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Souhrn

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv mykorhizni symbiézy na pidy kontaminované
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH) se zfetelem na arbuskularni mykorhizni
symbidzu a ektomykorhizu, které patfi k nejvice studovanym. Posuzovéany byly pfedev§im
vzajemné vztahy rostlina — mykorhizni houba — kontaminant. Ukazuje se, Ze mykorhizni
symbiodza ptispiva ke zlepSeni podminek pro riist a rozvoj vegetace a také disipace
kontaminantii byla v pfitomnosti mykorhizy vyssi. PAH byly degradovéany, adsorbovany nebo
absorbovany a tim dochazelo ke sniZeni jejich koncentrace v ptidach. Diskutovéna byla také

role asociovanych mikroorganismi v mykorhizosféfe.

Kli¢ova slova: arbuskularni mykorhiza, ektomykorhiza, polycyklické aromatické uhlovodiky,

remediace, kontaminace

Abstract

The aim of this study was to evaluate effect of mycorrhizal symbiosis on soils
contaminated by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) with emphasis on arbuscular
mycorrhizal symbiosis and ectomycorrhizal symbiosis that have been well-studied. Especially
the relationships between plant — mycorrhizal fungi — pollutant were assessed. It turns out that
mycorrhizal symbiosis contributes to improve plant growth conditions and vegetation
establishment. Dissipation of pollutants was higher in the presence of mycorrhiza. PAHs were
degraded, adsorbed and absorbed and that’s why their concentration in soils became lower.

Role of associated microorganisms in mycorrhizosphere was discussed too.

Keywords: arbuscular mycorrhiza, ectomycorrhiza, polycyclic aromatic hydrocarbons,
remediation, contamination



Uvod

S rozvojem priumyslu, techniky a stale se zvy3ujicimi naroky na Zivotni urover
umérné roste také environmentalni zaté¢Z disledkem lidské €innosti. Globalni otazky Zivotniho
prostiedi jako jsou kontaminace pid tézkymi kovy a dalimi xenobiotiky a jejich nasledny
vstup do ekologickych procest tak usti ve vaZzny problém.

Polycyklické aromatické uhlovodiky (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH) jsou
jednim s nejrizikové&j§ich a nejrozsitengj$ich environmentalnich polutantti diky své perzistenci
v prostiedi a také toxickymi, mutagennimi a karcinogennimi u€inky. Vznikaji pfedev§im
v ramci spalovacich procesi fosilnich paliv a také v ropném priimyslu, jejich produkce je tedy
znaéna (Wilson & Jones, 1993; Lhotsky et al., 1994, Rezek et al., 2008).

Remediaéni snahy o navraceni rovnovahy v naru$enych ekosystémech do pivodnich
hodnot tak ziskévaji na dileZitosti, zvla§t€ pokud jsou voleny Setrné, tedy tak, aby
nenapachaly vice §kody neZ uZitku.

Fytoremediace, pouZiti zelenych rostlin k degradaci, fixaci a akumulaci nebezpe¢nych
kontaminanti Zivotniho prostfedi, je tak slibnym alternativnim pfistupem k jinak mnohdy
neSetrnym remediacim, zvlasté diky své environmentalni pfijatelnosti, pohodlnosti a
v neposledni fad¢€ také ekonomi¢nosti (Rezek et al., 2008; Wu et al., 2008).

Mykorhizni symbidza je mutualistickym vztahem mezi kofeny rostlin a pidnimi
houbami, a pravé jako kli€ovy spojovaci ¢lanek mezi pidnim prostiedim a vegetaci mize hrat
dulezitou roli ve fytoremediaci, pfedev§im svymi prospé$nymi u¢inky na toleranci stresu
rostlin a zlepSeni ptidnich vlastnosti (Meharg & Cairney, 2000; Robertson et al., 2007).
Vyuziti mykorhiz ke zvySeni remediace organickych polutanti tak mtiZze byt slibnou
fytoremediaéni strategii nejen diky pozitivnimu vlivu na vytvofeni vegetace, ale také
schopnosti U¢inné€ sniZovat koncentraci kontaminant na zne¢isténych ptidach (Joner et al.,
2006).

Studie zabyvajici se vlivem mykorhizy na kontaminované substraty jsou v podstaté
dvojiho typu: arbuskularné mykorhizni symbi6zy a ektomykorhizni symbidzy.

Cilem této prace bylo zhodnotit pozitivni i negativni vliv mykorhiz jako pfispévki
k bioremediaci pid kontaminovanych PAH, ale také porozumét mechanismim fungovani

vztahu rostlina — mykorhizni houba — kontaminant.
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1. Mykorhizni symbiéza

Mykorhiza, viudypfitomny symbioticky vztah mezi kofeny rostlin a souborem hub
Zijicich v pid¢, je mutualismem, kdy recipro¢né vzrusta fitness obou partneri. Ti si navzajem
vyméiiuji Ziviny, které jsou esencialni pro jejich rist a preziti. Houbovy partner ziskava dusik
(N), fosfor (P) a dalsi Ziviny z ptidniho prostiedi a vyméiiuje je s rostlinnym partnerem za
uhlikaté slougeniny pochézejici z fotosyntézy, které pohangji metabolismus houby. Ziviny
pfijima z anorganickych zdrojti nepfistupnych nebo hiife pfistupnych rostlinam (Gryndler et
al., 2004; Robertson et al., 2007). Vyznam mykorhiznich hub tak spo¢ivé v propojeni
primarnich producentt, rostlin, s heterogenn¢ distribuovanymi Zivinami potfebnymi pro jejich
rast. Toto propojeni umoZiiuje tok energeticky bohatych slou€enin potiebnych pro mobilizaci
Zivin a zaroveii translokaci mobilizovanych produkti zpét hostiteli (Finlay, 2008).
Symbiotické houby kolonizuji rhizodermis a primarni kiru kofene a déle se rozprostiraji do
jejich okoli. Vytvareji tak protkany podzemni mykorhizni systém, spojujici vnitini prostor
kofene s pidnim prostfedim (Gryndler et al., 2004; Robertson et al., 2007).

Stejné jako ve vyZivé rostlin hraji mykorhizni houby centralni roli v mnoha
mikrobialnich a ekologickych procesech ovliviiujicich irodnost pidy, dekompozici nebo
cykleni mineralnich a organickych latek (Finlay, 2008). Cely mykorhizni systém v $ir§im
slova smyslu zahrnuje také asociovana mikrobialni spole€enstva a zaujima tak strukturni a
funkéni rozhrani mezi dekompozici a primarni produkci (Robertson et al., 2007). Podle
rekonstrukce DNA a fosilniho zdznamu se navic pfedpokladd, Ze mykorhizni asociace byla
rozhodujici v umoZnéni rostlindm kolonizovat netizivné terestrické prostiedi pfed 600 miliony
lety. Mykorhizni symbiéza je tak dilezitym €lankem v evoluci (Blackwell, 2000).

Krom¢ vyZivy rostlin maji mykorhizni houby $iroky rozsah pisobeni, kterymi
prispivaji ke zlepSovani riiznych typu stresu svych hostitelskych rostlin, jako je vodni stres,
oxidativni stres nebo toxicita t€Zkymi kovy ¢&i stres zptisobeny acidifikaci ptdy (Gryndler et
al., 2004, Finlay, 2008; Debiane et al., 2008). Houbovi symbionti pfijimaji uhlik ze svych
hostitelskych rostlin, aby mohli podpofit jejich riist na kontaminovanych substratech. Cast
uhliku miZe byt nasledné dostupna bakteriim asociovanym s mykorhiznim myceliem, coZ
predstavuje mozné vyuzZiti v bioremediaci pid (Finlay, 2008).

Neékteré mykorhizni systémy maji dobfe rozvinutou saprotrofni schopnost (systém
oxidativnich a hydrolytickych enzymii), diky které dokazi mobilizovat Ziviny také
z organickych zdroju. Takové schopnosti se mohou rozvinout diky selekci v ekosystémech

charakterizovanych pomalou dekompozici a zadrZovanim Zivin v organickych polymerech
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(Burke & Cairney, 2002, Gryndler et al., 2004). Mykorhizni systémy schopné metabolizovat
exogenni organické slou€eniny by tak mohly najit uplatnéni v remediacich pid
kontaminovanych organickymi polutanty (Robertson et al., 2007).

Z vyzkumu vyplyva, Ze mnoho hub je schopnych transformovat tzv. perzistentni
organické latky (persistent organic pollutants, POPs), jako jsou polyhalogenované bifenyly,
polyaromatické uhlovodiky, chloridované fenoly a pesticidy. Zatim v$ak bylo testovano
pomérné malo mykorhiznich taxoni (Meharg & Cairney, 2000).

Interakce mezi rostlinami, transport Zivin, dekompozice a celd fada vyznamnych
procest terestrickych ekosystémi se odehravaji pod zemi a mykorhizni houby jsou tak jedni
z klicovych hra¢t pidni ekologie a tedy i celkového fungovani ekosystémii (Dahlberg, 2001).

Siroké piisobeni mykorhizni symbi6zy je shrnuto v obrazku 1.
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Obr. 1: Schematické znazornéni uginkt mykorhizni symbiézy na rostlinu a ostatni organismy
(Finlay, 2008)

Na zéklad¢ strukturnich vlastnosti a dalSich klasifikaci fadime mykorhizni symbidzy
do sedmi skupin: arbuskularni mykorhiza, erikoidni mykorhiza, ektomykorhiza, orchideoidni
mykorhiza, ektendomykorhiza, arbutoidni mykorhiza a monotropoidni mykorhiza (viz. obr. 2)

(Gryndler et al., 2004; Robertson et al., 2007).



1.1.  Arbuskularni mykorhizni symbiéza

Vyvojové nejstar§im a v pfirod€ nejrozsifen&j$im typem je arbuskularni mykorhizni
symbidza (AM). Na rozdil od ostatnich mykorhiz je nejméné specializovana a vyskytuje se u
95% druhi cévnatych rostlin.

Vlakna hub (hyfy) pronikaji pfes mezibunééné prostory do vnitikli bunék, kde se
bohaté vétvi a vytvateji tzv. arbuskuly, specializované utvaru pro vyménu Zivin.

Arbuskularni mykorhizni houby Ziji obligatn€ biotrofné, jsou tedy schopné ziskavat
vyzivu vyhradné z kofene své hostitelské rostliny. Té na oplatku poskytuji mineralni latky,
zejména fosfor (P), mineralni dusik (N) a v nékterych ptipadech i N uvolnény z organickych
latek. Vyskytuji se pfedevsim v prostiedi charakterizovaném rychlym obratem uhliku (C).

Symbiotické houby patii do fadu Glomales (alternativni ¢lenéni: Glomeromycota;

Archaeosporales, Diversisporales, Glomales, Paraglomales) (Gryndler et al., 2004).

1.2. Erikoidni mykorhizni symbiéza

Erikoidni mykorhizni symbiézu (ERM) najdeme vyhradné u rostlin fadu
viesovcovitych (Ericales). Je charakteristicka tvorbou zaviti (smotkt) hyf uvnitf bunék,
pfi¢emzZ nejvice kolonizuje buriky kofenové pokozky.

Vyskytuje se v biotopech s pomalym obratem uhliku, zejména na kyselych ptidach
chudych na minerélni Ziviny (N, P), jako jsou viesovi$té a raselini§té. Zde se hromadi obtiZné
dostupna organicka hmota s vysokym pomérem organického uhliku a dusiku. Mykorhizni
houba, Zijici polosaprotrofn¢, dokéZe tyto Ziviny uvoliiovat (napt. rozkladem ligninu) a posilat
je hostitelské rostling.

Houby néleZi do rodti Hymenoscyphus ericae, Oidiodendron a fady
neidentifikovanych askomyceti, pravdépodobné Leotiales a Helotiles (Cairney, 2000;
Grynlder et al., 2004; Robertson et al., 2007).

1.3. Ektomykorhizni symbiéza

Ektomykorhizni symbi6za (ECM), asociace mezi houbami a pfevazné vétsiny stromi
a keft, je typické pro zhruba 2000 rostlinnych druhii (nejvice Pinaceae, Betulaceae,
Fagaceae, Dipterocarpaceae, Salicaceae a Myrtaceae). Patii k nejznaméj$im diky plodnicim

hub, které jsou vyhledavanou pochoutkou.



Ektomykorhiza je charakterizovéana tfemi strukturnimi komponenty: Hartigova sit’,
hyfovy plast’ a extraradikalni mycelium. Hartigova sit’ je vysoce rozvétvena struktura na
rozhrani vymény Zivin a je tvofena houbovymi hyfami mezi epidermalnimi a kortikalnimi
burikami kofene. Splet’ hyf na povrchu kolonizovaného kofene se oznaduje jako hyfovy plast
a je mistem komunikace mezi kofeny a plidnim prostfedim. Houbou kolonizovany kofen je
tak vyrazné zdufely (Gryndler et al., 2004; Robertson et al., 2007).

Tento typ symbidzy najdeme zejména v lesich mirného pasu a v severskych borealnich
ekosystémech ale i tropickych lesich. Mohou to byt ptidy chudé na organickou hmotu, nékdy
je tomu naopak. Ektomykorhizni houby produkuji fadu enzym uplatiiujicich se pfi rozkladu
organickych latek, ale zarovenl dokazi pidu o tyto latky obohacovat. N&které typy humusu
totiZ obsahuji fenolické latky vzniklé rozkladem rostlinné biomasy a ECM houby se tak na
tyto podminky musely adaptovat. Z organickych slou¢enin jsou schopné ziskavat Ziviny pro
rostlinu a také absorbuji vodu a transportuji ji na dlouhé vzdalenosti (Gryndler et al., 2004,
Robertson et al., 2007).

Ektomykorhizni houby patti do Basidiomycetes, Ascomycetes, Zygomycetes a také
Fungi imperfecti. N&které ECM taxony se vyvinuly z dfevokaznych hub (houby bilé hniloby)
nebo jsou ptibuzné k dal3im saprotrofnim taxontim, a proto mohou vlastnit lignolytické
schopnosti rozkladat organickou hmotu (Hibbett et al., 2000; Gryndler et al., 2004; Robertson
et al., 2007).

1.4. Orchideoidni mykorhizni symbiéza

Orchideoidni mykorhizni symbidza se vyskytuje pouze u orchideji (rostliny fadu
Orchidales). Symbiotické houby kolonizuji buiiky kofenové kiiry hostitele a vytvareji zde
typické zavity hyf, tzv. pelotony. Jsou to saprotrofové, vyuZivajici organické latky jako zdroj
uhliku a energie. Uhlikaté latky poté posilaji hostitelskym orchidejim, které Ziji pfinejmensim
v rannych stadiich heterotrofné.

Nejvice zastupcii naleZi do anamorfniho rodu Rhizocontia s.1. (Gryndler et al., 2004) .

1.5. Ektendomykorhizni symbiéza (arbutoidni, monotropoidni)

Ektendomykorhizni symbiéza predstavuje ptechod mezi ekto a endomykorhizni

symbiézou. Hyfy hub nalézame na povrchu kofene ale i uvnitt bun€k pokozky ¢i kury.



Nejznamé;j$i jsou arbutoidni a monotropoidni mykorhiza, vytvafejici mezibunéénou
Hartigovu sit’, hyfovy plast’ na povrchu kofene a riizné vnitrobunéené utvary (hyfova
klubi¢ka, haustoria - pegy). N&€kdy jsou vsak tyto skupiny fazeny zvlast’ (Gryndler et al.,
2004).

Obr. 2: Typy mykorhiz znazornéné v pii¢éném fezu: A — arbuskularni mykorhiza, E — ektomykorhiza,
Ee - ektendomykorhiza, At - arbutoidni mykorhiza, M — monotropoidni mykorhiza, Er — erikoidni
mykorhiza, O — orchideoidni mykorhiza; schematizovano (Gryndler et al., 2004)

2. Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou organické slou¢eniny se dvéma a vice
aromatickymi jadry (viz obr. 3). Ve své molekule obsahuji atomy C a H a nenesou Zadné
heteroatomy ani substituenty, ackoli N, S a O atomy mohou snadno substituovat na
benzenové jadro a vytvaret heterocyklické aromatické slou¢eniny, béZné spojované s PAH
(Wilson & Jones, 1993; Lhotsky et al., 1994; U.S.EPA, 2006). Tyto slou¢eniny patii mezi tzv.
perzistentni organické latky (persistent organic pollutants, POPs), coZ znamena, Ze
nepodléhaji pfirozenym biodegradaénim procestim. Jejich perzistence (doba, za kterou vymizi
95% latky) je dana svéraznosti chemicko-fyzikalnich vlastnosti molekuly, na jejiZ rozklad
nejsou pudni organismy pfizptisobeny (Lhotsky et al., 1994). Do skupiny PAH fadime napt.
naftalen, fluoren, fenantren, antracen, fluoranten, pyren, benz[a]antracen, chrysen,

benzo[a]pyren, dibenzo[a, h]antracen, indeno[/, 2, 3-¢,d]pyren a daldi (U.S.EPA, 2006).



PAH jsou latky hydrofobni a velmi malo rozpustné ve vodé€ a jejich perzistence
souvisi pravé s témito vlastnostmi. Nizk4 rozpustnost ve vodé¢ vede k jejich akumulaci a
stalosti ve vodnich a terestrickych ekosystémech (Lhotsky et al., 1994; Criquet et al., 2000;
Harrison, 2001; Zhou & Zhu, 2005). Nebezpe¢i téchto slou¢enin spociva piedevsim v jejich
toxickych, mutagennich a karcinogennich vlastnostech, které byly prokézany u vice nez
padesati PAH. Za¢lenénim do potravnich fetézct tak mohou ohroZovat lidské zdravi
(Malachova, 1993; Lhotsky et al., 1994; Criquet et al., 2000; Rezek et al., 2008). Mezi
nejsilnéjsi karcinogeny patii benzo[a]pyren, benzofluoranteny, benzo[a]antracen,
dibenzo[ah]antracen a indeno[/,2, 3-cd]pyren a jsou fazeny spolu s dal§imi mezi prioritni
polutanty (Harrison, 2001; U.S.EPA, 2006; Wu et al., 2008).

Tato xenobiotika vznikaji pfedevsim antropogenni ¢innosti jako diisledek
nedokonalého spalovani organickych paliv véetné dfeva, uhli, ropy, benzinu a nafty. Déle se
dostavaji do prostiedi pfi primyslovych procesech zpracovani ropy, €erného uhli, koksu,
asfaltu nebo ¢ernouhelného dehtu (Wilson & Jones, 1993; Criquet et al., 2000; Harrison,
2001; Rezek et al., 2008; Wu et al., 2008). Napt. Eernouhelny dehet obsahuje polycyklické
aromatické uhlovodiky z 94%. Jeho néslednou destilaci mohou byt dale ziskavany
meziprodukty pouZivané pfi vyrobé plastickych hmot, organickych barviv, 1é€iv, pesticid
atd. (Malachova, 1993).

PAH mohou vznikat i pfirozené v pfirodé, jejich pfispévek k environmentalni zatézi je
v§ak mnohem niZ§i neZ vy$e uvedené. P¥irodnimi zdroji jsou pfedevsim lesni poZéry a
sope¢na aktivita, dale vznikaji endogenni syntézou mikroorganismy, fytoplanktonem, fasami
a vy$8imi rostlinami. Tyto aromatické uhlovodiky se pak mohou uvolnit do prostfedi béhem
hoteni nebo dekompozice organické hmoty (Wilson & Jones, 1993; Criquet et al., 2000;
Harrison, 2001; Rezek et al., 2008).

Velké mnozZstvi PAH se rozsifuje do prostiedi ptes atmosférickou depozici, napt.
adsorbovanim na uhelny prach. To sice nevede k vysoké kontaminaci mist, ale zasaZeny jsou
vétsi oblasti (Wilson & Jones, 1993; Braun-Liillemann et al., 1999). Navic, riziko expozice
PAH vyrazné stoupd, protoZe rychlost produkce PAH a jejich vneseni do prostiedi roste,
zatimco jejich dekompozi¢ni rychlosti zistavaji viceméné konstantni (Rezek et al., 2008).

Zésadni hledisko uréujici moZnost degradace a ztrat PAH v Zivotnim prostfedi je
bidoostupnost latky, definujici rychlost a rozsah biodegradace (Oleszczuk, 2009; Smith et al.,
2008). PAH se vyznaduji pravé nizkou dostupnosti a tedy obtiZnosti degradace. Akumuluji se

v pudach a diky své toxicit€ ohroZuji rozvoj Zijicich organismt (Rezek et al., 2008).



Priméarnim dekompozi¢nim mechanismem PAH je aerobni mikrobialni degradace,
pfestoZe existuji i nebiologické mechanismy jako volatilizace, fotolyza nebo chemicka
oxidace a hydrolyza (Wilson & Jones, 1993; Harrison, 2001; Smith et al., 2008). Pidni
mikrobidlni spole¢enstva dokazi degradovat tyto xenobiotické aromatické uhlovodiky diky
strukturnim analogiim organickym slou¢enindm, které se pfirozené vyskytuji v pidnim
prostfedi. Ukazuje se, Ze k jejich rozkladu vyuZivaji stejné biochemické drahy (Siciliano &
Germida, 1998).

Za ibytkem PAH z pidy ovSem nemusi stat jen mikrobidlni degradace slouceniny,
tyto kontaminanty mohou také interagovat s vegetaci akumulaci v rostlinnych pletivech nebo
adsorpci na povrch kofent, a tim sniZovat koncentraci v ptidé (Binet et al., 2000). Na téchto
principech jsou zaloZeny rtizné fytoremedia¢ni techniky, kde pravé mykorhiza mize hrat
vyznamnou roli a to nejen zprostfedkovanim mezi kontaminantem a rostlinou, ale také

degradaci slou¢enin.
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Obr. 3: Chemické struktury nékterych b&znych PAH (Wilson & Jones, 1993)



3. Stanovisté kontaminované PAH

Puda je Zivy, otevieny, dynamicky systém. Je zakladni sloZkou terestrickych
ekosystému, obsahuje zpravidla zasobu Zivin a energie a odehravaji se v ni dilezité
biogeochemické cykly Zivin (Harrison, 2001; Robertson et al., 2007). Puda také piedstavuje
vyznamny ¢lanek vstupu toxickych latek do potravniho fetézce. Diky svym sorpénim,
retenénim a transportnim procesiim rozhoduje jako receptor Skodlivin o desaktivaci az
degradaci téchto latek a jejich dalSim transferu (Lhotsky et al., 1994).

Ukladéani odpadu ze spalovacich procesi a z primyslu usti ve vaZznou, dlouhotrvajici
kontaminaci piid mnoha oblasti (viz obr. 4) (Braun-Liillemann et al., 1999). Vegetace na
téchto stanovistich je velmi chuda ¢i miZe zcela chybét.

Pady kontaminované PAH maji viceméné hydrofobni charakter a nizky redoxni
potencial, a tak riist rostlin miZe byt limitovan piijmem vody a pfistupem k mineralnim
Zivinam, které jsou rozpusténé v nedostupné pidni vodé (Joner et al., 2001; Robertson et al.,
2007). Kontaminanty a jejich degrada¢ni produkty se akumuluji ve vrchnich vrstvach pidy a
tvofi hydrofobni krustu, kterd sniZzuje dostupnost vody a limituje vyménu vody a plynu mezi
pidou a atmosférou (Wilcke, 2000; Robertson et al., 2007). PAH se adsorbuji na povrch
pidnich agregati, zejména na ¢aste¢ky s jemnou texturou (napf. bahno) a za¢lenuji se do
pidnich mikropért. Jsou pfedevsim asociované s ptidni organickou hmotou a sazemi (Wilcke,
2000; Joner & Leyval, 2003; Zhou & Zhu, 2005). Sorpci PAH na pidni ¢astice dale vzrista
objemova hmotnost plidy, a tim se sniZuje transport Zivin skrz pidu a dostupnost
kontaminanti pro degradaci organismy (Blakely et al., 2002).

Ukazuje se, Ze vlastnosti PAH v ptid¢ koreluji s jejich molekularni hmotnosti.
Nerozpustnost ve vodé€, hydrofobicita a sorpéni vlastnosti vzrustaji se zvySujicim se potem
aromatickych kruhti, kdy PAH se tfemi a vice kruhy jsou jiZ pevné sorbovany na pidu
(Robertson et al., 2007).

Cim déle kontaminanty zistavaji v pidg, tim vice se stavaji rezistentni k desorpci a
biodegradaci. To je patrné na ptidach dlouhodobé zne€istovanych, kdy se chemické
slou¢eniny dostavaji do kontaktu s pidnimi ¢asticemi po delsi dobu, pevnéji se na né vaZou a
interaguji s nimi za zmén ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech (Robertson et al., 2007;
Rezek et al., 2008). B€hem starnuti také organické molekuly postupné migruji do nanopért a
mikropé6ru pudy, kde jsou poté htife pfistupné (Blakely et al., 2002). Podle prace Erikssona et
al. (2000) na starych ptidach byvalé ocelarny (cca 300 ug PAH/g pidy) se ukézalo, Ze

takovéto pudy sestavaji ze dvou frakci kontaminanti a to z dobie dostupné, degradovatelné
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frakce a silné€ sorbované, vzdorovité, pfi¢emz frakce dostupna organismim obsahovala
aromatické slou¢eniny nejvyse se tfemi kruhy.

Kontaminace PAH neovliviiuje negativné jen ptidni vlastnosti, ale diky své toxicité
ptedevsim organismy. Jejich ohroZeni miiZe nastat pfimo pies kontakt se zamoienou piidou
nebo nepfimo kontaminaci spodnich vod, coz nasledné vede k toxikologickym a strukturalnim
zménam organismi (Harrison, 2001). Disturbované plochy jsou dale typické nizkou
diverzitou nebo vysokou specializaci diky extinkci populaci, které postradaji dostate¢nou
toleranci k nastalym zménam a na druhé strané selektivnimu obohaceni organismy, které nové
podminky toleruji nebo v nich dokonce prospivaji (Diaz, 2004).

Odstranéni kontaminace ptid je prioritnim tématem vyzkumu téchto ploch a dilezitym
lidskym ukolem. Nejjednodussim zptisobem je vykopani ptidy a jeji zpopelnéni (Criquet et
al., 2000). Neni to v3ak pfistup nejvhodné;si, zvlaste, kdyZ k dekontaminaci miZzeme vyuzit
ptirodni procesy a navracet tak piivodni biologické hodnoty pidy ptirozenéjsi cestou.
Bioremediace (fytoremediace) se navic jevi u¢innéjsi a v neposledni fadé také méné nakladna
(Criquet et al., 2000).

Moznosti bioremediace je hned nékolik: in situ (kontaminované puidy jsou osetieny na
misté, ¢asto pfidanim Zivin a n€kdy specificky adaptovanych organismu), on site (pfemisténi
kontaminované plidy na jiné GloZisté, zde degradace), bioreaktory (pfesun ptudy do
specifickych reaktord pro kultivaci) (Wilson & Jones, 1993). Déle miZeme remedia¢ni
strategie rozdé€lit na vysokovstupni pfistup (napt. ptidani chemikalii ke zvy3eni dostupnosti
PAH a riistu rostlin, tedy surfaktantt a hnojiv) a nizkovstupni pfistup (osézeni jako jediny
zasah, vlastni kapacita biodegradace) (Joner et al., 2001).

Fytoremediace miZe ustit v rizné zpisoby dekontaminace ptid. PAH mohou byt
degradovany mikroorganismy v rhizosféte, ale mohou také interagovat s vegetaci akumulaci
v rostlinnych pletivech nebo adsorpci na povrch kofent (Binet et al., 2000). Osazeni
kontaminovanych ptid rostlinami miZe byt vhodné naptiklad k redukci vétrné eroze nebo ke
zvy$eni degradace organickych polutantt diky rozvinuti kofenového systému, ktery zlepsuje
ptidni provzdu$néni a odvodiiovani. Tim se zvySuje biologicka aktivita mikroorganismu a
také mozna degradace polutantd (Joner et al., 2001; Genney et al., 2004).

PAH ovsem patii mezi latky s nizkou biodostupnosti a vysokou rezistenci
k biodegradaci, a proto je v zajmu vyzkumu zjistit, jak tyto vlastnosti ovlivnit a dosdhnout tak
nejlepsich vysledki (Zhou & Zhu, 2005; Rezek et al., 2008).
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PAH Wood-preserving” Creosote Wood Coking  Cokin, Gas works”

production® treatment”  plant plan
Surface-soil  Subsoil mean range mean range

Naphthalence ] 3925 1313 <1-5769 91.8 56 59
1-Methyl naphthalene 1 1452 901  <I-1617 87
2-Methy! naphthalene 1 623 482 6-2926 112
2,6-Dimethyl naphthalene 2 296
2,3-Dimethyl naphthalene 1 168
Acenaphthalene s 49 33 617 187
Acenaphthene 7 1368 29 2 0-11
Fluorene 3 1792 650  49-1294 620 7 245 225 113-233
Phenanthrene It 4434 1595  76-3402 1440 2 21 379 150-716
Anthracene 10 3037 334 15-693 766 6 130 156 57-295
2-Methyl anthracene 14 516
Fluoranthene 35 1629 682 211464 1350 34 2174 614-3664
Pyrenc 49 1303 642 191303 983 28 285 491 170-833
2,3-Benzo(b)luorene 8 288
Chrysenc 38 481 614 8-1586 321 11 135 345 183-597
Benzo(a)pyrene 28 82 93.7 14 92 45-159
Benz(a)anthracene 12 n 356 16 200 317 155-397
Benzo(b)fluoranthene & 38 140 260  108-552
Benzo(k)luoranthene 238 152-446
Dibenz(ah)anthracene 10-1 2 2451 950-3836
Indeno(123cd)pyrene 10 23 207 121-316

All concentrations in mg kg™ dry matter

Obr. 4: Koncentrace PAH na kontaminovanych stanovistich (Wilson & Jones, 1993)

4. Interakce PAH - rostlina

Je ziejmé, Ze piitomnost PAH v substratech plisobi na rostliny toxicky, ty hiite
prospivaji a jsou méné€ vyvinuté. Mohou za to nejen vlastnosti zne€isténych ptid, ale také
pfimy vliv kontaminanti a jejich interakce s vegetaci.

Negativni G¢inek polyaromatickych uhlovodiki byl sledovéan pfedevs§im na kofenech
rostlin, kdy dochazelo k redukci jejich délky (Gaspar et al., 2002; Verdin et al., 2006; Debiane
et al., 2008). Verdin et al. (2006) zaznamenal ubytek kofend ¢ekanky (Cichorium intybus)
dokonce z 87% v pfitomnosti antracenu (koncentrace 140 mg.L™"). Zarovei viak pozoroval
pozitivni piispévek AM houby Glomus intraradices na toleranci antracenu, kdy doslo i ve
vysoké koncentraci k rozvoji kofenového systému rostlin. Stejny vliv byl zjistén také u
vysokomolekularnich PAH, napt. u benzo[a]pyrenu, pfi pouZiti jinych rostlinnych druhid
(Verdin et al., 2006).

Pii detailng&j$im pohledu do problematiky pisobeni PAH na rostlinné buriky se
ukazuje, Ze tyto slouceniny zpisobuji oxidativni poranéni membranovych lipida
kolonizovanych kofend, které jsou nasledné doprovazeny poklesem v rtistu. Dochézi
k poruseni DNA volnymi radikaly, DNA je dale oxidovana na fadu defektnich produktu.
Jeden z nich, 8-hydroxy-2’-desoxyguanosine (8-OHdG), se vyuZiva jako marker oxidativniho
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poskozeni DNA. Bylo pozorovano, Ze zména v genomu pies 8-OHdG slouceninu v kofenech
vystavenych kontaminaci vzrostla dvojnasobné ve srovnani s kontrolnimi rostlinami
rostoucimi na pidach bez PAH (Debiane et al., 2008). Rostliny maji tedy vysokou senzitivitu
ke kontaminaci PAH, pozorovatelnou dokonce na trovni zmén DNA.

Polyaromatické uhlovodiky rostliny nejen ovliviiuji ptisobenim na jejich vyvoj, rist a
strukturu bunék, mohou se také v pletivech rostlin ukladat. Binet et al. (2000) ve svém pokusu
s jilkem (Lolium perenne) kultivovanym v kvétina¢ich s pidou kontaminovanou 5 g kg’
antracenu nebo 1 g kg™ smési osmi riznych PAH pozoroval, Ze 0,006 — 0,11%o piivodni
koncentrace PAH bylo adsorbovano na kofeny, 0,003 — 0,16%o bylo nalezeno v pletivech
kotfeni a 0,001%o v pletivech nadzemni ¢ésti a to shodn€ v obou experimentech. Podobné
vysledky najdeme i v dal$ich studiich (Wu et al., 2009). Nemykorhizni rostliny jsou tak
schopné pfispivat k disipaci PAH z pidy a to i bez mykorhiznich symbiotickych partnert
(Corgié et al., 2006; Verdin et al., 2006).

5. Interakce rostlina — mykorhizni houba

Mykorhizni symbidza, zndma svymi prosp&$nymi u€inky na rostlinu, dokaze pfispivat
k toleranci stresu riiznych disturbovanych stanovist'. Diky této schopnosti se jevi jako
nepostradatelny pomocnik pfi vytvofeni a udrZeni vegetace na substratech pro rostliny
toxickych ¢i jinak nepfiznivych. Blahodarny vliv na rostlinu vyplyva pravdépodobné
z kombinace fyzikalnich, vyZivovych a buné¢nych vlivi (Debiane et al., 2008). Mykorhiza
modifikuje stavbu hostitelskych kofenti, zlepSuje membranovou celistvost diky pfisunu
fosforu rostling a také stimuluje tvorbu nékterych enzymt (Joner et al., 2001).

Rada studii prokézala, Ze symbiotické houby umoznily vznik rostlin na paidach
zamofenych PAH a zvysily také degradaci téchto sloucenin. Diky mykorhize dochéazi
k lep$imu pfijmu Zivin a ristu rostlin a to i za vysokych koncentraci organickych polutanti
v pudé (Leyval & Binet, 1998; Binet et al., 2000; Joner & Leyval, 2003; Corgi€ et al., 2006;
Cheung et al., 2008). Leyval a Binet (1998) pozorovali, Ze pti vysoké kontaminaci PAH 5
g kg prezily dokonce jen mykorhizni rostliny.

Tolerance znedisténi je jednim z nejzasadnéjsich ucinkt mykorhizy, pisobici jako
mediator stresovych podminek. Rozdily mezi mykorhiznimi a nemykorhiznimi rostlinami
jsou patmé jiZ na prvni pohled, kdy rostliny inokulované mykorhizni houbou vykazuji lepsi

rast kofent i nadzemnich ¢asti (Volante et al., 2005; Verdin et al., 2006). ZvySena tolerance
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antioxidaéniho systému, ktery degraduje vice reaktivni druhy kysliku, ¢imZ zmiriiuje naruseni
buné&éné sté€ny a DNA ve stresovych podminkach. To bylo pozorovano na kofenech ¢ekanky
(Cichorium intybus) pti kolonizaci Glomus intraradices, kdy mykorhizni houba sniZovala
koncentraci reaktivnich kyslikovych radikalt v kofenovych burikach. Systémy antioxida¢ni
ochrany ovSem nejsou bezedné a pti dlouhodobé kontaminaci mtize dochéazet k jejich
vyc&erpani (Debiane et al., 2008).

Pfi oxidativnim stresu rostlin zptisobeném PAH je DNA oxidovana na fadu produkti.
Jeden z nich, 8-hydroxy-2’-desoxyguanosine (8-OHdG), se vyuZiva jako marker zhodnocujici
oxidativni poSkozeni DNA. Na zéklad€ hodnoceni tohoto markeru se ukazuje, Ze arbuskularni
mykorhiza je schopna chranit kofeny proti t¢émto oxidativnim zménam. Ze studii vyplyva, Ze
koncentrace 8-OHdG mykorhizn€ kolonizovanych kofeni byla vyznamné niZ$i ve srovnani
s nekolonizovanymi (Debiane et al., 2008).

Jak jiZ bylo feceno v pfedchozi kapitole, polyaromatické uhlovodiky se mohou ukladat
v rostlin€. Vyrazna je zejména adsorpce kontaminantti na povrch kofent, ktera pfedstavuje

dilezity proces pfenosu hydrofobnich polutanti do rostlinnych pletiv (Wu et al., 2009).
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Obr. 5: Koncentrace antracenu extrahovana z kofend a prytu jilku (Lolium perenne) kultivovanych
v plidach kontaminovanych antracenem (5 g.kg™') (Binet et al., 2000)

Srovnanim mykorhiznich a nemykorhiznich rostlin zji§t'ujeme, Ze mykorhizni maji
odli3né poméry v ukladani PAH, ¢imz pfispivaji k pfeZivani rostliny a jeji ochrané pted
kontaminaci (viz obr. 5). Organické polutanty jsou méné adsorbovany na kofeny a

koncentrace v pletivech nadzemni ¢ésti je také vyrazné niz§i. Naopak, koncentrace PAH
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v pletivech kofeni je vy3$si neZ v nemykorhiznich rostlinach. To miZe byt zplsobeno
pozménénymi vlastnostmi mykorhiznich kofenti, kdy se ukazuje, Ze sorpce a sekvestrace
PAH je v disledku mykorhizy vys$si (Binet et al., 2000; Wu et al., 2009).

Modifikace kofeni rostlin mykorhizou tedy podporuje ukladani PAH v epidermalnich
buiikach kofene a zabraiiuje transportu do dalSich ¢asti kofene a nadzemni ¢asti rostliny. Tim

uéinné chrani rostlinu pfed kontaminaci (Wu et al., 2009).

6. Interakce PAH — AM houba

6.1. Vliv PAH na rozvoj mykorhizy

Pfitomnost PAH v substratu ovliviiuje vlastni rozvoj mykorhizy a jeji morfologické
zmény. Zamofteni pud polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky negativné ptisobi pfedevsim
na kolonizaci kofent AM houbou. Tento vliv byl pozorovan in vitro napf. na kolonizaci
kotenti Eekanky (Cichorium intibus) AM houbou Glomus intraradices pti kontaminaci
antracenem a to dokonce i pfi relativné nizkych koncentracich. Nicméné, endomykorhizni
houby byly stale schopné dokonc¢it sviij Zivotni cyklus (Verdin et al., 2006; Debiane et al.,
2008). Podobné tomu bylo i v praci Gaspara et al. (2002) s Glomus geosporum za pfitomnosti
fenantrenu a dalsich studiich (Volante et al., 2005). Kontaminace PAH potladuje také tvorbu a
kli¢eni spor mykorhiznich hub (Verdin et al., 2006; Debiane et al., 2008). Je moZné, Ze tato
redukce nastava diky odpovédi rostlin na kontaminaci PAH, kdy vydejem ¢asti fotosyntati do
produkce kofenovych exsudati snizuji zésoby uhliku pro mykorhizni houby (Gaspar et al.,
2002).

Ukazuje se, Ze vliv PAH na rozvoj mykorhizy miiZe byt rizny pro rizné taxony hub i
rostlin, méni se také v zavislosti na konkrétni skladb& polyaromatickych uhlovodikt. To miiZze
byt dilezité v remediaci pfi vybéru vhodnych symbiotickych partnert, tedy takovych, jenZ by
nejlépe prospivali na kontaminovanych pudach. Podle Volante et al. (2005) vykazovaly AM
houby Glomus mosseae a Gigaspora rosea nejvétsi kolonizaci kofeni na substratech s PAH,
zatimco kolonizace dosaZena pomoci Gigaspora margarita byla vZdy velmi mala. Leyval a
Binet (1998) zase pozorovali riznou mykorhizni kolonizaci &tyf sledovanych rostlin, kdy pro
jetel (Trifolium suberraneum) a por (Allium porrum) klesla po pfidani kontaminované pudy,
zatimco kolonizace kukufice (Zea mays) a jilku (Lolium perene) nebyla ovlivnéna. Co se tyce
vlivu riiznych polyaromatickych uhlovodikd na mykorhizni houby, primyslové znegi§téné

pldy vice bréanily rozvoji mykorhizy neZ uméle kontaminované stejnou koncentraci
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jednoduchych (nizkomolekularnich) PAH (antracen) (Leyval & Binet, 1998). Zde vSak miize
hrat roli také stafi pudy a biodostupnost PAH, ne jen jejich odliSné zastoupeni.

6.2. Kofenové exsudaty, enzymova aktivita

V procesech zmirfiyjicich stres na kontaminovanych pudéach, pfemén organického
polutantu a dal$ich G¢inki mykorhizy hraji roli pfedev§im enzymy a kofenové exsudaty.
Mycelia AM hub vyluduji napf. glykoprotein glomalin, ktery stabilizuje pidni agregaty a tim
zlepSuje vlastnosti pudy (Gryndler et al., 2004).

Pro dekontaminaci pud je vSak nezbytny pfimy vliv na kontaminant, tedy produkce
enzymu, které interaguji s polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky a dokazi je pfemé&niovat.
Transformace PAH rostlinami a mikroorganismy je katalyzovana fadou oxidoreduktaz, jako
jsou peroxidazy, lakazy, dioxygenazy a monofenol monooxygenazy (Criquet et al., 2000).
Ukazuje se, Ze arbuskularni mykorhiza mtize stimulovat tvorbu nebo zvy3Sovat aktivitu téchto
enzymu v kofenech rostlin a tim pfispivat ke zvySeni disipace PAH (Criquet et al., 2000;
Verdin et al., 2006; Robertson et al., 2007). Vliv symbiotické houby na exsudaci
oxidoreduktaz byl prokazan diky jejich zvysené aktivité v rhizosféfe pozorované po
kolonizaci AM ve srovnani s nemykorhiznimi kontrolami (Joner et al., 2001; Corgié et al.,
2006; Cheung et al., 2008). Na druhé strané, zatimco vylu€ovani n€kterych oxidativnich
enzymu je stimulovéano, infekce AM hub miiZe sou¢asné potlacovat aktivitu jinych (Criquet et

al., 2000).

6.3. Dekontaminace stanovist

Krom¢ tolerance stresu na pidach znecisténych PAH mé arbuskularni mykorhiza
nezanedbateln)'l vliv také na dekontaminaci stanovist. Mnoho studii prokézalo vyznamny
ubytek PAH z ptid v pfitomnosti arbuskularni mykorhizy neZ pfi nemykorhiznich kontrolach
(Leyval & Binet, 1998; Joner et al., 2001; Joner & Leyval, 2001; Joner & Leyval, 2003;
Volante et al., 2005; Corgié€ et al., 2006). Nejvétsi pokles koncentrace polyaromatickych
uhlovodik byl ptitom zaznamenan v rhizosfére (Wu et al., 2008).

Joner et al. (2001) pozoroval redukci chrysenu z 66% pro mykorhizni a z 56% pro
nemykorhizni oSetfeni, u dibenzo(a,#)antracenu 42% pro mykorhizni a jen 20% pro

nemykorhizni rostliny. Pidy byly kontaminované 500 mg.kg'1 chrysenu a 50 mg kg™
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dibenzo(a,h)antracenu. Ve studii Cheunga et al. (2008) byla redukce PAH dosaZena dokonce
ze 79% a to pti kontaminaci antracenem (200 mg.kg™). Z téchto vysledki vyplyva, Ze riizné
hodnoty disipace PAH zaviseji pfedevsim na stupni degradovatelnosti/biodostupnosti
kontaminantu, tedy na po¢tu aromatickych kruhti potazmo molekularni hmotnosti. Se
vzristajicim poétem benzenovych jader tak u¢innost degradace/disipace klesa. Prestoze
degradace PAH byva piipisovana pfedev$im bakterialnim interakcim v mykorhizosféte,
Verdin et al. (2006) pozoroval pozitivni vliv arbuskularni mykorhizy na disipaci antracenu
bez pfitomnosti dal§ich mikroorganismi.

Ubytek koncentraci polutantii v p¥itomnosti AM muiZe nastat diky jejich &aste&né nebo
celkové degradaci rhizosférnimi bakteriemi nebo ptijmem a akumulacich v rostlinnych
pletivech ¢i houbovych strukturach (Volante et al., 2005). ZvySeni disipace kolem AM kofenti
miiZe mit dvé€ riizna vysvétleni. Zaprvé, mykorhiza modifikuje fyziologii kofend, ovliviiuje
enzymovou aktivitu, exsudaci a dlouhovékost a tim stimuluje degradaci PAH (bud’
kofenovymi enzymy nebo organismy rhizosféry). Zadruhé, mykorhizni kolonizace ovliviuje
vlastnosti povrchu kofenti nebo rhizosféry a ptisobi adsorpci PAH (Joner & Leyval, 2003; Wu
et al., 2009). Podle Verdina et al. (2006) vSak neni mozZné posoudit, zda AM houby organické
polutanty pfimo rozptyluji, nebo nepfimo ptispivaji k jejich disipaci zlepsenim ristu kofent.

Gaspar et al. (2002) pozoroval, Ze AM houba Glomus geosporum nema enzymatickou
vybavu pro rozst€peni molekuly fenantrenu, je v8ak schopna odstranit kontaminant jeho
uklddanim ve sporéch, pfi€emz se tyto hydrofobni sloueniny akumuluji na lipidova téliska
v burikdch (Cheung et al., 2008). Ukladani PAH v rostlinnych ¢i houbovych pletivech je tedy
zasadni pro ubytek kontaminantl z pidy. Ackoli rostlina sama je schopna akumulovat
polyaromatické uhlovodiky, at’ uZ absorpci nebo adsorpci, v pfipadé mykorhiznich oetfeni
jsou poméry ukladani v jednotlivych €astech rostliny pozménéné (viz kapitola Interakce
rostlina — mykorhizni houba). PfestoZe z prace Bineta et al. (2000) vyplyva, Ze celkovy objem
akumulovanych PAH je u nemykorhiznich rostlin vyssi (sledovano na antracenu), ukazuje se,
Ze mykorhizni oSetfeni ve vysledku opravdu pfispiva k vétsi disipaci PAH
z kontaminovanych ptid (Verdin et al., 2006).

Kromé pozitivnich vysledki arbuskularné mykorhiznich hub na redukci koncentrace
PAH v pidé€ viak existuje i n€kolik studii, které ukazuji, Ze vliv arbuskularni mykorhizy
nebyl nijak vyrazny, nebo byl dokonce jesté nizsi nez u nemykorhiznich rostlin. Corgié et al.
(2006) ve svém pokusu pozoroval, Ze atkoli Glomus mosseae podle pfedchozich studii
zvySoval degradaci fenantrenu, nyni nebyla ovlivnéna. Dokonce spekuluje, Ze mykorhiza

nema na biodegradaci Zadny vyznamnéjsi u€inek, protoZe degradace fenantrenu dosahla jiz
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v nemykorhiznich o$etienich 92%. Tyto vysledky vSak mohou byt zptisobeny designem
pokusu, ktery byl provadén v kompartmentovaném systému horizontélnich a vertikalnich
trubic, kde mohlo dochézet k niZ§im interakcim mezi AM houbami a rhizosfernimi bakteriemi

a také ke kompetici o vodu a mineralni Ziviny.

7. Interakce PAH — ECM houba

7.1. Saprotrofni schopnosti, enzymova aktivita

Ektomykorhizni symbidza je typicka pro lesni ekosystémy s nizkou mineralizaci a
zadrzovanim Zivin v organickych polymerech. V evoluci se tak selektovaly mykorhizni
systémy s dobfe rozvinutymi saprotrofnimi schopnostmi, umozZiujici zisk Zivin
z prevazujicich organickych substrati. Mezi né patii nejen ektomykorizni symbio6za, ale také
erikoidni mykorhizni symbidza (Read & Perez-Moreno, 2003; Gryndler et al., 2004).

Podle molekularné genetickych studii jsou n€které ECM a ERM houby blizce
ptibuzné houbam bilé hniloby (white rot fungi, WRF). Tito saprotrofové vlastni lignolytickou
enzymatickou vybavu, kterd jim umoziiuje degradovat mrtvy organicky material, pfedevsim
lignin, ale také fadu dal$ich organickych latek. Diky strukturnim analogiim mezi ligninem a
PAH byly WRF studovéany prave pro moznost degradace organickych polutanti (Meharg &
Cairney, 2000; Scheel et al., 2000; Clemente et al., 2001; Gryndler et al., 2004).

Ukazuje se, Ze ektomykorhizni houby mohou pravé diky této pfibuznosti
k saprotrofnim taxoniim vlastnit enzymy schopné degradovat lignin a pfedev§im mobilizovat
mineralni Ziviny (N, P) sekvestrované v jinak nepfistupné organické hmoté (Bending & Read,
1997; Read & Perez-Moreno, 2003). Tyto degrada¢ni schopnosti mohou byt vyuzity ve
fytoremediaci pid zne¢ist€nych polyaromatickymi uhlovodiky, tedy slou¢eninami strukturné
podobnymi ligninu (Braun-Liillemann et al., 1999; Meharg & Cairney, 2000; Robertson et al.,
2007).

Dale se ptedpoklada, Ze spoleéné s mnoha saprotrofnimi houbami mohou nékteré
ECM houby vlastnit multifunkéni intracelularni oxidazy, které by umoziovaly
vnitrobunéénou transformaci PAH (Meharg & Cairney, 2000). Zda se, Ze vyssi rychlost
degradace n€¢kterych PAH by mohlo byt zplisobeno pravé intracelularni metabolizaci, otdzkou
tedy ztiistavaji vztahy mezi intraceluldrnimi a extracelularnimi degrada¢nimi procesy (Braun-

Liillemann et al., 1999).
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Remediace s vyuZitim ektomykorhiznich hub je sice pomalejsi neZ pomoci WRF,
biomasa ektomykorhiznich mycelii v lesich je viak zna¢na a zvySuje se tak objem dostupné
pudy pro kolonizované kofeny rostlin. Houby bilé hniloby naopak zlistavaji pfevazné€ na
mist&, kde byly vysety (Meharg & Cairney, 2000). Dal§i vyhodou ektomykorhiz v remediaci
je neustaly pfisun uhliku z rostliny, zatimco WRF musi byt inokulované spole¢né se zdrojem
uhliku (Genney et al., 2004).

PfestoZe ma pouZiti ektomykorhiznich hub v remediaci kontaminovanych ptd fadu
vyhod oproti houbam bilé hniloby, ukazuje se, Ze ECM houby maji jen omezenou schopnost
degradovat PAH ve srovnani s volné Zijicimi saprotrofnimi houbami. Pfi degradaci ECM
houbou totiZ dochéazi pouze k monooxygenaci, na rozdil od mikrobialni degradace, ktera
probiha dioxygenaci. Naptiklad ektomykorhizni lakovka obecna (Laccaria laccata) tak
degraduje naftalen na 1- a 2-hydroxynaftalen nebo spolu s plestidkem zemnim (7Thelephora
terrestris) metabolizuje fluoren na 9-fluorenon a 9-hydroxyfluoren. Tento proces vSak nevede
k rozit€peni aromatickych kruhti slou¢enin a vzniklé metabolity se akumuluji jako tzv. slepé

ulicky degradace (Genney et al., 2004).

7.2. Dekontaminace stanovist

Ektomykorhizni houby produkuji celou fadu hydrolytickych a oxidativnich enzymd,
podobné jako dal§i houby se saprotrofnimi schopnostmi. Patfi mezi n€ polyfenoloxidazy
(napt. lakaza, katechol oxidaza a tyrosinaza) nebo endochitinazy. Diky t€émto enzymim
dokazi mobilizovat Ziviny z organickych substratid a zpfistupnit je tak hostitelskym rostlindm
(Bending &Read, 1997; Burke & Cairney, 2002). Otazkou je, zda se tyto schopnosti daji
uplatnit také pfi metabolizaci polycyklickych aromatickych uhlovodiki.

Gramms et al. (1999) ve své studii hodnotil 58 izolatt hub odlisnych
ekofyziologickych skupin a dosel k zavéru, Ze vSechny skupiny byly schopné degradovat
PAH, at’ uz vétsi ¢i mensi mérou. Zaroveii potvrdil, Ze ektomykorhizni houby mély stejnou
ucinnost degradace jako houby bilé hniloby (19%). Také Braun-Liillemann et al. (1999)
pozoroval degrada¢ni schopnost n€kterych ektomykorhiznich hub srovnatelnou s vysledky
experimentii s WRF. V pokusu s riznymi PAH (fenantren, chrysen, pyren, benzo[a]pyren)
dosahl vysokych degradaénich hodnot. Pfiblizné 50% vysoce perzistentniho benzo[a]pyrenu
bylo odstranéno muchomiirkou Sedivkou (Amanita excelsa), kiemenacem bfezovym

(Leccinum versipelle), klouzkem sli¢nym (Suillus grevillei), klouzkem obecnym (S. luteus) a
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klouzkem strako$em (S. variegatus) za &tyfi tydny inkubace. Stejné mnoZstvi fenantrenu bylo
metabolizovano muchomurkou ¢ervenou (4. muscaria), Cechratkou podvinutou (Paxillus
involutus) a klouzkem sli¢énym (S. grevillei). Degradace ostatnich PAH byla mén¢ u¢inna.
Dale pouze klouzek sli¢ny (S. grevillei) byl schopen odstranit 50% pyrenu, zatimco hfib
smrkovy (Boletus edulis) a muchomurka ¢ervena (4. muscaria) odstranila 35% chrysenu.

Pozitivni vysledky pfinesl i Meharg a Cairney (2000) testovanim uc¢innosti
ektomykorhiznich hub degradovat rizné polyaromatické uhlovodiky. Jen jeden z 21 druhii
ECM hub nedegradoval ani jeden PAH, ale zajimavé bylo pfedev§im zji§téni, Ze druhy s nizsi
ucéinnosti degradovat rizné PAH preferovaly degradaci uhlovodiki se ¢tyimi a péti
aromatickymi kruhy vice neZ jednodussi tiikruhové PAH.

Podle jinych studii ektomykorhizni symbiéza zvysuje degradaci ptedevsim
nizkomolekularnich, méné vzdorovitych polutantl, zatimco vice perzistentni polyaromatické
uhlovodiky jsou degradovany jen n€kterymi ECM houbami (Braun-Liillelmann et al., 1999;
Gramms et al., 1999; Joner et al., 2006).

Naproti tomu, Genney et al. (2004) poukazal na to, Ze Zadna z testovanych ECM hub
nebyla schopna mineralizovat PAH v &isté kultufe. Polyaromatické uhlovodiky byly
degradovéany pouze systémem mykorhiznich a nemykorhiznich hub, bakterii a borovice
(Pinus sylvestris). Zda se tedy, Ze mykorhizni houby jako symbiotické ¢lanky mezi rostlinou a
pidou nedokézi rozkladat PAH samy o sobé&, ale pouze ve spolupraci s dal§imi ¢astmi
degradacniho systému. Také se ukazuje, Ze vétSina dosud zkoumanych ECM hub ma jen
omezené fenol-degrada¢ni pisobeni, coZ pfispiva k potvrzeni této myslenky (Genney et al.,
2004; Robertson et al., 2007).

Pozitivni pfispévky ektomykorhizni symbiozy na degradaci PAH mohou byt tedy
dvojiho typu. Zaprvé, mykorhiza ma pfimy vliv na kontaminant, zvySuje aktivitu oxidativnich
enzymu v kofenech a ptidé€ rhizosféry, coz muze vést ke zvySené oxidaci PAH okolo
mykorhiznich kofenti. Zadruhé, mykorhizni symbiéza ovliviiuje také mykorhizosféru,
kofenovou exsudaci a tim mikrobialni spole¢enstva asociovana v rhizosféte mykorhiznich
kofenti (Meharg & Cairney, 2000; Joner & Leyval, 2003).

Existuji ov§em i studie, které pfinos ektomykorhizni kolonizace na kontaminovanych
pudéach nepotvrzuji, nebo je dokonce vyvraceji diky pozorovanému negativnimu vlivu na
degradaci PAH. Joner et al. (2006) hodnotil degradaci PAH v ptidach uméle
kontaminovanych (antracen, chrysen, dibenzo[a, h]antracen) a prumyslové zne¢isténych.
Borovice lesni (Pinus sylvestris) byla inokulovina ECM klouzkem kravskym (Suillus

bovinus) vytvarejicim hydrofobni mycelium, které snadnéji komunikuje s hydrofobnimi
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polutanty, jako jsou PAH. Vysledky ukazaly, Ze téméf 100% ptidaného antracenu bylo
degradovano v rhizosférach ptidach, mensi degradace probihala v nerhizosférnich ptidach. U
PAH s vyss§i molekularni hmotnosti byla degradace celkové méné& u¢inna. Prekvapive jinak
tomu bylo u primyslové zne¢isténych pud, kdy se degradace PAH objevila pouze a jen

v nerhizosférnich ptidich nemykorhiznich oSetfeni a dosahovala 10% ptivodni koncentrace.
Zda se, Ze jedna z hlavnich pfi¢in rozdilné degradace uméle/primysloveé zne€isténych pid je
stafi ptidy a tedy doba kontaktu mezi ptidnimi ¢asticemi a kontaminantem. Pidy uméle
kontaminované maji vyssi dostupnost PAH neZ vice stabilni polyaromatické uhlovodiky
pochazejici z desitek let primyslového zneci§téni. Proto je dllezité pouZiti environmentalnich
vzork pfi hodnoceni bioremedia¢nich technologii.

Absence mykorhizou pohdnéné degradace mutize byt rovnéZ vysvétlena nedostatkem
mineralnich Zivin vy&erpanych kofeny nebo mykorhiznimi hyfami, ktery tak potlacuje
mikrobialni degradaci PAH (Koide & Wu, 2003; Joner et al., 2006). Dusik totiZ limituje
mikrobidlni aktivitu v ptid€ a zarovei také mikrobidlni degradaci organickych polutantu.
Stojime tedy na tenké hran¢, kde nadmérny ptidavek Zivin mizZe branit rozvoji mykorhizy,
zatimco jejich nedostatek vede ke zvySené mykorhizni absorpci a brzdi tak degradaci
polutantt diky sniZzené mikrobialni aktivité (Joner et al., 2006).

Také dalSi autofi pozorovali spiSe negativni trend degradace PAH pfi oSetfeni ECM
houbami. Koivula et al. (2004) zaznamenala zpomalenou degradaci pyrenu v pfitomnosti
borovice (Pinus sylvestris) a ECM &echratky podvinuté (Paxillus involutus), kdy pozitivni
efekt obou symbiontti byl pozorovan pouze pfi nejniZsi koncentraci pyrenu (0,07 mgkg™).
Stejny vliv na mineralizaci naftalenu a fluorenu ECM semenécky borovice pozoroval také
Genney et al. (2004). Ten pfisuzuje vysledky konkurenci mezi ptidnimi saprotrofy a ECM
houbami. Ty se mohou ovliviiovat bud’ pfimo kompetici o zdroje, nebo nepiimo produkci

antimikrobialnich sloudenin.

8. Mikroorganismy mykorhizosféry

8.1.  Mykorhizni systém

Mykorhizni systém, symbiotické houby kotfenti rostlin a asociovana mikrobialni
spole€enstva, zaujima strukturni a funkéni rozhrani mezi dekompozici a primarni produkci a
jako takovy je ustfednim bodem syntézy. Je zavisly na energii a uhlikatych latkach
zachycenych rostlinou pfi fotosyntéze a vytvaii ekologicky vyznamny funkéni celek

(Gryndler et al., 2004; Robertson et al., 2007).
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Asociovana spoledenstva maji nejvyssi denzitu pravé v okoli kofend, at’ uz
mykorhizné pozménénych nebo nekolonizovanych, a tato strukturalizace mikrofléry
v jednotlivych prostfedich pudy je dilezita pro fadu ekologickych procesu.

Rhizosféra je objem pudy v bezprostiedni blizkosti kofene s odliSnymi vlastnostmi
oproti vzdalen&jsi ptdé. Fyzikalni, chemické a biologické parametry jsou modifikovany pravé
pfitomnosti kofent a pfedev§im vylu¢ovanim kofenovych exsudatl, poskytujicich snadno
dostupny uhlik. Diky tomu zde najdeme mnohonéasobné vice bakterii a piidnich organismt
(Joner & Leyval, 2003; Gryndler et al., 2004).

Jako mykorhizosféru oznacujeme mikrobidlni spoleenstvo v bezprostiednim okoli
kofene kolonizovaného mykorhizni houbou, tedy kofene pfeménéného v mykorhizu.
Mykorhizosféra podporuje nejvyssi po€ty mikrobialnich spoleCenstev. Je tfeba podotknout, Ze
rhizosféra a mykorhizosféra se svym sloZenim vyznamné lisi (Heinonsalo et al., 2000;
Gryndler et al., 2004)

8.2. Mikrobialni spolecenstva

Mykorhizni symbi6za ovliviiuje pidni mikrobialni spolecenstvo, jeho sloZeni a
aktivitu (Meharg & Cairney, 2000; Joner et al., 2001). Primarnimi faktory uréujicimi sloZeni
asociovanych spole€enstev je predevsim kvalita a kvantita pfitomné uhlikaté slouc¢eniny
(kofenova exsudace), kompetitivni interakce mezi mykorhiznimi houbami a volné Zijicimi
mikroorganismy o mineralni Ziviny nebo také vliv sekundarnich metabolitii ovliviiyjicich
pldni prostfedi (Garbaye, 1994; Robertson et al., 2007).

Mykorhizosféru obyva cela fada mikroorganismu tvoticich ekologicky uceleny
systém. Najdeme zde prospe€3né bakterie, jako jsou bakterie stimulujici rist rostlin nebo
mykorhizni pomocné bakterie, antagonistické bakterie potlacujici rist jinych
mikroorganismt, volné Zijici a symbiotické fixatory molekularniho dusiku, mykorhizni i
nemykorhizni plidni houby a dalsi skupiny (Sarand et al., 2000; Meharg & Cairney, 2000;
Gryndler et al., 2004).

Za zminku stoji dva typy prospé$nych bakterii, napomahajici k asociaci a vytvofeni
vlastni mykorhizni symbiézy. Jednim z nich jsou bakterie stimulujici rist rostlin (plant
growth promoting rhizobacteria, PGPR), volné Zijici pidni bakterie, které kolonizuji kofeny a
zvy$uji rust rostlin. Poskytuji jim Ziviny (N, P, S) ale také uhlik nebo ristové faktory (Sen,
2003; Gryndler et al., 2004; Robertson et al., 2007).
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Dalsi skupinou jsou pomocné mykorhizni bakterie (mycorrhizal helper bakteria,
MHB), které kolonizuji houbové hyfy a stimuluji po¢ate¢ni utvareni mykorhiz béhem volné
Zijiciho stadia mykorhiznich hub. Dé&je se tak diky produkci vitamin, aminokyselin,
fytohormonti a hydrolytickych enzymi, které mohou ovlivnit klieni a presymbioticky rist
hub. Déle také zvysuji rozvoj kofeni a snizuji nachylnost k infekcim (Garbaye, 1994; Frey-
Klett et al., 1997, Robertson et al., 2007).

Pudni bakterialni spoleenstva v rhizosféfe se asto organizuji v tzv. biofilmy,
strukturované systémy na povrchu bohatém na Ziviny hostitele, pfedevsim tedy na kofenech,
houbovém plasti a extraradikalnim myceliu. Biofilmy poskytuji idealni podminky pro
horizontalni genovy transfer mezi bakterialnimi druhy a produkuji napt. sekundérni
metabolity, toxiny, antibiotika apod. Vystaveni mikrobialniho filmu organickym polymerim
jako jsou celuldza nebo rizné proteiny pohani sekundarni degrada¢ni metabolismus a
umoziyje tak pfijem jednoduchych sloucenin (cukrii, aminokyselin, mineralnich Zivin), které

jsou uvolnény béhem dekompozice (Sen, 2003).

8.3. Degradace PAH

Mikrobidlni spoledenstva jsou odpovédna za nejvétsi podil degradace
polyaromatickych polutantd v pidé (Joner et al., 2001). Jsou vSudypfitomné rozsifend, vlastni
enzymatické systémy tvofici propojeny degrada¢ni celek a diky Siroké Skale jejich plsobeni a
plasticité moZnosti rozvoje se tak dokazi selektovat a pfizpusobit riznym podminkam
kontaminace. Interakce mezi mykorhiznimi houbami a heterotrofnim mikrobialnim
spoleCenstvem jsou tak diileZité pro uvoliiovani mineralnich Zivin z takovych substrati a
jejich zptistupnéni rostling (Robertson et al., 2007).

Primarnimi dekompozitory PAH jsou pfedevs§im bakterie, které jsou diky své
metabolické vSestrannosti schopné ziskat energii z prakticky kazdé organické slouceniny a to
jak za pfistupu kysliku, tak i v anoxickych podminkach (Diaz, 2004). Patii k nim rody
Pseudomonas, Mycobacterium, Rhodococcus, Flavobacterium, Acinetobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Nocardia a dalsi (Kanaly & Haryama, 2000; Diaz, 2004).

Schopnosti degradovat PAH byly prokazany také u pidnich hub (4spergillus,
Penicillium, Fusarium), ptedevsim saprotrofnich hub bil¢ hniloby a dal$ich lignolytickych
taxont, které maji diky své enzymatické vybavé ptizpiisobené na rozklad ligninu potencial

rozkladat strukturn€ podobné organické slouceniny a to véetné PAH (Clemente et al., 2001).
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Jednotlivé mikrobialni populace metabolizuji jen zlomek dostupnych chemickych
substrati. Jiné populace obyvajici stejny habitat mohou mit komplementarni degradativni
enzymové schopnosti, které nakonec usti v kompletni chemickou mineralizaci (Robertson et
al., 2007).

Jak jiz bylo fe¢eno, bakterie mohou béZné€ degradovat organické slou€eniny za
pfistupu kysliku, ale také v anoxickém prostiedi (viz obr. 6). Centralni draha aerobniho
metabolismu organické slou€eniny zahrnuje fadu reakci vedouci k vytvofeni intermediata
Krebsova cyklu (Diaz, 2004). Prvni krok v aerobnim katabolismu PAH molekuly bakteriemi
nastava pies oxidaci PAH multikomponentnim enzymovym systémem (Kanaly & Harayama,
2000). Slou€eniny jsou substraty tzv. ring-cleavage enzymi, které vyZivaji molekularni kyslik
k otevieni aromatickyh kruhd mezi dvéma hydroxylovymi skupinami. Po n€kolika

nasleduyjicich krocich jsou linearizované produkty za¢lenény do Krebsova cyklu (Diaz, 2004).
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Obr. 6: Mikrobialni degradace PAH (Wilson & Jones, 1993)

Vyznamnou roli v degradaci PAH hraji pidni lignolytické houby. Maji pfedev§im

lignolytické enzymy. Ty jsou odpovédné za oxidativni §t€peni aromatickych jader ve
struktufe ligninu. Katalyzuji redukci O, na H,O s pouzitim fady fenolickych slou¢enin jako

donort vodiku (Scheel et al., 2000; Clemente et al., 2001; Burke & Cairney, 2002).
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Dale se ukazuje, Ze biodegradace nékterych organickych polutantd mtize vyplyvat
z transformaci mikrobialnimi populacemi, které nejsou schopné vyuzit substrat jako zdroj
energie nebo esencialnich Zivin a to dokonce i v pfipad¢, kdy je prestavba oxidativni reakci
uvoliiyjici energii. Rhizosférni mikroorganismy tak mohou tyto substraty kometabolizovat,
tedy rozkladat organickou slou€eninu v pfitomnosti jiné konkrétni organické latky slouzici
jako zdroj energie (Meharg & Caimey, 2000; Robertson et al., 2007). Pokles koncentrace
takového organického polutantu, na jehoZ degradaci nemaji mikroorganismy vhodnou
enzymatickou vybavu, miiZe nastat také vyvojem novych enzymatickych schopnosti ptivodni
mikrofléry (Sarand et al., 2000).

9. Zavér

Vyuziti fytoremediace k dekontaminaci pid zaznamenala jisté Gspéchy a zda se byt
¢im dal slibn&jsi. Zelené rostliny prospivajici na disturbovanych substratech jsou ovSem jen
S$pickou ledovce v remediacnich snahdch. V interakci rostlina — kontaminant nesmime
opomenout dilezity spojovaci ¢lanek, mykorhizni symbidzu, bez které by fada rostlin
nedokazala existovat.

Mykorhizni symbiéza se mizZe uplatiiovat ve fytoremediaci nejen zlepSenim podminek
k rozvoji vegetace na stanovistich kontaminovanych PAH, ale také zvySenim disipace nebo
degradace polutantd (Joner et al., 2001; Joner & Leyval, 2003). Symbiotické houby pfispivaji
k lep$imu pfijmu Zivin a vody rostlinou z disturbovanych pid (Binet et al., 2000; Verdin et
al., 2006), mykorhizni kolonizace G¢inkuje také v kvalitativnich a kvantitativnich
zmeénach kofenové exsudace a tim ovliviiuje plidni mikrobialni spolecenstvo (Joner et al
2001; Wu et al., 2008).

Jak se oviem ukazuje, u¢inek mykorhiz na remediaci nemusi byt jen kladny.
Nadmérny pfidavek Zivin miZe branit rozvoji mykorhizy (obzvlaste¢ N pro ECM a P pro AM),
zatimco jejich nedostatek miZe vést ke zvySené mykorhizni absorpci a zpomalit degradaci
polutanti. Na mineralni Ziviny jsou totiZ vazana mikrobialni spole¢enstva odpovédna za
degradaci (Joner et al., 2006). Rovnovaha je tedy kli¢ova a mize byt velmi vratka, kdy malym
vychylenim dospé&jeme k opa¢nym vysledkim, neZ jaké bychom ocekavali. Dulezité tedy je
co nejvice porozumét vztahlim, procesim a jejich mechanismiim a komplexn€ zvazit zasah do
jiZ naruSené rovnovahy pfirody.

Vétsina studii byla provadéna v laboratornich podminkach umélou simulaci

naruSenych stanovist. Nékteré vysledky v§ak naznacuji, Ze nejsme s to postihnout vSechny
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urlujici faktory, a protoZe je mykorhiza soucasti dal§ich ekologickych vazeb, nemizeme ji
vydélovat zvlast. Neni tedy ani moZné predpokladat, Ze vysledky laboratornich pokust ve
sterilnich podminkach budou stejné jako v téch pfirodnich. Ne vSechny experimenty lze vSak
provadét v terénu. Proto je dileZité alespori pouziti environmentalnich vzorkd, naptiklad pro
simulaci zne€i$ténych pid.

V zajmu dal$iho vyzkumu stanovist' kontaminovanych PAH a vyuZiti mykorhizni
symbidzy k jejich remediaci by tedy mélo byt ptesnéjsi vybalancovani remedia¢nich strategii,
urceni konkrétnich vhodnych druhd symbiotickych partnerti a ptedev$im hodnoceni zésahti
v aspektu ekologické celistvosti a propojenosti, coZ se ov§em zda byt nad lidské sily.

V kontextu dosaZenych znalosti problematiky 1ze ov§em fici, Ze krticek po kricku se k tomuto

nedostiznému cili usp&€$né bliZime.
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