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Uvod

Rhizosféra se Casto popisuje jako oblast ptidy obklo-
pujici kofeny rostlin, kterd je pfimo ovlivnéna kofeny rost-
lin a s nimi souvisejici biotou. Tato oblast je bohaté zapl-
néna mikroorganismy, které se Zivi slouceninami uvolio-
vanymi z kofend rostlin a mohou zvySovat piijem Zivin
rostlinnych kotenli a také umoZilovat vyzivu z jinak nedo-
stupnych zdrojii Zivin v piad&"? Jednou skupinou téchto
latek jsou fenolové kyseliny, které jsou produkovéany jem-
nymi kofeny, jeZ se zapojuji do ektomykorhiz a jejich tko-
lem je chranit kofeny pied utoky parazitickych hub®”.
Fenolové kyseliny ovliviyji fyziologické procesy, jako je
rust bunck, propustnost membran, syntéza chlorofylu
a bilkovin véetng enzymové aktivity a dychani®'.

Laboratorni pfistroje a postupy

Cilem této studie je zjistit, do jaké miry je proteolytic-
ka aktivita pid stimulovéna a nebo inhibovéana fenolicky-
mi latkami.

Experimentalni ¢ast
Odbér pudnich vzorkt

Vzorky byly odebirany na lokalitach Bily Kfiz
(Experimentdlni ekologické pracoviSte¢ Bily Kiiz) a na
tzemi Skolniho lesniho podniku Masarykiv les Kitiny
nedaleko od Brna. Bily Kfiz se nachazi
v Moravskoslezskych Beskydech v severovychodni ¢asti
Ceské republiky (N 49°30°17”, E 18°32°28")
s nadmoftskou vyskou 825-860 m. n. m., primérnou ro¢ni
teplotou 4,9 °C a ro¢nim thrnem srazek okolo 1100 mm.
Piudni vzorky byly odebirany na Iu¢nim stanovisti
z organomineralniho horizontu (Ah horizont, padni typ
pseudoglej kambicky) a z organického (humusového) hori-
zontu (Oe horizont, piidni typ podzol) experimentalniho
lesniho porostu smrku. Na tizemi SLP ML Kitiny byla vybra-
na dvé stanoviste, a to Utdchov (N 49°18°1”", E 16°37°31"")
se stfedné starym porostem dubu a pidnim typem kambi-
zem modalni. Odebiral se zde organomineralni a mineralni
horizont (Ah a Bw horizont). Druhym vybranym stanovis-
tém je Machtv pamatnik (N 49°192.4”", E 16°40°19"") se
starym smiSenym porostem buku a dubu a s ptidnim typem
rendzina melanicka. Zde byl odebran organicky, organo-
mineralni a mineralni horizont (horizonty Oe, Ahk a Bwk).
Porosty Skolniho lesniho podniku se rozprostiraji
v nadmotské vySce 210-575 m. n. m., primérnd rocni
teplota je 7,5 °C a ro¢ni thrn srazek 610 mm. Vzorky byly
odebirany jako smésné vzorky ze tii dil¢ich odbéru z jed-
notlivych pudnich horizontli a po pfevozu z terénu byly
presety pres sito s velikosti oka 2 mm a uskladnény

Tabulka I
Vybrané fyzikalni a chemické vlastnosti zkoumanych pid

Stanovisté Ciot Niot C/N pH pH Jil Prach Pisek

] %] HO - 00IM (%] (%] [%]
CaCl,

Louka, Ad horizont 4,8 0,29 16,4 4,1 33 18,6 26,0 55,4
Smrk, Oe horizont 23,1 1,01 22,8 4,1 3,4 - - -
List. porost, BK-DB, Oe horizont 26,2 2,00 13,1 7,7 7,2 - - -
List. porost, BK-DB, Ahk hor. 11,1 0,97 11,4 7,5 7,1 12,5 65,0 22,5
List. porost, BK-DB, Bwk hor. 2,2 0,21 10,5 7,1 6,6 23,2 60,3 16,5
List. porost, DB, Ah horizont 473 0,29 14,8 5,1 3,8 6,8 50,0 432
List. porost, DB, Bw horizont 1,1 0,07 15,7 4,7 3,7 26,5 36,0 37,4

Oe horizont — organicky horizont; Ad, Ah, Ahk — organomineralni horizont; Bw, Bwk — mineralni horizont; DB — dubovy
listnaty porost; BK — DB bukodubovy listnaty porost. Cy — celkovy uhlik; Ny, — celkovy dusik; C/N — pomér celkového

uhliku a dusiku; pH — ptidni reakce
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v chladnu a temnu. Vzorky byly odebirany na podzim roku
2012. Tab. I udava vybrané fyzikalni a chemické vlastnosti
testovanych pud.

Stanoveni proteolytické aktivity pad

Stanoveni proteasové aktivity pid probéhlo dle upra-
vené metodiky''. Do Erlenmeyerovy baiiky byl navazen
1 g vlhké jemnozemé¢ a inkubovan s 2 ml 0,05 M Tris-HCl
pufru (pH 8,55) a 2 ml 1% roztoku kaseinu (sodna sul) pfti
teploté 50 °C po dobu 2 hodin. Kontrolni vzorky byly pfi-
praveny stejnym zpusobem, jen s tim rozdilem, Ze roztok
kaseinu byl pfidan az na konci inkubace. Reakce
(inkubace) byla zastavena pridanim 1 ml 7,5% kyseliny
trichloroctové (TCA). Poté byly vzorky centrifugovany pti
4000 ot/min, 1 ml supernatantu byl odebran, smichén se
7 ml 3,7% roztoku Na,CO; a poté byl ptidan 1 ml 0,06%
roztoku CuSO,. Vzorky byly inkubovany 30 min pfi poko-
jové teploté a pak se pridal 1 ml ¢inidla Folin-Ciocalteu
(smichan s demineralizovanou vodou v poméru 1:3) a tato

Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

smés byla inkubovana 5 min pfi teploté 37 °C a pak pone-
chéna na 15 min pfi pokojové teploté. Proteolyticka aktivi-
ta byla méfena na zakladé produkce aminokyseliny
L-tyrosinu spektrofotometricky pifi vlnové délce 578 nm
(Specol 1300) a je vyjadfena v pgg™ suché pady za
1 hodinu. Kalibracni kfivka byla pfipravena z roztoku
L-tyrosinu v demineralizované vod¢ a roztoku 0,05 M
Tris-HC1/ 7,5% TCA (v poméru 3:1).

Kyselina ferulova a 4-hydroxybenzoova byly pfidany
rozpusténé v demineralizované vod€ pred inkubacemi
o koncentracich 0, 5, 50 a 100 pg na gram suché pudy,
pri¢emz pipetovany objem byl 100 pl.

Statistickd analyza

Statistické zhodnoceni vysledkli proteasové aktivity
jednotlivych vzorkt bylo provedeno pomoci modulu jed-
nofaktorovdi ANOVA a vicendsobné porovnani pomoci
LSD Fischertv test. Byl pouzit statisticky program Statis-
tica 12.0.

Proteolyticka aktivita piid * po piidavku fenolickych kyselin v mnozstvi 0, 5, 50 a 100 pg g~ suché pudy

Stanovisté © 0 5 50 100 SE +°
Louka, Ad horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 122,16 132,92% 117,09 55,60%* 3,56

Kyselina ferulova 122,16 132,71 137,38%* 146,11%* 4,59
Smrk, Oe horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 129,96 122,06 122,32 123,64 4,57

Kyselina ferulova 129,96 128,12 112,56* 103,34* 6,03
Listnaty porost, BK-DB, Oe horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 476,75 419,18* 417,73* 428,13* 10,80

Kyselina ferulova 476,75 482.07 474,81 437,80%* 8,33
Listnaty porost, BK-DB , Ahk horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 238,07 318,03* 301,01%* 293,49* 4,80

Kyselina ferulova 238,07 299,42* 299,23* 264,39% 8,11
Listnaty porost, BK-DB , Bwk horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 77,57 56,25* 56,25% 50,34* 2,06

Kyselina ferulova 77,57 56,43* 65,92* 62,70* 3,62
Listnaty porost, DB, Ah horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 221,01 229,41 209,58 139,01* 6,62

Kyselina ferulova 221,01 255,27* 241,27* 241,47* 7,14
Listnaty porost, DB, Bw horizont

Kyselina 4-hydroxybenzoova 23,69 15,39* 11,77* 14,63* 2,03

Kyselina ferulova 23,69 20,22 17,05 19,01 2,65

“Vysledky predstavuji mnozstvi produkovaného L-tyrosinu v pg h™'g™ suché pady,

* jsou statisticky vyznamné (P <

0,05, n = 3). Standardni chyba, ®SE + pro Fishertiv LSD test. °Oe horizont — organicky horizont; Ad, Ah, Ahk — organomi-
neralni horizont; Bw, Bwk — mineralni horizont; DB — dubovy listnaty porost; BK — DB bukodubovy listnaty porost
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Vysledky a diskuse

Vliv fenolll na proteolytickou aktivitu zkoumanych
pud byl pfevazné inhibi¢ni. Organické horizonty reagovaly
inhibi¢né na ptitomnost fenolickych latek (tab. II), jen
kyselina 4-hydroxybenzoovd nevykdazala statistickou vy-
znamnost (P<0,05) ve smrkovém porostu. Organomineral-
ni horizonty reagovaly naopak spiSe stimulacné, ptiCemz
kyselina ferulova ptisobila stimula¢né ve vSech métenich,
zatimco kyselina 4-hydroxybenzoova putisobila stimulacné
jen u starého listnatého porostu (tab. II). Mineralni hori-
zonty reagovaly podobné jako organické horizonty, a to
inhibi¢né (tab. II). Vyjimkou byla kyselina ferulova
v mladém listnatém porostu, ktera nevykazala statistickou
vyznamnost (P<0,05). Fenolové kyseliny mohou byt zapo-
jeny do tvorby humusu, alelopatie a mit vliv na dostupnost
zivin'?. U rostlin plni funkci obrany pied bylozravci a pa-
togeny'® a mohou mit silny negativni vliv na kvalitu padni
organické hmoty a kolob¢h dusiku'*". Literatura'® také
napiiklad uvadi, ze fenolové kyseliny mohou inhibovat
rozklad organické hmoty vazbou na reaktivni mista extra-
celularnich enzymi. Vysledky ukazuji, Ze fenolické kyse-
liny maji inhibicni u¢inek na pGdni proteasy.
V ojedinélych piipadech sice byla zjisténa i zvySena akti-
vita proteas, mohlo se vSak jednat o specifickou odpovéd
odlisného spektra mikroorganismui Zijicich v daném hori-
zontu.

Zavér

Cilem prace bylo zjistit reakci piidnich proteas na
pritomnost fenolickych latek v odstupniovanych koncentra-
cich. Vysledky ukazuji, Zze v organickych a mineralnich
horizontech je vliv inhibi¢ni, zatimco v organomineralnich
horizontech je spise stimula¢ni. Negativni vliv fenold na
enzymovou aktivitu (proteasy) muze mit vliv na ztraty
dusiku v pidach a jeho vyplavovani do ¢asti pidniho hori-
zontu, kde jiz neni pfistupny a vyuzitelny pro rostliny.

Prispévek vznikl za podpory grantu TACR ¢ projektu
TA04020888.
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L. Holik, V. Vranova, and K. Rejsek (Department
of Geology and Soil Science, Faculty of Forestry and
Wood Technology, Mendel University in Brno): Protease
Activity of Forest Soils and their Responses to Phenolic
Compounds in Soil

Soil proteolytic complex plays an important role in
nutrient cycling in the ecosystem. Interaction of this en-
zyme complex with phenolic acids was studied on selected
soils. The aim was to determine how the soil protease re-
acts to the presence of phenolic compounds, i.e., substanc-
es released during the decomposition of organic matter and
transferred to the soil environment. Phenolic compounds
in organic horizon caused inhibition of soil protease,
4-hydroxybenzoic acid showed no statistical significance
(P<0.05) in the spruce stand. Organomineral horizons
responded as stimulants: ferulic acid acted as a stimulant
in all measurements, while 4-hydroxybenzoic acid stimu-
lated only with old deciduous stands. Mineral horizons
reacted like organic horizons, namely as inhibitors, with
the exception of ferulic acid which, in a young deciduous
forest, did not show statistical significance.



