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Interakce mikroorganismu a rostlin
v zeminé kontaminované PCB
a jejich vyznam pri fyto/rhizoremediaci
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Polychlorované bifenyly (PCB) jsou organické aromatické
slouceniny, které byly vyrdbény chloraci bifenylu, kdy teoretic-
ky mohlo byt syntetizovano celkem 209 kongeneru liSicich se
raznym stupném chlorace a umisténim chloru na bifenylovém
jadfe. Tyto slouceniny byly dlouhou dobu pouZiviny v pramyslu
diky svym fyzikdlné-chemickym vlastnostem, jako je tepelnd
odolnost, rezistence vuci kyselinim i zasadam, lipofilni charakter,
Spatna rozpustnost ve vodé atd. Disledkem téchto vlastnosti je
ale také jejich rezistence k vnéj$im vlivim prostiedi, coz vede
k jejich akumulaci v Zivotnim prostiedi, odkud se dile dostavaji
do potravniho fetézce. PCB byly z prumyslu vyfazeny poté, co
bylo zjisténo, Ze jsou toxické jak pro lidi, tak pro zvifata. Odstra-
novéni téchto latek z Zivotniho prostfedi fyzikalné-chemickymi
postupy je nejen naro¢né na provedeni, ale také velice nakladné
a neSetrné k zivotnimu prostiedi. Mnohé zivé organismy si vSak
vyvinuly rizné detoxika¢ni mechanismy jako obranny systém
proti Skodlivym tc¢inkiim PCB a dalsich toxickych latek, kterych
1ze k jejich odstraniovani z prostfedi vyuzit. Tyto organismy spolu
v pfirodnich podminkach spolupracuji a podporuji navzijem své
detoxikacni schopnosti. Pristupy zaloZené na vyuziti biologickych
systémt (bioremediace) jsou jednim ze zpUsobu odstrariovani
polutantt z zivotniho prostfedi. Jejich vyhodami je snadna prove-
ditelnost, finan¢ni nendro¢nost a predevsim Setrnost k Zivotnimu
prostiedi a pomérné vysoka akceptovatelnost Sirokou vefejnosti.
Bioremediace zahrnuje tedy vyuZziti mikroorganismu (mikrobidlni
bioremediace), rostlin (fytoremediace) a jejich interakci. Rostliny
jsou schopné snizit mnozstvi PCB v zeminé nékolika zpsoby.
Vedle schopnosti absorbovat PCB (fytoextrakce), rostliny mohou
pusobenim enzymu PCB transformovat (fytotransformace) na ne-
fytotoxickou formu a dale je ukladat v pletivech. Uvoliovanim
produktt sekundarniho metabolismu rostliny dle zvysuji aktivitu
rhizosférnich mikroorganism, a tim podporuji odbouravani PCB
rhizosférni mikroflérou (rhizoremediace). Pfi vybéru rostlin ur-
cenych k fytoremediaci je vSak také dulezité urcit, zda je rostlina
schopna v kontaminovaném prostiedi dobfe prosperovat, a s tim
souvisi studium toxicity raznych polutantt (organickych sloucenin
i tézkych kovt). Jak bylo jiz vySe zminéno, rhizoremediace je
proces vyuZzivajici mikroorganismy k odstranéni polutantt z kon-
taminované zeminy. PCB maji hydrofobni charakter, coz ma za
nasledek jejich adsorbci na ¢astice zeminy. S tim souvisi omezena
dostupnost a snaha rostlin i mikroorganismu tyto latky zpfistupnit
a poté degradovat. Mikroorganismy pfitomné v daném misté
tak hraji duleZitou roli pfi odbourdvani xenobiotik v rhizosfére.
Mikroorganismy degraduji PCB anaerobni i aerobni cestou. Pii
anaerobni degradaci dochazi k reduktivni dechlorinaci, a tim
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degradaci vyse chlorovanych kongenert na nize chlorované, coz
vede jednak ke sniZeni toxicity a zdroven k lepSimu odbourdvini
aerobnimi bakteriemi. Mikroorganismy anaerobné degradujici
PCB puisobi spiSe v konsorciich, pouze u nékolika malo bakteri-
alnich druhu byla zjisténa schopnost anaerobné degradovat PCB
v Cistych kulturdch. Aerobni cestou jsou PCB s niz$im stupném
chlorace degradovany pusobenim dioxygenas, jejichz ¢innosti
dochizi k otevieni kruhu bifenylového jadra a miZze nasledovat
mineralizace. Produkty této drahy jsou chlorbenzoové kyseliny,
které jsou odbourdvany dolni degrada¢ni drihou, a kyselina penta-
dienova, kterd je degradovina vlastni degradac¢ni dradhou. Aktivita
mikroorganism( podilejicich se na degradaci PCB v zeminé je
ovliviiovana pfitomnosti rostlin. Rostliny uvoliuji do prostredi
organické slouceniny, napf. aminokyseliny, cukry a organické
kyseliny, které mohou podporovat aerobni i anaerobni metabo-
lismus chlorovanych slou¢enin. Dile jsou kofenovym systémem
do zeminy uvolnovany extracelulirni enzymy, které iniciuji pre-
ménu PCB a usnadnuji tak jejich dalsi bakteridlni transformaci,
razné mikrobidlni rastové faktory a organické kyseliny a dalsi
molekuly, které ptisobi jako surfaktanty a zvysuji tak dostupnost
PCB v zeminé. Sekundarni metabolity rostlin patfici do skupiny
terpent a fenolickych sloucenin mohou téZ indukovat expresi
genu obsazenych v bakteridlni degradac¢ni draze bifenylu, a tim
podporit bakteridlni degradaci PCB. Rostliny rovnéZz zlepsuji pro-
kysli¢eni zeminy v oblastech kofenu, coz je dalsi stimulacni faktor
pro mikrobidlni oxygenasy. VyuzZiti mikroorganismu a rostlin je dle
dosavadnich studii G¢inny zptsob odstraniovani PCB z Zivotniho
prostfedi. Jednim z cilh mikrobidlni ekologie je izolace mikroor-
ganismu z kontaminovaného prostiedi, které disponuji degradac-
nimi schopnostmi. Takto ziskané mikroorganismy lze dile pouZit
pro bioremedia¢ni pokusy. Dulezitou roli tak hraje optimalizace
metod pro charakterizaci a identifikaci téchto mikrobu. Izolaci
lze provadét dvéma zpusoby, a to piimou extrakci a po dlouho-
dobé kultivaci s bifenylem (selekéni tlak substritu) jako jedinym
zdrojem uhliku a energie. V naSich studiich jsme prokazali, Ze
piimou extrakci kultivovatelnych bakterii do pyrofosfitu lze ziskat
jiné druhy, nez po dlouhodobém nahromadovani v pfitomnosti
bifenylu. Po izolaci mikroorganismut z rhizosféry dvou rtznych
rostlinnych druht rostoucich ve stejné zeminé kontaminované
PCB (tabak — Nicotiana tabacum, lilek — Solanum nigrum) bylo
zjisténo, Ze pouze jeden bifenyl metabolizujici bakteridlni druh
(Pseudomonas mendocina) byl detekovian v rhizosféfe obou
téchto rostlin. Z rhizosféry lilku byl déle izolovan bakteridlni druh
Ochrobactrum cytisi a z rhizostéry tabiaku Achromobacter sp.
Dalsi charakterizaci izolat lze provést nékolika zptisoby. Prvnim
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zpusobem je biochemicka charakterizace, pii niZ je srovnavina
schopnost bakteridlnich druht metabolizovat rizné substraty,
véetné piislusného xenobiotika. Dalsim zpusobem charakterizace
je vyuziti hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (v angl. matrix
assisted laser desorption/ionization — time of flight). Hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (MALDI-TOF MS) je metoda, kterou
lze pouzit k detekci, klasifikaci a identifikaci mikroorganismu
na zdkladé srovnani sloZzeni ribosomdlnich proteinti. Metoda
biochemické charakterizace a stanoveni slozeni ribosomdlnich
proteint jsou vSak metody urc¢ené k charakterizaci bakterii, které
lze kultivovat v laboratornich podminkdch. Dosud vsak jako
nejpiesnéjsi metoda identifikace je povazovana identifikace na
zakladé urCeni sekvence 16S rRNA. Tato sekvence obsahuje
konzervativni iseky, dle kterych lze navrhnout primery pro jejich
amplifikaci a variabilni Gseky, na jejichz zakladé lze jednotlivé
bakterie identifikovat a porovnat mikrobidlni diversitu, neboli
zastoupeni raznych bakterii v prostiedi. V poslednich nékolika
letech dochdzi také k rozvoji metod urcenych k charakterizaci
a identifikaci bakterii, pro jejichz kultivaci v laboratofi dosud
nebyly nalezeny podminky. Jednd se o metody zalozené na
analyze sekvence DNA a do této skupiny patii napf. metoda
SIP, neboli znaceni stabilnimi izotopy, T-RFLP, neboli restrik¢ni
polymorfismus délky termindlnich fragmentt, TTGE, elektroforesa
v reZzimu s ménici se teplotou a DGGE, tedy gelova elektroforesa
v denatura¢nim gradientovém gelu.
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Bioremediation, the usage of biological systems for removing pollu-
tants from the environment, is an effective tool of microbial ecology.
Plants and microorganisms are part of the nature and the use of these
systems for remediation does not lead to a negative intervention
to the environment. Methods for characterization and identification
of cultured microorganisms (mass spectrometry MALDI-TOF) and
non-cultured microorganisms (SIP, T-RFLP, etc.) able to degrade
PCBs has been developed recently. Microorganisms isolated from the
contaminated soil can be used for other bioremediation purposes.
Plants play an important role in the removal of xenobiotics from the
environment as well. They are able to absorbe pollutants from the
contaminated soil, transform them to non-phytotoxic forms and store
them in their tissues. Plants also positively affect the rhizosphere
microbes by releasing compounds supporting bacterial growth and
activity. Plants release secondary metabolites that are potential indu-
cers of the expression of genes involved in the bacterial degradation
pathway of PCBs. Higher concetration of these compounds in the
rhizosphere could lead to better degradation of these compounds.
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