Abstrakt

Remediace persistentnich chlorovanych aromatickych sloucenin se stala prioritou vzhledem k teratogennim,
karcinogennim a endokrinnim ucinkiim téchto xenobiotik. V soucasné dobé si ziskdva pfi sanacich
zneciSténych lokalit stdle vét§i pozornost pouziti biologickych remediacnich technologii, souhrnné
oznacovanych jako bioremediace. Pfedstavuji efektivni, cenové konkurenceschopnou alternativu Setrnou k
zivotnimu prostedi ve srovnani s fyzikalné-chemickymi dekontaminac¢nimi postupy. Jako vhodny kandidat
pro vytvoreni remedia¢ni technologie se jevi skupina ligninolytickych basidiomycetnich hub tzv. houby bilé
hniloby (mykoremediace). Doposud vSak nebyly pro své metabolické schopnosti Siroce vyuzivany a
mechanismus, jakym jsou schopny degradovat vySe zminéné polutanty, neni rovnéz plné prozkouman.

Tato disertacni prace byla zamé&fena na:

i) zhodnoceni uc¢innosti riznych mykoremediaénich strategii pfi odstrafiovani polychlorovanych bifenyli
(PCB) z kontaminované pudy,

if) porozuméni mechanismu specifickych houbovych degradaénich drah PCB a jejich hlavnich metabolitt
(CBA, chlorbenzoové¢ kyseliny a OH-PCB, hydroxylované polychlorované bifenyly).

i) K vyhodnoceni technické proveditelnosti vybranych remediacnich strategii byla pouzita kombinace
chemickych, toxikologickych a molekuldrné-biologickych technologii. Pfed wuskute¢nénim samotné
bioaugmentace (zaloZzenou na aplikaci ligninolytickych hub Pleurotus ostreatus nebo Irpex lacteus) a
biostimulace (pfidavek lignocelulosového substratu) byly u tii riznych vzorkd ptidnich horizontd (A —
humusovy horizont, B — ptdni horizont, C — mate¢nd hornina) ze skladky zeminy kontaminované¢ PCB
slouceninami stanoveny fyzikalné-chemické vlastnosti (pH, struktura ptidy, obsah organickych latek atd.) a
strategie aplikujici druh P. ostreatus do druhého typu piidniho horizontu. Identifikace nékolika meziproduktt
pii odbouravani PCB (jako napfiklad chlorbenzoaty, chlorbenzaldehydy, chlorokresoly, hydroxylované a
methoxylované PCB) demonstrovala zapojeni jak intracelularnich, tak extracelularnich houbovych enzymu
pfi biotransformaci PCB. Kromé toho, za pouziti kombinace kultivacné nezavislych metod analyzy
fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) a 454-pyrosekvenace byl ziskdn novy pohled na strukturu
mikrobidlni komunity, jeji divergenci a dynamiku v pribéhu celého bioremedia¢niho procesu. Pomoci PLFA
metody se ukdzalo, ze bud’ zavedeni alochtonnich hub nebo ptidani lignocelulosového substratu podporovalo
rust bakteridlnich populaci, zatimco nejvét§i houbové koncentrace bylo dosazeno u druhu P. ostreatus a
prvniho typu ptidniho horizontu, ve stfedni fazi inkubace. Metagenomickd analyza bakteridlniho
spoleCenstva odhalila, ze relativni vyskyt kmene Firmicutes vzrostl pii aplikaci druhu P. ostreatus v
prostfedi druhého a tfetiho pidniho horizontu. Naproti tomu pfi aplikaci druhu /. lacteus byl pozorovan
zvySeny vyskyt kmene Proteobacteria v pocatecni fazi inkubace a dominantni nastup kmene Bacteroidetes
na konci inkubace. Co se tyCe analyzy houbového spoleCenstvi, P. ostreatus vykazoval vy$s§i schopnost
konkurovat pivodnimu houbovému osazeni nez I. lacteus. Ve skutecnosti vice nez 90 % analyzovanych
sekvenci bylo identifikovano jako P. ostreatus po celou dobu inkubace, coz dokazuje vynikajici schopnost
tohoto druhu G¢inné rist v padach kontaminovanych PCB za nesterilnich podminek. Naproti tomu velka
vétSina analyzovanych sekvenci v pfipadé biostimulace patfila ke kmeniim Ascomycota a Zygomycota, s
vyjimkou pozdni inkuba¢ni faze u prvniho typu ptidniho horizontu, kde dominoval kmen Basidiomycota.

if) Mikrosomalni frakce bohaté na cytochrom P450 monooxygenasu (CYP450) byly izolovany u hub bilé
hniloby Lentinus tigrinus a Pleurotus ostreatus za ucelem posouzeni jejich zapojeni do biotransformace
CBA a PCB. V obou pfipadech, byla nejdiive CYP450 detekovana pomoci spektra v komplexu s oxidem
uhelnatym, a poté byla pouzita na in vitro degradacni testy s vybranymi slouc¢eninami. Takovyto
intracelularni enzymaticky systém byl schopny degradovat bud’ CBA (L. tigrinus), nebo PCB (P. ostreatus).
Konkrétné, klicova tloha CYP450 v pocatecni fazi transformace CBA byla potvrzena identifikovanim
hydroxylovanych CBA. Kromé& toho nedokonale pfecisténa lakasa ziskand z druhu P. ostreatus byla schopna
degradovat mono- a dichlorované hydroxylované bifenyly, v rizné mife, bud’ za optimalizovanych, nebo
neoptimalizovanych podminek. Hlavnim faktorem, ktery ovliviioval rozsah degradace jak intracelularnich,
tak extracelularnich houbovych enzymi, byla chemicka struktura chlorovanych organickych kontaminant,
jako je pocet a poloha substituentt.
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