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CHLOROVANE PESTICIDY:
DDT

® dichlordifenyltrichlormethylmethan
® Insekticid

® Bily krystalicky prasek

® Poprvé syntetizovdn v roce 1874

® Predevsim pouzivdn k likvidaci komdrt a moskytt
tropickych zemi - regulace maldrie

® Zakdazan ve vétsiné zemi svéta
® V Ceskoslovensku zakazan roku 1974




HCH

1,2,3,4,5,6 - hexachlorcyklohexan
Insekticid

Neékolik izomert (a, p, v, d) Cl

y izomer - lindan, nejudcinnéjsi

Bila aZ nazloutla latka tvorici vloCky Cl
UZivani regulovdno Stockhomskou imluvou
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HCB

Hexachlorbenzen

Fungicid

Bila krystalicka ldtka, tékava

Vedlejsi produkt chemické vyroby

Bila aZ nazloutld latka tvorici vlocky
UZivani regulovano Stockhomskou Gmluvou

Cl
Cl

Cl
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PRINCIP IZOLACE _
MIKROORGANISMU
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kontasainovend 110 1100  110°  110*  110°  1/10°
Sl 1/10?
analyt ¢ l l
(mg/kg H1 H2 H3 HA NE
susiny)
DDT 1,513 1,442 11,673 0,012 9,5
HCB 0,029 0,01 1,027 0,01 38,1
LINDAN 0,052 0,063 96,51 0,023 261,5
Zn 4695 6205 344 86,91 3550
Cu 282,2 250 818 42,46 255 17 2 0
Pb 97,4 123,6 110 <1 38820 Kultivace na PCA a MM s toxikantem
As 29,5 18,5 7727,9 2790 21

Vzorky (H1, H2) byly ziskdny z Klatov. Vzorek H3 pochdzi ze Strakonic a vzorek NE byl ziskany z oblasti
zdvodu Spolana Neratovice. Vzorky HA jsou ziskdny z kalu Cistiren odpadnich vod Hdjek



ZPUSOBY IDENTIFIKACE
MIKROORGANLISMU

® Metoda MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionization - time of flight ) - Identifikace
na zakladé shodnosti molekulovych hmotnosti
specificky stépenych ribozomadlnich proteint (databdze
Maldi Biotyper (v. 1.2))

® Sekvenace 165 rRNA genu (databdze Ribosomal
database project)




Identifikace metodou Identifikace metodou

Izolat MALDI-TOF sekvenace 16S rRNA genu
NE6 Pseudomonas sp. Pseudomonas putida

H23 neidentifikovano Rhodococcus sp.

NE18 Bacillus cereus Bacillus thuringiensis

HA4 neidentifikovano Aeromonas sp.

H16 Bacillus pumilus Bacillus pumilus




PROVERENL SCHOPNOSTI RUSTU
LSOLOVANYCH KMENU V PRITOMNOSTL
XENOBIOTIKA METODOU BIOSCREEN

* Bakteridlni suspenze kultivovany s xenobiotikem v mikrodesti¢ce v
rdznych typy médiich (LB, MM)

*Turbidimetrické méreni optické hustoty v rlznych ¢asovych intervalech
pri 400 - 580 nm

Naérdast izolatd s HCH v MM
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SCHEMA DEGRADACNIHO
POKUSU

A 00T 00D
B: Lindane

P

Alkyl reduktivni dehalogenace organochlorovych pesticidu.

(A) Hydrogenalysa DDT na DDD
(B) Redukce lindanu na y-3,4 5 B-tetrachloro-1-cyklohexen
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POKUSU U NEKTERYCH IZOLATU

Izolat Identifikace Degradace HCH | Degradace DDT | Degradace HCB
) (%0) (%0)

H1D7 Stenotrophomonas sp. 17,3 +10% 26,7+10% 34,9+10%
H16 Bacillus pumilus 27+10% 19,6+10% 22,3+10%
NE15 Bacillus cereus 19,4+10% 32,7+£10% 7,4+10%

Cl | -Cl
U DEGRADACE DDT BYL DETEKOVAN \9;\
METABOLICKY PRODUKT DDD . j® ”\)\C,
p,p°-DDD



OVERENL PRITOMNOSTI
DEGRADACNI HO GEN U linA

® Prvni enzym degradacéni drdhy HCH
- dehydrochlorinasa

® Primery navrzeny pro rod
Sphingobium
® primery: FwlinA2 a RevlinA2

® U jednotlivych izolatl nebyl tento
gen detekovan

® Gen /in A byl detekovadn v
kontaminované zeminé z Neratovic

Popis drah: 1: 100 bp marker, 2: NK, 3: PK, 4: K, 5: S,
PK: Sphingobium francense, NK: voda , K:
kontaminovand zemina z Neratovic, S: zahradnicky
substrat




OVERENL = PRITOMNOSTI
DEGRADACNL HO GENU bphA

® bphA gen bifenylového
operonu kédujici enzym
bifenyl -2,3-dioxygenasa

® Enzym pritomen v
degradacni drdze PCB i prvni
krok degradace DDT

® Gen byl detekovdn u tri
izoldtt (HZI, HA8 a NE19)

© primery - F463 a R674

1: HOR, 2: HZI, 3: H1D7, 4: H211a, 5: Positivni kontrola,
6: Negativni kontrola, 7: 1kb standard, PK:
Pseudomonas sp. JAB1, NK: voda, H1D7:
Stenotrophomonas sp., HOR: Bacillus subtilis, HZI:
Bacillus sp., H211a: Bacillus pumilus




STUDIUM ZMENY MIKROBIALNL
DIVERZITY VLIVEM )
ORGANOCHLOROVANYCH PESTICIDU

® Diversita: je rlznorodost Zivota ve véech jeho formdch

® Priprava vzorku selekénim tlakem:
Kultivace zeminy v minerdlnim médiu s pridavkem pesticidu
Po 14 dnech bylo provedeno preockovdni do nového média

® Pro studium diverzity se pouzivaji metody:
T-RFLP (Terminal Restriction Fragmrnt Lenght Polymorphism)
TTGE (Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis)
TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis)
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
SIP (Stable isotope probing)




T-RFLP
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® Primery: 8F-FAM (fluorescenéné znaéeny produkt), 926R
® Stépeni restrikéni endonukleasou Hhal




T-RFLP - PROFILY
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® T-RFLP profily konsorcia HH; A: Terrimonas, B: Dokdonella; C: Sphingobium,
D: Pseudomonas

® Vyluh HH1 - Kontaminovand zemina s HCH, prvni pasdz (2 tydne), HH5 - pata pasaz
(10 tydni)




T-RFLP - PROFILY
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® T-RFLP profily konsorcia KH; T-RFLP profil konsorcia KH1; A: Terrimonas, B: Sphingobium;
C:Chitinophagaceae; D: Cupriavidus, E: Pseudomonas; F. Hyphomicrobiaceae;
G:Pseudoxanthomonas, I. Dokdonella

© Vyluh KH1 - Zahradni substrdt s HCH, prvni pasdz (2 tydne), KH5 - patd pasdz (10 tydna)




ZAVER

® Selekénim tlakem bylo ziskdno 55 bakteridlnich
izolatd

® 17 kmenu nebylo rodové pribuznych

® Nékteré izoldty prokazaly schopnost degradace
vybranych pesticidi

® Nejlepsi schopnost degradace HCH izolat H16
(Bacillus pumilus, 27%), DDT izolat NE15

(Bacillus cereus, 33 %), HCB izolat H1D7
(Stenotrophomonas sp. 35 %)

® U degradace DDT byl detekovdn produkt DDD




ZAVER
® Degradacni gen /inA pro HCH byl detekovdn
pouze v kontaminované zeminé

® Primery byly specificky navrzeny pro rod
Sphingobium

® Degradacni gen bphA byl detekovdn u
izoldtt (HZI, HA8, NE19)




ZAVER
® Zmény mikrobidlni diverzity zptsobené

vlivem selekéniho tlaku jednotlivych
pesticidy byla sledovana metodou T-RFLP.

® Diverzita u vyluht z kontrolni zemina
(zahradnicky substrat) byla vyssi, avsak byla
velmi negativné ovlivnéna v ¢asovém
horizontu pouzitymi organochlorovymi
pesticidy.

® Diverzita vodnych vyluht z kontaminované
zeminy (Neratovice) méla nizsi diverzitu,
kterd se selekénim tlakem v pribéhu
pokust témér neménila.
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