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2. Roviditések jegyzéke

BES
c-DCE
DHC
DD
DR
DC

DT
FISH
TIC
MDA
PAST
PCE
SEM
SNuPE
TC
TCE
TOC
T-REX
T-RFLP
VC
VOC

brometan szulfonat

cisz-dikloretén

Dehalococcoides ethenogenes

Desulfitobacterium dehalogenans

Dehalobacter restrictus

Desulfuromonas chloroethenica

Desulfomonile tiedjei

fluoreszcens in situ hibridizaci6 - modszer

total inorganic carbon — dsszes szervetlen szén
multiple displacement amplification - mddszer
Paleontological Statistics Software Package - program
perkloretén

scanning electron microscope — pasztazé elektron mikroszkop
single-nucleotide primer extension - modszer

total carbon — Gsszes szén

trikloretén

total organic carbon — 9sszes szerves szén

T-RFLP Analysis Expedited - program

terminalis restrikcios fragmenshossz polimorfizmus - modszer
vinil-klorid

volatilic organic compound — illékony szerves anyagok
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3. A palyazat rovid osszefoglaloja

A rovidszénlancu alifas klérozott szénhidrogének gyakori talajvizszennyezok
Magyarorszagon. A perkloretén (PCE) és a trikloretén (TCE) bioldgiai bontdsa hatékony
folyamat, de nagy sebességbeli kiilonbségek adodhatnak a kiilonboz6 szennyezett teriileteken.

A kozvetlen anaerob reduktiv deklorinacié soran a klérozott vegyiiletek elektron
akceptorként szolgalnak, elektron donorként a hidrogén, vagy kis molekulatomegli szerves
vegyliletek szerepelnek. Ahhoz, hogy a folyamat végbemenjen, a deklorindl6 baktériumoknak
sikeresen feliil kell kerekedniiik mas, kompetitor mikrobdkon, amelyek szintén hidrogént és
mas egyszeri szerves vegyiileteket hasznositanak.

A kiilonbozd szennyezett teriiletekrdl szdrmazd mikrobakozosségek szerkezetét és
tagjainak szerepét jol koriilhatarolt laboratoriumi korilmények kozott (Okoszisztéma
szelekcios kisérletek) vizsgaltuk, polifazikus moédszerekkel, 10j, molekulédris biologiai
technikak bevezetésével.

Célunk volt, a sikeres deklorinaldé kozosség Osszetételének vizsgalata, a tagok
szerepének meghatdrozasa, a deklorindldo baktériumok ¢és a deklorinacio folyamataban
kozvetett modon részt vevo szervezetek kozott kialakuld anyagesere-kapcsolatok megértése.
Szandékunkban allt nyomon kovetni a kiilonb6zd elektron donorok és akceptorok hatasara
bekovetkezd valtozasokat a deklorinald kozdsség szerkezetében €s aktivitasaban.

4. Az els6 munkaszakasz (2008. oktéber 1. — 2009. szeptember 30.) eredményei

Ot eltérd fizikai-kémiai és geoldgiai paraméterekkel jellemezhetd, klérozott
szénhidrogének altal szennyezett magyarorszagi teriiletet vizsgaltunk. A kémiai elemzéssel a
vizkémiai paramétereket és a halogénezett szénhidrogén koncentracidkat hataroztuk meg, mig
a bioldgiai vizsgalatokban mikrobidlis kozdsségi elemzést végeztiink molekularis ujjlenyomat
modszerrel (T-RFLP: terminalis restrikcios fragmenshossz polimorfizmus). Mind a kémiai,
mind a bioldgiai paraméterek nagy valtozatossagot mutattak az egyes teriiletek kozott. A
kapott eredményekbdl adatbazist hoztunk 1étre.

crer

s

diverzitas vizsgalatokat végeztiink; a T-RFLP csucsokat klonokkal azonositottuk be. A J18/2
minta esetében egy Acidovorax sp. szervezet, mig a K/7 mintanal egy Desulfuromonas sp.
(Cytophaga-rokon mikroba) volt a kozdss€g-meghatarozo eleme.

Két 0j molekularis moédszert optimaltunk sikeresen az elsé munkaszakasz soran. Az
els6t teljes genom elemzés soran szoktdk alkalmazni (MDA: multiple displacement
amplification), mig a masodikat specifikus nukleinsav szakaszok gyors, egyszerii
kimutatasara dolgoztak ki (SNuPE: single-nucleotide primer extension). Az MDA mobdszerrel
ki tudtunk mutatni olyan dehalorespiraciora képes taxonokat (Dehalococcoides sp.,
Dehalobacter restrictus ¢€s Sulfurospirillum halorespirans), amelyek az eldzetesen
alkalmazott, ,,hagyoméanyos” molekularis modszerekkel nem voltak detektalhatéak. A SNuPE
modszerrel a reduktiv dehalogendz (a reduktiv deklorindcido kulcsenzime) szekvencia
variansait detektalhattuk, gyorsan és nagy specifitassal kiillonb6zd szennyezett mintdinkban.

5. A masodik munkaszakasz (2009. oktober 1. — 2010. szeptember 30.)
eredményei

Mesterséges Okoszisztéma szelekcios kisérleteket végeztink az elézdleg részletes
vizsgélatokhoz kivalasztott (J18/2) talajvizminta alkalmazasaval. 42 db 120 ml térfogata
mikrokozmoszt allitottunk Gssze kiilonb6zd elektron donorok alkalmazédsaval (Donor-1
kisérlet-sorozat: acetat [Ac], laktat [L], propionat [P], melasz [M], tejsavo [S] és olajemulzid
[0]). Osszehasonlitasképpen biotikus (donort nem tartalmazé [Bio]) és abiotikus (sem
mikrobat, sem donort nem tartalmazd [AB]) kontrollokat is létrehoztunk. A szelekcios
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kisérletek soran célunk volt a kiilonb6z6 adalékanyagok hatasara valtozé mikroba kozosség,
illetve a szennyezd anyagok koncentracié valtozasanak kovetése.

A kiindulasi TCE szennyezés koncentracidja (6188 + 372 umol/l) az elektron donor
adagolasoktol fiiggetleniil, hasonlé iitemben és mértékben csaknem a felére csokkent a 328.
napra. Ezzel parhuzamosan a bomlastermékek koziil a cisz-dikloretén (c-DCE) a 20. napra,
mig a vinil-klorid (VC) az 50. napra jelent meg, majd mindkét bomlastermék koncentracidja
nétt a 160. napig, azonban a bomldstermékek molaris mennyiségben nem voltak
megfeleltethetbek a TCE csokkenés mértékével. Etént (mint egészségre Aartalmatlan
bomlasterméket) a kisérlet végéig nem sikertilt detektalni (1. abra).

A legnagyobb mértékli szennyezé anyag csokkenés alapjan a 209. napos
mikrokozmoszok koziil kezelésenként egy-egy mintat teljes korli kémiai és bioldgiai
vizsgélatnak vetettiink ald, hogy elemezziik azokat a kémiai és bioldgiai paramétereket,
amelyek a részleges szennyezbanyag bontast végzd kozosségekre jellemzdek. Az ujjlenyomat
modszerekkel kapott RNS mintazatok jelezték a donor adagolds hatasara bekovetkezd
kozosségszerkezeti valtozasokat (2. abra). Egyértelmiien latszik, hogy markans valtozasok
torténtek a mikrobidlis kozosségekben az egyes kezelések hatasara, annak ellenére, hogy a
TCE degradacio és mértéke teljesen hasonld volt a kiilonb6zd tipustt mikrokozmoszokban (1.
abra).

A kiinduldsi mikrobiota megvaltozasdban ugy tlinik, hogy nem jatszott szerepet a
kozosségen beliil az aktiv deklorinald szervezetek stimulélasa. Ezt tdmasztja ald az a tény,
hogy egyik donor hatdsara sem sikeriilt nagy szamban deklorindldé szervezeteket
felszaporitani. A 209-napos cDNS klonkonyvtarakbol a biotikus (donor adagolas-mentes)
mintabol sikeriilt egy Dehalococcoides ethenogenes klont (ez a szervezet képes a TCE-t VC-
on at eténig bontani) detektalni, illetve két klon esetében (elektron donor: tejsavd és
olajemulzid) tudtunk részlegesen dehalogénezé mikrobdkat kimutatni (Sulfurospirillum
halorespirans; Dechloromonas denitrificans) (M/1. abra). Ezek az eredmények 0sszhangban
voltak a halogénezett szénhidrogén koncentraciok hasonld alakuldsaval a kiilonbozo
mikrokozmoszokban, illetve a specifikus kimutatasok eredményeivel, melyek szerint csak a
komplex donor adagoldsok esetében maradt pozitiv a Dehalococcoides sp.-teszt. A vinil-
klorid reduktdz gének is csak a komplex donorok esetében adtak pozitiv eredményt DNS
alapon. A cDNS klonkdnyvtarak Osszetétele a tejsavos és a laktatos kezelések esetében a
fermentalo szervezetek egyértelmli dominancidjat mutatta, ezt alatamasztjdk a kémiai
eredmények is. Tovabbad az Osszes adagolds esetében kometabolikus lebontasban résztvevd
mikrobak (Acidovorax sp. és Pseudomonas sp.) adtak a kléonkonyvtarak legnépesebb taborat
(M/1. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy a kiinduldsi dehalogénezd potencial, amit tSbb
molekularis mikrobiologiai teszttel is bizonyitottunk, teljesen lecsokkent illetve néhany
esetben eltlint a 209. napra.
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1. abra. A TCE és bomlastermékeinek koncentraciovaltozasa a Donor-1 mikrokozmosz kisérlet-
sorozatban a 0-328 napos iddintervallumban.
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2. abra A kiinduldsi mikrobiota (IM-0) kozdsségszerkezet valtozasa a kiilonbdz6 donor adagolasok
hatasara a 209. napi mikrobialis k6zosségek molekularis ujjlenyomat mintazata alapjan. A dendrogram
a T-RFLP elektroferogramok adatai alapjan, 2 restrikcios enzim egyiittes elemzésével, Bray-Curtis
hasonlosagi index felhasznalasaval 1000 ismétléssel (bootstrap) késziilt.

6. A harmadik munkaszakasz (2010. oktober 1. — 2011. szeptember 30.)
eredményei

A kordbbi kisérletek soran csupan a TCE részleges és kismértékli bontéasat
tapasztaltuk. Ennek egyik lehetséges magyarazata lehet, hogy a koriltekintd talajviz
mintavétel, illetve a mikrokozmoszok 6sszeallitasanal alkalmazott gondos kezelés ellenére is
a szigoruan anaerob koriilmények ,,sériilhettek”. Azért, hogy kizarjuk ennek a problémanak az
eshet0ségét, mas anaerob technika alkalmazéasaval 0j kétfazisti mikrokozmoszokat allitottunk
0ssze.

A korabbi mikrokozmoszok Osszeéllitdsanal un. Mininert szeptumokat hasznaltunk,
amelyeket a Donor-2 kisérlet-sorozatban teflon boritdsut gumidugdkra cseréltik. Ezek
tobbszori szurt mintavétel alkalmazasa mellett is megorizték gdzzaro képességiiket. Felmertilt
ugyanis annak a lehetdsége is, hogy a Mininert szeptumok enyhén ereszthettek a mintavételek
soran, ¢s anaerob helyett ,,mikroaerob” kornyezet stabilizaloédott. A kozosségekben a donor
tipusatol fliggetleniil jelentkezd fakultativ anaerob Pseudomonas-Acidovorax dominancia is
ezt a teoriat latszik aldtdmasztani. Ebbdl adodhatott, hogy a kiinduldsi mintdban jelenlévo
szigoruan anaerob deklorinal6 szervezetek elszaporodéasat nem sikertiilt a donor adagolasokkal
elOsegiteni.

A részleges bontds egy masik magyardzata lehet, hogy a kiinduldsi minta nem
tartalmazta megfeleld sejtszamban a lebontashoz sziikséges Osszes mikroorganizmust. Erre a
problémara a talajvizminta koncentralasaval probaltunk megoldast talalni.

Egy harmadik lehetséges magyarazata a részleges bontdsnak lehet az is, hogy a
deklorindl6d baktériumoknak nem biztositottuk a biofilm képzéséhez megfeleld feltételeket
(,,tapadési” feliiletet), ezért haromfazist (viz-, talaj- €s gdzfazis) mikrokozmoszokat is
Osszeallitottunk.
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A kétfazisi mikrokozmosz kisérletek sordn az el6z0 mesterséges Okoszisztéma
szelekcios kisérletekre alapozva egyszerii (hidrogén [H;], acetat [Ac], propionat [P], laktat [L]
¢s butirat [B]) és Osszetett (savo [S] €s melasz [M]) elektron donorokat alkalmaztunk.
Utébbiak szénforrasként 1is szolgaltak a mikrobdk szdmdéra. Hasonléan az els6
kisérletsorozathoz, a korabban kivalasztott (J18/2) talajvizminta felhasznéalésaval allitottunk
0ssze 45 db 120 ml térfogata mikrokozmoszt (Donor-2 kisérlet-sorozat). Az eldzdektol
eltéréen szintetikus kozeget alkalmaztunk és a talajvizminta koncentralasaval mikrobialis
inokulumot juttattunk az iivegekbe. Osszehasonlitisképpen biotikus, illetve abiotikus
kontrollok szolgaltak.

A haromfazisu mikrokozmoszok esetében is szintetikus kdzeget alkalmaztunk, szilard
fazisként 5 g steril, szitalt talaj szolgalt. Ebben az esetben az elektron donor acetat volt. Mivel
a metanogén mikroszervezetek szerepe a reduktiv deklorinacioban egyeldre vitatott, ezért egy
specifikus metanogén gatlo anyagot (BES: brometan szulfonat) is jutattunk egy sorozat
mikrokozmoszba, hogy ilyen mdd vizsgaljuk részvételiiket a deklorinacids folyamatokban.
Osszehasonlitasképpen itt is alkalmaztunk abiotikus és biotikus kontrollokat.

A kétfazisi mikrokozmosz kisérletekben a 200. napos T-RFLP ujjlenyomat
eredményeket a kémiai eredményekkel vetettiik 6ssze. A T-RFLP eredmények statisztikai
értékelésével kapott biplot abran a kiilonb6zd tipusit mikrokozmoszok bakteridlis
kozosségének hasonlosagi alapon torténd csoportosulasa mutatkozik meg a csoportosulasokat
meghataroz6 T-RF csucsok jelolésével (3. abra).

A biotikus mintadkban a beadagolt TCE csak nagyon kis hadnyada alakult 4t c-DCE-né,
az ujjlenyomat elemzések alapjan e mintak mikrobak6zossége valtozott legkevésbé a
kiindulésihoz képest. Ebben szerepet jatszik a kiindulasi inokulumban RNS alapon kb.
11%-ban jelenlévé Pseudomonas sp.', ami a 200. napos kezeletlen biotikus mintiban hasonld
mennyiségben maradt. Ez a szervezet megegyezik a Donor-1 kisérletsorozatban a
kezelésektdl fliggetleniil végig dominans kozosségalkotoként jelentkezd szervezettel (M/1.
abra).

A hidrogén- és a butirat-kezelésii mikrokozmoszokban a TCE minimalis degradacioja
tortént meg a kisérlet elején. A propionatos kezelésti mikrokozmoszokban nem tortént TCE
degradaci6. Ezek a mintdk a részleges deklorinaciora képes Sulfurospirillum halorespirans-
ként azonositott csticsok?, illetve két, korabban Desulfovibrio sp.-ként azonositott csucs’
alapjan valnak el a tobbi mintatol.

A laktat-kezelésti mikrokozmoszokban a TCE teljes mértékben lebomlott c-DCE-né.
A parhuzamos mikrokozmoszok azonban eltéré kozosségek alakultak ki. Az egyik
parhuzamos mintadban (L-1) a 117. napra VC is megjelent, amely kémiai eredmények
Osszhangban vannak a taxon- €s katabolikus gén-specifikus vizsgalatok eredményével. Az L-1
mintak a Dehalococcoides genusnak megfeleltethet csucsok * alapjan valtak el a tobbi
mintatol az ujjlenyomat vizsgalatok soran. Az egyik acetatos (Ac-3) mintaban a TCE teljesen
atalakult c¢-DCE-né, de VC felszabadulds nem tortént. Ez a minta egyértelmiien a
Sulfurospirillum dehalogenans-nak megfeleltethetd csucsok alapjan kiiloniilt el a tobbi
mintatol, mivel ennek a taxonnak a kozdsségen beliili hanyada RNS alapon a 200. napra a
kiindulasi mennyiség csaknem haromszorosa nétt (ca. 64%). Ez a szervezet azonban csupan
részleges dehalogenézésre képes.

Az egyik melaszos (M-3) és savos (S-3) minta esetében a TCE teljes bontéasat
detektaltuk a 20. napon, viszont az Ujonnan beadagolt TCE mennyisége nem csokkent a
kisérlet soran. Ezzel szemben egy masik melaszos minta (M-2) esetében az tijonnan beadagolt

LT-RF csucsok: 4/u-231 bp és Bsh-384 bp; klon R1_B9 (M/1. abra).
2 T-RF csucsok: Alu-113 bp és Bsh-388 bp; klon R1_A10

3 T-RF csucsok: Alu-215 bp €s Bsh-106 bp; klén P-24; (M/1. &bra)

4 T-RF cstcsok: Alu-130 bp és Bsh-99 bp; klon R1_F10
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TCE is teljesen lebomlott c-DCE-né. A biologiai elemzések a két kiilonbozé tipust lebontés
esetén teljesen eltéréd mikrobialis kozosséget mutattak.
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3. abra A kiindulasi és a 200 napos mikrokozmosz mintak A/ul és Bsh1236l enzimmel emésztett T-
RFLP futasainak egyiittes fokomponens elemzése biplot funkcié alkalmazasaval (Kiind — kiindulasi
minta, Bio — biotikus kontroll, Ac — acetatos kezelés, H2-hidrogénes kezelés, S-savos kezelés, P-
propionatos kezelés, L-laktatos kezelés, B-butiratos kezelés, M-melaszos kezelés).

A haromfazisi mikrokozmoszoknal a kémiai eredmények azt mutattdk, hogy az
abiotikus kontrollokban a kezdeti beoldodési folyamat utdn nem tortént jelentds valtozas a
TCE koncentracioban, nem jelentek meg bomlastermékek sem, mig a biotikus mintdknal a
220. napra megtortént a teljes reduktiv deklorinacio, azaz a TCE egészen eténig bomlott. Az
acetatos mintdknal a TCE bontés a 220. napig VC-ig, mig az acetat+BES-es mintak esetében
c-DCE-ig tortént meg.

A biologiai eredmények minden minta esetében azt mutattdk, hogy a kiindulési
kozosséghez képest diverzitas csokkenés tortént a 220. napra, ami a megfeleld szénforras és
elektron-donor megvalasztdsanak hatdsara a bontdsban résztvevé mikrobdk szelektalodéasara
utal. A részletesebb RNS-alapu ujjlenyomat vizsgalatok azt mutattdk, hogy az egyes donorok
adagolasanak megfelelden eltérd kozosségi ujjlenyomat mintdzatot kaptunk. A biotikus
mintaknal a dominans cstucs a Dehalococcoides genusnak, mig az acetatos és az acetat+BES-
es mintaknal a Sulfurospirillum genusnak volt megfeleltethetd.

Péasztazo elektronmikroszképos (SEM) vizsgéalatokat végeztiink az adagolt talaj
szerkezetének vizsgélatira (M/2. é4bra). Biofilm képzddés és kiilonbozé méretl, illetve
modszerrel sikeriilt egyidejiileg vizsgalnunk a Bacteria és az Archaea csoportok jelenlétét a
Dehalococcoides nemzetséggel. A vartnak megfeleléen, a BES kezelt mikrokozmoszoknal az
Archaea csoport kisebb abundancidjat tapasztaltuk. A Bacteria csoport és a Dehalococcoides
genus egyideju vizsgalatabol kidertiilt, hogy az alacsony sejtszdm mellett a Dehalococcoides
spp. nagy abundaciaval volt jelen a mintdkban (M/3-6. dbrak).
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7. A negyedik munkaszakasz (2011. oktéber 1. — 2013. aprilis 30.) eredményei

A negyedik munkaszakasz sordn az eldzdekben Osszeallitott két- €s haromfazisa
mikrokozmoszok kémiai és biologiai elemzését folytattuk tovabb, illetve j
mikrokozmoszokat is Osszeallitottunk. Ezuttal arra kerestilk a valaszt, hogy a haromfazisu
mikrokozmoszok teljes reduktiv deklorindcios sikeressége vajon a harmadik (talaj-) fazis
meglétének koszonheté-e vagy valami egyéb tényezdnek. Harom kiilonbozé tipusu
mikrokozmoszt (plusz minden tipushoz kontroll mikrokozmoszokat) allitottunk Ossze az 1.
tablazat szerint. Inokulumként a kétfazisu mikrokozmoszok egyik biotikus mintaja szolgalt,
mivel az ujjlenyomat vizsgalatok alapjan ennek a mintanak a mikroba kozossége hasonlitott
legjobban a kiindulasihoz. Kémiai méréseket (VOC analizis) végeztiink a 0., 4., 25., 51., 68.,
99. és 184. napon, illetve molekularis biologiai (T-RFLP) vizsgalatokat a 184. napon.

1. tablazat. A negyedik munkaszakaszban 0sszeallitott mikrokozmoszok 6sszetétele.

Jelolés Szilard fazis Folyadék fazis Gaz fazis  Inokulum Elektron donor
talaj szintetikus médium v v acetat
talaj szintetikus médium v - acetat
Uveggy tiveggyongy szintetikus médium v v acetat
Uveggy kontroll iiveggyongy szintetikus médium v - acetat
Ac - szintetikus médium v v acetat
Ac_kontroll - szintetikus médium v - acetat

7.1 Keétfazisu mikrokozmoszok kémiai eredményei

A Dbiotikus kontrollban, illetve a hidrogén, propionat ¢és savo kezelési
mikrokozmoszokban nem tortént jelentds valtozds a halogénezett szénhidrogének
illetve a savo ¢és a hidrogén kezelésli mikrokozmoszban a TCE bont4dsa nem ment tovabb c-
DCE-nél, mig a propiondtos kezelésii mikrokozmoszban tovabbra sem tortént meg a TCE
degradacioja, nem tudtunk bomlasterméket detektalni (4. abra).

o
Abiotikus kontroll voc

i \/\//ﬂ_
= TeE konclpmalt}

™ - c0Ck kons fpmatl)
C ko (umolf)

e $UUM VO kome {pmolfl)

.E¥EsEE B BEREREE

»
6 (nap) & m % mows 1 23 w6 am

6 s
1d8 (nap)

Propinét kezelésii mikrokozmosz VOC

- s B § E ¥ ¥ ¥ 8 § §

4. abra. TCE és bomlastermékeinek koncentracidovaltozasa a kétfazisu mikrokozmoszokban - 1.

Az acetat, laktat, butirdt és melasz-kezelésii mikrokozmoszoknal (az el6zo
vizsgéalatokhoz hasonloan) azt tapasztaltuk, hogy az egyes parhuzamosok eltéré bontasi
potenciallal és ennek megfelelden eltérd mikrobidlis kozosséggel voltak jellemezhetdek.

Az egyik acetatos (Ac-3) és laktatos (L-3) mintandl nem tortént jelentds valtozas a
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kémiai paraméterekben az utolsé mérési napig. A 114. napon beadagolt TCE ugyan teljesen
lebomlott c-DCE-né, tovabbi bomlastermékeket viszont nem detektaltunk a kisérlet soran.
Ezzel szemben az Ac-4 és a L-1 mintdknal az utols6 méréseknél erdteljes c-DCE csokkenést
¢s ezzel parhuzamosan nagymértékli VC felszabadulast tapasztaltunk (5. abra).

A butiratos kezelésli mikrokozmoszok esetében az egyik parhuzamos mintanal (B-2)
nem tapasztaltunk valtozéast a kémiai paraméterekben a 200. napi mérésekhez képest, mig a
masik parhuzamosban (B-3) jelentés TCE csokkenés ¢és ezzel parhuzamosan c-DCE
koncentracionovekedés volt megfigyelhetd, de tovabbi bomlastermékeket nem tudtunk
kimutatni. A melaszos kezelésti mikrokozmoszoknal is hasonl6 folyamatokat tapasztaltunk:
mig az M-2 minta esetében nem tortént jelentds valtozads a VOC koncentraciokban, addig az
M-3 mintaban csokkent a TCE koncentracidja (5. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy a kétfazisi mikrokozmoszok esetében minden egyes
kezelés soran a TCE részleges bontdsat tapasztaltuk az utolsd6 mintavételi idépontig,
teljes - eténig torténd - lebontast sehol sem detektaltunk. Az acetatos, a laktatos, a butiratos és
a melaszos-kezelésli mikrokozmoszoknal a parhuzamosok kiilonb6zd bontasi potenciallal
voltak jellemezhetdek.

7.2. Haromfazisu mikrokozmoszok kémiai eredményei

A haromfazisti mikrokozmoszok esetében a biotikus kontrolloknal — ahol elézetesen a
teljes reduktiv deklorinacié végbement — azt tapasztaltuk, hogy az 6sszes c-DCE lebomlott a
336. napra, ezzel parhuzamosan a felszabadulé VC és etén koncentracioja nétt (6. abra), tehat
tovabbra is aktiv maradt a deklorinacidoban résztvevo mikroba kozosség.

Az acetatos kezelésli mikrokozmoszokban is megjelent az etén az utols6 mintavételi
id6pontra (tehat itt is végbement a teljes reduktiv deklorinacid), emellett csokkent a c-DCE ¢és
nétt a VC koncentracidja. Az acetat+BES kezelésti mintaknal is elindult a c-DCE bontasa VC
felszabaduléssal (6. abra).

Tehat a VOC eredményekbdl az latszott, hogy a 336. napra nemcsak a biotikus
kontrollban, de a kezelt mikrokozmoszokban is aktivizalodtak azok a mikroba csoportok,
amelyek a TCE teljes lebontasaért feleldsek, csak idében eltolodva.

7.3. Uj mikrokozmosz kisérletek kémiai eredményei

A kétfazisi mikrokozmoszoknal tapasztalt részleges, illetve a haromfazisu
mikrokozmoszoknéal megfigyelt teljes reduktiv deklorinacid végbemenetele felvetette azt a
kérdést, hogy a mikrokozmoszok sikeressége vajon a harmadik (talaj-) fazis meglétének
koszonheté-e, vagy valami egyéb tényezének (pl. az alkalmazott talaj geokémiai, illetve
fizikai-kémiai paraméterei). Erre a kérdésre keresve a valaszt harom kiilonb6z6 tipusu
mikrokozmoszt allitottunk Ossze a hozzajuk tartozo, inokulumot nem tartalmazo,
kontrollokkal egyftitt:
1) egy mar eddig is alkalmazott talaj-viz-géz fazis tipusut;
2) egy liveggyongy-viz-gaz fazis tipusut (itt az iiveggyongy inert hordozoként szolgalt);
3) kontrollként egy viz-gaz fazis tipust mikrokozmoszt.
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5. abra. TCE és bomlastermékeinek koncentraciovaltozasa a kétfazisth mikrokozmoszokban - II.
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6. abra. A TCE és bomlastermékeinek koncentraciovaltozasa a haromfazisa mikrokozmoszokban.

A 184. napi VOC mérésekbdl kideriilt, hogy minden mikrokozmoszban beindult a TCE
bontasa c-DCE-né, viszont a talajos mintdknal a TCE bontdsa mar az 51. napon elkezdddatt,
mig a masik két tipusu mintanal csak a 99. napon. Ugyanolyan trend figyelheté meg a VOC
adatokban a kétfazisu €s az liveggyongyos mintaknal (7. dbra). Ebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a talajnak nemcsak az a szerepe a mikrokozmoszokban, hogy megfeleld feliiletet
biztositson a biofilm képzddéshez, hanem valdszinlileg magas szerves anyag tartalmaval
(M/1. tabléazat) is hozzajarul a mikrobakozosség sikerességéhez.

7.4. Kétfazisu mikrokozmoszok biologiai eredményei

A biologiai elemzés sordn vizsgaltuk a dehalogénezésben résztvevd mikrobak
jelenlétét és aktivitasat (DNS és rRNS alapon), illetve a lebontisban fontos funkciogéneket
(DNS ¢és mRNS alapon) az elézéek soran kidolgozott molekularis bioldgiai tesztekkel. A
kapott eredményeket tdblazatosan abrazoltuk (2. és 3. tablazat).

A taxon-specifikus kimutatdsok eredményébdl lathatd, hogy a kiindulasi mintaban
tobb  kiilonb6zd, aktiv (RNS eredmények) dehalogénezd mikrobat: Dehalococcoides
ethenogenes, Dehalobacter restrictus €s Desulfuromonas chloroethenica is kimutattunk (2.
tablazat). A Dehalobacter restrictus képes a TCE-t c-DCE-ig bontani, mig a Desulfuromonas
chloroethenica a PCE és a TCE bontasara képes. A katabolikus gén kimutatasok koziil a vinil-
klorid reduktaz (vcrA) teszt adott pozitiv eredményt mind DNS, mind mRNS alapon. A verA
gén a VC bontasat végzo egyik fehérjét kodolja.

A kiilonb6z0 elektron donorok adagolasa sordan a 200. napra valtozas tortént az egyes
taxonok jelenlétében ¢és aktivitdsaban is. Egyediil az egyik melaszos minta (M-3) drizte meg a
kiindulasi allapotra jellemzé mikrobidlis ,,mintdzatot”, azzal a kiilonbséggel, hogy a
Desulforomonas chloroethenica-t nem tudtuk kimutatni, viszont a Desulfomonile tiedjei-t
igen. Ez a szervezet (tobbek kozott) a PCE bontasaban vesz részt.

A 200. napos kémiai eredményekkel 6sszhangban egyediil az egyik laktatos (L-1), illetve a
két melaszos minta (M-2 illetve M-3) adott pozitiv eredményt rRNS alapon a
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Dehalococcoides tesztre. Desulfitobacterium dehalogenans-t, ami a PCE TCE-ig torténd
bontasara képes egyik mintabol sem tudtunk kimutatni.

A 340. napi tesztek (3. tablazat) soran minden mintabol kimutattunk Dehalococcoides
ethenogenes-t (igaz, csak kis kopia szamban — DHC-2 teszt), illetve Desulforomonas
chloroethenica-t. A Desulfitobacterium dehalogenans teszt csak a savds és a butiratos kezelés
esetén adott pozitiv eredményt. Desulfomonile tiedjei-t egyik mintaban sem detektaltunk.

A katabolikus gén kimutatasok (vcrA pozitiv mintdk) osszhangban vannak a VOC
mérések eredményével, ugyanis az L-1 mintandl VC novekedést, az M-3 mintanadl TCE
csokkenést, mig a B-3 mintandl TCE csokkenést és ezzel parhuzamosan jelentés c-DCE
koncentracionovekedést tapasztaltunk.

450 as0
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7. abra. A TCE ¢és bomlastermékeinek koncentracidvaltozasa az acetat + talaj, az acetatos és az
liveggyongyos mikrokozmoszokban.
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2. tablazat. Taxon- ¢és gén-specifikus kimutatdsok eredménye a kétfazisi mikrokozmoszokban —
kiindulas és 200. nap.

DHC-1 DHC-2 DD DR DC DT fceA bvcA verA
Kiindulasi DNS -+ + - -+ ++ - - - +
minta RNS - + - AHAE HAE nd.* - - +
Biotikus DNS + + - +++ - +++ - - +
kontroll RNS - - - - - - - - -
H, DNS + + - Sl - -+ - - -+
kezelés RNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
DNS + + - 4+ - +++ - - +
RNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
DNS + + - Sinis - + - + -+
RNS - - - - - - - - -
Acetat DNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
kezelés-3 RNS - - - +++ _ _ _ - -
Acetat DNS + + - Sinis - s - + 4
kezelés-4  RNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
Laktat DNS +++ + - +++ - + +++ +++ +
kezelés-1  RNS + + - +++ - - - - -
Laktat DNS + + - +++ - +++ nd.* nd.* +
kezelés-3 = RNS - - - +++ - +++ - - -
DNS + + - +++ - + - _ +
RNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
DNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
RNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*
DNS + + - Sinis - -+ - - -+
RNS - + - - - + - - +
DNS + + - I - + - - ¥
RNS - + - +++ - + - - +

nd.* = nincs adat, DHC-1 ill. -2: Dehalococcoides ethenogenes, DD: Desulfitobacterium dehalogenans, DR: Dehalobacter
restrictus, DC: Desulfuromonas chloroethenica, DT: Desulfomonile tiedjei

3. tablazat. Taxon- és génspecifikus kimutatasok eredménye a kétfazisti mikrokozmoszokban - 340.
nap.

DHC-1 | DHC-2 DD DR DC DT tceA bvcA verA

Biotikus DNS 1 RIS - RIS JHHE - - R N
kontroll RNS - A+t _ _ Tt - N N :
H, DNS +/- +++ - +++ +++ - _ - :
kezelés RNS B . _ _ + - - N N
DNS + -+ - -+ et - - - -

RNS - e - - 4t _ - - N

DNS + +++ - +++ ++ - B B -

RNS +/- AHHE A4 R HHEE - - - -

Acetat DNS +/- A R 4 S+ - - N N
kezelés-3 ~ RNS - +++ - -+ s - _ _ _
Acetat DNS SH==F +++ - . St _ - _ N
kezelés-4  RNS +H H - H ot _ _ N -
Laktat DNS AHEE AHEE - -+ ++ - R R N
kezelés-1 | RNS IFHE IFHE - +++ +++ - B - _
Laktat DNS + AHHE - e ++ - R - I
kezelés-3 = RNS - +++ - -+ s - _ _ _
DNS + +++ - +++ ++ - - - ++

RNS - +++ +/- +++ ++ - - + -

DNS +/- Sy - Sy A=HF - - - +

RNS - -+ +/- - et - - - -

DNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*

RNS nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.* nd.*

DNS + +++ - +++ - - - - +

RNS +/- Sy - Sy d=HE - - - -

nd.* = nincs adat, DHC-1 ill. -2: Dehalococcoides ethenogenes, DD: Desulfitobacterium dehalogenans, DR: Dehalobacter
restrictus, DC: Desulfuromonas chloroethenica, DT: Desulfomonile tiedjei
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A taxon- ¢s katabolikus génspecifikus kimutatdsok mellett megvizsgéaltuk az
adalékanyagok hatasara bekovetkezett mikrobialis kozosségszerkezet valtozasokat a T-RFLP
madszerrel kapott ujjlenyomatok statisztikai kiértékelésével (8. abra).

Nagyon eltéré az egyes mikrokozmoszok DNS- és RNS-alapti kozosségszerkezeti
ujjlenyomata. Sok esetében megfigyelhetd, hogy a 340. napos DNS alapa T-RFLP
feldolgozasok csupan csekély mértékt valtozast jeleztek a 200. napos allapotokhoz képest,
mig az RNS alapti T-RFLP ujjlenyomatok jobban kovették a kémiai mérésekkel alatamasztott
TCE degradacios folyamatokat. Ez legszembetindbb pl. a L-1 mikrokozmosz esetében (8.
abra). A kozosségi DNS alapu vizsgalatok a DNS feldolgozas és a DNS tarolasanak
egyszeriisége miatt igen elterjedt, azonban a jelen eredmények is a valos aktivitdssal jobban
korrelaldo RNS alapu vizsgalatok fontossagat jelzik.

A TCE degradaciot 340. napon sem mutatd propiondtos minta a kiinduldsi mintahoz
kozel a 200. napos butirdtos mikrokozmosszal csoportosult. A részleges TCE — c¢-DCE
transzformaciot mutatod biotikus, H, és butirat-kezelésii mikrokozmoszok idoben elmozdultak
¢s a 340. napra a Sulfurospirillum halorespirans-t definialé csticsok koriil csoportosultak. Ez
a B-2 ¢és B-3 mikrokozmosz esetében egyértelmii Osszefliggésbe hozhatd az acetdtos és
laktatos mintakoz képest iddben joval késobb jelentkezd TCE koncentracido csokkenés és
ezzel egyidejli c-DCE koncentracidé novekedésével.

A TCE degradacio mértéke alapjan legsikeresebbnek mutatkozd acetat-, és laktat-
adagolasu kétfazisu mikrokozmoszok, amelyek a tobbszori TCE ujraadagoléast kovetden is
teljes TCE — ¢-DCE transzformaciot értek el, hasonld kozosségszerkezettel jellemezhetdek.
RNS alapon abszolut Sulfurospirillum halorespirans (Alu-113 bp és Bsh-388 bp) dominancia
figyelhetd meg, mig DNS alapon mindkét tipus esetében a Alu-75-76, Bsh-116 ¢és az
Alu-247 bp csucsok a meghatarozoak. Ezen fragmensek kozott szerepelnek egy, a korabbi
Donor-1 kiserlet laktat RNS klonkonyvtarabol azonositott Acetobacterium carbinolicum
T-RF csucsai (L-43 klon: Alu-247 bp és Bsh-116 bp; M/1. abra). Err6l az anaerob
homoacetogén baktériumrél feltételezik, hogy laktat fermentacion keresztiil, feltételezhetéen
acetattal és hidrogénnel latja el a Dehalococcides szervezeteket.

Egy-egy parhuzamos a laktatos €s az acetatos mikrokozmoszok koziil (L-1 és Ac-4) a
tobbitdl igen eltéré mikrobiotat takar. Ezekben a mikrokozmoszokban, amelyekben a c-DCE a
340. napra tovabb alakult jelentds mennyiségli VC-d4, a T-RFLP mintazat alapjan is
elkiiloniilt a tobbi mintatol. Ezt az elhatarolodéast a Dehalococcoides ethenogenes (Alu-130 bp
€s Bsh-99 bp) csucsok hataroztdk meg. Ez teljes 0sszhangban van a 340. napos taxon-
specifikus kimutatasokkal, amely csak az L-1 és Ac-4 esetében adott rRNS alapon pozitiv
DHC-1 teszteredményt. A laktat és acetat-kezelésti mikrokozmoszok parhuzamos mintainak
eltérd mértékli részleges reduktiv deklorinicidja egyértelmiien Osszefiigg RNS alapon a
kozosségeken beliili szézalékban kifejezett arany-eltolédasokkal (4. téblazat). Csupan
azokban a mikrokozmoszokban sikeriilt a 340. napra a c-DCE mennyiség csokkenésével
ekvimolaris mennyiségben VC felszabaduléast tapasztalni, ahol a kiindulasi inokulumhoz
képest a Dehalococcoides genus feldisult. Ezekben a mintakban azonban a részleges bontésra
képes Sulfurospirillum halorespirans kozosségen beliili ardnya sem csokkent a kiindulasi
értékhez képest. Azokban a mikrokozmoszokban, amelyekben a tobbszords TCE
transzformaciot c-DCE deklorinaci6 nem kdvette csupan a Sulfurospirillum halorespirans
taxon dusult fel (4. tablazat).
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8. abra. A kétfazisti mikrokozmosz mintak Alul és Bsh1236l enzimmel emésztett T-RFLP futasainak egylittes fékomponens elemzése a kiindulasi mintakkal
egyiitt biplot funkcio alkalmazasaval. A mintak jeldlésének végén a 200 és 340 az egyes mintavételi idopontokat jeloli napokban kifejezve (Kiind — kiindulasi
minta, Bio — biotikus kontroll, Ac — acetatos kezelés, H2-hidrogénes kezelés, S-savos kezelés, P-propionatos kezelés, L-laktatos kezelés, B-butiratos kezelés,

M-melaszos kezelés).
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4. tablazat. A Dehalococcoides ethonogenes és a Surfurospirillum halorespirans taxonoknak
megfeleltethetd T-RF cstcsok mikrokozmosz kozdsségeken beliili szdzalékos aranyanak idébeli
valtozasa DNS ¢s RNS alapon.

Dehalococcoides | Sulfurospirillum
ethenogenes halorespirans
130-Alu | 99-Bsh | 113-Alu | 388-Bsh
Kiind_DNS_0 2,4 2,50 5,8 0,8]
Kiind_RNS_0 | 43| 59| | 15,* 24,4
Ac-3_RNS_200 0 0 60,6/ 67,3
Ac-3_RNS_340 0 ol 45,601 66,7

Ac-4_DNS_200 0 02l 127l 8
Ac-4_pns_340 |1 13,701 11,80 67l 7

Ac-4_RNS_340 | 38,800 87,50 | 20300 |31,

Ac-5_DNS_340 0 03] a1l 92
Ac-5_RNS_340 0 ol 32,900 58]
L-1_DNS_200 96| 1360 97 11,2

L-1_RNs_200 | 43300 ao0l] 10,90 19,1
1-1.pns_340 | 17,00 144l 59l 81
L1 RNS 340 | 29,600 50,00 | 18,90 129,

L-2_DNS_340 0 ol a2l 68
L-2_RNS_340 0 ol 5340 60H
L-3_DNS_200 0 ol | 1570 | 184
L-3_RNS_200 0 ol 131,400 4k,0
L-3_DNS_340 0 ol 620l 92
L-3_RNS_340 0 ol 49,2l 64,1

7.5. Haromfazisu és az uj mikrokozmoszok biologiai eredményei

A kétfazisi  mikrokozmosz  vizsgdlatokhoz  hasonléan a  haromfazisu
mikrokozmoszoknal is elvégeztiik a taxon- és katabolikus génspecifikus kimutatasokat (5. €s
6. tablazat). A 220. napra az acetat+tBES kezelésii mintdban rRNS alapon nem tudtuk
kimutatni a Dehalococcoides ethenogenes-t, mig az 0Osszes tobbi mintaban igen. Ez
Osszhangban van a VOC mérésekkel, miszerint ennél az egy fajta mikrokozmosznal
tapasztaltuk a TCE ¢-DCE-ig torténd bontasat, a masik két esetben VC, illetve etén volt a
végtermék erre az id6pontra. A részlegesen halogénezd baktériumok kimutatisanak (DR-,
DC-teszt) esetében is a VOC mérésekkel Osszhangban 4ll6 eredményeket kaptunk,
Desulfuromonas chloroethenica fRNS alapon az acetatos és az acetat + BES mintak esetében
adott pozitiv eredményt (5. tablazat).

A katabolikus gén kimutatdsoknal csak DNS alapon kaptunk pozitiv eredményeket
(holott a biologiai aktivitdst bizonyitjdk a kémiai vizsgélatok), ami az alacsony mRNS
koncentraciokkal illetve az amplikonok koncentracidjanak a kimutathatdsdgi szint alatti
értékével magyarazhato (6. tablazat).

5. tablazat. Taxon- és génspecifikus kimutatasok eredménye a haromfazisi mikrokozmoszokban —
kiindulas és 220. nap.

DHC-1 | DHC-2 DD DR DC DT tceA bvcA verA

Kiindulasi DNS A + - IHHE I - - - +
minta RNS - + _ A+ it nd.* - N T
Biotikus DNS AHHE + - + -+ - + +++ +
kontroll RNS + + - - - nd.* - - -
Acetat DNS + + - T T+ N T T T
kezelés RNS - + - - AHAF nd.* - - N

DNS + + - + SEHF - - -

RNS - - - - ++ - - - -

nd.* = nincs adat, DHC-1 ill. -2: Dehalococcoides ethenogenes, DD: Desulfitobacterium dehalogenans, DR: Dehalobacter
restrictus, DC: Desulfuromonas chloroethenica, DT: Desulfomonile tiedjei

A 336. napi vizsgalatok soran egyediil a Dehalococcoides ethenogenes teszt bizonyult
pozitivnak rRNS alapon minden mikrokozmosz esetében. A részleges dehalogénezésre képes
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mikrobédkra irdnyul6 tesztek kizarolag DNS alapon adtak pozitiv eredményt. Ez a biotikus és
az acetatos minta esetében Gsszefliggésbe hozhat6 a kémiai eredményekkel, mivel ezeknél a
mintaknal teljes reduktiv deklorinacio végbement a 336. napra, illetve az acetat+BES kezelésti
mikrokozmoszban is tovabbment a bontds VC-ig (6. tablazat).

A katabolikus gén vizsgalatoknal egyik esetben sem kaptunk egyértelmili eredményt,
amit a nem megfelelé mennyiségl illetve mindségli nukleinsav kinyerésével magyarazhatunk.

6. tablazat. Taxon- és génspecifikus kimutatasok eredménye a haromfazisi mikrokozmoszokban —
336. nap.

DHC-1 | DHC-2 DD DR DC DT tceA bvcA verA
Biotikus DNS HHEE -+ - +++ +++ - R N N
kontroll RNS +/- -+ - - - - R - N
Acetat DNS A=HF A=HF - A== d=HE - - - N
kezelés RNS - A= - - - - R - -
DNS + -+ - - -+ - - - -
RNS - -+ - - - -

nd.* = nincs adat, DHC-1 ill. -2: Dehalococcoides ethenogenes, DD: Desulfitobacterium dehalogenans, DR: Dehalobacter
restrictus, DC: Desulfuromonas chloroethenica, DT: Desulfomonile tiedjei

A haromfazisi mikrokozmoszoknal is megvizsgaltuk az adalékanyagok hatdsara,
idében bekovetkezd mikrobidlis kozosségszerkezet valtozast T-RFLP moddszerrel. A kapott
ujjlenyomat mintazatokat Osszehasonlitottunk az wjonnan Osszeallitott mikrokozmoszok
mintazataival T-REX (T-RFLP Analysis Expedited) program segitségével. A kapott
adatmatrixot statisztikailag vizsgaltuk, kétdimenzids fékomponens analizisnek vetettiik ala
PAST (Paleontological Statistics Software Package) programot alkalmazva. A fokomponens
analizis soran biplot funkcidt alkalmaztunk, igy egy abran lathatova téve a mintékat és az
elvalasukat okoz6 paramétereket (ebben az esetben T-RFLP csucsok).

A 9. dbran az Osszes minta Alul enzimmel emésztett futdsait hasonlitottuk 0ssze. A
diagramon a két kiinduldsi minta teljesen elkiiloniil a tobbi elemzett mintatol, egészen mas
bakterialis kozosséget feltételezve, ahogyan ez a T-RFLP elektroferogramokbol (M/7. abra) is
lathatd. Az elektroferogramok erdteljes mikrobialis diverzitas csokkenést mutattak a
kiilonboz6 adagoldsok hatdsara. Mivel vizsgalataink sordn célunk volt nyomon kovetni az
adagolasok hatdsara bekdvetkezd valtozasokat a ,,sikeres” és a ,sikertelen” deklorinalo
kozosség szerkezetében és aktivitdsaban, ezért a ,.kilogd” kiinduldsi mintdkat kihagytuk a
tovabbi vizsgalatokbol.

A 10. abran lathatd, hogy az egyes elvalasokat leginkabb két T-RFLP csucs hatarozza
meg. A sikeres, teljes deklorinaciot végzo kozosségek meghatarozo csiucsa a 130 bp-os, ami
klonokkal torténd beazonositas utdn a Dehalococcoides ethenogenes-nek bizonyult. A
részleges (c-DCE-ig illetve VC-ig torténd) deklorinaciot végzd kozosségek meghatarozéd
csucsa a 113 bp-os, amit Sulfurospirillum halorespirans-ként azonositottunk. Ha az idébeli
valtozasokat is figyelembe vessziik, 1athato az eltolodas az acetatos minta esetében a 220. és a
336. nap kozott: amint végbement a teljes deklorinaci6 ebben a mintaban (336. nap, lasd még
6. abra), a 130 bp-os cstcs valt meghatarozonak a 113 bp-ossal szemben rRNS alapon. Az
acetat + BES minta esetében még a 336. napon is a 113 bp-os cstics a meghatdrozo és ennek
megfeleléen még erre az idopontra sem tortént meg a teljes reduktiv deklorinécié ebben a
mintaban (lasd még 6. 4bra).

Hogyha megvizsgaljuk az elvaldsokat befolyasold csticsok (és a klonok alapjan
hozzajuk tartozd szervezetek) aranyat az egyes mintdban, akkor azt tapasztaljuk, hogy a
kiindulasi mintdban a Sulfurospirillum halorespirans : Dehalococcoides ethenogenes arany
15,8 : 4,3%, a 220. napos acetatos mintaban 32,5 : 0,3%, mig a 220. napos biotikus
kontrollban ez az arany 2,4 : 0,3%. Idében (a VOC paraméterekkel 6sszhangban) az aranyok
is eltolodtak, ugyanis a 336. napos acetatos mintadban a Sulfurospirillum halorespirans
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: Dehalococcoides ethenogenes arany 18,9 : 27,2% aranyra valtozott, mig a biotikus mintanal
0 : 44,9% a két szervezet aranya. Ezek az adatok is alatamasztjak, hogy a kiilonb6zo
szerkezetli bakteridlis kozosségek teljesen kiilonb6zé dehalogenacidos  potenciallal
rendelkeznek.

GEO4 *Kiind-RNS
4,8E04

3,6E04

2,4E04

1,2E04) BCFBESTDNSI220,

7%)

) Ac+BES-DNS_336 2 -
a o INS_220
. 3b .
= Z58bpy5p206bp  S9bp Kiind-DNS
-1,2E04 268Hp @< NS
Uveggy-RNS_184
-2,4E04
L ]
-3,6E04 * Biot-RNS_220
L]
Biot-RNS_336
-4,8E04 .
130bp *Biot-DNS.336
-6E04

-32000 -16000 0 16000 32000 48000 64000 80000 96000 1,12E05  1,28E05
PC1 (26,8%)

9. abra. A haromfazisu mikrokozmosz mintak A/ul enzimmel emésztett futasainak fékomponens
elemzése a kiindulasi mintakkal egyiitt biplot funkcié alkalmazasaval (Kiind — kiinduldsi minta, Biot —
biotikus kontroll, Ac — acetatos kezelés, Ac+tBES — Acetat és BES egyiittes kezelés, Ac+talaj —
masodik 4toltas, harmadik fazis: talaj, acetat kezelés, Uveggy — maésodik atoltds, harmadik fazis:
iiveggyongy, 184, 220, 336 — az egyes mintavételi idopontokat jeloli napokban kifejezve).

s *Biot-DNS_336 . A 1 P
2,4E04
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’ 151bp 243bp223bp
—_— {41338b ..
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PC1 (29,7%)

10. abra. A haromfazisi mikrokozmosz mintak 4/ul enzimmel emésztett futdsainak fékomponens
elemzése a kiindulasi mintdk nélkiil biplot funkcio alkalmazasaval (Biot — biotikus kontrol, Ac —
acetatos kezelés, ActBES — Acetat és BES egyiittes kezelés, Ac+talaj — masodik atoltas, harmadik
fazis: talaj, acetat kezelés, Uveggy — masodik atoltas, harmadik fazis: iiveggyongy, 184, 220, 336 —az
egyes mintavételi idépontokat jeldli napokban kifejezve).
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Az egyéb, minor csucsokat (pl. 185 bp, 229 bp, 70 bp, 146 bp, 147 bp, 73 bp),
amelyek az tjonnan Osszedllitott (talajos, tiveggyongyds, acetatos) mikrokozmoszok
elkiiloniilését hatdrozzak meg, még nem sikeriilt klonokkal beazonositani. Annyi latszik
egyeldre az elemzésekbdl, hogy ezek a minték a biotikus kontroll 220. napos DNS mintajaval
alkotnak egy csoportot és sem a 130, sem a 113 bp-os cslics nem hatarozza meg az
elvalasukat a tobbi mintatol.

8. Osszefoglalas

A 2008-ban kezdddo kisérleteink sordan célunk volt a sikeres deklorinald kozdsségek
Osszetételének vizsgalata, a lebontdsban résztvevd szervezetek meghatarozasa mind in situ,
mind pedig jol koriilhatarolt, laboratoriumi koriilmények kozott polifazikus modszerekkel.
Vizsgalni kivantuk tovabba a kiilonboz6é adalékanyagok hatdsara bekovetkezd valtozasokat a
mikrobialis k6zosség szerkezetében és aktivitdsaban.

Az els6 munkaszakaszban adatbazist hoztunk Iétre a kiilonbozé szennyezett
teriiletekrdl szarmazo mintak kémiai és biologiai paramétereit felhasznalva. Optimaltunk mar
eddig is alkalmazott molekularis biologiai modszereket, illetve 1) modszereket is
fejlesztettiink a deklorinald kozdsségek minél alaposabb vizsgalatahoz ¢és a teriileteken
végbemend mikrobiologiai folyamatok jobb megértéséhez.

A masodik munkaszakaszban mesterséges oOkoszisztéma szelekcios kisérleteket
allitottunk be kiilonbozé (egyszerii €s 0Osszetett) adalékanyagok alkalmazasaval. Ezen
kisérletek soran a TCE részleges, VC-ig torténd lebontasat detektaltuk. A kiindulasi
degradacios potencial minden kezelés esetében lecsokkent a kisérlet végére, a biotikus
mintabol sikeriilt egy Dehalococcoides ethenogenes klont detektalni, illetve két klon esetében
tudtunk csak részlegesen dehalogénezd mikrobédkat kimutatni (Sulfurospirillum halorespirans,
Dechloromonas denitrificans). Az tRNS klonkonyvtarak Osszetétele a donor tipusatol
fliggetleniil fakultativ anaerob Pseudomonas-Acidovorax, a tejsavos €s a laktatos kezelés
esetében fermentald szervezetek dominancidjat mutatta, mig az dsszes adagolas esetében
kometabolikus lebontdsban résztvevd mikrobak dominéltak.

A harmadik munkaszakaszban 10j mikrokozmosz kisérleteket allitottunk Ossze,
kiilonbozd elektron donorok adagolasaval, 1 anaerob technika (tobbek kozott Mininert
szeptumok teflon boritdsi gumidugdkra valo lecserélése) és a kiindulasi talajviz minta
koncentralasaval eléallitott inokulum alkalmazasaval. Hairomfézist (szilard-, viz- és gazfazis)
mikrokozmoszokat is létrehoztunk. Ezzel a kisérlettel arr6l szerettlink volna
megbizonyosodni, hogy a sikeres deklorinacidhoz vajon sziikséges-e ,,tapadasi feliiletet”
biztositani a mikrobdk szdmara. A kétfazisi mikrokozmoszok esetében gyors, azonban
tovabbra is csupan részleges deklorinacidt tapasztaltunk. DNS ¢és RNS alapon is
meghataroztuk az ebben a folyamatban résztvevd mikrobialis kozosségek Osszetételét. A
haromfazisu mikrokozmoszok esetében a biotikus kontrollokban teljes reduktiv deklorinéaciot
¢s ezzel 0sszhangban, a bakteridlis k6zosségben Dehalococcoides ethenogenes dominanciat
tapasztaltunk. Az acetdtos és az acetat+BES kezelés esetében részleges deklorinaciot és
emellett Sulfurospirillum halorespirans dominanciat detektaltunk. Vizsgalati eredményeinket
két ) modszer alkalmazasaval is megerdsitettiik.

A negyedik munkaszakaszban folytattuk a két- és haromfazisi mikrokozmoszok
vizsgélatat, illetve 1) mikrokozmosz kisérleteket is 0Osszeallitottunk, a talaj helyett,
iiveggyongyot, mint inert hordozét alkalmazva.

A kétfazisu mikrokozmosz vizsgalatok soran a propionat kezelési mikrokozmoszok
kivételével mindenhol részleges deklorinaciot tapasztaltunk. Az acetat, a laktat, a butirat és a
melasz kezelésii mikrokozmoszoknal jelentds eltérést tapasztaltunk az egyes parhuzamosok
kémiai ¢és biologiai eredményeiben. A laktatos ¢és az acetdtos kezelés tiinik a
legigéretesebbnek, mivel itt megjelent ¢és fokozatosan nétt a VC felszabadulas, itt idével akar
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teljes dehalogenacio is végbemehet.

A haromfazisi mikrokozmoszok esetében a biotikus mintaknal, ahol nem tortént sem
szénforras, sem elektrondonor adagolas, csak a megfeleld feliiletet biztositottuk a kiindulasi
mikrobakdzosségnek, mar a 220. napra gyors ¢€s teljes degradacid ment végbe. Az acetatos
kezelési mikrokozmoszok esetében az acetat, mint szénforrds adagoldsdval kompeticid
jOhetett 1étre a dehalogenal6 és fermentalo szervezetek kozott és igy csak a 336. napra tudtunk
teljes — eténig torténd — reduktiv deklorindciot detektalni. Az acetat és BES egyidejii
adagoldsa a metanogén szervezeteket gatolhatta, eldidézve ezzel a degradacioban résztvevo
kometabolikus partner gatlasat, igy a 220. napra c-DCE-ig, a 336. napra pedig VC-ig torténd
lebontas tortént ezekben a mintakban.

Az 1) mikrokozmoszok vizsgalatokbol kideriilt, hogy a talaj nemcsak a biofilm
képzéshez volt elengedhetetlen, de valoszinlileg nagy szerves anyag tartalmaval is hozzéjarult
a sikeres deklorindlo kozosség miikodéséhez.

A kisérletsorozat végén meghatdroztuk, hogy a sikeres deklorindldo kozosségre
jellemzd:

-a Dehalococcoides ethenogenes dominancidja, mas, részleges lebontdsban résztvevd
baktériumokkal (pl. Sulfurospirillum halorespirans) szemben;

- a mikrobialis diverzitas csokkenés — a lebontasban résztvevo szervezetek szelektalodasa;
-hogy, ha fermentald szervezetek is jelen vannak (pl. komplex szerves vegyiiletek
adagolasakor), a kialakuld kompeticios viszonyok miatt a lebontas folyamata lassabb;

- hogy szintén lassithatja a lebontds folyamatat, ha a lebontdsban résztvevd kometabolikus
partnereket gatoljuk (BES adagolas);

- hogy sziikséges szilard fazis megléte a biofilm képzéshez;

- hogy elengedhetetlen megfeleld mennyiségli hozzaférhetd szerves anyag jelenléte.

Négy uj, az eddigiek sordn altalunk még nem alkalmazott mddszert (MDA, SNuPE,
SEM ¢s FISH) optimaltunk a deklorinalé mikrobialis k6zosség vizsgalatara.

Megallapitottuk, hogy a kozdsségi DNS alapu vizsgalatokkal szemben, illetve azokkal
egylittesen alkalmazva a valos aktivitassal jobban korrelalo RNS alapti vizsgélatok
sziikségesek a deklorinacioban résztvevd mikrobidlis kapcsolatok feltarasahoz.

A palyazat egy elére nem tervezett pozitiv eredménnyel is zarult, ugyanis a teljes
lebontast végzd kultirdk (egy dusitast kovetden, folyamatos monitorozéssal) akar in situ
bioaugmentacional (oltéanyag bejuttatdsa) is hasznalhatdéak, azon a teriileten, ahonnan a
kiinduldsi mintdk szarmaztak. A bioaugmentécidés technoldgidk f6 problémaja, hogy a
beadagolds sordn alkalmazott baktérium kultarat kiszorithatjdk az  autochton
mikroorganizmusok. A mi esetiinkben azonban az autochton ko6zdsség TCE lebontasban
résztvevo tagjait sikeriilt feldusitanunk, igy elkeriilhetd, hogy a honos k6zdsség eliminalja a
beadagolt mikrobékat és ezzel sikeres bioremedidci6 hajthatd végre a szennyezett teriileten.
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9. Mellékletek
o 0-24
Unc bact clone activated sludge EU104125
Pseudomonas agarici (T) 276652 B
0-30 Y-Proteobacteria

(T) GUOS5765

Une soil bact clone PAH mineralization EF101781
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99— Acinetobacter calcoaceticus (T) x81661

S-12
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so— 0-47
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99'Unc bact F] 810596
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100 L raffinolactis (1)
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§$-34
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[I'-Z

100 Desulfosporosinus lacus A|582757
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w00l L-27
= L] 100 a sp. clone AM 933664

Clostridium cellulovorans (T) X71849
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o5 L-1
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4{.,9 E L-25
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100— Dehalococcoides ethenogenes 195 CP000027

Unc bact clone EF061539
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M-16
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M/1. abra. A 209 napos mikrokozmoszok 16S rRNS klonkonyvtaraibol nyert klon szekvenciak a
kiilonb6z6 donor adagolasok fiiggvényében (IM — kiindulasi minta, Bio — biotikus kontroll, Ac —
acetatos kezelés, S-savos kezelés, P-propionatos kezelés, L-laktatos kezelés, M-melaszos kezelés, O-

emulzifikalt olajos kezelés).
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M/2. abra. Pasztazé elektronmikroszkopos képek — acetat kezelésti mikrokozmoszokbdl szarmazo
fagyasztva szaritott talajmintak. A vizsgalatok soran biofilm képzédés volt megfigyelhetd; a)
kiilonallo talajszemcse képe (skala 200 pm) és b) a talajszemcsén kialakult biofilm felszini képe (skala
5 um). A mintakat HITACHI S-2600N pasztazo elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (SEM) 15 kV
gyorsito fesziiltséget alkalmazva.

M/3. abra. Fluoreszcens in situ hibridizacios képek — acetat + BES kezelésii mikrokozmoszokbol
szarmaz6 vizmintak; a) DAPI festékkel jelolt sejtek, b) Eubacteria specifikus probaval (EUB-338-
Cy3) tortént hibridizacid, ¢) a DAPI festés és az Eubacteria specifikus proba hibridizacios képe
egymasra fektetve.
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M/4. abra. Fluoreszcens in situ hibridizacids képek — acetat kezelési mikrokozmoszokbol szarmazo
vizmintak; a) DAPI festékkel jelolt sejtek, b) Dehalococcoides genus specifikus probaval (DHE-537-
Cy3) tortént hibridizacio, ¢) a DAPI festés és a Dehalococcoides genus specifikus proba hibridizacios
képe egymasra fektetve.

M/S. abra. Fluoreszcens in situ hibridizacios képek — acetat kezelésii mikrokozmoszokbol szarmazo
vizmintak; a) DAPI festékkel jelolt sejtek, b) Archaea specifikus probaval (ARCH 915-Cy3) tortént
hibridizacio, ¢) a DAPI festés és a Archaea specifikus proba hibridizacios képe egymasra fektetve.
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M/6. abra. Fluoreszcens in situ hibridizacios képek — acetat+BES kezelésii mikrokozmoszokbol
szarmaz6 vizmintak; a) DAPI festékkel jelolt sejtek, b) Archaea specifikus probaval (ARCH 915-Cy3)

tortént hibridizacio, ¢) a DAPI festés és a Archaea specifikus proba hibridizacios képe egymasra
fektetve.
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M/7. abra. Ko6zosségi T-RFLP elemzés eredményei. A/ul endonukleazzal emésztett rRNS mintak

kozosségi elektroferogramjai a (a) kiindulasi mintaban, (b) biotikus kontrollban, (c) acetat és (d)
acetat+BES kezelésii mikrokozmoszokban.
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M/1. tablazat A haromfazisi mikrokozmoszokba adagolt talaj kémiai paraméterei.

Kémiai paraméter Mértékegység Erték Moédszer
pH - 6.8 EPA Method 9045B

1 EPA Method 3051:1996,
Foszfor mg kg 694 EPA Method 6010B:1996
Osszes nitrogén mg 1" 160 MSZ EN 12260:2004
TOC (0sszes szerves szén) % (mm™) 21
TIC (Bsszes szervetlen szén) % (mm™) 14 DIN ISO 10694
TC (6sszes szén) % (mm™) 34
Szerves anyag (izzitas) % (mm™) 61.75 MSZ 08-0012-6:1987
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