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Seznam pouzitych zkratek:

DMSO
K
MUF
MUFC
MUFG
Quo
SOM

Vmax

dimethylsulfoxid

Michaelisova konstanta

4-methylumbelliferyl

4-methylumbelliferyl B-D-cellobiopyranoside
4-methylumbelliferyl B-D-glucopyranoside

Zvyseni rychlosti reakce zplisobené zvysenim teploty o 10 °C
pudni organicky material (organicka hmota)

maximalni rychlost reakce/aktivity

hodnota smérnice (v tomto piipad¢ teplotni zavislosti)

pocet pozorovani



1. Uvod

Piidni enzymy jsou spolu s mikroorganismy, ktefi je syntetizuji, esencidlnimi clanky
dekompozice a pudni respirace. Dekompozice organického pudniho materidlu je obecné
jednim z hlavnich ptedpokladi pro zajisténi kolobéhu a rovnovéhy zivin ve svétovych
terestrickych ekosystémech. Skupinou enzymil, kterd zajistuje dekompozici celuldzy, je
skupina celuldz. Tyto enzymy zprostiedkovavaji uvoliiovani uhliku do ptdniho prostiedi.
Odtud tento prvek zc¢asti prostiednictvim plidni respirace difunduje do atmosféry, absorbuje

se do pudniho profilu, ¢i se rozpousti ve vodé, odkud mtize byt dale vyuzivan.

Klasickym modelem ukladdni pidniho uhliku je jeho mineralizace. V arktickych
oblastech dochazi k dalsimu typu absorpce uhliku, kdy je spolu s organickym pidnim
materidlem z povrchovych vrstev ptd piedevsim plisobenim vody pohibivan do hlubsich
pudnich horizontii. V téchto kryoturbacnich horizontech se procesy spojené s dalSim
zpracovanim uhliku vlivem teploty znacné zpomaluji. V hlubsich, vééné zamrzlych vrstvach

arktickych pud — v permafrostech — se Casto zcela zastavuji.

Ve zmrzlych pudach arktickych oblasti se nalézd asi tfikrat vice uhliku nez
v atmosféfe a zivych rostlinach celého svéta dohromady (Gorham 1991, Zhang et al. 1999).
Diky neustalému rastd primérné rocni teploty, ktery je v arktickych oblastech dvakrat az
ttikrat rychlejsi nez kdekoliv jinde na Zemi (1), vyvstava otazka, jaky dopad budou mit tyto
teplotni zmény na aktivitu celulaz v tajicich vrstvach arktickych pud a s nimi i na dalsi

uvoliiovani sklenikovych plynii a v kone¢ném disledku na klima celého svéta.

Cile préace:
1. Stanoveni kinetickych parametri (K, Vimax) a teplotni zavislosti (Q1o) pro vybrané

enzymy Vv organickém horizontu arktické tundry.

2. Porovnat tyto parametry s vysledky enzymatickych aktivit z kryoturba¢niho piidniho

horizontu.
Hypotézy:
1. S vyssi teplotou se bude zvySovat Vimax | Ky B-glukozidazy a celobiosidazy.

2. Odpoveéd enzymatické aktivity na zvySujici se teplotu bude vyrazngjsi v organickém

horizontu, ktery je vystavovan v pribéhu sezony vét§im teplotnim vykyviim.



2. Literarni reSersSe

2.1 Pidni enzymy

Enzymy jsou jednoduché ¢i slozité proteiny, které jsou jako biologické mediatory
aktivni jak uvnitf zijicich pidnich organismd, tak i extracelularng, kdy jsou do pudy aktivné
sekretovany koteny, houbami a v neposledni fad¢ také mikroorganismy (Bakshi a Varma
2011). Pudni enzymy jsou dilezité pro katalyzu reakci nezbytnych pro zivotni procesy
pudnich mikroorganismu a pro stabilizaci pudniho slozeni (Dick 1994). V pudnim systému
tak enzymy hraji kli¢ovou biochemickou roli v celkovém procesu rozkladu organické hmoty
(Burns 1983, Sinsabaugh et al. 1991), v uspofadani organickych castic a v kolob¢hu zivin
(Dick 1994).

Pidni enzymy jsou buiikami syntetizovany bud’'to neustale (konstitutivni), nebo jsou
bunkami produkovany, pouze je-li jejich aktivita nezbytna (inducibilni). Konstitutivni
enzymy jsou Casto syntetizovany pii nizkych koncentracich substratu, zatimco produkce
inducibilnich enzymi je spojena s vysokymi koncentracemi substratu. Mezi obéma témito

skupinami enzymu existuje mezic¢lanek ve formé skupiny treti (Tate 2000).
Lokalizace enzymt v pidé muze byt rizna (Obr.1):

1. Enzymy spojené s zivymi, metabolicky aktivnimi butikami v pidach: nachdzejici se
V bunécné cytoplazm¢, védzané na bunécnou sténu, ¢i jako buiikou nedavno

produkované extracelularni enzymy.
2. Enzymy spojené s funkénimi, ale ned¢€licimi se bunikami.

3. Enzymy, které jsou pfipojené k mrtvym bunikdim nebo bunénym zbytkim, nebo

které difundovaly z mrtvych ¢i umirajicich bungk, které je pivodné vyprodukovaly.

4. Enzymy, které jsou “permanentné“ imobilizované na ¢asticich jilovych ptid nebo
huminovych koloidech. Takovéto enzymy mohou zlstat aktivni po dlouhé casové
periody. Takto mohou imobilizované pudni enzymy vzniknout jak z eukaryotické
tak prokaryotické bunky (Bakshi a Varma 2011).



Intracelularni Enzymy
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Obr.1: Hlavni zdroje a distribuce enzymii v piidnim prostredi (upraveno dle Tate 2000).

2.2 Extracelularni enzymy

Jak jiz bylo fecCeno, extracelularni enzymy jsou pudni katalyzatory, ucastnici se
procestu spjatych s rozkladem organické hmoty a s kolobé¢hem zivin v pudé. Jednotlivé
skupiny enzymli miizeme rozlisit podle jejich specificity pro dany prvek. Fosfatdzy jsou
klicovou skupinou enzyml pro cyklus fosforu (P), pficemz hraji vyznamnou roli pfi
hydrolyze estert a anhydridu kyseliny fosforeéné (Schmidt a Laskowski 1961). Ovliviuji
také rust rostlin (Speir a Ross 1978). Skupinou spojenou s cyklem dusiku (N) jsou proteazy,
které jsou dilezité pro jeho mineralizaci (Ladd a Jackson 1982), ¢imz reguluji jeho
dostupnost rostlinam podminujicich jejich rast (Stevenson 1986). Skupinou pro tuto praci

nejpodstatnéjsi jsou vSak celulazy, které zajistuji cyklus uhliku (C).

2.2.1 Celulazy

Celuldzy jsou skupinou enzymii katalyzujicich degradaci celulozy, coz je

polysacharid sestavajici z glukozovych podjednotek, které jsou spojené do linearnich fetézct



pomoci glykosidickych f-1,4 vazeb (Deng a Tabatabai 1994). Sousedici glukézové
podjednotky rotuji o 180°, coz zplusobuje vysokou symetrii celuldozy se stejnym poctem
hydroxylovych skupin na obou koncich fetézce. Spojovani sousednich molekul celulozy
hydrogenovymi vazbami a Van der Waalsovymi silami vede k paralelnimu uspotadéani a
krystalické struktufe. Diky spojeni hydrogenovymi vazbami vznikaji silnd stabilni
supramolekularni vlakna vysoké pevnosti (Gardner a Blackwell 1974a,b, Krassig 1993,
Nevell a Zeronian 1985). Celuléza je nejrozsifenéjSi organicka sloucenina v biosféfe,
odpovidajici témét 50 % biomasy vytvotrené pii fotosyntetické fixaci CO, (Eriksson et al.
1990). Celuldza je nezbytna jako zdroj uhliku pro mikroorganismy, které diky ni mohou

rast, vyvijet se a udrzovat svou aktivitu (Deng a Tabatabai 1994).

Celulolytické enzymy se déli do nékolika podskupin. Patii sem endo-1,4-B-
glukanazy, které stépi fetézce celulozy nahodné, exo-1,4-B-glukanazy, ktera vysStépuji
glukozu nebo celobiézu z neredukovanych konct fetézcl celulézy a nakonec pB-D-
glukozidaza, ktera hydrolizuje celobiozu a dalsi rozpustné celodextriny na glukézu (Bakshi a
Varma 2011). Celobiozidaza je dal$i zastupce tohoto sytému celulaz, ktery se ucastni
hydrolyzy glukosidickych vazeb tim, ze vyStépuje celobidzu z konch tetézcl celulozy.
Obecné tedy celulolytické enzymy rozkladaji celulozu na glukozu, celobiozu a rizné dlouhé
oligosacharidy. Tento proces zajistuje uvolnéni uhliku jako zdroje energie pro dalsi vyuziti

mikroorganismy (White 1982).

Hlavnimi producenty pidnich celulaz jsou houby, které tvoifi 60 az 90 %
mikrobialniho spolecenstvi, které se stara o degradaci celulézy (Rabinovitch et al. 2001).

Mezi dalsi vyznamné producenty celulytickych enzym patii naptiklad aktinomycety.

2.2.2 B-glukozidaza

B-glukozidaza je v ptidach bézny a pievladajici enzym, nesouci jméno podle vazby,
kterou hydrolizuje. Jeho dulezita role v piidach spociva v katalyze hydrolyzy a biodegradace
riznych typii glukosidl nalézajicich se ve zbytcich rostlin, které podléhajici dekompozici
(Ajwa a Tabatabai 1994, Eivazi a Tabatabai 1988, Martinez a Tabatabai 1997, Tabatabai
1994). B-glukozidazy na glukdzu hydrolyzuji kromé celobidzy také celodextriny (Birsan et
al. 1998). Finalnim produktem je stejn¢ jako u celé skupiny celuldz uhlik (C) (Esen 1993).



2.3 Enzymaticka aktivita a faktory ovliviiujici mikrobialni slozeni

Mnoho enzymt potiebuje pro svou katalytickou aktivitu ptitomnost dalSich sloucenin
- kofaktordi. Spojeni kofaktori s apoenzymy (proteinovou slozkou), se nazyva holoenzym.
Tyto aktivni komplexy nalezneme naptiklad u nekterych oxidoreduktdz. Jiné enzymy
vyZzaduji pro dosazeni své maximalni aktivity pfitomnost (navazani) kofaktort Zeleznatych
iontli (Nannipieri et al. 2002). Existuji ale 1 enzymy, které navazani kofaktorii nevyzaduji.
Mezi takovéto enzymy patii naptiklad hydroldzy, které tvoii relativné jednoduché

enzymatické systémy (Burns 1983, Dick a Tabatabai 1992).

Aktivita pldnich enzymil je charakterizovana vztahem mezi enzymem, jeho
substratem a vyslednym produktem reakce (Tate 2000). Aktivita je proménliva, pifi¢emz
zavisi nejen na genové expresi, ale také na zménach ekologickych podminek daného
prostiedi (Nannipieri 1994). Ke genové expresi sice v ptirodnich podminkach bézné dochazi,
ale vyskytuje se zde fada faktori, které mohou tomuto procesu zabranit. Také se
predpoklada, ze mikrobidlni sloZeni plidy urcuje jeji potencial pro rozklad ptidnich substratt
diky tomu, Ze je vétSina ptdnich procest zprostfedkovana mikroby a zajiStovana enzymy

(Kandeler et al. 1996) (Obr.2).

Vlivy prostiedi

Ekologické interakce

Geneticka Enzymaticka
diverzita N aktivita

Taxonomicka diverzita Funkéni diverzita

Produkce enzymii

Obr.2: Schéma zobrazujici mozné spojitosti mezi taxonomickou diverzitou, genetickou

diverzitou, funkcni diverzitou a enzymatickou aktivitou upraveno dle (Kandeler et al. 1996).



Mikrobialni biomasa a enzymatickd aktivita vykazuje v pidnim horizontu zna¢nou
prostorovou variabilitu. Aktivity enzymt dale naznacuji, Ze ¢innost mikroorganismu klesa

spolu s hloubkou a tim snizenou dostupnosti biomasy (Enowashu et al. 2009).

S klesajici hloubkou se vplidich méni i1 samotné =zastoupeni mikrobidlnich
spolecenstev. Mezi dvéma zkoumanymi horizonty (opadovym a horizontem v hloubce 2 m)
(Fierer et al. 2003) zaznamenali vyrazny pokles mikrobialni diverzity a trojnasobny pokles
vV druhovém slozeni. Tento fakt pfisuzovali zejména dostupnosti uhliku, ktery se v
opadovych vrstvach vyskytuje vhojné mife diky pfitomnosti organického materidlu,
kotenovych exudatii a kofenovych zbytkid. Uhlik v nizSich vrstvach byva casto limitujicim

prvkem (Ajwa et al. 1998).

Jako jedny z hlavnich faktori ovliviiujici mikrobidlni sloZeni pocitdme dle Zogg et

al. (1997) teplotu pidy a pidni vlhkost (Lundquist et al. 1999).

2.4 Faktory ovliviiujici aktivitu extracelularnich enzymu

Existuje mnoho faktort, které ovliviuji aktivitu extracelularnich enzymut. Mezi
vlhkost, pohyb ionti v ptidach, pH a pfitomnost ¢i absence inhibitorti a aktivatorti (Burns

1978, Tabatabai 1994). Jednotlivé faktory se navic vzajemné ovlivituji.

2.4.1 Teplota

Teplota ovliviluje mnoho biologickych, chemickych a fyzikalnich procest, které
probihaji v padach. Piiklady takovychto procesti jsou dekompozice, mineralizace, zmény
mikrobialnich spoleCenstev ¢i enzymatické reakce obecné (Voroney 2007). Teplota nejvice
ovlivituje povrchové partie pidy, pficemz jeji vliv klesa spolu s ptidni hloubkou. Je tomu tak
kvili kolisani teploty, které je na povrchu nejvyrazn€jsi. V piipadé dekompozice lze
konstatovat, Ze jeji rychlost s rostouci teplotou stoupé a naopak. Santria¢kova (2001) uvedla,
ze pii nizkych zimnich teplotach se dekompozice zpomaluje, ale stale probihd az do chvile,

kdy pida zmrzne.

Existuji dva aspekty teplotni zavislosti enzymul. Prvnim je zavislost stability enzymt
na teploté, tedy schopnost enzymi zachovat si svou strukturu navzdory zménam teploty, kdy

je praveé struktura kliCovym faktorem stability enzymu. Strukturu téchto proteintt mtzeme



definovat jako primarni, sekundarni a tercidlni, pfiCemz termin makrostabilita je udavan
energii uvolnénou eznymem k ziskani tercialni struktury. V druhém piipadé se jedna o
zavislost katalytické funkce enzymu na teploté, kdy teplota ovlivituje dostupnost aktivniho
mista enzymu (Wallenstein 2011). Do aktivniho mista enzymu se vaze substrat, coz vede ke
katalyze (Privalov a Tsalkova 1979). Mikrostabilita odpovida energii potiebné k vratnym
zméndm struktury enzymu (napiiklad k navazani substratu) (Wallenstein 2011). Rozdil mezi
uvolnénou energii pii tvorbé mikro a makrostability definuje celkovou stabilitu enzymu

(Zavodszky et al. 1998).

Teplota je faktor provazany spH. Maximum enzymatické aktivity nastava
s dosazenim optimalni teploty a tim i optimalniho pH. Hodnoty nad i1 pod touto hranici

vedou ke snizeni aktivity enzymu (Tabatabai 1994).

S kazdym zvySenim teploty o 10 °C v intervalu teplot od 0 do 30 °C, dochazi
k zdvojnasobeni az ztrojnasobeni mikrobialni aktivity (Santriickova 2001). Enzymy jsou
velké proteinové molekuly, které jsou podrobovany i teplotdm pievySujicim 50 °C. Tyto
vysoké teploty zptisobuji denaturaci proteinové struktury enzymut (Campbell a Smith 1993).
Pokud se pifesuneme na mikrobidlni uroven, nalezneme teplotni toleranci pro rast mikrobi
mezi 0 — 70 °C. Nekteré bakterie vSak dokazi bézné rist i pii teplotach okolo 100 °C
(Heinen a Lauwers 1981). Extrémem jsou pak arktické druhy s aktivitou pod 0 °C (Tate
2000).

Enzymy vyskytujici se v arktickych pudach maji obycejné nizka teplotni optima,
ktera jim ve zdejSich pidach zarucuji optimalni aktivitu. Diky témto vlastnostem jsou
takovéto enzymy prednostné produkovany arktickymi psychrofilnimi mikroby. Slozeni
mikrobialniho spolecenstvi je potom zpétn€ ovlivnéno ucinnosti enzymut (Huston et al. 2000,
Coker et al. 2003, Feller 2003). Wallenstein et al. (2009) zkoumal vliv teploty na aktivitu -
glukozidazy v arktickych puadach, pficemz objevil, ze teplota vysvétluje 72 % veskerych
zmén aktivity tamnich enzymu a je tedy dominantnim faktorem. Teplota zde podle jeho
vyzkumu ovliviiuje aktivitu enzyml daleko podstatnéji nez napiiklad sezonni zmény

pudniho enzymatického spolecenstvi.

2.4.2 Chemické sloZeni piidy a dostupnost Zivin

Dostupnost Zivin je v ptidach dal$im dilezitym faktorem, umoziujicim bunéény rist

a vyvoj. Nejpodstatnéj$imi latkami pro tvorbu bunééné struktury jsou uhlik, dusik, fosfor a



sira. Uhlik a dusik pochazeji pfevazné z mineralizace rostlinnych zbytkt, zatimco fosfor a

sira se mimoto nachazeji ve velkych koncentracich v pidnich mineralech (Tate 2000).

Dostupnost zivin 1 chemické slozeni pid je zifejmé nejvice ovlivnéno piistupem
mikrobil a enzymu k organickému materidlu a naslednou dekompozici. Nejrychleji probiha
dekompozice opadu. Je tomu tak diky pocatecnim vysokym hodnotdm rozpustnych
polymerickych polysacharidii v rostlinném materialu. Cerstvy opad se nejéast&ji sklada ze 3
az 7 % rozpustnych polysacharidl, 15 az 27 % celulozy a 15 az 50 % ligninu. Nejprve
dochazi krozkladu rozpustnych sacharidi, poté celulozy a az nakonec dochazi
k dekompozici naakumulovaného ligninu. V prabéhu rozkladu materialu dochazi k postupné
aktivitu B-glukozidazy. Kdyz zbyva 20 az 60 % organického materialu, vrcholi aktivita
celulaz obecné a po vycerpani celuldzy vrcholi aktivita fenoloxidaz (Osono a Takeda 2005,
Sinsabaugh et al. 2002, Fioretto et al. 2007, Papa et al. 2008).

Hromadéni plidniho dusiku siln¢ ovliviiuje aktivitu enzymi. Vitousek a Howard
(1991) uvedli, Ze vétsi dostupnost pidniho dusiku muaze zapfticinit vyssi pozadavek mikrobi
a rostlin pro uhlik a fosfor. Mimoto fixace dusiku rostlinami vede ke zvySeni aktivity
pudnich fosfataz, coz mize ucinit z fosforu limitujici prvek (Zou et al. 1995, Allison et al.
2006). Naproti tomu zvySeny obsah fosforu v ptidé ma za nasledek upadek aktivity fosfataz,
ktery je dan jejich nizkym pozadavkem k dostupnosti pudniho fosforu (Olander a Vitousek
2000). Zvysené hladiny dusiku v pidé mohou inhibovat produkci fenoloxidaz houbami (Fog
1988, Carreiro et al. 2000). Fog (1988) uvedl, Ze jsou oxidazy produkovany, pokud je dusik
limitujicim prvkem, pfi¢emz mohou dale slouzit k ziskani dusiku ze slozitych polymert jako
je lignin.

Depozice pudniho dusiku maji zna¢ny dopad i1 na uhlik. Stimulace aktivity celulaz
muze vést k rychlejsi dekompozici jejich zdsob, zatimco inhibice aktivity oxiddz muze
Utinek dusiku na uhlik tak zaleZi na chemickém sloZzeni opadu a organického materialu
daného ekosystému (Carreiro et al. 2000, Neff et al. 2002). Zasoby ptdniho uhliku obecné
funguji jako primarni regulator vyvoje mikrobialniho spolecenstvi v tom smyslu, Ze obsah

mikrobialni biomasy vzajemné koreluje s obsahem organického uhliku (Knapp et al. 1983).



2.4.3 Pudni vlhkost

S obsahem pldni vlhkosti je provazana rychlost dekompozice. V suchych oblastech
obecné probiha dekompozice nejpomaleji, pficemz maximalni rychlosti dosahuje pii zvySeni
obsahu vody v pude. Rychlost dekompozice se vyrazné zvysi pii zaplnéni priblizné 60 %
portt vodou. Mensi obsah vody narusSuje kontinualni vodni prostiedi, vytvaiené mezi

pudnimi mikroby, vyss§i obsah zase dostupnost kysliku (Sextone et al. 1985, Tate 2000).

Pidni vlhkost je jednim z klicovych faktori ovlivitujicim aktivitu plidnich procest.
Voda zde sehrava svou roli pfi: stavbé tél rostlin i zZivocichii, vyméné pudnich plynt,
transportu Zivin, ovlivilovani teploty pitidy, a v neposledni fadé slouzi jako médium pro rist
a zivotni cykly mikrobii. Pokud je vody dostatek, je nelimitujicim faktorem a biologicka
aktivita zalezi primarn¢ na teploté. Role se Caste¢né obraci, kdyz za¢ne puda vysychat (Tate
2000, Voroney 2007). V obdobi sucha je obvykle zaznamenan pokles mikrobialni biomasy,
coz miva za nasledek i pokles enzymatické aktivity (Ross 1987, Sardans a Penuelas 2005).
Ke stejnému zavéru dosli i Criquet et al. (2002, 2004) a Sardans a Penuelas (2005), kteii
mimo jiné zjistili vyrazné snizeni ¢innosti pravé B-glukozidazy.

U jednotlivych skupin mikrobli pozorujeme rizné tolerance k vysychani pudy.
Bakterie jsou Kk vysychani nachyln&jsi nez aktinomycety a houby, které tyto podminky
snaseji nejlépe. To je dano schopnosti hub a aktinomycet tvofit vldkna, pomoci nichz jsou

schopné ptekonat sussi mista (Tate 2000, Morris 1999).

2.4.4 pH

pH hraje v pudéach dilezitou roli pfirGstu a ostatnich procesech tykajicich se
mikroorganismli, hub a rostlin. pH ovliviluyje mnoho faktori, které maji dopad na
mikrobidlni, ale 1 enzymatickou aktivitu. M4 také vliv na ionizaci a rozpustnost kofaktora a
substratli, coz ovliviiuje rychlost katalytickych reakci. Piikladem muze byt iniciace navazani

substratu do aktivniho mista enzymu (Voroney 2007, Tabatabai 2002).

Mikroorganismy jsou obecné schopné rust pti pH od 1 do 11, coz zajist'uje jejich
obrovskou diverzitu (Tate 2000). Optimem pro vétSinu mikroorganismi je pH kolem 7, které
zajisStuje dobrou dostupnost zivin. Obdobné podminky preferuji i aktinomycety, které se
vyskytuji v alkalickych padach s vyssim pH (Slajsova 2011). Houby naproti tomu toleruji
kyselejsi piidy s nizSim pH (Killham 1994).



Kazdy enzym ma své pH optimum, pfi kterém jeho aktivita dosahuje vrcholu.
Hodnoty pod i nad timto optimem vykazuji aktivitu niz$i, v inhibi¢nich podminkach
dokonce zadnou (Tabatabai 1994). Optimalni pH pro B-glukozidazu a celbiozidazu se

nachézi v intervalu od 4 do 5 (Niemi a Vepséldinen 2005).

2.5 Kinetika pudnich enzymu

Méfeni enzymové Kinetiky v padé je dulezité pro zjisténi maximalni potencialni
aktivity a afinity daného enzymu k substratu, jehoz pfeménu katalyzuje

Rychlost dané reakce mizeme zjistit postupnym zvySovanim koncentrace substratu,
pficemz ostatni podminky ziistdvaji neménné (konstantni). Obecné lze biologické procesy
rozdélit do dvou kategorii: nultého fadu “zero-order a prvniho fadu “first-order. Rychlost
reakce u procest nultého fadu je konstantni a nezéavisla na koncentraci substratu, kdezto
rychlost reakce u procest prvniho fadu je pfimo umérna koncentraci substratu (Tate 2000).
Pii nizkych koncentracich substratu jde o reakci prvniho ftadu, kdezto ptfi vysSich
koncentracich, kdy je enzym nasycen, jde o reakci nultého fadu. Kinetiku enzymi s jednim

aktivnim mistem, kam se vaze substrat, popisuje kineticka rovnice Michaelise a Mentenové:

_ Viax * (5)
Tt )

Kde V je rychlost reakce, S je koncentrace substratu, Vma je maximalni rychlost
enzymove reakce, Ky, odpovida koncentraci substratu, pfi které rychlost konverze substratu
odpovida Vimax/2. Ky, také udava afinitu enzymu k substratu (Wallenstein et al. 2011). Pti
inhibici reakce substratem se pouziva modifikovana verze rovnice Michaelise a Mentelove,

kde K, pfedstavuje inhibi¢ni konstantu:

Vinax * (S)

Kn+ (5) + ()

v =

U Michael-Mentenovi funkce existuje pfima spojitost mezi teplotni sensitivitou V max
a aktivacni energii enzymatické reakce (Davidson a Janssens 2006). Hodnota K, se spolu
s teplotou zvySuje, coz snizuje afinitu enzymu k substratu a tudiz 1 jeho navazani. Pokud se
koncentrace substratu blizi hodnoté Ky, Vvliv teploty na V. mize byt snizen. To vede

k celkovému snizeni zavislosti enzymatické reakce na teploté (Davidson et al. 2006).
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Dalsim diilezitym prostfedkem pro zjistovani biologické odpoveédi na zmény teploty
je hodnota Qqo. Tato hodnota vyjadiuje zménu biologického procesu v reakci na zvyseni
teploty 0 10 °C (Lloyd and Taylor 1994).
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2.6 Arkticka oblast

Arktickd oblast zabird podstatnou ¢ést severni polokoule. Lezi severné od arktického
stromového pasma, kde se rozprostira na plose o rozloze 7,2x10° km?. Pfiblizng 66 % této
rozlohy nalezi Kanad¢ a Rusku. Pfevaznou cast 1éta je zde 24 hodin denniho svétla a naopak

na 24 hodin tmy ptipada téméf cela zima (Tarnocai 2009).

Pro arktické klima jsou charakteristicka kratkd, studend 1éta a dlouhé, extrémné
studené zimy. Primérna ro¢ni teplota dosahuje hodnot nizsich nez 0 °C a minimalni zimni
teploty méné nez -40 °C. Nejteplejsim mésicem je Cervenec s prumérnymi teplotami mezi 7
az 10 °C vjizni ¢asti a 3 az 5 °C v severni Casti. Nejchladnéj$im mésicem je naopak leden
S primérnymi teplotami mezi -20 az -40 °C (FitzPatrick 1997, Tarnocai 2009). Srazky se zde
pohybuji mezi 50 az 1200 mm za rok (FitzPatrick 1997). Pfevazn¢ jsou vsak nizké (60 az
160 mm) a vyskytuji se vétsinou ve form¢ snéhu (Tarnocai 2009). Podle Tedrow (1977)
rozeznavame v arktické oblasti tfi zdkladni klimatické subzony: polarni pousté, subpolarni

pousté a tundry.

2.6.1 Charakteristika odbérové oblasti

Severni
zemé

Karské more
more

Laptéva

&

% stiedni Sibii- Rusko

Obr.3: Poloostrov Tajmyr, Stiedni Sibir. Upraveno dle (2).

Tajmyr je poloostrov srozlohou piiblizné¢ 400 000 km?, tvofici cCast Sibifské

platformy. Povrch je ¢lenity s primérnou nadmotskou vyskou 500 m n.m.. V severni ¢asti se
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od vychodu k zdpadu tdhne pohoti Byrranga, dosahujici vysky 1 146 m n.m.. Pohoti je silné
zalednéné s 96 ledovci, které zabiraji uzemi o velikosti 30 km?. Nejsevernéjsi bod Tajmyru
mys Chelyuskin, je zaroven nejsevern¢jSim bodem FEuroasijského kontinentu. Nahorni
ploSina Putorana s vyskou az 1 700 m n.m. je vysoko poloZena planina vulkanickych hornin,
kterd tvofi pfirodni jizni hranici. Ndhorni ploSina je zénou polarni pousté piechazejici v zony
alpinské tundry na jejich svazich a lesni tundry pod nimi (Sale 2008).

Soufadnice odbérové oblasti (72,4928° s.5., 101,6418° v.d.) odpovidaji subzoné tundry.

Obr.4: Znazorneni oblasti Tundry s rozlohou 8,8 - 10° km?, priumeérnou rocni teplotou

pod -13 °C a primérnymi roc¢nimi srazkami mezi 100 az 210 mm (Post et al. 1982).

Charakteristickymi rostlinami pro subzéonu tundry jsou mechy, liSejniky, traviny,
kete, smrky, borovice, modfiny, ale 1 vrby. Dominantnimi ptidami jsou kambisoly, glejosoly
a histosoly, které se nachazejici predevsim v pfimoiskych oblastech a v depresich
(propadlinach). Dikazy zimniho zamrzani (promrzani) jsou pomérné vzacné a slabé podzoly
a luvisoly. Mezi dal$i vzacnéjsi pudy patii Cernice, andosoly a fluvisoly, jejichz vyskyt je
spojovan s fekami (FitzPatrick 1997)

V souvislosti se subzonou tundry se setkdvame s terminem periglacial, ktery jako
prvni popsal Lozinski (1912). Jde o oblasti, které nejsou pokryté véénym ledem “glacial

ice®, pfestoZe jsou vystaveny intenzivnimu promrzani. Z hlediska charakteristiky ptdniho

horizontu nalezneme v téchto arktickych tizemich aktivni vrstvu na povrchu, podpovrchovy
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permafrost a mezi témito vrstvami nalézajici se kryoturbacni vrstvu (Lozinski 1912,

Bockheim a Tarnocai 1998).

Aktivni vrstva pfi priblizné sile mezi 30 az 60 cm promrza kazdou zimu a rozmrza
kazdé 1éto, zatimco souvisld vrstva permafrostu, dosahujici na Sibifi sily od 100 az do 500

m, zistava zamrzla permanentné (FitzPatrick 1997, Tarnocai 2009).

2.7 Periglacialni (kryogenni) procesy arktické oblasti

Nejpodstatnéj§im procesem formujicim periglacialni atvary v arktickych oblastech je
opakujici se proces tani - tuhnuti vody v taméjsich ptdach nazyvany regelace (FitzPatrick
1997, Drake a Shreve 1973). Tarnocai (2009) uvadi, ze hlavnimi kryogennimi procesy, které
ovliviiyji vznik arktickych ptd, jsou kromé tani a tuhnuti vody také kryoturbace, mrazové
vzdouvani “frost heave®, kryogenni tfidéni “cryogenic sorting®, termalni krakovani “thermal

cracking® a rast masy ledu “ice build-up®.

2.7.1 Kryoturbace

Kryoturbace patii mezi jedny z nejbéznéjSich plidnich procest v arktickych padach.
Prvni podminkou ptisobeni kryoturbace je wvytvofeni organického horizontu. Vznik
organického horizontu je pfisuzovan malému mnozstvi organického materidlu, které je
pravidelné produkovéano vegetaci. Tento organicky material podléhéd v povrchové vrstvé pad
dekompozici plsobenim pidnich mikroorganismii a jejich extracelularnich enzymu.
V dtsledku hromadéni tohoto materialu se vytvaii organicky pudni horizont. Disledkem
kryoturbace mize byt poté pfemisténi Casti organického materialu do hlubsich ptdnich
vrstev (Bockheim a Tarnocai 1998). Spolu s organickym materidlem se translokuje i uhlik,
ktery se do pudy primarn¢ dostava fixaci CO, rostlinami a mikroorganismy z atmosféry.
Fixace CO; z atmosféry muze byt zvlasté pak pro severnéji polozené pudni oblasti jedinym
zdrojem uhliku (FitzPatrick 1997, Kokelj a Burn 2005).

Rozpustné organické latky (ziviny) se spolu s vlhkosti pfesouvaji pidnim horizontem
smérem dold, pficemz obohacuji permanentné zmrzlé vrstvy pid. Pohyby vody jsou fizeny
pusobenim gravitace a probihaji soubézné¢ s teplotnim gradientem — z pud s vyssi teplotou
do puad steplotou nizs§i (Kokelj a Burn 2005). Ke kryoturbacim dochazi na zakladé

rozli¢nych typt ptdnich prasklin (naruSeni), které jsou zptisobovany expanzi mrznouci vody
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a zapficinuji vertikalni i horizontalni pohyb ptidniho materidlu (Walker et al. 2002, Peterson

a Krantz 2003).

V ptipadé, ze se SOM dostane do studenéjSich a hlubsich vrstev, kde je rychlost
dekompozice organické hmoty vyrazné pomalejsi, mize byt pohibeny SOM zakonzervovan
po stovky i tisice let. Vysledkem je primérny obsah uhliku v kryoturbacni vrstve, dosahujici
hodnot pfiblizn€¢ 49 az 61 kg.m'z. Organicka vrstva pro srovnani obsahuje pfiblizné 43 az

144 kg.m™ (Tarnocai et al. 2007).

MORFPHOLOGY

Obr.5: Na obrdzku vievo vidime priibéh kryoturbace béhem 9 sezon (Hayse 1983).
Obrdzek vpravo odpovida vysledku kryoturbacniho procesu (3).
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2.8 Periglacialni utvary arktické oblasti

Formovani ledovych utvara vystavuje arktické pudy stresim a tlakiim, které vedou
k jejich deformacim a vyustuji v pfeuspofadani pudnich horizontd. Tyto procesy vedou
k neobvyklym morfologickym, termalnim, fyzikdlnim i chemickym zménam (Tarnocai
2007). Tyto zmény indukuji tvorbu unikétnich povrchovych ttvart, které se od sebe znacné

nejen morfologicky lisi a jejich klasifikace neni vzdy snadné (FitzPatrick 1997).

Tyto povrchové utvary popsal jiz Washburn (1956), pficemz je rozd¢lil na tfidéné
“sorted” a netfidéné “non-sorted. Kamenné kruhy a polygony patii mezi tfidéné utvary,
ostatni zminéné mezi nettidéné. Ttidéné se vyskytuji v mnoha odliSnych forméch a vytvareji
systémy, které jsou formovany kameny a balvany. Také netiidéné jsou velice rozli¢né

a mohou vytvaiet systémy, které vSak neobsahuji formace kament ¢i balvant.

Obr.6: Schéma naznacujici obecnou zavislost mezi sklonem svahu, kamennou masou
(stoniness) na povrchu pud, vzddlenosti mezi povrchem a permafrostem, vodnimi
podminkami a vegetaci. V prikré nejvyse polozené casti svahu nalezneme tory [1] a “talus
cones " [2], které jsou modelovany hromadénim, zvétravianim a sesuvem skalniho materidlu.
Svah dale prechazi v oblast kamennych mori [3], kde dochdzi k tristeni materidlu mrazem,
deflaci vétrem a pocetnym kamennym sesuviim. V oblasti kamennych kruhii [4], které se
tvori na silné kamenitém podlozi, sklon svahu dale klesa. Sklon se poté prudce zvySuje na

hodnoty okolo 25° a vytvari se pruhy “stripes* [5] s moznym vyskytem vegetace. Pruhy se
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meni v terasy (6) s vegetaci a vodou, kterd se zde akumuluje nad vrstvou permafrostu., jak

sklon opét klesda. V niZindch se objevuji pinga [7] a polygony [8] s ledovymi kliny “ice
wedges . Upraveno dle (FitzPatrick 1997).

2.9 Priklady vvznamnvch utvaru vyskytujicich se v arktickych
oblastech

2.9.1 Podpovrchové

Permafrost

Permafrost je definovan jako zemé, kterd ziistava zamrzla nejméné po dva roky, ale
obecné jde o pudy zmrzlé permanentné. Vyviji se uz pfi teplotach lehce pod 0 °C. Nachazi
se 1 v teplejSich oblastech Sibife, a to diky pusobeni lest, které snizuji mnozstvi do pady
vstupujiciho tepla (FitzPatrick 1997). Nejsilngj$i vrstva permafrostu (1500 m) se nachazi na
Sibifi v oblasti Schalagonzy (Baranov a Kudfryavtsev 1963). Permafrost obecné najdeme na
26 % svetové pevniny (Williams a Smith 1989). Na ruském uzemi pidy s permafrostem
&itaji 11 miliont km?, coZ inf 65 % povrchu Ruska (Makeev 1993). Kryosoly, ve kterych se
permafrost nachézi v sile vice nez 2 m, zahrnuji 18 milionti km?, coz predstavuje asi 13 %

svétové pevniny (Bockheim et al. 1994).
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Obr.7: Svétovd mapa rozsireni permafrostu. Upraveno dle (5)
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Ledové kliny

Jsou ledové ttvary expandujici pidnim horizontem smérem doltl, pfi¢emz se vyvijeji,
je- li praimérna roc¢ni teplota nizsi nez -6 °C. Pokud teplota aktivni vrstvy klesne k -15 az -20
°C, zem¢ (v€etné¢ permafrostu) se rozpadne do hexagonalnich nebo obdélnikovych systémii,
majicich od 10 do 30 m v priméru. Takovéto systémy se nazyvaji polygony (Mackay
1993a,b, 1995). Vlivem tani se voda dostane do prasklin mezi polygony a zmrzne. V 1ét¢
tyto praskliny pfikryje piida a led pohibi (Lauriol et al. 1995). Cast ledu roztaje a zpiisobi
pieskupeni materidlu. Tento proces se mnohokrat opakuje. Dusledkem je rist klind, pficemz

Vv oblastech Sibife mohou byt i 10 m Siroké a 50 m hluboké (Lachenbruch 1962).

2.9.2 Povrchové

Termokarst

Termokarst je kopcovity terén, ktery je formovan nerovnomérnym tanim
permafrostu, v dusledku zvySovani teploty, zkazy vegetace, pozaru, zaplav, nebo
odlestiovani. Zvlastnim typem termokarsti je “alas®. Propadlina plnici se vodou a tvofici
jezera, kterd se syti sedimenty, nacez se z nich vytvéareji periglacialni Gtvary jako napiiklad

ledové kliny (FitzPatrick 1997).

Pingo

Je kruhovy kopcovity ttvar s ledovym jadrem. Mohou byt az 60 metra vysoké a 300
m Siroké. Podle vSeho existuji dva druhy. Pinga typickd pro oblast tundry, kterd vznikaji
diky uUnikiim vody znesouvislé vrstvy permafrostu. A pinga oblasti s kontinudlnim
permafrostem vznikajicich z naplavenin ¢i ze dna diivéjsich jezer. Vyskytuji se ve shlucich

(FitzPatrick 1997).

Polygony

Rozd¢€lujeme do skupin polygonil s nizkym centrem a s centrem vysokym. Polygony

tvofi schémata podobna sitim. Vznik a charakteristika viz ledové kliny.
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2.10 Mikroorganismy arktické oblasti a permafrostu

Permafrost s teplotou pohybujici se v arktickych oblastech od 0 do -17 °C, funguje
jako fyzikalni a biogeochemicka bariéra, ktera omezuje vstup vody a dalSich faktord
ovliviwyjici prostiedi do sebe sama (Gilichinski 2002, Vorobyova et al. 1997). V tomto na
prvni pohled nehostinném prostfedi nalezneme mnoho mikrobialnich druhti, pfi¢emz nékteré
Znich patfi mezi nejstarSi zijici na Zemi. Biomasa téchto mikrobd, je zde Ccasto
mnohonasobné vyssi, nez je tomu ve vyssich pidnich horizontech (Steven et al. 2006). Az
80 % bakteridlni populace permafrostu tvofi ultramikroformy bakterii, které jsou
charakteristické siln¢ zahuSténou bunéCnou sténou, nehomogenni cytoplasmou, ktera
obsahuje mnoho agregatt, tésné sbalenymi ribozomy, nukleusem z fibroidniho materialu
smalymi vezikuly, a velkymi dutinami, které se vytvareji formaci ledovych krystald
(Dmitriev et al. 2000, Vorobyova et al. 2001, Soina et al. 2004). Pro mikroby je
V permafrostu stézejni ochranna tekuta vrstva vodného roztoku, kterd jim umoziuje prezit -
byt aktivni, zabrafiuje zni¢eni mikrobt ledovymi krystaly a slouzi jako zivny roztok pro
mikrobidlni rast (Gilichinsky 2002). Zachovalost DNA ve vrstvach permafrostu navic
nasvédcuje tomu, Ze tamni bakterie mély/maji schopnost pomalé metabolické regenerace

poskozené DNA (Willerslev et al. 2004).

Mikroorganismy jsou Vv podminkach permafrostu schopné jak rlst, tak i
metabolizovat. Rychlost metabolismu mikroorganismi v permafrostu, mizeme podle Price a
Sowers (2004) rozd¢lit do tfi skupin: rychlost dostate¢na pro bakterialni rast, rychlost
dostacujici pro zachovani metabolismu a rychlost dostate¢na pro preziti. Minimalni teplota,
pti které mikroorganismy metabolizuji doposud nebyla piesné uréena. Steven et al. (2006)
ale pfi méfeni dokdzali, Ze dokonce i pii nejnizsi testované teploté¢ -40 °C byla prokazéna
fixace CO, mikroorganismy. Ackoliv je aktivita mikroorganismi v permafrostech nizka,
muze mit vyznamny dopad na globalni kolob¢éh prvku jako je uhlik, dusik a sira naptiklad

tim, Ze syntetizuji enzymy (Rivkina et al. 2004).
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2.11 VIiv uhliku v pudach permafrostu na globalni oteplovani

Pudnim systémim je obecné piisuzovana dvoji role uschoven “sink* a producenti
“source* uhliku, ptfi¢emz terestrické a ptimoiské permafrosty jsou oznaCovany  za vilbec
nejzranitelnéj§i zasobarny uhliku na Zemi (Osterkamp 2001, Zimov et al. 2006).
Celosvétové zasoby organického uhliku, které existuji ve form& SOM jsou pfinejmensim
ctytikrat vétsi, nez celosvétové zasoby uhliku v atmosféfe a v Zivych rostlindich dohromady
(Jobbagy a Jackson 2000). Asi jedna tietina téchto veSkerych pudnich zasob uhliku se
nachazi na severni polokouli v obrovskych vrstvach zmrzlé pudy, které se vyskytuji
piiblizné na 24 % plochy této polokoule (Gorham 1991, Zhang et al. 1999). Pii zvySujici se
teplot¢ dochazi k rychlejsi dekompozici SOM, vyssi aktivité pudnich enzymi as tim
souvisejicimu vysSimu uvolilovani hlavnich sklenikovych plynt (CO2, CH4 a N20O) do

atmosfeéry.

Za tvorbu sklenikovych plynl jsou zodpovédné mikroorganismy, jejichz aktivita je
ovliviiovana vlastnostmi plidy a klimatickymi podminkami (Wagner a Liebner 2009,
Elverland 2009). Tanim permafrostu se do atmosféry mize uvolnit velké mnozstvi
sklenikovych plynti, coz bezesporu pfispéje ke globalnimu oteplovani a zaptiCini zménu

charakteru ekosystému arktické tundry a s ni dalsi uvoliiovani uhliku (Oechel et al. 1993).

Podle IPCC (4) teploty povrchu arktické pevniny rostou vyraznéji nez kdekoliv jinde
na Zemi. Wuebbles a Hayhoe (2002) na zaklad¢ vypocti predpokladaji, Ze metan, ktery
unikd z arktickych permafrosti miize zvysit ucinek sklenikovych plynti az o 20 %. Diky
témto zménam Nelson et al. (2001) predpokladd, ze by mohlo dojit k tani permafrostu na
zna¢ném uUzemi Sibife, coZ by mélo za nasledek zesilovani aktivni vrstvy (organického
horizontu). Ve vychodni Sibifi by se do konce 21. stoleti mohla zvySit primérna rocni
teplota ptidy az 0 6 °C a aktivni vrstva pudy zesilit az o 2 m (Stendel et al. 2007). Anisimov
et al. (1999) zase uvedl, Ze by do roku 2100 mohlo zmizet az 25 % oblasti s vyskytem

permafrostu.
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3. Metodika

3.1 Odbérova oblast a odbér pudnich vzorku

Major Soil Types
Albeluvisols ;:] Luvisols

| Acrisols - Phaeozems

- Andasols - Planasols
Arenosols [ Padzols

) - Chernozems Regosols

Calcisols - Solonchaks

i - Cambisols Solonetz
- Cryosols Stagnosols
Fluvisols [ Technosols

- Gleysols - Umbrisols

- Histosols Water

E Kastanozems |:| Glacier

Leptosals

Obr.8: Klasifikace piid severniho poldrniho kruhu s vyznacenim odbérové plochy (4).

Odbérova plocha se nachdzela v oblasti stiedni Sibife na nejsevernéjSim poloostroveé
Eurasie — Tajmyru. Zemépisné soufadnice 72,4928° s.§. a 101,6418° v.d. odpovidaji subzoné
tundry. Pidami odbérové oblasti jsou piedevSim kryosoly, které se charakteristicky
vyskytuji na kontinudlni vrstvé permafrostu a také fluvisoly s charakteristickym vyskytem

kolem fi¢nich siti. Podrobnéjsi charakteristika v kapitole 2.6.1.

Odbér pudnich vzorku se uskuteénil v srpnu roku 2011. Vzorky se odebiraly z lokalit
odpovidajicich charakteristické vegetaci pro zvolenou oblast a ze dvou ptidnich horizonti —
organického (hloubka 5 az 20 cm) a kryoturba¢niho (hloubka 40 az 60 cm). Dale byly
vzorky homogenizovany pies sito s velikosti ok 5 mm a ulozeny ve 4 °C pted dalSimi

analyzami
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3.2 Stanoveni suché hmotnosti pudy (susiny)

Suchéd hmotnost piidy (susina) je bezrozmérna veli¢ina, ktera urcuje podil hmotnosti
suché pudy v 1 g Cerstvého vzorku. SuSina byla ziskana navazenim pftiblizné 4 g ptdniho
vzorku v predem zvazené vazence. Po zvazeni byl pudni vzorek vysousen po dobu 16 hodin
pii 105 °C do konstantni hmotnosti. Nakonec byl vzorek pfevazen a pfipraven k dalSimu
pouziti.

Vypocet suché hmotnosti pudy (s):

ms —my
S=\—"""
mp; —my
Ms - hmotnost vazenky se suchou pudou po vysuseni (g)

My - hmotnost vazenky (g)

M; - hmotnost vazenky s vlihkou piidou pred vysusenim (g)

3.3 Pouzité roztoky a substraty

Béhem pokusu se soubézné meétilo celkem 5 piidnich enzymi (betaglukozidaza,
celobiozidaza, fosfataza, chitindza a alanin aminopeptidaza). Tato prace se vénuje
vyhodnoceni aktivit pouze dvou kli¢ovych enzymil pii degradaci celulozy (betaglukozidazy

a celobiozidazy).

3.3.1 Fluorogenni substraty

Pro méfeni enzymatické aktivity byly pouzity nasledujici zdsobni roztoky substratt:

" 4-methylumbelliferyl B-D-cellobiopyranoside (MUFC)

*  4-methylumbelliferyl B-D-glucopyranoside (MUFG)
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Tab.1: Tabulka pouzitych enzymui, fluorogennich substratu (MUF) pouzitych pri méreni

enzymatické aktivity, cilovymi molekulami degradace a vyslednych prvkii.

Enzym Substrat Degradace Prvek
B-glukozidaza (EC 3.2.1.21)  4-MUF-B-D-glukopyranosid celulozy uhlik
Celobiozidaza (EC 3.2.1.91)  4-MUF-B-D-celobiopyranosid celulozy uhlik

3.3.2 Kalibra¢ni roztok

Jako kalibra¢ni roztok byl pouzit 1,0 mM MUF (4-methylumbelliferyl). 1,0 mM
MUF byl ziskan rozpusténim 3,52 mg MUF v 20 ml DMSO. Z tohoto zasobniho roztoku

byla dale pfipravena fedici fada o koncentracich 50, 25 a 5 mM.

3.3.3 Zasobni roztoky fluorogennich substratu

Jako zdsobni roztoky slouzily 2,75 mM MUFG a 2,50 mM MUFC. 2,75 mM MUFG
byl ziskan rozpusténim 0,0186 g MUFG v 20 ml DMSO (dimethylsulfoxidu). 2,50 mM
MUEFC byl ziskén rozpusténim 0,02502 MUFC v 20 ml DMSO. Tyto zasobni roztoky byly

dale fedény redestilovanou vodou, diky ¢emuz byla vytvorena fedici fada o koncentracich:

2000, 1000, 500, 125, 50, 25,5 a 2,5 mM.

3.3.4 Kone¢na koncentrace

Kone¢né koncentrace pudnich substrati bylo dosazeno napipetovanim 200 pl
pudniho extraktu nebo 200 pl redestilované vody do mikrodesticky k 50 ul fluorogenniho
substratu o pfislusné koncentraci. Kone¢né koncentrace tedy byly: 400, 200, 100, 50, 25, 10,
5a2,5mM.

3.5 Méreni kinetiky a teplotni zavislosti B-glukozidazy a
celobiozidazy

Kinetika se méfila pro 6 riiznych teplot (0, 5, 10, 20, 30, 40 °C) a 8 koncentraci
fluorogennich substratt MUFG a MUFC.
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3.5.1 Pouzita metoda

Aktivita studovanych enzymut B-glukoziddzy a celobioziddzy byla méfena pomoci
fluorimetrick¢é metody. Pfi této metod€ se vyuziva mikrodesticka o 96 jamkach, ktera
umoziiuje analyzu (promeéteni aktivity) velkého mnozstvi pidnich vzorkdl (enzymi) v
relativné kratkém case pii zvoleném poctu opakovani (Marx et al. 2001). Méfeni
fluorescence probihalo pomoci mikrodestickového analyzatoru Infinite F200 (TECAN,

Switzerland) s excitaci 360 nm a emisi 465 nm.

3.5.2 Priprava pudnich vzorki

Extrakce pudniho vzorku probihala bezprostiedné pred zacatkem méfeni.
K odvazenému 1,5 g ptidy bylo ptidano 150 ml redestilované sterilni vody. Kadinka se smési
byla vlozena do ledové tristé. Poté byl pudni extrakt homogenizovan pomoci
homogenizatoru Utra-Turrax (IKA, Germany) pfi maximalni rychlosti po dobu 4 minut.
Homogenat byl ptfed vlastni analyzou umistén do chladu (4 °C). Po napipetovani

fluorogennich substrata a standardti do mikrodesti¢ek bylo piidano 200 ul homogenatu.

3.5.3 Méreni fluorescence enzymi

Do pfislusnych jamek mikrodesticky bylo nejprve napipetovano 50 ul odpovidajicich
substratu (MUFG, MUFC) z ptfipravenych zasobnich roztokd o koncentracich 2,5, 5, 25, 50,
125, 500, 1000, 2000 mM. Poté bylo napipetovano 50 pl kalibra¢niho roztoku (MUF)
v koncentracich 5, 25 a 50 mM. Déle bylo do odpovidajicich jamek napipetovano 50 pl
redestilované vody, ktera slouzila jako negativni kontrola. Nakonec bylo pomoci multipipety
do vSech jamek napipetovano 200 pl pidniho homogenatu. Mezi jednotlivymi useky

pipetovani se ménily Spic¢ky, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku.
Mikrodesticky byly néasledné temperovany v inkubatorech pii piislusnych teplotach
1 h. Poté byly bez vicek vkladany do mikrodestickového analyzatoru, kde byla métena

fluorescence béhem 2 kinetickych cykld, po 1 a po 12 h. Vysledkem fluorescence byly tedy
hodnoty pro 2 prava a 2 technickd opakovani, celkovy pocet pozorovani byl 4 (n =4).
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Vypocet kinetiky enzymatickych reakci (rovnice Michaelise a Mentelové)

Vmax.

Vmax/2

Rychlost reakce v (aktivita)

Km

Koncentrace substratu S
Obr.9: Model zavislosti koncentrace substrdtu na aktivité enzymu podle Michaelise a
Mentelové (6).

_ Vinax * ()
T Kt )

V - rychlost enzymatické reakce (nmol/h/g)
Vmax - maximalni rychlost enzymatické reakce
S - pocatecni koncentrace substratu (mM)

Km - Michaelisova konstanta (Afinita enzymu K substratu. Je dana koncentraci substratu,
pri které je dosazeno polovicniho nasyceni enzymu a tim i polovicni maximalni rychlosti

reakce.)
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Vypocet enzymatické aktivity:

A
aktivita = (—)
B-C-D-E
A - narust fluorescence po odecteni blanku (F)
B - smérnice kalibrace (F-min™-I*/ umol)
C - navazka vlhké pudy (Q)
D — hmotnost susina

E - objem extrakcniho cinidla (1)

Vypocet teplotni zavislosti:

Nameétené hodnoty teplotni zavislosti byly prolozeny linearni interpolacni funkci
(polynomicka funkce 1. stupn€), ktera ndm svou strmosti naznacila miru teplotni zavislosti
enzymi. Tato funkce odpovida Eukleidovské geometrii, ktera tikd, ze dvéma riznymi body

prochdzi jedind ptimka.

y=f(x)=ax+b
a—je hodnota smérnice

3.6 Koeficient Q10

Koeficient Qo udava stupeit zmény aktivity enzymu v zavislosti na zmén¢ teploty
0 10 °C. (Kolikrat se rychlost reakce/aktivita enzymu zvysi, zvysi—li se teplota o 10 °C).
Koeficient Q1o byl vypocitan pro dva teplotni intervaly (0 az 10 °C a 10 az 20 °C).

Vypocet koeficientu Qp:

Q10 = EXP(SLOPE - 10)

Q1o — udava kolikrat se zvysi aktivita enzymu pri zmené teploty o 10°C

EXP — Exponencialni funkce
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SLOPE — Hodnota smeérnice (vyjadiuje teplotni citlivost kazdého kinetického parametru

enzymu)

3.7 Zpracovani dat

Pro zpracovani dat a jejich grafickou prezentaci byl pouzit program Microsoft Excel
(vypocet primérta a smérodatnych odchylek). Pro vypocet kinetickych konstant Vinax @ Ky, @
nelinearni regresni model podle Michaelis-Mentenové byl pouzit program GraphPad Prims

4.0.
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4. Vysledky

4.1 Kinetika enzymu v pudach Tajmyru

Pii testovanych teplotach (0, 4, 10, 20, 30 a 40 °C) byly u B-glukozidazy i
celobioziddzy v obou pudnich horizontech naméfeny odlisSné prabéhy kinetiky. f-
glukoziddza v obou pidnich horizontech dosahovala vysSich aktivit nez celobiozidéaza.
V organickém horizontu byly naméteny hodnoty o tad vyssi, nez tomu bylo v horizontu

kryoturbaénim.

U B-glukozidazy v organickém horizontu (Obr.10A) byly pfi méteni kinetiky pro
teploty 0, 4 a 10 °C, zjistény mezi jednotlivymi zvySujicimi se koncentracemi substratu
nizké hodnoty Vmax (nizky narast aktivity). U teploty 20 °C byl nartst vyrazngjsi. Nejvyssich
hodnot Vmax @ S nimi i nejvyssich hodnot Ky, dosahla B-glukozidaza u méiené teploty 40 °C,
pii¢emz hodnoty Vyax I Ky pro 30 °C byly jen lehce nizsi. V kryoturba¢nim horizontu byl
vyvoj kinetiky B-glukozidazy u teplot 0, 4, 10 a tentokrat i 20 °C velice podobny tomu
v organickém horizontu pii teplotach 0, 4 a 10 °C (Obr.10B). Dalsim rozdilem byly
naméfené hodnoty Viyax @ Ky pii 30 °C, kdy se prabeh kinetiky B-glukozidazy
Vv kryoturba¢nim horizontu podobal pribéhu v organickém horizontu pii 20 °C. Nejvyssich

hodnot Vax @ Ky opét dosahla B-glukozidaza pii 40 °C.

U celobiozidazy byl v organickém horizontu (Obr.11A) zjistén podobny pribéh
Kinetiky jako v témze horizontu u B-glukozidazy. Celobiozidaza se vSak lisila ve vyvoji
kinetiky u teploty 40 °C, u které byly naméfené nizsi hodnoty Vmax nez u teploty 30 °C.
V kryoturba¢nim horizontu byla aktivita celobiozidazy vibec nejnizsi (Obr.11B). Vyvoje
kinetik pii teplotach 0, 4, 10 a 20 °C si byly podobné, stejné jako kinetiky naméfené pii
teplotach 30 a 40 °C. Rozdily mezi témito skupinami nebyly tolik zdsadni, jak tomu bylo

Vv ostatnich piipadech.
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A) B-glukozidaza - organicky horizont

800 1 m40°C
T
700 1 30°C
—~ 20°C
(@]
< 600 H m10°C
2 500 4°C
c
5 400 0°C
Z 300
kY
< 200
100 — n
0 v v v v .
50 100 150 200 250
MUFG (mM)
B) B-glukozidaza - kryoturbaéni horizont
125 m 40°C
30°C
100 20°C
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=
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Obr.10: Vyneseni kinetiky [-glukoziddazy (zavislosti aktivity enzymu na dostupnosti
substratu) pro jednotlivé teploty (0, 4, 10, 20, 30, 40 °C) v organickém (A) a kryoturbacnim
(B) horizontu (n = 4).
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A) Celobiozidaza - organicky horizont
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B) Celobiozidaza - kryoturba¢ni horizont

6 » W 40°C
. - 30°C
5 o ZOOC
= m10°C
= 4
= 4°C
2 o
£ 3 0°C
8
s 2
x —A
<1
0 w . - - - .
0 100 200 300 400 500

MUFC (mM)

Obr.11: Vyneseni kinetiky celobiozidazy (zavislosti aktivity enzymu na dostupnosti
substratu) pro jednotlivé teploty (0, 4, 10, 20, 30, 40 °C) v organickém (4) a kryoturbacnim
(B) horizontu (n = 4).
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4.2 Teplotni zavislost aktivity enzymu v pudach Tajmyru

Vsechny zjisténé teplotni zdvislost Ve (maximalni enzymatické aktivity) byly
pozitivniho charakteru (tj. s rostouci teplotou rostla aktivita enzymut). Vysledky ukazuji, ze
teplotni zavislost Vimax je pro B-glukoziddzu v organickém (a = 0,0803) i kryoturba¢nim
horizontu (a = 0,0891) velice podobna, coz potvrzuji i hodnoty koeficientu Qjo (Obr.12A). U
celobiozidazy byly rozdily v teplotni zavisloti Vmax mezi obéma horizonty vyraznéjsi
(Obr.12B). Zatimco v organickém horizontu byla zjiSt€éna vysoka teplotni zavislost Vax

(a=0,097), v kryoturba¢nim byla velice nizka (a = 0,01583).

A) B-glukozidaza - Vmax B) Celobiozidaza - Vmax
® Organicky horizont Kryoturba¢ni horizont ® Organicky horizont Kryoturbacni horizont
~ 81 ~ 8
(=2 (=
= 71 =7
o) :
£ 54 £ 5 ®
% 4 4 % 4
E 37 £ 3
2 2 22
e o
-1 -1
0 . . . . . 04 . . . . .
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Teplota (°C) Teplota (°C)

Obr.12: Teplotni zavislosti logaritmovanych hodnot Vmax f-glukozidazy (A) a celobiozidazy

(B) Vv organickém a kryoturbacnim horizontu odbérové oblasti (n = 4).
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U vysledka teplotni zavislosti Ky, (miry afinity enzymu k dodanému substratu) byla
zjisténa vyrazné€j$i variabilita. U B-glukozidazy byla v organickém horizontu naméfena
nejvyssi pozitivni teplotni zavislost Kn, (a = 0,0345). Naproti tomu v kryoturba¢nim
horizontu byla teplotni zavislost velmi nizka (a = 0,003) (Obr.13A). U celobiozidazy byly
teplotni zavislosti Ky mezi organickym a kryoturba¢nim horizontem velice odlisné.
V organickém horizontu byla zjiSténa velmi slaba pozitivni zavislost (a = 0,0127), zatimco

Vv kryoturba¢nim horizontu byla zjisténa zavislost vyrazné negativni (a = -0,1074) (Obr.13B).

C) B-glukozidaza - Km D) Celobiozidaza - Km
® Organicky horizont Kryoturbaéni horizont ® Organicky horizont Kryoturba¢ni horizont
6 6 'I
g s
° ©
E 4 . E 4 A
.3 s 3
€ E o
2 20
% é PN =
£ 4 = 1 - [ ] Y
0+ T T T T " 0 T T T T \
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Teplota (°C) Teplota (°C)

Obr.13: Teplotni zavislosti zlogaritmovanych hodnot Km S-glukoziddzy (C) a celobioziddzy

(D) v organickém a kryoturbacnim horizontu odbérové oblasti (n = 4).

Rozklad polymerni celulozy, na kterém se podili hlavné celobiozidaza, neni
Vv kryoturba¢nim horizontu urychlen se zvysujici se teplotou. To by mohlo byt zptisobeno

snizujici se dostupnosti substratu, ktery se projevuje snizenim Km pfi zvysujici se teplot¢.
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4.3 Koeficient Q10

Nameétené hodnoty Qi byly u B-glukozidazy v obou teplotnich intervalech i v obou
pudnich horizontech pozitivniho charakteru a velice podobné (Obr.14A). V teplotnim
intervalu od 0 do 10°C vSak byly hodnoty Qo V organickym i kryoturba¢nim horizontu
vys$§i. U celobiozidazy bylo variaci v naméfenych hodnotich Qo vice (Obr.14B).
V organickém horizontu byla naméfena vys$si hodnota Qi V teplotnim intervalu od 10 do 20
°C. V kryoturba¢nim tomu bylo naopak, pficemz v intervalu od 10 do 20 °C vykazovala

hodnota Q1o negativni charakter.

Ve vzijemném srovnani enzyml dosahovala vysSich hodnot Qip téméi ve vSech
piipadech B-glukoziddza. Jedinou vyjimkou byla hodnota Qg V organickém horizontu
celobiozidazy v teplotnim intervalu od 10 do 20 °C, ktera byla zaroveni hodnotou nejvyssi.
Nejniz§i hodnota lezela ve stejném teplotnim intervalu, ale v kryoturbaénim horizontu.
Hodnoty Qo byly ve vSech piipadech vyssi v organickém horizontu nez v kryoturba¢nim.
Zajimavosti srovndni obou enzymi bylo konstatovani, ze u obou enzymu byly hodnoty Q19

pro kryoturbac¢ni horizont v teplotnim intervalu 0 az 10 °C vyssi nez v intervalu 10 az 20 °C.

A) B-glukozidaza - Vmax B) Celobiozidaza - Vmax
B Organicky horizont  BKryoturba¢ni horizont B Organicky horizont B Kryoturba¢ni horizont
3 1 3 -
2,5 - 25 A
2 1 2 4
15 15 A
11-- 14--
0,5 0,5 1
0 - 0
Q10 (0-10°C) Q10 (10-20°C) Q10 (0-10°C) Q10 (10-20°C)

Obr.14: Grafické vyneseni hodnot Q1 (teplotni intervaly 0 az 10 °C a 10 az 20 °C) pro
Vmax  f-glukoziddzy (A), celobioziddzy (B) a zménu jejich aktivity v organickém a
kryoturbacnim horizontu. Pozn: Prerusovand cara v grafech ukazuje hranici mezi pozitivni a

negativni teplotni zavislosti enzymovych aktivit (n = 4).
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Narast hodnot K, byl pozorovan pouze v ptipad¢ B-glukozidazy v organickém horizontu a to
Vv obou teplotnich intervalech (Obr.15C). V teplotnim intervalu 0 az 10 °C byl narust afinity
vyraznéjsi nez v intervalu 10 az 20 °C. V kryoturba¢nim horizontu byla zjisténa negativni
teplotni zavislost Km B-glukozidazy. U celobiozidazy byla zjisténa témét nulova teplotni
zavislost v kryoturba¢nim horizontu v teplotnim intervalu (0 az 10 °C) (Obr.15D).

V ostatnich ptipadech byla u celobioziddzy namétena zdvislost negativni.

Nejvyssi pozitivni teplotni zavislost K, vykazovala B-glukoziddza v organickém
horizontu a teplotnim intervalu 0 az 10 °C. Nejvyssi negativni pak celobioziddza
Vv kryoturba¢nim horizontu a teplotnim intervalu 10 az 20 °C. Zajimavosti opét bylo, ze u
obou enzymt byly hodnoty Q1o pro kryoturba¢ni horizont v teplotnim intervalu 0 az 10 °C

vyss§i nez v intervalu 10 az 20 °C.

C) B-glukozidaza - Km D) Celobiozidaza - Km
B Organicky horizont B Kryoturbacni horizont B Organicky horizont B Kryoturbaéni horizont
1,75 1 1,75 1
1,5 1,5 A
1,25 1,25 A
1 14------9mr------"=--------
0,75 0,75 A
0,5 0,5 A
0,25 0,25 A
0 1 0 T "
Q10 (0-10°C) Q10 (10-20°C) Q10 (0-10°C) Q10 (10-20°C)

Obr.15: Grafické vyneseni hodnot Q1 (teplotni intervaly 0 az 10 °C a 10 az 20 °C) pro Km
[-glukozidazy (C), celobiozidazy (D) a zménu jejich afinity k substratu v organickém
a kryoturbacnim horizontu. Pozn: Prerusovana cara v grafech ukazuje hranici mezi pozitivni

a negativni teplotni zavislosti enzymovych aktivit (n = 4).

34



5. Diskuze

5.1 Kinetika enzymu v pudach Tajmyru

Celosvétové zasoby organického uhliku nachazejiciho se ve formé SOM jsou
pfinejmensim Ctyfikrat vétsi, nez celosvétové zasoby uhliku nachdzejiciho se v atmosféfe a v
zivych rostlinach (Jobbagy a Jackson 2000). Predpokladd se, Ze dekompozice téchto
obrovskych zasob SOM a nasledné i plidni respirace a produkce CO; se zvysi spolu
S teplotou (Davidson a Jannsens 2006). Naprosta vétsina téchto predikci, tykajicich se vztaht
mezi zménami teploty a mikrobialni aktivity, v§ak nebere v potaz kinetiku extracelularnich

enzymd, sekretovanych do pidy mikrobidlnimi dekompozitory (Allison et al. 2010).

Nase vysledky, popisujici kinetiku B-glukoziddzy a celobiozidazy pfi Sesti teplotach
(0, 4, 10, 20, 30 a 40 °C) v Tajmyrskych pudach, potvrzuji tvrzeni o teplotni zavislosti
enzymi, které ve své praci nastinil Wallenstein et al. (2009). Zména aktivity B-glukozidazy a
celobiozidazy se pii 6 métenych teplotich v organickém a kryoturba¢nim horizontu se
zvySujici se koncentraci substratu liSila. Obecné bylo zjiSténo, ze az na vyjimky byl narist
aktivity obou enzymil v pudnim profilu pii teplotach 0 az 20 °C nizky. Naopak pfii teplotach
30 az 40 °C byl narast enzymatické aktivity podstatné vyssi.

Vysledky kinetiky B-glukozidazy v arktickych ptudach Aljasky ve své praci zvetejnili
German et al. (2012). Pfi pouziti stejné metody doSli pii méfeni enzymatické aktivity
v organickém horizontu k odliSnym vysledkiim. Piestoze se stejné jako v nasi praci aktivita
B-glukozidazy zvySovala spolu s testovanou teplotou, v Aljasskych padach vykazovala vyssi
afinitu k substratu uz od nizkych teplot, coz mé¢lo za nasledek i vyssi aktivitu pfi nizkych
teplotach. Celkové maximalni naméfené hodnoty aktivity B-glukoziddzy v Aljasskych
pudach, byly tadove ctyfikrat vys$$i, nez nami zjiSt€né hodnoty aktivity B-glukozidazy
v pidach Tajmyru. Tento podstatny rozdil v aktivit¢ a afinit€¢ enzymi K substratu mezi
jednotlivymi arktickymi oblastmi, mize byt do jist¢ miry vysvétlen dobou odbéru. Nase
vzorky byly odebirany v Iét¢ (v srpnu), coz je obdobi, které Wallenstein et al. (2009)
v arktickych piidach oznacili za obdobi s nejnizs§i enzymatickou aktivitou i afinitou enzymu
K substratu. To je patrné zpusobeno nedostatkem pudniho dusiku nezbytného k syntéze
enzymil. Naopak nejvyssi aktivita enzymil byla zjisténa v poslednich dnech zimniho obdobi
a na zacatku jara, kdy zacina sezonni rozmrzani organického horizontu. Wallenstein et al.

(2009) predpokladaji, ze je tato vysoka enzymaticka aktivita dana ¢innosti mikroorganismt
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v zimnich mésicich, kdy syntetizuji enzymy S nizkymi teplotnimi optimy, jejichz aktivace
souvisi s timto jarnim rozmrzanim (Huston et al. 2000).

Z naSich méfeni dale vyplynulo, ze aktivita B-glukozidazy je v pudach Tajmyru jak
Vv organickém tak i v kryoturba¢nim horizontu vyssi nez aktivita celobiozidazy, coz ve své

praci potvrzuje i Tabatabai (1994), ktery definuje B-glukozidazu v piidach jako dominantni

enzym.

5.2 Teplotni zavislost aktivity enzymu v pudach Tajmyru

Prizptisobeni citlivosti enzymu k teplotnim podminkam na zakladé zemépisné Sitky,
nebylo u plidnich enzymi doposud prokdzano. Obecné piijimanou myslenkou vsak je, ze
enzymy adaptované pro chladné oblasti jsou citlivgjsi ke zménam teploty nez ty, které se
vyskytuji v oblastech teplejSich (Koch et al. 2007). Primarné je tato citlivost ddna odliSnou
strukturou enzyml adaptovanych pro chladné oblasti, coZz zapficinuje napiiklad rychle;si
navazani substratu do aktivniho mista pii nizkych teplotach, ale také muze vést k rychlejsi

denaturaci téchto proteint a tedy i ztraté jejich funkce pfi teplotach vysSich (Hochachka a

Somero 2002).

Stejn¢ jako German et al. (2012), 1 my jsme zjistili, Zze vSechny zjiSténé teplotni
zavislosti Vinax byly pozitivniho charakteru (tj. s rostouci teplotou rostla aktivita enzym).
Zjistili jsme, Ze B-glukozidaza (a = 0,0803) i celobiozidaza (a = 0,097) v teplotnim intervalu
(0 az 40 °C) projevovala v ptidach Tajmyru vyssi teplotni zavislost Vmax, nez B-glukozidaza
(a = 0,055) 1 celobiozidaza (a = 0,064) v pudach Aljasky. Pokud jde o teplotni zavislost Ky,
dosli jsme k tomu, ze B-glukozidaza v ptidach Tajmyru, projevovala témét identickou
teplotni zavislost Ky, (a = 0,0345), jako B-glukozidaza v pudach Aljasky (a = 0,034). To uz
neplatilo u celobiozidazy, u které byla teplotni zavislost v ptidach Tajmyru prikazné nizsi

(a=0,0127), nez v pudach Aljasky (a = 0,039).

Stejné jako German et al. (2012) nebo Stone et al. (2012), i my jsme dosli k zavéru,
7€ Vmax @ Kp extracelularnich enzymt jsou veliCiny citlivé k teplote. Také jsme se shodovali

Vv objeveni vétsi variace v odpovédi Ky, na zménu teploty nez v ptipadé Vmax.
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5.3 Koeficient Q10

K ovéteni teplotni citlivosti enzymu v riznych oblastech vyskytu miize velmi dobie
poslouzit koeficient Q9. Pokud srovname hodnoty Vyax @ Ky, pro Qo S primérnou zménou
teploty (ro¢ni teplotou) dané oblasti, mtizeme dostat piedpokladané odpovédi enzymii na
dané zmény teploty (Wallenstein et al. 2009). Vztah mezi koeficientem Q19 a primérnou
ro¢ni teplotou by mohl vypovidat o lokdlnim pfizpisobeni enzyml danym zemépisnym

podminkam (German et al. 2012).

Tomu nasvédcuji i nami naméfené hodnoty Qg Pro Vmax i Ky v ptidach Tajmyru,
které jsou pro B-glukozidazu i celobiozidazu v organickém i kryoturbacnim horizontu vyssi
Vv teplotnim intervalu (od 0 do 10 °C) nez v intervalu (od 10 do 20 °C). Jedinou vyjimkou
byla vy$§si naméfend hodnota Qo pro celobiozidazu v kryoturbacnim horizontu. Tyto
vysledky mohou naznaCovat piizpisobeni enzymu nizkym teplotam chladné oblasti
Tajmyru, coz by mohlo pfispét k domnénce o piizplsobeni citlivosti enzymu k teplotnim
podminkdm na zéklad€ zemépisné Sitky. German et al. (2012) vSak tuto domnénku potvrdil
pouze pro aktivitu B-glukozidazy pomoci zkoumani hodnot K., Hodnoty K, mohou totiz
objasnit rozdily v enzymatické odpovédi na rtzné koncentrace substratu pii riznych
teplotach, coz mize poskytnout srovnani v aktivit¢ enzymi mezi jednotlivymi zemépisnymi
Sitkami, nebo srovnani v aktivit€ enzymi v zavislosti na vyvoji teploty dané lokality (Stone

et al. 2012, Tabatabi et al. 1994).

37



6. Zavér

Cilem této prace bylo stanovit kinetické parametry (Km @ Vinax) a teplotni zavislost
Q10 pro B-glukoziddzu a celobioziddzu v organickém a kryoturba¢nim pldnim horizontu

Tajmyru a nasledné namétené aktivity v obou ptidnich horizontech vzajemné porovnat.

*» Byla zamitnuta hypotéza o paralelnim zvySovani V. @ Ky Steplotou. Zatimco
hodnoty Vmax tuto podminku spliiovaly, hodnoty teplotni zavislosti Ky, celobiozidazy

byly v kryoturbaénim horizontu zna¢n¢é negativni.

= Byla potvrzena hypotéza o vyraznéjs$i odpovédi B-glukozidazy a celobiozidazy na

zvysujici se teplotu v organickém horizontu oproti kryoturbacnimu.

* B-glukozidaza vykazovala v obou pldnich horizontech i pfi vSech testovanych

teplotach (0 az 40 °C) vyssi aktivitu nez celobiozidaza.

= Nejvyssi afinita enzymu k substratu byla zjiSténa Vv organickém horizontu u f3-

Cvwr

* V organickém horizontu byly u obou enzymu az na jedinou vyjimku naméfeny vyssi

hodnoty Q1o (Pro Vmax i Kn) nez v horizontu kryoturbaénim.
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8. P¥ilohy

Piiloha.1: Tabulka zlogaritmovanych hodnot Vmax a Km jejich standartnich odchylek (SO)

pro S-glukozidizu a Celobioziddzu v organickém a kryoturbacnim horizontu a pro teploty 0,
5,10, 20, 30, 40 °C (Obr.7).

Enzym hlc:fi(zig;t Tifcljo)ta IN(Vima) |n(§/?nax) In(Km) In?P(()m)

3,53 012 176 0,24

3,92 0,08 2,09 0,14

B-glukosidaza Organicky 10 443 017 210 028
20 5,26 0,11 2,31 0,15

30 6,38 0,62 3,25 0,94

40 6,55 0,58 3,02 0,88

0 1,00 0,04 2,16 0,34

5 0,98 0,02 1,58 0,17

B-glukosidaza  Kryoturbaéni 10 L75 0.07 192 0.31
20 2,41 0,11 1,36 0,27

30 3,26 0,13 1,52 0,27

40 4,57 0,26 2,35 0,52

0 1,50 0,08 2,07 0,45

5 1,61 0,05 1,61 0,22

Celobiosidaza Organicky 10 215 0.05 109 0.13
20 3,06 0,10 0,90 0,13

30 4,77 0,68 1,93 1,15

40 4,99 0,87 2,38 1,53

0 0,92 0,08 5,05 1,02

9) 0,68 0,82 4,83 1,31

Celobiosiddza  Kryoturba¢ni 10 118 0.13 205 133
20 0,52 0,04 3,28 0,89

30 1,44 0,14 1,35 0,70

40 1,46 0,16 1,45 0,75
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Priloha.2: Tabulka zlogaritmovanych primernych hodnot Q10 (pro Vmax) a jejich
standartnich odchylek (SO) Vv teplotnich intervalech (0-10 °C a 10-20 °C) pro pB-

glukozidazu a celobioziddzu v organickém a kryoturbacnim horizontu (Obr.14A,B).

IN(Q10) - (0-10°C) IN(Q1o) - (10-20°C)
enzym Horizont Hoodnf) ta SO H‘id”E’ ta SO
priméru priméru

Organicky 2,45 0,07 2,29 0,07

B-glukosidaza
Kryoturbaéni 2,22 0,08 1,93 0,08
Organicky 1,94 0,07 2,49 0,07

Celobiosidaza
Kryoturbac¢ni 1,33 0,14 0,53 0,05

Piiloha.3: Tabulka zlogaritmovanych primérnych hodnot Q10 (pro Km) jejich standartnich
odchylek (SO) v teplotnich intervalech (0-10 °C a 10-20 °C) pro p-glukozidizu a

celobioziddzu Vv organickém a kryoturbacnim horizontu (Obr.15A,B).

IN(Q1o) - (0-10°C) IN(Q10) - (10-20°C)
enzym Horizont H‘?,d”? ta SO H‘?F'”? ta SO
priméru priméru

Organicky 1,37 0,19 1,23 0,12

B-glukosidaza
Kryoturbaé¢ni 0,84 0,12 0,57 0,08
Organicky 0,38 0,06 0,82 0,11

Celobiosidaza
Kryoturbacni 1,02 0,26 0,17 0,05
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A) B-glukozidaza - organicky horizont
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Piiloha.4: Vyneseni kinetiky [-glukozidazy (zdvislosti aktivity enzymu na dostupnosti
substratu) pro redalné dosazitelné teploty (0, 4, 10 a 20 °C) v organickém (4) a
kryoturbacnim (B) piidnim horizontu (n = 4).
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A) Celobiozidaza - organicky horizont
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Piiloha.5: Vyneseni kinetiky celobioziddzy (zavislosti aktivity enzymu na dostupnosti
substrdatu) pro redlné dosazitelné teploty (0, 4, 10 a 20 °C) v organickém (4) a
kryoturbacnim (B) piidnim horizontu Tajmyru (n = 4).

50



