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1. Uvod

Gljive su heterotrofni organizmi kojima je za energiju i rast potreban ugljik. Tijekom
evolucije su razvile tri razliCite trofiCke strategije za opskrbu ugljikom, pa postoje kao
saprotrofi, nekrotrofi i biotrofi (Slika 1.). Mikorizna simbioza je najstarija i najraSirenija
simbioza gljiva s biljkama. Pojam 'mykorrhiza’ prvi je upotrijebio A.B. Frank 1885. godine
kako bi opisao modificirane korijenske strukture Sumskoga drveca (Frank i Trappe, 2005).
Otada pokriva Citav niz mutualistiCkih simbiontskih zajednica gljiva i korijenja drveca
(Finlay, 2008a). Navedene zajednice kljucni su elementi procesa kruZenja hranjivih tvari u
kopnenim stanistima (Cairney i Meharg, 1999). Glavni oblici mikoriza su endomikorize, gdje
gljiva kolonizira unutrasnjost stanica korijena biljke domacina (npr. erikoidne i arbuskularne
mikorize (AM)), te ektomikorize (ECM) u kojima je gljiva smjeStena izvan stanica korijena
biljke domacina (Gadd, 2007). Razliite biome naseljavaju razliCite skupine mikoriznih gljiva
Cija je evolucija potaknuta trenutnim uvjetima u okoliSu. Nadalje, jasno je kako mikorizne
zajednice mogu imati znaCajan utjecaj na strukturu biljnih zajednica. Na razini stanista,
razliite su zajednice ektomikoriznih, arbuskularnih i erikoidnih mikoriznih gljiva
identificirane unutar korijenskih sustava biljaka domacina (Slika 1.). Vjerojatno je da mnoge
mikorizne gljive vrse slicne ekoloske funkcije, pa gubitak pojedine vrste u ukupnoj zajednici
gljiva nuzno ne mijenja primjetno funkcioniranje ekosustava niti njegovu produktivnost (iako
Ce to ovisiti 0 stupnju lokalne raznolikosti). Medutim, gubitak ekoloskih funkcija odredenih
zajednica mikoriznih gljiva i zamjena drugim mikobiontima koji imaju razliCite ekoloSke
funkcije moze imati znaCajne posljedice za funkcioniranje i odrzivost ekosustava (Cairney i
Meharg, 1999).
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Slika 1. Podjela gljiva prema trofickoj razini i simbiontskim

odnosima; izvor: www.slidehare.net

Ukupna razina infekcije ECM i AM gljivama (postotak kolonizacije) pod izrazenim je
utjecajem uvijeta u tlu (Cairney i Meharg, 1999). Mikorizne gljive izlozene su razliCitim
oblicima okolisnog stresa. Oni ukljucuju razliCite fiziCke, kemijske i bioloSke ucCinake. Medu
njih spadaju ekstremne temperaturne vrijednosti, pH, zasicenost kisikom, dostupnost vode i
antropogeni oblici stresa Kkoji pr0|zlaze iz primjene gnojiva, vapna i pepela nastalog
sagorijevanjem drva ili iz zasi¢enja ugljikovim dioksidom. Postoji vise mogucih ishoda
uslijed izlaganja mikoriznih gljiva stresnim uvjetima. Stresni faktori mogu neposredno
djelovati na same mikorizne gljive ili posredno nastati kroz smanjenu raspodjelu asimilata
biljke domacina uzrokovanu odgovorima biljke na promjene u okoliSu. S druge strane,
mikorizne gljive mogu imati veliki stupanj tolerancije na stres kao i omoguditi toleranciju

biljaka domacina na stresne uvjete (Finlay i sur., 2008b).



Zabiljezeni su mnogi sluCajevi utjecaja antropogenog oneciscenja iz industrijskih i/ili
gradskih izvora na ECM simbioze. Jasan dojam o ucincima onecis€ivata na mikorizne
zajednice moze se dobiti iz mnogobrojnih istrazivanja koja su u obzir uzela utjecaj razlicitih
gljiva u staklenickim ili terestrickim sustavima (Cairney i Meharg, 1999). Cilj ovoga seminara
je omoguditi pregled dosadasnjih spoznaja o djelovanju razliCitih tvari, prirodnog i/ili
antropogenog podrijetla, na mikorizne gljive kao i njihovih mehanizama obrane od stresa

v oz

2. Uloga mikoriznih gljiva u kopnenim ekosustavima

Mikorizne gljive Cine zajedice s oko 80% biljnih wvrsta i ukljuCene su u glavne
transformacije minerala i preraspodjelu anorganskih hranjivih tvari, npr. esencijalnih metala i
fosfata, kao i kruzenje ugljika (Slika 2.). Imaju viSestruku ulogu u kopnenim ekosustavima.
Uzrokuju promjenu mobilnosti i dostupnosti hranjivih tvari i neesencijalnih metala, duSika,
fosfora, sumpora itd. te promjenu kruZenja i prijenosa ugljika izmedu biljaka, gljiva i
rizosfernih organizama. Takoder, sudjeluju u otapanju minerala i oslobadanju metala i
hranjivih tvari iz minerala kao i preraspodjeli metala izmedu biljaka i gljiva. UtjeCu na
promjenu produktivnosti biljaka, promjenu biogeokemije i mikrobioloSke aktivnosti u

korijenskoj regiji biljaka te prijenos vode u i/ili iz biljke (Gadd, 2007).
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Slika 2. Uloge mikoriznih gljiva u ekosustavima; izvor: www.frontiersin.org



Dokazano je da su mikorizne gljive ukljuene u mobilizaciju iz mineralnih resursa
potaknutu protonom ili prisustvom liganda, imobilizaciju metala pomocu biosorpcije i
akumulacije u biomasi te izvanstanicno izluCivanje mikogenih oksalata toksicnih metala.
Gljive rastu u mikrookoliSu gdje su organizam, vezana ljepljiva sluz bilja, kruti adsorbenti te
organske i anorganske povrSine u razli¢itim meduodnosima. Svi procesi koji doprinose
troSenju stijena i minerala djelovanjem gljiva, kao Sto su otapanje, sorpcija, transport, difuzija
I rekristalizacija mobiliziranih kationa, odvijaju se u tom mikrookolisu. Dva Cesta
sinergisticka mehanizma kojim gljive razgraduju mineralne supstrate su biomehanicki i
biokemijski. Biogeokemijske aktivnosti mikoriznih gljiva dovode do promjena fizicko-
kemijskih karakteristika okoline korijena, a posljedica pojaanog troSenja minerala tla je
oslobadanje kationa metala. Poznato je da ektomikorizne gljive otapaju kalcijeve minerale u
tlu. Ektomikorizni miceliji reagiraju na prisutnost razlicitih silikatnih i fosfatnih minerala
(apatita, kvarca, kalijskih feldspata) u tlu na naCin da reguliraju njihov rast i aktivnost,
ukljucujuci kolonizaciju, preraspodjelu ugljika i zakiseljavanje supstrata. Erikoidne mikorizne
I ektomikorizne gljive mogu otopiti mnoStvo minerala teSkih metala (npr. kadmija, bakra,
zinka, olova) ukljuCujuci fosfate. Mobilizacija fosfora se smatra jednom od najvaznijih
funkcija mikoriznih gljiva. SlobodnoZzivuce i simbiontske gljive imaju vaznu ulogu u nastanku
minerala kroz izluCivanje organskih i anorganskih sekundarnih minerala te nukleaciju i
depoziciju kristalinih materijala na i unutar stanica, posebice oksalata i karbonata. Navedeni
proces moZe biti vazan u tlu jer izluCivanje karbonata, fosfata i hidroksida povecava
agregaciju tla. Kationi poput Si**, Fe**, AI** i Ca®*, koji mogu biti oslobodeni mehanizmima
troSenja, stimuliraju izluCivanje spojeva koji se ponaSaju kao agensi za vezanje Cestica tla.
Korijenje i hife mogu promijeniti polozaj i medusobne odnose Cestica u rizosferi, promijeniti
im orijentaciju i osloboditi organske metabolite koji pomazu stabilnosti agregata (Gadd,
2007).

Uz poboljSanje unosa mineralnih tvari kod biljaka, mnoge mikorizne gljive mogu imati
vaznu ulogu u mobilizaciji hranjivih tvari iz organskih supstrata. Glavni ucCinak za biljke
domacine je mobilizacija hranjivih tvari kao $to su dusik i fosfor iz strukturnih i drugih
polimera koji su inaCe nedostupni Korijenju biljaka. lzolacija duSika i fosfora pomocu
mikoriznih gljiva iz raspona bioloski relevantnih supstrata kao Sto su polen, mrtvi oblici,
skokuni i saprotrofni miceliji veC je temeljito proucena. Intervencija razliCitih skupina
mikoriznih gljiva u mikrobnim mobilizacijsko-imobilizacijskim ciklusima uzrokuje

mobilizaciju duSika i fosfora iz mikrobnog, mikro-faunskog, mezo-faunskog i biljnog



detritusa. Time je omogucen razvoj svojstvenih biljnih zajednica niz visinski gradijent ili
gradijent geografske Sirine (Finlay, 2008a).

Drzi se da negativni ucinci ektomikoriznih gljiva na razgradivace, objaSnjeni povecanjem
razgradnje netom nakon uklanjanja mikoriznih gljiva okapanjem, ovise o kompeticiji za dusSik
ili vodu. Intervencija ektomikoriznih gljiva u ciklusima razgradnje vjerojatno ukljucuje
kompetitivne meduodnose sa saprotrofima. Pretpostavlja se da se jedne pojavljuju u blizini
drugih, ali malo se zna o prostornoj ili vremenskoj dinamici meduodnosa ovih dviju skupina
gljiva u prirodnim ekosustavima. Saprotrofi s potpunim komplementom enzima za razgradnju
detritusa potrebni su tijekom pocetnih stadija razgradnje. DuSik koji mobiliziraju zadrZan je u
njihovim micelijima. Kako se C:N omjer detritusa smanjuje, tako saprotrofi vjerojatno postaju
manje kompetitivni u odnosu na mikorizne gljive koje se neposredno opskrbljuju asimilatima
biljke domacina (Finlay, 2008a).

Gubitak energetski bogatih ugljikovih spojeva iz korijenja biljaka u mikrobne populacije u
tlu temeljni je proces opskrbe ekosustava u tlu. ZnaCajne koliCine ugljika protjeCu kroz
mikorizne micelije do razliCitih sastavnica ekosustava u tlu. UtroSak za odrzavanje
ektomikoriznih zajednica prema razliCitim autorima procijenjen je izmedu 15% i 28% neto
fiksacije ugljika. Osim neposrednog gubitka za respiraciju, energetski bogati ugljikovi spojevi
osnova su za vecinu bioloskih procesa. Potrebne su daljnje informacije o koli¢inama i
tipovima razliCitih spojeva kao i mehanizama koji reguliraju njihovu translokaciju i krajnju
raspodjelu. Potencijalni ucinci ukljuCuju proizvodnju enzima, organskih kiselina i drugih
spojeva, utjeCuCi na razgradnju organskih supstrata ili otapanje mineralnih supstrata, i
proizvodnju antibiotskih tvari ukljuCenih u kemijsku zastitu ili antagonizam. Proizvodnja
glikoproteina poput glomalina, koji su ukljuceni u stvaranje i stabilnost agregata tla, takoder
mogu imati vazan utjecaj na druge mikroorganizme povezane s micelijem arbuskularnih
mikoriznih gljiva. Prijenos ugljika moze se odvijati i izmedu zelenih biljaka i nefotosintetskih
miko-heterotrofnih biljaka koje dijele micelij. Preraspodjela svjezih fotoasimilata kroz
mikorizne micelije utjeCe na dinamiku hranjivih tvari i populacije mikroba u mikorizosferi.
Neprekidnost fizioloSkih procesa i dinamicka meduzavisnost sustava biljka-mikrob-tlo
izazivaju Sirokoprihvacen stav da je aktivnost tla pod dominacijom organizama razgradivaca
koji koriste stariji detritni materijal. Takoder, opovrgavaju da su podaci o korijenskom

detritusu podjednaki onima o nadzemnom detritusu (Finlay, 2008a).
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ugljikovodici, klorinirani fenoli i pesticidi, sposobne su promijeniti ove spojeve, ali relativno
je malo mikoriznih taksona dosada testirano. Potencijalna prednost koristenja mikoriznih
gljiva u bioremedijaciji je Cinjenica da se opskrbljuju ugljikom neposredno preko biljaka
domacina i koriste ga za Sirenje u onecCiSCene supstrate. Dio tog ugljika mozZe tako postati
dostupan bakterijama povezanim s mikoriznim micelijem Sto moZe imati posljedice za
bioremedijaciju u mikorizosferi. PokuSaji uvodenja mikroorganizama s biokontrolnim i
bioremedijacijskim svojstvima Cesto budu neuspjesni jer se inokulanti ne uspiju razviti.
Mikorizne hife mogu olaksati razvoj nekih bakterija koje mogu biti aktivne u bioremedijaciji,
npr. naftom oneciS¢enih tala. Opcenito, uloga arbuskularninh mikoriznih gljiva manje je
istrazivana s obzirom na bioremedijaciju, ali provedena istrazivanja pokazala su da rasprsenje
policiklickin aromatskih ugljikovodika (PAH-ova) moze biti pojaCano u prisutnosti
arbuskularnih mikoriza (Finlay, 2008a).

Mikorizne gljive imaju velik broj ucinaka koji doprinose ublazavanju razlicitih tipova
stresa kojemu su izloZene njihove biljke domacini, uklju€ujuéi toksi¢nost metala, oksidativni
stres, vodni stres i uCinke zakiseljavanja tla (Slika 3.). Sposobnost ektomikoriznih gljiva da
zadrZze katione baza i ograniCe njihov gubitak ispiranjem te da oslobadaju hranjive tvari
troSenjem povrSina minerala moze biti vazna u tlima pod utjecajem zakiseljavanja. U takvim
tlima toksiCnost za posljedicu povisenih koncentracija aluminija i drugih toksicnih metala
mozZe se smanjiti poveéanom proizvodnjom kelatnih agensa kao Sto je oksalna Kiselina.
Opcenito, gljive tolerantne na metale rastu i otapaju toksi¢ne metale bolje nego netolerantni
izolati. Takoder, toksi¢ni metali mogu uzrokovati oksidativni stres i rezultati viSe istraZivanja
mikoriznih gljiva pokazali su da gljive mogu regulirati gene koji pruzaju zastitu od reaktivnih
kisikovih radikala (reactive oxygen species, ROS). Dokazano je da funkcionalna arbuskularna
mikorizna CuZn superoksid dismutaza moZe pruZati zastitu od lokaliziranih obrambenih
odgovora domacina, ukljuCujuéi ROS. Druga su istrazivanja ukazala na sposobnost
ektomikoriznih gljiva za poboljSanje zastite od metalima induciranog oksidativnog stresa kroz
jako induciranu sintezu glutationa. Medutim, malo se zna o tome kako se tolerancija gljiva na
metale odraZzava na prijenos metala u biljku domacina. Znanstvenici su i dalje tek na poCetku
razjasnjenja molekularnih mehanizama ukljucenih u homeostazu metala, detoksikaciju i
toleranciju filamentoznih gljiva. Usto, mnogo se raspravljalo o u€incima mikoriznih gljiva na
odgovore biljaka na susni stres. No, teSko je razlikovati prehrambene uCinke od neposrednih
ucinaka na prijenos vode posto doprinos hifa unosu hranjivih tvari postaje vazniji sto je tlo
suSe. Nocna translokacija vode iz korijenja biljke u mikorizne gljive u vezi je s hidraulickim

potiskom. Opskrba vodom na ovaj nacin bila bi vazan naCin odrzavanja mikorizne aktivnosti i

6



poboljSanja unosa hranjivih tvari pomocu biljaka duboka korijena, ¢ak i kada su gornji slojevi

tla suhi. UcCinke mikoriznih gljiva na toleranciju na vodni stres teSko je prouCavati posto ce

opskrba slabo rasprSivim hranjivim tvarima kao Sto je fosfor u suhom tlu postati sve vise

ograni¢ena pove¢anom zavojitoS¢u puta difuzije. Mikorizne hife dat Ce vrlo vazan doprinos

unosu fosfora kako se tlo susi, smanjujuci razlike izmedu ucinaka vode i hranjivih tvari.

UtiSavanje ekspresije gena koji kodiraju akvaporine plazmatske membrane moze igrati ulogu

u povecanoj toleranciji AM biljaka na vodni i solni stres (Finlay, 2008a).
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Uz povecanje apsorpcijske povrSine Kkorijenskih sustava biljaka domacina, hife
simbiontskih gljiva osiguravaju vecu povrsinu za interakcije s drugim mikroorganizmima i
pripremaju vazan put za translokaciju energetski bogatih biljnih asimilata u tlo. Interakcije
mogu biti sinergistiCke, kompetitivne ili antagonistiCke i mogu biti od znacaja za primjenu u
podrucjima kao Sto su odrZiva poljoprivreda, bioloSki nadzor i bioremedijacija. Otkrivene su
bakterije s potencijalom za fiksaciju duSika koje endosimbiontski rastu unutar Cvorastog
korijenja ektomikoriznih biljaka. OcCigledno bi takve trojne simbioze bile od znaCaja u
duSikom ogranicenim sredinama. LucCenje i reapsorpcija fluidnih kapljica na vrScima
ektomikoriznih hifa mogu predstavljati vazan mehanizam za prilagodbu uvjetima u blizini
vrhova hifa, stvarajuci sucelje za razmjenu hranjivih tvari i ugljikovih spojeva s okolnim tlom
I njegovim mikroorganizmima. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se razlucile aktivnost
samih mikoriznih hifa i olakSan unos spojeva mobiliziranih aktivno$¢u drugih organizama.
Diferencijalna vezanost razliCitih taksona bakterija za vitalne i nevitalne hife gljiva ukazuje na
to da neke bakterije funkcioniraju iskljuCivo kao saprotrofi, hraneci se mrtvim hifama, dok
druge viSe ovise o interakcijama s zivim hifama (Finlay, 2008a).

3. Djelovanje toksikanata na mikorizne gljive

3.1. Toksi¢nost teSkih metala

Mnogo se zna o ucincima metala na mikorizne gljive kao i o odgovorima gljiva koji
uklju€uju modifikacije odgovora biljaka domacina. Opcenito, gljive tolerantne na metale rastu
I otapaju minerale toksicnih metala bolje nego netolerantni izolati. Otapanje metala
djelovanjem gljiva moze se odvijati protonom ili ligandom potaknutim mehanizmima, a
organske Kkiseline osiguravaju izvor protona za otapanje i kelatne anione za stvaranje
kompleksa iz kationa metala. Pokazalo se da povecana proizvodnja organskih kiselina,
naroCito oksalne kiseline, kod ECM gljiva kao odgovor na poviSene koncentracije Al i Cu
moze imati ulogu u zastiti biljaka od toksi¢nih u€inaka ovih metala (Finlay i sur., 2008b).

Gljive mogu reagirati na toksicne metale i minerale metala na mnoStvo nacina ovisno o
njihovoj toleranciji i sposobnosti da utjeCu na mobilnost toksicnih metala. Metali mogu biti
mobilizirani od strane gljiva protonolizom, kompleksacijom pomocu mikrobnih metabolita
(npr. polifenolnih spojeva) i siderofora te metilacijom kojom mogu nastati lako ishlapivi
spojevi metala. Organske kiseline osiguravaju i protone za otapanje i kelatne anione za
stvaranje kompleksa iz kationa metala Sto ovisi o Cimbenicima poput relativnih koncentracija

aniona i metala, pH i konstanti stabilnosti razlicitih kompleksa. Suprotno tome, imobilizacija
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moze proizaci iz sorpcije na staniCne sastavnice ili egzopolimere, prijenosa i unutarstanicne
izolacije ili izluCivanja u obliku netopljivih spojeva, npr. oksalata. Proucavana je sposobnost
erikoidnih mikoriznih i ektomikoriznih (ECM) gljiva za otapanje minerala razlicitih toksicnih
metala (Cd, Cu, Pb, Zn). IstraZivanje je provodeno tako da su minerali bili uklopljeni u agarni
medij i otapanje se procjenjivalo mjerenjem Cistine na agaru nakon rasta gljiva. Mjerenje
radijalnog rasta i tezine suhe biomase dalo je nagovjestaj tolerancije metala: metal u biomasi
mjerio se atomskom apsorpcijskom spektrofotometrijom. Tolerancija na metale i sposobnost
otapanja znatno su varirale ovisno o promatranom mineralu i vrstama gljiva kao i vrstama
uzetim s lokacija razli€itog stupnja onecCiscenja metalima. Pokazalo se da cinkov fosfat ima
najmanju toksi¢nost i vecini ga je proucavanih izolata gljiva bilo najlakSe otapati. Otapanje
minerala toksi¢nih metala bilo je povezano s pH vrijedno$¢u medija te rastom i tolerancijom
gljiva. Cini se da je zakiseljavanje medija bilo glavni mehanizam otapanja minerala za ve¢inu
istrazivanih mikoriznih gljiva. Vrlo izraZzen letalni ucinak zapazen je kod ektomikoriznih
izolata (60% vrsta) u prisutnosti olovljeva fosfata, karbonata, sulfida i tetraoksida. Suprotno
tome, izolati erikoidnih mikoriznih gljiva bili su sposobni rasti na medijima obogacenim
olovljevim mineralima. Znacajan broj ECM kultura (70-90%) otapao je kadmijeve i bakrove
fosfate i kuprit. Nijedna od erikoidnih i ektomikoriznih gljiva nije mogla proizvesti Cistu zonu
u agaru s olovljevim mineralom. Medutim, mnoge su gljive bile sposobne akumulirati
mobilizirano olovo u svoje micelije. Razlike u toleranciji na toksiCne metale, otapanju
minerala i unosu minerala unutar populacija izoliranih iz onecis¢enih i kontrolnih lokacija
okoliSu (Fomina i sur., 2005).

S obzirom da zakiseljavanje tla poveéava stopu otapanja minerala i oslobadanje
potencijalno toksi¢nih metala iz netopljivih kompleksa, Cesto je teSko jasno razlikovati ucinke
zakiseljavanja tla od uCinaka toksi¢nih metala. Primjerice, povecana dostupnost aluminija,
zajedno s ispiranjem kationa baza, pri niskim vrijednostima pH tla drzi se jednim od vaznih
Cimbenika u djelovanju kiselih kiSa na rast biljaka. Podaci dobiveni istrazivanjima na terenu i
u staklenicima dokazuju kako je smanjena infekcija biljaka ECM gljivama posljedica
onecis¢enja Cd, Cu, Ni, Pb i/ili Zn, s time da se infekcija sve viSe smanjuje kako
koncentracije metala rastu. Cak i kada postotak kolonizacije nije pod utjecajem toksicnih
metala, cink (ako ne i drugi metali) moZe utjecati na ECM simbioze inhibirajuci rast
izvanmatricnih micelijskih sustava. lako, Cini se da ucinak ovisi o taksonima izlozenih gljiva.
Povecanje koncentracija olova u tlu moze imati razliite ucCinke na razliCite ECM

morfotipove. Dok su mnogobrojna istraZivanja u staklenicima zabiljezila smanjenu AM
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kolonizaciju u prisutnosti oneciscenja toksicnim metalima, relativno malo takvih istraZivanja

je provedeno u prirodi (Cairney i Meharg, 1999).
3.2. ToksiCnost pesticida

Proucavani su ucinci pesticida na 64 ektomikorizne gljive u mikorizi s drvecem borealnih
Suma in vitro metodama. Pesticidi (fungicidi: benomil, klorotalonil, bakrov oksiklorid, maneb
i propikonazol; herbicidi: klortiamid, glifosat, heksazinon, linuron i terbutilazin; insekticidi:
cipermetrin) odabrani su kao oni Cesto koriSteni u nordijskim Sumskim rasadnicima i
gljive nego herbicidi i cipermetrin. Fungicidi, klorotalonil i propikonazol, imali su
najizrazeniji inhibicijski ucinak na rast mikoriznih gljiva. Suprotno tome, maneb, glifosat i
terbutilazin, stimulirali su rast nekih mikoriznih gljiva. Leccinum versipelle (Fr. & HOk) Snell
1944 i Leccinum scabrum (Bull.) Gray 1821, Paxillus involutus (Batsch) Fr. 1838 i
Cenococcum geophilum Fr. 1829 bile su mikorizne gljive najosjetljivije na razliCite pesticide.
Otopina pesticida ili njihovi ostaci mogu natopiti posudu ili tlo tijekom ili nakon primjene
zbog navodnjavanja ili kisnice. Dubina tla do koje pesticid moze doprijeti ovisi 0 sastavu
organske tvari u tlu i fiziCko-kemijskim svojstvima pesticida. U tresetnim loncima pesticidi
mogu biti vezani za tresetni medij i samo se mala koli¢ina moZe detektirati u procjednoj vodi.
Primjerice, istraZzivanje sa sadnicama u tresetnim loncima pokazalo je da se manje od 1%
primijenjenog klorotalonila, ali gotovo 30% primijenjenog propikonazola procijedilo kroz
tresetni medij. Mikrobna aktivnost u tlu moze osloboditi za tlo vezane pesticide te oni
ponovno prolaze kroz interakcije u okoliSu. Prema tome, mikoriza i micelij, koji su prisutni
pretezno u organskom najgornjem sloju tla, mogu biti izloZeni pesticidima. Testirani fungicidi
pokazali su se toksi¢nima za ektomikorizne gljive, vjerojatno zbog njihovog opéeg nacina
djelovanja. Fungicidi mogu inhibirati diobu stanica gljiva (benomil), oslabiti biosintezu
ergosterola (propikonazol), inaktivirati tiole stanica gljiva (klorotalonil), uzrokovati oStecenja
proteina (bakrov oksiklorid) ili se vezati na bakrove spojeve (maneb). Recimo, propikonazol,
sustavni fungicid, spada u grupu inhibitora sinteze sterola te ima Sirok raspon djelovanja.
Herbicidi, glifosat i heksazinon, testirani su s razliCitim gljivama u testovima Cistih kultura,
npr. Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quél. 1872, Laccaria laccata laccata (Scop.) Cooke
1884 i Suillus tomentosus (Kauffman) Singer 1960. Inhibirali su sve testirane gljive pri
koncentracijama iznad 10 mg/L, a u drugome eksperimentu imali su inhibicijski uCinak na

Cenococcum geophilum, Hebeloma longicaudum (Fr.) P. Kumm. 1871 i Pisolithus tinctorius

10



(Mont.) E. Fisch. 1900 pri koncentracijama ispod 100 mg/L, iako tako visoke koncentracije
mogu biti manje relevantne za situaciju u Sumskim rasadnicima (Laatikainen i Heinonen-
Tanski, 2002).

3.3. Toksicnost poliaromatskih ugljikovodika

v 7=

dospijevaju u okolis prirodnim putem ili se oslobadaju u velikim koliCinama razliCitim
industrijskim procesima. Zbog toga neka tla u blizini industrijskih postrojenja mogu postati
izrazito oneciS¢ena PAH-ovima, posebno ona pod utjecajem industrije rasplinjavanja ugljena i
izljeva nafte koji uslijede (Cairney i Meharg, 1999). Imaju Stetne uCinke na ljudsko zdravlje i
okoli$. Dokazano je da PAH-ovi imaju izravan toksi¢an ucinak na razvoj AM gljiva ometajuci
metabolizam lipida. Prisutnost PAH-ova utjeCe na drasticno ograniCenje duljine
izvankorijenskih hifa i proizvodnje spora. ZnaCajno smanjenje sastavnica stanicne membrane,
fosfatidilkolina (PC) i sterola (osobito 24-metilkolesterola), prikazani su na primjeru rasta
Rhizophagus irregularis Blaszk., Wubet, Renker & Buscot 2009 u prisutnosti PAH-ova.
StoviSe, izloZenost PAH-ovima uzrokovala je oksidativni stres u AM izvankorijenskim
strukturama istaknut porastom lipidne peroksidacije. Obje lipidne sastavnice membrane,
steroli i PC, pod izrazenim su uCinkom djelovanja PAH-ova na Sto ukazuje oStecenje
membrane gljiva u prisutnosti B[a]P-a i antracena. Ova je pretpostavka potvrdena porastom
lipidne peroksidacije kad su AM gljive rasle uz oneCiS¢enje PAH-ovima. Sve uocCene
promjene bile su manje u prisutnosti antracena koji se pokazao manje toksiCnim od
benzo[a]pirena (B[a]P-a). Uzimajuci sve u obzir, drasticno smanjenje rasta AM gljiva uz
onecis¢enje PAH-ovima moZe se djelomi¢no objasniti smanjenjem akumulacije sterola, PC i
lipidne peroksidacije (Debiane i sur., 2011).

IstraZzivanja propagula AM gljiva opcéenito ukazuju na smanjenu raznolikost u otpadu
nastalom sagorijevanjem ugljena i jalovini iz rudnika lignita ili kalcita u usporedbi s
nezagadenim tlima. Promjene u populacijama AM gljiva mogu se javiti i zbog primjene
otpadnih voda iz nastalih procesuiranjem uljnih Sejlova na tlo u travnjackom ekosustavu
velike ameriCke komoljike. lako teSki za interpretaciju, uoCeni ucinci vjerojatno prije
odrazavaju utjecaj organskih zagadivaca u otpadnoj vodi nego anorganskih sastojaka posto se
sastav anorganskih hranjivih tvari u tlu vratio gotovo na vrijednosti prije oneCiSCenja u

vrijeme kada je istrazivanje provedeno (Cairney i Meharg, 1999). Vaznost remedijacije PAH-
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ovima onecis¢enih tala leZzi u oCuvanju korisnih mikroorganizama u tlu poput mikoriznih

gljiva (Debiane i sur., 2011).
3.4. ToksiCnost produkata depozicije duSika

DosadaSnja istrazivanja upuéuju na to da depozicija duSika moze dovesti do smanjenja
kolonizacije ECM gljiva ili smanjenja ukupnog broja korijena inficiranih ECM gljivama.
Potonje je obi¢no povezano s ukupnim smanjenjem u kratkom bo¢nom korijenju. Medutim,
smanjenje kolonizacije ovakvog tipa moze biti kratkoga vijeka. Nadalje, pokazalo se da
gnojidba dusikom nema znacajan ucinak na obnavljanje vrhova korijena inficiranih ECM
gljivama. Kolonizacija erikoidnih biljnih vrsta iz brdskih krajeva sjeverne polutke pokazuje
slab odgovor na gnojidbu duSikom — istrazivanja pokazuju slab ili nikakav ucinak na postotak
kolonizacije ili ukupnu biomasu mikoriznih gljiva povezanu s korijenskim sustavima cak i
nakon Cetiri godine neprekidne gnojidbe. Slicno tome, postotak kolonizacije nekih stepskih
AM vrsta moZze biti smanjen zbog gnojidbe amonijevim sulfatom, iako druge vrste ne moraju
pokazati vidljiv odgovor. U specificnom slu€aju obogaCivanja amonijakom, razina
kolonizacije AM gljiva moZe se znaCajno povecati, a na kolonizaciju ECM gljiva moZe
negativno utjecati. Dodatak duSika moze imati snazne ucCinke na podzemnu strukturu
zajednica ECM gljiva. Vrsta duSika primijenjenog na tlo moZze razlicito utjecati na strukturu
zajednice ECM morfotipova; i urea i amonijev nitrat imaju razliCite uCinke. Promjene u
zajednicama ECM gljiva posredovane duSikom mogu imati dugoroCan ekoloski znacaj.
RazliCit utjecaj duSicnih dodataka moze biti povezan s uCincima na rast izvanmatricnog
micelija razlicitih taksona ECM gljiva. Takoder, postoje i razlike unutar pojedine vrste u
osjetljivosti ECM izvanmatricnih micelijskih sustava na dodatak duSika. Rast nekih gljiva
kroz tlo moze biti pod izrazenim utjecajem unosa duSika, dok se druge Cine relativno
neosjetljivima. Ovakve razlike vjerojatno snazno utjeCu na relativnu konkurentnost ECM
gljiva i mogu poduprijeti promjene u strukturi podzemnih zajednica vezane uz oneciscenje
dusSikom (Cairney i Meharg, 1999).

Cini se da je vecina ECM gljiva jako osjetljiva na abioti¢ke promjene u okolisu. Posebno,
kronic¢no i/ili drasti¢no povecanje dostupnosti dusika, uzrokovano depozicijom ili dodavanjem
duSika, moze dovesti do dramatiCnih gubitaka u raznolikosti vrsta te bitno promijeniti
strukture ECM zajednica. Uzevsi u obzir Cinjenicu da su ECM zajednice u okoliSu
ogranicenom duSikom najSire razvijene mogu se ocCekivati odgovori na dostupnost dusika.

Dok su Clanovi roda Cortinarius, vrstama najbogatijeg roda s otprilike 2000 vrsta, obi¢no vrlo
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osjetljivi na dodavanje dusika i Cesto odsutni na gnojenim Sumskim zemljiStima, zastupljenost
vrsta roda Lactarius Cesto se poveca poslije gnojidbe. Jo$ je nejasno je li relativno Cest
gubitak raznolikosti ECM gljiva poslije gnojidbe duSikom uzrokovan izravnim stresnim
ucinkom na gljive ili neizravnim ucinkom preko biljke domacina, smanjujuci opskrbu gljive
ugljikom. Razvoj micelija kod nekih ECM gljiva pod negativnim je utjecajem poviSene razine
dusika u tlu. ECM gljive ne mogu ograniciti unos dusika, pa prekomjerni unos moze dovesti
do smanjenja rasta micelija zbog toga Sto je ugljik koji se inaCe koristi za Sirenje hifa
prenamijenjen za asimilaciju unesenog duSika. Gnojidba Suma duSikom obi¢no se provodi
primjenom oko 100-200 kg N ha™ u obliku amonijeva nitrata. U vie je navrata zapaZeno
kako nitrati mogu biti toksicni za ECM gljive. U nedavnim istrazivanjima proucavano je
koriStenje razlicitih izvora duSika u ECM gljiva. Stvaranje mikorize i razvoj Suillus
variegatus (Sw.) Kuntze 1898, uobicajene vrste u zajednici s borom Pinus sylvestris L., bili su
pod izraZzenim negativnim utjecajem u prisutnosti nitrata. Uc¢inak je bio isti ¢ak i u sluCaju
izlozenosti amonijaku ili organskim izvorima duSika kao alternativnim izvorima dusSika.
Kronicno dodavanje dusika zrachom depozicijom duSika takoder je povezano sa smanjenjem
proizvodnje sporokarpa u europskim Sumama. Bogatstvo vrsta ECM gljiva, mjereno
proizvodnjom sporokarpa, pod negativnim je utjecajem povecanja depozicije duSika. Takoder,
zakljuCeno je kako je utjecaj na specijalisticke vrste (posebno simbionte igliCastih
golosjemenjaca) negativniji nego na generalistiCke vrste koje su sposobne stvarati mikorize s
velikim brojem biljaka domacina. Sto se tice AM gljiva, pokazalo se da uginci gnojidbe ovise
0 pocetnom statusu hranjivih tvari ekosustava kao i vrstama mikoriznih gljiva. Sastav biljnih
zajednica moze utjecati na strukturu zajednica AM gljiva, ali poznato je i da raznolikost
zajednica AM gljiva moze utjecati na raznolikost i produktivnost biljnih zajednica (Finlay i
sur., 2008b).

3.5. ToksiCno djelovanje uslijed promjene pH tla

Sporo zakiseljavanje tla pod brojnim tipovima vegetacije, naroCito pod vrstama iglicastih
golosjemenjaca, prirodan je proces i biljke su razvile razliCite mehanizme tolerancije ili
izbjegavanja nastalog stresa. Medutim, taloZenje mnogih antropogenih onecis¢ivaca znaajno
je povecalo zakiseljavanje tla. U podrucjima sjeverne Europe, gdje podloga ima mali puferski
kapacitet, snizavanje pH tla prepoznato je kao potencijalno vazna prijetnja za dugorocan
opstanak Sumskih ekosustava. Povecanje kiselosti tla povecava otapanje i mobilnost mnogih

potencijalno toksiCnih metala, posebno aluminija, te uzrokuje ispiranje kationa baza.
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Medutim, ispiranje ovih kationa moZe se smanjiti u prisutnosti raSirenog izvankorijenskog
micelija ECM gljiva. Dok povecanje kiselosti i dostupnosti toksi¢nih metala vjerojatno utjece
na mikorizne gljive u Sumama, predlozene protumjere poput vapnjenja, poduzete su kako bi
se smanjila kiselost tla. No, oCekuje se da bi one mogle potaknuti najveci odgovor na stres
kod gljiva i drugih biotickih organizama u tlu. U vecini borealnih i listopadnih Suma
umjerenoga pojasa, gdje su mikorizne gljive prilagodene prevladavajuc¢im uvjetima pH, €ini
se da ¢e vapnjenje neizbjezno predstavljati stres koji zna€ajno mijenja sastav i strukturu
zajednice. Suprotno tome, ucinci umjerenih smanjenja pH tla vjerojatno su manje drasticni.
ZabiljeZzen je znaCajan broj ,,nuspojava“ nakon vapnjenja i €ini se da je veCina povezana s
odgovorom biotickih organizama u tlu na dramati¢na povecanja pH tla kao pratece posljedice
vapnjenja. Povecane stope razgradnje dovode do povecanog gubitka ugljika; viSe razine
dostupnosti amonijaka isto mogu dovesti do povecane nitrifikacije i ispiranja nitrata u
podzemne vode. Dok ovi odgovori mogu djelomi¢no odrazavati fizioloSku plasti¢nost u
postojeim organizmima, takoder, dobro je dokumentirano da vapnjenje moze dramati¢no
promijeniti strukturu i sastav zajednica gljiva. Koristenjem morfoloske i/ili molekularne
identifikacije ECM gljiva na vrhovima Korijenja potvrdeno je da vapnjenje moZe radikalno
promijeniti sastav vrsta. Medutim, premalo je istraZivanja provedeno da bi se moglo
predvidjeti kako Ce zajednica ECM gljiva odgovoriti na dodatak vapna. No, jasno je da
reakcija ovisi 0 prisutnoj vrsti i da su ucinci vapna dugotrajni. Primjerice, Piloderma fallax
(Lib.) Stalpers 1984 je uobicajena ECM gljiva u kiselim tlima borealnih Suma i pokazuje
naroCito jaku reakciju na povecanje pH tla. Kada je micelij ove gljive bio izazvan s
organskom tvari sakupljenom ili s kontrole ili s mjesta koja su bila vapnjena prije 15 godina,
rast u vapnjenom materijalu bio je vrlo ograniCen. Utvrdeno je da je raspodjela ugljika u
miceliju bila znaCajno veca u kontrolnom supstratu nego u vapnjenom supstratu. Miceliji
ECM gljiva vazni su u kolonizaciji novih vrhova korijenja i prema tome vazan su ¢imbenik
kompetitivne sposobnosti ECM gljiva. Bilo koja smetnja, poput vapnjenja, koja utjeCe na rast
ECM gljiva u tlu stoga mora promijeniti kompetitivne interakcije medu vrstama. Taksoni
prilagodeni uvjetima viSeg pH tla rastu na troSak taksona ovisnih o niskom pH tla. VVapnjenje
smrekove $ume u juznoj Svedskoj s 8,75 tona ha® dolomita imalo je za ishod zamjenu
zajednice ECM gljiva s taksonima koji se inaCe ne pronalaze u tim uvjetima. Nije objasnjeno
da li se taksoni koji preferiraju vapnjenje prirodno pojavljuju u ovim Sumama, preZivljavajuci
u Sumama na mjestima mikroskopsikh dimenzija s visokim pH, ali ispod razina detekcije, ili
migriraju na mjesto u obliku spora s okolnih mjesta s visokim pH. Primjena pepela nastalog

sagorijevanjem drva u Sumskim ekosustavima predloZena je kao mjera barem djelomicnog
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nadomjeStanja hranjivih tvari uklonjenih tijekom kr€enja Suma. Pepeo nastaje izgaranjem
biogoriva i skupo ga je zbrinjavati na odlagaliStima otpada. Stoga, vracanje pepela u Sumu
predstavlja i naCin na koji esencijalne hranjive tvari mogu biti nadomjeStene i prakticno
rieSenje za zbrinjavanje ovoga nusproizvoda. Medutim, pepeo sadrzi makronutrijente Ca, P, K
i Mg te mikronutrijente B, Cu i Zn, ali moZe biti i visoko bazian (pH izmedu 10 i 13).
Takoder, pepeo moze sadrzavati velike koliCine teSkih metala. Vrlo je malo istrazivanja
provedeno u svrhu proucavanja uCinka dodatka pepela na mikorizne gljive. Zakljucak tih
istraZzivanja je da je malo vjerojatno da razine hranjivih tvari u pepelu imaju velik utjecaj na
zajednicu ECM gljiva. No, moZe se oCekivati da Ce potencijalne promjene pH tla uzrokovane

dodatkom pepela imati mjerljive uCinke (Finlay i sur., 2008b).
3.6. ToksiCnost ozona i ugljikovog dioksida

Dok su neutralni ili ¢ak pozitivni ucinci na ukupnu kolonizaciju zapazeni nakon
kratkorocnog izlaganja ili izlaganja niskoj koncentraciji ozona, negativni ucinci javljaju se pri
dugoro¢nom izlaganju ili izlaganju visim koncentracijama. Prema tome, podaci iz vecine
istrazivanja ukazuju na znaCajan pad u postotku infekcije ECM gljivama nakon izlaganja
ozonu. Ovo moZe biti popraceno smanjenjem koliCine asimilata u gljivama. Smanjena
infekcija ECM gljivama moZe biti popracena morfoloskim oSteCenjem plastanih hifa. lako,
poSto ozon ne prodire kroz povrSinu tla, €ini se da su njegovi ucinci na ukupnu razinu
infekcije ECM gljiva povezani s neizravhom redukcijom fotosinteze i premjeStanjem
ugljikohidrata u korijen. Nekoliko je istraZzivanja uzelo u obzir moguce interaktivne ucinke
Nije pronaden interaktivni ucinak izmedu ozona i kiselih oborina na infekciju iglicastih
golosjemenjaCa ECM gljivama, a ipak otkrivena je interakcija, ali samo kad je pH kiseline
kojom se tretiralo bio niZi nego u eksperimentalnom tlu. Istrazivanja mogucih ucinaka uslijed
interakcija ozona i SO, dala su dvoznacne rezultate — uoceno je znaCajno smanjenje ECM
kolonizacije ili nije bilo vidljivog uCinka (Cairney i Meharg, 1999).

Pokazalo se da obogacenje atmosferskim CO, Cesto povecava postotak kolonizacije ECM
gljiva u igli¢astim golosjemenjacama i cvjetajucem Sirokolisnom drveéu, iako odgovor moze
biti kratkoga vijeka u nekih biljaka domacina. Stvar se dalje komplicira zapaZzanjem smanjene
ECM kolonizacije uz poviSenu koncentraciju CO, u nekim primjerima i Cinjenicom da
hranjive tvari i/ili status vlaznosti tla kao i temperatura zraka mogu utjecati na ukupne

odgovore mikorize na CO,. Medutim, u nekim sluCajevima, dok je zapaZena povecana

15



kolonizacija biljke pri povisenim razinama CO, (olakSana povecanom duljinom korijenja),
izgleda da nema ucinka na postotak kolonizacije korijenovih dlagica $to ukazuje na poveéanje
gustoée ECM gljiva povezano s CO,. Nadalje, €ini se da obogacivanje s CO, ne mijenja
znaCajno dugovijecnost pojedinacnih vrhova korijenja s ECM gljivama. Slicno je i Sto se tice
AM gljiva, sa znaCajnim povecanjem u postotku kolonizacije zapaZzenim u nekim travama,
drvecu i grmlju, ali neutralnim uc¢incima u drugim travama i nekim zeljastim i drvenastim AM
domacinima. Specifi¢ni odgovori nekih vrsta, kao i s ECM gljivama, ukazuju na to da se
promjene u strukturi zajednica AM gljiva zajedno s izmijenjenom izvanmatricnom
micelijskom masom mogu predvidjeti pri uvjetima povisenog CO, (Cairney i Meharg, 1999).

Trenutno je nejasno u kojoj su mjeri oCigledne razlike u odgovorima mikoriznih gljiva (u
pogledu ukupne kolonizacije i strukture zajednice) povezane s razlikama u specifiCnoj
dostupnosti ugljika u korijenju odredenog domacina. Takoder, vjerojatno je da uoceni
odgovori gljiva odrazavaju i neizravne reakcije na promijenjene uvjete u tlu. Primjerice,
izluCivanje iz korijenja moze biti pod utjecajem CO, kao Sto moze biti i izmjena tvari u
korijenju. Dok potonje moze imati neposredan utjecaj na dinamiku zajednice mikoriznih
gljiva, oba mogu znacajno djelovati na saprotrofne mikrobne organizme rizosfere i zbijenog
tla i mogu utjecati na zajednice mikoriznih gljiva mijenjajuci interspecijske interakcije i
izmijenjujuéi procese u tlu. Stovide, postoji jednoznacan dokaz da i populacije ¢lankonoZaca
grazera poput skokuna mogu biti pod negativnim utjecajem povisenog CO,, potencijalno jos
vise mijenjajuci zajednice mikoriznih i saprotrofnih gljiva. Sva dosadasnja istrazivanja koja
su proucavala ucinke CO, na mikorizne zajednice bila su prilicno kratkog vijeka (<3.5
godine, a u vecini slu€ajeva znaCajno kraca). Prema tome, teSko je predvidijeti da li ¢e se
zapazene promjene zajednica mikoriznih gljiva odrzati i u duljem razdoblju. Nadalje, glavnina
istrazivanja ucinaka CO, provodena je na presadnicama koje su rasle u izolaciji. Takav
pristup, iako pruza vazne osnovne podatke, ne daje nikakav nagovjestaj kako Ce reagirati
zajednice gljiva povezanih s Korijenjem razvijenijeg drveca ili utvrdene zajednice koje
karakteriziraju korijenske sustave biljaka domacina u prirodnim ekosustavima (Cairney i
Meharg, 1999).

4. Tolerancija mikoriznih gljiva na djelovanje metala

Metali i njihovi spojevi mogu medudjelovati s gljivama na razliite naCine ovisno o vrsti
metala, organizmu i okoliSu, dok metaboliCka aktivnost takoder moZe utjecati na specijaciju i

pokretljivost. Mnogi su metali neophodni za rast i metabolizam gljiva (npr. natrij, kalij, bakar,
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cink, kobalt, kalcij, magnezij, mangan, Zeljezo), ali svi mogu imati toksi¢no djelovanje kada
su prisutni u koncentracijama iznad odredenih razina. Drugi metali (npr. kadmij, Ziva, olovo)
nemaju nikakvu poznatu biolosku funkciju, ali gljive ih akumuliraju. Toksicnost metala pod
izraZzenim je utjecajem fizicko-kemijske prirode okolisa i kemijskog ponaSanja odredene vrste
metala. Metali pokazuju toksi¢ne ucinke na mnoge nacine, npr. mogu blokirati funkcionalne
skupine vaznih bioloskih molekula kao Sto su enzimi, premijestiti ili zamijeniti ione
esencijalnih metala, uzrokovati raspad stanicne membrane i membrana organela. Takoder,
mogu medudjelovati sa sustavima koji normalno pruzaju zastitu od Stetnih ucinaka slobodnih
radikala nastalih tijekom normalnog metabolizma. UnatoC ocitoj toksi¢nosti, mnoge gljive
prezivljavaju, rastu i bujaju na metalima onecis¢enim lokacijama. Gljive posjeduju mnoga
svojstva koja utjeCu na toksi¢nost metala, ukljuCujuci proizvodnju proteina za vezivanje
metala, organsko i anorgansko izluCivanje, aktivni transport i unutarstanicno odjeljivanje
(Slika 4.). Glavni gradevni elementi stanicnih stijenki gljiva (npr. hitin i melanin) imaju
znacajne sposobnosti vezivanja metala. Svi navedeni mehanizmi bitno ovise o metaboliCkom i
prehrambenom statusu organizma. Naime, on Ce utjecati na aktivnost mehanizama otpornosti
ovisnih o energiji kao i na sintezu strukturnih sastavnica stijenki, pigmenata i metabolita, $to
nepovoljno utjeCe na dostupnost metala i odgovor organizma. Gljive su sposobne ograniciti
ulaz toksi¢nih metala u stanice putem: smanjenog unosa metala i/ili povecanog izbacivanja
metala; imobilizacije metala, npr. adsorpcijom na staniCnoj stijenci i izvanstanicnim
izluCivanjem sekundarnih novooblikovanih minerala poput oksalata; izvanstani¢nog izoliranja

metala pomocu, npr. egzopolisaharida i drugih izvanstani¢nih metabolita (Gadd, 2007).
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Gljive tolerantne na metale mogu preZivjeti zahvaljuju¢i svojim sposobnostima
unutarstani¢ne kelacije pomocu, npr. metalotioneina i fitokelatina, i izolacije metala unutar
vakuola. Vakuole gljiva imaju vaznu ulogu u regulaciji koncentracije iona metala u citosolu i
detoksikaciji potencijalno toksi¢nih metala. Metali koji se prioritetno izoliraju u vakuolama
su: Mn?*, Fe**, zn**, Co**, Ca®, Sr**, Ni*" kationi i jednovalentni K*, Li* i Cs* Kationi.
Odsutnost vakuola ili funkcionalne vakuolarne H*-ATPaze u gljivi Saccharomyces cerevisiae
Meyen 1838 povezana je s povecanom osjetljivoscu i u velikoj mjeri smanjenim kapacitetom
stanica za akumulaciju cinka, mangana, kobalta i nikla, metala ponajviSe detoksiciranih u
vakuoli. Sto se tice bakra i kadmija, €ini se da unutarstanina detoksikacija pretezno ovisi o
citosolnom izoliranju s induciranim molekulama za vezivanje metala. Medu njih spadaju
niskomolekularni cisteinom bogati proteini (metalotioneini) i peptidi izvedeni iz glutationa
(fitokelatini). Dok se nazivaju fitokelatinima, takvi peptidi poznati su i pod nazivom kadistini
I metal g-glutamil peptidi, iako je kemijska struktura, (QEC)nG, alternativni opis. Premda je

poznato da su fitokelatini inducirani Sirokim rasponom iona metala, ukljucujuci srebro, zlato,
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zivu, nikal, olovo, kositar i cink, vezivanje metala se pokazalo samo za njih nekoliko,
prvenstveno bakar i kadmij. lako bi glavna funkcija metalotioneina (kvas¢evog MT-a) mogla
biti staniCna homeostaza bakra, indukcija i sinteza MT-a kao i duplikacija MT gena dovode
do povecane otpornosti na bakar i u S. cerevisiae and Candida glabrata (H. W. Anderson) S.
A. Mey. & Yarrow 1978. Proizvodnja MT-a otkrivena je kod sojeva S. cerevisiae otpornih na
bakar i kadmij. Medutim, treba naglasiti kako se i druge odrednice tolerancije pojavljuju u
ovim i drugim organizmima, primjerice fenomen transporta, dok neki drugi organizmi poput
Kluyveromyces lactis (Boidin, Abadie, J. L. Jacob & Pignal) Van der Walt 1971 ne mogu
sintetizirati MT niti fitokelatine. Mehanizme opstanka pronadene u nemikoriznim gljivama
izgleda koriste i ektomikorizne gljive. Oni ukljuCuju smanjenje unosa metala u citosol
pomocu izvanstani¢ne kelacije kroz izbaCene ligande i vezanja za sastavnice stani¢nih
stijenki. Unutarstani¢na kelacija metala pomocu niza liganda (glutationa, metalotioneina) ili
povecano istjecanje iz citosola ili u izolirane odjeljke takoder su klju¢ni mehanizmi Sto
omogucavaju toleranciju. Kapaciteti za izbacivanje slobodnih radikala kroz aktivnost
superoksid dismutaze ili proizvodnju glutationa joS su jedan obrambeni mehanizam protiv
toksicnih uCinaka metala. Tvorba kompleksa kadmija pomocu fenolnih spojeva ili
kompleksiranjem peptida poput metalotioneina vjerojatno je kljuna odrednica stani¢nog
odgovora na kadmij u gljivi Paxillus involutus. Zatim, moze biti smanjena sinteza hidrofobina
Cime se Cys preusmjerava u tvornicu Cys-bogatih spojeva poput biomolekula za zastitu od
metala. Relativni nedostatak fitokelatina i prisutnost pretpostavljenog metalotioneina ukazuju
na to da ektomikorizne gljive mogu koristiti mehanizam za toleranciju metala poput kadmija
koji je razlicit od onih u njihovim biljkama domacinima (Gadd, 2007).

Istrazivanjem raspodjele sposobnosti otapanja toksicnih metala (u pogledu promjera zone
otapanja) pokazalo se da su gotovo svi izolati (97%) mogli otapati cinkov fosfat. Polovina
testiranih ektomikoriznih sojeva otapalo je bakrov fosfat, ali samo manji dio izolata (20-30%)
otapao je kuprit i kadmijev fosfat. Nijedna od erikoidnih i ektomikoriznih gljiva nije pokazala
sposobnost stvaranja Ciste zone u mediju sa sadrzajem olova. Mikorizne kulture sposobne
otapati minerale pokazale su vrlo razliite aktivnosti za razliCite minerale. Vjeruje se da su
manifestacija smrtonosnih ucinaka i uCinaka kocCenja rasta minerala toksicnih metala te
otapanje minerala u gljiva ovisni o vrsti jer su svi testirani izolati iste vrste pokazali sliCan
odgovor rasta na minerale ili slicnu sposobnost otapanja minerala (Fomina i sur., 2005).

Arbuskularne mikorizne gljive obi¢no su prisutne u bakrom onecis¢enim tlima.
Koristenjem in vivo kultura Claroideoglomus claroideum N. C. Schenck & G. S. Sm. 1982 u

zajednici s vrstom Imperata condensata Steud. te monokseni¢nih kultura (kultura nastalih
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nasadivanjem samo jedne vrste organizama na organizme domacine) Rhizophagus irregularis
u zajednici s korijenjem mrkve po prvi puta se pokazala prisutnost zelenoplavih AM spora u
bakrom oneciSéenom tlu. U oba istrazivanja broj zelenoplavih spora poveéao se s
koncentracijom bakra u tlu ili mediju. Zelenoplava boja povezana je s akumulacijom bakra u
citoplazmi metaboliCki neaktivne spore. Ovi podaci upucuju na to da je strategija opstanka
gljiva u bakrom oneciSéenom tlu izolacija i odijeljivanje suvisnog metala u nekim sporama.
Prisutnost iona bakra u citoplazmi spora otkrivena je uslijed stvaranja crvenog taloga nakon
dodatka octene kiseline i kalijevog ferocijanida zdrobljenim plavim sporama. Vitalno bojenje
spora sakupljenih iz in vivo i in vitro kultura pokazalo je da je povecanje razina bakra u tlu ili
u mediju kulture dovelo do znaCajnog smanjenja vitalnosti spora. Zelenoplave spore imale su
jedva primjetnu purpurnu boju koja je ukazivala na to da su spore bile mrtve. Otkrice da su,
Cak i pri primjeni najviSih doza bakra, neke spore ostale vijabilne i u stakleniku i u
monokseni¢nim kulturama upucuje na to da je jedna od strategija koje su AM gljive razvile
kako bi opstale u bakrom onecis¢enim okoliSima uskladistiti suvisan metal u nekim sporama,
vjerojatno na taj nacin StiteCi ostatak kolonije gljiva. lako dobiveni podaci ukazuju na to da je
zelenoplava boja spora zbog akumulacije bakra, identitet spoja je nepoznat. Uzevsi u obzir
srediSnju ulogu polifosfata u translokaciji fosfora tijekom simbioze, visoke koncentracije
polifosfata sklonjenih u AM gljivama i ulogu polifosfata u detoksikaciji metala i toleranciji
kod drugih organizama, lako je pretpostaviti kako zelenoplave spore mogu sadrzavati mnogo
polifosfata s vezanim bakrom. Alternativno, bakar bi mogao biti vezan s triacilglicerolima,
glavnom skupinom spojeva za skladiStenje ugljika u sporama AM gljiva (Cornejo i sur.,
2013).
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6. Sazetak

Mikorizne zajednice temelj su uspjeSnog razvoja veline biljaka u razli€itim
ekosustavima. Stoga, od velikog je znacCaja istraZivanje utjecaja razliCitih tvari na mikorizne
gljive, a osobito u pogledu bioremedijacije. U danaSnje vrijeme sve je viSe tvari antropogenog
podrijetla koje imaju toksicno djelovanje na mikorizne gljive. Mikorizne gljive posjeduju
razlicite mehanizme tolerancije na stres izazvan oneciséenjem. Oslobadanje teSkih metala u
tlo ovisi o raznim okolisnim uvjetima Sto znaci da Ce negativni utjecaj na mikorizosfere biti
varijabilan. Stoga je potrebno bolje razumijevanje razine izdrzljivosti do koje mikorizne gljive
mogu podnositi stres bez uocljivih Stetnih posljedica te mehanizme kojima mogu umanjiti
Stetan utjecaj toksikanata. Bolje je proucen utjecaj zastupljenijih toksikanata u okoliSu kao Sto
su teSki metali, medutim, nuzna su istraZzivanja djelovanja i drugih skupina toksikanata na
mikorizne gljive. Naposljetku, vazno je naglasiti da unato¢ tome Sto se provode mnoga
istrazivanja na navedenu temu s izolatima gljiva u laboratorijima, potrebno ih je joS vise

izvoditi i u prirodnim uvjetima.
/. Summary

Mycorrhizal associations are essential for a successful development of most plants in
various ecosystems. Therefore, it is highly important to study the effects of different
substances on mycorrhizal fungi, especially in terms of a bioremediation. In modern days, a
number of antropogenically generated substances which have toxic effects on mycorrhizal
fungi is increasing. Mycorrhizal fungi have various mechanisms of tolerance to stress caused
by pollution. The release of heavy metals in soil depends on various environmental conditions
which means that the negative impact on mycorhizospheres will be variable. Hence, better
understanding of endurance levels of stress in mycorrhizal fungi is needed along the
mechanisms by which they reduce the negative effects of pollutants. The effects of substances
that are more common in environment such as heavy metals have been more studied,
however, more research should be done to study the effects of other classes of pollutants.
Finally, it is important to mention that even though a lot of research has been done on isolates
of fungi in laboratories, even more studies in the natural environment have to be made on this

topic.
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