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Studium zmén aktivit vybranych enzymiu v pudé
po pridavku triazolovych fungicidi

Souhrn

Fungicidy slouzi primarné K potlaceni fytopatogennich hub, plisni a jejich spor.
Triazolové fungicidy, kterymi se diplomova prace zabyva patii mezi dualezité slouceniny,
jejichz fungicidni ucinek je zaloZzen na schopnosti narusovat biosyntézu sterolti inhibici CYP51.
Aplikace triazolli miize mit vliv na fyzikalné-chemické procesy v ptud¢ a celou fadu necilovych
organismi a Stim souvisejici produkce enzymi. Organismy V pidnim prostiedi uvoliuji
do pidy znac¢né mnozstvi latek a sSnimi i extracelularni enzymy, které jsou syntetizovany
Vv buiikdch a z téchto bun¢k se uvoliuji do okolniho prostiedi.

Dil¢imi cili stanovenymi V diplomové praci bylo urceni, zda a ktera enzymaticka
aktivita je v ramci ptsobeni fungicidnich latek narusena, dale stanoveni dopadu jednotlivych
triazold na jednotlivé enzymatické aktivity a odhadnuti potencidlniho dopadu na riizné skupiny
mikroorganismt a ptidni procesy. DalSim zdmérem bylo nalezeni univerzalniho markeru
mikrobidlnich zmén v pid¢ po vstupt triazoli ¢i jinych fungicidi do pudy. Pro posouzeni
a stanoveni parcialnich cilti a hypotéz byl v rdmci experimentalni ¢asti zalozen nadobovy pokus
s rajéetem (Solanum lycopersicum L. var. ,,Sweet Cherry*). V prib&hu vegetace byly do pudy
injekéné vpravovany vybrané triazolové fungicidy a jejich smés (penkonazol, cyprokonazol,
cyprokonazol+penkonazol). Po sklizni byly jednotlivé substraty analyzovany z hlediska obsahu
studovanych enzymi (f-D-glukosidaza, kysela fosfataza, arylsulfataza, chitinaza).

Prvni stanovena hypotéza se tykala pfitomnosti triazoli v ptidé a nasledného ovlivnéni
nékterych mikroorganismt. Tato hypotéza byla potvrzena po aplikaci cyprokonazolu
a penkonazolu v ramci ovlivnéni mikroorganisma podilejici se pfedev§im na produkci S-D-
glukosidaz, fosfataz a arylsulfataz. Naproti tomu, v souvislosti s chitinazovou aktivitou doslo
K vyvraceni této hypotézy. Bylo zjisténo, Zze aplikované triazoly neovliviiuji organismy
produkujici chitinazy a z tohoto ditvodu nelze chitinazu hodnotit k potencialnimu vyuziti jako
markeru G¢inku triazolti na organismy v padnim prostiedi.

Nasledné hypotézy tikaly, Ze dopad triazolll na rlizné enzymatické aktivity bude rizny
a dopad pfitomnosti riznych triazoli v piidnim prostfedi bude mit rlzny vliv. Na zakladé
vysledkll a diskutovanych zavéri byla pocateni hypotéza potvrzena, protoze nelze dojit
K jednomu obecnému zavéru, zda jsou enzymatické aktivity hydrolaz po styku s triazolovymi
latkami inhibovany ¢i stimulovany. Rovnéz u posledni hypotézy doSlo k jejimu potvrzeni,
jelikoz zkoumané triazolové latky putsobily v pidnim prostiedi odlisné. Byla shledana
potencialni vhodnost monitoringu fosfatdz jako markeru UCinku nékterych triazola
(cyprokonazol, propikonazol a tebukonazol) na pidni organismy. U&innym markerem se jevila
rovnéz arylsulfataza, ponévadz indikuje vliv cyprokonazolu a tebukonazolu. Naopak f-D-
glukosidazovou aktivitu nelze hodnotit jako marker pro studium zmén pidnich mikrobialnich
aktivit v ramci ptisobeni tebukonazolu, cyprokonazolu a smési cyprokonazol-penkonazol.

Klic¢ova slova: enzymaticka aktivita; hydrolazy; necilové mikroorganismy; triazoly



Study of changes in activities of selected soil enzymes

after triazole fungicides addition

Summary

Fungicides serve primarily to suppress phytopathogenic fungi, molds and their spores.
Triazole fungicides are important compounds whose fungicidal action is based on the ability to
disrupt sterol biosynthesis by inhibiting CYP51. The application of triazoles can affect the
physico-chemical processes in soil and a wide range of non-target organisms and the related
production of enzymes. Organisms in the soil environment release a significant amount of
substances into the soil and with them extracellular enzymes, which are synthesized in cells.
From these cells they are released into the environment.

One of the objectives set out in this thesis was to determine whether and which
enzymatic activity is disturbed by fungicides, to determine the impact of individual triazoles on
individual enzymatic activities and assessing potential impact on different groups of
microorganisms and soil processes. The second objective was to find a universal marker of
microbial changes in the soil after the entry of triazoles or other fungicides into the soil. To
assess and determine objectives and hypotheses, a container experiment with a tomato
(Solanum lycopersicum L. var. "Sweet Cherry") was established in the experimental part.
Selected triazole fungicides and their mixture (penconazole, cyproconazole, cyproconazole +
penconazole) were injected into the soil during the growing season. After harvest, individual
substrates were analyzed for the content of studied enzymes (f-D-glucosidase, acid
phosphatase, arylsulfatase, chitinase).

The first hypothesis tests the presence of triazoles in the soil and the subsequent
influence of some microorganisms. This hypothesis was confirmed after the application of
cyproconazole and penconazole mainly due to their effects on the production of j-D-
glucosidases, phosphatases and arylsulfatases. On the other hand, hypothesys about the
chitinase activity was disproved. It was found that the applied triazoles do not affect chitinase-
producing organisms and therefore chitinase cannot be evaluated for potential use as a marker
of the effect of triazoles on organisms in the soil environment.

Following hypotheses stated that the impact of triazoles on different enzymatic activities
will be varing and the impact of the presence of different triazoles in the soil environment will
have different effects. Based on the results, the initial hypothesis was confirmed, however one
general conclusion cannot be drawn to whether the enzymatic activities of hydrolases are
inhibited or stimulated after contact with triazole substances. The last hypothesis was also
confirmed, as the investigated triazole substances acted differently in the soil environment. The
potential suitability of phosphatase monitoring as a marker of the effect of some triazoles
(cyproconazole, propiconazole and tebuconazole) on soil organisms was found. Arylsulfatase
also appeared to be an effective marker, as it indicates the effect of cyproconazole and
tebuconazole. However, 5-D-glucosidase activity cannot be evaluated as a marker for the study
of changes in soil microbial activities under the action of tebuconazole, cyproconazole and the
cyproconazole-penconazole mixture.

Keywords: enzymatic activity; hydrolases; non-target microorganisms; triazoles
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1 Uvod

Aplikace fungicidl slouzi primarné k potlaceni nezddoucich hub a plisni v zemédélstvi
a veterindrni i humanni medicin€. Nicméng¢ jejich pouziti v ochrané zeméd¢€lskych plodin miize
mit vliv i na mobilitu a pfijatelnost makro- a mikroprvki, necilové organismy, zejména pudni
mikroorganismy a jejich enzymatickou aktivitu.

Enzymy v ptidé mohou v zemédé€lskych systémech slouzit jako jeden z ukazatelt kvality
pudy. Zpusob, jakym funguji pudni enzymy a faktory, jez ovliviiyji jejich enzymatickou
aktivitu, 1ze chapat jako zasadni piedpoklad pro zlepSeni hospodaieni s pudou, kvality pudy
a nasledné produkce potravin.

Enzymaticka aktivita v pudé byla studovana jiz nékolik desetileti. Jednotlivé ptdni
enzymatické aktivity jsou pomérné citlivé a také snadno méfitelné. Jejich ¢innost mize byt
ovlivnéna mnohymi faktory, napt. hloubkou a piidnim typem, teplotou, vlhkosti a vV neposledni
fad¢ kvalitou a mnozstvim dostupné organické hmoty.

Velmi c¢asto testovanymi enzymy jsou ty, které se podileji na degradaci polysacharidi
bunécné stény rostlin, ligninu a biopolymert vytvafejicich mikrobialni biomasu -
polysacharidové hydrolazy a oxidacni ligninolytické enzymy. Vzhledem k vyznamu dusiku,
fosforu a siry pro vyzivu rostlin a mikrobialni metabolismus se Casto studuji také enzymy
podilejici se na asimilaci téchto prvkl — fosfatazy, arylsulfatazy, proteazy, peptidazy a dalsi.
Jinymi slovy, ptdni enzymy reflektuji aktivitu mikroorganisma v pidnim prostfedi. V tomto
prostiedi se tedy nachazeji skupiny enzymd, jez uréuji metabolické procesy v pidé. Mnozstvi
enzymi v pudnich systémech se 1i$i pfevazné diky skutecnosti, Ze kazdd piida ma unikétni
mnozstvi organickych latek, slozeni a aktivitu svych zivych organismi a intenzitu biologickych
procest.

Triazoly (penkonazol a cyprokonazol), kterymi se diplomova prace zabyva, jsou pomérné
¢asto pouzivany k ochrané obilnin, ovocnych plodin, zeleniny a dalsich plodin. V této praci je
studovan vliv aplikace komer¢nich triazolovych fungicidt s vySe zminénymi ¢innymi latkami

na enzymatické aktivity v ptde.



2 Védecké hypotézy a cile prace

Fungicidy jsou latky aplikované ¢lovékem k potlaceni nezddoucich hub a plisni. Jejich
nasledny vstup do ptidy mtze ovlivnit mobilitu a dostupnost Zivin a rizikovych prvki. Struktura
pouzivanych triazolli Casto umoziiuje tvorbu komplext s ionty piitomnymi v ptdé/ptidnim
roztoku, ¢imz ovliviiuji transport pies membrany kofenovych bun¢k rostlin. Vzhledem k tomu,
ze se jedna o biologicky aktivni latky, mohou narusit také ¢innost necilovych mikroorganismu
v pid€. Simulovanymi reakcemi je mozné hodnotit aktivitu produkovanych enzymi
(glukosidaza, fosfatazy, arylsulfatdza, chitinaza) a odhadovat tak dopad xenobiotika

na jednotlivé ptidni procesy a organismy.

Cilem této prace je:
1) urcit, zda a kterd enzymaticka aktivita v pid¢ je pritomnosti fungicidii narusena,
2) urcit dopad jednotlivych triazolli na jednotlivé enzymatické aktivity v pudé,

3) odhadnout potencidlni dopad na rizné skupiny mikroorganismii a piidni procesy.

Hypotézy:
(1) Ptitomnosti triazolt v pudé jsou ovliviiovany nékteré mikroorganismy a s tim
souvisejici ¢innosti produkovanych enzymii.
(2) Dopad triazolt na riizné enzymatické aktivity bude razny.

(3) Dopad ptitomnosti riznych triazol v pudé bude rizny.



3 Literarni reSerse
3.1 Vlastnosti pudy

Pida je nezbytnou soucasti agroekosystému a také hlavnim zdrojem zeméde€lské
a lesnické produkce. Je slozitym a heterogennim systémem sestavajici z zivé a nezivé slozky
(Hashmi et al. 2017). Vsechny tyto slozky pudy se navzajem ovliviwji a prolinaji. Naptiklad
koteny rostlin absorbuji a exuduji latky, které méni distribuci a rozpustnost iontti prvka. Pida
zajistuje vétsinu zivin, které jsou nezbytné pro rust a vyvoj rostlin, je také prostiedim
umozitujicim recyklaci a detoxikaci organickych materialti (Sarapatka et al. 2002; Strawn et al.
2015).

Abychom porozuméli fungovani pid a piedchazeli poskozeni pudy v disledku
antropogennich a klimatickych faktori, je dulezit¢ mit k dispozici vhodné nastroje
pro hodnoceni a kvantifikaci ptidnich procest provadénych ptdnimi mikroorganismy a dal§imi
¢leny ptdni bioty (Baldrian 2009).

3.1.1 Slozeni pudy

Piida je tvofena ¢tyfmi hlavnimi komponenty (zde zéalezi na literature, néktera tadi
organickou ¢ast zvlast' a v nékteré piadni organismy spadaji do pevného podilu): mineralnim
a organickym podilem pudy, vodou a vzduchem. Asi 50 % objemovych tvoii pevna ¢ast pudy
(45 % mineralni a 5 % organicka) a zbyvajici polovina je tvofena pudni vodou (30 %)
a vzduchem (20 %) (Sarapatka 2014).

Chemické procesy v pudé jsou siln€ ovlivnény interakcemi s pevnymi latkami v ptdé,
takze studium vlastnosti pevné faze (ptidni mineralogie) je dil¢i disciplinou védy o ptdé, ktera
ma pro pudni procesy velky vyznam (Strawn et al. 2015).

3.1.2 Organicka hmota

Pudni organicka hmota (Obrazek 1) obsahuje zbytky rostlin a zivo€icht v rizné fazi
pfemény. Povazuje se za patef zdravi a kvality pudy, a zaroven reguluje fadu rtuznych
fyzikalnich, chemickych a biologickych procesi a také pudnich vlastnosti. Naptiklad ovliviiuje
strukturu pudy, reten¢ni kapacitu, biologickou aktivitu v pud¢, infiltraci vody, vyménu
vzduchu, chovani xenobiotik v ptidnim prostiedi, ziviny, pH, kapacitu kationtil a aniontd. Jedna
se o dalezitou vlastnost, ktera uréuje funkénost a vyuziti dané ptdy.
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Obrazek 1 Rozdeleni organicke hmoty v piidé a pfiblizné zastoupeni jednotlivych slozek
(hmotnostni procenta) (Simek et al. 2019)

Hlavnim zdrojem organické hmoty v piidé jsou autotrofni organismy. Tyto organismy
jsou schopny vytvéaret organické latky z anorganickych sloucenin a soucasné vyuzivaji slunecni
nebo chemickou energii. Dal§im ddlezitym zdrojem organickych latek jsou organické zbytky
hofeni (,,uhli®, saze) a atmosféra. Splachy z okoli a zaplavy, pfipadné¢ zavlahova voda
predstavuji nepravidelny zdroj organickych latek (Simek et al. 2019).

V pid¢é se nachazi organicky uhlik — volny, stabilni a aktivni. Volny uhlik neni
seskupovan s mineralnimi agregaty, ani neni vazan na zadné mineraly. Stabilni uhlik, ktery
je odolny k mineralizaci a biodegradaci, lze nalézt ve specifickych humusovych latkach,
huminovych kyselinach a fulvokyselinach. Kdezto aktivni uhlik tvoii lehce rozlozitelné
slou¢eniny a miiZe byt snadno metabolizovatelny (Sarapatka 2014).

Mnozstvi organické hmoty v pud¢ se velmi lisi a zaroven je ovlivnéno mnoha faktory.
Vyznamnymi faktory jsou teplota a srazky, za vyssich teplot obecné dochazi k rychlej§simu
rozkladu organickych latek, tudiz k snizeni obsahu organické hmoty v pudé. Naopak vyssi
obsah pudni organické hmoty je disledkem i vyssi vlhkosti v padé. Tedy v zamokienych
pudach, kde je Spatna aerace, se vétSinou nachazi vice organické hmoty nez v ptidach dobie
provzdusnénych. Obsah organické hmoty je téz ovlivilovan i konkrétnim zplisobem
obhospodatovani (Simek et al. 2019).

Na zavér je tieba dodat, Ze nelze obecné fiCi, zda je vyssi obsah organické hmoty vzdy
vyhodnéjsi nebo lepsi pro urcitou plidu a naopak, zaroven také zaleZi na jejim slozeni.

3.1.3 Edafon

vvvvvv

vSechny pudni organismy nazyvaji edafon. Edafon lze dle velikosti ¢lenit na mikro-, mezo-,
makro- a megaedafon. Pod skupinu mikroedafonu (< 0,2 mm) je fazena mikrofauna (napf.
prvoci, hlistice) a mikrofléra (bakterie, fasy a vétSina hub). Do mezoedafonu (0,2-2 mm) lze
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zahrnout hlistice, chvostostoky, rozto¢e a nékteré houby. Makroedafon vymezuje organismy
Vrozmezi 2-20 mm (napf. hmyz, pavouky a mékkyse). A posledni skupinu (> 20 mm)
(zhruba tisicinu hmotnosti z celku), je naprosto nepostradatelny pro spravnou funkci ptd, a tim
1 vSech dalSich komponent suchozemskych nadzemnich i podzemnich ekosystém, ovlivituje
pedotvorbu a padni strukturu (Barrios 2007; Sarapatka 2014; Simek et al. 2019).

Slozeni a rozmanitost pidnich organismi jsou ovliviiovany mnoha faktory, vetné
klimatu, vegetacniho pokryvu, fyzikalnich a chemickych vlastnosti ptid. Na ptidach s kyselou
pudni reakci se nachazi zcela odlisné druhy organismil, oproti pidam s reakci alkalickou.
Jednim z disledkt kyselych ptd je snizeni poétu a aktivity hlizkovych bakterii. Sarapatka
(2014), rovnéz dodéva, ze na polich, jez jsou obdélavana, je obecné¢ mensi mnozstvi biomasy
organismu oproti pidam nenaruSenym.

Cinnost padnich Zivogichti spo¢iva predeviim v mechanickém zpracovani organické
hmoty a poskytnuti zivin rostlindm. Mrtvou organickou hmotu rozmélnuji a v zazivacim traktu
promichédvaji s mineralnimi Casticemi, velkd ¢ast pidnich ZivocCichli transportuje organické
I mineralni latky vpidé na jind mista. S pidnimi zivoichy jsou funkéné spojeny
mikroorganismy, a vytvareji tak slozitou strukturu potravnich, symbiotickych, konkurencnich
a dalSich vztaht, jez jsou nezbytné pro udrzitelnou funkci ptirodnich a fizenych ekosystému
(Barrios 2007; Van Der Heijden et al. 2008; Sarapatka 2014).

Mikrobialni aktivita v ptidnim prostiedi je dilezitou soucasti kolob&hu zivin. Mikroby
jsou proto nezbytné pro udrzeni produktivity pidy a jejiho vegetacniho pokryvu (Imfeld
& Vuilleumier 2012; Kranz & Whitman 2019). Vétsi mnozstvi mikrobialni biomasy podporuje
pudni mikrobialni konkurenci, kterd zabrafiuje dominanci malého poctu mikroorganismil
a prispiva k potlacovani ptadnich patogent (Soonvald et al. 2019).

Nelze opomenout ani kofenové exudaty jeZ jsou smési mnoha nizkomolekuldrnich
sloucenin, vcetné aminokyselin, organickych kyselin, mastnych kyselin, sacharidi
a sekundarnich metaboliti (Vives-Peris et al. 2020). Kofenové exudaty zrostlin rajcat
s vezikularngé-arbuskularni mykorhizou mohou obsahovat vy$si mnozstvi aminokyselin,
organickych kyselin a cukrti nez rostliny bez této mykorhizy (Sood 2003).

Kofteny drtivé vétSiny rostlinnych druhti rozvijeji symbiotické asociace — arbuskularni
mykorhizu. Symbiotické spojeni mezi kofeny rostlin a arbuskularnimi mykorrhiznimi houbami
zlepsuje vykon rostlin za normalnich, ale i stresujicich podminek. Inokulace rhizobakteriemi
podporujicimi rist rostlin zlepSuje rist riznych druhti plodin, véetné rajcat, papriky, kukufice,
fazole a hlavkového salatu, které rostou v zasolenych pidach. Byl také izolovan z kofeni rajcat
kmen, jez byl identifikovan jako Bacillus amyloliquefaciens T-5 a mohl by potlacit Ralstonia
solanacearum (puvodce bakterialni hnédé hniloby bramboru) a u¢inn¢ kolonizuje kofeny rajcat
(Liu et al. 2016; Hahm et al. 2017).

Zahlavni zdroj enzymt v pid€ jsou povazovany pfedevs§im mikroorganismy, dale ptidni
zivocichové a rostliny. Jakmile dojde k rozkladu bunky, dostavaji se enzymy do pudy, kde se
urcitd Cast rozlozi a dalSi ¢ast se stdva zdrojem zasoby extracelularnich enzymd, které lze
monitorovat. Podrobnéji je tato problematika rozebrana v nasledujicich kapitolach.
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3.1.4 Moznosti stanoveni mikroorganismi v pudé

Jednou z metod stanoveni mikrobidlni pidni biomasy je analyza fosfolipidovych
mastnych kyselin (PLFA), hlavni slozky buné¢nych membran zivych bunék. Kazda ze skupin
PLFA je charakteristicka pro urCité skupiny mikroorganismil (grampozitivni/gramnegativni
bakterie, aerobni/anaerobni bakterie, houby a paraziti). Jak je zndmo, mikroorganismy jsou
schopné reagovat na zmény V pidnim prostiedi (napf. vlivem pisobeni xenobiotik), tudiz
PLFA mikroorganismt jsou vhodnymi bioindikatory ke stanoveni vlivi stresovych faktort.
Pokud jsou znamy faktory, které zmény v mikrobidlné osidlenych substratech vyvolaly, je
mozné z nerovnovahy v optimalnim poméru skupin mikroorganizmu ptedpokladat obdobny
vliv xenobiotik jako na padach testovacich. Tato metoda spociva v extrakci lipidi, nasledné
dochazi kizolaci fosfolipidi a uvolnéni mastnych kyselin a pievedeni mastnych kyselin
na methylestery. Methylestery se detekuji za pomoci plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Slabou strankou metody je, Ze na zakladé poméru jednotlivych PLFA dochazi
pouze k odhadu kolonii mikroorganisma (Zelles 1999; Frostegard et al. 2011; Sulowicz
et al. 2016)

Nelze opomenout ani moznost stanoveni mikroorganismi metodou polymerazové
Fetézové reakce (PCR). Tato metoda umoziuje amplifikaci specifického tseku DNA, z tohoto
diuvodu je proto nezbytna znalost genomu daného druhu mikroorganismu. Zakladnim
principem je opakujici se enzymaticka syntéza novych fetézcit DNA. PCR lze rozdélit do tiech
krokd, které se opakované¢ stiidaji. Prvnim krokem je denaturace, nasleduje nasednuti primerti
aposlednim krokem je elongace. Béhem denaturace se uvoliuji vodikové mustky
a z dvoufetézcové molekuly DNA vzniknou dvé jednoietézcova vlakna, ve druhém kroku se
primery piipoji na specifickd mista DNA. Tim dojde k ohraniceni cilové sekvence, kterd bude
namnozena, poté dochazi k elongaci DNA fetézci. Pro kazdy z téchto kroku existuji specifické
podminky (ku ptikladu rtizné teploty a doba trvani jednotlivych krokd). Je zndma také
modifikace PCR, oznacovéana jako Real-time PCR. Rozdil mezi t€émito metodami spociva
vtom, 7ze Real-time PCR umozZiuje sledovani amplifikovanych produkti v prubéhu
jednotlivych reakénich cykla v redlném case, zatimco U klasické PCR je detekce vysledného
produktu mozna az po skonceni celého procesu (Bustin et al. 2005; Smith et al. 2009; Navarro
et al. 2015).

Kromé pfimych méteni ke stanoveni mikrobidlni plidni biomasy je moZné k hodnoceni
mikrobialni ¢innosti v piidé pouziti jednotlivych enzymatickych aktivit, tedy metodu neptimou.
Byla navrzena fada metod pro stanoveni enzymatickych aktivit v pad¢. Techniky se ¢asto lisi
ve zpusobu detekce (spektrofotometrie, fluorescence), reakénich podminkach (teplota, pouziti
pufrd, doba reakce) a/nebo v pouziti riznych reakénich substrati pro méfeni enzymatické
aktivity. Nejcastéji pouzivanymi substraty pro kvantifikaci relativné velké skupiny exo-
Sté€picich hydrolaz jsou molekuly zalozené na p-nitrofenolu, 4-methylumbelliferolu
a amidomethylcoumarinu. p-nitrofenol se pouziva pro spektrofotometrické techniky. Substraty
vykazuji relativné nizkou citlivost a barevna reakce je nepouzitelnd u tmavych nebo zakalenych
vzorkid. 4-methylumbelliferol a amidomethylcoumarin jsou substraty, které se pouzivaji
pfi fluorescencni detekcei. Jsou vysoce citlivé, ackoli fenolové slouceniny (napi. huminové
latky) mohou zpusobit zhaseni fluorescence. Krom¢ toho je fluorescence MUF silné zavisla

13



na pH. Slabiny metod vyuZzivajicich MUF nebo AMC lze ptekonat vybérem vhodného souboru
standarda (Baldrian 2009).

V ramci pudnich enzymatickych aktivit je skupina hydrolaz nejcastéji métenymi enzymy
v pudach, a proto je mnoho autori navrhuje jako potencialni ukazatele stavu piady. Vzhledem
k diplomové praci, bude bliZze pojednano o téchto latkach v nasledujicich kapitolach.

3.2 Enzymy

3.2.1 Charakteristika enzymu

Enzymy se nachazi ve vSech zivych systémech a zaroven predstavuji nejvétsi a zdaleka
reakei, z ¢ehoz vyplyva jejich nepostradatelnost pro kazdou buiiku i slozity organismus.
Bunécné enzymy jsou pln¢ funkénimi pouze v ptipadé€, Ze se nachéazi v zivé buiice. Jakmile
bunika odumfe a rozpadne se, tak se enzymy inaktivuji a rozloZi jako vétSina biomasy. Nicméné
nékteré bunécné enzymy mohou zustat aktivni i po zaniku bunky (Vodrazka 1992; Schomburg
et al. 2017; Simek et al. 2019).

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 2000 riznych druhii enzymi. Klasifikace enzymi
je zaloZena na specifité ucinku a specifité substratové. V mezinarodnim katalogu enzymd je
uveden kazdy enzym s ptislusnym cEtyiciselnym koédem, tzv. EC-Eislem. Témét kazdy enzym
ma své specifické piisobeni. A to jak co do typu katalyzované reakce (specifita Gi€¢inku), tak
I sloucenin (,,substrati®), jejichz pfeménu katalyzuji (substratova specifita). Enzymy, které jsou
V bunice viceméné stale pfitomné, jsou enzymy konstituéni (strukturni), zatimco jinou velkou
skupinu enzymi reprezentuji indukované (induktivni) enzymy. Indukované enzymy se mohou
tvofit napt. v ptipad¢, Ze se v okoli bunky vyskytne latka, kterou buitka mize vyuzit (vyskyt
latky vyvolava tvorbu enzymy) (Simek et al. 2019).

3.2.2 Enzymy v pudé

Kromé zivych organismil se v plidé nachazi i mnoho biochemickych slou€enin, které
pochédzeji z organismi. Pudni mikroorganismy a Zivo€ichové uvoliiuji do plidy znacné
mnozstvi latek, a to napf. pro usnadnéni pohybu v pudg, jako signalni latky pro jiné organismy,
jako obranné nebo ,,uto¢né* latky vii¢i jinym organismiim, nebo za ucelem ziskavani potravy.
K posledn¢ jmenované skupiné latek uvoliiovanych organismy patii enzymy, respektive
exoenzymy, ¢ili extracelularni enzymy (Simek et al. 2019). Vsechny pudy obsahuji skupiny
intracelularnich a extraceluldrnich enzymt razného piivodu, které mohou byt syntetizovany
rostlinami, zvifaty a mikroorganismy (Adetunji et al. 2017).

Exoenzymy jsou enzymy, které jsou syntetizovany v bunkdch a ztéchto bunck
se uvoliuji do okolniho prostiedi (prostifedim muize byt napft. krev nebo travici systém vlastniho
téla, ¢1 u pudnich organismui téz 1 padni prostiedi). Jsou produkovany piedevsim ptadnimi
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mikroorganismy v travicich traktech Zivocichli a exkrementech a v mensi mitfe kofeny rostlin
a puda je diky nim nepiimo obohacena o enzymy. V pud¢ je Ize nalézt v pudnim roztoku nebo
ve stabilizované formé na povrchu jilovych minerdlli a oxidi a hydroxidu Zeleza ¢i vazané
organickymi koloidy (Steinauer et al. 2015; Simek et al. 2019).

Pidni mikroorganismy produkuji extracelularni enzymy k ziskani biologicky
dostupnych zivin z pidni organické hmoty (Obrazek 2) pro mikrobidlni a rostlinné vyuziti.
Produkce enzymi v pudnich mikroorganismech je regulovana jejich potfebou a dostupnosti
zivin, coz je zase ovlivnéno nekolika faktory, jako je predevsim teplota a mnozstvi ptidni vody
(Steinauer et al. 2015; Xiao et al. 2018).

ORGANICKE LATKY
(rostlinna, Zivocisna a mikrobialni
biomasa)

Extracelularni enzymy ’l‘ Zivotichové

Jednodussi organické slouceniny
(cukry, aminokyseliny, organické
kyseliny aj.)

4

Mikrobialni metabolismus

! v

[ Uvolnéni jednoduchych sloucenin ]

[ Asimilace do vlastni biomasy ] (CO,, CHy, NOy, NH,*, H,0, atd.)
2, LHy, 3, NHy7, R0, atd.

Syntéza stahilnéjsich latek
(polysacharidi) a formovani
humusovych latek

Obrazek 2 Extracelularni enzymy v ptidé (Simek et al. 2019)

Tyto zminéné enzymy degraduji polymerni latky (napf. celuldza, chitin, lignin)
z rostlinnych zbytkil a ostatni organické hmoty vstupujici do ptidy na dostupné podjednotky
(napf. cukr, aminokyseliny, amonium, fosfat) pro metabolismus a rlst ptidnich mikroorganismii
a rostlin (Steinauer et al. 2015; Veres et al. 2015; Simek et al. 2019). Dale jsou nenahraditelné
pfi mineralizaci organickych latek v pid€ a uvolfiovani minerdlnich Zivin a maji také
podstatnou ulohu pti syntéze novych organickych latek a pii tvorbé humusu v pidnim prostredi
a rovnéZ pro stabilizaci padni struktury (Makoi & Ndakidemi 2008; Veres et al. 2015; Simek
et al. 2019). Kromé toho jsou extracelularni enzymy ovlivnény fyzikalnimi, chemickymi,
mikrobiologickymi a biochemickymi vlastnostmi pudy (Makoi & Ndakidemi 2008).
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Konstituéni enzymy jsou v pud¢ pfitomné stale a jejich koncentrace se téméf nemeéni
ani pfi dodani nového substratu. Konstituni enzymy nejspiSe aktivuji a rozStépi c¢ast
makromolekuly. Uvolnéné monomerni nebo dimerni produkty této enzymatické reakce
nasledné¢ buiika sndzeji pfijme a jejich pfitomnost v bunice spusti syntézu a naslednou exkreci
daného enzymu do okolniho prostiedi. Po rozstépeni substratu jsou Stépné produkty piijaty
bunkou. Pidni enzymy, kterymi se tato prace zabyva, mohou byt zahrnuty do téchto skupin
(Tabulka 1) (Simek et al. 2019).

Tabulka 1 Ptiklady kategorii ptidnich enzymi a jejich reakce (Simek et al. 2019)

Skupina Funkce Enzym Enzymova reakce
Depolymerazy Hydrolyza Xylanaza  Hydrolyza xylant (hemicelul6z)

glykosidické vazby Celulaza  Hydrolyza celulozy
Invertiza  Hydrolyza sachar6zy
Pektinaza  Hydrolyza pektind
Chitinaza Hydrolyza chitinu
Mineralizaéni  Mineralizace sloucenin ~ Fosfataza  Rozklad organickych sloucenin
enzymy fosforu fosforu na orthofosfaty
Mineralizace slou¢enin ~ Sulfataza  Rozklad organickych slouc¢enin

siry siry na sulfaty

Nové¢jsi studie poukazuji na to, ze fada enzyml muze byt pfichycena na vnéjSim
povrchu mikrobialnich bunék, coz umoziuje pomérné snadny ptistup k substratim. Reakéni
produkty téchto enzymd, které jsou produkovany v nejtésnéjsi blizkosti bunck, by tudiz mohly
fungovat jako efektivni spoustéce syntézy a téz i exkrece novych enzymi z bunck do prostiedi
(Simek et al. 2019).

3.2.3 Enzymaticka aktivita

Jak jiz bylo pojednano vySe, rozsifeni enzymi v pidé je velmi podobné jako u vétSiny
organismil a jejich mnoZstvi a rovnéz aktivita klesa s nartstajici hloubkou pidy. Ovsem, Simek
et al. (2019) uvadi, Ze v rhizosféte se vyskytuje mnohem vice enzymi neZ v okolni padé. Mimo
to je aktivita pldnich enzyml ovlivilovdna ku pfikladu agrotechnickymi zasahy
¢1 degradacnimi procesy.

Zmény aktivit extracelularnich enzymi, které degraduji hlavni slozky pidni organické
hmoty, se 1isi v zavislosti na druhu a spolecenstvi rostlin. Jsou spojeny s tim, jak kvalitni jsou
zdroje uhliku a se zménami rychlosti rozkladu a ukladani uhliku v ptdé. Kvantifikaci
potencialni aktivity téchto enzymi je mozné ucinit zavéry o relativnim usili mikroorganismu
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zaméfeném mikroorganismy na ziskani uhliku, dusiku nebo fosforu ze specifickych zdroji
(viz Tabulka 2) (Steinauer et al. 2015; Veres et al. 2015).

Tabulka 2 Vyznam vybranych piadnich enzymut (Adetunji et al. 2017)

Pidni enzym Enzymaticka reakce Katalyticka reakce Indikator mikro-
bialni aktivity
Dehydrogenaza Elektronovy XH+ A — X+ AH> Kolob¢h uhliku

transportni fetézec
S-D-glukosidaza Hydrolyza celobiézy Glukosid + H2O — ROH + Kolob¢h uhliku

glukoza

Celulaza Hydrolyza celulozy =~ Hydrolyza vazby f-1,4- Kolobéh uhliku
glukani

Fenol oxiddza  Hydrolyza ligninu A + H;02 — oxidace A + Kolob¢h uhliku
H.0O

Ureaza Hydrolyza mocoviny Mocovina — 2NHsz+ CO2 Kolobéh dusiku

Amidaza Mineralizace dusiku ~ Amid karboxylové Kolob¢h dusiku

kyseliny + H.0O —
karboxylova kyselina +

NH3

Protedza Mineralizace dusiku  Proteiny — peptidy a Kolobéh dusiku
aminokyseliny

Fosfatdza Uvolnéni PO4 Fosfatovy ester + H2O —  Kolob¢h fosforu
ROH fosfat

Arylsulfataza Uvolnéni SO4 ROSO3 + H.O — ROH Kolobéh siry
SO

Jiné enzymy Hydrolyza Hydrolyza Obecné enzymové

aktivity vyuZivané
k degradaci organické
hmoty

Aktivity pudnich enzymu se Casto uzce spojuji s dilezitymi parametry kvality pudy,
jako jsou organicka hmota, fyzikalni vlastnosti pidy a aktivita, resp. pritomnost padnich
mikroorganismi. Mohou se zacit ménit mnohem dfive (1-2 roky) nez jiné vlastnosti
(napt. pudni organicky uhlik), ¢imz poskytuji vcasnou indikaci zmén Vv souvislosti
s hospodatrenim s pudou (Adetunji et al. 2017). Enzymaticka aktivita muze byt integraénim
jednoduché a citlivé ve srovnani s metodami pouzivanymi k odhadu dalSich dulezitych
vlastnosti kvality pady. Jordan et al. (1995) povazovali méfeni enzymatické aktivity
v kombinaci s fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi pidy za spolehlivé, véasné ukazatele
zmén v kvalité piidy a za pouZitelné pro hodnoceni kratkodobych i1 dlouhodobych dopadt.

17



Volba sledovanych enzymii pro hodnoceni kvality pidy je zalozena na jejich citlivosti
v ramci hospodatreni s pudou, rozkladu organickych latek a relativni nendrocnosti béhem
analyzy (Balota & Chaves 2010). Ukazalo se, ze stanoveni urodnosti pidy a vynosu rostlin
pomoci jediné enzymatické aktivity je neptesné. Je tomu tak proto, ze aktivity ptidnich enzymi
katalyzuji konkrétni reakci, a proto nemohou byt spojeny s obecnou mikrobiologickou aktivitou
pudy, kterd zahrnuje Sirokou Skalu riznych enzymatickych reakei.

Jak jiz bylo zminéno, individualni enzymaticka aktivita tedy neodrazi stav kvality ptdy,
protoze jednotlivé enzymatické aktivity nemohou piedstavovat rychlost vSech metabolickych
procesti (pokud katalyzuji jednu konkrétni reakci). Mélo by se tedy hodnotit nékolik
enzymatickych aktivit, aby bylo mozné G¢inn¢ posoudit kvalitu pudy. Je v8ak nutné zdtraznit
skutecnost, ze druh pouzitého substratu a charakter enzymatické aktivity vystihuji funkcni
diverzitu, zatimco charakter nukleovych kyselin a fosfolipidovych mastnych kyselin poskytu;ji
informace o strukturalnim sloZeni mikrobidlni biomasy (Vepsildinen et al. 2001).

Z dlouhodobého hlediska je méfeni enzymatickych aktivit uplatiovano ve spojitosti
s hodnocenim trodnosti pudy a kvantifikaci procesti napfic¢ riznych ekosystémi. Dle Veres
et al. (2015), odhad aktivity extracelularnich enzymu tedy ptimo hodnoti mikrobialni aktivitu
a mikrobialni piinos ke kolob&hu zivin.

Je nutné vyzdvihnout ¢innost ptidnich enzymi jako dulezitych markert pfi hodnoceni
pozadavkll na mikrobidlni ziviny a mikrobidlni funk¢ni reakce na zmény prostiedi. Studium
enzymatické aktivity v padé muze piinést dilezité poznatky o ucincich zvySujicich se teplot
a zmén v rozmanitosti rostlin na fungovani ptidnich mikrobidlnich spolecenstvi. Je také jednim
z klicovych parametrii pouzivanych pifi hodnoceni kvality a urodnosti ptidy kontaminované
pesticidy, rizikovymi prvky a jinymi xenobiotiky. Vzhledem k vySe uvedenému, se méfeni
enzymatickych aktivit stale ¢astéji pouziva ke zkoumdni zmén mikrobidlnich funkei v disledku
antropogennich dopadu.

3.2.4 Regulace metabolismu ptidnich organismi

Regulace metabolismu je zaloZena na rychlosti enzymatickych reakci. Tyto reakce
vytvareji metabolické drahy a také cykly, které vedou k urcitym produktim. Avsak ne vSechny
kroky metabolickych drah byvaji regulovany. Z pohledu regulace je nejefektivnéjsi cestou
ovlivitlovani nejpomalejsi reakce urCité metabolické drahy, ktera rozhoduje o jeji celkové
rychlosti. Simek et al. (2019) uvadi, Ze mnohdy byva regulovana prvni vstupni reakce dréhy.
Tuto reakci katalyzuje regulacni enzym.

V ptedchozi kapitole bylo struéné pojednano o vlivu substratu vzhledem
k enzymatickym aktivitam. Z tohoto divodu je mozné zminit skuteCnost, Ze rychlost
enzymatickych reakci je dana koncentraci substratu a produktu a koncentraci aktivni molekul
enzymu. Z ¢ehoz vyplyva, ze enzymatické reakce mohou byt regulovany zménou koncentrace
enzymi nebo ovlivnénim jejich aktivity. To doklada Simek et al. (2019), reakce je urychlena
pii zvySeni koncentrace substratu, coz nasledn¢ vede k poklesu jeho koncentrace. Jakmile se
zméni koncentrace substratli a produktl, tak mulze dojit ke stabilizaci rychlosti dil¢ich
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enzymatickych reakci. Nicméné je zapotfebi dodat, Ze pro regulaci rychlosti celych
metabolickych drah je nutnd regulace na urovni koncentrace nebo aktivity enzymu. Kli¢ovy
mechanismus regulace je zalozen na zméné¢ koncentrace aktivni formy (regulac¢niho) enzymu.
Existuje n¢kolik zakladnich mechanismd, dle kterych je zména realizovana — regulaci rychlosti
syntézy enzymu, regulaci rychlosti degradace enzymu, kompartmentaci metabolickych déji
(ptedevsim u eukaryot a ve tkanich mnohobunécénych zivocichll), kovalentni chemickou
modifikaci enzymu, alosterickou interakeci.

Operonovy model slouzi k popisu mechanismti indukce (aktivace) ¢i represe (inhibice)
exprese genu, ktery koduje dany enzym. Operony (skladaji se z promotoru a operatoru) funguji
jako transkripcni jednotka a koéduji vétSinou enzymy urcité metabolické drahy. V padé je
indukce a represe mikrobidlnich genu dulezita v Siroké Skale dulezitych procesu — produkce
extracelularnich enzymu, exprese enzymu aerobniho a anaerobniho metabolismu (b&hem
sttidani aerobnich a anaerobnich podminek v pid€) dale pii piizpisobovani metabolismu
novym substratim nebo aktivace metabolismu po vstupu zivin do ptudniho prostfedi. Podle
regulace syntézy enzymu indukci a represi jsou rozliSovany konstitutivni enzymy (vznikaji
neustale), indukovatelné enzymy (jsou syntetizovany v pritomnosti substratu indukujici jejich
produkci) a reprimovatelné enzymy (jejich produkce zacina, pokud v prostfedi chybi latka, jejiz
biosyntézu katalyzuji) (Simek et al. 2019).

Dal$im mechanismem je kompartmentace metabolickych d&ji, kde v dasledku
rozdeleni biochemickych pochodii (u eukaryotickych bun¢k a mnohobunéénych organismii)
muze dochazet k tvorbé specifickych optimalnich podminek (napf. rGzné urovné pH) pro
prabéh enzymaticky katalyzovanych reakci.

Pti alosterické interakei se dany metabolit, coZ je zpravidla produkt metabolické dréhy,
ktery zahrnuje regulovany enzym, navaZze na enzym tak, Ze zméni konformaci jeho molekuly.
Tim je znemoznén pribéh enzymatické reakce (enzym je inaktivovan) a s rostouci koncentraci
metabolitu klesa koncentrace aktivni formy enzymu a disledkem toho se snizuje rychlost
reakce (Simek et al. 2019). Z toho plyne, Ze je tak zachovavana zpétna vazba ve vztahu
produkce metaboliti a aktivitou enzymi, které je produkuji. Zaroven, jakmile poklesne
koncentrace metabolitu, dojde k obnoveni rychlosti reakce.

Zavérem lze podotknout skutecnost, Ze mikroorganismy jsou schopné ptizplisobeni se
zménam vzhledem k vnéjSim podminkam za pomoci vyuziti rtiznych kombinaci praveé vyse
uvedenych mechanismi.

3.2.5 Vybrané enzymy a jejich aktivity

V nasledujici kapitole jsou charakterizovany vybrané ptidni enzymy, kterymi se tato
prace zabyva — p-D-glukosiddza, kyseld fosfatdza a alkalickd fosfataza, chitinaza
a arylsulfataza.
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3.2.5.1 p-D-Glukosidaza

[-D-glukosidaza (EC 3.2.1.21) patii do tiidy enzymu, které zprostfedkovavaji
hydrolyzu f-glukosidickych vazeb v aryl-, amino- nebo alkyl-$-D-glukosidech, kyanogennich
glukosidech a oligo- nebo disacharidech (Asati & Sharma 2019). 5-DG je dtlezita pro degradaci
celulozy, hlavni slozky rostlinnych polysacharidi. Je aktivni v prvnich fazich rozkladu
organickych sloucenin, které snizuji molekularni velikost organickych struktur, ¢imz usnadnuji
budouci aktivitu mikrobidlnich enzymu. Tento enzym je zasadni v kolob&hu uhliku a obecné
pro pudu aorganickou hmotu (Masciandaro et al. 2008; Lammirato et al. 2010; Veres
et al. 2015).

S-D-glukosidaza se vyskytuje pfevazné mezi rostlinami, zvifaty, houbami, bakteriemi
a kvasinkami. Je odvozena ptedev$im z pudnich mikrobialnich heterotrofl, zejména z celedi
plisfiotvaré (mucorales), jako je Actinomucor a Mortierella. Syntéza enzymut v téchto
organismech je vyvolana produkty rozkladu celuldzy, véetné cellobidzy, glukdzy a jejich
metabolita (Turner et al. 2002; Veres et al. 2015). Tento enzym hraje roli i v obrané proti
rostlinnym patogenim a Ve vyuziti oligosacharidovych substratii mnoha houbami a bakteriemi.
Kromé toho existuje n€kolik dalSich pouziti, napt. vyroba biopaliv a ethanolu ze zemédélského
odpadu (Asati & Sharma 2019).

Oxida¢ni enzymy ve statkovych hnojivech a piidé, rtizné klasifikované jako fenol
oxidazy, polyfenol oxidazy, lakdzy nebo peroxidazy, zprosttedkovavaji tvorbu a degradaci
ligninu a humusu (Veres et al. 2015). Kvali dalezité funkci, kterou hraje f-D-glukosidaza pti
rozkladu polysacharidi na monosacharidy, jez mohou mikroorganismy mineralizovat, ma
potencial jako dulezity ukazatel kvality pudy (Turner et al. 2002; Lammirato et al. 2010; Yang
et al. 2019). Zaroven muze byt f-DG adsorbovana na montmorillonit, to mize snizit jeji
hydrolytickou aktivitu asnizena enzymaticka aktivita byla také pozorovana pro p-D-
glukosidazu, kdyz byla adsorbovana na kaolinit a goethit.

Aktivita f-D-Glukosidazy

Aktivita fp-D-glukosidazy je ovlivnéna kvalitou rostlinnych zbytkti a fadou metod
obhospodatovani ptidy. Tento enzym je citlivy na postupy zeméd¢lské praxe a na zmeény
podminek prostfedi. Systém bez kultivace a snizeni ¢etnosti zpracovani pudy vede ke zvySeni
aktivity f-D-glukosidazy i mikrobialni biomasy uhliku a dusiku na rozdil od konvenéniho
systému zpracovani pidy (Pandey et al. 2014; Khadem & Raiesi 2019). Proto konvenéni systém
zpracovani pudy mize zpusobit vycerpani pidni organické hmoty, coz mize vést k niz§imu
mnozstvi jednoduchych cukrli pro mikrobidlni fungovani, ato v duasledku snizeni f-D-
glukosidazové aktivity. Z ¢ehoz vyplyva, ze aktivitu -D-glukosidazy je mozné zvysit ptidanim
jednoduchych organickych latek obsazenych v rostlinnych zbytcich (Adetunji et al. 2017).
Aktivita p-D-glukosidazy je casto nizsi v ornych ptidach nez v lesnich a lucnich padach. Jeji
aktivita mize odhalit zmény v hospodatfeni s piidou v relativné kratkych ¢asovych obdobich
(1-3 roky) a je pomérn¢ stabilni s ro¢nimi obdobimi (Bandick & Dick, 1999; Knight & Dick
2004; Moscatelli et al. 2012).
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Hayano a Katami (1977) porovnavali pH optima s hodnotami z literatury, aby urcili
zdroj aktivity S-D-glukosidazy v pudnim extraktu. Zjistili Langmuirtiv vztah mezi objemem
pudniho extraktu a f-D-glukosiddzovou aktivitou, coz znamena, ze enzym byl v extraktu
sorbovan na ptidni koloidy (Knight & Dick 2004).

Dle Eivazi & Tabatabai (1990) aktivita f-D-glukosidazy klesala se zvySujicim se pH
pady ze 4,5 na hodnotu 8,5 (Adetunji et al. 2017). Citlivost f-DG na zmény pH mize slouzit
jako spolehlivy biochemicky ukazatel pro hodnoceni zmén prostiedi zptisobenych acidifikaci
pudy (Acosta-Martinez & Tabatabai 2000).

Aktivita f-D-glukosidazy je ovlivnéna i vlhkosti pady. Sardans & Penuelas (2005)
uvadéji, Ze aktivita tohoto enzymu se snizila o 10-80 % a 35-83 %, kdyz se vlhkost piidy snizila
0 10 % a 21 %, v zavislosti na hloubce pidy. Sucho tedy ovlivituje aktivitu p-D-glukosidazy
ajeji katalytické vlastnosti, coz zptisobuje pomalej§i vyménu zivin a snizeny pfisun zivin
rostlinam (Adetunji et al. 2017). Aktivita f-DG klesa s hloubkou pudy, pfi¢inou je, Ze
mikroorganismy produkujici tento enzym jsou aktivni pfedevsim ve vrchni vrstvé pudy.

Obecné je p-D-glukosiddzova aktivita tzce spjata s piidni organickou hmotou,
biologickou aktivitou a kolobéhem uhliku a mtize poskytovat znamky o zménach organického
uhliku dlouho piedtim, nez je to mozné spravné urit jinymi rutinnimi technikami. Tyto
vlastnosti vyznamn¢ umoznily jeji pfijeti pro testovani kvality pidy v zemedélstvi. Je vSak
zapotiebi vice znalosti, aby bylo mozné prokazat dynamiku f-D-glukosidazy a dalSich faktorti
ovliviyjicich jejich aktivitu. A to z divodu lepsiho porozuméni biologickym procesim
a urodnosti pudy v zemédélstvi (Adetun;ji et al. 2017).

3.2.5.2 Kysela fosfataza

Fosfatdzy zahrnuji pét hlavnich skupin enzymi: fosfomonoesterazy, fosfodiesterazy,
fosfotriesterazy, pyrofosfatazy a fosfoamiddzy. Z téchto enzyml jsou fosfomonoesterazy
v pudach nejhojnéjsi. A to pravdépodobné kvili nizké substratové specificité této skupiny
enzymu. Fosfomonoesterazy zahrnuji kyselou (EC 3.1.3.2) a alkalickou (EC 3.1.3.1) fosfatazu,

kterou lze rozlisit podle optimalniho pH pro svou aktivitu (De Cesare et al. 2000).

Kysela fosfataza je v pfirodé velmi rozsifena a vyskytuje se u mnoha zivocisnych
a rostlinnych druht (Bull et al. 2002). Za hlavni zdroj fosfatazy v pud¢ lze povazovat rostliny
a mikroorganismy. Mnozstvi fosfatdzy pfitomné v pidé se lisi podle poc¢tu mikroorganismt
a rozsahu organickych materiald, mineralnich a organickych hnojiv, zpracovani pidy a dalsich
zemé&délskych postupi (Banerjee et al. 2012; Adetunji et al. 2017).

Tento popisovany enzym se podili na cetnych procesech metabolismu rostlin
ucastnicich se asimilace, transportu a distribuce fosforu (Schneider et al. 2001; Yan et al. 2001).
Kysel4 fosfatdza je fazena k fosfatdzam, které katalyzuji hydrolyzu fosfatovych monoestert
auvolnuji volné fosfatové skupiny v kyselém prostiedi, které jsou Siroce distribuovany
Vv mikroorganismech, rostlinach a zvitatech (Behera et al. 2017).
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Kysel¢ fosfatazy vyloucené z kotfent a bunécnych kultur jsou pomérné nespecifické
enzymy, které se zdaji byt dalezité pii hydrolyze a mobilizaci fosforu z extracelularnich
fosfomonoestert pro vyzivu rostlin. Vnitrobunécné kyselé fosfatazy se bezpochyby podileji na
obvyklém vyuziti rezerv fosforu nebo jinych slouéenin obsahujicich fosfor (Duff et al. 1994;
Wang & Liu 2018).

Piiméfena hodnota pH pro rist plodin mize byt definovana jako pH, pfi kterém nastane
ptiznivy pomér aktivity alkalické fosfatazy/kyselé fosfatazy. Kyseld fosfatdza je rozsifena
v pudach s kyselym a neutralnim pH, a v ur¢itém mnozstvi i v alkalickych pudach (Dick et al.
2000; Amoozadeh et al. 2020). Jako optimalni pH pro aktivitu imobilizované kyselé fosfatazy
se jevi pH 7,0. Avsak 1 pti alkalickém pH si imobilizovana kyselé4 fosfatdza je schopna udrzet
40% relativni aktivitu. Obecné je kyseld fosfataza rozsifena v ptidach s kyselym a neutralnim
pH a v ur¢itém mnozstvi i v alkalickych ptadach.

Kyselé a alkalické fosfomonoesterdzy jsou povazovany za dominantni fosfatazy
ve vétsin€ typt pud. Zmény urovné aktivity fosfatdz v pfirozeném prostiedi, obzvlaste
v kompostech, jsou realizovany na dvou trovnich. Zaprvé, regulaci jejich syntézy lze studovat
pro samostatny kmen, ale ne pro spolecenstvo mikroorganismu, protoze mechanismus regulace
je velmi slozity a Casto se li§i jeden mikroorganismus od druhého. Za druhé, zmény trovné
fosfatdzovych aktivit jsou také zavislé na povaze kazdé fosfatazy, protoze nékteré z nich jsou
potlacitelné anorganickym fosfatem a jiné nikoli (Albrecht et al. 2010).

3.2.5.3 Alkalicka fosfataza

Alkalickd fosfataza a kysela fosfataza jsou dva dulezité enzymy fosfatazy, které
se vyskytuji v organismech od bakterii aZ po savce (Amoozadeh et al. 2020). Tyto zminéné
fosfatazy maji vyznam pfi uvolilovani anorganického fosforu z organickych forem fosforu
pfitomnych v ptadé. Alkalickd fosfatdza pochazi zejména z pldnich mikroorganismi,
predevsim z riznych rodt bakterii, tj. Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium a Azospirillum
(Chen et al. 2019; Yousafi et al. 2019).

Alkalicka fosfataza je proteinem se dvéma zine¢natymi ionty a jednim hofe¢natym
iontem, které jsou nezbytné pro katalytickou aktivitu enzymu (Babaknejad et al. 2020). Muze
katalyzovat defosforylaci sirokého spektra fosforylovanych substratt, ¢imz hraje dalezitou roli
v riznych biologickych procesech (Amoozadeh et al. 2020). Katalyzuje hydrolyzu jak estert,
tak anhydridd kyseliny fosfore¢né a hraje dileZitou roli pii pfenosu fosfatovych skupin
(Khadem & Raiesi 2019).

Alkalické fosfatazy vykazuji vysokou aktivitu na alkalickych ptudach. A maji optimalni
aktivitu v alkalickém pH, tj. 9 az 11. PficemZ optimalni pH se li§i v zavislosti na ptivodu
enzymu. Aktivita alkalickych fosfataz miiZe slouzit jako nepfimé meétitko mikrobidlni biomasy
(Labidi et al. 2010; Kelly et al. 2019; Yousafi et al. 2019; Amoozadeh et al. 2020). Je znamo,
ze hnojeni organickymi hnojivy zvySuje obsah organického uhliku v ptad¢, pricemz dochazi
ke zvySené sekreci alkalické fosfatazy pomoci mikroorganismu
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Aktivita fosfataz

Aktivitou enzymil fosfatdz jsou ovlivnény fyzikdlni a chemické vlastnosti pudy.
Fosfatazy jsou dobrym indikatorem kvality a mnozstvi organické hmoty v ptidé a tim obecné
kvality a stavu pady, protoze jejich aktivita odrazi situaci v pidé. V soucasné dob¢ existuje
stale relativné malé mnozstvi informaci o vlivu chemickych vlastnosti piid na tyto enzymy
(Nahas 2015; Simek et al. 2019).

Kyseld fosfataza je v kyselych pidach do ur€ité miry zodpovédnd za mineralizaci
organickych sloucenin fosfatti. Syntéza a aktivita fosfatazy mize byt ovlivnéna fosforem
z mineralniho hnojeni v pidé. To potvrzuje, ze fosfataza zvySuje dostupné zasoby fosforu, kdyz
je tato zivina v omezeném mnozstvi. A také ze pridani fosforu do puidy je alternativou
ke zvyseni dostupnosti tohoto prvku (Huang & Shindo 2000; Bautista-Cruz & Ortiz-Hernandez
2015). Aktivita fosfatazy je tedy spolehlivy ukazatel kvality pudy, protoze okamzité detekuje
zmény v pudni organické hmoté zplisobené orbou. Zpracovani piidy by mélo byt omezeno,
aby se zvysila biologicka aktivita v pidé. A také aby se zlepSily procesy kolob&éhu fosforu
a struktura pidy. Ztoho lze soudit, Ze aktivita kysel¢ fosfatdzy se meéni v zavislosti
na dostupnosti fosforu (Yan et al. 2001).

Aktivity alkalické a kyselé fosfatazy lze pouzit ke zkoumani optimalniho pH pudy
pro produkci plodin. Pti vysoké hlading salinity v pidé se zaroven zvySuje i aktivita kyselé
fosfatdzy. Kyseld fosfataza je nejspiSe vylucovana z kotenii. Vyssi sekrece kyselé fosfatazy
byla spojena s peroxidaci kotfenovych lipidi v reakci na zvySenou salinitu spojenou
s augmentaci nenasycenych kyselin, které by mohly vyvolat poskozeni membrany kofenovych
bunék (Dick et al. 2000; Labidi et al. 2010). Byl také zaznamenan t¢inek sucha: kdyz byla
vlhkost ptuidy snizena o 21 %, doslo k 31-40 % snizeni aktivity kyselé fosfatdzy (Sardans
& Penuelas, 2005).

3.2.5.4 Chitinaza

Chitinazy (EC 3.2.1.14) patii do skupiny glykosylhydrolaz a jsou produkovany celou
fadou organismii, véetné hub, rostlin, hmyzu a bakterii (napt. Actinobacteria a Proteobacteria).
Hydrolyzuji chitin, ktery je jinak pomérn¢ odolny vic¢i degradaci, aby umoznil vyuziti
koneénych produktd jako zdroje energie, uhliku a/nebo dusiku (Hjort et al. 2009). Toto je
dalezity krok v biogeochemickém kolobéhu uhliku a dusiku v Zivotnim prostiedi. V pudé je
chitin Siroce distribuovan V télech hmyzu a bunéénych sténdch hub. Jinak feceno, chitinazy
hraji ddileZitou roli pfi rozkladu chitinu a potencidlné pti vyuZivani chitinu jako obnovitelného
zdroje (Gooday 1990; Bhattacharya et al. 2007). Rostlinné chitinazy jsou proteiny souvisejici
S patogenezi, o kterych se predpoklada, ze hraji dulezitou roli v obrané rostlin proti infekci
patogeny. Chitindzy jsou indukovany v rostlindch po invazi patogeny a riiznymi abiotickymi
stresovymi faktory (Khan & Shih 2004; Hjort et al. 2009).
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Klasifikace chitinolytickych enzyma se tykd enzymatického plisobeni na chitinové
substraty. Exochitindzy katalyzuji degradaci z neredukujiciho konce chitinu a uvoliuji
acetylchitobiozu nebo N-acetylglukosamin. Endochitindzy katalyzuji hydrolyzu vnitinich boda
chitinového fetézce (Santos et al. 2008).

Aktivita chitinazy

Chitinazy 1. tfidy se v reakci na poskozeni a patogenni infekci rostlin hromadi
ve vakuolach. A to v pomérné velkém mnozstvi. Tyto chitindzy maji antimykotickou aktivitu
proti riznym patogennim houbam (Maximova et al. 2005; Poulsen et al. 2008).

Shrestha et al. (2008) pozorovali, ze aktivita chitinazy se vyznamné zvysi ve vétsiné
infikovanych rostlin, ve srovnani s jejich zdravymi kontrolnimi variantami. Vyssi aktivitu
chitinazy po infekci Trichoderma fusarium oproti kontrolnim rostlinAm zaznamenali také
Shoresh & Harman (2010). Jeji aktivitu lze snadno testovat pomoci jednoduché
spektrofotometrie. Vzhledem k velké pestrosti chitinolytickych enzymu v rostlinach neni moc
vhodné vyuzivat celkovou aktivitu chitinolytickych enzymt jako kvantitativni méfitko
indukované rezistence nebo jinych faktord. Nicmén¢ pokud jde o odolnost vii¢i chorobam, jsou
rozdily mezi exo- a endo enzymy pomérné veliké (Shoresh & Harman 2010).

Dle Poulsen et al. (2008) by pfitomnost mikrobialni populace spojena s vysokou
chitindzovou aktivitou v konkrétnim kompostu mohla naznacovat, ze ptidani chitinu by mohlo
indukovat zvysenou aktivitu chitinazy, a tim podpofit rust rostlin.

3.2.5.5 Arylsulfataza

Sulfatazy (sulfohydrolazy, EC 3.1.6.1) jsou enzymy tiidy esterdz, které katalyzuji
hydrolyzu esterovych sulfat, kde vazba se siranem je ve form¢ R—O-S a R pfedstavuje
rozmanitou skupinu. V pfirodé¢ se vyskytuje nékolik typl sulfatdz, vcetné arylsulfataz,
alkylsulfatdz, steroidnich sulfataz, glukosulfatdz, chondrosulfatdz a mykosulfataz.
Arylsulfataza hraje dilezitou roli v kolobéhu siry. Hydrolyzuje sulfatové estery na sirany, je
klicovym enzymem mineralizace organické siry v padé. Tento enzym muze katalyzovat
hydrolyzu organickych sulfatovych esteri anékdy miize piedstavovat stupent omezujici
rychlost v celém cyklu (Cregut et al. 2009; Klose et al. 2011).

Arylsulfatdza se nachézi v rostlinach, houbach, bakteriich a zvitatech, ale predpoklada
se, ze hlavnim zdrojem tohoto enzymu v pudé jsou mikroorganismy. AS byla izolovana
z mnoha mikroorganismt (Cregut et al. 2009; Klose et al. 2011). A Galletti et al. (2008) uvadi,
ze druhy Aspergillus, které jsou v prostiedi rozsifené a bézné se vyskytuji v pude¢, produkuji
arylsulfatazu. Krom¢ mikroorganismi jsou hlavnimi zdroji arylsulfatazy v pudé ikofeny
rostlin. V dusledku toho lze ocekavat, Ze negativni jevy ovlivitujici kofenovou zo6nu, a tim
I ekologii a aktivitu ptidniho mikrobidlniho spolecenstvi, ovlivni enzymatickou aktivitu.
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Aktivita arylsulfatazy

Aktivita arylsulfatazy koreluje s obsahem organickych latek v pud¢ a klesa s hloubkou
pudy. Nedavné studie naznacuji, ze aktivita arylsulfatazy je dédna spiSe mnozstvim a kvalitou
dostupného uhliku nez celkovym organickym uhlikem (Klose et al. 2011). V dusledku toho
se uroven aktivity arylsulfatazy v rhizosféfe mize lisit v zavislosti na druhu rostliny. Kromé
toho se tato aktivita miize ménit béhem fenologickych fazi rostliny, protoze translokace uhliku
Vv ptud¢ klesa béhem vegetacniho obdobi (Warembourg & Estelrich, 2001; Knauff et al., 2003).

Aktivita je ovlivnéna také fyzikalné-chemickymi vlastnostmi pidy. Optimalni hodnoty
pH tohoto enzymu jsou mezi 5,5 a 6,2. Studie naznacuji, Ze aktivita arylsulfatazy je spojena
s mnozstvim siry, protoze biochemicka mineralizace zavisi na uvoliiovani SO4% z frakce
esterového sulfatu enzymatickou hydrolyzou a vétSina mineralizovatelné ptidni organické
S v pde je ve formé sulfatu esteru. Aktivita tohoto enzymu mize byt pouzita jako indikator
potencidlu  biochemické mineralizace organickych  esterovych  sulfath v pide.
Je pravdépodobné, ze aktivita arylsulfatdzy je nizs$i v lesnich padach, které jsou vystaveny
zvySené atmosférické depozici siry, nebo v téch, které byly doplnény siranovymi hnojivy
na zeméd¢lské padé (Prietzel 2001; Dedourge et al. 2004; Klose et al. 2011).

3.3 Fungicidy

Pesticidy jsou casto klasifikovany podle typu Skodlivych organismil, které reguluji.
Zahrnuji pfedevs§im herbicidy, insekticidy, nematocidy, fungicidy a pudni fumiganty. Pesticidy
jsou tedy definovéany jako jakéakoli latka nebo smés latek pouzivanych k prevenci, niceni,
odpuzovéni nebo potlaceni skiidce (Nollet & Rathore 2009). DalSim zpiisobem, jak pfemyslet
o pesticidech, je zvazovat jejich chemickou strukturu, jejich spole¢ny zdroj nebo zpiisob, jakym
se vyrabéji. Predstavuji rozmanitou skupinu anorganickych a organickych latek vstupujicich
do ekosystému v §ir§im métitku, zejména diky cilené ¢innosti ¢lovéka (Imfeld & Vuilleumier
2012). Jejich pouziti se v§ak neomezuje pouze na zemédélské ticely, ale také na ochranu dieva,

dezinfekci a ochrané proti $ktidcim v domacnostech (Almeida & Nogueira 2012; Zhang
etal. 2019b).

Rozsahlé aplikace pesticidu, jejich toxicita, mobilita a perzistence mohou vést k jejich
rozptyleni do vSech sfér Zivotniho prostfedi. Nadmérné pouzivani pesticidd a jejich rezidua jak
Vv Zivotnim prosttedi, tak v zemé&d¢€lské produkci je stale hlavnim problémem ovliviiujicim stav
zivotniho prostfedi. A proto se stale vice studii provadi s cilem urcit jejich G¢inky na zivé
organismy (Imfeld & Vuilleumier 2012; Zhang et al. 2019b). Jak uvadéji Baémaga et al. (2015),
velké mnozstvi aplikovanych pesticidii se hromadi v pad¢, ¢imz miize dochézet ke zménam
V pudnim prostiedi, coz se Casto projevuje snizenim pidni Grodnosti a zménou mikrobialni
aktivity pady.

Piedmétem této prace jsou fungicidy — latky pfirodniho nebo syntetického ptvodu
pouzivané k potlaceni fytopatogennich hub, plisni a jejich spér. Choroby plodin jsou zplsobeny
Sirokou Skalou organismil, které zahrnuji pravé houby (napt. Ascomycota a Basidiomycota), ale
také oomycety (napt. Phytophthora a Pythium), Plasmodiophora, bakterie, viry a hlistice. Pod
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pojmem fungicid se obvykle rozuméji slouceniny regulujici pravé houby, Plasmodiophora
a Oomycota (Oliver & Hewitt 2014).

Fungicidy lze délit dle rznych kritérii. Obecné jsou klasifikovany na zéklad¢ jejich
chemickych vlastnosti, formy aplikace nebo zptisobu uc¢inku proti patogenim. Podle Matthews
(2018) je mozné vyvoj fungicidi rozd¢€lit na tfi obdobi: anorganické fungicidy, syntetické
organické protektanty a organické systémové fungicidy. V soucasné dobé jsou nejéastéji
pouzivanymi fungicidy pievazné latky organické. Klasifikace fungicidi podle chemického
hlediska je mozna v souladu se zakladni chemickou strukturou nebo podle ptevazujiciho prvku
na slouceniny obsahujici ve své strukture napi. meéd’, rtut’, siru, chinon a jeho derivaty.

Zpusob ucinku proti patogenim je dalSim moznym klasifikacnim klicem slouzicim
k rozdéleni fungicidii na kontaktni nebo systémové. Kontaktni fungicidy pisobi pouze v misté
aplikace a na povrchu rostliny vytvari ochranny film. Inhibuji kliceni spér nebo rtst mycelia.
Typickym ptikladem fungicidniho kontaktniho i€¢inku mohou byt pfipravky na bazi médi nebo
siry. Systémové fungicidy naopak pronikaji do rostliny, kde jsou nasledné rozvadény po celé
rostliné. Jejich vyhodou je, Ze mohou pisobit nejen preventivné, ale rovnéz kurativné
a eradikativné. Nicmén¢ u nich existuje velké riziko vzniku rezistence. Takovym piikladem
mohou byt fungicidni ptfipravky ze skupiny triazolovych fungicidli (napi. tebukonazol,
penkonazol). Jistou alternativou mezi kontaktnimi a systémovymi fungicidnimi latkami jsou
fungicidy s translaminarnim G¢inkem. Tyto pfipravky po aplikaci na povrch listu pronikaji
do listové tkan¢, kde jsou nasledné rozvadény i na neoSetienou stranu listu rostliny a dochazi
K ochrané proti Skodlivym organismiim i na neoSetienych mistech. Jako ptiklad lze uvést
ucinnou latka azoxystrobin, vykazujici translaminarni az systémové ucinky.

Fungicidni ptipravky lze rozdélit 1 dle zplisobu aplikace: na latky aplikované do pudy,
latky chranici semena rostlin (motfeni) a na pfipravky slouzici k oSetfeni listl, kvéth
a plodu (foliarni aplikace). U fungicidi aplikovanych do pudy je negativnim ucinkem
zied’ovaci efekt pudy. Vzhledem k fyzikalné-chemickym pidnim vlastnostem potiebnym pro
pusobeni fungicidnich latek v pade¢, je poptavka po vysoce aktivnich slouceninach se stiedné
nizkou lipofilitou, aby se zabranilo sorpci na ptidni Castice.

3.3.1 Chovani fungicidi v pudé

Typ pidy a jeji vlastnosti, véetné pudni struktury, mohou vyrazné ovlivnit chovani
fungicidi v piadé. Experimenty zahrnujici pudy s riznymi vlastnostmi a podminkami jsou
nezbytné k posouzeni $ir§iho dopadu fungicidi na pudni systémy a jejich perzistenci v pidé
(Vyas 1988; Almasudy et al. 2015).

Perzistence a potencial jako kontaminujicich latek zivotniho prostiedi zavisi na jejich
degradaci a retenci na padnich casticich (Worrall et al. 2001; Fenoll et al. 2010). Sorpce
zabranuje pesticidim znecistovat napiiklad vodni utvary, ale zaroven brani volatilizaci
a biodegradaci. Sorpce fungicidii na povrch pidnich kompartment je ur¢ena koncentraci
pesticidl v pid¢ a plidnim roztoku, a proto tento proces také do znacné miry urcuje, jak jsou
pesticidy degradovany a transportovany. Sorpce je ovlivnéna nejen koncentraci pesticidu,
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ale také predevsim jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a rovnéz vlastnostmi pudy,
vlhkosti a teplotou (Gevao et al. 2000; Pose-Juan et al. 2010). Vliv teploty na odbouravani
pesticidii je zalozen na zvySeni desorpce, mikrobidlni aktivity a/nebo na zvySeni u¢inku
katalytickych latek (Fenoll et al. 2010). Béhem desté se chemické latky mohou odplavit
a ptipadné se mohou dostat do rhizosféry (Obrazek 3) (Takala et al. 2019).

Aplikace azoll
,‘T\‘ ~ Dést = smyv z povrchu
~

Obrazek 3 Schematické znazornéni mozného osudu azolii po jejich aplikaci (upraveno
z Takala et al. 2019)

3.3.2  VIliv fungicidi na pidni edafon

Fungicidy, které jsou znaén€ mobilni v prostfedi pida/rostlina, maji efekt na necilové
organismy vV rhizosféfe. Systemické fungicidy tak mohou ovlivnit houby v rhizosféte, stejné
jako cilové pivodce houbovych chorob. V ohrozeni tak miize byt i mykobiont v mykorrhizni
symbidze. Obdobné mohou pusobit i regulatory ristu rostlin, a to ty, které jsou fungicidni.

Jak jiz bylo poznamenano, aplikace fungicidi mize mit vliv na celou fadu necilovych
organismi, a tim ménit jejich biochemickou aktivitu, stejné tak i strukturalni a genetickou
diverzitu (Sarapatka et al. 2002; Sutowicz et al. 2016). Zmény mikrobialni aktivity se mohou
projevit jejich niz§im poctem a biodiverzitou, coz ma silny dopad na udrzeni spravné kvality
pudy (Ba¢maga et al. 2015).
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Pudni mikroorganismy se mohou rychle adaptovat a mnozit, aby dovedly degradovat
urc¢ité fungicidy. Obnoveni pfitomnosti mize v nékterych piipadech nastat pomérné rychle,
zejména kdy? je stimulovano hnojeni organickymi hnojivy (Sarapatka et al. 2002; Topp 2003).

U nékterych fungicidi existuje signifikantni inhibi¢ni vliv na nitrifikaci a na populace
saprofytickych hub, které maji vyznamnou roli v pudé pti dekompozici organické hmoty.
Mikroorganismy ucastnici se nitrifikace a fixace dusiku jsou ovliviiovany zejména insekticidy
a fungicidy. Nicméné je popsan i urcity pozitivni vliv pesticidii na fixatory dusiku, a to zejména
redukei aktivity prvoki a dalSich organismi, které jsou jejich kompetitory a predatory. | pro
zizaly byly jak mezi insekticidy, tak fungicidy a téz i herbicidy popsany ptipravky, které jsou
obzvlasté toxické. Vyzkumy prokazaly i korelace mezi koncentraci pesticidi v ptdé€ a v télech
zizal. Je zde v8ak nutno zduraznit, Ze je vedle typu ptipravku dulezity i zptsob jeho aplikace
(Sarapatka et al. 2002).

Pesticidy mohou zaroven vyvolat skodlivé u¢inky na ptidni mikrobidlni spolecenstvi,
ktera jsou nezbytna pro strukturu a funkci pidniho ekosystému, a proto maji zdsadni vyznam
pro kvalitu pudy (Munoz-Leoz et al. 2011).

3.3.3 Triazolové fungicidy

Triazolové fungicidy jsou derivaty 1,2,4-triazolu substituovaného v poloze
N? triazolového kruhu. Tyto systémové Sirokospektralni fungicidy maji vyznamnou roli pii
regulaci rostlinnych patogenti, zejména u obilovin, vinné révy a olejnin. Dale slouzi také
K apravé dieva, pro pramyslové aplikace a ve farmakologii (Mazur & Kenneke 2007; Zhang
et al. 2019a; Jaklova Dytrtova et al. 2020). Tyto slouéeniny nachazeji své vyuziti také jako
antimykotika pfi lidskych mykoézach a v produktech uréenych pro osobni hygienu
(napf. Sampony a mydla) (Egbuta et al. 2014; Assress et al. 2020).

Triazoly jsou celosvétové pouzivanymi biocidy, jejichz G¢inek je zalozen pievazné
na inhibici dvou enzymu — 14a-demethylazy (CYP51) a aromatazy (CYP19) (Azevedo
et al. 2015, Conner et al. 2012). Fungicidni t¢inek je zaloZen na schopnosti triazoli narusovat
biosyntézu sterolti inhibici CYP51 (enzymu cytochromu P450), ktery hraje dulezitou roli pfi
preméné lanosterolu na ergosterol v houbach a kvasinkach (Steven & James 1999; De Jong
etal. 2011). Jinymi slovy, inhibici CYP51 dochazi piedev$im Kk destabilizaci bunécné
membrany (Alcazar-Fuoli et al. 2008).

V souvislosti s jejich potencialnim uc¢inkem na inhibici enzymu cytochromu P450 si
azolové pesticidy zaslouzily zvlastni pozornost kvuli vlivu na endokrinni systém necilovych
organismi, véetné vlivu na lidské zdravi. U zdravych necilovych organismi se azoly povazuji
za potencialni endokrinni disruptory (Saxena et al. 2015; Jaklova Dytrtova et al. 2020)

Tato prace se zabyva triazoly penkonazolem a cyprokonazolem, jenz jsou casto
pouzivany K ochrané plodin. Tyto slouc¢eniny mohou vyznamné narusit vratké rovnovahy mezi
rostlinami (exudace a pfijem zivin), pudnimi mikroorganismy a zivinami v pudé (dostupnost)
(Takala et al. 2019).
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3.3.3.1 Cyprokonazol

Cyprokonazol (Cyp) je druh triazolového fungicidu s preventivnim a lé¢ebnym
ucinkem, jehoz mechanismem ucinku je inhibice demetylace sterolti (ChemicalBook 2017a).
Cyp se pouziva k ochrané plodin proti celé fadé plisnovych patogenti, jako Sirokospektralni
fungicid s mimotadnou silou proti rzim, plisnim, Cercospora a Septoria v obilovinach, ovoci
aréve vinné (Di Renzo et al. 2011). Také se hojné pouziva jako biocid pro ochranu olejnin,
ovocnych a zeleninovych plodin (Miyauchi et al. 2005; Saraiva et al. 2018; Cao et al. 2019).

Vzhledem k tomu, Ze steroly jsou prekurzory bioaktivnich molekul, které reguluji
vyvojové procesy, byl pozorovan jejich vliv na regulaci ekdysteroidi v ¢lenovcich
a metamorfozu v obojzivelnicich (Saraiva et al. 2018).

Cyp ma log Kow > 2,9 a proto se pravdépodobné vaze na organickou hmotu v ptdé
(Saraiva et al. 2018). Cyp je v pudnim prostiedi stabilni a rozklad byl po 2 letech mensi nez
5 %. Stabilitu vykazuje také ve vodnych roztocich (pti pH 1-9) po dobu 35 dnti (50 °C) nebo
14 dni (80 °C) (ChemicalBook 2017a).

Systematickym nazvem je 2-(4-chlorofenyl)-3-cyclopropyl-1-(1,2,4-triazol-1-yl)butan-
2-0l, obsahuje jeden chiralni uhlik (Obrazek 4). Jedna se o pomérné malou, stalou a pomérné
malo ve vodé€ rozpustnou slouc¢eninu (Tabulka 3), rozpustna je v organickych rozpoustédlech.

Cl OH
CHs

Obrazek 4 Strukturni vzorec cyprokonazolu

Tabulka 3 Vlastnosti cyprokonazolu (ChemicalBook 2017a; PubChem 2005a)

Vlastnosti
Sumarni vzorec C15H18CIN3O
Molarni hmotnost 291,77 g/mol
Bod tani 108 °C
Bod varu >250 °C
Rozpustnost ve vodé 140 mg/L (25 °C)
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3.3.3.2 Penkonazol

Penkonazol (Pen) je systémovy triazolovy fungicid pouzivany K potlaceni plisni
a dalsich patogennich zastupcti z kmeni Ascomycota, Basidiomycota a Deuteromycota, které
se bézné¢ vyskytuji na révé vinné, jadrovinach, ovoci, peckovinach, okrasnych rostlinach,
na zeleniné a ve chmelnicich (Pose-Juan et al. 2010; Mercadante et al. 2016). Pen zastavuje
vyvoj plisni tim, ze zasahuje do biosyntézy sterold v bunéénych membranach (Wolterink
& Inayat-Hussain 2015). Fungicidni vlastnosti jsou dosahovany inhibici aktivity 14a-
demethyldzy zavislé na cytochromu P450, ktera je nutné pii pfemén¢ lanosterolu na ergosterol,
zakladni slozky fungélnich biologickych membran, a rozpadu celuldrnich membran (Husak
etal. 2017).

Aplikuje se foliarn¢ na rostliny, kde se rychle absorbuje a distribuuje (Kim et al. 2002).
Mize se vsak (analogicky vici jinym pesticidim) dostat do pudy tim, Ze je aplikovan i mimo
rostlinu, steCe S povrchu rostliny, destém ¢i zavlahou je smyt, nebo se uvolni pii rozkladu
rostlinnych zbytku, a proto pfedstavuje riziko pro pudni ekosystémy a povrchové a podzemni
vody (Komarek et al. 2010; Jiang et al. 2016). Pen je povazovan za stabilni latku a ma tendenci
se hromadit v ptid¢ a zaroven byl klasifikovan jako nebezpe¢ny pro ¢lovéka a zivotni prostiedi
(Mercadante et al. 2016).

Arias et al. (2006) zjistili, ze niz§i pH zvySuje sorpci tohoto fungicidu. Coz je
pfisuzovano skutecnosti, ze pfi nizkém pH je vyznamnd cast fungicidu kladné nabita a poté
je vice pritahovana k negativné nabitym jilovym mineralim pfitomnym v pudé. VIiv pH
na adsorpci pesticidi zavisi na slozeni pudy a vlastnostech slou¢eniny (Kah & Brown 2006).

Systematickym nazvem je 1-[2-(2,4-dichlorophenyl)pentyl]-1,2,4-triazol (Obrazek 5).
Jednd se o pomérné malou a ve vodé perzistentni slouceninu S vysokym bodem varu
(Tabulka 4).

Cl

Cl

Obrazek 5 Strukturni vzorec penkonazolu
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Tabulka 4 Vlastnosti penkonazolu (ChemicalBook 2017b; PubChem 2005b)

Vlastnosti
Sumérni vzorec Ci13H15Cl2N3
Molarni hmotnost 284,18 g/mol
Bod tani 58,5 °C
Bod varu 436,06 °C
Rozpustnost ve vodé 73 mg/L (25 °C)

3.3.3.3 Vliv triazolii na enzymatickou aktivitu v ptidé a souvislost triazolii S mikrobidlni
¢innosti

Negativni dopady fungicidli na pidni enzymy, jako jsou hydrolazy, oxidoreduktazy
a dehydrogendzy, byly v literatufe uz mnohokrat popsany. Existuji také dikazy, Ze pludni
enzymy mohou poskytnout cenné a obecné informace o pfeméné pesticidi v pudé (Riah
etal. 2014). Jak uvadi Gianfreda & Bollag (1996), ptirodni a antropogenni faktory mohou
pfimo nebo nepiimo ovlivnit aktivitu enzymi v pade.

Fungicidy mohou vstoupit do pidy bud piimymi aplikacemi (naptf. zemédélskou
¢innosti) nebo nepiimo (napt. ndhodnym unikem, unikem ze skladl, vypousténim odpadi
z vyrobnich zafizeni nebo zneliSténim mést). Jakmile je triazolovy fungicid uvolnén
do zivotniho prostiedi, je jeho osud spojen s mikrobiologickym slozenim pidy a zejména
s ptdnimi enzymatickymi aktivitami. U¢inky na ptidni mikroorganismy lze uréit studiem
funkénich parametrti, jako je mineralizace uhliku a dusiku, které se fidi enzymatickymi
¢innostmi. Tyto ¢innosti hraji dilezitou roli, protoze vSechny biochemické transformace v ptidé
zavisi na piitomnosti enzymt, Nnebo jsou Snimi spojeny. Jsou to ukazatele biologické
rovnovahy, irodnosti azmén biologického stavu v disledku znecisténi ptdy (Gevao et al. 2000;
Sannino & Gianfreda 2001; Riah et al. 2014; Jaklova Dytrtova et al. 2020).

Znacna cast aplikovanych fungicidii ¢asto konéi v pudé, kde podléha biologickym
a fyzikalné-chemickym zméndm. V tomto ohledu je mikrobidlni degradace hlavni cestou
k jejich odstranéni, coz je v pfimé souvislosti s perzistenci a nachylnosti K vyplavovani.
Fungicidy mohou naopak negativné ovlivnit mikrobialni spole¢enstvi, ktera hraji kli¢Covou roli
ve fungovani padniho ekosystému (Bending et al., 2006; Mufioz-Leoz et al. 2011).

Jako ptiklad Ize uvést hojné aplikovany tebukonazol (Teb), ktery je v pid¢ perzistentni
a vykazuje nizkou az stiedni mobilitu (Gamiz et al. 2016). Teb je chirlni pesticid a sklada se
ze dvou enantiomerd s R- a S-konfiguraci, které vykazuji (—) a (+) rotaci. Fungicidni aktivita
R-enantiomeru je siln€j$i nez S-enantiomeru. Enantioselektivni rozptyl tebukonazolovych
enantiomert byl nalezen napiiklad v pidé a v zeleniné. Tento rozptyl R-(—)-tebukonazolu a S-
(+)-tebukonazolu v pudé a organismech muze vést k enantioselektivni akumulaci v ptdnich
organismech (Cui et al. 2018).
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Vzhledem k tomu, Ze biologicky zprostiedkované procesy jsou dilezité pti odbourdvani
triazolovych fungicidi v ptdé, mize se mira degradace pidy u jednotlivych enantiomerii
R a S lisit a mohou byt rizné ovlivnény zemédelskymi postupy, jako je aplikace organickych
latek do pudy, opakované oSetieni pesticidy nebo typ pouzité formulace (Potter et al. 2005,
Sehnem et al. 2010; Gamiz et al. 2016).
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4 Metodika

V ramci experimentélni ¢asti byl zalozen nadobovy pokus s raj¢etem, kde byly v pribehu
vegetace do pudy injek¢éné vpravovany vybrané triazolové fungicidy a jejich smés (penkonazol,
cyprokonazol, cyprokonazol + penkonazol). Po sklizni byly jednotlivé substraty analyzovany
Z hlediska obsahu vybranych enzymu (f-D-glukosidaza, kysela fosfataza, arylsulfataza,
chitinaza).

Zamérem experimentu bylo stanoveni vlivu aplikace triazolovych fungicidli na jednotlivé
enzymatické aktivity v pid¢ a nasledny odhad dopadu na jednotlivé ptidni procesy a organismy
(Obrazek 6).

Cyprokonazol Penkonazol (Topas 100 EC) Cyprokonazol + Penkonazol (Topas 100 EC)

L)

[N/T\N ¢] zN_/\\N C S\N c
CI@fH \Q\i/ Cl@fkt ) Q\i/
CH3 CHj

Enzymatickeé aktivity (f-D-glukosidaza, fosfataza, chitinaza, arylsulfataza)
Pidni procesy a mikroorganismy

Obrazek 6 Schéma experimentalni ¢asti

4.1 Vegetacni experiment

Pro experiment byla pouzita jednoleta bylina lilek rajce (Solanum lycopersicum L. var.
»Sweet Cherry*) zfadu lilkotvaré (Solanales), ¢eledi lilkovité (Solanaceae), rodu lilek
(Solanum). Varieta Sweet Cherry se vyznacuje drobnymi, kulatymi a sladkymi plody ¢ervené
barvy. Jedna se o pomérné nenaro¢nou odriidu s vysokou plodnosti a odolnosti viici teplotnim
extrémim a vetsing houbovych chorob.

53-denni experiment byl zalozen dne 28. kvétna 2019 s riznymi variantami pro aplikaci
vybranych triazolovych fungicidnich ptipravkt (Tabulka 5), a to v péti opakovanich.
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Tabulka 5 Systém aplikace triazolt

. Zpusob Mnozstvi  MnoZstvi
Cislo Zkratka ] Triazol(y) aplikované ve smési
aplikace (umol/rostlinu) (mg/kg)
1 Con - Kontrola 0 0
2 Cyp Do pudy Cyprokonazol 3,52 0,205
3 Pen Do pady Penkonazol 3,52 0,20
4  Cyp-Pen Do pidy Cyprokonazol+penkonazol 1,76 0,1

Rostliny byly péstovany ve vegetacni hale v nadobach za ptirozené teploty a osvitu
(Obrazek 7), spravidelnym zavlazovanim demineralizovanou vodou. Kazda 41 nadoba
obsahovala 0,5 kg hotové suché smési ,,Zahradnicky substrat s aktivnim humusem* s pfidanymi
mineralnimi Zivinami (AGRO CS a.s., Ceska republika) a také jednu nahodn& vybranou
sazenici rajcete.

A o i
LA 0o,

1
CYPROCONAZ0, ¢

Obrazek 7 Nadobovy pokus se Solanum lycopersicum L. var. ,,Sweet Cherry*

Po 4 a 7 tydnech byla kazda puda prihnojena tekutou smési NPK (LOVOFLOR NPK 4-
2,5-3, Lovochemie, Ceska republika) v obvyklé davce.
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4.2 Aplikované triazolové fungicidy

Za celem stanoveni Géinku fungicidni latky pfimo ve formé, ve které je aplikovana
(vCetn¢ aditiv), byl pouzit komer¢ni piipravek obsahujici pouze jednu uéinnou latku
a smacedlo. Druhy ptipravek se bézné pouziva bud’ ve smési, nebo jen jako rozpusténa
(suspendovana) ¢ista latka ve vod¢. Byl aplikovan piipravek Topas 100 EC (Syngenta Czech
s.r.0.; G¢inna latka penkonazol), Gisty cyprokonazol (Sigma-Aldrich, CR) a jejich smés
V poméru ucinnych latek 1:1.

Mnozstvi aplikované davky bylo urc¢eno na zakladé aplikacniho listu a udané koncentrace
vyrobcem pro osetfeni rostlin rajéat, aby celkova suma triazold byla 3,52-10° mol na rostlinu
(vypoctena z deklarovaného obsahu v ptipavku). Celkem bylo oSetieni rostlin danym triazolem
nebo smési triazolli provedeno pétkrat, a to kazdy tyden ve stejné davce, jako byla pocatecni
davka. Pro eliminaci nepfimych vstupi triazolovych fungicid do piidy byla zvolena injekéni
aplikace suspenze piimo do pudy. NiZze je popsan pouzity piipravek Topas (Syngenta)
s t¢innou latkou penkonazolem. O c¢istém cyprokonazolu je pojednavano v reSerSni Casti
(Kapitola 3.3.3.1).

Ptipravek Topas je kapalina, kterd se vyznacuje svétle Zlutou az hnédavou barvou
s charakteristickym zapachem. U¢inna latka je penkonazol. Jednd se o p¥ipravek ve formé
emulgovatelného koncentratu urceny k fungicidni ochrané angrestu, ¢erného rybizu, baklazanu,
jadrovin, jahodniku, vinné révy a zeleniny proti houbovym chorobam. Je systemicky ptisobicim
fungicidem s vyraznym u¢inkem proti pravému padli. Patfi do DMI (demetyla¢ni inhibitory)
skupiny fungicidnich latek su¢innou latkou penkonazol. Uginna latka pronika rychle
do rostlinnych pletiv, a to do 24 hodin po aplikaci. V rostliné se pohybuje akropetalng. Uginek
penkonazolu se projevuje predev§im na myceliu, respektive hyfach. Pouziti ptipravku miize byt
preventivni i kurativni. Fungicidni ti¢innost penkonazolu spociva v principu brzdéni syntézy
ergosterolu a tim snizeni funkce bunéénych membran. Doporucena aplika¢ni davka ptipravku
je 0,5 I/ha s aplikaéni davkou kapaliny 300-1200 I/ha (UKZUZ 2014-2020).

4.3 Priprava vzorki lyofilizaci

Z nadobového pokusu byly odebrany vzorky substratu, které byly zpracovany lyofilizaci
pomoci lyofiliza¢ni jednotky LYOVAC GT 2 (Leybold-Heracus, Némecko), s chladivem
R507 neobsahujicim chloridy. Je postaven podle osvédceného principu dvou komor;
tj. prostorové oddéleni oblasti suseni a kondenzace.

Lyofilizace je optimalni proces pro uchovavani latek, které jsou citlivé na vysoké teploty.
Z4dny jiny proces neudrzi ptivodni vlastnosti materialu tak uplné, jako je vymrazeni vody. Neni
proto piekvapivé, ze je tento proces preferovan v oblasti farmacie, biologie, mediciny a pfi
konzervovani potravin. Je b&Znou metodou pro ptipravu vzorkl bilkovin uréenych pro
dlouhodobé¢ skladovani (Anchordoquy et al. 2001).

Princip mrazové sublimace (lyofilizace) je zaloZen na tom, Ze za sniZzen¢ho tlaku
zmrazeny roztok (zpravidla vodny), ¢i suspenze, uvolni rozpoustédlo z pevného skupenstvi
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do skupenstvi plynného. Odstraniuje vétSinu vody v produktu, s vyjimkou toho, co je
pravdépodobné spojeno s bilkovinou (obvykle méné nez 1 %). V lyofilizaci existuji tfi hlavni
kroky, a to zmrazeni, primarni suseni a sekundarni suseni. Predpoklada se, ze zmrazeny produkt
obvykle obsahuje 18-20 % vody a v§echny rozpusténé latky v jediné amorfni fazi, jiné nez led
(Rathore & Rajan 2008). Rozpoustédlo ¢i jakékoli disperzni medium se ze zmrazeného vzorku
ve vakuu odpaii a nasledné namrazi na kondenza¢ni spiralu. Pevna cast, ktera zbyla, Si
zachovava svou specialni poérovitou strukturu. Tato struktura je tvofena kanalky, jez vznikly
po odpatfeném rozpoustédle, a po kontaktu s vodou je umoznén prinik do struktury lyofilizatu.

4.4 Stanoveni aktivit vybranych extracelularnich enzymii

Enzymy, které se nejCastéji pouzivaji pro hodnoceni faktorG regulujicich rozklad
rostlinnych zbytk a kvalitu ptdy, jsou ty, které se podileji na degradaci hlavnich slozek
hydrolaz, které jsou spojeny s uhlikem (f-D-glukosidaza, S-galaktosidaza), dusikem (ureaza),
fosforem (fosfataza) a sirou (arylsulfatiza) (Karaca et al., 2010). Pro tuto praci byly
za potencialni markery vybrany f-D-glukosidaza, kysela fosfataza, chitinaza a arylsulfataza.

4.4.1 Fluorescenéni stanoveni enzymatické aktivity

Fluorescence se Siroce pouziva jako ndstroj pro vyzkum ve fyzikalnich, chemickych,
biologickych a Iékaiskych védach. Fluorescenci se rozumi emise zafeni z molekuly. Projevi se
Vv piipad¢, kdyz dojde k ptfechodu zpét na zakladni elektronovou hladinu vyzéatfenim nadbytecné
nashromazdéné energie emisi fotonu. Casové rozpéti mezi absorpci svétla a jeho naslednou
reemisi poskytuje ¢as pro nékolik procesti, z nichz kazdy vede ke zménam fluorescencnich
spektralnich pozorovani. Vysledkem je, Ze spektralni charakteristiky fluorofort
(fluorescenc¢nich barviv) mohou poskytnout velké mnozstvi informaci o chovani makromolekul
v roztoku (Valeur 2009; Lakowicz 2013).

Testy enzymatickych aktivit vybranych hydrolytickych enzymi (f-D-glukosidazy,
kyselé fosfatazy, arylsulfatazy a chitinazy) v piidnich extraktech byly provedeny podle Stursové
& Baldriana (2011). Pro stanoveni jednotlivych enzymi Vv substratu byla ptipravena suspenze
presnym navazenim 0,2 + 0,002 g zlyofilizovaného vzorku a ptidanim 20 ml fosfatového pufru
s hodnotou pH 7 o koncentraci 50 mmol/l. Fosfatovy pufr byl pfipraven navazenim
289 KHPOs a 1,329 NaHPO42H,O do 1000 ml destilované vody. Aby doslo
K homogenizaci takto pripravené suspenze, byl vzorek zpracovavan pomoci mixéru Ultra-
Turrax (IKA Labortechnik, Némecko) po dobu 30 sekund pti 8 000 ot/min za laboratorni
teploty (23 °C). Jednotlivé enzymatické aktivity byly méteny ve tfrech opakovanich v 96-
jamkovych mikrotitracnich destickach (Obrazek 8) fluorescenéné pomoci modularniho readeru
Infinite M200 (Tecan, Svycarsko). Jedna jednotka aktivity enzymu na 1 g suiny (U/g susiny)
byla definovana jako mnozstvi enzymu, jenz katalyzuje tvorbu 1 pumol reakéniho produktu
ze substratu za 1 minutu.
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Obrazek 8 Mikrotitraéni desticka

Aktivity padnich enzymi se hodnoti pomoci specifickych umélych substrath
(Tabulka 6) métenim fluorescence vzniklého MUF (Baldrian 2009). K dil¢im vzorkiim pidy
byly ptfidany jednotlivé enzymatické substraty (MUFG, MUFP, MUFS, MUFN), pficemz
za pritomnosti jednotlivych enzymu (4-DG, AP, AS, CHN) doslo k metabolizaci na MUF, ktery
byl méfen. Z rozdilu mnozstvi vzniklého produktu ve dvou riznych Casech byla vypoctena
rychlost enzymatické reakce, tedy enzymatickd aktivita.

Pro pfipravu enzymovych substrati bylo navazeno piesné mnozstvi jednotlivych
odpovidajicich enzymt do 10ml odmémych ban¢k (viz Tabulka7) adoplnéno
dimethylsulfoxidem (DMSO) po rysku. Dale bylo zapotiebi 1 mmol/l MUF ziedit
na pozadované koncentrace, tzn.0,1 mmol/l a 0,01 mmol/l. Kratkodobé skladovani
ptipravenych roztokl je mozné v lednici pii teploté 4 °C a temnu, zabalenych v alobalu.

Tabulka 6 Testované extracelularni hydrolytické enzymy a odpovidajici substraty

" Zpusob Mnozstvi  MnozZstvi
Cislo Zkratka ] Triazol(y) aplikované ve smési
aplikace (umol/rostlinu) (mg/kQg)
1 Con - Kontrola 0 0
2 Cyp Do pady Cyprokonazol 3,52 0,205
3 Pen Do pudy Penkonazol 3,52 0,20
4  Cyp-Pen Do pudy Cyprokonazol+penkonazol 1,76 0,1
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Tabulka 7 Ptiprava enzymovych substrati a 4-methylumbelliferolu

MUF (4-methylumbelliferol) 0,00176 g MUF 10 ml DMSO
MUFG (4-methylumbelliferyl-5-D-glukopyranosid) 0,00930 g MUFG 10 ml DMSO
MUFP (4-methylumbelliferyl-fosfat) 0,00704 g MUFP 10 ml DMSO
MUFS (4-methylumbelliferyl sulfat sodna sul) 0,00736 g MUFS 10 ml DMSO

MUFN (4-methylumbelliferyl-N-acetylglukosamin) 0,00379 g MUFN 10 ml DMSO

4-methylumbelliferol (MUF) je latka stanovena fluorescencnim detektorem. Je vysoce
citlivy, ackoli fenolové slouceniny (napt. huminové latky) mohou fluorescenci zhaset. Kromé
toho je fluorescence MUF siln¢ zavisla na pH. Slabé stranky metod vyuzivajicich MUF lze
piekonat vybérem vhodnych standarda. Standardy MUF byly méfeny samostatné pro kazdy
vzorek pudy, aby bylo mozné vzit v ivahu zhaseni fluorescence (Vepsildinen et al. 2001;
Baldrian 2009).

Aktivity p-D-glukosidazy (8-DG, EC 3.2.1.21), kyselé¢ fosfatazy (AP, EC 3.1.3.2),
arylsulfatazy (AS, EC 3.1.6.1), chitinazy (CHN, EC 3.2.1.14) v pudnich extraktech se zmé&fily
podle Baldriana (2009). Aktivity hydrolytickych enzyma byly méfeny ve 200 pl pidniho
extraktu v pfitomnosti piislusného substratu (40 pl) v koneCné Kkoncentraci takto
(viz Tabulka 6):

1. 2,75 mmol/l MUFG (4-methylumbelliferyl-5-D-glukopyranosid) v DMSO pro f-D-G,
2. 2,75 mmol/l MUFP (4-methylumbelliferyl-fosfat) v DMSO pro AP,

3. 2,50 mmol/l MUFS (4-methylumbelliferyl sulfat sodna siil) v DMSO pro AS

4. 1,00 mmol/l MUFN (4-methylumbelliferyl-N-acetylglukosamin) v DMSO pro chitinazu.

Pro zméteni 55 vzorkd, bylo zapotiebi provést celkem 14 méfeni, tzn. pouziti
14 mikrotitracnich desticek. Pidni extrakty v 96-jamkovych mikrotitracnich destickach byly
prekryty vickem a nasledné inkubovany V laboratornim inkubatoru pii teploté 40 °C po dobu
5 minut. Poté byla méfena fluorescence s excita¢ni vinovou délkou 355 nm a emisni vinovou
délkou 460 nm. Nasledné se mikrotitra¢ni desticka vlozila zpatky do inkubatoru na 2 hodiny.
Po dvou hodinach byla znovu zmétena fluorescence. Rychlost je méfena z rozdilu mnozstvi
produktu po 5 min a po 125 min. Kvantitativni enzymatické aktivity byly vypoéteny na zakladé
méfeni fluorescence (Vepsildinen et al. 2001). Hodnoty fluorescence po odecteni slepého
vzorku byly pfepocteny na mnozstvi produktu na zaklad¢é kalibracnich pfimek pro MUF
(Baldrian 2009).
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4.5 Zpracovani vysledki

Enzymaticka aktivita je vyjadiena pomoci rychlosti v nM/min/ml. Pro jednotlivé enzymy (-
D-glukosidaza, kysela fosfataza, chitinaza, arylsulfataza) a aplikované triazoly (penkonazol,
cyprokonazol, cyprokonazol-penkonazol) byly vyhotoveny sloupcové grafy pomoci programu
Microsoft Excel 2016.

U kazdého vzorku probéhlo 5 opakovani, kterd byla nasledné zprimérovana a vypoctena
smérodatnd odchylka. K identifikaci odlehlych hodnot a lepsi interpretaci dat byly v ramci
statistického programu OriginPro 8 (OriginLab) vypracovany boxploty. Pro statistické
vyhodnoceni vlivu aplikovanych triazoli na enzymatické aktivity byl aplikovan Fisherav LSD
test.
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5 Vysledky

V této kapitole jsou Vypsany a graficky zndzornény vlivy aplikovanych triazoli na méfené
hydrolazy. Podkapitoly jsou rozdéleny dle zkoumanych enzymi (f-D-glukosidaza, kysela
fosfataza, chitinaza a arylsulfatdza) a nasledné jsou popsany vysledky podle jednotlivych
aplikovanych triazolt (penkonazol, cyprokonazol a cyprokonazol-penkonazol).

Byl hodnocen vliv aplikovanych triazold na aktivitu posuzovanych enzymu. Cilem
a zaroven vysledkem je porovnani dopadu triazolti na riizné enzymatické aktivity a doporuceni
pro piipadny monitoring vlivu téchto xenobiotik v ptidach.

5.1 p-D-glukosidaza

Z Grafu 1 je zfejmé, ze median aktivity f-D-glukosidazy se mirn€ zvysil po aplikaci Cyp
a Pen. Lze také pozorovat, ze [-D-glukosiddza vykazuje nejvétsi variabilitu po aplikaci
cyprokonazolu a také penkonazolu. Variabilita enzymatické aktivity je nejmensi pro triazoly
pouzité ve smési Cyp-Pen. Byly také zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni
variantou a penkonazolem. Enzymaticka aktivita tohoto enzymu po aplikaci Cyp a Cyp-Pen
V porovnani s kontrolou statisticky vyznamné rozdily nevykazovala (Graf 1).

Dle popisnych statistik bylo také zjisténo, ze jsou zde podprimérné hodnoty vice
soustfedény kolem primeéru nez hodnoty nadpriimérné. Naopak u kontroly jsou kolem priiméru

hojné;jsi spiSe nadpriméerné hodnoty. Kromé toho bylo shleddno, Ze pfitomnost Pen pfinesla
strmé rozlozeni namétenych hodnot.
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Graf 1 Aktivita f-D-glukosidazy. Vysledky reprezentuji maxima, minima, horni a dolni
kvartily, priméry a mediany. Mezi jednotlivymi variantami ozna¢enymi rozdilnymi pismeny
byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).
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Po aplikaci jednotlivych triazoli prokézala p-D-glukosiddza nejvyssi aktivitu
u aplikovaného ptipravku Topas sufinnou latkou penkonazol (3,52 umol/rostlinu).
Enzymaticka aktivita tohoto enzymu byla v tomto pifipadé oproti kontrole vyssi o 29 %
(viz Graf 2). Aplikace ¢istého cyprokonazolu (3,52 pmol/rostlinu) do pudy pfinesla mirné
zvyseni aktivity, respektive o 14 %.
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Graf 2 Aktivita f-D-glukosidazy po aplikaci triazolt

5.2 Kysela fosfataza

Jak je patrné ze zndzornéni hodnot pomoci boxplotl (Graf 3), medidny vykazuji oproti
kontrole pomérnou nesourodost. Velmi odlisny je median aktivity kyselé fosfatazy po aplikaci
cyprokonazolu (dvakrat mensi). AvSak témeft totozné mediany jsou po ptidavku Pen a Cyp-Pen.

Graf 3 nasvédCuje o statisticky vyznamném rozdilu mezi kontrolni variantou a Cyp.
Ovsem po aplikaci Pen a smési Cyp-Pen statisticky vyznamné rozdily zaznamenany nebyly.

O rozlozeni dat 1ze podotknout, ze kromé kontroly a Cyp-Pen jsou nadprimérné hodnoty
vice nahustény k aritmetickému priméru. Také bylo shledano, Ze vyuZité triazoly maji vliv
na rozloZzeni hodnocenych dat, ponévadZ po aplikaci triazolli se ze strmého rozloZeni dat
zmé&nily hodnoty fosfatdzové aktivity na ploché rozloZeni.
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Graf 3 Aktivita kysel¢ fosfatazy. Vysledky reprezentuji maxima, minima, horni a dolni
kvartily, priméry a mediany. Mezi jednotlivymi variantami ozna¢enymi rozdilnymi pismeny
byly zaznamendany statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

Ze sloupcového grafu (Graf 4) je viditelné, Ze po aplikaci triazold, tedy cyprokonazolu,
penkonazolu (ptipravek Topas) a kombinace Cyp-Pen doslo ke snizeni aktivity kyselé
fosfatazy. Nejvétsi rozdil v enzymatické aktivité byl zaznamenam za ptitomnosti Cyp, kde tato
diference ¢inila 211 nM/min/ml, tedy aktivita se snizila o0 29 %. Na druhou stranu nejmensi
diference (28 nM/min/ml) se projevila po aplikaci ptipravku Topas (Pen). V tomto piipadé se
enzymaticka aktivita lisila pouze o 4 %.

Pudni substrat s vyuzitim kombinace triazold ve smési Cyp-Pen je z velké ¢asti ovlivnén
pravé cyprokonazolem. Jelikoz, jak jiz bylo uvedeno, Cyp zplsobil sniZeni aktivity o 29 %
a Pen nema na enzymatickou aktivitu kyselé fosfatazy vliv.
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Graf 4 Aktivita kyselé fosfatazy po aplikaci triazol

5.3 Chitinaza

Je zfejmé, ze mezi jednotlivymi triazolovymi fungicidy nebyly pozorovany vyznamné
odchylky v aktivité chitinazy pro priméry a mediany (viz Graf 5). Vyskyt cyprokonazolu
a cyprokonazolu-penkonazolu svéd¢i o tom, ze nadprimérné hodnoty jsou vice nahusténé
K praméru, oproti hodnotam podpraimérnym. Hodnocena data svéd¢i o plochém rozlozeni, tudiz
jsou shodna s kontrolou, ovSem toto zmiflované rozmisténi neplati po pouziti ptipravku Topas
(Pen).

V souladu s naméfenymi hodnotami enzymatické aktivity chitindzy je mozZné
konstatovat, ze z pouzitych triazoli ma na tento zminovany enzym mirné¢ znatelnéjsi dopad
pouze pritomnost Cistého cyprokonazolu. OvSem v porovnani s kontrolni variantou nebyly
zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily (Graf 5).
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Graf 5 Aktivita chitindzy. Vysledky reprezentuji maxima, minima, horni a dolni kvartily,
pruméry a mediany. Mezi jednotlivymi variantami ozna¢enymi rozdilnymi pismeny byly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

Chitinaza vykazuje oproti f-D-glukosidaze a kyselé fosfataze niZsi aktivitu. Ve srovnani
s p-D-glukosidazou byla u chitindzy namétena vice nez 2,5krat niz$i aktivita a aktivita kyselé
fosfatazy je oproti chitinaze vyssi o 471 nM/min/ml.

Na zékladé Grafu 6 je mozno fici, Ze nejvySsi hodnota enzymatické aktivity chitindzy
byla naméfena u pldnich substrati, kde byl aplikovan disty cyprokonazol, konkrétné
321,52 nM/min/ml (21% narust). Ke zna¢né mirnému zvySeni aktivity doslo také po pouziti
ptipravku Topas s G¢innou latkou Pen (0 10 %). Proto bylo velmi mirné snizeni chitindzové
aktivity pozorovano po aplikaci Cyp-Pen do pudy (pokles o 14,59 nM/min/ml).
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Graf 6 Aktivita chitindzy po aplikaci triazola

5.4 Arylsulfataza

Z danych naméfenych a vypoctenych dat, zndzornénych pomoci boxplota (Graf 7) lze
vyvozovat, Ze nejveétsi variabilita, ktera klesa dokonce do zapornych hodnot (vice viz Diskuse)
se projevila po pfidavku Cyp. Median je také zaporny a pomérné vyrazn¢ se odliSuje
od aritmetického priméru. Naproti tomu vyrovnané mediany a téZz i praméry jsou
pozorovatelné u zbylych posuzovanych variant. Jak jiz bylo shledano, proménlivost po aplikaci
Cistého cyprokonazolu je vétsi nez proménlivost pii piitomnosti triazold cyprokonazol-
penkonazol, jak je patrné z charakteristiky variability.

Mezi porovnavanymi variantami byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily
(Graf 7). Jak je signifikantni, arylsulfatazova aktivita je statisticky vyznamné ovlivnéna
pouzitim triazolu Cyp. Kontrolni varianta se liSila od cyprokonazolu, ale naopak Pen a Cyp-
Pen statisticky vyznamné rozdily nevykazovaly.

U ptdniho substratu, kde nedoslo k uplatnéni triazoll a také u substratu po aplikaci Cyp-
Pen jsou nadprimérmé hodnoty vice nahusténé k priméru. OvSem u zbylych dvou substratl
(aplikace Pen a Cyp), doslo ke zméné a podprimérné hodnoty jsou nahustény vice k priméru
neZ hodnoty nadprimérné. Rozdilné rozloZeni dat oproti kontrole se jevi u pid, za pfitomnosti
ptipravku Topas (Pen) a triazolu Cyp. V tomto ptipad¢ se rozloZeni dat projevuje jako ploché,
avSak v kombinaci téchto triazoli (Cyp-Pen) je shodné s kontrolou (ploché¢).
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Graf 7 Aktivita arylsulfatazy. Vysledky reprezentuji maxima, minima, horni a dolni kvartily,
priméry a medidny. Mezi jednotlivymi variantami oznacenymi rozdilnymi pismeny byly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).
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Jak je signifikantni ze sloupcového grafu (Graf 8), nejnizs$i enzymatické hodnoty byly
ziskany vzhledem k arylsulfataze. U tohoto popisovaného enzymu jsou nejmarkantné;jsi rozdily
zaznamenany pro fosfatdzovou aktivitu, protoze aktivita kysel¢ fosfatdzy je ve srovnani
s arylsulfatdzovou aktivitou 16,5krat vyssi. Lze tedy konstatovat, Ze v analyzovaném pidnim
substratu je enzymaticka aktivita arysulfatdzy na rozdil od ostatnich zkoumanych enzymi
prokazatelné niZsi.

Po aplikaci komer¢niho pfipravku Topas (Pen) nebyla identifikovana prokazatelna zména
Vv arylsulfatazové aktivité, ztohoto divodu nelze povazovat dopad Pen na enzymatickou
aktivitu tohoto charakterizovaného enzymu za relevantni.

Naproti tomu, pii uziti samotného Cyp do pudy, klesla enzymaticka aktivita do zapornych
hodnot. Na zakladé¢ namétenych vysledkl, zde byl zaznamenan 1,14krat niz§i pokles
arylsulfatazové aktivity oproti kontrole (44,26 nM/min/ml). Po pouziti triazoli ve smési Cyp-
Pen nebyl identifikovan zadny vliv na arylsulfatazovou aktivitu.

46



50

w
o

[y
o

MUF (nM/min/ml)

1
[REY
o

-30
Kontrola Cyp Pen Cyp-Pen

Graf 8 Aktivita arylsulfatazy po aplikaci triazoll

5.5 Porovnani aplikovanych triazolii a enzymatickych aktivit

Nize jsou popsdny a vyhotoveny sloupcové grafy pro aplikované triazoly, tedy
cyprokonazol, penkonazol (komeréni ptipravek Topas) a smés cyprokonazol-penkonazol.
V této kapitole jsou porovnany vlivy jednotlivych triazoli na enzymatické aktivity. Zprvu je
pro piehledné znazornéni ptiloZen souhrnny graf (Graf 9) a nasledné je vzdy vyhotoven graf
pro Cyp, Pen, Cyp-Pen a v ném zahrnuty sledované hydrolazy (f#-D-glukosidaza, fosfataza,
chitinaza, arylsulfataza).

wrwe

v kapitole 6 Diskuze.
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Graf 9 Vliv aplikace triazol na enzymatické aktivity

5.5.1 Cyprokonazol

Pti pfitomnosti cyprokonazolu v pidé 1ze na zdkladé naméfenych dat tvrdit, Ze dopad
tohoto triazolu ma na sledované hydrolazy rizny vliv. Na zaklad¢ Grafu 10 lze konstatovat, ze
Cyp mirné¢ zvySuje aktivitu p-D-glukosidazy a chitindzy. U p-D-glukosidazy dochazi
k navySeni 014 % (777 nM/min/ml). Jak jiz bylo shledano vySe (Graf6), po aplikaci
cyprokonazolu stoupa také aktivita chitinazy o 21 % (322 nM/min/ml). U téchto dvou enzymu
nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.

Je ziejmé, Ze ke zna€nému poklesu enzymatické aktivity nastava u kyselé fosfatazy
(736 nM/min/ml) a ptedevsim arylsulfatazy, nebot” hladina arylsulfatazové aktivity je znatelné
niz8i nez aktivita kyselé fosfatazy. V souladu s Grafem 10, je viditelné, ze aktivita arylsulfatazy
klesa az do zapornych namétenych hodnot (-6,19 nM/min/ml). Byly zde shledany statisticky
vyznamné rozdily. Cyprokonazol vyznamné ovliviiuje aktivitu kyselé fosfatazy
a arylsulfatdzovou aktivitu (Kapitola 1.2 a 1.4).
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Graf 10 Vliv aplikace cyprokonazolu na enzymatickou aktivitu

5.5.2 Penkonazol

Po aplikaci Pen nastdva k vyraznéjSimu navySeni enzymatické aktivity pouze u f-D-
glukosidazy, o 29 % (879,17 nM/min/ml). U této hydrolazy byl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil. Dale bylo shleddno, Ze penkonazol nevyvolal témét zadny vliv
na chitinazovou aktivitu (zvySeni o 26,15 nM/min/ml). Jak je patrné zgrafu (Graf 11),
triazolovy fungicid Topas (Pen) neprokazuje také zadny Gc¢inek vuci arylsulfatazové aktivite.
Jeji enzymaticka aktivita se snizila pouze o 2,51 nM/min/ml. A aktivita kyselé fosfatazy klesla
0 27,67 nM/min/ml.
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Graf 11 Vliv aplikace penkonazolu na enzymatickou aktivitu

5.5.3 Smés cyprokonazol-penkonazol

U piidnich substratt, kde byla uplatnéna smés triazolti Cyp-Pen, bylo zjiSténo, Ze se
hladina fosfatazové aktivity snizuje, respektive 021 % (581 nM/min/ml). Na zaklad¢ tohoto
Seteni Ize konstatovat, ze z kombinace téchto dvou triazoll vyrazné ovlivituje fosfatazovou
aktivitu cyprokonazol. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni variantou
a kyselou fosfatazou.

Jak je signifikantni z Grafu 12, pfitomnosti triazold cyprokonazol-penkonazol v padé
nedochézi k ovlivnéni f-D-glukosidazové a chitindzové aktivity. Je mozné poznamenat, Ze se
hladina S-D-glukosidazové a chitinazové aktivity v padé pii vyuziti Pen a Cyp zvysila (kapitola
5.1 a 5.3). Graf 12 nasvédCuje, ze enzymaticka aktivita arylsulfatazy (43,95 nM/min/ml) je
ve srovnani s kontrolni variantou totozna (44,26 nM/min/ml). Po pouziti smési Cyp-Pen
do pidy nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 12 Vliv aplikace smési cyprokonazolu-penkonazolu na enzymatickou aktivitu
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6 Diskuze

Tato diplomova prace si kladla za cil urcit, zda a kterd enzymaticka aktivita je pritomnosti
triazold v pad¢ ovlivnéna, dale stanoveni konkrétniho vlivu aplikovanych triazoli na zvolené
enzymatické aktivity a v posledni fad¢ posouzeni potencionalniho dopadu fungicida na riizné
skupiny mikroorganisml a také procesy odehravajici se v pid€. Zasadni motivaci je také
postupna snaha nalézt co mozna nejuniverzalnéjsi marker mikrobialnich zmén v ptidé€ po vstupu
triazoli, pifipadn¢ dalSich fungicidnich latek. Dil¢i vysledky a jejich hodnoceni jsou
diskutovany na zakladé¢ stanovenych cili a hypotéz v nasledujicich podkapitolach
dle posuzovanych enzymatickych aktivit.

Enzymaticka aktivita pudy je parametr pouzivany k urceni zmén v ptidé kontaminované
riznymi chemickymi slouceninami. Posouzeni piudniho prostiedi je vétSinou zalozeno
na arovnich aktivity dehydrogenaz, ureazy, kyselé fosfatazy a alkalické fosfatazy, vzhledem
K jejich rozsifenému vyskytu a jejich vyznamné roli v procesu transformace organické hmoty.

Existuje mnoho studii o ucincich pesticidi na aktivity pudnich enzymu a jak jiz bylo
publikovano, pesticidy mohou mit dopad na enzymy nebo modifikovat mikroby a piidni
procesy. Zaroven se potvrzuje, ze reakce pudnich enzymu na rizné pesticidy nejsou stejné
(garapatka et al. 2002; Floch et al. 2011; Mufioz-Leoz et al. 2011; Ba¢maga et al. 2015;
Sutowicz et al. 2016). Fungicidy ovliviiuji enzymy v pid¢, coZz mizZe vést k jejich vazbé
na aktivni mista téchto enzymi a ovlivnit tak katalytickou aktivitu enzymu. Jak uvadi
Antonious (2003) a Riah et al. (2014), Ize obecné konstatovat, ze fungicidy maji pfedevsim
negativni vliv na enzymatické aktivity hydroldz. Je ovSem zapotfebi brat v uvahu pH,
aplikovanou davku a také samoziejmée typ daného fungicidu.

6.1 p-D-glukosidaza

Uvodem je potieba zminit studii Hayano & Tubaki (1985) zabyvajici se distribuci aktivity
[-D-glukosidazy v pad¢, kde byly péstovany rostliny rajcat. Z celkové enzymatické aktivity
tohoto enzymu bylo >50 % v jemnozemi (<2 mm), 20 % v biomase a vyznamny podil také
Vv kofenech. Nicmén¢ je tato podkapitola vénovana vlivu xenobiotik na f-DG. Z vysledka
Vv ramci nasi studie 1ze konstatovat, ze aplikace triazolti v kombinaci cyprokonazol-penkonazol
(1,76 pmol/rostlinu) p-D-glukosidazovou aktivitu neovliviiuji. Dopad aplikovanych triazol
mél vnaSem experimentu na enzymatickou aktivitu p-D-glukosidazy prokazatelny vliv
projevujici se zvySenim této aktivity pouze v ptipad¢ ptipravku Topas (Pen). Tuto odezvu
enzymatické aktivity Ize ptikladat k reakci mikroorganismti na penkonazol a moznému zvysSeni
urcitych mikroorganismiit schopnych degradovat tento triazol.

Podle nashromazdénych udajii o aplikaci fungicidnich latek a jejich vlivu na p-D-
glukosidazovou aktivitu nelze obecné konstatovat, Ze je f-DG inhibovana. Na druhou stranu,
potencialni vhodnost pouziti monitoringu f-DG jako markeru u¢inku riznych fungicidii na
pudni organismy doklada studie Demanou et al. (2004), ktefi zkoumali vliv Ridomilu gold plus
— ucinna latka metalaxyl a méd’. Po aplikaci doporucené davky Ridomilu gold plus se projevil
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jeho negativni U€inek na mikrobiologické vlastnosti pidy, coz se ukazalo zménami
enzymatickych aktivit. Jinak fe¢eno, doslo k negativnimu ovlivnéni aktivity f-DG.

Munoz-Leoz et al. (2012) zjistili, Ze triazol difenokonazol zpisobil pouze kratkodoby
inhibi¢ni G¢inek na aktivitu p-D-glukosidazy, zatimco tebukonazol aplikovany do putdy
v davkach 5, 50 a 500 mg/kg tuto aktivitu zcela inhiboval (Mufoz-Leoz et al. 2011). Podobny
inhibi¢ni fenomén na tento enzym, avSak pifi mnohem vétsi koncentraci tebukonazolu
(2 499 mg/kg), zaznamenali Ba¢maga et al. (2019). Dalsi triazol inhibujici f-DG aktivitu
ve vysoké koncentraci (1000krat vyssi oproti doporucené davce) je epoxykonazol (Riah-Anglet
et al. 2018). To je v rozporu s nasimi zavery, kdy pravé komercéni piipravek Topas (Pen) piispél
ke stimulaci enzymatické aktivity f-DG, avSak je zapotfebi brat také v tivahu aplikované
mnozstvi téchto triazolovych fungicidi. Velké mnozstvi f-D-glukosiddzy v padnim prostiedi
muze souviset také s ¢innosti mikroorganismu, ponévadz mnoho druhti mikroorganismd, at’ uz
plisni nebo bakterii, tento enzym produkuji a jsou schopny degradace urcitych xenobiotik.

Ovsem ne vzdy muze mit dopad fungicidi vyznamny vliv na f-DG aktivitu. Napiiklad
po aplikaci fungicida s u¢innou latkou fluazinam (skupina ucinnych latek 2,6-dinitro-aniliny)
do ptdy nebyl pozorovan vyznamny dopad na enzymatickou aktivitu tohoto enzymu (Niemi
etal. 2009). Dalsi skupinou ucinnych latek, respektive triazoly (tebukonazol) se zabyvali
Ba¢maga etal. (2021) ktefi dospéli ke stejnému zavéru, jako v nasem experimentu, kdy
po aplikaci Cyp a smé&si Cyp-Pen do pudy, nedosSlo k prokazatelnému ovlivnéni f-DG.
V souladu s nasimi vysledky a se studiemi Niemi et al. (2009) a Ba¢maga et al. (2021), je mozné
konstatovat, ze nelze hodnotit f-DG aktivitu jako marker pro studium zmén pudnich
mikrobidlnich aktivit v rdmci pusobeni fluazinamu, prochlorazu a nékterych triazolovych
fungicida (tebukonazol, cyprokonazol a smés cyprokonazol-penkonazol).

Na extrakci enzymatické aktivity maji rovnéZz vliv riiznd extrakéni €inidla, napt. fosfatovy
pufr, pyrofosfat sodny (pH 7,0-7,3), fosfatovy-KCI-EDTA pufr (pH 7,0) (Nannipieri
et al. 1974; Ruggiero & Radogna 1984; Hayano & Katami 1977; Busto & Perez-Mateos 1995;
Masciandaro & Ceccanti 1999). Masciandaro et al. (2008) ve své studii zkoumali G¢innost
riznych extrakénich ¢inidel [0.1 M pyrofosfat sodny (pH 7), 0.5 M siran draselny (pH 6.6)]
a mezi nimi fosfatovy pufr (67 mmol/l) s hodnotou pH 6 pro ziskani f-D-glukosidazy (z lesnich
piad). V nasi studii byl pouzit fosfatovy pufr (koncentrace 50 mmol/l) s hodnotou pH 7.
Masciandaro et al. (2008) uvadi, Ze nejvyssi aktivita f-D-glukosidazy byla zjisténa v extraktu
pyrofosfatu sodného, ¢imz se potvrdila schopnost extrakce enzymu f-D-glukosidazy vazaného
na humin ve stabilni a aktivni formé&. Je mozné také dodat, Ze dana extrak¢ni Cinidla si vedla
odlisné v ramci dvou typi zkoumanych lesnich pud.

Fosfatovy pufr (0,1 M, pH 7) k extrakci fp-D-glukosidazy z orné pudy Gspésné pouzili
I Hayano & Katami (1977), mimo jiné dle Masciandaro & Ceccanti (1999) a Busto & Perez-
Mateos (1995) Ize také pouzit pyrofosfat sodny (pH 7.0-7.3). Busto & Perez-Mateos (1995)
na zaklad¢é svych vysledki tvrdi, ze extracelularni aktivita f-D-glukosiddzy ma souvislost
S huminovymi latkami v pudé. K podobnym vysledkiim dosli také Hayano & Katami (1977)
s tvrzenim, ze f-DG je absorbovéana na povrchu pidnich ¢astic iontovymi vazbami.
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6.2 Kysela a alkalicka fosfataza

Kysela a alkalicka fosfataza patii mezi fosfomonoesterazy a Ize je rozlisit dle optimalniho
pH specifického pro jejich aktivitu. AvSak v nekterych studii neni rozdil mezi alkalickou
a kyselou fosfatazou rozlisovan. Dale je mozné uvodem konstatovat, ze dostupné informace
z raznych studii naznacuji, ze S-D-glukosiddza a alkalicka fosfatdza jsou velmi nachylné
K pesticidim, v¢etné fungicidii. Obecné aktivity fosfataz po aplikaci riznych fungicidnich latek
reaguji velmi odlisn¢ a celkové se zdd, Ze pesticidy maji pfevazné inhibi¢ni ucinek
na fosfatdzové enzymatické aktivity.

Enzymaticka aktivita v nasi studii prokazala inhibi¢ni G¢inek po aplikaci Cyp (0 29 %).
Tuto odezvu enzymatické aktivity na tento triazol je mozné prikladat k vazbé hydrolaz
na specifické substraty a také reakci mikroorganismi na pfitomnost xenobiotik v plidnim
prostiedi. Ovsem inhibi¢ni Gc¢inek fungicidu na enzymatickou aktivitu maze trvat tak dlouho,
dokud je koncentrace pesticidu dostate¢né vysoka, aby umoznovala jeho interakci s molekulou
enzymu. Jinym triazolem zpusobujici inhibici aktivity pudni fosfatazy je propikonazol (inhibice
0 46,6 %) a tebukonazol (Kalam et al. 2004; Munoz-Leoz et al. 2011). Ba¢maga et al. (2019)
uvadéji potlaceni aktivity alkalické fosfatazy (0 11,4 %) po piidavku tebukonazolu v davce
0,125 mg/kg, ale nejvétsi zmény vyvolala jeho davka 2 499 mg/kg (pokles aktivity o 20,8 %).
Rovnéz Baémaga et al. (2021) se v rdmci jejich experimentu zaméfili na ovlivnéni kyselé
a alkalické fosfatazy puisobenim triazolového fungicidu tebukonazolu. Jeho davka 10 mg/kg
inhibovala rast Actinobacteria a také fosfatazy. OvSsem davka 0,02 mg/kg tebukonazolu
stimulovala mnozeni Actinobacteria a organotrofnich bakterii, coz mize byt moznym diivodem
Kk tomu, ze doslo ke zvyseni fosfatazovych aktivit, jelikoz tyto bakterie mohou vyuzit fungicid
jako zdroj uhliku pro svilj metabolismus. Z téchto studii a soufasné¢ v ramci naSeho
experimentu, lze hodnotit fosfataizu jako vhodny marker ucinku triazolovych fungicidi
na pudni organismy.

V nasi studii nebyl zaznamenan prokazatelny inhibi¢ni i€inek na aktivitu kyselé fosfatazy
po ptidavku Cyp-Pen do ptidy. Nicméné v jiném experimentu po aplikaci smési dvou fungicidti
ve smési mankozeb (skupina ucinnych latek dithiokarbamaty) + dimethomorph (skupina
ucinnych latek amidy kyseliny skoficové) reagovaly fosfatdzy vyznamnym sniZenim
enzymatickych aktivit (Cycon et al. 2010). Fungicidy s riiznymi chemickymi strukturami maji
své specifické mechanismy ucinku, ale Jastrzebska & Kucharski (2007) dokazuji, Ze
enzymaticka aktivita piidy v jejich studii byla ovlivnéna pievazné davkou fungicidu a nasledné
také dobou pusobeni dané¢ho fungicidu. Nicméné v mnohem mensi mife zdlezelo na typu
fungicidu — Swing Top 183 SC ((dimoxystrobin — skupina G¢innych latek oximino-acetamidy
a epoxykonazol — skupina t¢innych latek triazoly)) a Unix 75 WG (cyprodinil — skupina
udinnych latek anilino-pyrimidiny). Oba tyto fungicidy mély srovnatelny Gc¢inek na enzymy,
navzdory skuteCnosti, Ze obsahovaly r0zné ucinné latky, charakterizované rlznymi
mechanismy uc¢inku. Déle vysledky ze studie Jastrzgbska & Kucharski (2007) naznacuji, ze typ
fungicidu mél vyznamny ucinek pouze v piipadé aktivity alkalické fosfatizy, kdy byla
enzymatickd aktivita tohoto enzymu vyznamné inhibovana Swingem (dimoxystrobin
a epoxykonazol), zejména pii aplikaci vysokych davek, a naopak stimulovdna Unixem
(cyprodinil). Jinym faktorem, ktery modifikoval enzymatickou aktivitu, byla doba fungicidniho
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pusobeni. Aktivita vSech enzymi pozitivné korelovala s dobou fungicidniho ptsobeni, coz
znamena, Ze se s casem zvysovala.

Dalsi pokles v enzymatické aktivité po aplikaci fungicidi, ovSem z odliSnych skupin
ucinnych latek, zaznamenali ku ptikladu i Walia et al. (2014) (mankozeb — dithiokarbamaty),
Ba¢maga et al. (2015) (azoxystrobin — methoxy-akrylaty) a Chen et al. (2001) (benomyl —
benzimidazolovy fungicid a captan — phthalimidy). Podle téchto zjisténi by mohla byt fosfataza
pouzita jako uzitecny marker téchto zmiflovanych fungicidli na organismy v ptidnim prostiedi,
to je ovsem v rozporu s Bello et al. (2008), jelikoz trichlorophenol neovliviiuje enzymatickou
aktivitu fosfataz

Jak je patrné, ve vétSin¢ studii maji aplikované fungicidy inhibi¢ni G¢inek na fosfatazy
V nasem experimentu byla aplikovdna pouze doporucend koncentrace, avSak iV této
koncentraci doslo k prokazatelnému inhibi¢nimu efektu po aplikaci Cyp, ovsem v pfitomnosti
penkonazolu a aplikované smési (Cyp-Pen) nebyla fosfatdzova aktivita ovlivnéna. Zde se nabizi
vysvétleni, Ze jako extracelularni enzymy jsou fosfatdzy sorbovéany na pidni koloidy, a tim je
omezena degradace v pudé za piitomnosti xenobiotik. Navic vyssi pokles fosfatazové aktivity
muze byt spojen se sniZzenou aktivitou mikroorganismil, jakozto producentl fosfataz.

6.3 Chitinaza

Mikroorganismy, piedevSim bakterie, jsou jednim z hlavnich zdrojt chitindzy a chitindza
hraje zaroven dileZitou roli pii rozkladu chitinu (Bhattacharya et al. 2007). Studie zaméfené
na studium zmén enzymatické aktivity chitindzy po ptidavku pesticidii jsou velmi vzéacné.
Z tohoto divodu bylo porovnani této enzymatické aktivity oproti pfedchozim enzymum

vvvvvv

V naSem experimentu byly u chitindzy naméteny niz$i enzymatické aktivity oproti S-D-
glukosidaze a kyselé fosfataze. Lze tvrdit, Ze snizeni hladiny chitindzové aktivity na rozdil
od popisovanych enzymi (viz kapitola5.1a5.2) je signifikantni. Obecné jednotlivé
enzymatické reakce vykazuji rizné enzymatické rychlosti. Pokud probihd enzymaticka reakce
katalyzovana chitindzou pomaleji, povede to pii dodrzeni stejnych ¢asti k nizSi produkci
méteného MUF. V disledku toho mtize nastat problém s jeho detekénim limitem. Na druhou
stranu nemusi byt tento jev dan niZsi rychlosti, ale obecné niZsi pfitomnosti chitindzy v pade.
V takovém piipadé doporuduji Stursova & Baldrian (2011) vyuziti extrakénich technik.

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace doslo ke stimulaci CHN aktivity u ptidnich
substratli s piidavkem Cyp. Mirné zvyseni nasledovalo rovnéz po aplikaci triazolu Topas (Pen).
OvSem slaby inhibi¢ni dopad méla v této studii pravé smés Cyp-Pen. V ramci tohoto
studovaného enzymu a jeho ovlivnéni triazolovymi fungicidy nebyly prokdzany statisticky
vyznamné rozdily. Tyto nase vysledky jsou v souladu s Niemi et al. (2009), ktefi zkoumali
dopad fungicidu fluazinam (skupina wUéinnych latek 2,6-dinitro-aniliny) na enzymatické
aktivity. Dle jejich vysledku se ukazalo, ze enzymaticka aktivita chitinazy nebyla v dusledku
aplikace této u¢inné latky vyznamné poznamenana.

55



Jak jiz bylo zminéno, Gc¢inky fungicidli v pidnim profilu nejpravdépodobnéji souvisi
S jejich perzistenci a odbouratelnosti. Jsou rovnéz dikazy o tom, ze aktivita ptidnich enzymi je
vyznamné ovlivnéna dobou fungicidniho puisobeni (Jastrzgbska & Kucharski 2007). Je taktéz
mozné, ze nizsi hodnoty chitindzové aktivity jsou zptisobeny hydrolyzou jinych enzymi.

Vzhledem ktomu, Ze vramci experimentalni casti této diplomové prace nedoSlo
k ovlivnéni enzymatické aktivity chitinazy po aplikaci triazolt, lze tvrdit, ze Pen, Cyp ani
pouzita smes Cyp-Pen neovlivituji organismy produkujici chitinazy.

6.4 Arylsulfataza

Arylsulfatdza je intracelularni i extracelularni enzym, ztohoto diivodu je zapotiebi
posoudit jeji aktivitu v obou téchto formach (Vong et al. 2008). Piikladem lze uvést studii Klose
& Tabatabai (1999), kde 45 % stanovené skupiny arylsulfataz bylo extracelularnich a 55 % se
vyskytovalo v zivych bunkach mikroorganismt. Vynikajicim markerem znazoriiujicim
pfemény v pidé vyvolané chemickymi latkami je pravé naptiklad arylsulfatiza, ale rovnéz f-
D-glukosidéaza pattici do tfidy hydrolaz. AS miiZe byt také nepfimym indikatorem hub, protoze
pouze houby (nikoli bakterie) obsahuji sulfatové estery — substrat arylsulfatazy (Bandick
& Dick, 1999; Acosta-Martinez et al. 2008).

Vzhledem ke skute¢nosti, ze od roku 2000 jsou studie zaméfené na ucinky pesticidii
vici enzymatické aktivité arylsulfatazy omezené (Omar & Abdel-Sater 2001; Riah et al. 2014),
bylo i v ramci tohoto studovaného enzymu pomérné obtizné porovnat vliv fungicidnich latek
na arylsulfatdzovou aktivitu (obdobn¢ jako u chitindzy).

V naSem experimentu vykazovala arylsulfatdza v porovnani s pfedeSlymi méfenymi
enzymy nejniz§i enzymatické hodnoty. Po aplikaci komeréniho ptipravku Topas (Pen) nebyla
identifikovana prokazatelnd zména v enzymatické aktivité tohoto enzymu. Naproti tomu,
prokazatelnd zména v AS aktivité¢ byla zaznamendana pii uZiti samotného Cyp do pudy, kde
doslo k vyraznému inhibi¢nimu uc€inku. Stimto tvrzenim souhlasi také Munoz-Leoz
et al. (2011), zjistili velmi znatelnou inhibici AS aktivity za pfitomnosti fungicidni G¢inné latky
ze skupiny triazol — tebukonazolu (5, 50 a 500 mg/kg). Rovnéz Baémaga et al. (2019)
prokézali inhibi¢ni vliv na enzymatickou aktivitu po pfidavku tebukonazolu do ptidy, avSak pfi
mnohem vy§$i koncentraci tohoto triazolu (2 499 mg/kg). Na zaklad¢ téchto Setfeni I1ze shledat
arylsulfatazu jako marker ucinku triazolovych fungicidd — cyprokonazolu a tebukonazolu
na organismy Vv pudnim prostiedi. To je ovSem v rozporu s Ba¢maga et al. (2021), Vv jejichz
studii aplikace tebukonazolu do pidy v koncentraci 10 mg/kg stimulovala AS aktivitu. Naopak
vyznamného inhibi¢niho efektu na AS aktivitu, avSak pii pouziti fungicidu mankozeb
(ze skupiny ucinnych latek dithiokarbamaty) inhibuje aktivitu arylsulfatazy. Inhibic¢ni vliv
vzhledem k aktivité arylsulfatazy byl okamzity a aktivity arylsulfatazy byly po 12 mésicich
stale zna¢n¢ inhibovany (Floch et al. 2011).

Nizsi obsah organického uhliku v ptidé muize ¢astecné souviset s ¢innosti mikroorganismi
a tim i s produkci arylsulfatazy. Jelikoz bylo provedeno mineralni pfihnojeni béhem vegetace
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a neprob¢hlo hnojeni organickymi hnojivy, tak se na zakladé tohoto tvrzeni nabizi vysvétleni
pro inhibi¢ni vliv na AS aktivitu v ramci naseho experimentu.

6.5 Dopad triazolii na mikroorganismy a piadni procesy

Je zndmo, Ze extraceluldrni enzymy napomahaji rozkladu organické hmoty. A jak uvadi
Anderson (1984), mikrobidlni aktivita je dualezitym faktorem pro studium pisobeni
agrochemikalii v plidnim prostiedi. Krom¢é piimych méteni mikrobialnich aktivit je mozné
k hodnoceni mikrobialni ¢innosti v pudé pouzit jednotlivé enzymatické aktivity. Naptiklad
Bandick & Dick (1999) uvadi, ze rhizosféra ma pozitivni dopad na aktivity a- a p-D-
glukosidazy v ptidnim profilu.

Nelze vsak jednozna¢né piedvidat vztah mezi chemickou strukturou fungicidu a jeho
vlivem na urcité skupiny pidnich mikroorganismi. Fungicidy mohou mit riizné uc¢inky na rast
a vyvoj mikroorganismt a jejich dopad neni uren pouze druhem a aplikovanou davkou dané¢ho
fungicidu, ale zavisi také na mikroorganismech nachézejicich se v ptidnim prostiedi (Lo 2010).
Campos et al. (2016) dodévaji, Ze v ptidach kontaminovanych fungicidy lze nalézt predevS§im
tyto gramnegativni bakterie — Alphaproteobacteria, Acidobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria a Deltaproteobacteria. Na druhé stran¢ bylo shledano, ze ku piikladu
S-D-glukosiddazova a f-xylosidazova aktivita ma mensi souvislost se slozenim spoleCenstva
mikrobil nez naptiklad peroxidaza a celobiohydroléza. Jakmile fungicidy proniknou do ptidniho
profilu, miize dojit nejen k negativnimu piisobeni na mnozeni a riist mikroorganismd, ale také
k ovlivnéni schopnosti exkrece enzymt do okolniho prostiedi, zejména pokud jde o enzymy
jako uredza, dehydrogenazy, protedzy nebo nadmi studované fosfatizy ¢i f-D-glukosidaza.
Pochopitelné ne vSechny fungicidni pfipravky inhibuji rist mikroorganismd, ale jiné fungicidni
latky mohou mit naopak stimula¢ni Gi€inky, anebo nemaji na mikroorganismy Zadny vliv.

Jak uvadéji Pose-Juan et al. (2017) a jak jiz bylo shledano vyse, dlouhodobé¢ a intenzivni
pouzivani fungicid muze vést ke kontaminaci pidy a v disledku toho ke zménam pidniho
mikrobiomu. Tyto zmény byly pozorovany v rdmci naseho experimentu, kdy v piidé oSetfené
Cyp byl prokazan vyznamny inhibi¢ni ucinek na fosfatdzu i arylsulfatdzu a vlivem plisobeni
Pen doslo ke stimulaci f-DG aktivity. Pravé stimula¢ni efekt penkonazolu na -DG lze ptikladat
moznému vytvoreni vhodnych podminek pro rist a vyvoj pidnich mikroorganismd, které jsou
schopné vyvoje za ptitomnosti Pen, jelikoz penkonazol mohou vyuzit jako zdroj uhliku
(viz Obrazek 5). Toto tvrzeni dokladaji i Arora & Sahni (2016), kteti zmifuji moznou
detoxikaci mikroorganismy triazolového tebukonazolu. Tebukonazolem se zabyvali také
Baémaga etal. (2021), v jejich experimentu tebukonazol ovlivnil mnozstvi irozmanitost
bakterii a také biochemické procesy v piid€. Stimuloval proliferaci organotrofnich bakterii
(ve srovnani s kontrolni variantou se jejich pocet zvysil o 62 %). Ahemad & Khan (2012)
dospéli k zavéru, ze pokud je tebukonazol aplikovan samostatné, nikoliv ve smési, miize
stimulovat rust gramnegativnich bakterii rodu Bradyrhizobium. Naopak grampozitivni
nizkou toleranci k nadmérmému mnozstvi tohoto triazolu v pidé (Arora & Sahni, 2016;
Ba¢maga et al. 2021). OvSem na druhou stranu Ba¢maga et al. (2019) zaznamenali stimula¢ni
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ucinek na Actinobacteria (tebukonazol v koncentraci 0,042 mg/kg a 0,083 mg/kg), ale pii
vysSich koncentracich (2 499 mg/kg) zminovaného triazolu se stal pro mikroorganismy
toxickym. Velmi citlivymi gramnegativnimi bakteriemi na tebukonazol v davce 10,0 mg/kg
jsou Acidobacteria (inhibice o 74 %), zatimco nejrezistentnéjsi se zdaji byt gramnegativni
bakterie z kmene Verrucomicrobia (Ba¢maga et al. 2021). Ze studie Zhang et al. (2014) plyne,
ze grampozitivni bakterie jsou velmi rezistentni vici plisobeni tetrakonazolu, a to nejspise diky
specifické struktufe bunécné stény téchto bakterii.

Ke zvyseni relativniho mnozstvi bakterii z kmene Proteobacteria dochazi za pfitomnosti
triazolti — penkonazolu a epoxykonazolu (Riah-Anglet et al. 2018; Ba¢maga et al. 2021),
ale proliferaci Proteobacteria potvrdili také Hussain et al. (2009) a Lu & Lu (2018). Jejich
studie naznacuji, ze v pudnich profilech po aplikaci fungicidli jsou tyto bakterie schopné se
pfizpisobit ménicim se pudnim podminkam. Proteobacteria by navic mély byt schopné
se spojit s jinymi bakteriemi (napf. s gramnegativnimi Bacteroidetes) v procesu degradace
xenobiotik. Také nitrifika¢ni bakterie jsou velmi citlivé na aplikaci fungicida (Chen & Edwards
2001; Cernohlavkova et al. 2009) a triazolové fungicidy, respektive tebukonazol (Cycon
et al. 2006; Muiioz-Leoz et al. 2011).

K prokazatelnému inhibicnimu vlivu v rdmci plisobeni cyprokonazolu v pidé doslo
V nasem experimentu u fosfatdzy a arylsulfatazy. Z té€chto vysledkli by bylo mozné soudit, Ze
tyto dva enzymy mohou byt vhodnym markerem k hodnoceni dopadu triazoltt na ptdni
organismy. Tato inhibice mtze také indikovat eliminaci nékterych druhti mikroorganismu,
které nevyvinuly obranné mechanismy proti stresovym faktortim. Tudiz v nasi studii mohl Cyp
Vv ramci pusobeni vici fosfataze a arylsulfataze predstavovat stresovy faktor, protoze se ukazal
byt toxickym pro ur€ité druhy mikroorganismi, které nejsou schopné se adaptovat na zmeény
V pudnim prostiedi. Redukci mikrobiadlni biomasy pozorovali také Cycon et al. (2006)
po aplikaci tebukonazolu (270 mg/kg). Na druhou stranu triazolové fungicidy nemusi vzdy
vyznamng¢ inhibovat mikrobialni biomasu (Strickland et al. 2004). Tyto protichtidné zavéry je
mozné pricist rozdilngym metodikam, jelikoz Cycon et al. (2006) neaplikovali tebukonazol
pfimo na plidni vzorky, ale pouzili komeréni formu tebukonazolu, kde mohlo dojit
k synergickému ¢i antagonistickému ovlivnéni mezi fungicidem a adjuvanty. Nepfiznivé
ucinky fungicidi na mikrobiologickou aktivitu pudy byly shledany také ku ptikladu
u Ullah & Dijkstra (2019). Uginek fungicidi na mnozeni ptidnich mikroorganismd je obvykle
kratkodoby. S tim souvisi i zjisténi Mufioz-Leoz et al. (2011) ktefi shledali, ze ¢im je
koncentrace tebukonazolu vyssi, tim delsi je jeho polocas rozkladu. Obecné se polocas rozkladu
tohoto triazolu pohybuje od 49 (Mufioz-Leoz et al. 2011) do 610 dnu (Strickland et al. 2004)
a polocas rozkladu difenokonazolu 33-55 dni (Wang et al. 2008). To lze vysvétlit tim, Ze pravé
pii vyssich koncentracich triazoli mize dochazet k negativnimu ovlivnéni aktivity ptidnich
mikroorganism1l.

Zjisténi ze studii ukazuji, ze azoxystrobin (skupina G¢innych latek methoxy-akrylaty) meéni
pocty organotrofnich bakterii, aktinomycet a hub. Tento fungicidni pfipravek, ktery ve studii
Baémaga et al. (2015) projevil inhibi¢ni G¢inek na aktivitu fosfataz a jinych méfenych enzymt,
muze taktéz zpisobit zmény v mikrobialni diverzité. MnoZstvi mikroorganismii v ptdnim
prostfedi vyznamné korelovalo s aplikovanou davkou fungicidu a také s inkubacni dobou
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v pudé. Vyznamna redukce plisni byla sledovana po aplikaci nejvyssi davky azoxystrobinu
(22,5 mg/kg) a s poctem dni postupné plisn¢ ubyvaly. V jinych studiich dospé€li nékteti autofi
k podobnym zavérum jako Baé¢maga et al. (2015). Po aplikaci fungicidu mankozeb (skupina
ucinnych latek dithiokarbamaty) doslo rovnéz k prokazatelnému inhibi¢nimu Géinku na houby
(Walia et al. 2014). Podobné Chen et al. (2001) zaznamenali ur¢ity inhibi¢ni vliv na ptadni
mikrobialni aktivitu v ramci pasobeni tfech fungicidt (benomyl, captan a chlorothalonil).
Uginky téchto tfi fungicidi na mikrobialni aktivitu zavisely na kvalité organickych materialt
ptidanych do ptdy a ukézalo se, Ze captan ma celkové vyraznéjsi ucinky na piidni mikrobidlni
aktivitu nez benomyl nebo chlorothalonil. Rovnéz fungicid fenpropimorph aplikovany
v doporucené davce inhiboval plisn¢ a také nékteré bakterie. OvSem kupiikladu Pseudomonas
a Actinomycetes ovlivnény nebyly. Podobné napiiklad diuron a chlorotoluron neprojevily
zadnou odezvu na pudni mikroorganismy (Lo 2010).

Jak jiz bylo tvodem v této podkapitole uvedeno, odlisné ucinky pesticidi na pudni
mikroorganismy mohou vyplyvat z riznych chemickych struktur G€innych latek nebo
snasenlivosti mikroorganismu na tyto latky. Pesticidy mohou byt pro nékteré mikroorganismy
zdrojem Zzivin nebo energie, ale zaroven muzou byt toxické a zptisobovat poruchy bunééného
metabolismu. Ovsem je nutno dodat, Ze postupem ¢asu dochazi k poklesu mikrobidlni biomasy
v pudé, aniz by byl zaznamenam vliv ptisobicich fungicida.

Jakmile piidni mikroorganismy odumfou, mikrobidlni produkce enzymi se zastavi.
Duvodem, pro¢ n€které enzymy dostatecné nereaguji na urcité fungicidy, mize byt ten, Ze se
enzymy ve stabilizované forme navazi na pidni koloidy ¢i na povrch jilovych mineralt a oxidl
a hydroxida zeleza, a to i v pfipadé, kdyz jsou enzymy vylouceny pidnimi mikroorganismy.
Rovnéz obsah organického uhliku v plidnim prosttedi ovlivituje zptisob chovani fungicida
v padé. Bylo zjisténo, ze v pudach s nizkym obsahem organického uhliku (0,4-0,5 %) se Pen
velmi adsorboval a zaroven mél znacné malou mobilitu ve srovnani s ostatnimi triazolovymi
fungicidy (hexakonazol, propikonazol, triadimefon). Dle téchto vysledkil l1ze soudit, Ze obsah
pudni organické hmoty neni jedinym faktorem ovliviiujicim sorpci. Rodriguez-Cruz
et al. (2008) dodavaji, Ze Pen adsorbovany na pudni Castice v pudach s vysokym obsahem
organické hmoty je stabilnéj$i neZ penkonazol vazany v pidach s nizkym obsahem organické
hmoty. V nasi studii mohlo dojit k stabilizaci méfenych enzymt huminovymi latkami nebo
jilovymi mineraly, a tim bylo ¢aste¢né zabranéno denaturaci.
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[ Zavér

Cilem diplomové¢ prace bylo posouzeni vlivu triazolti (penkonazolu, cyprokonazolu
a jejich smési), ptipadné dalSich fungicidnich latek na enzymatické aktivity vybranych hydrolaz
(B-D-glukosidaza, fosfatazy, chitinaza a arylsulfatiza) a necilové mikroorganismy. Dal$im
nemén¢ dulezitym zamérem bylo nalezeni co moznd nejuniverzalnéjSiho markeru
mikrobidlnich zmén odehravajicich se v ptidnim prostiedi po vstupu triazolu €i jinych fungicida
do pudy. Byly stanoveny tii hypotézy tykajici se dopadu triazolovych fungicid na enzymatické
aktivity, dale jejich dopadu v pid¢ a posledni hypotéza se tykala ovlivnéni nékterych
mikroorganismu a s tim souvisejici ¢innosti produkovanych enzymd.

Prvni hypotézou bylo, Ze pfitomnosti triazolovych latek v pad¢ jsou ovliviiovany nékteré
mikroorganismy a s tim souvisejici ¢innost produkovanych enzymu. Tuto hypotézu lze vyvratit
V ramci pusobeni triazold na mikroorganismy produkujici chitinazu. Jelikoz po aplikaci
cyprokonazolu, penkonazolu a ani po jejich pouziti ve smési (cyprokonazol+penkonazol
nedoslo k ovlivnéni enzymatické chitinazové aktivity. A z tohoto divodu tyto triazoly
neovliviiuji organismy produkujici chitinazy a chitinazu nelze hodnotit k potenciadlnimu pouziti
jako markeru ucinku triazolti na pudni organismy. Naopak doslo k negativnimu ovlivnéni
necilovych organismi po styku s G¢innou triazolovou latkou — cyprokonazolem. Dopad tohoto
triazolu mél neptiznivy ucinek na organismy produkujici fosfatdzu a arylsulfatdzu. Bylo mozné
také dedukovat, Zze doslo k negativnimu vlivu na bakterie z téchto z rodu, tj. Burkholderia,
Pseudomonas, Rhizobium a Azospirillum, protoze produkuji pfedevsim alkalickou fosfatazu.
Dal$im triazolem byl penkonazol, ktery stimuloval plidni organismy produkujici f-D-
glukosidazu. V rdmci téchto zavérda byla potvrzena hypotéza, ze pfitomnosti nékterych
triazolovych fungicidii jsou ovlivnény mikroorganismy, respektive organismy produkujici
predevsim fosfatazy, arylsulfatazu a f-D-glukosidazu.

Dalsi hypotéza se tykala dopadu triazoli na enzymatické aktivity a jejich rtizného
ovlivnéni. Tato hypotéza byla potvrzena, protoZe u vSech zkoumanych hydrolaz nelze vyvodit
jeden univerzalni zavér, tedy zda jsou méfené enzymatické aktivity po styku s vybranymi
triazolovymi latkami ovlivnény pozitivné nebo negativné. Po pfidavku penkonazolu byla f-D-
glukosidadza stimulovéna, zatimco cyprokonazol inhiboval fosfatdzu a arylsulfatdzu, chitinaza
zustala neovlivnéna. Posledni hypotézou bylo posouzeni dopadu pfitomnosti riznych triazolt
Vv pudé a jejich rizného vlivu. Pouziti triazoli ve smési nemélo statisticky prukazny vliv.
Naopak ucinnym markerem se dle nashroméazdénych tdaji a soucasné v rdmci vysledkl
diplomové prace jevily fosfatazy, jelikoz indikuji vliv cyprokonazolu, propikonazolu
a tebukonazolu. Monitoring arylsulfatazy k potencidlnimu pouziti jako vyhovujiciho markeru
ucinku byl shledan téz pro cyprokonazol a tebukonazol.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli
AP — Kysela fosfataza

AS — Arylsulfataza

S-DG — B-D-glukosidaza

Cyp — Cyprokonazol

Cyp-Pen — Cyprokonazol-Penkonazol

CHN — Chitinaza

DMSO — Dimethylsulfoxid

MUF — 4-methylumbelliferol

MUFG — 4-methylumbelliferyl-s-D-glukopyranosid
MUFP — 4-methylumbelliferyl-fosfat

MUFP-K — 4-methylumbelliferyl-fosfat-kysely
MUFS — 4-methylumbelliferyl sulfat sodna stl
MUFN — 4-methylumbelliferyl-N-acetylglukosamin
PCR — Polymerazova fetézova reakce

Pen — Penkonazol

PLFA — Fosfolipidové mastné kyseliny

Teb — Tebukonazol
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10 Samostatné prilohy

Pro méfeni pozadi fluorescence bylo 200 ul suspenze pipetovano sterilnimi Spickami do jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce, zvlast’ pro kazdy vzorek
pudy a enzym. Nasledné se odpipetovalo 20 ul DMSO do jamek v mikrotitracni desti¢ce — 1-6 pro A, B, E, F. Dale dle Tabulky P-1 uvedena
mnozstvi MUF, a to od nejnizsi koncentrace (0,01 mmol/l MUF) az po nejvyssi koncentraci (1 mmol/l MUF). Jednotlivé barvy (zluta, zelena,
modré a Cervend) znaci jednotlivé vzorky. Tedy zlutd barva znac¢i vzorek €. 1, zelena vzorek €. 2, modra vzorek €. 3 a Cervend vzorek €. 4 a znovu
nasleduje zluté barva pro vzorek €. 5 a nasleduji dalsi vzorky.

Tabulka P-1 Stanoveni aktivity enzymu ve vzorcich pad

Stanoveni aktivity enzym ve vzorcich pad

Phosphate buffer 50 mM, pH 7.0 Vzorek
1 2 3] 4 5 6 9 10 11 12

200 pL suspenze [200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 plL suspenze |200 pL suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze 200 plL suspenze |200 plL suspenze

40 uL MUFG 40 uL MUFG 40 pL MUFG 40 puL MUFG 40 pL MUFG 40 L MUFG Blank Blank Blank Blank

20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO

200 pL suspenze [200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 plL suspenze |200 pL suspenze |200 pl suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze |200 plL suspenze 200 plL suspenze

40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 10 uL MUF 10 uL MUF 10 uL MUF 10 uL MUF

20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 0.01 mM 0.01 mM 0.01 mM 0.01 mM

200 plL suspenze [200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 pL suspenze |200 pL suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze |200 plL suspenze 200 plL suspenze

40 puL MUFS 40 pL MUFS 40 pL MUFS 40 pL MUFS 40 pL MUFS 40 pL MUFS 20 puL MUF 20 pL MUF 20 puL MUF 20 uL MUF
0.01 mM 0.01 mM 0.01 mM 0.01 mM

200 pL suspenze [200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 plL suspenze |200 pL suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze 200 plL suspenze 200 pl suspenze

40 L MUFN 40 L MUFN 40 pL MUFN 40 L MUFN 40 L MUFN 40 L MUFN 50 uL MUF 50 uL MUF 50 uL MUF 50 uL MUF
0.01 mM 0.01 mM 0.01 mM 0.01 mM

200 pL suspenze |200 pL suspenze |200 pl suspenze |[200 plL suspenze (200 pl suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze |200 plL suspenze 200 plL suspenze

40 uL MUFG 40 uL MUFG 40 uL MUFG 40 uL MUFG 40 uL MUFG 40 L MUFG 20 puL MUF 20 pL MUF 20 puL MUF 20 uL MUF

20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM

200 pL suspenze |200 pL suspenze |200 pl suspenze |[200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze 200 plL suspenze 200 plL suspenze

40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 40 pL MUFP-K 50 uL MUF 50 pL MUF 50 pL MUF 50 pL MUF

20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 20 pL DMSO 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM

200 pL suspenze |200 pL suspenze |200 pl suspenze |[200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze 200 plL suspenze |200 plL suspenze

40 uL MUFS 40 uL MUFS 40 uL MUFS 40 puL MUFS 40 uL MUFS 40 pL MUFS 10 pL MUF 10 puL MUF 10 puL MUF 10 uL MUF
1mM 1mM 1mM 1mM

200 pL suspenze |200 pL suspenze |200 pl suspenze |[200 plL suspenze (200 plL suspenze |200 pL suspenze 200 pL suspenze [200 pl suspenze |200 plL suspenze 200 plL suspenze

40 pL MUFN 40 pL MUFN 40 pL MUFN 40 pL MUFN 40 pL MUFN 40 L MUFN 20 pL MUF 20 puL MUF 20 pL MUF 20 pL MUF
1mM 1mM 1mM 1mM

1 2 3 4 5 6 9 10 11 12




