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ABSTRACT. The largest problem in limitation of insect pest population is increasing resistance of them to chemical
pesticides. Alternative are entomopathogens, which regulate frequency of insect pests. Among them decisive role play
entomopathogenic fungi, which possess the ability to active penetration through cuticle by mechanical pressure of
invasive hypha and production of proteo-, chitino- (egzo- and endochitinases) as well as lipolytic enzymes, which
provide nutrients for subsequent development of fungus. Entomopathogenic soil fungus Conidiobolus coronatus
(Entomophtorales) is saprophyte fungus, which demonstrates a high efficiency in the paralysis of varied insects.
Although leading investigations over mechanism of insect paralysis, we still do not know, what role fungal enzymes
play in insect cuticle penetration. The main aim of research was establishment of optimal conditions for elastase,
N-acetylglucosaminidase (NAGase), chitobiosidase as well as lipase. Optimal reaction parameters were determined:
volume of reaction mixture, volume of homogenate, working pH and the substrate concentration. Having on aim a
possible use of C. coronatus in pest control, two ranges of temperatures were chosen: 20°C — optimal temperature for
the fungus growing and 30°C — optimal temperature for the cultivation of the great wax moth larvae, Galleria
mellonella, on which examinations were performed. Also kinetic constants K, and V,,, were determined. Activity of
elastase and N-acetylglucosaminidase of C. coronatus was measured spectrophotometrically at 410 nm (towards
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Leu-p-Nitroanilide) and 405 nm (towards 4-Nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide),
respectively. The following optimal conditions of elastase activity were established: the volume of reaction mixture
0.5 ml, volume of homogenate 1 ul, temperature 30°C, pH 8, substrate concentration 40 mM. Optimal conditions of
NAGase assay: the volume of reaction mixture 0.5 ml, dose of homogenate 12.5 pl, temperature 30°C, pH neutral and
6 mM substrate concentration. The activities of chitobiosidase and lipase were measured spectrofluorometrically
(Ex=360 nm, Em=450 nm) towards 4-Methylumbelliferyl 3-D-N-N’-diacetylchitobioside and 4-Methylumbelliferyl
oleate, respectively. Chitobiosidase showed the highest activity in dose of 30 pl in 1 ml volume of reaction mixture, at
the temperature of 30°C, pH 7 and substrate concentration equal to 2 mM. Lipase showed the highest catalytic activity
in 1 ml volume of reaction mixture, in 30°C but 50 pul of homogenate, pH 10 and 10 mM substrate concentration were
needed. Higher activity investigated enzymes in 30°C than 20°C indicated that they can take part in pathogenesis. It was
suggested that as first in perforation of coats of insects body elastase and lipase take part. Indicated of it, large
thermoresistance of both enzymes (only 10.5% decrease of elastase activity at 20°C and 9.4% decrease of lipase activity
in comparison with maximal activity at 30°C), alkalophilicity of both proteins (elastase shows the alkaline optimal pH
equal to 8 at pH 9 preserves 97% activity, and at pH 10 94% activity, respectively while lipase prefers the pH 10 and
at pH 8 and pH 9 enzyme keeps 57 and 60% activity, respectively) as well as lack of repression by suitable substrates.
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Sigmoid character of curve concerning pH influence on the activity of both enzymes, also indicates similarity between
elastase and lipase. On minor part of NAGase and chitobiosidase of fungus C. coronatus in perforation of coats of host
body showed high sensibility of both enzymes on hydrogen ions concentration: both enzymes prefer neutral pH, in pH
6 and 8 lose over 35% activity but subjection to substrate repression and 3—4-fold growth of activity followed only in
30°C. In the course of work it was found, that rich medium (LB) stimulates growth of mycelium and production of
fungal lipases. So far nobody managed to isolate chitinolytic or lipolytic enzymes from C. coronatus homogenate. The
majority of fungal enzymes were isolated from post incubation filtrates. In the literature of the subject lack of data about
C. coronatus NAGase, therefore in examinations also the trial of isolation NAGase from C. coronatus homogenate was
undertaken. Activity of NAGase showed only first fraction, which did not separate with none of used columns.
Disappointing results of purification on cation exchanger CM, weak anion exchanger DEAE, and strong anion
exchanger Q were obtained as well as after fractionation tests with the use of Microcon microcolumns. In aim of
NAGase molecular mass estimation, two zymograms were made with Triton X-100 and casein and with the use of
fluorescent substrate 4-Methylumbelliferyl N-acetyl-B-D-glucosaminide. Molecular mass of NAGase from
C. coronatus was established on ca. 60 kDa. This is the first report describing molecular weight of NAGase from
C. coronatus. Examined NAGase has different properties than known NAGases from other entomopathogenic fungi.
Although its molecular weight is equal to the Merarhizium anisopliae NAGase, optimal pH for both NAGases are
different: neutral in the case of C. coronatus NAGase versus acidic in the case of M. anisopliae NAGase. Knowledge
of molecular mass of the C. coronatus NAGase should allow to find a new method of this enzyme isolation from
C. coronatus homogenate. Thanks to developed methods of assaying activities of elastase, NAGase, chitobiosidase and
lipase, real becomes the understanding of mechanism of insects paralysis through C. coronatus fungus.
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Streszczenie dowli larw mola woskowego Galleria mellonella,
na ktérych wykonywano badania. Wyznaczono ta-
kze stale katalityczne K, i V44 dla enzymow.

Aktywnos¢ elastazy i N-acetyloglukozaminida-
zy grzyba C. coronatus mierzono spektrofotome-
trycznie odpowiednio przy 410 nm (wobec N-suk-
cynylo-Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilidu) i 405 nm
(wobec 4-nitrofenylo-N-acetylo-f-D-glukozamini-
du). Ustalono nastepujace optymalne warunki ozna-
czania elastazy: objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej
0,5 ml, homogenatu 1 pl, temperatura 30°C, pH 8,
stezenie substratu 40 mM. Optymalne warunki
oznaczania dla NAGazy: objetos¢ mieszaniny reak-
cyjnej 0,5 ml, dawka homogenatu 12,5 ul, tempera-
tura 30°C, pH oboje¢tne i 6 mM stezenie substratu.
Aktywnos¢ chitobiozydazy i lipazy mierzono spek-
trofluorymetrycznie (Ex=360 nm, Em=450 nm) od-
powiednio wobec 4-metyloumbelliferylo--D-N-
-N’-diacetylochitobiozydu i oleinianu 4-metyloum-
belliferylu. Chitobiozydaza wykazywala najwyzszg
aktywnos¢ w dawce 30 pl w 1 ml objetosci miesza-
niny reakcyjnej, temperaturze 30°C, pH 7 i przy ste-
zeniu substratu réwnym 2 mM. Lipaza rowniez za-
chowywala najwyzsza aktywnos¢ Kkatalityczng
w 1 ml objgtosci mieszaniny reakcyjnej i w 30°C,
ale przy dawce homogenatu 50 pl, w pH 10 i wobec
10 mM stezenia substratu.

Wyzsza aktywnos¢ badanych enzyméw w 30°C
niz w 20°C wskazywala, iz mogg one bra¢ udziat
W patogenezie. Zasugerowano, iz jako pierwsze bio-
ra udzial w perforacji powlok ciata owadéw elasta-

Najwiekszym problemem w ograniczeniu popu-
lacji owaddéw szkodliwych jest ich wzrastajgca
opornos$¢ na chemiczne pestycydy. Alternatywg sg
entomopatogeny, ktére regulujg liczebnos¢ szkodli-
wych owadéw. Wsrdd nich decydujacg role odgry-
waja grzyby owadobdjcze, ktére posiadajg zdolnosé
aktywnej penetracji kutikuli przez mechaniczne par-
cie strzepki inwazyjnej i wytwarzanie enzymow
proteo-, chityno- (egzo- i endochitinazy) oraz lipoli-
tycznych dostarczajacych sktadnikéw odzywczych
dla dalszego rozwoju grzyba.

Owadobdjczy glebowy grzyb Conidiobolus co-
ronatus (Entomophtorales) jest grzybem saprofi-
tycznym, ktéry wykazuje wysokag skutecznosé
w porazaniu réznorodnych gatunkéw owadéw. Mi-
mo, prowadzonych badan nad mechanizmem pora-
zania owadow, nadal nie wiemy jakg rol¢ odgrywa-
ja enzymy grzybowe podczas penetracji kutikuli
owadow.

Gtéwnym celem badani bylo ustalenie optymal-
nych warunkéw dziatania elastazy, N-acetylogluko-
zaminidazy (NAGazy), chitobiozydazy oraz lipazy.

Ustalono optymalne parametry reakcji: objetos¢
mieszaniny reakcyjnej, objetos¢ homogenatu, pH
dzialania i stezenie substratu. Majac na celu ewen-
tualne wykorzystanie grzyba C. coronatus do walki
z owadami szkodliwymi do oznaczen wybrano dwa
zakresy temperatur: 20°C — optymalna temperatura
wzrostu grzyba i 30°C — optymalna temperatura ho-
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za i lipaza. Wskazywala na to duza termoopornosé
obu enzymoéw (zaledwie 10,5% spadek aktywnosci
elastazy w 20°C 1 9,4% spadek aktywnosci lipazy
w poréwnaniu do maksymalnej aktywnosci
w 30°C), alkalofilnos¢ obu bialek (elastaza wykazu-
je alkaliczne optymalne pH réwne 8, w pH 9 zacho-
wuje 97% aktywnosci, a w pH 10 94% aktywnosci,
natomiast lipaza preferuje optymalne pH 10, a w pH
8 1 9 enzym zachowuje odpowiednio 57 i 60% ak-
tywnosci) oraz brak represji ze strony odpowiednich
substratéw. Sigmoidalny charakter krzywej wptywu
pH na aktywnos¢ obu enzyméw, wskazywal row-
niez na podobienstwa migdzy elastazg i lipazg
pod wzgledem katalizy.

Na drugorzedny udziat NAGazy i chitobiozyda-
zy grzyba C. coronatus w perforacji powlok ciata
zywiciela wskazywata wysoka wrazliwos¢ obu en-
zymow na stezenie jonéw wodorowych: oba enzy-
my preferujg obojetne pH, w pH 6 i 8 tracg po-
nad 35% aktywnosci, a podleganie represji ze stro-
ny hydrolizowanych substratéw i 3—4-krotny wzrost
aktywnosci tych enzymdéw nastgpowat dopiero
w temperaturze 30°C.

W toku pracy stwierdzono rowniez, ze bogate
podloze LB wptywa na rozrost grzybni oraz stymu-
luje wytwarzanie lipaz grzybowych.

Jak dotad nikomu nie udato si¢ wyizolowac en-
zymow chitynolitycznych czy lipolitycznych grzyba
C. coronatus z homogenatu grzybowego. Wigk-
szo$¢ enzymow grzybowych izolowanych byta z fil-
tratbw pohodowlanych. W literaturze przedmiotu
brak danych o NAGazie C. coronatus, stad w bada-

niach podjgto takze probe izolacji NAGazy z homo-
genatu grzybowego. Jej aktywnos¢ wykazywata tyl-
ko frakcja pierwsza, ktéra nie rozdzielata si¢ na zad-
nej z zastosowanych kolumn. Zawiodto oczyszcza-
nie na kationicie CM, stabym anionicie DEAE oraz
mocnym anionicie Q. Nie powiodly si¢ réwniez
préby frakcjonowania z wykorzystaniem mikroko-
lumienek Microcon.

W celu oszacowania masy czgsteczkowej NA-
Gazy wykonano dwa zymogramy z Tritonem X-100
i kazeing z zastosowaniem fluorescencyjnego sub-
stratu 4-metyloumbelliferylo-N-acetylo-p-D-gluko-
zaminidu. Ustalono mas¢ czgsteczkowa NAGazy
z grzyba C. coronatus na ok. 60 kDa. Jest to pierw-
sze doniesienie opisujace ciezar czgsteczkowy NA-
Gazy z C. coronatus. Badana NAGaza ma odmien-
ne wlasciwosci niz poznane dotad NAGazy z grzy-
béw owadobdjczych, pod wzgledem cigzaru cza-
steczkowego jest réwna NAGazie z grzyba Metar-
hizium anisopliae, jednak enzym ten ma optymalne
pH obojetne, podczas gdy enzym z M. anisopliae
ma optymalne pH kwasne.

Znajomos$¢ masy czgsteczkowej NAGazy po-
winna pozwoli¢ na znalezienie nowego sposobu
izolacji tego enzymu z homogenatu C. coronatus.
Dzigki opracowaniu metod oznaczania aktywnosci
elastazy, NAGazy, chitobiozydazy i lipazy realne
staje si¢ zrozumienie mechanizmu porazania owa-
déw przez grzyb C. coronatus.
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