ucinek oomycety spoc¢iva v produkei hydrolytickych enzymu (napiiklad glukanas, ce-
lulas, chitinas ¢i proteas), které uvoliuje do okoli a degraduje tak bunéénou sténu
patogenniho organismu|[15, 18].

V prvni casti této bakalarské prace byla sledovana aktivita endo-1,3-(-glukanasy
(EC 3.2.1.6), celulasy (EC 3.2.1.4), chitinasy (EC 3.2.1.14) a proteas v suspenzi ko-
mercniho pripravku biologické ochrany rostlin, Polyversum-Biogarden, spolecnosti Bi-
opreparaty, s. r. o., jehoz ucinnou slozkou jsou oospory organismu Pythium oligan-

drum M1 (v mnozstvi 1 x 10%g™1), a ktery je urcen k moieni, postiiku a zalévani[24].
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O pritomnosti enzymu v tomto piipravku nejsou dosud zadné informace, aktivity uve-
denych enzymu proto byly sledovény v nékolika ¢asech aktivace pripravku. (Aktivace
viz kapitola 3.4.1, str. 13.) Konkrétné byly méteny aktivity ihned po smiseni piipravku
s vodou (0h), po jedné hodiné aktivace (Tento ¢as byl zvolen z duvodu doporuceni
vyrobce aktivovat piipravek piiblizné 30 min pred aplikaci na rostliny.) i v delsich
casech (az 144h).

Bylo zjisténo, ze specificka aktivita glykosidas (viz obrazek 5, str. 21) dosahovala
nejvyssich hodnot v pripadech, kdy byl piipravek aktivovan mezi 6 a 24 hodinami. Na-
proti tomu proteolyticka aktivita prakticky nebyla za zvolenych podminek prokazana
(viz obrazek 6, str. 23). Vzhledem k tomu, ze produkce proteas je v organismu Pythium
oligandrum predpokladana|7, 15], bylo ovéfovano, zda se mezi sekretovanymi proteiny
oomycety nenachézi inhibitory proteas. Za timto ucelem bylo provedeno méteni akti-
vity serinové proteasy trypsinu (EC 3.4.21.4) v reakci, do které byly ptridany roztoky
s proteiny sekretovanymi oomycetou Pythium oligandrum. Pokles aktivity trypsinu
viak nebyl zaznamendan (viz obrazek 7, str. 23); inhibitory serinovych proteas tedy ne-
byly prokazany. Provedené méreni ovsem nevylucuje pritomnost jinych typu inhibitoru.
Nizké specifické aktivity proteas dale mohly byt zptusobeny nepiitomnosti pripadnych
nezbytnych aktivatoru v reakéni smési ¢i pritomnosti proteas, které nejsou schopny
stépit zvoleny substrat azokasein (exoproteasy).

Vzhledem k nizkym specifickym aktivitam glykosidas namérenym v kratsich ¢asech
aktivace a prakticky neméritelnym specifickym aktivitdm proteas se zdd, ze mecha-
nismus pusobeni piipravku Polyversum-Biogarden po aplikaci na rostliny nespociva
primarné v bezprostfednim u¢inku téchto enzymu na patogenni organismy, ale ze
dochézi v prvé tadé ke kolonizaci rostliny a nasledné k indukci jeji rezistence. Tomu
by nasvédcovaly rovnéz vysledky separace sekretovanych proteini oomycety gelovou
elektroforézou v prostiedi SDS (viz obrazek 9, str. 25). Po separaci byl totiz nalezen
protein o velikosti pfiblizné 11-12kDa, ktery svou molekulovou hmotnosti piiblizné
odpovida oligandrinu, elicitinum podobnému proteinu, znamému svou schopnosti in-
dukovat imunitn{ odpoveéd v rostlindch rajcete[20].

Diky své schopnosti agresivné napadat houbové, ale i houbam podobné patogeny,
a diky skutecnosti, ze se jedna o nepatogenni organismus, nalezla oomyceta Pythium

oligandrum své uplatnéni i v humanni a veterinarni mediciné. Ptipravky na bazi Py-
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thium oligandrum pusobi proti dermatofytézam (houbovym onemocnénim kuze, vlasu
a nehtu) mechanismy podobnymi tém, které oomyceta Pythium oligandrum vyuziva
pii boji s fytopatogeny|[33].

V dnesni dobé dostupné kosmetické piipravky, které jsou bézné vyuzivany pii péci
o télo, obsahuji mnozstvi latek, jez by mohly nepfiznivé ovlivnit lécebny tucinek
pripravku na bazi Pythium oligandrum. V druhé ¢éasti této prace proto byla studovana
stabilita enzymu sekretovanych oomycetou Pythium oligandrum v pritomnosti ¢inidel
bézné se vyskytujicich v nékterych kosmetickych ptipravcich. Byly rovnéz hledany dalsi
latky a podminky, které by mohly aktivitu téchto enzymu snizovat.

7 predchozich studii je znamo, ze stabilita sekretovanych proteas skladovanych
v prubéhu dvou mésicu pii teploté 5°C byla velmi dobréa. S témito studiemi je v sou-
ladu i soucasné pozorovani stability proteas skladovanych dva roky pti —24 °C — zjisténa
specifickd aktivita se nelisila od hodnot naméfenych pred skladovanim[23].

Byla sledovana také zavislost aktivity sekretovanych proteas na pH, nejvyssi ak-
tivity dosahuji pritomné proteasy v okoli pH 6,5. Déle bylo zjisténo, ze proteoly-
ticka aktivita enzymu sekretovanych organismem Pythium oligandrum je vyznamné
snizovana ovomukoidem, proteinem, ktery je znam jako inhibitor serinovych proteas.
Mezi sekretovanymi enzymy organismu Pythium oligandrum se tedy serinové proteasy
pravdépodobné vyskytuji.

Stabilitu sekretovanych proteas vyznamné snizovala pritomnost tenzidi (zejména
1% (w/v) SDS) a hydroxidu sodného (viz obr. 14, str. 29 a obr. 16, str. 31). Pfi sle-
dovéni stability proteas v roztocich tekutych mydel ISANA (viz obrazek 15, str. 31)
byla prekvapivé namétena vyssi proteolytickd aktivita ve varianté mydla s antibak-
teridlnim 1ucinkem, tedy varianté ,Special®, oproti hodnoté namérené ve varianté
,2Mango a pomeranc”, kterd nebyla oznacena jako antibakterialni. Je proto mozné,
ze dalsi piimeési obsazené v téchto mydlech (napiiklad parfémové slozky) by mohly

snizovat stabilitu sekretovanych proteas.

6 Zaveér

1. V pripravku Polyversum-Biogarden inkubovaném ve vodé byla zjisténa aktivita

glykosidas — endo-1,3-3-glukanasy, celulasy a chitinasy, ktera se s ¢asem akti-
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vace (inkubace pripravku ve vodé) zvySovala. Nejvyssi aktivita glykosidas byla

nameétrena po aktivaci trvajici 6-24 h, poté doslo k jejimu snizeni.

. 'V aktivovaném pripravku Polyversum-Biogarden nebyla zjisténa proteolyticka
aktivita, zaroven zde ale nebyla prokazana pritomnost inhibitort serinovych pro-
teas. Po aktivaci trvajici 24 a 48 hodin se mezi sekretovanymi proteiny objevil
protein o molekulové hmotnosti 11-12kDa, ktery svou molekulovou hmotnosti

priblizné odpovida oligandrinu.

. Jako pH optimum proteas sekretovanych oomycetou Pythium oligandrum

bylo stanoveno pH 6,5.

. Ovomukoid inhiboval aktivitu sekretovanych proteas. Byla zjisténa hodnota ICs
priblizné 17 uM pii koncentraci substratu 106 pM a hodnota ICsq ptiblizné 20 pM
pri koncentraci substratu 530 pM.

. Stabilita sekretovanych proteas nebyla ovlivnéna dlouhodobym skladovanim
pii teploté —24°C, snizovala ji ovSem piritomnost SDS, tekutych mydel, hyd-
roxidu sodného ¢i roztoku tuhého mydla. Mocovina stabilitu proteas piilis ne-
ovliviiovala; k jejimu snizeni doslo az v roztocich 4 a 8 M mocoviny pusobicich

po dobu dvou hodin.

. Ethanol nemél vliv na stabilitu sekretovanych proteas ¢i endo-1,3-3-glukanasy.
Dokonce ani po tficetiminutové inkubaci enzymu v 48 % (v/v) roztoku ethanolu

nebylo zaznamenano jeji snizeni.
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