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Uvod

Lesni ekosystém je jednim ze zakladnich suchozem-
skych ekosystémi a pida v lesnim prostiedi je kliCovym
prvkem pro existenci organisma'? V lesnim ekosystému
je rozklad organického materialu z velké ¢asti vysledkem
¢innosti pidnich enzymu, které produkuji komunity bakté-
rif a hub™*. Pidni enzymy maji kli¢ové biochemické funk-
ce v celkovém procesu rozkladu organické hmoty
v padnim prostiedi®’. Maji diilezitou roli pro Zivotni pro-
cesy mikroorganismil v ptde¢, stabilizaci plidni struktury,
rozklad organickych zbytkd, pfeménu organickych latek
a kolobgh zivin* . Hydrolyza bilkovin je prvni fazi mine-
ralizace ptidniho organického dusiku a je zavisla na prote-
olytickych enzymech, které jsou syntetizovany rostlinami
a padnimi mikroorganismy'"'2.

Pidni dusik obsaZeny v aminokyselinach predstavuje
snadno dostupny zdroj dusiku a uhliku pro vyzivu rostlin
a pro piidni mikroorganismy'’. Aminokyseliny se do pudy
dostavaji z riznych zdroju, at’ uz z biomasy rostlin, kote-
novych exudati, mikroorganismii &i vykalt zvifat'*'.
Vsechny biogenni (proteinogenni) aminokyseliny, se mo-
hou, vyjma glycinu, vyskytovat jako tzv. enantiomery
(tedy L- nebo D-formy). Obé formy aminokyselin se
v prirodé vyskytuji, ale v organismech a jejich metaboli-
tech se Castéji vyskytuji L-isomery. Z D-enantiomerd ami-
nokyselin se nejcastéji vyskytuji D-alanin a D-glutamova
kyselina, které se podileji na stavbé bunécnych stén mikro-
organismi jako peptidoglykany'®'"®. Neproteinogenni ami-
nokyseliny se vyskytuji v hydrolyzatech pud a humuso-
vych latkach. Koncentrace v humusovych latkach se lisi

Casné i nejvetsi podil téchto aminokyselin se nachazi ve
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fulvokyselinach. Ve vyluzich z lesnich pid byly zjistény
relativné vysoké koncentrace L-ornithinu a v zaplavo-
vanych pidach a pod porosty borovice byly naméfeny
vysoké koncentrace neproteinogenni aminokyseliny
y-aminoméselné®.

Prace je zaméfena na vliv vybranych proteinogennich
a neproteinogennich aminokyselin na aktivitu tzv. nativni
pudni proteasy. Jejich stimulace/inhibice byla studovana
v nékolika odstupniovanych koncentracich proteinogennich
a neproteinogennich aminokyselin a méfeni byla provede-
na na vyzkumnych plochach v lesnich porostech buku,
dubu a smrku.
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Experimentalni ¢ast
Odbér pudnich vzorkt

Ke studiu proteasové aktivity byly zvoleny porosty na
Skolnim lesnim podniku Masarykav les Kitiny (SLP Ml
Kitiny), které se rozkladaji v nadmotské vysce 210-575 m n. m.,
roéni praimérna teplota je 7,5 °C a primérné ro¢ni srazky
jsou 610 mm. Vybrany byly ¢tyfi plochy, tii s listnatym
porostem (2x buk a 1x dub) a jedna s jehliénatym poros-
tem (smrk). Prvni lokalitou byl Machav pamatnik (N 49°
19'2.47, E 16°40719""), kde se nachazi porost buku lesni-
ho (BK, vék 70 let) s ptidnim typem rendzina melanicka.
Zde byly odebrany organicky (Oe) a organomineralni
(Ahk) horizont. Druhou lokalitou byl Utéchov (N 49°
18°1"", E 16°37'31"") s porostem dubu letniho (DB, vek
35 let) a pidnim typem kambizem modalni. Odebirany
byly organicky (Oe) a organomineralni (Ah) horizont.
Posledni lokalita byly Jedovnice se dvéma zkoumanymi
porosty (BK, N 49°19'19"" E 16°47°48°"; SM, N 49°
19217, E 16°47°38""), a to bukovy porost (BK, v&k
90 let) a porost smrku (SM, vék 100 let). V obou porostech
je padni typ kambizem modalni a odebiraly se organicky
a organomineralni horizont (Oe a Ah). Byly odebirdny
smésné vzorky ze tii nahodnych odbérd z jednotlivych
padnich horizontil. Nasledné byly vzorky piesety pies sito
s velikosti oka 2 mm a uskladnény v chladnu a temnu.
Vzorky byly odebrany na konci Cervna roku 2016. Ta-
bulka 1 udava vybrané fyzikalni a chemické vlastnosti
testovanych ptd. Plochy byly vybrany tak, aby zachytily
heterogenitu pidniho prostiedi ve vazbé jak na vlastni
pudni typ, tak na rtiznou dfevinnou skladbu, pficemz plati,
ze zastoupené pudni typy i porosty jsou typické pro tizemi
Ceské republiky.

Stanoveni proteolytické aktivity pad

Stanoveni nativni proteasové aktivity ptid probéhlo
dle metodiky?'. V této metodice je TRIS-HCI pufr
(pH 8,55) nahrazen demineralizovanou vodou (DEMI
H,0) s cilem méfit proteasovou aktivitu pfi hodnotach pH,
které jsou blizké skutecnému pH plidy ve zkoumaném
ptdnim vzorku. Do Erlenmeyerovy banky byl navazen 1 g
vlhké ptdy, pfidano 2 ml DEMI H,O a 100 ul DEMI H,O
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Tabulka I
Vybrané fyzikalni a chemické vlastnosti zkoumanych pad *

Laboratorni pfistroje a postupy

Stanovisté Ciot Niot C/N pH pH IM Jil Prach Pisek
[%] [%] H,O KCI [%0] [%] [7o]
BK, Oe horizont (rendzina) 10,26 0,94 10,9 7,13 6,55 - - -
BK, Ahk horizont (rendzina) 1,99 0,22 9,0 7,31 6,47 12,47 65,04 22,49
BK, Oe horizont (kambizem) 13,20 0,70 18,9 426 3,38 - - -
BK, Ah horizont (kambizem) 4,49 0,30 15,0 4,01 3,29 6,40 48,80 44,70
DB, Oe horizont (kambizem) 20,58 1,36 15,1 6,63 6,16 - - -
DB, Ah horizont (kambizem) 17,75 1,17 15,2 5,65 5,14 6,81 50,03 43,15
SM, Oe horizont (kambizem) 26,10 1,37 19,1 4,13 3,06 - - -
SM, Ah horizont (kambizem) 9,45 0,54 17,5 4,42 3,32 10,40 50,90 38,60

Qe horizont — organicky horizont; Ah, Ahk — organomineralni horizont; DB — dubovy listnaty porost; BK — bukovy listna-
ty porost, SM — smrkovy jehli¢naty porost. Cy, — celkovy uhlik; N, — celkovy dusik; C/N — pomér celkového uhliku a du-

siku; pH — ptdni reakce

s rozpuSténou aminokyselinou v koncentracich 5, 50
a 100 pg na gram suché pudy. Dale byly ptidany 2 ml 1%
roztoku kaseinu (sodné sil) a vzorky byly inkubovany pti
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. Zastaveni reakce
(inkubace) probéhlo pridanim 1 ml 7,5% kyseliny trichlo-
roctové (TCA) a vzorky poté centrifugovany pti 4000 ot/
min. Po centrifugaci byl odebrdn 1 ml supernantantu
a smichan se 7 ml 3,7% roztoku Na,CO; a poté byl pfidan
1 ml 0,06% roztoku CuSO4. Vzorky byly ponechany
30 min pii pokojové teploté, nasledné se ptidal 1 ml Folin-
Ciocalteu reagentu (smichan s demineralizovanou vodou
v poméru 1:3) a tato smés se inkubovala 5 min pfi teplo-
t€ 37 °C a nasledn¢ byla ponechdna 15 min pfi pokojové
teplote. Proteolyticka aktivita byla méfena na zakladé pro-
dukce aminokyseliny L-tyrosinu spektrofotometricky pfi
vinové délce 578 nm (Biochrom Libra S22). Kalibra¢ni
ktivka  byla pfipravena z  roztoku  L-tyrosinu
v demineralizované vodé a roztoku DEMI H,O / 7,5%
TCA (v poméru 3:1).

Studovéany byly proteinogenni aminokyseliny L- a D-
alanin, L- a D-glutamové kyselina a neproteinogenni ami-
nokyseliny kyselina y-aminomaselna, L-ornitin, L-citrulin
a B-alanin.

Statistickd analyza

Vysledky proteolytické aktivity jednotlivych vzorki
byly statisticky vyhodnoceny pomoci modulu jednofakto-
rovd ANOVA a vicendsobné porovnani LSD Fischerovym
testem. Pouzit byl statisticky program Statistica 12.0.
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Vysledky a diskuse

Pfidani proteinogennich aminokyselin alaninu a kyse-
liny glutamové (jejich L- a D-enantiomertt) mélo prevazné
stimulaéni vliv na aktivitu nativni proteasové aktivity. PIné&
stimulacni vliv se projevil v organickém horizon-
tu (Oe horizont) bukového porostu s piidnim typem kambi-
zem (tab. II) a v organomineralnim horizontu (Ah hori-
zont) dubového a smrkového porostu (tab. II) se shodnym
pudnim typem (kambizem). Shodnou opovéd’ na pridavek
proteinogennich aminokyselin ukdzalo méfeni proteasové
aktivity v bukovém porostu s ptidnim typem rendzina, kdy
shodné doslo ke statisticky nevyznamné reakci (P<0,05)
u D-alaninu a to v organickém i organomineralnim hori-
zontu (tab. II). Velmi slaby vliv proteinogennich aminoky-
selin se ukazal v organomineralnim horizontu bukového
porostu s pudnim typem kambizem, kdy se stimulacni
efekt projevil jen u L-alaninu v koncentraci 100 pg
a u ostanich nebyla zaznamendna statistickd vyznamnost
(P<0,05). Stimula¢ni vliv nebyl zjistén u organického ho-
rizontu smrkového porostu, kdy se aktivita nativni ptdni
proteasy nedostala nad hranici statistické vyznamnosti
(P<0,05), ale naopak doslo k inhibici u D-enantiomeru
kyseliny glutamové u koncentraci 50 pg a 100 pg (tab. II).
Vliv L- i D-alaninu na nativni proteasovou aktivitu byl
stimulaéni stejnd jako v praci’?, kdy se méfila potencional-
ni proteasova aktivita (byl pouzit TRIS-HCl puft,
pH 8,55), a celkové stejna byla i velikost stimulace (cca
10 %) i rozdily mezi L- a D-enantiomerem alaninu. Rozdil
byl vSak u kyseliny glutamové, kdy autofi zjistili silnou
inhibici proteas (cca 40 %), zatimco v naSich méfenich
doslo k inhibici pouze v jednom piipad¢, a to u D-enan-
tiomeru v organickém horizontu smrkového porostu. U D-
enantiomerti v8ak dochdzelo Castéji k vyskytu statisticky
nevyznamnych méfeni. Stimulujici vliv alaninu a kyseliny
glutamové se prokédzal na mikrobidlni biomasu jako celek,
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Tabulka II
Nativni proteolyticka aktivita® po pridavku proteinogennich aminokyselin v mnozstvi 0, 5, 50 a 100 pg g ' suché pady

Stanovisté ¢ 0 5 50 100 SE +°
Bukovy porost, Oe horizont (rendzina)

L-Alanin 553,15 565,07* 565,37* 563,58%* 2,70
D-Alanin 553,15 555,54 557,62 558,52 3,35
L-Glutamova kyselina 553,15 558,52 563,28* 564,48* 2,80
D-Glutamova kyselina 553,15 555,83 562,09* 563,29%* 2,98
Bukovy porost, Ahk horizont (rendzina)

L-Alanin 255,67 259,15 264,86* 268,33* 2,52
D-Alanin 255,67 258,41 256,17 255,67 2,51
L-Glutamova kyselina 255,67 261,88* 268,83* 274,54%* 2,51
D-Glutamova kyselina 255,67 260,64 262,62%* 260,64 2,32
Bukovy porost, Oe horizont (kambizem)

L-Alanin 30,26 40,61* 41,03* 46,00* 4,01
D-Alanin 30,26 35,64 41,85* 51,80%* 3,90
L-Glutamova kyselina 30,26 43,10* 43,93* 40,20* 3,84
D-Glutamova kyselina 30,26 31,25 49,32%* 42,68* 4,82
Bukovy porost, Ah horizont (kambizem)

L-Alanin 30,32 29,84 33,43 37,96* 1,70
D-Alanin 30,32 29,84 31,52 31,52 1,72
L-Glutamova kyselina 30,32 30,32 31,76 31,99 1,68
D-Glutamova kyselina 30,32 33,67 28,41 29,61 1,60
Dubovy porost, Oe horizont (kambizem)

L-Alanin 317,40 316,64 331,87* 327,55% 3,23
D-Alanin 317,40 313,60 315,63 312,08 2,60
L-Glutamova kyselina 317,40 326,28%* 334,66%* 341,51%* 2,36
D-Glutamova kyselina 317,40 312,40 320,96 314,87 2,59
Dubovy porost, Ah horizont (kambizem)

L-Alanin 104,98 113,65%* 118,52%* 112,60%* 0,89
D-Alanin 104,98 113,87* 122,97* 124,24%* 1,07
L-Glutamova kyselina 104,98 109,84* 125,51* 122,12%* 1,37
D-Glutamova kyselina 104,98 106,03 109,21* 125,72* 1,35
Smrkovy porost, Oe horizont (kambizem)

L-Alanin 38,58 35,99 40,91 41,17 1,61
D-Alanin 38,58 37,03 40,91 37,03 1,83
L-Glutamova kyselina 38,58 44,02 35,47 38,32 2,35
D-Glutamova kyselina 38,58 39,61 34,18* 29,77* 1,69
Smrkovy porost, Ah horizont (kambizem)

L-Alanin 37,60 58,17* 46,74* 47,78%* 1,50
D-Alanin 37,60 38,85 41,96* 43,62* 1,19
L-Glutamova kyselina 37,60 42,17 42,58* 41,75 2,03
D-Glutamova kyselina 37,60 43,00* 41,34 40,71 1,66

*Vysledky piedstavuji mnozstvi produkovaného L-tyrosinu v pug h™' g™ suché pady, * jsou statisticky vyznamné (P < 0,05,
n = 3). Standardni chyba, "SE + pro Fishertiv LSD test. ©Oe horizont — organicky horizont; Ah, Ahk — organominerlni
horizont
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Tabulka IIT
Nativni proteolyticka aktivita® po piidavku neproteinogennich aminokyselin v mnozstvi 0, 5, 50 a 100 ug g* suché pady

Stanovisté © 0 5 50 100 SE +"
Bukovy porost, Oe horizont (rendzina)

v-Aminomaselna kyselina 557,03 572,23%* 573,42% 568,65* 1,83
L-Ornithin 557,03 561,37 561,20 560,91 2,22
L-Citrullin 557,03 569,84* 573,72% 567,16* 2,77
B-Alanin 557,03 576,70* 579,38* 582,96* 2,33
Bukovy porost, Ahk horizont (rendzina)

v-Aminomaselna kyselina 257,42 271,56* 262,13* 264,86* 2,12
L-Ornitin 257,42 271,56* 269,08* 269,08%* 2,28
L-Citrulin 257,42 271,35% 271,35% 271,35% 1,72
B-Alanin 257,42 270,32%* 271,56* 269,08* 1,48
Bukovy porost, Oe horizont (kambizem)

v-Aminomaselna kyselina 30,25 43,10* 55,12* 60,51%* 3,26
L-Ornitin 30,25 33,57 40,61 56,36* 5,98
L-Citrulin 30,25 63,41* 64,65* 65,06* 4,91
B-Alanin 30,25 47,66* 58,02* 50,14* 4,43
Bukovy porost, Ah horizont (kambizem)

v-Aminomaselna kyselina 33,19 41,31* 37,49* 39,40* 1,77
L-Ornitin 33,19 35,81 35,81 38,20* 2,16
L-Citrulin 33,19 35,10 34,14 34,14 1,82
B-Alanin 33,19 34,62 36,29 38,20* 1,66
Dubovy porost, Oe horizont (kambizem)

v-Aminomaselna kyselina 320,45 320,70 322,73 320,96 2,14
L-Ornitin 320,45 319,94 323,75 322,48 1,52
L-Citrulin 320,45 322,48 316,64 317,91 1,95
B-Alanin 320,45 318,93 318,17 319,69 1,89
Dubovy porost, Ah horizont (kambizem)

v-Aminomaselnd kyselina 104,55 111,11%* 114,08* 115,14%* 2,04
L-Ornitin 104,55 109,21* 108,57* 104,98 1,52
L-Citrulin 104,55 103,92 105,61 102,65 1,94
-Alanin 104,55 105,61 105,82 104,76 0,82
Smrkovy porost, Oe horizont (kambizem)

y-Aminomaselna kyselina 36,77 46,87* 47,90* 53,60%* 2,00
L-Ornitin 36,77 46,35* 44,02* 49,71* 2,26
L-Citrulin 36,77 42,49* 50,49* 53,60* 1,78
B-Alanin 36,77 38,58 38,06 47,38* 1,92
Smrkovy porost, Ah horizont (kambizem)

v-Aminomaselna kyselina 37,18 42,58* 44,04* 35,31 1,71
L-Ornitin 37,18 28,25% 29,29* 31,78* 1,28
L-Citrulin 37,18 28,25* 32,61* 28,25% 1,46
B-Alanin 37,18 39,47 36,56 35,94 1,11

"Vysledky predstavuji mnozstvi produkovaného L-tyrosinu v pg h™' g™ suché pidy, * jsou statisticky vyznamné (P < 0,05,
n = 3). Standardni chyba, "SE + pro Fishertiv LSD test. ©Oe horizont — organicky horizont; Ah, Ahk — organominerlni
horizont
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kdy ve studii*® doglo po jejich pfidani do piidniho vzorku
k narGstu mikrobialni biomasy i respiracni aktivity. Stejné
pozitivni vliv mély i alanin ve studii** na mnozstvi ptidni-
ho organického uhliku.

Na pfitomnost neproteinogennich aminokyselin rea-
govala proteasa podobné jako na proteinogenni aminoky-
seliny (tab. III). Statisticky nevyznamny vliv (P<0,05) se
ukazal u dubového porostu v organickém horizontu
(Oe horizont), v organomineralnim horizontu (Ah hori-
zont) pak byly statisticky vyznamné zmény (stimulace)
u aminokyseliny L-Citrulin a B-alanin a statisticky nevy-
znamné u kyseliny y-aminomaselné a L-Ornitinu (tab. III).
Zjisténa byla také inhibice proteasové aktivity a to
v organomineralnim horizontu (Ah horizont) smrkového
porostu u aminokyselin L-Ornitin a L-Citrulin (tab. III),
stimulacni vliv méla naopak kyselina y-aminomaselna.
Neproteinogenni aminokyseliny jsou vyznamnymi zdroji
organického dusiku v mnoha ekosystémech. Vyzkumy
naznacuji, ze hraji dulezitou roli ve formé metabolitd, ¢i
jako signdlni latky pfi akvizici zivin, nebo jako odpovéd
na stres™. Vysledky studie nazna¢uji, Ze zvySena minerali-
zace neproteinogennich aminokyselin by mohla byt odpo-
védi mikroorganismii na stresujici podminky na stanovisti
(vodni deficit v pudnim prostiedi). Kromé mozného stresu
muze hrat roli jak kvantita a kvalita organické hmoty,
vstupujici do mineralizaéniho procesu (v zavislosti na
dreving), tak rozdilné pH jednotlivych stanovist, které je
vhodné pro dané druhy mikroorganismu Zzijicich v tomto
prostiedi®.

Zavér

Cilem této prace bylo zjistit, jak reaguji nativni padni
proteasy na proteinogenni a neproteinogenni aminokyseli-
ny. Dusik a uhlik obsazeny v aminokyselinach predstavuje
zdroj vyzivy a proteasy zprostiedkovavaji jeho dostupnost
pro pudni prostiedi. Vysledky ukazuji, Ze vliv na nativni
proteasovou aktivitu je pfevazné stimulacni a vyskytly se
pouze tfi ptipady, kdy doslo k jejich inhibici.
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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): Effect of
Proteinogenic and Non-proteinogenic Amino Acids of
the Native Protease Activity of Forest Soils

Soil proteolytic complex plays an important role in
nutrient cycling in the ecosystem. Interactions of this en-
zyme complex with proteinogenic and non-proteinogenic
amino acids were studied on the cambisol (stands of
beech, oak and spruce) and Rendzic Leptosol (beech
stand) soil types. The aim of the study was to find out how
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does native soil protease react for the presence of amino
acids, i.e., substances which are released during the de-
composition of organic matter, get into the soil and the
environment and represent important sources of nitrogen
and carbon. The overall activity of the native soil protease
was stimulated by the proteinogenic and non-
proteinogenic amino acids. In three cases there was an
inhibition. In one case, an inhibitory effect of the protease
on proteinogenic amino acids (D-glutamic acid) was ob-
served in an organic horizon of a spruce stand and, in two
cases, on non-proteinogenic amino acids (L-ornithine and
L-citrulline) in an organomineral horizon of a spruce stand.



