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Roviditések jegyzéke

BTEX: benzol, toluol, etil-benzol és xilolok

C230: catechol 2,3-dioxigenase (katekol 2,3-dioxigenaz)

dNTP: deoxynucleotide triphosphates (dezoxinukleotid trifoszfatok)

OPU: operational phylogenetic unit (operativ filogenetikai egység)

PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons (policiklikus aromas szénhidrogének)
PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

sp.: species (faj)

spp.: species pluralis (fajok)

TPH: total petroleum hydrocarbons (6sszes dsvanyolaj eredetii szénhidrogén)
T-RF: terminal restriction fragment (restrikcios enzimmel hasitott darabok terminalis része)
T-RFLP: terminal restriction fragment length polymorphism (terminalis restrikcios

fragmenthossz polimorfizmus)



1. Bevezetés

A népesség és az emberi igények ndvekedésével folyamatosan né az emberiség altal
felhasznalt energiamennyiség iS. Bar szamos alternativ megoldast ismeriink, energiaellatasunkat
ma még jorészt a fosszilis energiahordozok — kdészén, kdolaj, foldgaz — elégetésébdl nyerjiik. A
kdolajszarmazékok ezenkiviil fontos alapanyagként és oldoszerként szolgalnak az iparban és a
mindennapokban. Kitermelésiik, szallitasuk, tarolasuk és felhasznalasuk soran a szabalyozasok
ellenére nagyon gyakran kovetkeznek be balesetek, illetve figyelmetlenségbdl adodo
szennyezések. Ezek alapjan nem meglepd, hogy hazankban és a vildgon is a kdolajszdrmazékok
szamitanak a leggyakrabban el6fordulo kdrnyezetszennyez6 anyagoknak. A kornyezetbe keriilve
évtizedekre hatassal lehetnek a kornyez6 0koszisztémara, teratogén és karcinogén hatdsaik miatt
pedig kiilondsen veszélyesek az ¢éldvilagra, beleértve az embert is. A legjobb megoldas a
szennyezések megeldzése lenne, azonban, ahogy a gyakorlat is mutatja, ez sajnos szamos esetben
nem valdsul meg.

Ha a szennyezés mar bekovetkezett, rendelkezésiinkre allnak olyan modszerek, melyekkel
megfékezhetjiik a problémat, esetenként pedig helyre is allithatjuk az eredeti allapotokat.
Alapvetden harom kéarmentesitési Utrdl beszélhetiink, melyek lehetnek fizikai, kémiai, illetve
bioldgiai, mas néven bioremedidcios eljarasok. Utobbiak napjainkban fokozottan eldtérbe
keriiltek, hiszen amellett, hogy ezen eljarasok jelentik kornyezetiinkre a legkisebb veszélyt, ezek
a legkoltséghatékonyabb moddszerek is. A bioremedidcios beavatkozasok soran a prokaridta
szervezetek xenobiotikumbonté képességét hasznaljuk ki. A baktériumok mérhetetlen
soksziniisége és az azonositas korlatai miatt a fajoknak csak toredékét ismerjiik. Ahhoz, hogy a
karmentesitési eljarasokat tovabbfejlessziik, hatékonysagukat noveljiik, ismereteink bovitésére
van sziikség. Mig az aerob koriilmények kozott ,,dolgozd” mikroorganizmusokat mar sikerrel
1s aktiv mikroszervezetek karmentesités soran betoltott szerepére viszonylag kevés figyelem jutott,
pedig a mélyen fekvd, oxigénlimitalt talajrétegekben nagy sziikség lehet rajuk. Egyes baktériumok
olyan enzimrendszerrel rendelkeznek, amely lehetdvé teszi szdmukra, hogy alacsony oldott
oxigénkoncentracié mellett is hatékony anyagcserét folytassanak. Ezeknek az enzimeknek a
termelését specialis funkciogének kodoljak, melyek vizsgalata hatékony eszkéz lehet a

kornyezetben zajlo metabolikus aktivitas, illetve egyes baktériumok anyagcseréjének vizsgéalatara.



Mindezek fényében kutatdsunk sordn szerettiik volna feltarni, hogy:

o faji Osszetétel, illetve metabolikus képességek terén milyen mértékben térnek el egymastol
az aromas ¢&s alifas szénhidrogének lebontasaban szerepet jatszo mikroba kdzosségek aerob
¢és a mikroaerob koriilmények kozott;

e az aromas ¢és alifas szénhidrogének lebontasaban résztvevd funkciogének mely fajokhoz
kothetdk, illetve mely komponensek lebontdsaban van szerepiik.

Célunk volt tovabba, hogy a kisérletek soran minél tobb 1j, szénhidrogén-lebontasra képes

baktérium torzset izolaljunk.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A kéolaj szerepe, felhasznalasa, szennyezések okai és kovetkezményei

A vilag nagy része még mindig erdsen fiigg a fosszilis energiahordozok (kdolaj, kdszén,
foldgaz) altal nyujtott energiatol. A legsulyosabb kornyezeti terhelést a kdolajszarmazékok
hasznositasa okozza. Mivel a mikroszervezetek szamara konnyen hozzaférhetd vegytiletekrdl van
sz0, biologiai karmentesités szempontjabol ez a legrelevansabb. Habar nem megujulod
energiaforrasrol beszéliink €s a hagyomanyosan kitermelt kdolaj mennyisége az 1980-as évek ota
csokken, a felhasznalds vilagszinten azoéta is linearisan novekszik (Sugar 2012). Globalis szinten
a legtobb kdolajat —a teljes felhasznalas 58%-at — a kiilonbozd szallitasi formak igénylik, beleértve
a kozati-, 1égi-, vasuti- ¢és viziszallitast. Az energetikai célu alkalmazas mellett a
szénhidrogéneknek szdmtalan felhasznalasi modjat ismerjiikk az iparban. Mindennapi életiinket
koriilvevd targyak és kemikalidk — mianyagok, gumik, miiszalak, mosdszerek, olddszerek,
festékek, ragasztok, novényvédoészerek, kendanyagok sth. — fontos alapanyagai. Az ipari
felhasznalds vilagszinten mintegy 27%-ot tesz ki, mig a vallalati-, lakossagi- és agrarszektor
koriilbeliil 15%-ot (OPEC 2019).

A 20. szazadi robbanasszert gazdasagi és technikai fejlodést lehetové tévo és a vilagot ma
is kiszolgalo olajmez6k nagy részét az 1930-as és 1960-as évek kozott fedezték fel (Bridge — Le
Billon 2017). Ezek hagyomanyos modon (konvencionalisan) kitermelheté készletek, azaz a
mélyben keletkezett, és a sok tizmillio éves vandorlas soran a zarérétegek kozott megrekedt olaj
fardlyukakon keresztiil termelhetd ki. A nyomdés hatisara a nyersanyag konnyedén felszinre
hozhatd, majd minimalis feldolgozas utan értékesitheté. Azonban az utobbi évtizedekben, a
hagyomanyos lelohelyek kimeriilése folytan a figyelem fokozatosan a nem konvencionalis
lel6helyek felé fordult és el6térbe keriilt az olajpala, valamint az olajhomok banyaszata. Ebben az
esetben az olaj nem vandorol a koézetrétegbdl a zarorétegek kozti tarolokba, igy magat a
kozetréteget kell kitermelni, ami Ujfajta technoldgidk bevetését (példaul hidraulikus
rétegrepesztést) teszi sziikségessé (Német 2013, Papp — Parragh 2015). Az igy kitermelt
nyersanyag mindsége joval alulmarad a hagyomanyos modon kitermelt nyersanyagénal, csak
adalékanyagok hozzaadasaval, jelentds feldolgozas utan vélik értékesithetévé. Osszességében az
olajpala és olajhomok banydszata a kitermelés nehézségei és az alacsony mindség miatt jelentds
anyag- ¢és energiaraforditast igényelnek. Tovabbi, igen komoly aggalyokat vet fel a banyészat
kornyezetre gyakorolt hatasa is. Mivel a k6zetrétegben talalhato nyersanyag csak nagyon alacsony
koncentracioban van jelen, a kitermelés hatalmas teriileteket érinthet, amely fokozott

tajképpusztulassal jar. A mesterségesen kialakitott repedések €s a rétegrepesztés soran felhasznalt
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vegyi anyagok miatt a felszin alatti kdzegekre is igen nagy kockazatot jelent (Papp — Parragh
2015).

A legstlyosabb, havaria jellegli olajszennyezések altalaban a kitermeléshez, szallitdshoz
kothet6ek és leggyakrabban a vizeket, tengeri 0koszisztémakat érintik latvanyosan. Az elmult
¢vszazadban sajnos tobb példat is lathattunk erre. 1978-ban az Amoco Cadiz teherhajo balesete
soran mintegy 223 000 tonna kdolaj keriilt a tengerbe a Bretagne-i partok kozelében. A tengerpart
300-360 km hosszan szennyezdott. Nem sokkal késébb, 1979-ben hatalmas robbanas razta meg
az Ixtoc I nevl furdtornyot, mely a Mexikoi-6bolben végzett felderitd furasokat. A baleset utan
csaknem 10 honapon keresztiil, 6sszesen koriilbeliil 475 000 tonna olaj 6ml6tt megallithatatlanul
a tengerbe. Par évvel az olajkatasztrofak utan mikrobioldgiai vizsgalatokat végeztek (Atlas 1981)
a szennyezett terlileteken. A baktériumkozosséget mindkét esetben a szénhidrogénbonto
baktériumok uraltdk mindaddig, amig a szennyezddés erdsen jelen volt a kornyezetben. A
Mexik6i-0bdl szennyezddése esetében a kornyezeti hatasok miatt egy olyan ,,viz az olajban”
emulzi6 alakult ki, ami jelentOsen lelassitotta a tapanyagok és az oxigén utanpotlasat, ezzel egyiitt
pedig a szénhidrogének lebontasat a kozegben. Ezzel szemben az Amoco Cadiz teherhajo balesete
utdn a megfeleld kornyezeti feltételeknek és a szénhidrogénbontd mikroorganizmusoknak
koszonhetden rendkiviil gyorsan csokkent a szennyezés mértéke. Egyes teriileteken mindossze két
¢év kellett ahhoz, hogy visszaalljanak a szennyezés el6ttihez hasonlé allapotok. 1989-ben az Exxon
Valdez nevii tankhajo futott zatonyra Alaszka partjainal, aminek kovetkeztében 7 000 tonna
nyersolaj jutott a tengerbe. Ekkor mar nagy hangsulyt fektettek a helyben é16 mikroorganizmusok
anyagcserefolyamatainak tapanyagokkal torténd tamogatasara, aminek koszonhetden tiz évvel a
katasztrofat kovetden, az egyébként nagyon lassan lebomlo policiklusos aromas szénhidrogének
mennyisége IS az el6irt hatarérték ala csokkent (Bragg et al. 1994, Boehm 1998). 2010. aprilis 20-
an ismét a Mexikoi-6bdlben tortént egy olajkatasztrofa, ami minden kordbbinal stilyosabbnak
bizonyult. A Deepwater Horizon firétornyan tortént robbanas kovetkeztében csaknem 700 000
tonna nyersolaj szennyezte be a kornyezd teriileteket. A kiomlott olaj tipusa (konnytiolaj) és a
természetes szivargasokhoz adaptalodott baktériumkozosség jelenléte miatt a vartnal sokkal
hamarabb megindult az 6koszisztéma rehabilitacidja (Atlas 2011).

Ha kdolajszennyezésrdl esik sz6, altalaban a fentebb emlitett ikonikus olajkatasztrofakhoz
hasonlo, nagy volumenii tengeri szennyezésekre gondolunk. Azonban a szennyezések jelentds
része a szarazfoldon kovetkezik be és olyan, kisebb 1éptékii balesetekbdl és mulasztasokbol
szdrmazik, mint példaul csévezetékek és tartalyok korrdzidja, vagy kiilonbozd vegyszerek nem
megfeleld taroldsa. Ezek a szennyezések a természetvédelmi €s kornyezetvédelmi kéarokon tul
sulyosan veszélyeztetik a foldtani kozegeket, ezen beliil pedig az ivovizellatas alapjat is szolgald

talajvizeket. A felszin alatti vizek fedezik a vilag népességének legalabb 50%-anak ivovizigényét,
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¢és 43%-at teszik ki az 6nt6zéshez felhasznalt vizmennyiségnek. Csaknem 2,5 milliard ember pedig
kizardlag a talajban talalhato vizkészletektol fiigg, amely az alapvetd napi vizsziikségletet és az

¢lelmiszerellatashoz sziikséges igényeket fedezi szdmukra (WWAP 2015).

2.1.1. Szénhidrogénszennyezések hazai eloforduldsai

A magyarorszagi talajok koolaj szennyezettségének vizsgalata az 1990-es évek elejétol
keriilt a hazai tudoményos érdeklddés eldterébe. Ennek egyik mozgatdrugodja volt, hogy a kivonuld
szovjet csapatok jelentds mennyiségli szennyezést hagytak maguk utdn. A talajba kertlt
kéolajszarmazékok becslések szerint 2,7-3,0 milli6 m® talajt szennyeztek el. Ez foként a
reptil6terek kerozin-, és a laktanyak gazolaj szennyez6désének kovetkezménye (Endrédy 2013).

A kornyezetet terheld kdolajszarmazékok egy része ma a helyteleniil tarolt olajtartalmu
hulladékokbol (faradt olajok, gépolajok, tartalyok olajiszapjai, hasznalt transzformatorolajok,
olajtartalmi mosdszerek stb.) szarmazik. Ezeknél a szennyezéseknél rendszerint szamolni kell a
kiilonboz6 adalékanyagok (detergensek, toxikus nehézfémek) toxikus hatasaival is. Rendszeresek
a vonalas infrastruktrdink mellett torténé szénhidrogén szennyezések is, példaul
kdolajszdrmazékokat és egyéb szerves olddszereket tartalmazo tartdlykocsik meghibasodasai,
vagy nagyobb kdolajvezetékeink megrongalddasaibol adodoan (Lauer 2006). Sajnos szamos olyan
esettel is taldlkozhatunk, amikor a keletkezett szennyezdanyagoktol ugy probalnak
megszabadulni, hogy azokat a kornyezetbe juttatjdk. 2020 decemberében mintegy hat
kobméternyi, ismeretlen eredetli szénhidrogénszarmazék keriilt a rackevei Duna-ag vizébe. A
szennyezeés érinti természetvédelmi torvény altal védett wszolaphoz tartozd nadast és a
hozzatartozd védett fajok allomanyat. Egy-egy ilyen szennyezésnek a karmentesitése és a
természet regeneralodasa évekig eltarthat (httpl).

A kornyezet védelmének altalanos szabalyairol sz616 1995. évi LIII. torvény alapjan 1996-
ban indult el a Nemzeti Kornyezetvédelmi Program, amelynek része a tartos
kornyezetkarosodasok €s szennyezett teriiletek kdrnyezeti karmentesitésére 1étrehozott Orszagos
Kornyezeti Kéarmentesitési Program (OKKP). A program célja a felszin alatti viz, és a foldtani
kozeg veszélyeztetésének, szennyezettségének, karosodasanak felmérése és a szennyezettség
csokkentése, ahol lehetséges, megsziintetése. Eszerint hazankban 2015. év végéig mintegy 15.000
szennyezett €s potencidlisan szennyezett teriiletet regisztraltak. A foldtani kézeg leggyakoribb
szennyezO6dései az Osszes asvanyolaj eredetii szénhidrogének (total petroleum hydrocarbons —
TPH) (40%) és a monoaromas szénhidrogének (benzol, toluol, etil-benzol, xilolok — BTEX)
(20%). A policiklusos aromas szénhidrogének (polycyclic aromatic hydrocarbons — PAH) (5%) és

a halogénezett alifas és aromds szénhidrogén szennyezddések eldfordulasa kevésbé volt gyakori.
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Mivel azonban szamos vegyiilet koziiliik karcinogén tulajdonsagokkal rendelkezik (http2), ezek a
vegyiiletek nagyobb figyelmet érdemelnek. Nem meglepd modon a felszin alatti vizek terhelése is
hasonldé médon alakult. Itt is a TPH (29%) és a BTEX (28%) el6fordulasa a leggyakoribb, valamint
jelentds a PAH (7%) és a halogénezett alifas és aromas szénhidrogén szennyezddések jelenléte is
(Baross et al. 2015).

A hazai ivoviztermelés 88%-a szarmazik felszin alatti vizbdl, melynek mintegy fele a
folyok menti kavicsos vizadd rétegekbdl kitermelt parti szlrésti viz. Budapest vizellatasa szinte
teljes egészében a dunai parti szirésti vizekre tamaszkodik. Jelenleg Magyarorszagon tobb, mint
1700 felszin alatti vizbazis ilizemel, melynek fele antropogén szennyezés szempontjabol
sériilékeny foldtani kdrnyezetben helyezkedik el (http3). A hazai felszin alatti vizek jogi védelmét
tobbek kozott a 6/2009. (IV. 14.) ,,A foldtani kozeg és a felszin alatti viz szennyezéssel szembeni
védelméhez sziikséges hatarértékekrdl és a szennyezések mérésérdl” cimiit KvWM-EiM-FVM
egylittes rendelet hivatott biztositani, amely tartalmazza a kornyezetvédelmi szempontbol
kockazatosnak tekintett anyagok listajat. A rendelet a 219/2004. (VII. 21.) ,,a felszin alatti vizek
védelmérdl” cimli Korményrendelet alapjan meghatarozza a kockazatosnak tekintett anyagokra
vonatkozo (B) szennyezettségi hatarértékeket a foldtani kozegre és a felszin alatti vizekre

vonatkozoan.

2.2. Koolajat alkoté szénhidrogének fajtai, kémiai és fizikai tulajdonsagai

A koolajat foként szerves vegyiiletek, azon beliil is majdnem kizarolag szénhidrogének
alkotjak. Legnagyobbrészt tengeri ¢€l6lények felhalmozodott és lerakodott maradvanyaibol
keletkeztek anaerob bomlas €s atalakulds soran. Ez az altalaban so6tét szindl, stirlin foly6 anyag igen
sok — ezernél is tobb — szénhidrogén komponenst tartalmaz, mely Osszetevok kiilon-kiilon is
artalmasak, de sok esetben egymads hatésait felerdsitve a legveszélyesebb mikroszennyezok kozé
sorolhatok. Az alkotoelemek ardnya a foldrajzi el6fordulds helyének fiiggvényében valtozik. A
szénhidrogén molekula lehet telitett vagy telitetlen, nyilt szénlancu, egy vagy tobb gyliris,
melyekhez oxigén, kén- és nitrogén tartalmu vegyiiletek kapcsolodhatnak. A kis, Ci-Cs
szénatomszamu szénhidrogének alkotjdk a géz frakcidt, a Cs-Cis szénatomszam kozottiek
folyadékok, Cie felett pedig egyre szilardabb halmazallapotiiak (Bar6tfi 2000; Antus — Matyus
2005).

Hazankban a jelenleg hatalyos 6/2009. (IV. 14.) ,,a foldtani kdzeg és a felszin alatti viz
szennyezéssel szembeni védelméhez sziikséges hatarértékekrdl és a szennyezések mérésérdl”
sz0l6 KvVM-EiM-FVM egyiittes rendelet tartalmazza a kornyezetvédelmi szempontbol

kockazatos kémiai elemek ¢és vegytiletek listajat, tovabba a rajuk vonatkozé ,,B” szennyezettségi
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hatarértékeket kiilon a foldtani kézegre és a felszin alatti vizekre vonatkozolag. A kdolaj fobb
alkotoelemeit a rendelet harom kategoéridba sorolja: 0sszes asvéanyolaj eredetli szénhidrogén
(TPH), benzol és alkilbenzolok (BTEX), valamint policiklusos aromas szénhidrogének (PAH). A
tovabbiakban e harom fobb csoport tulajdonsagait ismertetem réviden.

A nemzetkézi kornyezetvédelmi szakirodalomban az osszes alifas szénhidrogének
csoportjaba beletartozik minden olyan kdolaj eredetii szénhidrogén vegyiilet, amely Cs és Cao
kozotti szénatomszammal rendelkezik, mig a magyar jogszabalyok csak az alifas, azaz aromas
gyuriit nem tartalmazé szénhidrogéneket soroljak ide. Az alifas vegytiletek lehetnek telitettek vagy
telitetlenek. A telitett szénhidrogénekben a szénatomok vegyértékének megfeleldé maximalis
szamu hidrogénatom talalhato, ennek megfelelden a szénatomok kozott csak egyszeres kotéseket
(alkanok) talalunk. A telitetlen szénhidrogének ezzel szemben kevesebb hidrogénatomot
tartalmaznak, mint az azonos szénatomszamau, telitett szénhidrogének, igy tartalmazhatnak kettds
(alkének) és harmas (alkinek) kotéseket is. Mindkét csoport tagjai lehetnek egyenes (normal),
elagazo (izo) és gytiris (ciklo) szénlancuak. Az alifas szénhidrogéneken beliil megkiilonboztetiink
5-10 szénatomszamu, illékony (volatile aliphatic petroleum hydrocarbon — VALPH) és e feletti
szénatomszamu kevésbé, vagy egyaltalan nem illékony (extractable petroleum hydrocarbon —
EPH) vegyiileteket. A megkiilonboztetés rendkiviil fontos a mintavétel és a karmentesités
moédjanak megvalasztasa miatt (Szoboszlay — Kriszt 2010). Az illékony szénhidrogénekre
jellemz6, hogy a levegd oxigénjével elegyedve tliz-, és robbandsveszélyesek. A boron,
nyalkahartyakon és a tiidon keresztiil is felszivodhatnak, legtobbjiik irritald és toxikus hatasu.

A monoaromas szénhidrogének szintelen, szobahdmérsékleten tobbnyire folyékony
anyagok. Vizben nem, szerves oldoszerekben, igy példdul més szénhidrogénekben jol oldodnak
vagy korlatlanul elegyednek (Antus — Matyus 2005). Ezek koziil, az egyetlen aromas gyftrtit
tartalmazd vegyliletek koziil, kornyezetvédelmi és huménegészségiigyi szempontbdl a benzol és
szarmazékai tekinthet6k a legfontosabbnak. A benzol mellett ide tartozik a toluol, az etil-benzol,
illetve a xilol harom izomerje, melyeket egyiitt BTEX vegyiileteknek neveziink (2.1. abra). A
BTEX vegyiiletek mind a négy tagja komoly hatéassal lehet az idegrendszerre. A benzol emberben
karcinogén hatasu, kiillondsen a vérképzd szervekre lehet veszélyes, noveli a leukémia és a

csontveldbetegségek kialakulasat (ATSDR 2004, WHO-1ARC 2018).

CH, CHjy CH; CH,
CH,
@ QGP&—GIh
CH;
CH;
benzol tohuol etilbetizol arta-zlol meata-zilol para-wlol

2.1. abra: BTEX vegyiiletek szerkezeti képlete
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A policiklusos aromas szénhidrogének (policyclic aromatic hydrocarbons — PAH)
molekulai két vagy tobb egymadssal kozvetleniil 6sszekapcsoldodd benzolgytiriit tartalmaznak,
térbeli elrendezésiikb6l adoddan rengeteg lehetséges vegyiiletiik eldfordulhat, am ezek koziil
néhany szazat ismeriink. Altalaban szerves anyagok tokéletlen égése kovetkeztében keletkeznek
¢s tobbnyire nem Onmagukban, hanem tobb PAH vegyiilet keverékeként fordulnak eld. Az
Egyesiilt Allamok K6rnyezetvédelmi Hivatala (United States Environmental Protection Agency —
US EPA) 16 vegyiiletet valasztott ki koziiliik eléforduldsuk gyakorisaga és veszélyességiik
alapjan. A listaban gyakran el6fordulo rakkeltd, mutagén ¢és teratogén anyagok szerepelnek
(ATSDR 2004, http2).

2.3. Bioremediacios lehetéségek

A kérmentesitési eljarasok alapvetd célja a talaj és a felszin alatti vizek szennyezettségének
csokkentése, valamint ahol lehet, megsziintetése. Ez torténhet fizikai és kémiai uton (diszperzio,
kiparolgas, oldodas) vagy lebonto folyamatok (abiotikus €s biotikus) utjan is. Tudnunk kell, hogy
a szennyezOk csak az utobbi esetben tdvoznak el ténylegesen a kdrnyezetbdl. A bioremedidcios
beavatkozasokat két nagyobb csoportra lehet osztani. Az egyik lehetdségnél a szennyezett kozeget
a helyérol kiemelve tisztitjak meg, ezt nevezik ex Situ eljarasnak, a masik lehetdségnél a talajt vagy
a talajvizet az eredeti helyén kezelik, ezek az in situ eljarasok.

Az ex situ eljarasokat magas koltségiik miatt csak ritkan alkalmazzak, de vannak esetek
mikor ez a legkézenfekvébb megoldas, példaul sulyos szennyezettség, ivovizbazis
veszélyeztetettsége esetén, vagy ha a siirgds hasznalatba vétel nem engedi meg az iddigényesebb
technikakat. A legfiatalabb modszereknek az in situ karmentesitések szamitanak, jelentéségiik
azonban igen nagy, mivel altaldban ezek jarnak a legkisebb kornyezeti beavatkozassal és a
legkisebb anyagi raforditassal. A bioldgiai in situ eljarasok elonye a koltséghatékonysagon tul,
hogy a talaj €s a talajviz természetes rétegzettsége valtozatlan marad, igy a kevesebb bolygatas
miatt megmaradhat annak természetes funkcigja (KVVM 2010). A szerves szennyezok
mikroszervezetek altali bontdsa soran a kiilonb6z6 oxidaltsagl vegyiileteken keresztiil optimalis
esetben a végtermék nagy része szén-dioxid és viz lesz. A megmaradt szennyez6anyagok ¢és a
koztitermékek azonban kockazatot jelenthetnek, mivel az in situ eljarasoknal a szennyezett
kornyezeti elem nincs izoldlva kornyezetétdl.

A karmentesitési eljarasok kozotti dontést a helyszin részletes vizsgalata kell, hogy
megelézze (KVVM 2010). A hatékony beavatkozds érdekében ismerniink kell azokat a
feltételeket, melyek hatart szabnak a talajban ¢és talajvizben végbemend mikrobialis

folyamatoknak. Ilyen az oldott oxigén jelenléte az aerob lebontdshoz, vagy a megfeleld
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elektronakceptorok jelenléte az anaerob bontdst végzd mikrobdk szamara, a megfelelé pH és
hémérsékleti viszonyok, valamint a szervetlen tdpanyagok megléte a kozegben. Kiilsd
beavatkozassal ezek a tényezok tobbé-kevésbé valtoztathatok, azonban a talaj adottsagai, textiraja
adottak, mely tobbek k6zott az elérhetd oxigén mennyiségére is hatassal van (Philp — Atlas 2005).

Bizonyos esetekben, ha a fizikai, kémiai és biologiai feltételek lehetévé teszik, hogy
elfogadhat6 iddtartamon beliil csokkenjen a szennyezdanyag mennyisége az €rintett teriileten, elég
a szennyezett kdzeg folyamatos monitoringja, tehat nincs sziikség kozvetlen beavatkozésra. Ez
csak akkor tekinthetd karmentesitési eljarasnak, ha bizonyitjuk a természetes lebomlas
hatékonysagat a teriileten. A spontan biodegradacioé tehat azt jelenti, hogy kiilondsebb emberi
beavatkozas nélkiil, a jelenlévé mikroorganizmusok 4altal, természetes mddon csokken a
szennyezOk mennyisége, toxicitdsa, mobilitdsa vagy koncentracidja (KVVM 2010). Ennek az
eljarasnak hatranya, hogy nagyon sok limitalé tényezdje lehet. Az adott kozegben a bennsziilott
mikrobakdzosségnek rendelkeznie kell a megfeleld enzimrendszerrel, mellyel a kornyezetbe
keriilt szennyezdanyagokat bontani tudjak. A szennyezdanyagok altal biztositott szénforrason
kiviil a baktériumoknak sziikségiik lehet a megfelel tapanyagokra és elektron-akceptorokra.
Amennyiben a feltételek adottak a mikrobak6zosség szamara, a lebontd folyamatok igy is igen sok
1d6t vehetnek igénybe azokkal az eljardsokkal szemben, ahol aktiv beavatkozas is torténik. A
valtozasanak folyamatos monitoringja kell, hogy kiegészitse, melynek fiiggvényében donthetnek
az esetleges aktiv beavatkozas modjarol (Leahy — Colwell 1990, Korda et al. 1997, Margesin —
Schinner 2001).

Stimulalt biodegradacionak, mas néven biostimuldcionak (tamogatott spontan
biodegradacionak) nevezziik azokat az eljarasokat, melyek soran az 6koszisztémaban jelenlévo
mikrobak6zosség lebontd képességét hasznaljuk ki gy, hogy kiilsé beavatkozassal teremtjiik meg
szamukra az optimalis életfeltételeket. Leggyakrabban levegd bepumpalasaval, azaz
bioventillacioval teremtik meg az aerob feltételeket a mikrobak szamara. Klorozott
szénhidrogének és friss gazolajszennyezések esetében ez az eljards nem alkalmazhato, mivel az
illékony komponensek konnyen elszennyezhetnek mas kozegeket (levegét) is, raadasul ezek a
vegyiiletek meglehetdsen toxikusak (Cauwenberghe — Roote 1998, Philp — Atlas 2005). Az oxigént
olykor més anyagok, példaul hidrogén-peroxid kézegbe juttatasaval is biztositjdk. A kockazata
ennek a modszernek sem elhanyagolhatd, mivel konnyen eléfordulhat, hogy a bejutatott anyagok
reakcidba lépnek az ott 1évé szennyezdanyagokkal, vagy a talaj szerves anyagéval, masrészt
veszélyt jelenthet a szénhidrogénbontd mikrobapopuléciora nézve. Anaerob koriilmények esetén

alternativ elektronakceptorok kozegbe juttatasa is lehetséges.
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A stimulalt biodegradacid soran alkalmazhatnak olyan feliiletaktiv anyagokat, melyek a
vizben kevésbé 0ldodo szénhidrogéneket emulzidba viszik. A szennyezbanyag igy megndvelt
hatarfeliilete konnyebb hozzaférhetdséget biztosit a mikrobdk szadmara. Léteznek olyan
baktériumfajok 1s, melyek sajat maguk is képesek feliiletaktiv anyagokat eldallitani.
Legismertebbek a Rhodococcus és a Pseudomonas genus altal elallitott vegyiiletek (Banat 1995).

Az 6sztonos talajoltas soran a szennyezett teriiletrol vett talaj- vagy talajvizmintabol a
megfeleld taptalajon, laboratdriumi koriilmények kozott szaporitjdk fel az Okoszisztéméban
megtalalhatd mikroorganizmusokat, majd lombikokban, tartdlyokban (fermentorokban)
felszaporitjak ket (20°-10'%mL él6 sejtszamra) és nagy mennyiségben juttatjak vissza a
mentesitendd kozegbe. Jellemzbéen ezeknek a baktériumtorzseknek csak a bontdsi képességeit
ismerik, egyéb tulajdonsédgaikat, példaul bontasi spektrumukat és patogenitdsukat nem. A faji
szinten azonositatlan baktériumokkal torténd talajoltas rendkiviil veszélyes lehet, mivel
azonositatlan patogén torzseket is felszaporithatnak, majd visszajuttathatnak a talajba és a
talajvizbe, ahonnan a csapadékkal nagy tavolsagra eljuthatnak (Szoboszlay et al. 2002).

A bioaugmentacié — mas néven tudatos talajoltds — soran olyan mikroorganizmusokat
hasznalunk a kdarmentesitéshez, melyek fajszinten azonositottak ¢és ismert degradécios,
patogenitasi és érzékenységi tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Ezek szarmazhatnak a kérhelyrdl,
vagy laboratoriumi torzsgytjteménybdl. Identifikalt mikrobak alkalmazasara akkor lehet sziikség,
ha a karhelyen nem taldlhatok meg azok a baktériumtorzsek, melyek képesek a kdrnyezetbe jutott
szennyezbanyagok hatékony bontasara. A beavatkozas sikeressége fiigg a beoltott baktériumok 0j
kozegben valo viselkedésétdl. Figyelembe kell venni, hogy a kijuttatott mikrobdk szaporodasi
rataja alacsonyabb lehet a mesterséges koriilmények kozott tapasztaltaknal. Minél jobban ismerjiik
a hasznalni kivant faj bontasi spektrumat, kornyezeti igényeit, annal célzottabban ¢&s

hatékonyabban tudjuk felhasznéalni 6ket a kdrmentesités alkalmaval (Vogel 1996).

2.4. Koolajszarmazékok mikrobialis lebontasanak kornyezeti feltételei

A természetben taldlhatdé mikrobak enzimrendszeriik segitségével képesek a szerves
molekuladkat széndioxidda és vizzé alakitani. Ezt a teljes lebontdst nevezziik Osszefoglaloan
asvanyositasnak, vagyis mineralizacionak. Bizonyos esetekben a lebontast végzé enzimek a
szennyezOanyagokat koztes anyagcsere-termékekké alakithatjak, melyek az esetek tobbségében
akkumulalédnak a sejten belill. Ekkor a mineralizacio helyett biotranszformacié zajlik. A
kiilonboz6 szerves anyagok lebontdsa (katabolizmus) tjan a sejtek szamara felvehetoveé valik a
sziikséges energia, valamint az 0j sejtek felépitésére (anabolizmus) alkalmas épitdelemek. Annak

érdekében, hogy a mikrobiologiai anyagcsere (metabolizmus) miikodoképes legyen, olyan
14



alapvetd anyagoknak kell jelen lenniiik, mint a megfelelé tapanyagok, viz, szén- ¢&s

energiaforrasok, elektrondonorok és elektronakceptorok (KVVM 2010).

2.4.1. A homérséklet hatasa a szénhidrogének biologiai lebontdsdra

A homérséklet kozvetlen hatassal van a kdolajszarmazékok fizikai tulajdonsagaira, igy
terjedésiikre és bioldgiai bonthatdosdgukra is. Alacsony homérsékleten az olajok viszkozitdsa
megnd, ezzel hozzaférhetéségiik csokken a mikrobak szédmara. Az alacsony homérséklet az
illékony komponensek kiparolgasat csokkenti, igy a visszamarad6, kis molekulasulyt
komponensek toxikus hatdssal lehetnek a mikrobdkra, ami hatraltathatja a lebontast (Leahy —
Colwell 1990, Atlas — Bartha 1972). A baktériumok szénhidrogénbontd képessége tag
hémérsékleti hatarok kozott mozog. Altalanossagban elmondhatd, hogy a hémérséklet
novekedésével gyorsulnak a kémiai reakcidk, gyorsul a baktériumok anyagcseréje, ezéltal a
lebontds is. Ismeriink azonban hidegkedveld (pszichrofil), kozepes hémérsékleten aktiv (mezofil)
és melegkedveld (termofil) fajokat is. A gyakorlatban, vagyis egy karmentesités esetében a
hémérsékleti tényezdk altaldban nem az optimdlis hatarok kozott mozognak, ezért is fontos
megismerniink olyan mikroba fajokat, melyek alacsonyabb hdmérsékleten is képesek a
szénhidrogének bontasara. A mentesitendé kdzeg héfokanak megemelése in situ kornyezetben
nehezen kivitelezhetd.

Sok tanulmény sziiletett mar a hdmérséklet mikrobakra gyakorolt hatasarol. Dibble és
Bartha (1979) egy bioremediacios kisérlet soran 6t kiilonb6z6 hdéfokon vizsgalta a mikrobak
aktivitasat, és azt talalta, hogy 5 °C-on a biodegradacié mértéke elhanyagolhat6 volt, 13 °C-on az
igen hosszura nyult lag fazis, vagyis az ) kornyezethez valo alkalmazkodas utan a lebomlas nem
tul nagymeértékben, de beindult. 13 és 20 °C kozott a lebontas hatékonysaga megugrott, az aktivitas

efolott is nétt, de elhanyagolhaté mértékben.

2.4.2. Tapanyagsziikséglet

A mikroorganizmusok megfeleld anyagcseréjéhez elengedhetetlen az optimalis C/N és C/P
arany. Olyan él0helyeken (pl. tengerek), ahol a hozzaférhetd szervetlen makro tapanyagok
(nitrogén, foszfor, kalium) koncentracidja kicsi, a szennyez0anyagok lebonthatdsaga is limitalt. A
kutatasok ramutattak arra, hogy pl. egy szennyezés esetén a megnovekedett szervesanyag a szén
iranyéba tolhatja el az ardnyokat és ez jelentdsen hatraltathatja a biodegradacio folyamatat. Ennek
ellensulyozasara gyakran adnak nitrogént és foszfort a kozegbe (Atlas 1981, Leahy — Colwell

1990). A szénhidrogének lebontasaban nagy szerepet tulajdonitanak a vasnak is, hiszen a
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lebontasban szerepet jatszo enzimek koziil tobb is tartalmaz kozponti vas iont (Dibble — Bartha

1976).

2.4.3. Elektronakceptorok szerepe a szénhidrogének biodegraddacidjaban

A szénhidrogének mikrobioldgiai lebontdsdnak elsé 1épése daltaldban a szennyezd
vegyiiletek oxigendz enzimekkel torténd oxidacidja, vagyis ez a folyamat tobbnyire csak oxigén
jelenlétében, azaz aerob uton megy végbe (Leahy — Colwell 1990). Energetikai szempontbdl az
aerob anyagcsere a legelonydsebb a baktériumok szamara. Kdolajszennyezés esetén azonban a
hirtelen, nagy mennyiségii szénforras megndveli a mikrobiologiai aktivitast, ami rendszerint az
oldott oxigén gyors fogyasat vonja maga utan. A talaj mélyebb rétegeiben az oxigén utanpotlasa
korlatozott, igy konnyen alakulhat ki eldszor kiterjedt mikroaerob (0-0,5 mg/L oldott oxigén),
majd anaerob kornyezet. Itt a lebontd folyamatok alternativ elektronakceptorok segitségével
miikodhetnek, melyek a nitrat, szulfat, Fe(Ill), Mn(IV) és a CO2 lehetnek. Karmentesités
szempontjabol az anaerob biodegradacio hatranya, hogy az aerob lebontasanal sokkal lassabban
megy végbe. Az elektronakceptorok hasznositasa redoxpotencidljuk alapjan torténik, rendszerint
az az elektronakceptor fogy el eldszor a kozegbdl, amelybdl a jelenlévd mikroorganizmusok a
legtobb energiat képesek nyerni (Perei et al. 2013). Ilyen modon tgynevezett redox zonak
alakulhatnak ki, ami azt jelenti, hogy a szennyezési csova kozelében és attol kifelé haladva a
kovetkezd  mikrobidlis  anyagcserefolyamatokat  figyelhetjik meg:  szulfatredukcio,
manganredukcid, vasredukcid, nitratredukcio, és végiil az aerob folyamatok. A klasszikus redox
zonacion alapuld elméletet azonban lassan felvaltja a csovaperem elmélet, ami azt jelenti, hogy a
szennyezési csOva magjaban az oldott elektronakceptorok tobbé-kevésbé kimeriilnek, itt
legfeljebb metanogenezis, vas- és manganredukcié fordulhat el6. Aerob anyagcsere, nitrat- és
szulfatredukcid viszont a csak a szennyezési csdva szélein, egy szlik hatarfeliileten zajlik, ahol a
talajviz mozgéasaval €s difftizioval vissza tudnak t6ltédni a sziikséges elektronakceptorok (2.2.

abra).
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2.2. abra: A redox zonacio ¢s a csdvaperem elmélet 6sszehasonlitasa (Meckenstock et al. 2015 alapjan)

Erdsen szennyezett (100 mg/L szénhidrogén koncentracio) kozegben a megnovekedett mikrobialis
aktivitas hatasara a rendelkezésre all6 elektronakceptorok — oxigén, nitrat, szulfat, Fe(11l), Mn(IV)
—rovid id6n beliil elfogyhatnak, mely esetekben valosziniibb, hogy az egyes elektron akceptorok
elérhetdsége, és nem azok termodinamikai eldnyGssége mozgatja a lebontasi folyamatokat. Emiatt
a kilonbozd 1égzési folyamatok akar parhuzamosan is folyhatnak, ¢és az alternativ
elektronakceptorok felhasznalasa nem feltétleniil halad az energetikailag legkedvezdobbtdl a

legkedvezotlenebb felé (Hansel et al. 2015, Meckenstock et al. 2015).

2.4.4. A pH hatdsa a szénhidrogének bioldgiai lebontdsdra

A vizes ¢élohelyekkel szemben a talajok pH-ja igen sz&lsdséges hatarokon beliil mozoghat.
Ismeriink egészen savas, 2,5-0s pH értékii meddohanyodkat, mig a szikes pusztak kiligozott talaja
akar 11-es érték koriil is lehet. Verstracte és munkatarsai (1976) gazolajjal szennyezett talajban
torténd elmozditasa megkétszerezte a szénhidrogének lebontasi ratajat. A pH tovabbi emelése (8,5
f6l¢) azonban kedvezdbtleniil hatott biodegradaciora. Dibble és Bartha (1979) kutatasaik soran 5-
0s ¢és 7,8-as pH kozott vizsgaltdk az olajos iszap mikrobdk altali mineralizacigjat, és a
legalkalmasabb értéket 7,8-nél hataroztak meg. Feltételezhetd, hogy erésen savas kdrnyezetben a

lebontas kezdeti [épéseit a gombak végzik el, majd a koztitermékek lebontasaba bekapcsolddnak
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a baktériumok is (Stapleton et al. 1998). Ismeriink extrém lugos kornyezethez (pH, 7.5-10.6)
adaptalodott szénhidrogén bonto baktériumokat is (Kanekar et al. 1999, Sarnaik — Kanekar 1995).

2.5. Aromas szénhidrogének mikrobialis lebontasanak folyamatai

A biodegradacié sordn a komplex szennyezOanyagokbol egyszeriibb vegyiiletek
keletkeznek, mikdzben a lebontd szervezetek energidt és épitdelemeket nyernek. Ezek az
anyagcserefolyamatok biokémiai reakciokkal leirhatdé folyamatok egyiittese. Az aromas
vegyliletek, szerkezetliikbél adddoan igen stabilak, lebontdsukra olyan mikroorganizmusok
képesek, amelyek rendelkeznek az ehhez sziikséges enzimrendszerrel. Ma mar szamos olyan
mikroorganizmust ismeriink, amelyek képesek az aromas szénhidrogének bontasara. Természetes
kortilmények kozott, kdolajszennyezést kdvetden a mikrobakdzdsségek Osszehangolt munkéval
képesek eltavolitani a toxikus anyagokat a kornyezetbél. Evtizedekkel ezeldtt megfigyelték, hogy
az aromas szénhidrogének bontasara képes baktériumok igen alacsony szamban, de jelen vannak
nem szennyezett teriileteken is. Altalanossagban elmondhatd, hogy a természetes
okoszisztémakban ezek a baktériumok a kozdsségeknek koriilbeliil 0,1%-at teszik ki, szennyezést
1991). A legfontosabb aromas szénhidrogéneket lebontd baktériumokat az Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Comamonas, Flavobacterium, Micrococcus,
Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus, ¢és a Sphingomonas nemzetségekben talaljuk. Nagyon
véltozatos kornyezetben megtalalhatoak ¢és rendkiviil diverz metabolikus képességekkel
rendelkeznek a Pseudomonas nemzetség tagjai (Timmis 2002). Ismertek olyan torzsei, amelyek
aerob koriilmények kozott, a BTEX-vegyiiletek csaknem teljes palettajat képesek lebontani
(Zylstra — Gibson 1989, Alvarez — VVogel 1991, Haigler et al. 1992, Johnson — Olsen 1995, Lee —
Gibson 1996, Attaway — Schmidt 2002). A szennyez6 anyagok szintén nagyon széles korének
bontasara képesek a Rhodococcus nemzetségbe tartozo fajok is, melyeket gyakran izolalnak
aromas szénhidrogénekkel szennyezett teriiletekrél (Andreoni et al. 2004, Abraham et al. 2005).
Kozattiik is talalhatéak olyan torzsek, amelyek képesek akar harom-négy monoaromads vegyiilet
teljes mineralizaciojara (Seto et al. 1995, Bickerdike et al. 1997, Jung — Park 2004, Kim et al.
2004). Kedvez6é tulajdonsagaik miatt a Rhodococcus fajokat eldszeretettel alkalmazzak
bioremediacios eljarasok soran is (van der Geize — Dijkhuizen 2004).

Habar szdmos egyszerli aromds szénhidrogén mikrobidlis biodegradacidja anaerob
koriilmények kozott is végbemegy, a rakkeltd benzol, valamint a para-, és orto-Xilol perzisztens
vegyiileteknek szamitanak ilyen kézegekben (Widdel et al. 2006, Foght 2008). A toluol és az etil-

benzol lebontasa anaerob koriilmények kozott is végbemegy, €s az abban részt vevd baktériumok
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kore, valamint a lebontas kulcsenzimei ma mar jol ismertek (Chakraborty — Coates 2004). Ezzel
szemben a benzol anaerob lebontasa joval bonyolultabb folyamatnak tlinik, és alig néhany
baktériumtorzs ismert (pl. a Dechloromonas aromatica RCB t6rzs), amelyek oxigén hianyaban is
képesek egyediili szén-, és energiaforrasként hasznositani e vegyiiletet. A para-Xilol anaerob
lebontasa még a benzolénal is nehézkesebb, €s minddssze egyetlen tenyésztésbe vont torzs ismert,
amely képes erre (Higashioka et al. 2012), de para-xilol lebontast mutatd anaerob dusitd
tenyészetek is alig ismertek a szakirodalomban (Héner et al. 1995, Morasch et al. 2005, Nakagawa
et al. 2008).

Ismert, hogy a benzol teljes mineralizacidja akar nyomnyi mennyiségii oxigén jelenlétében
is végbemegy (Yerushalmi et al. 2002, Aburto et al. 2009). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
szennyezett felszin alatti kdzegekben elegendé mikroaerob koriilményeket fenntartani ahhoz,
hogy a BTEX-vegyiiletek mindegyikének lebomlasa végbemenjen, ami jelentdsen csokkenthetné
a szennyezett teriiletek kdrmentesitésére forditott koltségeket, valamint kdrnyezeti fenntarthatdsag
szempontjabol is eldnyds lenne. Ahhoz, hogy az oxigén-limitalt kdrnyezetben is aktivan bontd
baktériumokat a gyakorlatban is alkalmazni tudjuk, jobban meg kell ismerniink azok korét és
metabolikus képességeiket. A tovabbiakban az aromés vegyiiletek aerob lebontdsdnak

legfontosabb ttvonalai keriilnek attekintésre.

2.5.1. Az aromds vegyiiletek aerob lebontdsdanak kulcsenzimei

Az aromas vegyliletek aerob lebontisa soran két helyen is sziikség van oldott oxigén
jelenlétére. LegelOszor a szubsztrat kezdeti oxidaciojanal, majd a 1égzési lanc végén, mint végsod
elektron-akceptor (Perei 2013). A BTEX-vegyiiletek lebontasaban kétféle enzimrendszer,
monooxigenazok ¢és a dioxigenazok jatszanak fontos szerepet, részt vehetnek a kezdeti oxidacios
lépésekben, majd az azt kdvetd gylirtihasitasban is.

A monooxigenaz enzimek az aromas gytrii metil vagy etil szubsztituenseit tiamadjak meg
ugy, hogy az O egyik atomjanak beépiilését katalizaljak a szubsztratba, mikozben a masik
oxigénatom vizzé redukalodik. Ezt az Gtvonalat nevezik ,,tol” utvonalnak is (Tsao et al. 1998,
Khan et al. 2001). A dioxigenazok az oxigénmolekula mindkét atomjat beépitik a szubsztratba.
Két nagyobb csoportjukat kiilonboztethetiink meg aszerint, hogy az aromas gytiri lebontasanak
melyik 1épésében vesznek részt. Az oxidacio egyik gyakori kezdd 1épése a hidroxilacio, melynek
soran a dioxigendzok hidroxil csoportot épitenek az aromas gytriire, cisz-diolok keletkezése
kozben. A folyamathoz redukalt kofaktorok sziikségesek, lebont6 anyagcsere esetén NADH. A
hidroxilalt aromas gylr{i hasitasat ezutan olyan dioxigenaz enzimek végzik, melyeknek nincs

sziikségiik kofaktorokra. Ezt az utvonalat nevezik ,,tod” atvonalnak is (Tsao et al. 1998). A toluol
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¢s a xilol izomerek lebontasa megtorténhet a ,,tol” és ,,tod” utvonalak barmelyikén, a benzolé
azonban csak a ,,tod” Gitvonalon, mivel utobbi nem rendelkezik oldallanccal, amely lehetdvé tenné
a monooxigenazok ,,tamadasat” (Mikesell et al. 1993, Fritsche — Hofrichter 2000).

Az aromas szénhidrogének szamos lebontasi Utvonalanak nagyon gyakori kézos kozti
termékei a katekolok. A lebontas kovetkezd 1épése a katekol aromas gyiriijének felhasitasa,
melyben a katekol-dioxigenaz enzimek vesznek részt. A gylir(i hasitasa két helyen is
megtorténhet. A katekol 1,2-dioxigendz enzimek (C120), mas néven intradiol dioxigenazok nem-
hem Fe(III) iont tartalmaznak kofaktorként, és a két hidroxil csoport k6zott, azaz ,,0rto” itvonalon
hasitanak. A keletkez6 termék cisz,cisz-mukonsav lesz, ami a tovabbiakban tobb 1épcsén keresztiil
szukcinatként 1ép a Szent-Gyorgyi — Krebs ciklusba. A katekol 2,3-dioxigenaz enzimek (C230),
vagyis az extradiol dioxigenazok azonban nem-hem Fe(II) iont tartalmaznak kofaktorként, és a két
hidroxil csoport mellett, azaz ,,meta” utvonalon hasitanak. A keletkez6 termék ebben az esetben a
2-hidroximukonsav-félaldehid lesz, amely tobb 1épcson keresztiil piruvatként 1ép a Szent-Gyorgyi
— Krebs ciklusba (Perei 2013, Abbasian et al. 2015) (2.3. abra).
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2.3. abra: Katekol intermedier lebontasa ,,meta” és ,,0rt0” atvonalon keresztiil (Ren et al. 2014 alapjan)

Az intradiol és extradiol dioxigenazok, aminosav szekvenciajukat tekintve nagyban
kiillonboznek egymastol, evolucios szempontbol két kiillonadlld csoportba tartoznak. Az intradiol
dioxigenazok monofiletikus csoportot alkotnak, az extradiol dioxigenazok ezzel szemben tovabbi
két nagy csaladra (I.2. és 1.3.), ezen beliil négy alcsaladra bonthatok (2.4. abra). Ezeket a

csoportokat, evolucids vizsgalatokra alapozva, Eltis és Bolin (1996) nevezte meg el6szor. Az 1.2
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csaladon beliil az 1.2.A, 1.2.B, 1.2.C, az 1.3 csaladon beliil az 1.3.A alcsaladban taladlhatoak meg a
lebontasban szerepet jatszo enzimek (Vaillancourt et al. 2006). Az 1.2.A alcsaladba dontéen
fluoreszcens Pseudomonas fajok C230 génszekvenciai tartoznak, az 1.2.B alcsaladba pedig
dontéen a Sphingomonas nemzetségbe tartozo fajok C230 génszekvenciai. Az 1.2.C alcsaladba
tartozd szekvenciadk mar sokkal diverzebb képet mutatnak, ide elsésorban a Pseudomonas,
Comamonas, Burkholderia és Ralstonia nemzetségekhez kotheté C230 génszekvenciakat
sorolhatjuk (Hendrickx et al. 2006).

[.3.A  Pseudomonas spp.

Extradiol dioxigenaz
alcsaladok

[.2.A  Pseudomonas spp.

[.2.B Sphingomonas spp.

e Comamonas spp., Ralstonia spp.,
) Burkholderia spp.

2.4. abra: A BTEX-vegyiiletek lebontdsaban szerepet jatsz6 extradiol dioxigendz enzim alcsaladok

filogenetikai helyzete (Tancsics 2009)

2.5.2. BTEX-vegyiiletek oxigén-limitilt kiornyezetben torténd lebontasiban potencidlisan

szerepet jatszo funkciogének

A hatékony bioremedidcio elengedhetetlen feltétele, hogy megismerjiik a lebontadsban
résztvevd baktériumok korét és metabolikus folyamataikat. A modern molekuldris biologiai
technikdk lehetové tették a kornyezetben lezajldo mikrobioldgiai folyamatok egyszerlibb és
gyorsabb nyomon kdvetését, 0j baktériumfajok azonositasat és genomjuk feltérképezését. A
szennyezOanyagok lebontasaban szerepet jatszo enzimek és az azokat kodolo gének, az
ugynevezett funkciogének megismerése részletes képet adhat egy-egy kozosség vagy faj
metabolikus képességeirdl. A hagyomanyos mikrobiologiai technikékkal szemben, a nukleinsavak
kozvetlen kivonasanak egyik nagy eldnye, hogy elkeriilhetjiik vele a tenyésztésbe vonas soran
fellépd torzitasokat (Stapleton et al. 1998, Widada et al. 2002, Brockman 1995). Mivel az egyes
gének meglehetésen konzervativak, amellett, hogy jelezhetik a baktériumok szerepét a
szennyezbanyagok lebontasaban, jelezhetik azok filogenetikai helyzetét is, vagyis az egyes

baktérium csoportokat és enzimaktivitasukat egyiittesen tudjuk vizsgalni.
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A katekol 2,3-dioxigenaz gének (C230) kimutatasat gyakran hasznaljak
koéolajszarmazékokkal szennyezett teriiletek monitoringja soran (Junca — Pieper 2004, Téancsics et
al. 2010, Benedek et al. 2018, Higashioka et al. 2009). Mivel ezeknek a géneknek rendkiviil nagy
a diverzitasa, vizsgalatuk csak specifikus primerek alkalmazasaval lehetséges. Hendrickx ¢€s
munkatarsai (2006) az 1.2.A és 1.2.B alcsalad enzimeit kodold gének kimutatasat céloztak meg,
mivel ezekkel a génekkel szinte kizarolag Gamma- és Alfa-proteobaktériumok rendelkeznek
(Pseudomonas és Sphingomonas, illetve Novosphingobium nemzetségek). Tancsics és
munkatarsai (2010, 2013) voltak az elsok, akik olyan PCR primereket terveztek, amelyekkel az
[.2.C alcsaladba tartozd C230 gének széles spektruma kimutathatova valt. Ezeknek a géneknek az
azonositasa és megismerése kulcsfontossdg informacidkat adhat a mélyen fekvd, BTEX-
vegyiiletekkel szennyezett talajvizekben torténd anyagcserefolyamatok megértéséhez. Kukor és
Olsen (1996) figyelték meg, hogy az 1.2.C tipusu C230 gének altal kodolt extradiol dioxigenaz
enzimek megnovekedett oxigénaffinitassal rendelkeznek, igy feltételezhetéen azok a baktériumok,
amelyek rendelkeznek ezekkel a génekkel, fontos szerepet jatszhatnak a BTEX-vegyiiletek
oxigénlimitalt koriilmények kozotti lebontdsdban. Tovabbi kutatdsok azt is bizonyitottdk, hogy
ezek a gének mikroaerob koriilmények kozott is atirddnak (Téancsics et al. 2012).

Az aromas vegyiiletekkel szennyezett felszin alatti kozegeket rendszerint a
Betaproteobacteriales rendbe (korabban Béta-proteobaktériumok osztalya), azon belil is a
Comamonadaceae és Rhodocyclaceae csaladba tartozé nemzetségek uraljak (Alfreider et al. 2002,
Fahy et al. 2006, Alfreider — Vogt 2007, Nestler et al. 2007, Martinez-Lavanchy et al. 2015).
Magyarorszagi karhelyek részletes mikrobioldgiai vizsgalatai sordn azt talaltak, hogy ezekben a
kozosségekben rendszerint nagy diverzitassal vannak jelen az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének
(Tancsics et al. 2010, Tancsics et al. 2012, Tancsics et al. 2013, Benedek et al. 2016, Tancsics et
al. 2018). Farkas és munkatarsai (2015) izolaltak egy Betaproteobacteriales rendbe tartozo
baktériumfajt, amit késébb uj fajként, Zoogloea oleivorans néven irtak le. Szerepét a toluol
(Tancsics et al. 2018). A baktériumfaj teljes genomjanak feltarasa megmutatta azt is, hogy oxigén-
limitalt koriilmények kozott a toluol aromas gytirlijének kezdeti aktivaciojaban (hidroxilacid)
toluol-dioxigendz enzim vesz részt, majd a gytirii hasitasat 1.2.C tipusi C230 enzim katalizalja.
Utobbi feltételezhetéen horizontalis géntranszfer Gtjan keriilhetett a vizsgalt torzs (Zoogloea
oleivorans Buc') genomjaba (Tancsics et al. 2020), ami a szénhidrogén-lebontasban szerepet
jatszo funkcidgének esetében gyakran eldéforduld jelenség, szerepe a — pl. szennyezés miatt —
megvaltozott kdrnyezethez torténd sikeres adaptacioban van (Burlage et al. 1989, Van der Meer
et al. 1992).
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2.6. Egyenes szénlancu alkanok (n-alkanok) mikrobialis lebontasanak folyamatai

A kiilonbo6zo alkanok (egyenes és elagazd szénldncu, valamint cikloalkanok) szdrmazasi
helytdl fiiggden a nyersolajnak akéar 50%-at is kitehetik. Szdmtalan ¢€l6lény (pl. ndvények, zold
alga, baktériumok, rovarok) termel alkanokat, ami miatt alacsony koncentracioban, de szinte
mindig kimutathatéak szarazfoldi és vizi Okoszisztémdakban egyarant. Az alkdnok apolaris
vegyiiletek, kémiailag inertek, azaz kornyezetiikkel nehezen 1épnek kémiai reakcidba (Labinger —
Bercaw 2002), ebbdl kifolyodlag lebontasuk adott koriilmények kozott a mikrobdknak is kihivast
jelenthetnek. A molekulasuly, vagyis a lanchosszusag novekedésével csokken a vizben vald
oldhatosaguk (Eastcott et al. 1988), ami neheziti a felvételt a mikroorganizmusok szamara. Ennek
ellenére, ahogy az aromas szénhidrogéneket, ugy az alkanokat is szamtalan mikroorganizmus
képes szén- és energiaforrasként felhasznalni (van Beilen et al. 2003, Wentzel et al. 2007).
Ezeknek a lipofil szubsztratoknak a felvétele kétféleképpen torténhet: a mikrobidlis sejtek
olajcseppekhez kotddésével, vagy a mikroorganizmusok altal torténd feliiletaktiv anyagok
termelésével. A sejtek kotddési mechanizmusa még kevéssé feltart teriilet, azonban a feliiletaktiv
anyagok mikrobak altali termelésére szamtalan példat ismeriink. Jellemzéen a Rhodococcus
nemzetség tagjai kozott taldlunk olyan fajokat, amelyek feliiletaktiv anyagok termelésével

konnyitik meg a szénhidrogénekhez vald hozzaférésiiket (Perei et al. 2013).

2.6.1. Egyenes szénlancu alkanok (n-alkdanok) aerob lebontdsdanak kulcsenzimei

A szénlanc hosszatol fliggéen az alkanok kiilonb6z6 moédokon bomlanak le (2.5. abra). A
mindbssze egy szénatomot tartalmazd metan oxidaciéja metan monooxigenaz enzimek
segitségével metanol, formaldehid, majd hangyasav keletkezése folyaman zajlik, ami aztan
konnyen atalakulhat széndioxiddd vagy felhasznalasra keriilhet a sejtek bioszintézise soran
(Lieberman — Rosenzweig 2004). A kett6 vagy tobb szénatomot tartalmazé alkanok esetében az
aerob lebontas rendszerint az egyik terminalis metilcsoport oxidacidjaval kezdddik, melynek
soran elsddleges alkohol keletkezik, ami aldehiddé, majd zsirsavva alakul. A zsirsavak nagy része
B-oxidacio utan bekeriil a trikarbonsav-Ciklusba, egy részikk pedig kozvetleniil beépiilhet a
membranlipidekbe. A zsirsavak B-oxidacioja soran acetil-CoA keletkezik, ami egy igen gyakori
kozponti intermedier (Watkinson — Morgan 1990, Ashraf et al. 1994, van Hamme et al. 2003,
Wentzel et al. 2007). A lebontas torténhet szubterminalis oxidacioval is, melynek soran az
oxigenaz enzim a szénlanc utolso elStti szénatomjara helyezi a hidroxil csoportot. igy masodlagos

alkohol keletkezik, ami késébb ketonna, majd Bayer-Villiger monooxigenaz segitségével észterré
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alakul. Az észter elsérendi alkoholla alakul, ami tovabb oxidalédik a terminalis utvonalon.

Néhany mikroorganizmus képes lehet mindkét ttvonalon torténd lebontasra is (Rojo 2009).

CHa ANAAANS
& AH AH ™S4
e v AN CHOH
CH3-OH Szerin » W
_— l utvonal Aﬂl _— “Dl
A AN NW\;/
H,C=0—p Szén asszimilici6 ALD l ale
COOM ' o
FLD L " wH VWV AAAA
Ribuloz-P
HCOOH o 0; AAAASOH  ACS El
TGO
e l CH,0H L AAANACO-SCoA AAAOH
v + HOOC-CH,
{:0: COOH oy l “
TR B_oxidécié TCA
Metan oxidacio Terminalis oxidacio Szubterminalis oxidacio

2.5. abra: Egyenes szénlancu alkanok mikrobialis lebontasanak aerob utvonalai (Rojo, 2009).
MMO, metan monooxigenaz; MD, metanol dehidrogenaz; FLD, formaldehid dehidrogenaz; FMD,
formiat dehidrogenaz. AH, alkan hidroxilaz; AD, alkohol dehidrogenaz; ALD, aldehid dehidrogenaz;
ACS, acil-CoA szintetaz; w-H, o-hidroxilaz; BVM, Baeyer—Villiger monooxigenaz; E, észteraz; TCA,

trikarbonsav ciklus.

Azok a baktériumtorzsek, amelyek a kozepes (Cs-Ci1) €s hosszt (>Ci6) szénlancu alkanok
monooxigenazokkal (alkB). Az egyik legrészletesebben kutatott alkan-degradacios ttvonal a
Pseudomonas putida GPol torzsben leirt anyagcserefolyamat, amelyben az alkB gén altal kodolt
monooxigenaz enzim az alkan vegyiiletet annak terminalis végén hidroxilalja. A monooxigenaz
enzim miikodését két fehérje, a rubredoxin (alkF) és a rubredoxin reduktaz (alkG) segiti, melyek
lehetévé teszik az elektronok aramlasat, mikozben az alkan alkoholla alakul (van Beilen et al.
2001).

Egyes baktériumok a citokrom P450 fOcsaladba tartoz6 monooxigenaz enzimekkel
rendelkeznek. Ezek az enzimek altalanosan elterjedtek, megtaldlhatdak prokaridta és eukaridta
szervezetekben is, vegyiiletek széles korét képesek hidroxilalni. A citokrom P450 egyik
alcsaladjaba tartozo, alkanok bontasaban is résztvevé tag a CYP153A1, melyet az Acinetobacter
sp. EB104 torzsében irtak le el6szor (Maier et al. 2001), azonban hasonld enzimeket talaltak a
Mycobacteria és a Rhodococcus nemzetségek, valamint a Proteobaktériumok korében is (van
Beilen et al. 2005, 2006, Sekine et al. 2006). Az elektronok aramlasaban itt is két fehérje, a

ferredoxin és a ferredoxin reduktaz jatszanak alapvetd szerepet.
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3. Anyag és modszer

Annak érdekében, hogy a bevezetésben (1. fejezet) feltett kérdéseinkre valaszt kapjunk,
doktori munkdm soran két dusitasi kisérletet végeztiink el. Els6 kisérletiink soran aerob és
mikroaerob dusitokat hoztunk 1étre, melyekhez egyediili szén- és energiaforrasként benzolt vagy
toluolt adtunk. Masodik dusitasi kisérletiinkben szintén aerob és mikroaerob dusitokat hoztunk
létre, azonban egyediili szén- és energiaforrasként kdolaj/gazolaj keveréket alkalmaztunk. A
kisérletek utdn megvizsgaltuk, hogy az oxigénlimitdci6 milyen hatassal van a
baktériumkozosségek kialakulasara, illetve a szénhidrogének lebontasdban kulcsszerepet jatszo
funkciogének diverzitasara. A dusitasi kisérletekhez kapcsolodo, anyag és moddszer fejezetben

targyalt eljarasok egymasra épiilését a 3.1. dbra mutatja be véazlatosan.

; Mintavétel II. (2018)

L Kiindulasi biofilm minta: 16S rDNS amplikon szekvenalas

L Dusito tenyészetek létrehozasa, fenntartasa, szénforras
mennyiségének nyomon kévetése (GC-MS)

L Kialakult mikrobakézosségek (végponti mintiak)

mikrobialis vizsgalata:
N Baktériumtorzsek izolalasa, azonositasa hagyomanyos modszerekkel;
— 16S rDNS amplikon szekvenalas

L Metagenom szekvenalas és genomépités (Moraxellaceae)
—» Funkciogén PCR-ek ( ; alkB) = szekvenalas, filogenetikai analizis
N Ko6z6sségi T-RFLP analizis (16S rDNS és funkciégén alapu fak

létrehozasa)

—»| Klonkonyvtarak létrehozasa (k6zosségi funkciogén T-RF-ek azonositasa)

3.1. abra: A dusitasi kisérletekhez kapcsolodo eljarasok egymasra épiilésének vazlatos abraja
(feketével szedett szovegek: mindkét kisérletben elvégzett modszer; narancssargaval szedett szovegek:
csak a benzollal és toluollal kiegészitett dusito tenyészetek esetében elvégzett modszer, kékkel szedett

szovegek: csak a kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusitok esetében elvégzett modszer)
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3.1. A vizsgalatok alapjaul szolgal6 karhely leirasa, mintavételezés menete

A Kkisérletek sordn vizsgalt biofilm mintdk (3.2. &bra) egy kdolajszarmazékokkal
szennyezett, kozép-magyarorszagi karhelyrél szarmaztak. 2007-ben, egy koéolajvezeték torése
kovetkeztében koriilbelill 27 m® gazolaj — foként alifas és monoaromas vegyiiletek — szivargott a
kornyez0 felszin alatti kozegekbe, elszennyezve mintegy 200 tonna talajt, valamint az alatta fekvo
viztani kozeget is. A 3.1. tdblazatban a kutatasainkat megel6z6 évekbdl szarmazo talajviz fizikai-

kémiai és szennyezettségi paramétereit latjuk.

3.1. tablazat: A BUT18-as mintavételi kutbol kinyert talajviz fizikai-kémiai és szennyezettségi

paraméterei.

Talajviz paraméterek 2011 oktober 2014 aprilis 2016 marcius

Altalanos vizkémiai adatok

pH 7,8 7,5 7,26
oldott oxigén (mg/L) 2,9 1,9 nem vizsgalt
nitrat (mg/L) 3 3 179
szulfat (mg/L) 66 174 190
Mna+ (mg/L) nem vizsgalt 443 2,3
Fex+ (mg/L) <0,05 0,31 0,19
redox potencial (mV) -49,4 -19 nem vizsgalt

Szennyezettségi adatok

benzol (ug/L) 7050 722 0,3
toluol (ug/L) 28500 90 <0,5
etilbenzol (ug/L) 981 4 <0,5
xilolok (pg/L) 10400 505 596
alkilbenzolok 2600 224 278
TAPH (Cs-Cao) (ng/L) 10000 1750 791

Mivel a régidoban rekreacids célokat is szolgald, felhagyott banyatavak talalhatok,
elengedhetetlen volt a gyors karmentesitési beavatkozas. A teriiletet az ugynevezett ,,pump and
treat” technologiaval kezdték el kezelni, amely az egyik leggyakrabban alkalmazott fizikai
karmentesitési eljaras. Lényege, hogy a szennyezett talajvizet kitermelik, a terlileten megtisztitjak
azt, majd a tisztitott talajvizet visszajuttatjak az eredeti helyére, esetenként felszini vizekbe vagy
szennyviztisztito telepekre juttatjak. Gyakori jelenség, hogy a rendszert kiszolgalo
csOvezetékekben és szivattyukban a szénforrasban gazdag kozeg hatasara intenziv biofilm

képzddés zajlik, amely id6rdl-idére megakadalyozza a viz megfeleld aramlasat (Suthersan 1999).
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3.2. abra: A vizsgalatok alapjaul szolgalo biofilm minta (sajat felvétel)

Kevés kutatas sziiletett arrol, hogy az ilyen modon keletkezd biofilmnek a nyilvanvalo
negativ hatdsai mellett lehet-e pozitiv szerepe a kdolajszarmazékokkal szennyezett talajvizek
tisztitdsdban. Annak érdekében, hogy erre a kérdésre fényt deritsenek, Benedek és munkatérsai
(2016) részletes filogenetikai vizsgalatoknak vetették ald az emlitett karhelyen talalhato,
szennyezett talajvizet kitermeld kit rozsdamentes acél feliiletén képzddott biofilmet. A
metagenom elemzés sordn tobb, mint 600 baktériumnemzetséget ¢és 40 osztalyt sikeriilt
kimutatniuk, melyek talnyomdéan a Gamma-proteobaktériumokhoz, azon belil is a
Betaproteobacteriales rendbe tartoztak, nagy résziik ismert szénhidrogén bontd baktérium. Az
aromas vegyliletek lebontasaban szerepet jatszo kulcsenzimeket kodold gének kimutatisaval
megvizsgaltak a baktériumkozosség funkcionalis diverzitasat is és azt talaltdk, hogy az 1.2.A és
1.2.B alcsalad mellett rendkiviil nagy diverzitassal voltak jelen az 1.2.C alcsaladba tartozo C230
enzimek. Egy késébbi kisérlet soran (Benedek et al. 2018) aerob és mikroaerob dusitd
tenyészeteket alkalmaztak az emlitett karhelyrdl szarmazo6 biofilm vizsgélatdhoz, melyben az
egyediili szén- és energiaforrast BTEX vegyiiletek keveréke jelentette. Az eredmények azt
mutattak, hogy az oldott oxigén mennyisége nagyon erds szelekciés hatassal volt a
mikrobak6zosségek kialakulasara. Az aerob dusitokban a szigortan aerob Malikia nemzetség, mig
a mikroaerob dusitokban fakultativ anaerob Acidovorax és Pseudomonas nemzetségek lettek a
legdomindnsabb kozosségalkotok. Az els6sorban aromds szénhidrogének mikroaerob
lebontasahoz kothetd, 1.2.C tipusba tartozo C230 gének mind a kétféle dasitoban jelen voltak,
azonban az oxigén mennyiségétdl fiiggden teljesen mas genotipusokhoz tartoztak. Mivel a
dusitokbol nem sikertilt izolalni a dominans nemzetségekhez tartozo torzseket, a leggyakrabban
eléforduld 1.2.C tipustt C230 gének sem kothetdek egyértelmiien hozzéjuk.

Mindezek fényében a dolgozat elején kitlizott kérdések megvalaszoldsahoz kézenfekvonek
tint — majd megfelelének bizonyult — az ismertetett karhely tovabbi vizsgalata. Els6 dusitasi
kisérletlinkh6z 2017-ben, mésodik dusitasi kisérletiinkhdz 2018-ban vettiik a kutatasok alapjaul
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szolgaldé biofilm mintat. A mintavételeket megel6zéen a kut mindkét esetben egy honapig
érintetlen maradt, ami lehetdvé tette a megfeleld biofilmképzddést. Az eredetileg 5 méter mélyen
fekvo, szennyezett vizet kitermeld kitbol a szivattyt kiemelése utan, tanszékiink egyik munkatarsa
annak rozsdamentes acél feliiletérdl steril eszk6zokkel koriilbeliil 10-15 g biofilmet gyiijtott dssze,
majd a mintat 100 mL-es barna folyadékiivegbe helyezte. A laborban torténé feldolgozasig a
mintakat hiitéladaban, 4 °C-on, s6tétben taroltuk, majd beérkezést kovetden megkezdddhetett azok

felhasznalasa.

3.2. Tenyésztési elokisérlet koriilményei

A dolgozatomban targyalt dusitasi kisérleteket megeldézden kiilonféle taptalajok
alkalmazasara tettiink probalkozést annak érdekében, hogy a lehetd legtobb fajt tudjuk majd a
dusitokbol tenyésztésbe vonni. Az eldkisérlet soran vizsgalt talajvizmintdk egy kordbban
részletesen feltart (Tancsics et al. 2012, Tancsics et al. 2013, Tancsics et al. 2018), délnyugat
magyarorszagi, kdolajszarmazékokkal szennyezett karhelyrdl szdrmaztak. A tenyésztéshez agar-
agarral vagy gelldn gumival szilarditott taplemezeket hasznaltunk, plusz szénforrasként acetatot
vagy almasavat adtunk a taptalajokhoz, azonban tapasztalatunk szerint ezek nem novelték meg a
lemezeken kifejlodott telepek diverzitasat. Legmegfelelébbnek a hagyomanyos, agar-agarral
szilarditott R2A taplemezek (0,5 g élesztd kivonat; 0,5 g protedzpepton; 0,5 g kazein hidrolizatum;
0,5 g gliikéz; 0,5 g keményitd; 0,3 g K2HPO4; 0,05 g MgSO4 X 7H20; 0,3 g natrium-piruvat; 20 g
agar; 1 liter desztillalt viz; pH 7,0) bizonyultak, igy késobb ezt a taptalajt hasznaltuk a dusitokbol
torténod tenyésztéshez. Az eldkisérlet pontos részleteit dolgozatomban nem targyalom, azonban a
vizsgalatok egyik fontos eredménye volt, hogy sikeriilt egy, a tudomany szdmara addig ismeretlen,
Alfa-Proteobaktériumokhoz, azon beliil pedig a Sphingobium nemzetséghez tartozd torzset
azonositani, melyet a tovabbiakban Sphingobium aquiterrae néven irtunk le (Révész et al. 2018).
A leirashoz sziikséges vizsgalatok menetét a 3.15. fejezetben, a torzs részletes bemutatasat pedig

a 4.3. fejezetben ismertetem.

3.3. Dusitasi kisérletek koriilményei

Annak érdekében, hogy vizsgélni tudjuk az oxigénlimitaci6 hatdsit a szénhidrogének
lebontasaban résztvevd baktériumkozosségek Osszetételére €s metabolikus képességeikre, két
dusitasi kisérletet végeztiink el. Mind a kettében aerob (7-8 mg/L oldott oxigén koncentracid) €s
mikroaerob (< 0,5 mg/L oldott oxigén koncentracio) dusitokat hoztunk 1étre. Az egyik kisérletben

aromas szénhidrogének (toluol vagy benzol), a masik kisérletben pedig alifas szénhidrogének
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(k6olaj/gazolaj keverék) szolgaltak egyediili szén-

¢s energiaforrasként a baktériumok szamara

(3.3. abra).
Benzollal és toluollal Kéolaj/gazolaj keverékkel
kiegészitett dusitok kiegészitett dusitok
Mintavétel L. (2017) Mintavétel II. (2018)
benzol
Aerob dusitd / Aerob dusitd koolaj/gazolaj
tenyészetek \ tenyészetek keverék
toluol

Mikroaerob dusito Mikroaerob diisito kéolaj/gazolaj

tenyészetek tenyészetek keverék

3.3. abra: A dusitasi kisérletek sematikus abraja (sziirke hatteri szo6vegdobozokban: az alkalmazott

szénforras tipusa)

Minden esetben harom-harom parhuzamos mintaval dolgoztunk. Tapoldatként a Fahy és
munkatarsai (2006) altal kifejlesztett mesterséges talajviz médiumot alkalmaztuk, melynek
Osszetétele a kovetkezd alkotokbol allt:

- 100 mL A oldat (5 g MgSOa x 7H20; 1 g CaCl2 x 2H-0; 1000 mL desztillalt viz), az oldatot
0,2 pm-es porusatmérdji fecskenddsziirdn keresztiil sterilizaltuk;

- 100 mL B oldat (11,1 g Na2HPOg4; 2,5 g KH2PO4; 10 g NH4NO3; 1000 mL desztillalt viz),
az oldatot autoklavban sterilizaltuk;

- 1mL Coldat (10 g FeSO4 x 7H20; 0,64 g Na2EDTA x 3H20, 0,1 g ZnCl>, 0,015 g H3BOs3;
0,175 g CoCl2 x 6H20; 0,15 g NazM00O4 x 2H20, 0,02 g MnCl2 x 4 H20; 0,01 g NiCl2 x
6H20; 1000 mL desztilldlt viz) az oldatot 0,2 pum-es porusatmérdjii fecskenddsziiron
keresztiil sterilizaltuk.

Az igy elkésziilt oldatokat steril koriilmények kozott 0sszemértiik és 1 mg/L B vitaminnal, 15 WL
biotinnal és 20 p/L Bi2 vitaminnal (Thermo Fisher Scientific Inc.) egészitettiik ki. Az elkészitett
tapoldatokbdl 50-50 mL-t osztottunk szét 100 mL-es szérumiivegekbe, melyeket butil-
gumidugéval és aluminium zardkupakkal légmentesen zartunk le. A kovetkezd 1épésben a
mikroaerob kdrnyezetet kellett megteremteniink az egyes dusitokban. Ehhez az oxigént N2/CO:
80:20 térfogat aranyu gazkeverékkel hajtottuk ki a lezart iivegekbdl. A miivelet soran a ki- és

bevezetd nyilast egy-egy steril injekcios tii képezte, melyeket a gumidugon keresztiil vezettiink at.
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A befelé aramld gazkeveréket sterilen, 0,2 pm-es porusatméréjii fecskenddsziirén keresztiil
juttattuk az tivegekbe. A kivant oldott oxigén koncentraciét ezutan sterilre sziirt levegd
befecskendezésével allitottuk be, melyet fecskendd segitségével, 0,2 pm-es porusdtmérdjii
fecskenddsziiron keresztiil, a szeptumon atvezetett injekcidstli segitségével juttattunk az tivegekbe.
Németorszag) tipust szaloptikds oxigén szenzorral, noninvaziv méddon kovettiik nyomon az
ivegekben. Az chhez hasznalt oxigén érzékeld SP-PSt3-NAU-D5-YOP szpot (PreSens,
Németorszag) a 3.4. abran lathatd. Annak érdekében, hogy fenntartsuk a mikroaerob és aerob
koriilményeket, a bioldgiai aktivitas sordn elfogyott oxigén mennyis€gét folyamatosan potoltuk a

dusitokban.

(sajat felvétel)

A szénforras koncentracioja a benzol (CAS 71-43-2, tisztasag >99%, Sigma-Aldrich Ltd.)
¢s toluol (CAS 108-88-3, tisztasag >99%, Sigma-Aldrich Ltd.) esetében 1 mM, a kdolaj/gazolaj
keverék (adalékolatlan dizel lizemanyag és nyersolaj keverék 3:2 aranyt keveréke; Magyar Olaj-
¢és Gazipari Nyrt.) esetében 20 ppm volt a disitokban. A kiinduldsi mintakhoz az el6z0 fejezetben
(3.1. fejezet) ismertetett karhelyrél szdrmazd biofilm szolgalt inokulumként. 1 gramm (nedves
tomeg) biofilmet adtunk 99 mL fiziologias s6oldathoz, majd ebbdl az oldatb6dl 5 mL-t hasznéltunk
a kiindulasi dusitok beoltasdhoz. Az inkubécio egy héten keresztiil, razdtermosztatban tortént (28
°C-on, 150 rpm-en), majd minden duasitobol 5 mL-t Gjonnan eldkészitett, friss tapoldatokba

oltottunk. A tenyészeteket ilyen mddon, 6t héten keresztiil oltottuk at.
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3.4. Baktériumtorzsek izolalasa és azonositasa

A dusit6 tenyészetek végponti mintdibol hagyoméanyos modszerekkel baktériumtdrzseket
izolaltunk. Ehhez a mintakbol fizioldgids sooldattal higitasi sort készitettiink, majd ezeket agarral
szilarditott R2A taplemezekre szélesztettiik. Egy hetes, 28 °C fokon torténd inkubaciot kovetden
a kiilonbozé morfologidju telepeket tisztitd szélesztéssel 1j R2A taplemezeken tartottuk fenn. A
torzsek fajmeghatarozasa és a funkcidogének azonositdsa a 3.5-3.7. és 3.10. fejezetben leirtak

szerint zajlott.

3.5. DNS izolalas

A laboratoriumba beérkezett biofilm mintakbol a NucleoSpin Soil Kit (Macherey-Nagel
GmbH & Co KG) segitségével vontuk ki a DNS-t a gyarto altal megadott protokoll alapjan. Annak
érdekében, hogy a feldusitott mikrobak6zosségekrol is képet kapjunk, a disitd tenyészetekbol
elészor DNS-t kellett izolalnunk. Erre minden esetben az egyhetes inkubaciot kdvetden keriilt sor.
A biomasszat a dusitokbol centrifugalassal nyertiik ki. A centrifugalas 10 percen keresztiil, 2360
g-n, 4 °C fokon tortént (Rotanta 460 R, Hettich). A DNS izolalasat a dusitokbol a DNeasy
UltraClean Microbial Kit-tel (Qiagen) végeztiik a megadott protokoll szerint. A tiszta
tenyészetekbol az UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio, USA) segitségével vontuk ki

a DNS-t, a gyarto eldirasa szerint.

3.6. 16S rDNS és funkciégén PCR-ek

A dusitd tenyészetek baktériumkozosségeinek, illetve a  tiszta tenyészetek
meghatarozasahoz és a dusitokban torténd valtozdsok nyomon kovetéséhez az eldzdleg izolalt
DNS mintakbol PCR segitségével felsokszoroztuk a mikroszervezetek 16S rDNS és funkciogén
(C230 vagy alkB) szekvenciait. A 16S rDNS szakasz amplifikalasahoz a 27f 5°-AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG-3’ (Lane 1991) és 1492r 5’-TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3’ (Polz
— Cavanaugh 1998) primereket hasznaltuk.
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A 16S rDNS PCR soran alkalmazott héprofil:

98 °C
94 °C
52 °C
72 °C
72 °C
4°C

5 perc
30 mp
30 mp
1 perc
10 perc

o0

Kezdeti denaturacio
Denaturacid

Anellacid 32 ciklus
Elongacio

Extenzio

Hiités

Az 1.2.C alcsaladba tartozo katekol 2,3-dioxigendz funkcidogének detektalasahoz és
vizsgalatdhoz a Téncsics ¢s munkatarsai (2013) altal kifejlesztett XYLE3F 5°’-TGY TGG GAY
GAR TGG GAY AA-3’ és XYLE3R 5°-TCA SGT RTA SAC ITC SGT RAA-3’ primereket

hasznaltunk.

Az 1.2.C tipust C230 PCR soran alkalmazott hdprofil:

95 °C
94 °C
50 °C
72 °C
72 °C
4°C

3 perc
30 mp
30 mp
1 perc
10 perc

o0

Kezdeti denaturacio
Denaturacio

Anellacid 40 ciklus
Elongacio

Extenzio

Hités

Az alkB funkcidgének esetében az alkB 1f deg 5-AAY ACI GCI CAY GAR CTI GGl
CAY AA-3 ésalkB 1r_deg 5'-GCR TGR TGR TCI GAR TGI CGY TG-3' primereket alkalmaztuk
(Kloos et al. 2006, Pérez-de-Mora et al. 2011).

Az alkB PCR soran alkalmazott hdprofil:

95 °C
94 °C
58 °C
72 °C
72 °C
4 °C

3 perc
30 mp
30 mp
1 perc
10 perc

00

Kezdeti denaturacio
Denaturacid

Anellacio 32 ciklus
Elongécio

Extenzio

Hiités

A PCR-ek egy mintara (50 pL végtérfogat) szamitva a kovetkezd Osszetevoket

tartalmaztak: SuL 10x Dream Taq puffer (Thermo Fisher Scientific Inc.); 0,2 mM mind a négy

dNTP-b6l (Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,3 uL a forward és a reverse primerb6l (Thermo Fisher

Scientific Inc.), 1,25 U Taq polimeraz (Thermo Fisher Scientific Inc.), 2 uL templat DNS, majd

az elegyet 50 pL végtérfogatra egészitettiink ki MQ vizzel. A PCR a fent megadott héprofilok
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alapjan, ProFlex PCR System (Life Technologies™) késziilékben zajlott. A PCR folyamat
sikerességét a kovetkezd, 3.7. fejezetben ismertetett modon, agardz gélelektroforézissel

ellendriztik.

3.7. Agaroz gélelektroforézis

Az DNS izolalas és a PCR sikerességét agar6z gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.
A modszer alkalmas a kiilonb6z6 makromolekuldk méret szerinti elvalasztasara ¢és detektalasara.
Az elvalasztasra szolgald gél elkészitéséhez 100 mL 1XTBE puffert alkalmaztunk (10,8 g Tris;
10,5 g borsav; 0,93 g EDTA-Na; 1000 cm?®-re kiegészitve desztillalt vizzel), amibe a hémérséklet
megemelésével 1 g agardzt oldottunk bele. Az oldathoz, annak kézmelegre hiitése utan
hozzaadtunk 5 pL 1%-0s etidium-bromidot, mely beépiilve a DNS szalba késébb UV fény alatt
lathatova valt. Ezutdn az egészet féstisorokkal ellatott futtatokadba oOntottik. A gél
megszilardulasat kovetéen a fésiisorokat eltavolitottuk, és az igy kialakult zsebekbe 3 L
toltépufferrel (18,6 g EDTA; 20 g sarcosyl; 600 mL glicerin; 0,5 g bromfenolkék; 1000 mL
desztillalt viz) Osszekeverve betdltottiink 5 plL-t a vizsgélni kivant termékbdl (pl.: DNS, PCR
termék). Minden mintasor mellé 4 pL. DNS marker (ThermoScientific™ Gene Ruler Mix DNA
Ladder, koncentracio: 0,5 pg/ul) keriilt standardként. A mintakat 110 V fesziiltségen 30 percig
futtattuk, majd UV fény alatt ellendriztiik.

3.8. T-RFLP vizsgalat

A mikrobak6zosség Osszetételének, valamint a funkcidogének diverzitdsanak vizsgalatara
¢s a dusitokban torténd valtozdsok nyomon kovetésére a T-RFLP (terminalis restrikcids
fragmenthossz polimorfizmus) modszerét alkalmaztuk. A T-RFLP els6 1épése, hogy a vizsgalandd
génszakaszt PCR segitségével megsokszorozzuk. Az amplifikdcid soran erre a reakciora
specifikus, fluoreszcensen jelolt (VIC jelolés, Life Technologies™, USA) forward primereket
hasznaltunk. A PCR-ekhez hasznalt vegyszerek és a hdprofil megegyeztek a 3.5. pontban
leirtakkal.

A PCR terméket restrikcios endonukleaz enzimmel emésztettiik, mely képes felismerni a
DNS bizonyos nukleotid szekvencidit €s adott ponton hasitani azt. A hasitasi helyek jellemzdek
lehetnek egyes nemzetségekre, esetleg fajokra. Az 5’-terminalis végiikon jelolt, majd emésztett
PCR termékek kapillaris gélelektroforézissel megfuttatva, fluoreszcens detektor alkalmazasa
mellett lathatova valnak. Ennek segitségével olyan elektroferogramokat kapunk, melyen az

emésztett fragmentek hosszisagat a csucsok, mennyiségiiket pedig az alattuk 1€v6 teriilet jelzi. Ez
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alkalmas arra, hogy Osszehasonlitva a mar ismert hasitasi hellyel rendelkezé taxonokkal, képet

kapjunk a vizsgalt kozosség diverzitasarol, faji osszetételérdl (3.5. dbra).

Fluoreszcensen
jelolt PCR termék
o——
O _
DNS PCR O—————
@ kivondsa fluoreszcensen _
jeloltprimerrel O ]
Vizsgalt minta
Emésztés restrikcios
endonukledz enzimmel
=]
23 O——
8 § O——
5] -
L% H Lézeres Szétvalasztis O :
Fragmenthossz detektdcio kapilldris O

S gélelektroforézissel

3.5. abra: A T-RFLP folyamatanak sematikus abraja (http4 alapjan)

3.8.1. A fluoreszcensen jelilt 16S rDNS és funkciogén PCR termékek emésztése és tisztitasa

A PCR termékek emésztéséhez a kovetkezd restrikcios enzimeket hasznaltunk: a 16S
rDNS szakaszok vizsgalata Rsal (GTVAC) enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.), az 1.2.C-
tipustt C230 génszakaszok vizsgalata Alul (AGVCT) enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.),
az alkB génszakaszok vizsgalata HPyCH4V (TGJCA) enzimmel (New England BioLabs Ltd.)
tortént. Az elegy Osszetétele: 2 pL restrikcios enzim puffer; 3 U restrikcios enzim; 10 pL templat;
melyet 20 pL végtérfogatra egészitettiink ki MQ vizzel. A reakcidé 37 °C-on, 3 6ran keresztiil,
ProFlex PCR System (Life Technologies™) késziilékben zajlott.

Az emésztés utan a PCR soran, a termékben megmaradt puffert, MgCl.-ot, Taq polimeraz
enzimet és a be nem épiilt ANTP maradvanyokat etanolos DNS precipitacioval tisztitottuk meg.
Ehhez a terméket 3 pL. 3M-0s Na-acetat oldattal, 14,5 uL MQ vizzel és 62,5 pL 95%-o0s etanollal
alaposan Osszekevertiik, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az oldatban 1év6 alkohol
hatasara a DNS kicsapodik, mig a natrium-acetdt megakadalyozza, hogy a megmaradt dNTP
kivaljon az elegybdl. Az inkubaci6 utan a mintakat 4 °C-on 20 percig, 3300 g-n centrifugaltuk,
majd a feliiltiszo ledntését kovetden 180 puL 70%-os etanolt pipettaztunk rajuk. 15 perces, 3300 g-

n torténd centrifugdlds utan a feliiliszot ismét leontottiikk. Az emésztett PCR termékek hosszanak
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meghatarozasahoz a tisztitdsa utan 30 pL steril desztillalt vizben szuszpendaltuk a pelletet. A
tisztitott és emésztett DNS-bdl 0,5-1,5 pL-t adtunk 17 pL Hi-Di formamid (Promega, USA) és 0,4
pL standard meghatarozott hossziisagu DNS fragment (a vizsgalt génszakasz hosszatol fliggden
Genescan L1Z 500 vagy L1Z 1200 Applied Biosystems, USA) keverékéhez, végiil az elegyet 5
percig 95 °C-on denaturaltuk.

3.8.2. A kozosségi T-RFLP analizise

A fluoreszcensen (VIC) jelolt primerekkel amplifikalt, restrikcios enzimmel megemésztett
PCR termékeink készen alltak a kapillaris gélelektroforézissel torténod szétvalasztasra. A vizsgalat
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) segitségével tortént. Az eredményként
kapott elektroferogramokat GeneMapper 4.0 szoftver (Applied Biosystem) segitségével értékeltiik
Ki. Azokat a terminalis restrikcios fragment (T-RF) csticsokat, amelyek relativ abundancidja 1%
alatt volt, vagy 50 bazisparnal kisebbek voltak, kizartuk a tovabbi elemzésbol. A kutatasok soran
mindig harom-harom parhuzamos mintaval dolgoztunk, igy a parhuzamos mintdk egymashoz
illesztését 0,5 bp konfidencia intervallummal a T-Align online program (Smith et al. 2005)
segitségével végeztik, majd ugyanezzel a programmal megkaptuk a T-RF-ek relativ
abundancigjat.

A 16S rDNS és funkciogén alapu fak dendrogramjait a Paleontological Statistics szoftver
segitségével készitettiik (Hammer et al. 2001) Bray-Curtis, illetve Jaccard hasonlosagi indexeket

alkalmazva.

3.9. C230 és alkB funkciogén klonkonyvtarak létrehozasa és feldolgozasa

Ahhoz, hogy a T-RFLP elektroferogramon megjelend T-RF-eket azonositani tudjuk,
vagyls a kozosségi PCR termékiinket szétvalasszuk unikalis egységekre, klonkonytarak
létrehozasara volt sziikség. Az eljarashoz a felsokszorozni kivant DNS szakaszt (inzert),
esetlinkben az 1.2.C tipusu C230 és az alkB génszakaszokat a gazdasejtbe, vagyis a vektorba
épitettiik.

A klonkonyvtar 1étrehozdsdhoz eldszor a kozosségi DNS-bol PCR segitségével
amplifikaltuk az 1.2.C tipustt C230 és az alkB funkcidogén szakaszokat (3.6. fejezet). Az klonozast
a TOPO® TA Cloning® Kittel (Invitrogen, USA) végeztiik. A PCR elkészitése utan a kdvetkezd
1épés a ligald reakcid Osszemérése volt. A ligdlas két nukleinsav fragmentum végeinek

Osszekapcsolasat jelenti, melyek kozott foszfodiészter-kotés keletkezik. A reakcidt ligdz enzim
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katalizalja. A reakcio Osszetétele a kovetkezé volt: 1 puL 10x ligalo puffer; 2 uL pCR®2.1-TOPO®
klénozo vektor; 3 uL PCR termék; 1 uL T4 DNS ligdz enzim; 3 pL MQ viz.

A ligalasi reakciomixbdl 3 pL-t adtunk 50 uL kompetens TOP10 Escherichia coli sejthez,
majd az elegyet 20 percig jégen, utana 1 percig 42 °C-on, végiil 3 percig ismét jégen inkubaltuk.
A homérséklet szélsOséges valtakoztatasa a plazmid vektorba vald beépiilését segiti eld. A
sejteknek ezutdn regeneralodniuk kell, melyhez SOC médiumot hasznaltunk. Ehhez 0,5 pL-t
mértiink a transzformalasi reakciomixbe, majd 1 o6rdn keresztiil, 37 °C-on, 180 rpm-en
razotermosztatban inkubaltuk azt. A SOC médium Gsszetétele: 20 g tripton; 5 g éleszté-Kivonat;
0,5 g NaCl; 2,5 mL (1M) KCI; 1000 mL-re kiegészitve desztillalt vizzel. A sejteket ezutan IPTG-
vel, X-Gal-lal és ampicillinnel kezelt LB taplemezekre szélesztettiik, majd egy éjszakan at 37 °C-

on inkubaltuk.

Az LB taplemez ¢és az alkalmazott vegyiiletek 6sszetevoi:
- IPTG: 100mM, 100 pL/Petri-csésze, izopropil-tio-galaktozid,;
- X-Gal: 20 pg/mL; 20 uL/Petri-csésze 5-brom-4-klor-3-indolin-f-D-galaktozid,;
- ampicillines LB taplemez: 100 pg/mL ampicillin, 1000 mL vizben: 5 g éleszt6, 10 g tripton,
9 g NaCl, 20 g agar (pH 7,0).

Az egy éjszakas inkubaciot kovetden lathatova valtak a kék-fehér telepek. A fehér telepeket
alkotjak azok a sejtek, amelyekbe sikeresen beépiiltek az inzertet tartalmazo vektorok. Ezeket a
pozitiv, fehér telepeket steril fogpiszkaloval egyenként atoltottuk egy uj, ampicillines LB
taplemezre, majd ezt is egy napig 37 °C-on inkubaltuk. Annak érdekében, hogy minimum 48 darab
klonszekvenciaval dolgozhassunk, az ujonnan kindtt, unikalis egységeket alkoto telepekbdl
minden esetben 60-60 darabot szedtiink le steril fogpiszkaldéval, majd mindegyiket 30 uL MQ vizet
tartalmazoé Eppendorf csovekben szuszpendaltuk. Ezt kovetden 5 percig, 98 °C-on inkubaltuk a
sejteket, majd 5 percig 3300 g-n centrifugaltuk. Az igy nyert feliiliszo tartalmazta az inzertet
hordozé plazmid DNS-t (3.5. abra).
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3.6. abra: A klonkdnyvtar létrehozasanak 1épései (http5 alapjan)

3.9.1. 4 klonszekvenciak amplifikaldsa és a PCR termékek tisztitdasa

A sikeres klonozast kovetden a beépiilt inzertek amplifikalasa kovetkezett minden egyes
mintaban. Ehhez M13f 5°-GTA AAA CGA CGG CCA G-3’¢s M13r 5’-CAG GAA ACA GCT
ATG AC-3° primereket hasznaltunk, melyek az inzertet kozrefogd vektorszekvenciakhoz
illeszkednek. A PCR menete és a hoprofil megegyezett a 3.6. fejezetben leirtakkal, az eredményt
agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik (3.6. fejezet).

A kovetkezd 1épésben az M13 PCR terméket megtisztitottuk a tovabbiakban sziikségtelen

alkotoktol (pl.: primer dimerek, maradék dNTP). Az eljarashoz a NucleoSpin Extract II. kitet
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(Macherey-Nagel, Németorszag) hasznaltuk a gyarto altal megadott protokoll szerint. A tisztitott

terméket agardz gélelektroforézissel ismét ellendriztiik a 3.7. fejezetben leirtak szerint.

3.9.2. A kozosségi T-RFLP csucsok azonositasa

A T-RFLP elektroferogramok cstcsainak azonositasahoz a klonkonvtarakban szerepld
azonos szekvenciakat csoportokba rendeztiik és a csoportok egy-egy tagjat T-RFLP analizisnek
vetettilk ald. A klonok restrikcids endonukledz enzimmel torténd emésztése utan a kapott

csucsokat Osszevetettiik a kozosségi T-RFLP cstcsaival.

3.10. Szekvenalo reakcio

A szekvenalo reakcioelegy Osszetétele egy mintara szamitva: 1 uL BigDye, 1,5 uL BigDye
Buffer, 0,5 uL forward primer; 1-7 uL templat DNS, MQ viz 10 pL végtérfogatra kiegészitve. A
reakcio hoprofilja a kdvetkezd: elészor 10 masodpercen keresztiil, 94 °C-on denaturaljuk a DNS
mintat, utdna 50 °C-ra hiitve 5 masodperc alatt a primer a templatokhoz hibridizal, végiil 60 °C-
on, 4 perc alatt végbemegy a DNS szal szintézise. A harom szakaszbol allo ciklus 28-szor
ismétlodik, majd a gép 4 °C-ra hiiti a mintékat.

A szekvenal6 reakcid termékét a tovabbi feldolgozashoz etanol-precipitalassal tisztitottuk
meg a 3.8.1. fejezetben leirtak szerint. A szekvenalas, vagyis a kiilonboz6 hosszisaga DNS
fragmentek szétvalasztasa poliakrilamid gélen, ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) géppel tortént.

3.10.1. 4 szekvendlds eredményének elemzése, filogenetikai analizis

A szekvenalas eredményeként kapott elektroferogramokat MEGA 7.0 szoftver (Tamura et
al. 2007) segitségével értékeltiik ki, majd a BLAST keres6program hasznalataval eredményeinket
Osszevetettilk a GenBank adatbazisban megtalalhatd 16S rDNS, C230 és alkB szekvenciakkal. A
szekvenalas soran leolvasott kb. 1500 bazisparnyi 16S rDNS szakasz alapjdn a prokaridta
mikrobak nagy biztonsaggal azonosithatok, akar faji szinten is, ennek érdekében Osszevetettiik
azokat az EzTaxon (https://www.ezbiocloud.net/) adatbazisban talalhato 16S rDNS gén
bazissorrendjével is.

A filogenetikai fak a MEGA 7.0 szoftverrel késziiltek, melyekhez tavolsag alapu
,heighbor-joining” (Saitou — Nei 1987), vagy ,maximum-likelihood” (Felsenstein 1981)
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algoritmust alkalmaztunk. A tavolsagértékek pontossagat 1000 ismétlésen alapuld bootstrap

analizissel vizsgaltuk.

3.11. lHlumina 16S rDNS amplikon szekvenalas

A 16S rDNS amplikon szekvenalast elvégeztiik a kiindulasi biofilm mintdkon, valamint az
otodik heti, végponti mintak parhuzamosainak egy-egy reprezentativ tagjabol. A V3 és V4 régiok
amplifikalasa a Bact 341F_Overhang 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA
CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG-3’ ¢és Bact 785R_Overhang 5°-GTC TCG TGG GCT CGG
AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C-3’ primerekkel
(Klindworth et al. 2013) tortént. A PCR-hez KAPA HiFi HotStart Ready Mix-et (KAPA
Biosystems) hasznaltunk az Illumina altal megadott Gtmutatd szerint. A paired-end fragmentek
szekvenalasa a Seqomics Kft. altal, Illumina MiSeq platformon, MiSeq Reagent Kit v3 (600
ciklus) segitségével tortént.

Az elsédleges adatelemzés (base-calling) a Bbcl2fastq™ szoftver segitségével tortént
(v2.17.1.14, lllumina). A kapott szekvenciaadatok tovabbi elemzése (mindségi ellendrzés és
trimmelés) a CLC Genomics Workbench Tool 9.5.1-es verzigjaval tortént (minimum
szekvenciahossz 50 nukleotid). A filogenetikai adatelemzés MEGANG6 szoftver (Huson et al.
2007) vagy MOTHUR szoftver (v1.41.1, Schloss et al. 2009) segitségével tortént. A MOTHUR
szoftverrel torténd adatelemzés soran a MiSeq Standard Operation Procedure (SOP) lépéseit
kovettiik (http://www.mothur.org/wiki/MiSeq SOP) (Kozich et al. 2013). A szekvenciak
illesztése a SILVA 132 SSURef NR99 adatbazis segitségével tortént (Quast et al. 2013). A kiméra
szekvenciak detektalasa a “uchime” algoritmussal tortént (Edgar et al. 2011), majd a “split.abund”
paranccsal tavolitottuk el az egy példanyban jelenlévd szekvenciakat (Kunin et al. 2010). A
szekvenciak taxonomiai azonositdsat a SILVA adatbazis segitségével végeztiik. A szekvencidk
OTU-kba (Operational Taxonomic Unit) rendezése 97%-o0s szekvencia hasonldsagi érték alapjan

tortént (Tindall et al. 2010).

3.12. Teljes genom szekvenalas és elemzés

Teljes genom szekvenalast végeztiink az aromds szénhidrogén-lebontast vizsgald kisérlet
soran, az aerob benzol-lebontd dusitobol izolalt Malikia spinosa AB6-os torzson (az eredmények
ismertetése a 4.1.4. fejezetben taldlhatd). A teljes bakteridlis genom szekvenalés elsé 1épésében a
bakterialis DNS-t felhasznalva (3.5. fejezet) mate-paired konyvtarat hoztunk 1étre a Nextera Mate

Pair Sample Preparation Kit (Illumina) segitségével, a gyarto altal megadott ,,gel-plus” protokoll
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kismértékben modositott valtozata szerint: 13 plL Mate Pair Tagment Enzyme reagens
felhasznalasaval 7-11 kb nagysagu DNS fragmenteket hozunk létre. Ezt a ,smear” régiot
tartalmazé gél részletet kivagtuk, majd a Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo
Research) segitségével visszaizolaltuk. A cirkularizalt DNS-t Covaris S2 tipusu ultraszonikator
(Covaris) segitségével daraboltuk fel. A fent leirt folyamat soran a DNS mindségi ellendrzéséhez
TapeStation 2200 (Agilent) késziiléket hasznaltunk. A DNS szekvenalés el6tti utolsd6 mennyiségi
ellenérzéséhez Qubit (Thermo Fisher Scientific Inc.) késziiléket hasznaltunk, majd a szekvenalas
Illumina MiSeq platformon tortént MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciklus) felhasznalasaval (SeqOmics
Kft.). A genom de novo Gsszeszerelése és a scaffold-ok létrehozasa CLC Genomics Workbench
Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAP) szoftver (v.4.5; Tatusova et al. 2016)
segitségével végeztiik el. Tovabbi annotacios elemzésekhez a RAST szervert (RASTtk) és a SEED
adatbazist hasznaltuk (Aziz et al. 2008, Overbeek et al. 2014, Brettin et al. 2015). A vizsgalt gén
klaszterek vizualis megjelenitéséhez a SnapGene szoftvert (v4.3.4) hasznaltuk. A digitalis DNS-
DNS hibridizaciot az online elérheté Genome-to-Genome Distance Calculator szoftver (GGDC,
version 2.1) segitségével végeztiik el (http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php, Meier-Kolthoff et al. 2013a).
Az OrthoANI (Orthologous Average Nucleotide Identity) érték kiszamitasahoz az OAT (v.0.90)
szoftvert hasznaltuk (Lee et al. 2016). Az dsszehasonlitd genomikai vizsgalatokat az OrthoVenn

2 szoftver (Xu et al. 2019) segitségével végeztiik el.

3.13. Metagenom szekvenalas és genomépités

A teljes genomépitéshez végzett metagenom szekvenalas (,,genome-resolved
metagenomics”) I[llumina MiSeq platformon tortént a SeqOmics Kft. altal. A szekvenalashoz
hasznalt kozosségi DNS mindségének és integritdsanak vizsgélata Agilent 2200 Tapestation
berendezéssel tortént. A ,,paired-end” fragmentek (2x250 nukleotid) 1étrehozasa MiSeq Reagent
Kit v2 (500 ciklus) segitségével tortént. Az elsédleges adatelemzés (base-calling) a Bbcl2fastg®
szoftver segitségével tortént (v2.17.1.14, Illumina). A nyers szekvenciaadatok mindség
ellendrzése a BBDuk szoftver (v. 37.09; https://sourceforge.net/projects/bbmap) és a SICKLE
szoftver (https://github.com/najoshi/sickle) segitségével tortént. Ezt kovetéen a scaffold-okba
rendezés a metaSPADES szoftver (v 3.13, Nurk et al. 2017) segitségével tortént. Az 1 kb-nal
nagyob scaffold-ok esetén a gének meghatarozasa a Prodigal szoftver (Hyatt et al. 2010)
segitségével tortént, mig a gének annotacidja diamond blast (Buchfink et al. 2015) segitségével
tortént az UniRef100 (Suzek et al. 2007) adatbazist hasznalva. A scaffold-okon 1évé gének

taxondmidja alapjan minden egyes taxon esetében megallapitottuk azok konszenzus taxondmiai
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besorolasat (Schulze-Makuch et al. 2018). Az egyes scaffold-ok lefedettégét a bowtie2 szoftver
(Langmead — Salzberg 2012) segitségével allapitottuk meg. A célszervezet genomjanak felépitése
tetranukleotid frekvencidk alapjan tortént, az “emergent self organizing map” modszert hasznalva
(Dick et al. 2009). A célszervezet abundanciajat a S3 riboszomalis fehérjét tartalmazo scaffoldok
lefedettsége alapjan hataroztuk meg. A taxonomiai meghatarozasahoz 16 riboszomalis fehérje (L2,
L3, L4, L5, L6, L14, L16, L18, L22, L.24, S3, S8, S10, S17 és S19) szekvenciajat valogattuk ki a
célszervezet genomjabol (Hug et al. 2016), majd egy Probst és munkatarsai (2018) altal 1étrehozott
adatbazis szekvencidval illesztettiik ket a MUSCLE szoftver (v3.8.31, Edgar, 2004) segitsé¢gével.
A Dbizonytalanul illeszkedé termindlis régiokat a Geneious szoftver (11.0.5) segitségével
tavolitottuk el. A 16 kiilonbozd fehérje illesztést ezutan Osszefliztilk, majd csak azokat a
szekvenciakat tartottuk meg, ahol az aminosav poziciok tobb, mint 50%-ban atfedtek. A
fenmmaradd szekvencidkat hasznaltuk arra, hogy filogenetikai fat hozzunk létre, a maximum-
likelihood becslés alapjan (Price et al. 2010). A fa megjelenitéséhez a Dendroscope szoftvert
(v.3.5.10) hasznaltuk.

3.14. Szénhidrogénbonto képesség meghatarozasa GC-MS segitségével

Az aromds szénhidrogének fogyasat a dusitd tenyészetekben, illetve az izolatumok
szénhidrogénbonto képességét GC-MS miiszer (Thermo Fisher Scientific Inc.) segitségével
mértiik. A dusitok esetében az 6todik heti atoltdsokat kdvetden, a dusitok gazterében, egy héten
keresztlil monitoroztuk a szénforras mennyiségét. Az izolatumok esetében ehhez 100 mL-es
szérumiivegeket alkalmaztunk, melybe 50 mL — a dusitok esetében is alkalmazott — mesterséges
talajviz médiumot (3.3. fejezet) toltottiink. Az tivegekbe minden esetben egyedi BTEX
komponensek  keriiltek  szénforrasként, 5 mg/L koncentracioban. A  vizsgalando
baktériumtorzsekbél OD (600 nm) 0,5-0s szuszpenzidt készitettiink steril fiziologias sooldat
segitségével, majd ebbdl 100 uL-t mértiink a tadpoldatokba. Az iivegeket ezutan razétermosztatban,
150 rpm-en, 28 °C-on inkubaltuk. Minden esetben harom-harom parhuzamos mintaval dolgoztunk
¢s tovabbi harom abiotikus mintat is alkalmaztunk negativ kontrollként. A szénforras fogyasat egy
héten keresztiil, 24 oranként mértiik az iivegek gazterében, 1SQ Single Quadruapole GC-MS
miiszerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.), SLB-5ms kapillarist alkalmazva (Supleco Analytical).
A miiszert 3 perces 40 °C indulasi homérsékletét percenként 20 °C-al ndveltiik 190 °C-ig, a tdmeg

spektrométert (MS) 250 °C full scan modban iizemeltettiik.
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3.15. Uj baktériumfaj leirasahoz sziikséges vizsgalatok

A kutatasok soran mindvégig célunk volt olyan fajok izolalasa (3.12. fejezet), amelyek
képesek egyes szénhidrogénvegyiiletek lebontasara. Ez egyrészt lehetdvé teszi metabolikus
képességeik alapos vizsgalatat, igy késobb akar potencialisan alkalmazhatdéak bioremedidcios
célokra is. Ahhoz, hogy igazolni tudjuk, hogy az altalunk izolalt torzs valoban 0j fajhoz tartozik,
szamos vizsgalatot kell elvégezni. Sziikség van a fenotipusos bélyegek meghatarozasara, valamint
molekularis biologiai és kemotaxondmiai vizsgalatokra. Ezek elvégzéséhez elsdsorban J. B.

Tindall és munkatarsai (2010) eldirasait vettiik alapul.

3.15.1. Fenotipusos és kemotaxonomiai vizsgalatok

A telepek megjelenésének meghatdrozdsa szabad szemmel, a sejtek méretének ¢&s
Ohad és munkatarsai (1963) altal leirtak alapjan, shadow-casting technikéaval tortént. Gram festést
Claus ¢és munkatarsai (1992) altal leirt modszereknek megfeleléen végeztiink. A kovetkezd
fiziologiai és biokémiai tesztek elvégzésénél Barrow és Feltham (2004) eldirasait kovettiik: nitrat
redukci6 nitritté vagy nitrogénné, ureaz és foszfataz aktivitas mérése, hidrogén-szulfid keletkezése
ciszteinbdl, indol keletkezése triptofanbol, illetve kazein, zselatin, eszkulin és Tween 80
hidrolizise. A kataldz aktivitds meghatdrozasa 3%-os (v/v) hidrogén peroxid oldat, az oxidaz
aktivitas meghatarozasa 1%-0s (w/v) tetrametil-p-fenilén-diamin-oxalat felhasznalasaval tortént
(Barrow — Feltham 2004).

A homérsékleti optimum meghatarozasdhoz a tenyészeteket agarral szilarditott R2A
taplemezeken, 4 és 50 °C fok kozotti hdmérsékleti értékeken inkubaltuk. Az pH toleranciat
folyékony R2A tapoldatban, 4 és 12 kozotti tartomanyban vizsgaltuk. A torzs sotiirését NaCl-dal
kiegészitett, folyékony R2A tapoldatban, 0-12%-0s (w/v) sdkoncentraciora kiegészitve hataroztuk
meg. A pH ¢és a NaCl tolerancia vizsgéalata soran a baktériumok ndvekedését az optikai denzitas
(OD) rendszeres mérésével (600 nm-en) kdvettilk nyomon.

A tovabbi fizioldgiai és biokémiai jellemzOket a kovetkezd API tesztek segitségével
hataroztuk meg: API 50CH, API 20NE és API ZYM (bioM¢érieux) a gyartd altal megadott
modokon. Az anaerob koriilmények kozotti novekedést folyékony R2A tapoldatban meértiik,
melyet az anaerob 1égzés lehetové tétele érdekében 0,15%-o0s (w/v) koncentracidban kalium-
nitrattal egészitettiink ki. Ahhoz, hogy biztositsuk az anaerob koriilményeket, az 50 mL R2A
tapoldatot tartalmazo iivegeket steril modon, nitrogén gazzal mostuk at, majd 28 °C fokon

inkubaltuk a tenyészeteket.
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Megvizsgaltuk, hogy a torzs mely aromas komponensek (BTEX) lebontasara képes. A

vizsgélatot a 3.14. fejezetben ismertetett moédon végeztiik el.

3.15.2. Zsirsav analizis

A sejtmembran zsirsav analizisét a Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Németorszag) végezte. Ehhez a
vizsgaland6 torzset agarral szilarditott R2A taplemezen, 28 °C fokon inkubdlva felszaporitottuk
¢és tovabbitottuk szamukra. A zsirsav-metil-észterek kinyerése 30 mg biomasszabol tortént
szaponifikalassal, metilacioval és extrakcioval (Miller 1982, Kuykendall et al. 1988), majd
szétvalasztasuk lang-ionizacioés detektorral felszerelt gazkromatograf segitségével tortént, a
Sherlock Microbial Identification System (MIDI Inc.) eljarasa szerint. A zsirsavak azonositasa a

Sherlock szoftver (v.6.1) segitségével tortént.

3.15.3. A teljes genomi DNS guanin és citozin tartalmdanak meghatdrozdsa

A teljes genomi DNS guanin ¢és citozin tartalmanak meghatarozasat szintén a DSMZ
végezte, Constant Systems TS 0.75 KW (IUL Instruments) berendezés segitségével. A DNS
tisztitasa Cashion és munkatarsai altal (1977) leirtak szerint, hidroxiapatit oszlopkromatografias
modszerrel tortént. A DNS-t ezutdn P1 nukledzzal és szarvasmarhabol szarmazé alkalikus
foszfatazzal torténd emésztéssel nukleotidokra bontottak (Mesbah et al. 1989). A nukleotid
alkotdkat ezutan reverz tazisi HPLC-vel vélasztottak szét Tamaoka és Komagata (1984) mddszere
szerint. A guanin és citozin tartalom kiszamitdsa a deoxiguanozin és timidin aranyabdl tortént

(Mesbah et al. 1989).

3.15.4. Polaris lipidek és respiratorikus Kinonok analizise

A polaris lipidek és 1égzési kinonok analizisét szintén a DSMZ végezte. A polaris lipidek
kivonasa 200 mg liofilizalt biomasszabol tortént kloroform:metanol:0,3%-0s NaCl oldat
keverékével, ahol a polaris a lipidek a kloroform fazisban koncentralédnak (Bligh — Dyer 1959).
Az oldatbol a polaris lipidek elvalasztisa 2-dimenzios szilika vékonyréteg kromatografiaval
tortént, ahol az elsdé elvélasztds kloroform:metanol:viz elegyével, mig a masodik elvéalasztas
kloroform:metanol:ecetsav:viz elegyével tortént. A teljes lipidtartalom meghatirozésa
foszformolibdénsav hasznalataval tortént, mig az egyes specifikus lipidcsoportok meghatarozasa

csoportspecifikus reagensek hasznalataval tortént (Tindall et al. 2007).
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A respiratorikus- €s lipokinonok elvalasztasa 200 mg fagyasztva szaritott biomasszabol
metanol-hexan keverékkel, Tindall (1990a, 1990b) altal leirt modszerrel tortént. A lipokinonok
elvalasztasat szilikagélen (Macherey-Nagel Art. NO. 805 023) végezték vékonyréteg
kromatografia segitségével. A vékonyréteg lemezrdl izolaltdk a kiilonb6zdé kinon tipusoknak
megfeleld UV elnyeld sdvokat, majd ezeket HPLC késziilékkel analizaltdk. A mérést LDC
Analytical (Thermo Separation Products) HPLC késziilékhez kapcsolt reverz fazisu kolonnan
(Macherey-Nagel, 2 mm x 125 mm, 3 mm, RP18) végezték, eluensként metanol és heptan 9:1

aranyt keveréket hasznaltak. A respiratorikus lipokinonokat 269 nm hullamhosszon detektaltak.
3.15.5. Filogenetikai vizsgalatok

Az Gjonnan izolalt torzs filogenetikai elhelyezését a 16S rDNS szekvenciaja alapjan tettiik
meg. A filogenetikai fahoz felhasznaltuk a legkdzelebbi rokon torzsek 16S rDNS szekvencidit is,

melyeket az NCBI GenBank adatbéazisabol toltottiik le. A filogenetikai fa elkészitése a 3.10.1.

fejezetben leirtak szerint tortént.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Oxigénlimitacié6 hatiasa benzollal és toluollal kiegészitett dusité tenyészetek

mikrobakozosségeire

Els6 dusitasi kisérletiinkben szerettiik volna megvizsgalni, hogy benzol és toluol lebontas
mellett milyen baktériumkozosségek alakulnak ki aerob és mikroaerob koriilmények kozott.
Ahogy a modszerek leirasanal (3.1. fejezet) ismertettem, biofilm mintaink egy korabban mar
alaposan feltart karhelyr6l szarmaztak. Mivel a szennyezett talajvizben oxigénlimitalt
koriilmények uralkodtak és a korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy az 1.2.C tipust C230 gének
nagy diverzitdssal vannak jelen a teriileten, érdemesnek taldltuk tovabbi kisérletek elvégzését.
Tovabbi célunk volt, hogy a korabban sikerrel feldusitott Malikia nemzetségbe tartozo
baktériumokat ismét feldusitsuk, és kisérletet tegyiink azok izolalasara is, mely lehetdvé teszi
anyagcseréjiik alaposabb megismerését.

Annak érdekében, hogy felfedjiik mely 1.2.C tipusu C230 gének jatszanak kulcsszerepet a
mikroaerob benzol- és toluol-lebontasban, olyan aerob és mikroaerob dusitd tenyészeteket
allitottunk 0ssze, melyekben egyediili szénforrasként toluolt vagy benzolt alkalmaztunk, majd a
kialakult baktériumkozosségeket a dolgozat Anyag és modszer részében (3. fejezet) ismertetett

modokon, mikrobialis genetikai vizsgalatoknak vetettiik ala.

4.1.1. 168 rDNS amplikon szekvendlas segitségével feltart mikrobakozosségek osszetétele

Az Illumina 16S rDNS szekvenalas eredményeként a kiindulasi biofilm mintdban (BUT18)
33 820 db, az aerob benzol-lebontd dusito tenyészetben (AB1) 33 778 db, az aerob toluol-lebonto
dusito tenyészetben (AT2) 29 721 db, a mikroaerob benzollal kiegészitett dusitd tenyészetben
(MB1) 33 056 db, a mikroaerob toluol-lebonté dusité tenyészetben (MT3) pedig 33 823 db 16S
rDNS szekvenciat tudtunk azonositani. A filogenetikai kiértékelés soran kapott eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy a kiindulasi biofilm minta mikrobakdzosségét dontéen a Gamma-
proteobaktériumok uraltak, az amplikonok 47%-a volt idesorolhat6 (4.1. abra). Ezen beliil a
Betaproteobacteriales rendbe tartoz6 nemzetségek voltak uralkododak, ugymint a Sulfuritalea
(9,7%), Azoarcus (6,5%), Zoogloea (4,7%), Simplicispira (3%), Thauera (2,4%), Denitratisoma
(1%), Leptothrix (0,9%), Acidovorax (0,8%) és a Malikia (0,7%) nemzetségek. Ezek koziil szamos
nemzetségben, példaul az Azoarcus, Zoogloea, Thauera és Acidovorax nemzetségben talalhatoak
olyan fajok, melyek jol ismert lebontdi az aromas szénhidrogéneknek (Prince et al. 2018), egy

résziiket pedig gyakran Kimutatjak szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kdrnyezetben,
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ilyenek a Sulfuritalea, a Simplicispira és a Denitratisoma nemzetségekhez tartoz6 fajok (Sperfeld
et al. 2018). Mindezek fényében a biofilmbdl eldallitott inokulum megfelelének bizonyult a

benzol- és toluol-lebonto dusitd tenyészetek 1étrehozasahoz.

A) B)
Geobacter
31% Acidovora Simplicispira
Eovéb Acidimicrobiia 0,8% 3.1%
evé B Desulfopru _
8.8% 3.6% esu{ol{;mum Leprothrix i
’ 0.9% - Malikia
Bacteroidia Bdellovibrio 0,7%

15.9% 0.8%
° =0 Thiobacillus
gyé l 0.6% Azoarcus
1% / 6.5%
Deltaprcteobacterm : / / Denitrati
8.0% enitratisoma

1,0%

4 Sulfuritalea
\ Thauera 9.7%
2.4% Zoogloea

4.7%

Paludibacter
1,3%

. Flavobacterium
Sulfurimonas . [ yibacter 0.5%
3,2% 2.9% =

4.1. abra: Az inokulumként szolgalo biofilm minta mikroba k6zdsségének Osszetétele az Illumina paired-
end 16S rDNS amplikon szekvenalas eredményei alapjan A) osztaly és B) nemzetség szinten. Az

,,Egyéb” kategoriaba a 0,5% alatti abundanciaval rendelkez6 taxonok keriiltek.

Az 6todik heti atoltast kovetden a dusitok gazterében egy héten keresztiil monitoroztuk a
szénforras mennyiségét (4.2. abra). Az aerob dusitokban mind a benzol-, mind a toluol-lebonto
tenyészetek esetében gyors fogyast tapasztaltunk, a harmadik napon a hozzaadott aromas
vegyiileteknek kevesebb, mint 10%-at lehetett kimutatni; a hetedik napon pedig mar nem voltak
kimutathatéak a dusitokbol. Mikroaerob lebontast ezzel szemben csak a toluollal kiegészitett
dusitokban tudtunk megfigyelni, az aerob koriilményekhez képest a lebontas itt joval lassabban
zajlott, a hetedik napon minddssze 40%-os fogyast tapasztaltunk. A mikroaerob, benzollal

kiegészitett dusitokban nem tortént jelentds mértékii lebontas.
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4.2. abra: Szénforras fogyasa az aerob, benzollal A) vagy toluollal B) kiegészitett, valamint a

mikroaerob, benzollal C) vagy toluollal D) kiegészitett, 6tddik heti dusitokban, GC-MS mérési

eredmények alapjan. A feltlintetett értékek a parhuzamos disité tenyészetek atlagai.

A végponti mintak baktériumkozosségeit 16S rDNS alapu T-RFLP vizsgalatnak vetettiik

ala, majd a kapott eredményekbdl Bray-Curtis hasonlosagi indexet alkalmazva dendrogramot

hoztunk létre (4.3. abra). Az igy létrehozott fan jol latszik, hogy a parhuzamos dusitok

mikrobakdzosségei valoban parhuzamosak, tehat nagy hasonlosdgot mutatnak egymadssal. Az

aerob ¢és mikroaerob dusitok mikrobakozosségei jol elkiiloniilnek egymastol, valamint e két 6

csoporton beliil is jol elkiilonithetdek a mikrobakozosségek aszerint, hogy milyen szénforrast

adtunk a dusitokhoz. A mikroaerob dusitok esetében a szénforrds fajtija nagyobb szelekciods

nyomast eredményezett a kozosségek Osszetételére. Mindezek alapjan a parhuzamos mintakbol

egyet-egyet valasztottunk ki, hogy amplikon szekvenalassal részletes képet kapjunk a kozosség

Osszetételérol.
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4.3. abra: Parhuzamos dusit6 tenyészetek 16S rDNS alapi T-RFLP elektroferogramjainak klaszter
analizise. A szamitas soran a Bray-Curtis hasonlésagi indexet alkalmaztunk. MB: mikroaerob, benzollal
kiegészitett dusito tenyészetek; MT: mikroaerob, toluol-lebontd dusito tenyészetek; AB: aerob, benzol-

lebontd dusito tenyészetek; AT: aerob, toluol-lebontd dusitd tenyészetek.

Az aerob, benzol-lebonto dusitotenyészetben (ABL, 4.4./A abra) azonositott 16S rDNS
szekvenciak 94%-a a Malikia nemzetséghez volt kothet6 (4.4. abra). E csoporton kiviil 0,5%-nal
magasabb abundanciaval minddssze a Pseudomonas, az Acidovorax és a Flavobacterium
nemzetségek voltak jelen. Jelenleg a Malikia nemzetségnek két leirt fajat ismerjiik, az egyik a M.
granosa, melyet egy szennyviztisztitd elveniszapjabol izolaltak. Jellemzd tulajdonsaga, hogy
polihidroxialkanoat és polifoszfat akkumuldcidjara képes, amely tartalék szén- ¢és
energiaforrasként szolgalhat szamara. A nemzetség masik tagjat folyovizbdl izolaltdk és
Pseudomonas spinosa néven irtak le 1962-ben (Leifson 1962), majd késébb M. spinosa néven
atsoroltak a Malikia nemzetségbe (Spring et al. 2005). Habar a nemzetséget gyakran kimutatjak
BTEX-vegyiiletekkel szennyezett felszin alatti kozegekben (Aburto — Ball 2009, Tancsics et al.
2010), izolalni ez idaig egyetlen torzsét sem sikeriilt szennyezett karhelyr6l, igy pontos szerepiik
a szénhidrogének lebontasaban ismeretlen volt. Legkdzelebbi rokonaik, a Hydrogenophaga
nemzetség tagjai kozott azonban ismeriink kivalo BTEX-lebonto baktériumokat (Fahy et al. 2008,
Jechalke et al. 2013).

Az aerob, toluol-lebonté dusité tenyészetek (AT2, 4.4./B abra) mikrobakdzosségét

dontéen a Pseudomonas nemzetség (66%) uralta, mellette nagy szamban voltak kimutathatoak a
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Malikia (18,9%), a Flavobacterium (10,2%) ¢és az Acidovorax (1,5%) nemzetségek. A
Pseudomonas fajok szerepe az aerob toluol-lebontasban jol ismert, széleskorben alkalmazzak éket
modellszervezetként a toluol aerob koriilmények kozotti lebontasanak vizsgalatara. A Malikia
nemzetséghez kothetd szekvencidk nagy szama arra enged kovetkeztetni, hogy ezeknek a
baktériumoknak szintén szerepiik lehet a toluol aerob koriilmények kozotti lebontdsaban. A
Flavobacterium és Acidovorax nemzetségek gyakran vannak jelen szénhidrogénekkel szennyezett
teriileteken (Kaplan — Kitts 2004, Aburto et al. 2009, Singleton et al. 2018).

Aerob, benzollal kiegészitett A) Aerob, toluollal kiegészitett B)
dasitok (AB1) dusitok (AT2)
, Egyeb
Flavobacterium Egy¢b Ismeretlen 1.9% Acidovorax
0,7% 1,2% 0,6% > 1.5%
Pseudomonas Acidovorax Flavobacterium Simplicispira
2,6% 0,9% 10,2% ) 0,5%
Thermomonas _ ’ o
O, 6% Ma l’ lkla
18,9%
Malikia Pseudomonas
94.6% 66%
Mikroaerob, benzollal kiegészitett ~ C) Mikroaerob, toluollal kiegészitett D)
dasitok (MB1) duasitok (MT3)
Egyéb  Acidovorax Simplicispira
0.5% 3.3% 9,1%
Thermomonas Herminiimonas
0,8% 4,9%
Pseudomonas Pseudomonas
100% 81,4%

4.4, abra: Otddik heti, végponti mintak (AB1, AT2, MB1, MT3) mikrobakdzdsségeinek dsszetétele
Illumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenalas eredményei alapjan. Az ,,Egyéb” kategoriaba a

0,5% alatti abundanciaval rendelkez6 taxonok keriiltek.

A mikroaerob, benzollal kiegészitett disito tenyészetek (MB1, 4.4./C abra) 16S rDNS
szekvenciai szinte kizardlag egyetlen filotipushoz tartoztak, amely a Pseudomonas nemzetséghez
volt kothetd. Mivel a dusitokban a benzol fogyasat nem lehetett kimutatni, feltételezhetd, hogy
ezek a baktériumok csupan a kismennyiségii sejttormelékek és masodlagos anyagcsere termékek

lebontasaval maradhattak fenn. A mikroaerob, toluol-lebonto dusitok (MT3, 4.4./D abra)
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mikrobakdzossége némileg diverzebb képet mutatott, habar tilnyomé tobbségben itt is a
Pseudomonas nemzetség volt az uralkodo (81%), melyet a Simplicispira (9,1%), a Herminiimonas
(4,9%) és az Acidovorax (3,3%) nemzetségek kovettek. Kim és munkatarsai (2014) stabil izotopos
kisérlettel bizonyitottak egy Herminiimonas nemzetséghez kotheté baktériumfaj toluolbonto
képességét nitratredukalod koriilmények kozott. A baktériumban megtalalhatd a benzilszukcinat
szintaz gén is, amely az anaerob toluol-lebontas egyik kulcsenzimét kodolja (Leuthner et al. 1998).
Lehetséges, hogy a mikroaerob dusitokban idonként eléforduld oxigénhidnyos (anaerob)
periodusokban a Herminiimonas-rokon baktériumoknak szerepiik volt a toluol fogyasaban. A
Simplicispira és Acidovorax nemzetség tagjait gyakran mutatjadk ki szénhidrogén-lebonto,
oxigénlimitalt dusitokban (Keller et al. 2018), igy feltételezziik, hogy kisérletiink soran is szerepiik

volt a toluol mikroaerob koriilmények kdzotti hasznositasaban.

4.1.2. A benzollal és toluollal kiegészitett dusito tenyészetekbdl kimutatott, 1.2.C alcsalddba

tartozo klonszekvenciak diverzitdsa és filogenetikai elhelyezkedése

Azokban a dusitokban, melyeket 16S rDNS amplikon szekvenalés alé vetettlink, klonozés
segitségével megvizsgaltuk az 1.2.C tipusi C230 génszekvenciak diverzitasat is. Az aerob
benzol-lebonté dusité (AB1) esetében ezek a szekvenciak egyetlen operativ filogenetikai
egységbe (Operational Phylogenetic Unit — OPU) voltak sorolhatok (AB_OPU-1). Egy ezzel
100%-0s hasonlésdgot mutatd szekvenciat kordbban Benedek és munkatarsai (2018) BTEX-
lebontd dusitasi kisérleteik soran azonositottak és feltételesen a Malikia nemzetséghez kototték.
Meglep6 modon ugyanez a szekvencia volt megfigyelhet6 az aerob toluol-lebonto dusité (AT2)
mikrobak&zosségében is.

Annak ellenére, hogy a mikroaerob benzollal kiegészitett disité tenyészetben (MB1)
nem volt megfigyelhetd szignifikans mértékii benzol-lebontas és a diverzitas is itt volt a legkisebb,
mégis ebben a mintaban volt a legdiverzebb az 1.2.C tipust C230 gének jelenléte; a szekvenciak
ot kiilonb6z6 OPU-t alkottak. Feltételezhetd tehat, hogy a Pseudomonas nemzetségen kiviil igen
kis mennyiségben, de mas baktériumok is jelen voltak a dasitokban. A szekvenciak 69%-at kitevo
MB_OPU-1 egy ismeretlen baktériumfajhoz volt kothetd. Az MB_OPU-2 és MB_OPU-4
szekvenciakhoz Benedek és munkatarsai (2018) altal, mikroacrob BTEX-lebonto dusitokbol
kimutatott C230 génszekvenciak alltak legkdzelebb. Az MB_OPU-3 szintén nagy hasonldsagot
mutatott az elobb emlitett dusitoban dominansan jelenlévd szekvenciaval, melyet abban a
kisérletben feltételesen az Acidovorax nemzetséghez kotottek. Az MB_OPU-5 szinte teljes
mértékben megegyezett a Simplicispira suum SC1-8-as torzs [.2.C tipusa C230

génszekvencidjaval.
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A mikroaerob toluol-lebonté disitoban (MT3) az 1.2.C tipust C230 klonszekvenciaknak
harom csoportjat tudtuk megfigyelni. A dominansan jelen 1évé MT_OPU-1 100%-o0s hasonldsagot
mutatott a benzollal kiegészitett mikroaerob dusitokban is dominans MB_OPU-1 szekvenciakkal.
Az MT_OPU-2 szekvenciak az MB_OPU-3 szekvenciakkal allnak kozeli rokonsagban, mig az
MT_OPU-3 szekvencidk nagy atfedésben voltak az aerob toluol-lebonté dusitokban is
megtalalhato szekvenciakkal. Ezek alapjan elmondhato, hogy az oldott oxigén koncentraciojanak
alakulasa nagyobb hatassal volt az 1.2.C tipusu C230 gének diverzitasara, mint az aromas

szénhidrogének (ezesetben a benzol és toluol) tipusa.

Unc. bacterium clone X3.13 catechol 2,3-dioxygenase (KP136444)
Une. bacterium clone BF1-5_X3.3 catechol 2,3-dioxygenase (MG904871)
Malikia spinosa AB6 catechol 2,3-dioxygenase (MN481622)
$0([AB_OPU-1 (MN823973) [100%]
AT_OPU-1 (MN823974) [100%]
MT_OPU-3 (MN823982) [7%]
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC 09025) (CP003093)
MB_OPU-2 (MN823976) [16%]
MB_OPU-4 (MN823978) [2%]
99 Une. bacterium clone BFH2_3 X3 25 catechol 2,3-dioxygenase (MG904869)
Psedoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC 04410) (CP003093)
Zoogloea eleivorans Buc' catechol 2,3-dioxygenase (KJ433487)
Delftia acidovorans TN catechol 2 3-dioxvgenase (AB177545)
100]Acidovorax sp. 1842 chlorocatechol 2 3-dioxygenase (CP000339)
Comamonas sp. JST65 catechol 2,3-dioxygenase (cdoE) (U93090)
Comamonas festosteroni TAA441 catechol 2,3-dioxygenasc (aphB) (AB006479)
99 MB_OPU-5 (MN823979) [2%]
Simplicispira suum SC1-8" chromosome complcte genome (CP027669)
Prseudomonas putida UCC22 (plasmid pTDN1)3-methvlcatechol 2.3-dioxygenase (TduC) (X59790)
MT_OPU-2 (MN823981) [11%]
MB_OPU-3 (MN823977) [11%]
83 Acidovorax delafieldii ABS catechol 2,3-dioxygenase (MN481623)
65| Unc. bacterium clone BFH2 5 X3 8 catechol 2,3-dioxygenase (MG904873)
Unc. bacterium DNA fosmid clone: 09E05 (AB266147)
- 100) Burkholderia vietnamiensis G4 plasmid pBVIE(4 (CP000620)

Burkholderia cepacia catechol 2 3-dioxygenase (phnE) (DQ191058)

38

MT_OPU-1 (MN823980) [82%]
4‘39 MB_OPU-1 (MN823975) [69%]
63 Une. bacterium clone 202-T catechol 2,3-dioxygenasc (AB286718)

Pseudomonas putida MT135 catechol 2,3-dioxygenase 1l (cdo) (U01826)
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC._09150) (CP003093)

Pseudomonas putida MT33 catechol 2,3-dioxygenase (xylE) (AB238971)

4.5. abra: A dusitok és izolatumok 1.2.C tipustt C230 génszekvenciainak filogenetikai elhelyezkedését
bemutato6 ,,neighbor-joining” algoritmus alkalmazasaval késziilt fa. A tavolsagértékek

pontossaganak vizsgalata 1000 ismétlésen alapuld bootstrap analizissel tortént.
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4.1.3. A benzollal és toluollal kiegészitett dusito tenyészetekbol izolalt baktériumtorzsek

ismertetése

Az Illumina 16S rDNS amplikon szekvenalassal vizsgalt végponti mintakbol hagyomanyos
tenyésztési modszerekkel torzseket izolaltunk. Minddssze négy nemzetség nyolc fajahoz tartozott
az a 22 darab torzs, amelyet azonositani sikeriilt (4.1. tablazat). Az aerob, benzol-lebonto
dusitokbol (AB1) a Pseudomonas, az Acidovorax és a Malikia nemzetséghez tartozo fajokat
tudtunk azonositani. Sikeriilt két, Malikia spinosa 83" tipustorzzsel 99,7% és 99,9%-0s
hasonlésagot mutatd baktériumot izolalni, melyeket megvizsgalva kideriilt, hogy rendelkeznek az
1.2.C tipust C230 génnel is. Ezek a génszekvenciak 100%-ban megegyeznek az ABl-es és AT2-
es jelolési, aerob dusitokban megtalalhatd egyetlen C230 genotipussal. Megvizsgaltuk, hogy az
ABG6-o0s jelolésti, Malikia spinosa-val kozeli rokon torzs mely aromas vegyliletek aerob
lebontasara képes ¢és azt talaltuk, hogy hatékonyan bontja a benzolt, a toluolt és az etilbenzolt (4.6.

abra), mig a xilolok izomerjeit nem képes lebontani.

4.1. tablazat: Otddik heti disitokbol izolalt baktériumtorzsek megnevezése és az 1.2.C alcsalddba

tartoz6 C230 funkcidgeén jelenlétének vizsgalata.

Torzs Leek . B . 165 r,D [,\IS hasonlosag alclslazl'iict:lba
jelilése egkozelebbi rokon (tipustorzs) hosztz):;aga (%) tartozé C230
gén
Aerob, benzol-lebonté dusito tenyészet AB1
AB1  Pseudomonas arsenicoxydans CECT 75437 1437 99,4 -
AB2  Malikia spinosa ATCC 14606" 1432 99,7 +
AB3  Pseudomonas arsenicoxydans CECT 75437 1437 99,4 -
AB4  Pseudomonas veronii DSM 113317 1434 99,8 -
AB5  Acidovorax delafieldii DSM 647 1444 99,9 +
AB6  Malikia spinosa ATCC 14606" 1428 99,9 +
Aeraob, toluol-lebonto disito tenyészet AT2
AT1 Pseudomonas umsongensis DSM 166117 1436 99,9 -
AT2 Pseudomonas veronii DSM 113317 1435 99,7 -
AT3 Pseudomonas moorei RW107 1437 99,9 -
AT4 Flavobacterium oncorhynchi CCUG 594467 1411 99,6 -
AT5 Flavobacterium oncorhynchi CCUG 594467 1392 99,6 -
AT6 Pseudomonas umsongensis DSM 166117 1435 99,9 -
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Mikroaerob, benzollal kiegészitett dusito tenyészet MB1

MB1  Pseudomonas veronii DSM 113317 1437 99,8 -
MB2  Pseudomonas veronii DSM 113317 1435 99,8 -
MB3  Pseudomonas veronii DSM 113317 1436 99,8 -
MB4  Pseudomonas veronii DSM 113317 1411 99,8 -
MB6  Pseudomonas extremaustralis 14-37 1330 99,6 -

Mikroaerob, toluol-lebonté dusito tenyészet MT3

MT1  Pseudomonas veronii DSM 113317 1438 99,8 -
MT2  Pseudomonas veronii DSM 113317 1438 99,8 -
MT3  Pseudomonas veronii DSM 113317 1439 99,8 -
MT4  Pseudomonas veronii DSM 113317 1438 99,7 -
MT5  Pseudomonas veronii DSM 113317 1451 99,8 -

A szakirodalomban ez idaig nem volt talalhato olyan eset, melyben bizonyitast nyert volna,
hogy egy Malikia spinosa fajhoz tartozo torzs képes egyes aromas szénhidrogének lebontasara.
Eredményeink azonban magyarazatot adnak arra, hogy a Malikia nemzetség miért lehet dominans
a BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, aerob kozegekben. Az altalunk izoldlt AB6-os torzset
transzmisszios elektronmikroszkdppal is megvizsgaltuk, és a képeken azt lattuk, hogy a sejtek és
a flagellumok morfologidja megegyezik a M. spinosa 83" tipustdrzs esetében dokumentaltakkal
(Spring et al. 2005) (8.2. sz. melléklet). Az Acidovorax delafieldii-ként azonositott AB5-0s torzs
szintén rendelkezik az 1.2.C tipusu C230 génnel, melynek szekvencidja 100%-os egyezést
mutatott a Benedek és munkatarsai (2018) altal, ugyanerrél a karhelyr6l mar korabban is
Kimutatott szekvenciaval (4.5. abra). Ennél a torzsnél is megvizsgaltuk, hogy mely BTEX-
vegyliletek lebontéasara képes és azt talaltuk, hogy a hat aromas vegyiilet koziil egyediil a benzolt
hasznositotta. Az Acidovorax nemzetségbe tartozo egyes torzseknek mar korabbrol is ismert ez a

képessége (Fahy et al. 2006, Aburto — Peimber 2011).
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4.6. abra: Malikia spinosa AB6-os torzs aerob koriilmények kozott mért benzol- (A), toluol- (B) és

etilbenzol-lebontasi (C) képessége GC-MS mérési eredmények alapjan.

Az aerob, toluol-lebontd dusitobol a Pseudomonas és Flavobacterium nemzetséghez
tartoz6 torzseket tudtunk izolalni, melyek koziil egyik sem rendelkezett az 1.2.C tipusu C230
génnel. Mivel a Pseudomonas nemzetséghez tartozo fajok toluol-lebontasi képessége jol ismert,
igy ezeket a torzseket nem vetettiik ala tovabbi vizsgalatoknak. Az AT4-es, Flavobacterium

oncorhynchi-ként azonositott térzs egyik BTEX-vegyiiletet sem tudta hasznositani.



A mikroaerob dusitokbol kizarolag a Pseudomonas veronii és P. extremaustralis fajokhoz
kothetd torzseket sikeriilt izolalnunk, melyek koziil egyik sem rendelkezett az 1.2.C tipust C230
génnel, tovabba nem voltak képesek a benzol lebontasara. A koradbban, ugyanerrdl a karhelyrdl
szarmazo6 mintabol, mikroaerob koriilmények kozott feldusitott P. veronii izolatumok szintén nem
bontottak le a benzolt, azonban a toluolt, a meta- és para-xilolt hatékonyan degradaltak (Benedek
et al. 2018). Feltételezziik, hogy mikroaerob dusitéinkban ezek a Pseudomonas veronii-hoz
kothetd baktériumok voltak feleldsek a toluol fogyasaért. Annak ellenére, hogy nem rendelkeznek
az [.2.C tipustt C230 génnel, ugy tlinik sikeresen adaptalodtak az oxigénlimitalt koriilményekhez.
A P. veronii-hoz igen kozeli rokonsagban allo P. extremaustralis példaul bizonyitottan képes az

alkanok mikroaerob koriilmények kozotti lebontasara (Tribelli et al. 2018).

4.1.4. Malikia spinosa AB6-os tirzs teljes genomjanak feltirdsa

Mivel ez idaig nem sziiletett egyetlen olyan kutatasrol sz6l6 publikacié sem, amiben a
Malikia nemzetséghez tartozo torzset sikeriilt volna szénhidrogénekkel szennyezett teriiletrdl
izolalni, érdemesnek tartottuk alaposan megvizsgalni az altalunk izolalt Malikia spinosa AB6-0S
torzsének teljes genomjat. A 4 110 698 bazispar nagysagu genom 3614 fehérjekodold gént
tartalmaz, G+C ardnya 65,2%. A teljes genomszekvenciat a GenBank adatbazisdban a
VYSB00000000 szamon tettiik elérhetévé (Bioproject: PRINAS572590; Biosample:
SAMN12796314). Mivel a faj tipustdrzsének (Malikia spinosa 837) teljes genomja szabadon
hozzaférhetd, lehet6ségiink nyilt arra, hogy Gsszevessiik azt az altalunk izolalt M. spinosa AB6-0s
torzzsel. Utobbi genomja koriilbeliil 300 kilobazissal nagyobbnak bizonyult, mint a 837 jelolési
tipustorzsé. Elsé 1épésként digitdlis DNS-DNS hibridizaciéval és OthoANI vizsgalattal
megnéztiik, hogy a két torzs valoban egyazon fajhoz tartozik-e. Az eredmények 79,4% és 97,7%-
os hasonlosagot mutattak, tehat a két torzs egyértelmiien ugyanannak a fajnak a képviseldje. A két
genomot az OrthoVenn2 eszkoz segitségével hasonlitottuk Ossze és meglepd modon jelentds
kiilonbségeket talaltunk a kettd kozott. Legalabb 148 olyan fehérjét tudtunk azonositani, amellyel
kizardlag az AB6-os torzs rendelkezik és ezeknek sem ortologjuk sem paraldgjuk nem volt
megtalalhatd a 837 tdrzsben. Ezen fehérjék jelentds része az aromds vegyiiletek lebontd
folyamataihoz kapcsolhato.

Az ABG6-os torzs részletes elemzése soran kideriilt, hogy az 1.2.C tipusu C230 gén egy
olyan klaszter része, amely a fenol lebontdsdban jatszik szerepet. Ez a klaszter egy
tobbkomponensi fenol hidroxilaz rendszer enzimeit, valamint a meta tipust gytrtihasitas enzimeit
kodolja (4.7. abra). Figyelemre mélto, hogy a klasztert transzpozonok, azaz mozgékony genetikai

elemek hataroljak, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk izolalt AB6-os tdrzsbe
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horizontalis géntranszfer (HGT) utjan keriilhetett. Azonban a génklaszter eredetét nem tudjuk
pontosan meghatarozni, mivel az 4ltala koédolt fehérjék aminosavszekvencidja meglehetsen
alacsony hasonlésdgot mutatnak az ismert baktériumok altal kodolt homolog fehérjékkel. A
genomban ezen kiviil nem talaltunk benzol- vagy toluol-lebontasban szerepet jatszé mono- és
dioxigenazokat, tehat nagy valdsziniiséggel az altalunk azonositott génklaszter felelds e két
vegyiilet lebontasaért. Hasonld megfigyelést tettek Oosterkamp és munkatarsai (2013) a
Comamonadaceae csaladba tartozo, benzol- és toluol-lebontd Alicycliphilus denitrificans BC és
K601-es torzs esetében is. A benzolgyliri fenol monooxigenazok altali hidroxilacioja (Pérez-

crer

(Cafaro et al. 2004, Martinez-Lavanchy et al. 2015).

1.2.C-tipust % L 2 ~ ;
IS5 csaladba tartozé transzpozaz C230 gén IS5 csaladba tartoz transzpozaz
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4.7. abra: A Malikia spinosa AB6-os térzsben azonositott, fenol-lebontasban szerepet jatszo klaszter

sematikus abraja.

Annak ellenére, hogy AB6-os torzs kitlinden bontja az etilbenzolt, a genomjdban nem
talaltuk meg az erre utald etilbenzol dioxigendz géneket. A vegyiilet lebontdsa végbemehet
azonban az etilcsoport oxidaciojaval is, melyben a naftalin dioxigenazok vesznek részt (Lee —
Gibson 1996, Lee et al. 2019). Atkutatva a genomot, egy teljes génklasztert (nag operon) talaltunk,
amely a naftalin dioxigenazok mellett a szalicilat-5-hidroxildz és gentizat 1,2-dioxigendz
enzimeket kodolo régiokat is tartalmazza. Utobbiakat a Polaromonas naphthalenivorans CJ2 és
Ralstonia sp. U2 torzsekben, mint a naftalin-lebontas kulcsenzimeit irtak le (Park et al. 2007,
Pumphrey — Madsen 2007, Zhou et al. 2001). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy az AB6-0s
torzs a nag operonnak koszonhetden képes az etilbenzol lebontdsara, tovabba rendelkezhet a

naftalin-lebontas képességével is.
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Uj tudomanyos eredmény a 4.1. fejezet alapjan:

L. tézis: El6szor sikeriilt szénhidrogénekkel szennyezett teriiletrél a Malikia nemzetséghez tartozo
torzset izolalni. A Malikia spinosa AB6-os torzsr6l kimutattuk, hogy 1.2.C-tipusi C230 génnel
rendelkezik, €s képes a benzolt, a toluolt és az etilbenzolt egyediili szén-, €s energiaforrasként
hasznositani tisztdn aerob koriilmények kozott. Megerdsitést nyert, hogy e baktériumok, annak
ellenére, hogy 1.2.C-tipusi extradiol dioxigendz enzimet kodolnak, csak tisztan aerob
koriilmények kozott valnak domindns szervezetekké aromds szénhidrogént lebontd dusitd

tenyészetekben.

A 4.1. fejezet eredményeit az alabbi publikaciéban adtuk kozre:

Révész, F., Farkas, M., Kriszt, B., Szoboszlay, S., Benedek, T., Tancsics, A. (2020): Effect of
oxygen limitation on the enrichment of bacteria degrading either benzene or toluene and the
identification of Malikia spinosa (Comamonadaceae) as prominent aerobic benzene-, toluene-, and
ethylbenzene-degrading bacterium: enrichment, isolation and whole-genome analysis.
Environmental Science and Pollution Research, 27: 31130-31142.
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4.2. Oxigénlimitacio hatasa koolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusitotenyészetek

mikrobakozosségére

Az aromas vegyliletekhez hasonldan, az alkanok lebontédsa is a megfeleld oldott oxigén
jelenlétében, azaz aerob kornyezetben zajlik le a leggyorsabban ¢és igy a legteljesebb. A telitett
szénhidrogének a kdolajszarmazékoknak jellemzdéen igen nagy részét teszik ki (Mbadinga et al.
2011) és oxigénlimitalt koriilmények kozotti alkan-lebontasrol ez idaig minddssze néhany
tanulmany sziiletett (Cyplik et al. 2011, Liu et al. 2018, Tribelli et al. 2018). Emiatt
elengedhetetlennek talaltuk, hogy megvizsgaljuk a mikroaerob koriilmények kozotti lebontasi
folyamatokat. Ezek alapjan célunk volt megvizsgalni, hogy az alacsony oldott oxigén koncentraciod
(~0,5 g mL™) milyen hatassal van a jelen 1évé baktériumkozosség sszetételére és metabolikus
képességeire. Vizsgalataink soran, az el6z6 dusitasi kisérletiinkh6z hasonldan, ugyanarrol a kozép-
magyarorszagi karhelyrdl szdrmazo biofilm mintat vettiik kiindulépontnak (3.1. fejezet; Benedek
et al. 2016, 2018). A szennyezett talajvizben oxigén-limitalt koriilmények uralkodtak és a korabbi
kisérletek soran az 1.2.C tipusu C230 gének nagy diverzitasa volt megfigyelhetd.

42.1. A koolaj/gdazolaj keverékkel kiegészitett dusité tenyészetek 16S rDNS amplikon

szekvenalas segitségével feltart mikrobakozosségének osszetétele

Illumina 16S rDNS amplikon szekvenalas segitségével feltartuk a karhelyrdl szarmazo,
ujonnan mintavételezett Kkiindulasi biofilm mikrobakozosségét (222 988 db 16S rDNS
szekvencia), melyet tovabbra is a Gamma-proteobaktériumok korébe tartozo
Betaproteobacteriales rend uralt (4.8. abra). A legnagyobb szamban azonositott 16S rDNS
szekvenciak a Sulfuritalea (16%), az Azoarcus (4,8%), az Acidovorax (2,6%), a Simplicispira
(0,9%), a Thiobacillus (0,9%), a Hydrogenophaga (0,7%), a Thauera (0,6%), a Zoogloea (0,6%)
¢s a Rhodoferax (0,5%) nemzetségek voltak. Habar az Alfa-proteobaktériumok és a Gamma-
proteobaktériumokhoz tartozd Pseudomonadales rend tagjait viszonylag nagy szamban tudtuk
kimutatni a mintdban, az olyan tipikus szénhidrogén-bontdé nemzetségek, mint a
Novosphingobium, a Sphingobium és a Pseudomonas, kis szammal, jellemzéen 0,05% alatti
abundanciaval voltak csak jelen a kdzdsségben. Osszességében a baktériumkdzosség dsszetétele
hasonléan alakult, mint ami szénhidrogénekkel szennyezett, felszin alatti, oxigénlimitalt

kornyezetben altalanossagban megfigyelhetd.
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Inokulum (biofilm)

Osztily Nemzetség
Flavobacteriia Denitratisoma

o . 1.4%
Holophagae 3% Sphingobacteriia Acidovor a.\ A_om s
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3.2% S 44% 26% 4.8%
Azonosi
Egyéb . u-proteobacteria Sulfuritalea
7.4% 6.1% 16%

Actin—::;l;:cteria /\5 proteobacteria Legionella
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Verrucomicrobiae = teobacteri Egyéb

5 70 ¥-proteobacteria ' 19.3% P; osthecobacter

Planctomycetia 1.5%

1.3%  Chlamydiia
1.1%

4.8. abra: Kiindulasi biofilm minta mikrobakdzosségének Osszetétele Illumina paired-end 16S rDNS
amplikon szekvenalds eredményei alapjan. Az ,,Egyéb” kategdriaba a 0,5% alatti abundanciaval

rendelkez0 taxonok kertiltek.

Ahhoz, hogy képet kapjunk a dusitd tenyészetek egymashoz vald viszonyardl és
ellendrizziik, hogy a parhuzamos mintdk valdban parhuzamosak, 16S rDNS alapu T-RFLP

vizsgalatot végeztiink, majd Bray-Curtis hasonldsagi indexet alkalmazva klaszter analizist
készitettiink (4.9. abra).

Hasonlésag
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4.9. abra: Parhuzamos, kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusito tenyészetek 16S rDNS alapu T-
RFLP elektroferogramjainak klaszter analizise. A szamitas soran a Bray-Curtis hasonldsagi indexet
alkalmaztunk. (MIK1-3: parhuzamos mikroaerob dusito tenyészetek; AER1-3: parhuzamos aerob dusitd

tenyészetek)
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A abran (4.9. abra) jol lathat6, hogy a mikroaerob dusito tenyészetek mikrobakdzosségei igen nagy
hasonlésdgot mutattak egymaéssal. A harom parhuzamos aerob dusitdé tenyészet nagyobb
valtozatossagot mutat, az egyik dusitdo kissé kiillonbozik is a tobbit6l. Lehetséges, hogy a
levegdztetéssel jard zavaras okozza az aerob dusitd tenyészetek mikrobakozosségei kozotti
nagyobb eltérést.

A 16S rDNS amplikon szekvenalasi eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalatra
kivalasztott, kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett, aerob dusité (AER2) mikrobakozosségét
(195 745 db 16S rDNS szekvencia alapjan) a Betaproteobacteriales rendhez tartoz6 baktériumok
uraltak, a leolvasott szekvenciak 36,5%-a sorolhat6 ide (4.10. abra). A leggyakoribb nemzetség a
Betaproteobacteriales rendbe tartozé Polaromonas (14%) volt, a renden beliil jelen voltak még az
Acidovorax (6,7%) és a Janthinobacterium (4%) nemzetségek. A Polaromonas nemzetségnek
tobb olyan tagjat ismerjiik, amely képes a szénhidrogének, példaul a benzol és a toluol lebontasara
(Sun et al. 2010, Xie et al. 2011), valamint dominancidjukat kimutattak mar benzollal szennyezett
talajvizbdl is (Aburto et al. 2009). Hasonl6an, az Acidovorax nemzetség is gyakran dominans tagja
a szénhidrogén-lebontod baktériumkozosségeknek (Popp et al. 2006, Daghio et al. 2015). A
fenantrén és klorbenzol Acidovorax torzsek altali lebontasa jol dokumentalt folyamat (Nestler et
al. 2007, Singleton et al. 2018). A Janthinobacterium nemzetség is gyakran van jelen alifas
szénhidrogénekkel szennyezett kornyezetben, azonban feltételezhetéen csak jol tolerdlja a
szénhidrogének jelenlétét, lebontasukban viszont nem vesz részt (Giebler et al. 2013, Pham et al.
2014).

Aerob dusito tenyészet (AER2)
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4.5% \ o 8.5% "
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5.6% = A 3.7% Azonositatlan Acidovorax - 6.7%
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» e - i f3pe] 40,
cobact ‘ S Janthinobacterium — 4%
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o Massilia -1.1%
Rhodococcus Acinetobacter - 1.8%
5.5% Pseudomonas
unc. Myxococcales 10.5%
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4.10. abra: Aerob, kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusito tenyészet (AER2) mikrobakozdsségének
Osszetétele Illumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenalas eredményei alapjan. Az ,,Egyéb”

kategoriaba a 0,5% alatti abundanciaval rendelkez6 taxonok keriiltek.
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Nemzetség szinten, a dusitoban a masodik leggyakoribb (10,5%) nemzetség a
Pseudomonas volt, melynek szerepét a szénhidrogének lebontasaban mar jol ismerjiik. Az Alfa-
proteobaktériumok koziil a Sphingobium nemzetséget (2,3%) érdemes kiemelni, mivel tobb olyan
tagjat ismerjiik, amelynek szerepe van a szénhidrogének aerob koriilmények kozotti lebontasdban
(Lloyd-Jones — Lau 1997, Pinyakong et al. 2003, Liang — Lloyd-Jones 2010, Révész et al. 2018).
A leolvasott 16S rDNS szekvenciak 5,5%-at tette ki a Rhodococcus nemzetség
(Aktinobaktériumok osztalya), melynek alkan-lebontasban is résztvevé tagjait jol ismerjik. A
nemzetségnek szinte minden tagja rendelkezik alkB génekkel, az igynevezett “erythropolis” klad
tagjai pedig aerob kornyezetben igen hatékony alkan-lebont6 baktériumok (Tancsics et al. 2015).
A klad tagjai a szénhidrogénekkel szennyezett talajok generalista fajainak tekinthetk, mivel a
talajféleség ¢és a szénhidrogénszennyezés tipusatol fiiggetleniil megtalalhatdéak szinte minden
karhelyen (Hamamura et al. 2006, 2013). Néhany koziilikk tobb, mint harom alkB géntipussal
rendelkezik (Whyte et al. 2002), tovabba képesek lehetnek feliiletaktiv anyagok termelésére is
(Lang — Philp 1998).

Erdekes modon, az aerob dusitokban viszonylag nagy abundanciaval (4,5%) voltak jelen a
Candidatus Saccharibacteria torzshoz tartozo 16S rDNS szekvencidk. Egészen a kozelmultig
ennek a baktériumcsoportnak nem ismertiik tenyésztésbe vont képviseldjét, csupan a 16S rDNS
szekvenciaja alapjan lehetett azonositani (He et al. 2015). Korabban egy bizonyos csoportjukat (3.
szubdivizid) nagy szamban mutattak ki szénhidrogénekkel szennyezett talajban (Winsley et al.
2014), tovabba stabil izotdpos kisérletekkel bizonyitottak szerepiiket a toluol és a benzol aerob
koriilmények kozotti bontasaban (Luo et al. 2009, Xie et al. 2011). Emlitésre mélto még a
Flavobacteriia osztalyba tartozd Chryseobacterium (2,3%) és Flavobacterium (1,3%) nemzetség
jelenléte az aerob dusitoban. Mindkettdben talalhatunk olyan fajokat, melyeket szénhidrogénekkel
szennyezett kornyezetbdl izolaltak (Szoboszlay et al. 2008, Chaudhary — Kim 2018).

A mikroaerob dusité tenyészet (MIK1) baktériumkozossége (174 767 db 16S rDNS
szekvencia) nem volt annyira diverz, mint az aerob dusito tenyészeteké, 98,8%-ban a Gamma-
proteobaktériumok uraltak (4.11. abra). Nemzetség szinten az Acinetobacter-hez kothetd 16S
rDNS szekvenciakat tudtuk legnagyobb szamban (66,3%) kimutatni a dusitobol. A nemzetség
tagjai kozott talalhatdak olyan fajok, amelyek aerob koriilmények kozott képesek az alkanok és az
aromas vegyliletek lebontasara (Lal — Khanna 1996, Di Cello et al. 1997, Margesin et al. 2003,
Czarny et al. 2019), némelyikiik pedig a nem elagazo, hosszli szénlancu alkanok lebontasahoz
adaptalodott (Tani et al. 2001, Rojo 2009). Az Acinetobacter nemzetséghez tartoz6 fajok igen
gyakoriak lehetnek a felszin alatti kdolaj rezervoarokban, mely jelenségrol azt feltételezik, hogy a
kitermelés soran bejuttatott vizzel keriilhetnek ezekbe a kozegekbe (Orphan et al. 2000, Zhao et

al. 2012). A felszinhez kozel fekvé kdolaj tartalmu rétegekbe a csapadékviz leszivargasaval
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keriilhet némi oxigén is (Jones et al. 2007), ahogyan a mélyen fekvo rezervoarokba is, csak ebben
az esetben a kitermelés kozben befecskendezett vizzel. Feltételezik tehat, hogy az anaerob
folyamatok mellett aerob folyamatok is szerepet jatszanak ezeken az olaj lel6helyeken (da Cruz et
al. 2011). Lehetséges, hogy egyes Acinetobacter nemzetségbe tartozo fajok azért fordulhatnak eld
nagy szamban a felszin alatt fekvo kdolaj rezervoarokban, mert képesek voltak adaptalédni az

oxigénhianyos kornyezethez.

Mikroaerob dusité tenyészet (MIK1)
Osztaly Nemzetség

Azonositatlan

Egyéb Eavéb 3.4%cidovorax
I.J%\ fg% \ 119 Simplicispira
. I \ 1.5%
Psendomonas
11% Variovorax
1.9%

Acinetobacter

y-proteobacteria
66.3%

4.11. abra: Mikroaerob, kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusito tenyészet (MIK1)
mikrobakdzosségének Osszetétele [llumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenalds eredményei

alapjan. Az ,,Egyéb” kategoriaba a 0,5% alatti abundanciaval rendelkezd taxonok keriiltek.

A Gamma-proteobaktériumokhoz tartozo Pseudomonas nemzetséget is igen nagy szamban
(11%) lehetett kimutatni a mikroaerob duasitokbol. Ismert olyan Pseudomonas torzs (P.
extremaustralis 14-3), amely hatékonyan alkalmazkodott az alkdnok mikroaerob koriilmények
kozotti lebontasahoz (Tribelli et al. 2018). A Betaproteobacteriales rendet az Acidovorax (11%), a
Variovorax (1,9%) és a Simplicispira (1,5%) nemzetség képviselte a dusitokban. Az Acidovorax
¢és a Variovorax nemzetségnek ismertek olyan tagjai, melyek képesek az aromas szénhidrogének
lebontasara (Sydow et al. 2016, Posman et al. 2017, Singleton et al. 2018). Benedek és munkatarsai
(2018) dusitasi kisérletében egy Acidovorax nemzetséghez tartozo baktérium jelentdsen fel tudott
szaporodni BTEX-vegyiiletekkel kiegészitett, mikroaerob dusitokban. Habar a Simplicispira
nemzetség jelenlétét kimutattdk mar szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kézegekben
(Benedek et al. 2016) és benzol-lebonto, nitrat redukald duasito tenyészetekben (Keller et al. 2018),

szerepiik a szénhidrogének lebontdsdban ez idaig ismeretlen.
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4.2.2. A koolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusito tenyészetekbol kimutatott alkB gének

diverzitasa és filogenetikai elhelyezkedése

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk az alkB gének diverzitasat az acrob és mikroaerob
dusito tenyészetekben, Giebler €s munkatarsai (2014) altal leirt modon T-RFLP analizist
végeztiink, majd a kapott eredményekbdl a Bray-Curtis hasonldsadgi indexet alkalmazva
dendrogramot készitettiink. Hasonloan a 16S rDNS alapu elemzéshez, a harom parhuzamos
mikroaerob dusitdé nagyobb hasonlosagot mutatott egymassal, mint a harom parhuzamos aerob

dusito (4.12. abra).
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4.12. abra: Parhuzamos, kéolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusito tenyészetek alkB gén alapt T-
RFLP elektroferogramjainak klaszter analizise. A szamitéas soran a Bray-Curtis hasonlosagi indexet
alkalmaztunk. (MIK1-3: parhuzamos mikroaerob dusito tenyészetek; AER1-3: parhuzamos aerob dusitd

tenyészetek)

A harom-harom parhuzamos dusitoban azonositott alkB T-RF-ek abundanciait a 4.12.
abran latjuk. A mikroaerob dusitokban az 523 bazispar hossziusagu T-RF volt a leggyakoribb, mig
az aerob dusitokban azt figyelhettiilk meg, hogy az AER2 és AER3 jelzésti mintdban igen dominédns
89 bazispar hosszusagi T-RF a harmadik — AER1 jelzésli — mintabol teljes egészében hianyzik.
Annak érdekében, hogy a kimutatott fragmenteket konkrét szekvencidkhoz tudjuk kotni, az AER2
és MIK1 dusitokbol alkB gén klonkonyvtarakat hoztunk 1étre.
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Az aerob disitoban (AER2) az alkB génszekvenciaknak hat csoportjat (OPU) tudtuk
elkiiloniteni (4.14. abra). A klonok 63%-at kitevd és ezzel a legnagyobb klaszter (AER-OPU 1)
igen kis hasonldsagot mutatott az idaig ismert alkB genotipusokkal, igy nem sikeriilt azt ismert,
Kitenyésztett baktériumfajhoz kotni. Legkdzelebbi hasonlosagot (76-80%) az Agitococcus lubricus
DSM 58227 torzs alkB génjével mutatott, valamint kdolajjal szennyezett, tengeri kornyezetbol
szarmaz6 szekvenciakkal (Powell et al. 2010; Wang et al. 2014). Ezt a klont a 89 bazispar
hosszisagi, dominansan kimutatott T-RF-hez lehetett kotni. A tobbi klasztert alkoté alkB
génszekvencidk nagy része (AER-OPU 2,34 és 6 jelolésii) a Pseudomonas (P. putida és P.
chlororaphis subsp. aureofaciens) és Rhodococcus nemzetségekhez voltak kothetéek. Kivételt

képez az AER-OPU 5 csoportja, mely szekvencidk kozeli rokonsdgot mutattak az AER-OPU 1-es

csoportba tartozokkal.
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4.13. abra: A koolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusitd tenyészetekbdl kimutatott alkB gén T-RF-ek

relativ abundancidja az 6todik heti, végponti dusitd tenyészetek mikrobakozdsségeiben.

A mikroaerob dusito (MIK1) alkB génszekvenciait 6t csoportba lehet osztani (4.14.
abra). A legnagyobb (71%) csoportot az 523 bazispar hosszusagt T-RF-ek alkottak, melyek nagy
hasonlosagot (98,4%) mutattak Pseudomonas veronii torzsek alkB szekvenciaival. A P. veronii
legkozelebbi rokona, a P. extremaustralis képes az alifas szénhidrogének mikroaerob
koriilmények kozotti lebontasara (Tribelli et al. 2018). Van informacionk arrol is, hogy egyes P.
veronii torzsek képesek a BTEX-vegyiiletek és alkil-metil-ketonok lebontasara, azonban az

alkanok lebontasaban betoltott szerepiikrol ez idaig keveset tudunk (Morales et al. 2016, Onaca et

64



al. 2007). Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a P. extremaustralis rokon baktériumoknak

is szerepe lehet az alkanok mikroaerob koriilmények kozotti lebontasaban.

Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 alkB gene (LC107457)
Rhodococcus baikonurensis alkB gene strain: NBRC 100611 (LC107456)
AER-OPU-3 (5 db klonszekvencia, 283 bp T-RF)
Rhodococcus erythropolis strain MK 1 alkB2 gene (KJ465094)
— MIK-OPU-5 (1 db klénszekvencia, 283 bp T-RF)
Pveudomonas synxantha strain LBUM223 alkB (CP0O11117)
<f_] MIK-OPU-1 (34 db klonszekvencia, 517 bp T-RF)
— Pseudomonas veronii strain R02 alkB (P018420)
ﬁ Rhodococcus sp. MS103a (alkB3 gene (JN616294)

Rhodococcus erythropolis strain Mk1 alkB4 gene (KJ465096)
AER-OPU-4 (2 db klénszekvencia, 364 bp T-RF)

Rhodococcus sp. Q15 alkB3 gene (AF388179)
[ AER-OPU-6 (1 db klénszekvencia, 238 bp T-RF)
83 Rhodococcus erythropolis alkB3 gene strain NRRL B-16531 (AJ301876)

MIK-OPU-2 (5 db klonszekvencia, 376 bp T-RF)
Acinetobacter calcoaceticus alkB gene isolate WDL-Y 1 (HG530365)
Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain S17-4 alkB (EU853368)

’—{Uncultured bacterium clone xj8-21 alkB (KJ653791)
< AER-OPU-1 (30 db klonszekvencia, 89 bp T-RF)

Lﬁ—{ AER-OPU-5 (2 db klénszekvencia, 541 bp T-RF)
Uncultured bacterium clone alkB32 alkB (KF146376)
Uncultured prokaryote clone H5 alkB (GQ261096)

MIK-OPU-4 (3 db klonszekvencia, 238 bp T-RF)
Pseudomonas putida strain AIRHAS alkB (KT229486)
Pseudomonas sp. 7/156 alkB gene (AY034587)
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens alkB (AJ250560)
<] AER-OPU-2 (8 db klénszekvencia, 541 bp T-RF)
MIK-OPU-3 (5 db klonszekvencia, 541 bp T-RF)
Pseudomonas putida TOL plasmid xylene monooxygenase

—
0.20

4.14. abra: A kéolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett acrob (AER2, piros szinnel) és a mikroaerob (MIK1,
kék szinnel) dusito tenyészetekben kimutatott alkB gén szekvencidk filogenetikai elhelyezkedését
bemutato ,,maximum-likelihood” algoritmus alkalmazasaval késziilt fa. A tavolsagértékek pontossaganak

vizsgalata 1000 ismétlésen alapuld bootstrap analizissel tortént.

Annak ellenére, hogy a 16S rDNS szekvenciak alapjan a mikroaerob dusitoban (MIK1) az
Acinetobacter nemzetséghez kothetd baktériumok voltak dominansak, az ugyanide kotheto alkB
szekvencidk a klénoknak minddssze 10%-at tették ki (MIK-OPU 2). Ezek, a 376 bazispar
hosszusagu T-RF-ek legkozelebbi hasonlosagot (97,8%) az A. calcoaceticus CAl16-os torzs alkB
génszekvencidjaval mutattak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a kutatas soran hasznalt PCR
primerek nem amplifikaljak az Acinetobacter fajok altal kodolt alkB gének minden tipusat
(Jurelevicius et al. 2013). Tovabba, szamos alkan-lebontd Acinetobacter torzs alkM tipusu alkan
hidroxilazokat kodol és nem alkB tipusuakat. A MIK-OPU 3-as és 4-es csoportba tartozo
klonszekvenciak a Pseudomonas nemzetséghez kothetéek (10% és 6%-a a szekvenciaknak, 548

és 238 bazispar hossztisagti T-RF-ek). A MIK-OPU3 és az AER-OPU 2 csoportok szekvenciai
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teljes egészében azonosak voltak, tehat megtalalhatdak voltak a mikroaerob és az aerob dusitokban
egyarant. Minddssze egyetlen szekvenciat szamlal a MIK-OPU 5-6s klaszter, amely a
Rhodococcus nemzetséghez kothetd alkB génnel, valamint az AER-OPU 3 csoporttal mutatta a

legnagyobb hasonlosagot.

4.2.3. Az ismeretlen alkB genotipus (AER-OPU-1) filogenetikai azonositisa metagenom

asszocidalt genom analizis segitségével

A Klonkonyvtar segitségével feltart alkB genotipusok koéziil az AER-OPU 1 és AER-OPU
5 jelolést klasztereket nem sikeriilt baktériumokhoz kotni. Mivel az AER-OPU 1-be tartozo6 akiB
gén szekvenciakat tudtuk a legnagyobb szamban kimutatni az aerob dusit6 tenyészetben (AER2),
fontosnak tartottuk a minta tovabbi vizsgalatat. Ehhez az tigynevezett metagenom adatok alapjan
torténé genom Osszeszerelést (,,genome-resolved metagenomics”) valasztottuk, melynek soran az
aerob dusitd tenyészetek metagenomjabol sikeresen felépitettik a szamunkra ismeretlen alkB
genotipust hordozé baktérium genomjat. A szekvenalds és a tetranukleotid eloszlason alapulo
genom-¢épités (4.15./A é&bra) eredményeként a genomnak csaknem a teljes (>99%) Gsszeszerelése
sikeriilt, ami alapjan egy ezidaig ismeretlen Gamma-proteobaktériumokhoz tartoz6 baktérium
genomjat kaptuk meg (AER2_Gammaproteobacteria_44 116), azonban a 16S rRNS génszakaszt
nem sikeriilt hozzarendelniink a genomhoz.

Az S3 riboszomalis fehérje génje alapjan kideriilt, hogy ez a harmadik leggyakoribb
baktérium az AER2-es aerob dusitd tenyészetben (4.15./B éabra). A baktérium filogenetikai
helyzetét 16S rRNS gén hianyaban a riboszomalis fehérjék alapjan allapitottuk meg, mely szerint
az Agitococcus lubricus (Franzmann — Skerman 1981) all hozza legk6zelebbi rokonsagban. A
baktériumot az NCBI (National Center for Biotechnology Information — Nemzeti Biotechnologiai
Informécios Kozpont) a Firmicutes torzsbe sorolja, azonban a teljes genom alapjan az valdjaban a
Gammaproteobacteria osztdly Moraxellaceae csaladjaba tartozik. Az altalunk azonositott

baktérium filogenetikai elhelyezkedését a 4.14./C 4bran latjuk.
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000
<—Agitococcus lubricus strain DSM 5852
Perlucidibaca piscinae strain DSM 21586 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

99/1 cinetobacter baumannii AB30 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)
Alkanindiges illinoisensis DSM 15370 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)
Enhydrobacter aerosaccus SK60 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)
Psychrobacter cryohalolentis KS (Moraxellaceae, Pseudomonadales)
Moraxella catarrhalis 25240 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

Alcanivorax borkumensis SK2 (Alcanivoracaceae, Oceanospirillales)

4.15. abra: Az AER2 (aerob kéolaj/gazolajos) disitd tenyészetbdl kimutatott, ismeretlen alkB genotipus
baktériumhoz rendelése metagenomikai adatok alapjan: (A) az AER2-es dusito ESOM abraja, piros
szinnel jel6lve azt a ,,bin”-t, amely tartalmazza az 0j alkB gént; (B) az ismeretlen alkB gént tartalmazo
baktérium relativ abundanciaja a kozosségben az S3-as riboszomalis fehérje alapjan (piros oszlop);. (C)
az Uj alkB génnel rendlekez6 Gammaproteobacteria 44 116-jelti baktérium filogenetikai helyzetét
bemutat6 fa, amely 16 db riboszomalis fehérje génjének Osszefiizése és filogenetikai vizsgalata alapjan

készilt.

Az alkB gént tartalmaz6 génklaszter vizsgalata feltarta, hogy az alkB géntdl upstream
helyzetben, ellentétes orientdcioval megtaldlhatdé egy AraC csalddba tartozd transzkripcids
regulatort kodolo gén is (4.16. abra). E gént alkR néven irtak le az Acinetobacter sp. ADP1-es
torzs esetében, és azt talaltdk, hogy jelenléte esszencidlis fontossagu az alkan-lebontas
képességéhez. Ez alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy az AER2 Gammaproteobacteria 44 116-
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jelti baktérium egy jelentés alkan-lebontd baktérium szerepét toltotte be az AER2-es aerob dusitd

tenyészetben.
alkB alkR
ORF1 > ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6

4.16. abra: Az alkB gént tartalmazo klaszter az AER2 Gammaproteobacteria_44 116-jelii baktérium
genomjaban. ORF1: tRNA (citidin(34)-2'-O)-metiltranszferaz, ORF2: alfa/béta hidrolaz, ORF3: alkan-1
monooxigenaz, ORF4: AraC csalddba tartozé transzkripcios regulator, ORF5: dehidrogenaz, ORF6

oxigéntdl fiiggetlen koproporfirinogén III oxidéz.

Uj tudomanyos eredmény a 4.2. fejezet alapjan:

II. tézis: A koolaj/gazolaj keveréket tartalmazo dusitd tenyészetekkel folytatott molekuléris
genetikai vizsgalatok ramutattak arra, hogy a kivalod alifas szénhidrogén-lebontd képességgel
rendelkez6 Rhododoccus nemzetségbe tartozo baktériumok az altalunk vizsgalt dasito
tenyészetekben kizarolag tisztan aerob koriilmények kozott valtak abundans kozosségalkotokka.
Ezzel szemben mikroaerob koriilmények kozott inkabb az Acinetobacter és a Pseudomonas

nemzetségbeli mikroszervezetek valtak domindnssa.

ITI. tézis: Metagenom szekvenalds és metagenom asszocialt genom analizis segitségével sikertilt
a tudomany szamara eddig ismeretlen és kitenyésztetlen, Moraxellaceae csaladba tartozo
baktériumfajt azonositani, amely rendelkezik az alkdnok lebontasédban kulcsszerepet jatsz6 alkan-

1 monooxigenaz génnel.

A 4.2. fejezet eredményeit az alabbi publikacioban adtuk kozre:

Révész, F., Figueroa-Gonzalez, P. A., Probst, A. J., Kriszt, B., Banerjee, S., Szoboszlay, S.,
Maréti, G., Tancsics, A. (2019): Microaerobic conditions caused the overwhelming dominance of
Acinetobacter spp. and the marginalization of Rhodococcus spp. in diesel fuel/crude oil mixture-
amended enrichment cultures. Archives of Microbiology 202: 329-342.
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4.3. Uj, aromas szénhidrogének lebontasara képes baktériumfaj (Sphingobium aquiterrae

sp. nov.) leirasa

Altalanossagban elmondhatd, hogy kutatdsaink folyaman mindig igyeksziink a
kdolajszarmazékokkal szennyezett teriiletekrdl érkez6 mintdkbol ,,megfogni®, azaz
laborkoriilmények  kozott  tenyésztésbe vonni  a  potencidlisan  szénhidrogén-lebontd
baktériumtorzseket. Ez lehetdvé teszi metabolikus képességeik alaposabb megismerését, valamint
egyes torzsek bioremediacidés célokra torténd felhasznalasat. Az altalunk Ujonnan leirt
baktériumtorzset (SKLS-A10") elékisérleteink soran, egy kéolajszarmazékokkal szennyezett,
délnyugat magyarorszagi karhelyrdl (Siklos) sikeriilt izoldlnunk. A f6 szennyezdforrasok a
teriileten a benzol, a xilolok, az etil-benzol és egyéb alkilbenzol vegyiiletek. Eldzetes, 16S rDNS
szekvencia alapt vizsgalataink alapjan e torzs a Sphingobium nemzetség egy 01j fajaként volt
azonosithatd. A tovabbiakban e torzs Uj fajként torténd leirdsdhoz sziikséges polifazikus

vizsgalatsor eredményeit részletezem.

4.3.1. A Sphingobium nemzetség jellemzése

A Sphingobium nemzetség az Alfa-proteobaktériumok osztalyaba, azon beliil pedig a
Sphingomonadaceae csaladba tartozik. A molekularis biologia fejlédésének koszonhetéen a rokon
fajok kore az elmult évtizedekben szdmos névvaltoztatason €s atcsoportositason ment keresztiil.
Az utols6 moddositds soran filogenetikai és kemotaxondmiai vizsgélatokra alapozva a
Sphingomonas nemzetséget a kovetkezé négy, kiilonallo nemzetségre osztottak: Sphingomonas,
Sphingobium, Novosphingobium, Sphingopyxis (Takeuchi et al. 2001; Yabuuchi et al. 2002). A
Sphingobium nemzetségnek minden tagja aerob, Gram-negativ, palcika alaku, kemoorganotrof
baktérium. Jellemz6 kemotaxondmiai vonasuk, hogy kiilsé sejtmembranjuk lipopoliszacharid
helyett glikoszfingolipidet tartalmaz, melynek szerepe a sejtmembran védelmében van. Sokféle
kornyezetben megtaldlhatoak, talajokban, 6ceanokban, tengeri iiledékekben, sarkvidéki talajokban
€s novényi szovetekben is (Kertesz — Kawasaki 2010). A dolgozat megirasakor a nemzetség az
altalunk leirt fajjal egyiitt 42 hivatalosan kozolt fajt tartalmazott. Szamos koziilik képes a
szénhidrogének, példaul naftalin (Liang — Lloyd-Jones 2010), bifenil, meta-xilol, benzoat (Lloyd-
Jones — Lau 1997), fenantrén (Pinyakong et al. 2003), néhany herbicid és peszticid (Onneby et al.
2014; Sipilé et al. 2010; Cai et al. 2015) lebontasara.
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4.3.2. Fenotipusos és kemotaxonomiai vizsgadlatok

Az Altalunk izolalt SKLS-A10T térzs Gram-negativ, szigorian aerob baktérium. Palcika
alaku sejtjei 0,4 um szélesek és 0,7-1,1 pm hosszusaguak, egyetlen polaris flagellumukkal képesek
a mozgasra (4.17. abra). 3-4 napos, 25 °C fokon torténd inkubaciot kdvetden R2A taplemezen

halvanysarga, kor alaku, sima szElu telepeket képez.

4.17. abra: Transzmisszios elektronmikroszkoppal késziilt képek az ijonnan izolalt, SKLS-A10" jelii
torzsrol, melyeken megfigyelhetoek az altalanos morfologiai tulajdonséagai és a polaris flagellum. A
képek 24 oras inkubaciot (28 °C fokon, R2A taplemezen) kovetden késziiltek (a képeket az ELTE

Novényszervezettani Tanszékén Dr. Boka Karoly készitette).
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Az SKLS-A10" t6rzs hdmérséklet és pH tiirése igen tag hatarok kozott mozog, folyékony
R2A tapoldatban 4 ¢s 40 °C fok kozott, illetve 5 és 11 kozotti pH tartoményon volt képes a
novekedésre. 1% (w/v), vagy afeletti NaCl koncentracié mellett nem novekedett. A leggyorsabb
szaporodast 30 °C fokon, 7-es pH-n és a tapoldathoz adott NaCl hianyaban tapasztaltunk.

Az oxidaz proban negativ, a katalaz préban pozitiv reakciot mutatott. A tovabbi vizsgalatok
soran az SKLS-A10" torzs metabolikus tulajdonsigait a hozza legkdzelebbi rokon fajok
tipustorzseivel hasonlitottuk Ossze. A legnagyobb 16S rDNS szekvencia hasonldsagot a
Sphingobium phenoxybenzoativorans KCTC 424487 (Cai et al. 2015), a Sphingobium abikonense
DSM 232687 és a Sphingobium lactosutens DSM 23389 (Kumari et al. 2009) torzsekkel mutatta.
Az SKLS-A10" térzs az API ZYM teszten nagyfokli enzimatikus aktivitdst mutatott, ezzel
szemben a 21-féle biokémiai szubsztrat lebontasi képességét vizsgalo API 20NE teszten
mindossze a D-gliikdz hasznositasat tudtuk megfigyelni. A szénhidratok lebontasat vizsgalé API
50CH teszten az SKLS-A10" térzs csak a S. phenoxybenzoativorans KCTC 424487 tipustorzsnél
mutatott szélesebb korti bontasi képességet. Ezeknek a fenotipusos és biokémiai jellemzdket

vizsgald teszteknek az eredményeit a 4.2. tdblazatban latjuk Gsszesitve.

4.2. tablazat: Az (1) SKLS-A10" torzs és a legkozelebbi rokon tipustorzsek, (2) Sphingobium
phenoxybenzoativorans KCTC 424487, (3) Sphingobium abikonense DSM 232687 és (4)
Sphingobium lactosutens DSM  23389T fenotipusos és biokémiai tulajdonsagainak

Osszehasonlitasa. (+: pozitiv; -: negativ; gy: gyenge pozitiv)

Fenotipusos tulajdonsagok 1 2 3 4
Telep szine Halvény sarga Sarga Sarga Sarga
Hoémérséklet tolerancia (°C) 4-40 15-40 20-37 20-37
pH tolerancia 5-11 6-9 6-10 6-10
NaCl tolerancia (w/v) 0% 0,5% 5% 5%
Enzimaktivitas (APl ZYM):

Eszteraz (C4) + + -

Eszteraz lipaz (C8) + + -

Cisztin-arilamidaz + - -

a-kimotripszin + - - -

B-galaktozidaz - - +
B-glitkuronidaz - - -

+ + +

a-gliikozidaz - + -
B-gliikozidaz + + - -
Biokémiai szubsztratok hasznositasa
(API 20NE):
Eszkulin-vas-citrat - + +
L-arabindz - - +
D-maltoz - - + +
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Kalium-gliikonat - -
Almasav - +
Trinatrium-citrat - -
Fenilecetsav - + - -
Szénhidrat hasznositas (APl 50CH):
L-arabindz + -
D-xiloz + -
L-ramnéz + -
Amigdalin ay -
Cellobidz - +
Maltdz - -
Trehaloz - +
Keményitd - -
Fukoz - -

+ + + 4+ + + 4+ + + + + +
+ + + +

+ + + + +

Mivel az SKLS-A107 jelii torzset BTEX-vegyiiletekkel szennyezett talajvizbol izolaltuk,
megvizsgaltuk, hogy mely monoaromas vegyiiletek lebontasara képes. A vizsgalat sordn a BTEX
komponenseket kiilon-kiilon, egyedileg alkalmaztuk egyediili szénforrasként. Azt talaltuk, hogy

hatékonyan képes lebontani a toluolt, a meta- és para-xilolt (8.3. szamt melléklet).

4.3.3. Az SKLS-A10" torzs kemotaxondmiai jellemzése

Hasonléan a Sphingobium nemzetség tobbi tagjahoz, az SKLS-A10" torzs sejtmembranja
a kovetkez6 6 zsirsavakat tartalmazza: Cig:1w7¢C, C1a:0 2-OH, Ci6:1007¢/is0 Cis:0 2-OH, Ci7:1w6¢
és C16:0 (4.3. tablazat). Osszehasonlitva a legkdzelebbi rokon fajok tipustdrzseivel, kiilonbségek a
zsirsavak mennyiségében adodtak. Az SKLS-A10"T térzs a tobbi torzshdz képest tobbet

tartalmazott a C14:0 2-OH zsirsavbol, mig a Cig1w7c¢ zsirsavbol kevesebbet.
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4.3. tablazat: Az (1) SKLS-A10" torzs és a legkozelebbi rokon tipustorzsek, (2) Sphingobium
phenoxybenzoativorans KCTC 424487, (3) Sphingobium abikonense DSM 23268" és (4)
Sphingobium lactosutens DSM 233897 zsirsavprofiljanak dsszehasonlitasa. (Az adatok szazalékos

megoszlast fejeznek ki. -, Nem detektalt.)

Zsirsav 1 2 3 4
Telitett zsirsavak
Cis0 6,3 7.3 6,8 8,5

Telitettlen zsirsavak

Ci6:1 w5C 15 15 2,0 15

C17;1CU6C 6,6 3,1 2,7 5,7

Cis1w’cC 55,7 66,0 65,8 60,4

Cig1w5C 0,8 14 1,4 1,7
Hidroxi zsirsavak

Ci4:0 2-OH 12,8 9,7 6,5 8,5

Cis:0 2-OH 15 - 0,3 0,9
Methyl

Cis1w7c 11-methyl 1,9 1,8 2,7 2,3
Nem elvalo zsirsavak™

3 9,0 8,9 10,4 8,0

*A nem elvald zsirsavak olyan zsirsav egyiittesek, amelyek olyan két vagy harom zsirsavat tartalmaznak,
amelyek a gazkromatografias mérés soran nem kiilonithetdek el egymastol a kromatogramon. A “37-as jeld

csoport Osszetétele: Cis.1m7c és/vagy is0-Ciso 2-OH.

A sejtmembranban el6forduld f6 polaris lipidek a szfingoglikolipid és a difoszfatidil-

glicerin voltak (4.18. abra).

L
GL
DPG
PL
: PME
SGL . E
PL L\ PG
PC
E PL

4.18. abra: Az SKLS-A10" sejtmembranjaban eléforduld £8 polaris lipidek: SGL, szfingoglikolipid;
DPG, difoszfatidil-glicerin; PG, foszfatidil-glicerin; GL, glikolipid, L, lipid; PL, foszfolipid;PC,
foszfatidilkolin; PE, foszfatidil-etanol-amin; PGL, foszfoglikolipid; PME, foszfatidil-monometil-etanol-

amin.
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Az SKLS-A10" torzs DNS-ének guanin és citozin tartalma 65,9 mol% volt. A poliamin
mintdzatot megvizsgalva az talaltuk, hogy a f6 vegyiilet a spermidin, illetve tartalmazott nyomnyi
mennyiségli spermint, ami a nemzetség tagjainak jellemzd vonasa (Takeuchi et al. 2001; Busse et
al. 1999). Osszességében a kemotaxondmiai eredmények megegyeztek a Sphingobium nemzetség

tobbi tagjanak értékeivel (Takeuchi et al. 2001).

4.3.4. Az SKLS-A10T tirzs filogenetikai elhelyezkedése

Az SKLS-A10" torzs 1409 bazispar hosszisagban feltart 16S rTRNS gén szekvenciaja
alapjan legnagyobb hasonldosagot a S. abikonense (97,29%), ezt kovetden a S. lactosutens
(97,23%) ¢és a S. phenoxybenzoativorans (97,16%) fajok tipustorzseivel mutatta. A Sphingobium
nemzetségbe tartozo Osszes tobbi baktériummal 97% alatti volt a hasonlésdg. A ,,maximum-
likelihood” modszerrel késziilt filogenetikai fan az altalunk izolalt térzs jol elkiiloniil a nemzetség
tobbi fajatol (4.19. abra). Proteobaktériumok esetében, ha a leirandd faj a legkozelebbi rokon
fajokkal 98,7%, vagy afeletti hasonlosagot mutat, DNS-DNS hibridizaciora van sziikség (Meier-
Kolthoff et al. 2013b). Az SKLS-A10" esetében ez 97,2% koriil adodott, igy a vizsgalattol
eltekintettiink.
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Sphingobium boeckii 469" (JN591315)
Sphingobium suberifaciens IFO 15211 (D13737)
Sphingobium subterraneum S-1-13" (F1796422)
Sphingobium sufflavum HL-25" (JQ060960)
Sphingobium phenoxybenzoativorans SC_3" (KP257600)
Sphingobium aquiterrae SKLS-A10" (MF980915)
Sphingobium aromaticiconvertens RW16" (AM181012)
Sphingobium endophyticum GZGR-4" (KF551123)
Sphingobium abikonense IAM 12404' (AB0214186)
89— Sphingobium lactosutens DS20" (EU675848)
Sphingobium olei IMMIB HF-1" (AM489507)
Sphingobium naphthae K-3-68" (KX672813)
Sphingobium rhizovicinum CC-FH12-17 (EF465534)
99~ Sphingobium cupriresistens CU4" (JQ046313)
Sphingobium czechense LLO1" (JN646865)
Sphingobium hydrophobicum C17 (KR712272)
Sphingobium xenophagum BN6' (X94098)
_.| Sphingobium barthaii KK22" (HQ830159)
100! sphingobium fuliginis TKP' (DQ092757)
_3_;{: Sphingobium jiangsuense BA-3' (HM748834)
Sphingobium giguonii X23" (EU005328)
_[Sphingobium vulgare HU1-GD12" (FJ177535)
97" Sphingobium xanthum NLQ" (KF437579)
Sphingobium cloacae S-3' (AB040739)
el

0.02

— Sphingobium ummariense RL-3" (EF207155)
Sphingobium baden LLO3" (JN6985620)
;{} Sphingobium faniae 12-2" (FJ373058)
Sphingobium wenxiniae J2-1" (FI688047)

Sphingobium amiense YT' (AB047364)
Sphingobium fontiphilum Chen16-4" (HQ867767)

Sphingobium paulineliae Pch-B' (KY864399)
o7] SPhingobium agicola Pch-E' (KY864398)

Sphingobium limneticum 301" (IN591313)

. [ Sphingobium scionense WP01' (EU009209)
Sphingobium yanoikuyae GIFU 9882" (D13728)
Sphingobium chiorophenolicum IFO 16172 (X87161)
Sphingobium chungbukense DJ77" (AF158257)
Sphingobium lucknowense F2" (EF534725)
Sphingobium japonicum UT26" (AF039168)
Sphingobium indicum BOA” (AY519129)
Sphingobium chinhatense 1P26" (EF180507)
Sphingobium francense Sp +T (AY519130)
Sphingobium herbicidovorans MH' (AB022428)
Sphingobium vermicomposti VC-230" (AM988824)
. [ Sphingabium mellinum W14" (KF437546)

72— Sphingobium quisquitiarum P25" (EU781657)

Brevundimonas diminuta ATCC 11568 (X87274)

4.19. abra: Az SKLS-A10" torzs filogenetikai elhelyezkedését mutatod, ,,maximum-likelihood”
modszerrel késziilt fa. Az adatok a nemzetségbe tartozo fajok tipustorzseinek 16S rDNS szekvenciain
alapulnak.
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Matrix altal segitett, 1ézerdeszorpcios ionizacio repiilési idon alapuld analizétorral,
tomegspektrometrias technologiat alkalmazva (MALDI-TOF MS) To6th és munkatarsai (2008)
altal leirt médon fehérje analizist végeztiink. Az eredményiil kapott dendrogramon jol latszik, hogy
Az SKLS-A10" torzs és a vele legkozelebbi rokon tipustorzsek jol elkiiloniilnek egymastol (4.20.

abra).

MSP Dendrogram

Sphingobium subterraneum NBRC 109815

Sphingobium phenoxybenzoativorans KCTC 42448

SKLS-A10'

{ Sphingobium abikonense DSM 23268’

- Sphingobium lactosutens DSM 23389

1000 800 600 400 200 0

Tavolsag mértéke

4.20. abra: Az SKLS-A10" és a vele legkdzelebbi rokon tipustorzsek f6 spektrumprofilokon (main
spectra profile, MSP) alapul6 dendrogramja. Az izolatumok kozotti relativ tdvolsag jeldlése az abran: a 0

jelenti a teljes hasonlosagot, az 1000 a teljes eltérést.
A filogenetikai és kemotaxondmiai vizsgalatok eredményeibdl jol latszik, hogy az SKLS-A10"

jeli torzs a Sphingobium nemzetségen beliill egy ) fajt képvisel, melynek a Sphingobium
aquiterrae nevet adtuk.
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Uj tudomanyos eredmény a 4.3. fejezet alapjan:

IV. tézis: Sikeriilt egy, a tudomany szamara 1j, Sphingobium nemzetséghez tartozo
baktériumtorzset izolalnunk, melynek leirasdhoz sziikséges vizsgalatokat a nemzetkdzi
kovetelményeknek megfelelden elvégeztiik. Gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria
(GC-MS) segitségével igazoltuk, hogy aerob koriilmények kozott a torzs képes a toluol, a meta-

¢és para-xilol teljes lebontasara. Az 0ij fajnak a Sphingobium aquiterrae nevet adtuk.

A 4.3. fejezet eredményeit az alabbi publikaciéban adtuk kozre:

Révész, F., Toth, E.IM., Kriszt, B., Boka, K., Benedek, T., Sarkany, O., Nagy, Zs., Tancsics, A.
(2018): Sphingobium aquiterrae sp. nov., a toluene-, meta- and para-xylene degrading bacterium
isolated from BTEX-contaminated groundwater. Int J Syst Evol Microbiol, 68:2807-2812.
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5. Kovetkeztetések

A szénhidrogének lebontasa megfelelé mennyiségii (7-8 mg/L) oldott oxigén jelenlétében
megy végbe leggyorsabban és igy a legteljesebb. Azonban a szennyezett felszin alatti kozegekben
a mikrobidlis aktivitds megnovekedése miatt gyakran alakul ki mikroaerob (< 0,5 mg/L oldott
oxigén koncentracid) vagy akar anaerob kornyezet. Az ugynevezett ,,csdvaperem” elmélet (eredeti
nyelven ,,plume fringe concept”, Meckenstock et al. 2015) szerint jelentés mértékii lebontas csak
a szennyezési csdva széleit 6vezo rétegben figyelheté meg. A talajviz mozgdsa csupan ezen a par
centiméteren biztositja a mikrobak anyagcseréjéhez sziikséges elektronakceptorokat (oxigén,
nitrat, szulfat). A csova belsejében ezzel szemben jellemzden erdsen redukalt zonak alakulnak ki,
ahol vasredukal6 és metanogén mikroszervezetek talaljak meg életfeltételeiket, azonban ezek a
mikrobdk a szénhidrogének lebontasaban igen kis szerepet jatszanak. Emberi 1éptékkel mérve,
oldott oxigén hianyaban a lebontas rendkiviil lasst folyamat. Ma mar ismert, hogy a benzol aerob
lebontasa akar nyomnyi mennyiségii oxigén jelenlétében is végbemegy (Yerushalmi et al. 2002;
Aburto et al. 2009), illetve hogy egyes, a lebontasban kulcsszerepet jatszo enzimek génjei
mikroaerob koriilmények kozott is atirodnak (Tancsics et al. 2012). Tancsics és munkatarsai
(2010) kimutattak, hogy az 1.2.C alcsaladba tartozo katekol 2,3-dioxigenaz (C230) enzimek nagy
diverzitassal vannak jelen a szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegekben. 2013-ban
pedig egy olyan 1.2.C alcsaladra specifikus, tobbszorosen degeneralt primerpart terveztek
(Tancsics et al. 2013), melynek segitségével tovabbi genotipusok kimutatasa valt lehetové.

Szamos kutatds bizonyitotta, hogy a szénhidrogénekkel szennyezett kozegek
mikrobakdzosségét jellemzéen a Betaproteobacteriales rend tagjai, azon belil is a
Comamonadaceae és Rhodocyclaceae csalad nemzetségei uraljak (Alfreider et al. 2002; Fahy et
al. 2006; Alfreider — Vogt, 2007; Nestler et al. 2007, Martinez-Lavanchy et al. 2015). A
szénhidrogének lebontasdban résztvevd funkcidgéneket azonban nem sikeriilt egyértelmiien
ismert baktériumfajokhoz kotni, illetve kérdéses volt az is, hogy az 1.2.C tipusu C230 gének
megléte a genomban egyértelmlien bizonyitja-e, hogy az adott torzs képes a mikroaerob
koriilmények kozotti szénhidrogén-lebontasra. Kivancsiak voltunk arra is, hogy faji dsszetétel,
illetve metabolikus képességek terén milyen mértékben térnek el egymastdl az aromas és alifas
szénhidrogének lebontasdban szerepet jatsz6 mikroba kozdsségek aerob €és a mikroaerob
kortilmények kozott.

Dusitasi kisérleteink soran jelentds kiilonbségeket tudtunk felfedezni az aerob és a
mikroaerob dusitok mikrobakozosségének Osszetételében és a  vizsgalt funkcidogének
diverzitasaban. Elsd kisérletiink soran aerob és mikroaerob dusitokat hoztunk létre, melyekhez

egyediili szén- ¢s energiaforrasként benzolt vagy toluolt adtunk, kiinduldsi mintaként egy
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korabban is vizsgalt, szénhidrogénekkel szennyezett teriiletrdl szarmazo biofilm minta szolgalt.
Az aerob, benzollal kiegészitett dusitokat féként a Betaproteobacteriales rendbe tartozo Malikia
nemzetség uralta, melynek két, Malikia spinosa-hoz k&thetd torzsét (99,7% és 99,9%-0s 16S rDNS
szekvencia hasonlosag) izolalni is sikeriilt a mintdkbol. Annak ellenére, hogy a nemzetség tagjai
igen gyakori képviseldi a szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek mikrobakozdsségének, a
szakirodalomban nem taldltunk olyan adatot, amelyben szennyezett teriiletrdl sikeriilt volna
tenyésztésbe is vonni 6ket. Az altalunk izolalt M. spinosa AB6 jeli torzs képes volt a benzol, a
adodott alaposabban megvizsgalni annak metabolikus képességeit, illetve 0Osszevetni
tulajdonsdgait a faj tipustorzsével. A tipustorzshoz képest az AB6-os tdrzs genomja 300
kilobazissal nagyobbnak bizonyult, amely els6sorban az aromas szénhidrogének lebontasaban
szerepet jatszo gének feldusulasanak koszonhetd. Az altalunk izolalt torzs rendelkezik az 1.2.C
tipust C230 génnel is, amely a fenol lebontasaban szerepet jatszo génklaszterben helyezkedik el.
A klasztert mozgékony genetikai elemek hataroljak, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
torzsbe horizontalis géntranszfer utjan kertilhetett. Bar az AB6-o0s torzs rendelkezik az 1.2.C tipusu
C230 génnel, a M. spinosa-t csak az aerob dusitokban tudtuk kimutatni. A t6rzs nem rendelkezik
olyan génnel, amellyel a benzolgytiriit képes lenne mikroaerob koriilmények kozott hidroxilélni,
mely nélkiil az aromds vegyiiletek mikroaerob lebontasa sem kezdédhet meg. A kutatés
alatamasztotta a korabbi feltételezéseket (Tancsics et al. 2010, Benedek et al. 2018), miszerint a
Malikia nemzetségbe tartozd baktériumok a szénhidrogénekkel szennyezett teriileteken részt
vesznek a BTEX-vegyiiletek lebontasaban, azonban kizardlag aerob kornyezetben. Fény deriilt
arra is, hogy az 1.2.C tipust C230 gén megléte nem jelenti feltétleniil azt, hogy az adott baktérium
képes a monoaromas vegyiiletek mikroaerob koriilmények kozotti lebontasdra. Raadasul, a
Malikia spinosa ABG6-os torzs teljes genomjanak elemzése alapjan elmondhatjuk, hogy az 1.2.C
tipust  C230 gének horizontdlis géntranszfer utjan konnyedén terjedhetnek a
Betaproteobacteriales rend tagjai kozott.

Mikroaerob koriilmények kozott a benzollal és a toluollal kiegészitett dusitokat is a
Pseudomonas nemzetséghez kothetd baktériumok uraltak. A benzollal kiegészitett dusitokban a
kozosség nem volt képes a szénforras lebontasara, azonban a toluol fogyasat sikeriilt kimutatni.
Eredményeink alapjan arra kdvetkeztethettiink, hogy a Pseudomonas nemzetségnek egy kore (a
P. veronii/extremaustralis leszarmazasi vonal) sikeresen adaptalodott az oxigénlimitalt
koriilményekhez.

Masodik dusitasi kisérletiinkben ismét aerob és mikroaerob dusité tenyészeteket hoztunk
létre, azonban egyediili szén- és energiaforrasként koolaj/gazolaj keveréket alkalmaztunk.

Megvizsgaltuk, hogy az oxigénlimitaci6 milyen hatdssal van a baktériumkozosségek
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kialakulasara, illetve az alkanok lebontasaban kulcsszerepet jatsz6 alkan-1 monooxigenaz gének
(alkB) diverzitasara.

Az aerob ¢és mikroaerob dusito tenyészetek mikrobakdzosségeinek kutatdsunk soran feltart
kiilonbségei a jovoben hasznos informécidval szolgalhatnak a szénhidrogénekkel szennyezett
kizarolag aerob kornyezetben tudtak jelentésen felszaporodni. Ez a megfigyelés azért is fontos,
mivel diverz metabolikus képességeik miatt a nemzetség tagjait eldszeretettel alkalmazzak
szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek karmentesitésére (Kuyukina — Ivshina 2010, Kis et al.
2017). Ezzel szemben a mikroaerob kornyezet az Acinetobacter és Pseudomonas nemzetségek
képviseldinek kedvezett. A mikroaerob dusito tenyészetekben a dominansan jelenlévé alkB gének
a Pseudomonas nemzetséghez, azon beliil is a P. veronii-hoz kdthetéek. Mivel tudjuk, hogy az
igen kozeli rokon P. extremaustralis az alkdnokat mikroaerob koriilmények kozott bontja,
feltételezhet, hogy a Pseudomonas fajok egy bizonyos csoportja ezekhez az oxigénlimitalt
koriilményekhez adaptalodott, igy fontos szerepiik lehet az alkanok felszin alatti kdzegekben
torténd lebontasaban. Az aerob dusito tenyészetek koziil kettében olyan alkB gén valt dominanssa,
amelyet nem lehetett ismert baktériumfajhoz kotni. Metagenom szekvenalassal €s bioinformatikai
alkalmazasok segitségével sikeriilt egy Moraxellaceae csaladba tartozd, ez iddig kitenyésztetlen
baktériumfaj genomjat felépiteni, igy fény deriilt arra is, hogy az eddig ismeretlen, dominans alkB
gén ehhez a baktériumfajhoz tartozik. A jelen kutatas ravilagitott arra, hogy ismereteink az alkan-
lebonto baktériumokrol még mindig hidnyos.

Kutatdsaink sordan mindig szem el6tt tartjuk, hogy lehetdleg minél tobb olyan baktériumfajt
vonjunk tenyésztésbe, amely képes a szénhidrogének lebontisara. Tenyésztéses eldkisérletiink
soran sikertilt is egy, a tudomany szamara 1j, Sphingobium nemzetséghez tartozo6 baktériumtorzset
izolalnunk, melyr6l igazoltuk, hogy aerob koériilmények kozott a torzs képes a toluol, a meta- és

para-xilol teljes lebontasara. Az 0j fajnak a Sphingobium aquiterrae nevet adtuk.
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6. Osszefoglalas

Az egyszerii aromas szénhidrogének, mint a rakkelt6 benzol, illetve a toluol, az etil-benzol
¢s a xilolok (0sszefoglaloan BTEX-vegyiiletek), valamint az alifas szénhidrogének a leggyakoribb
szennyezOk kozé tartoznak a vildgon és hazankban egyarant. A talajvizbe jutva veszélyeztethetik
ivovizbazisainkat és komoly karokat okozhatnak a helyi Okoszisztémaban. Biodegradaciojuk
aerob moédon megy végbe a leggyorsabban, azonban a mélyen fekvd, szennyezett foldtani
kozegekben az anyagceseréhez sziikséges oldott oxigén mennyisége altalaban limitaltan van jelen.
Ezekben az esetekben a lebontdsban azok a baktériumok jatszhatjdk a kulcsszerepet, amelyek
specidlis enzimrendszeriik révén képesek alkalmazkodni a szénhidrogének hipoxikus
koriilmények kozotti lebontasahoz. Kutatdsunk soran azt vizsgéltuk, hogy az oxigénlimitacid
milyen hatassal van a baktériumkozosségek kialakulasara, valamint a lebontasban szerepet jatszo
funkcidgének diverzitasara. Ehhez két kisérletet végeztiink el, egyikben monoaromas, a masikban
alifas szénhidrogének lebontasat vizsgaltuk aerob és mikroaerob dusitd tenyészetek segitségével.

Elsé kisérletiinkben az aerob és mikroaerob dusitokhoz benzolt vagy toluolt adtunk
egyediili szén- és energiaforrasként a baktériumok szamara. A mikrobakozosséget minden esetben
a Gamma-proteobaktériumok, azon beliil is a Betaproteobacteriales rend tagjai uraltdk. Az aerob,
benzollal kiegészitett dusitokat foként a Malikia nemzetség uralta, melynek egyik tagjat izolalni is
sikeriilt a mintakbol. Vizsgalataink alapjan a M. spinosa-hoz kothet6 torzs aerob koriilmények
kidertilt, hogy a szénhidrogének lebontasaért felelds gének horizontalis géntranszfer utjan
kerilhettek a baktériumba. Habar a torzs rendelkezik az 1.2.C alcsaladba tartozo katekol 2,3-
dioxigenaz (C230) génnel, csak az aerob dusitokban lehetett e baktériumot kimutatni. Ezzel
egyértelmiivé valt, hogy az 1.2.C alcsaladba tartoz6 C230 gének meglétébdl nem kovetkezik
egyértelmiien, hogy az adott baktérium képes az aromas vegyiiletek mikroaerob koriilmények
kozotti lebontasara. Mikroaerob koriilmények kozott mind a benzol- mind a toluol-lebonto
dusitokat a Pseudomonas nemzetség uralta. A nemzetségnek egyes tagjai képesek voltak
alkalmazkodni a toluol oxigénlimitalt koriilmények kozotti lebontasahoz is.

Az alifas szénhidrogének aerob és mikroaerob koriilmények kozotti lebontasanak
vizsgélatdhoz a dusitokhoz egyediili szén- €s energiaforrasként kdolaj/gazolaj keveréket adtunk.
A mikrobak6zosséget ez esetben is a Betaproteobacteriales rend tagjai uraltdk mind az aerob, mind
a mikroaerob dusitokban. Az aerob dusitokban olyan nemzetségek voltak a leggyakoribbak, mint
a Polaromonas, a Pseudomonas, az Acidovorax és a Rhodococcus. A széleskorti metabolikus
képességekkel rendelkez6 Rhodococcus nemzetség a mikroaerob duasitokban jelentGsen

visszaszorult, helyette az Acinetobacter nemzetség valt uralkodova. Megvizsgaltuk az alkanok
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lebontasat katalizald alkan-1 monooxigenaz gének (alkB) diverzitasat is és azt talaltuk, hogy a
mikroaerob dusitokban az alkB gének nagy része a Pseudomonas veronii baktériumfajhoz kotheto.
Kozeli rokonardl, a P. extremaustralis-rol tudjuk, hogy mikroaerob koriilmények kozott képes az
alkanok lebontasara. Egyes aerob dusitokban olyan alkB genotipust sikeriilt kimutatni, melyet
kezdetben nem lehetett ismert baktériumfajhoz kotni. Metagenom szekvenalassal ¢s
bioinformatikai alkalmazasok segitségével kideriilt, hogy ez a genotipus egy ez idig ismeretlen
¢s kitenyésztetlen, Moraxellaceae csalddba tartozé baktériumfajhoz kothetd. Latjuk tehat, hogy a
molekularis biologiai €és bioinformatikai alkalmazéasok fejlodésével eddig ismeretlen teriiletek
feltarasara nyilik lehetdségiink a kornyezeti mikrobiologia kutatasaban.

Kutatésaink kézben mindig igyeksziink olyan baktériumokat tenyésztésbe vonni, amelyek
alkalmasak lehetnek bioremediaciés célokra. Vizsgalataink soran egy szénhidrogénekkel
szennyezett karhelyr6l sikeriilt is egy, a tudomany szamara ismeretlen, Sphingobium nemzetségbe

crer

A fajt Sphingobium aquiterrae néven irtuk le.
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7. Summary

Simple aromatic hydrocarbons such as carcinogenic benzene, toluene, ethylbenzene and
isomers of xylene (BTEX), or aliphatic hydrocarbons are among the most common pollutants in
the world, as well as in Hungary. Released into the environment, they may threaten drinking water
supplies and can cause serious damage to the local groundwater ecosystems. The most rapid
biodegradation can be observed under aerobic conditions; however, in polluted subsurface
environments, the availability of dissolved oxygen is often limited. Certain groups of bacteria that
could adapt to these environments via their special enzyme system may play a key role in the
decomposition of hydrocarbons under hypoxic conditions. The aim of the present study was to
reveal the effect of oxygen limitation on the formation of bacterial communities and the diversity
of functional genes involved in degradation. Accordingly, aerobic and microaerobic bacterial
enrichments amended with monoaromatic or diesel fuel/crude oil mixture were established and
investigated.

In our first experiment, aerobic and microaerobic enrichments were set up and amended
with benzene or toluene as sole carbon and energy source for bacteria. The overwhelming
dominance of Gammaproteobacteria, including members of the order Betaproteobacteriales was
observed in every case. Aerobic enrichments amended with benzene were dominated mainly by
the Malikia genus, and members of this genus were successfully isolated. Our investigations
revealed that the M. spinosa AB6 strain can degrade benzene, toluene and ethylbenzene under
clear aerobic conditions. Whole-genome analysis of M. spinosa strain AB6 revealed that genes
responsible for the biodegradation of hydrocarbon was acquired by the strain through a horizontal
gene transfer event. Despite harboring a subfamily 1.2.C-type catechol 2,3-dioxygenase (C230)
gene, M. spinosa was found only in the aerobic enrichments. This observation revealed that
bacteria encoding subfamily 1.2.C-type extradiol dioxygenase enzyme will not be automatically
able to degrade monoaromatic hydrocarbons under microaerobic conditions. Under microaerobic
conditions, both benzene- and toluene-degrading microcosms were dominated by the genus
Pseudomonas. Some members of the genus were able to adapt to the degradation of toluene under
oxygen-limited conditions.

To reveal the effect of oxygen limitation on the structure of oil-degrading bacterial
communities, fully aerobic and microaerobic enrichment microcosms were set up. The microbial
community was dominated by Betaproteobacteriales in both aerobic and microaerobic
enrichments. The most abundant genera in aerobic enrichments were Polaromonas, Pseudomonas,

Acidovorax and Rhodococcus. The genus Rhodococcus, which has enormous metabolic diversity,
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has been significantly repressed in microaerobic enrichments, and the genus Acinetobacter became
dominant. Investigating the diversity of alkane-1 monooxygenase (alkB), it was revealed that the
vast majority of alkB gene sequences could be linked to Pseudomonas veronii. It is known that its
close relative, the P. extremaustralis, can degrade alkanes under microaerobic conditions. A yet
unknown but abundant alkB genotype was recovered from the aerobic enrichment and was linked
to a yet uncultivated member of the family Moraxellaceae by genome binning. Thus, we see that
with the development of molecular biology and bioinformatics applications, we have the
opportunity to explore previously unknown areas in the research of environmental microbiology.

During our research, the permanent goal was to collect bacterial strains that may be suitable
for bioremediation purposes. In our preliminary experiment, we successfully isolated an unknown
species of bacteria belonging to the genus Sphingobium from a hydrocarbon-contaminated site.
This strain was able to degrade toluene, meta- and para-xylene. The species was described as

Sphingobium aquiterrae.
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8.2. szama melléklet

(a)

8.2. sz. melléklet: Transzmisszios elektronmikroszkdppal, negativ festési eljarassal (a) és ,,shadow-

casting” technikaval (b) késziilt képek a Malikia spinosa AB6-os torzsérol.
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8.3. szamu melléklet

A)
5
= 4
D)
g3
°
=2
e ——toluol
1
—=—abiotikus kontrol
0 A
0 24 48 72 96
1do (orak szama)
B)
= 4
B
E3
3
.E 2
& ——m-xilol
2 1
H —=—abiotikus kontrol
0 S
0 24 48
1d6 (orak szama)
©)
5
= 4 e
B
E3
I
=2 .
& X ——p-xilol
[+]
& —8—abiotikus kontrol
0
0 24 48
ido (6rak szama)

8.3. sz. melléklet: Sphingobium aquiterrae SKLS-A10" torzs toluol (A), meta-xilol (B) és para-xilol (C)
lebontasi képessége GC-MS mérési eredmények alapjan.
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Ezlton szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Tancsics Andrasnak, hogy doktori munkam
soran egy szinvonalas kutatdsi munkaba kapcsolodhattam be. Koszondm az évek alatt nyujtott

segitségét, szakmai tandcsait €s itmutatasait.

Halaval tartozom Dr. Farkas Milannak, hogy barmikor fordulhattam hozza kérdéseimmel és hogy
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volna meg.
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