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Bakterialni degradace
perzistentnich latek

Jednim z aktualnich problému dnesni spolecnosti je ¢im dal vétsi znecistovani
zivotniho prosti‘edi clovékem. K diileZitym a mnohdy opomijenym piipadim zne-
c¢isténi patii kontaminace pudy, napt. velmi problematickymi perzistentnimi
latkami. Perzistence znamena, Ze tyto latky v urcité mife odolavaji pfirozenym
rozkladnym procestim. Ukdzkovym prikladem mohou byt rtizné druhy plastu,
které nejsou biologicky rozlozitelné (biodegradabilni), jako napf. lidskému
zdravi jesté pomérné neskodné PET lahve. Ve své praci v ramci Stfedoskolské
odborné cinnosti jsem se zaméril na sledovéani vyskytu a schopnosti bakterii
degradovat vyznamnou skupinu znecistujicich a pro ¢lovéka toxickych latek —
polycyklické aromatické uhlovodiky. Jako modelovou latku jsme zvolili pyren —
benzo(d,e,fenantren, ktery neni rozkladan béznymi mikroorganismy.

Polycyklické aromatické uhlovodiky (dale
jen PAU, v angli¢tiné PAH — Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons) jsou slou¢eniny,
které obsahuji dvé a vice kondenzovanych
benzenovych jader. Stejné jako v tvodu
zminéné polymerni plasty vykazuji také
nékteré PAU velmi vysokou odolnost
k pfirozenym fyzikdlnim a chemickym
rozkladnym procesim. Jejich skodlivosti
pridava i to, Ze mnohé z nich maji karci-
nogenn{ u¢inky (spojované s narusenim
funkce DNA). Miru perzistence 1ze odvo-
dit z jejich chemické struktury. Obecné
plati, Ze degradabilita neboli rozlozitelnost
PAU klesa s nartstajicim poctem aroma-
tickych jader (tedy stoupajici molekulovou
hmotnosti) a je zaroveii ovlivnéna i jejich
strukturou. Pfi linedrnim uspofadani jader
(napt. tetracen, obr. 2a) jsou tyto latky nej-
méné stabilni; stabilita roste smérem ke
klastrovému uspofadéani (napf. u pyrenu,
obr. 2¢) a nejvyssi je pfi angularnim uspofa-

déni (napf. u chrysenu, obr. 2b). Otazkou
je, jak se téchto latek v prosttedi zbavit.

Odstraitovani PAU z ptdy do znac¢né
miry zavisi na jejich vlastnostech, nebot
uhlovodiky se adsorbuji na ptadni ¢ésti-
ce, napf. zrnka pisku. Existuje vice moz-
nosti, jak probiha odstrariovani téchto
slou¢enin z ptdy: tékdnim u nizkomole-
kularnich PAU, fotooxidaci, vymyvanim
nebo piijmem vegetaci. Z biotickych fak-
tort rozklad provadéji nejcastéji bakterie,
houby a fasy. Ve své praci jsem se sou-
stfedil na hledani zdroji bakterii s touto
schopnosti. Vyhoda bakterii oproti euka-
ryotickym mikroorganismim spociva pfe-
devsim ve schopnosti rozklddat 8irsi spekt-
rum latek a v podstatné vyssi rychlosti
degradace. Schopnost rozkladat PAU byla
doposud nalezena u mnoha druhi bakte-
rif, mezi nejuicinnéjsi patii rody Pseudomo-
nas, Mycobacterium, Rhodococcus nebo
Sphingomonas.
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Zakladnim postupem byl odbér vzorka
pfimo z mist pfedpokladaného vyskytu
kontaminantu (ptda znec¢isténa kameno-
uhelnym dehtem, motorovym olejem nebo
asfaltovou emulzi, olejovy email apod.)
a vysev na modelovy substrat, kterym byl
zvolen pyren. Tento uhlovodik se nacha-
z{ ptibliZzné uprostfed rozsahu moleku-
lovych hmotnosti PAU. Praktickou vyho-
dou je i jeho minimalni toxicita. Najde-li
se bakterie, kterd dokéze rozkladat pyren,
pak s vysokou pravdépodobnosti bude
schopna rozkladat i jiné polycyklické aro-
matické uhlovodiky véetné nebezpecné-
ho benzo(a)pyrenu. Pevné vzorky lze poté
homogenizovat ve sterilni misce a mikro-
organismy uvolnit energickym promyva-
nim do sterilni destilované vody. Malé
objemy se nanesou na Petriho misky s aga-
rovym gelem s mineralnimi latkami, ale
bez organickych Zivin, pokrytym tenkou
vrstvou pyrenu. Na miskach pfezije pouze
takovy mikroorganismus, ktery bud umi
sdm vyuzit pyren jako potravu, anebo ten,
jenz vyuziva metabolity vzniklé ¢innosti
prvotniho rozkladace. V druhém ptipa-
dé jde o tzv. konsorcium, u néhoz je meta-
bolismus dvou a vice bakterialnich kme-
nt provazany. Rozklad se pfi pouziti této
metody projevi jako mistni projasnéni
mlécné zakaleného povrchu misky. Pra-
hledné mista se nazyvaji degradacni (lytic-
ké) z6ény a mély by obsahovat pfedevsim
bakterialni konsorcia nebo jednotlivé dru-
hy rozkladajici pyren. Pokud pfeneseme
mikroorganismy z téchto z6n na novou
Petriho misku s pyrenem jako jedinym
zdrojem uhliku a energie, zbavime se béz-
nych bakterif a dal$ich mikroorganismd, jez
nemaji schopnost degradovat pyren nebo
nejsou privodnimi slozkami konsorcia.

Degradaéni aktivitu bakterii mazeme
nezavisle ovéfit dvéma metodami. Prvni
z nich je fluorescenc¢ni fotografie, kterd
vyuziva pfirozenou fluorescenci pyrenu.
Pri vyfotografovani misky pod ultrafialo-
vym zafenim pies vhodny filtr budou svét-
14 pouze ta mista, kde se nachézi nerozlo-
zeny pyren. Na druhou stranu degradacni
z6ny vykazuji bud slabou, nebo Zadnou
fluorescenci. P¥i piekryti fotografii pofi-
zenych s UV osvétlenim a b&znych snim-
ki ve viditelné oblasti vznikne obrézek,
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1 Digitdlné slozené fluorescencni
fotografie rozmisténi pyrenu (modie)

a bakteridlniho povlaku (Gervens).
Sipky sméruji k jasné rozeznatelnym
bakteridlnim koloniim. Snimky B, Ca D
zobrazuji misky, kde probéhla zietelna
degradace. Miska A pfedstavuje
kontrolni vzorek. Foto S. M. Tehrany

2 Chemické struktura vybranych
polycyklickych aromatickych uhlovodiku:
tetracen (a), chrysen (b), pyren (c).
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na némz se po grafické ipravé objevi roz-
misténi degrada¢nich zén a rovnéz pii-
padnych bakterialnich kolonif (obr. 1).

Jesté citlivéjsi metodou je prikaz mizeni
pyrenu z lytickych zén Petriho misek po-
moci fluorescenéni spektroskopie. I u této
metody se vyuzivé fluorescence pyrenu.
Vyfiznuté blocky agaru vcetné povrchové
vrstvy se zhomogenizuji a pfenesou do
kifemennych kyvet, které umoziiuji mérit
fluorescenc¢ni spektra pyrenu a pfipadné
ijeho produktti pomoci fluorometru. Pyren
ma ve svém emisnim spektru t¥i charakte-
ristickd maxima, takZe lze prokazat, zda
jeho fluorescence po pusobeni aktivnich
bakterii mizi (obr. 3), coz odpovida roz-
kladu a odstranéni pyrenu v miskovém
modelu (obr. 1).

Pomoci téchto metod jsme nalezli 6 bak-
teridlnich populaci (viz dale) s pfekvapi-
vé vysokou schopnosti rozklddat pyren.
Pfitomnost hub nebyla mikroskopicky
prokazana. Tak snadnou detekci hledané
skupiny bakterii 1ze pfipsat znaénému
znecisténi vybranych vzorkt polycyklic-
kymi uhlovodiky, pochéazejicimi zejména
z pouzitych motorovych oleji a kameno-
uhelného dehtu. Na druhou stranu ale
v fadé vzorkd nebyla o¢ekdvand pfitomnost
rozkladac¢t PAU patrnéd — napt. u zvétra-
lého olejového néatéru nebo Zivicné smési
pro silni¢ni povrchy. Schopnost pfezivani
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bakterii rozklddajicich uhlovodiky je znac-
nd. Potvrdili jsme degradacni aktivitu
u referen¢niho vzorku skladovaného 10 let
za stalych podminek (v chladu, tmé a v rov-
novéaze se vzdusnou vlhkosti).
Nepodatilo se v8ak urcit, zda §lo u nale-
zenych bakteridlnich populaci o konsor-
cium, nebo o samostatny bakteridlni kmen.
Rovnéz mechanismus rozkladu pyrenu
muZe byt v jednotlivych ptipadech odlisny.
Z fluorescenc¢nich fotografii je patrné, ze
degradacni zéna je mnohdy daleko vétsi
nez bakteridlni kolonie. Tento jev mtizeme
pricist schopnosti bakterif rozpoustét a de-
gradovat pyren ,na dalku“ pomoci povr-
choveé aktivnich latek tvofenych bakterie-
mi (8itka lytické zény pfitom odrazi pomér
mezi produkci téchto latek a rychlosti riistu

Za vsim hledej auxin

Jakmile zacal Zivot vytvaret mnohobunécné formy, vyvstala potieba komuni-
kace mezi jednotlivymi buiikami. Vlastné ta potieba existovala uz drive. O fadé
bakterii je znamo, zZe dokaZou reagovat na hustotu své populace. Tu vnimaji
jako koncentraci signalnich latek vylucovanych kazdou jednotlivou burikou
(tzv. quorum sensing, viz také Ziva 2012, 3: 104-106). Jiné molekuly jsou vypous-
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musi koordinovat funkci kazdé burky. Vznikla proto soustava hormonii. Hor-
mony zasadnim zpisobem ovliviiuji také rist a vyvoj rostlin a jsou pravem
jednim z nosnych témat rostlinné biologie. I v Ustavu experimentalni botaniky
AV CR, v. v. i., jim vénujeme znacnou pozornost — ve dvou laboratorich, které
patri v ramci dstavu mezi nejvétsi a publikacné nejuspésnéjsi. Proto jsme
vybrali jako téma ¢lanku vztahujiciho se k 50. vyro¢i zalozeni tistavu (viz Ziva
2013, 2: XXXV-XXXVI a str. LII kulérové prilohy tohoto ¢isla) hormon auxin.

Terminem hormony se obvykle rozuméji
chemické latky produkované bunkami,
které jsou v nizkych koncentracich vni-
many (jinymi) butikami, coz vede k fyzio-
logické odpovédi. Hormonalni regulace
je dtilezita zfejmé pro vSechny mnohobu-
nééné organismy. U fady Zivo¢icht nemo-
hou chemické signaly putujici na velkou
vzdalenost splnit naroky kladené na rych-
lost nékterych reakci pottebnych k pieziti.
Takové situace vyzaduji zapojeni nervové
soustavy, uvadéné jako vysada zivocicht
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a dodévajici jim punc nadfazenosti. Vse-
obecné se méné vi, Ze rostliny rovnéz po-
uzivaji elektrickou komunikaci na velké
vzdalenosti. Maji vlastni soustavu ionto-
vych kanald a dalsich struktur potfebnych
napf. pro vznik a sifenf akéniho potencié-
lu podél lykové &asti cévnich svazka. Zpu-
sob zivota rostlin je v8ak velmi odlisny
a irychle rostouci druhy vétsinou vystaci
ve své odpovédi na zivotni podminky
s reakéni dobou v fadu minut az hodin.
Typické cévnaté rostliny jsou pfipoutdny
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3 Fluorescencni spektrum — modra
linka predstavuje emisni spektrum
nedegradovaného vzorku agarové ptudy.
Na kfivce jsou zfetelné tfi vrcholy
charakteristické pro pyren

(pfi vlnovych délkach 383 nm,

403 nm a 423 nm). Zelena pferusovana
linka zobrazuje emisni spektrum

po degradaci pyrenu ptisobenim
bakterii. Z prab&hu kiivky je zfejmy
tbytek fluorescence v oblastech
charakteristickych pro pyren.

Orig. v8ech obr. S. M. Tehrany

kolonie). To mtZe byt vyhoda v piipads,
ze jde o konsorcium, kde se na degradaci
podili vice neZ jeden bakterialni druh.

Cisté kmeny, ziskané pasdZovanim na
béznych bakteriologickych pudach, se
stdlou degradacni aktivitou by mély byt
taxonomicky ur¢eny a déle charakterizo-
vany. Taxonomické zafazeni je velmi du-
lezité, protoze v kazdém z pFipadt muiize
jit o patogenni druh bakterie. Dal$im stan-
dardnim postupem je stanoven{ i¢innos-
ti degradace za fizenych podminek a p¥i-
padné i schopnosti degradovat dals{ PAU.
Pokud by se ukéazalo, Ze kmen vyhovuje
priamyslovému vyuziti, potom lze vyvi-
nout metodu k odstratiovani PAU a tim
prispét k obnové zasazenych tizemi a zlep-
Seni zivotniho prostfedi.

k ur¢itému stanovisti, které nemohou opus-
tit. Spoléhaji proto na schopnost upravit
stavbu i funkce svého téla podle mistnich
podminek. Rostlinné hormony (fytohor-
mony) z velké ¢asti urcuji architekturu
rostlin — prodluZovéni a vétveni stonku
i kofent (Ziva 2001, 6: 249-251), p¥ipad-
né prechod do plodné faze zivota, nebo
,detaily” jako umisténi trichomt a pridu-
chti. Ovladaji ale také otevirani prtiducht,
ohyby stonku i kofene nebo nastaveni
optimalni polohy a natocenf listti a kvéta.

Dokaze auxin mnoho riznych véci,
nebo potfad jen tu jednu?

Prvnim hormonem, ktery se podatilo u rost-
lin objevit, byl auxin (viz Ziva 2001, 3:
105-106). A od té doby se ukazuji stale
dalsi procesy, které auxin ovliviiuje (Ziva
2007, 1: 8—12). V ugebnicich fyziologie
nalezneme seznam dé&ji, na jejichZ pra-
béhu se konkrétni hormon podjili. V p¥ipa-
dé& auxinu by bylo Gspornéjsi vyjmenovat,
které Zzivotni projevy nepostihuje — pokud
by se takové vibec nasly. Pro pfedstavu
zde vybiram nékolik piikladt, k ¢emu vede
poskozeni genti souvisejicich s auxinem:
nefunkéni polérni transport auxinu zabra-
ni vytvofeni hlavni osy soumérnosti za-
rodku (mutace gnom); vyvoj embrya bez
funké&niho receptoru pro auxin se zastavi
jesté pred zalozenim déloh (abp1); zdrod-
ky s poskozenym genem pro transkripéni
faktor Auxin Response Factor 5 (ARF5;
monopteros) viibec nevytvoii zdklad kore-
ne; vyfazeni pfenasece auxinu PIN1 zpi-
sobi, Ze lodyha normélné nesouci kvé-
tenstvi nezalozi zadné organy — je hola
(pin-formed); kofeny mutantt v genech pro
dals{ pfenasece auxinu postrddaji schop-
nost udrzet rist smérem doli (pin2, aux1);
nadmérné tvorba auxinu u mutanta yucca
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