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Polychlorované bifenyly

 transformatorové oleje, izolatory, nehorlavé
slozky barev, hydraulické kapaliny a dalsi

* od 30. let 20. stoleti — pripady intoxikace a
akumulace v prostredi

e fyzikalné-chemické odbouravani je nakladné
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Mikrobialni degradace PCB

» anaerobni degradace — dehalogenace, zvyseni
biologické dostupnosti PCB pro dalsi
organismy

» aerobni degradace — ucast enzymu
kodovanych v bifenylovém (bph) operonu
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Induktory bifenylového operonu

» bifenyl W

» sekundarni metabolity rostlin — strukturni
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Sekundarni metabolity rostlin

» regulaci vtahu mezi rostlinami a ostatnimi
organismy

* vyskyt napt. v exudatech nebo plodech

* mohou byt metabolizovany jako zdroj uhliku a
vést k narustu populaci mikroorganismu
schopnych degradace PCB




* nabohaceni Siroké skupiny mikroorganismu s
potencialni schopnosti degradace PCB

* izolovat mikroorganismy a jejich dalsi studium
na degradacni schopnosti a pripadné specialni
vlastnosti odlisné od jiz popsanych kmenu



Schéma experimentu

kontaminovana zemina

zemina+L

T-RFLP

identifikace

MM - mineralni médium, L - limonen, N - naringin, Kk - kys. kavova, B - bifenyl



Priprava zeminy

* 30 g homogenizované zeminy

 pridavek 60 mg sekundarniho metabolitu v
roztoku mineralnich soli

» opakovana aplikace po 3 -5 dnech po dobu 8
tydnu
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Pritomnost genu pro BphA

* Nested PCR |
= PCR1-1352,r1178 100055

S00 oo

= PCRII - 1462, r674 400 55

700 bp
600 bp

1-100 bp marker 500 60
2 — negativni kontrola

3 — pozitivni kontrola LB400
4 — kontrola

400 bp
300 bp

5 —-limonen
200 bp

6 — naringin
7 — kyselina kavova

100 bp
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T-RFLP
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T-RFLP
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Nabohacovaci kultivace

odebrani vzorku po ukonceni aplikace sekundarnich
metabolitu

pasazovani jednou tydné po dobu 5 mésicu

izolace jednotlivych kmenu ze smésnych kultur
= celkem 31 izolatu

identifikace izolatu - seknevance gent pro 16S rRNA
a MS MALDI-TOF
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Identifikace izolatu

Tab. 1: Izolaty nabohacované bifenylem

1S VALD!

Kogy Stenotrophomonas sp. Stenotrophomonas
Kosy Stenotrophomonas sp. ++ Stenotrophomonas
Kosw Enterobacter + Enterobacter
Kob6 Stenotrophomonas ++ Stenotrophomonas
Ko7w Enterobacter cloacea ++ Enterobacter
Ko7wk Enterobacter sp. +++ Enterobacter
Ko7y Stenotrophomonas sp. P Stenotrophomonas
Koom Stenotrophomonas sp. ++ Stenotrophomonas

Kogv Enterobacter sp. +++ Stenotrophomonas
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Identifikace izolatu

Tab. 2: Izolaty nabohacované limonenem

v MALD!

Stenotrophomonas maltophilia Stenotrophomonas
Liyo Pseudomonas + Pseudomonas
Law Burkholderia + Enterobacter

L2y Pseudomonas geniculata ++ Stenotrophomonas
L3y nespolehliva identifikace - Pseudomonas

Lsw  Stenotrophomonas maltophilia  +++ Stenotrophomonas
L5y Pseudomonas brassicacearum ++ Pseudomonas
L5yp Pseudomonas + Pseudomonas
L6 Burkholderia + Burkholderia

L8 Pseudomonas brassicacearum ++ Pseudomonas
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Identifikace izolatu

Tab. 3: Izolaty nabohacované naringinem

NS MALDI

Pandorea norimbergensis Pandorea
N5 nespolehliva identifikace - Burkholderia
N7 Pandorea norimbergensis ++ Pandorea
No nespolehliva identifikace - Burkholderia

N10 Pandorea norimbergensis ++ Pandorea
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Identifikace izolatu

Tab. 4: Izolaty nabohacované kyselinou kavovou

i Duasun

nespolehliva identifikace Novosphingobium
Kks5 nespolehliva identifikace - Novosphingobium
Kko6 Agrobacterium tumefaciens ++ Rhizobium
Kk7 Agrobacterium tumefaciens + Rhizobium
Kk8 Pseudomonas putida ++ Pseudomonas
Kkog Pseudomonas putida ++ Enterobacter

Kki1o0 nespolehliva identifikace - Novosphingobium
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Porovnani spekter MS MALDI-TOF podle
rodoveé identifikace

Stenotrophomonas Kody =
K5y
Kb
KoTy
EioSm
L1y
L2y
LSy
Agrobacterium ¥k
Ek7
Burkholderio L2w
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Porovnani spekter MS MALDI-TOF podle
rodové identifikace
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Porovnani spekter MS MALDI-TOF podle
rodové identifikace
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