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1. A munka el6zményei, célkitiizések

A népesség ¢és az emberi igények ndvekedésével folyamatosan né az
emberiség altal felhasznalt energiamennyiség is. Bar szdmos alternativ megoldast
ismerilink, energiaellatdsunkat ma még jorészt a fosszilis energiahordozok —
készén, kdolaj, foldgaz — elégetésébdl nyerjiik. A kdolajszarmazékok ezenkiviil
fontos alapanyagként és olddszerként szolgdlnak az iparban és a
mindennapokban. Kitermelésiik, szallitasuk, tarolasuk és felhasznalasuk soran a
szabalyozasok ellenére nagyon gyakran kovetkeznek be balesetek, illetve
figyelmetlenségbdl adodd szennyezések. Ezek alapjan nem meglepd, hogy
hazankban és a vildgon is a kdolajszdrmazékok szdmitanak a leggyakrabban
eléforduld kornyezetszennyezd anyagoknak. A kdrnyezetbe keriilve évtizedekre
hatassal lehetnek a kornyezd Okoszisztémadra, teratogén €s karcinogén hatasaik
miatt pedig kiilonosen veszélyesek az é16vilagra, beleértve az embert is. A legjobb
megoldas a szennyezések megel6zése lenne, azonban, ahogy a gyakorlat is
mutatja, ez sajnos szamos esetben nem valosul 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 Utrol
beszélhetiink, melyek lehetnek fizikai, kémiai, illetve biologiai, mas néven
bioremediacios eljarasok. Utobbiak napjainkban fokozottan eldtérbe keriiltek,
hiszen amellett, hogy ezen eljarasok jelentik kornyezetiinkre a legkisebb veszélyt,
ezek a legkoltséghatékonyabb modszerek is. A bioremediacids beavatkozasok
sordn a prokariota szervezetek xenobiotikumbonto képességét hasznaljuk ki. A
baktériumok mérhetetlen soksziniisége €s az azonositas korlatai miatt a fajoknak
csak toredékét ismerjiilk. Ahhoz, hogy a karmentesitési eljarasokat
tovabbfejlessziik, hatékonysagukat noveljiik, ismereteink bovitésére van sziikség.
Mig az aerob koriilmények kozott ,,dolgozd” mikroorganizmusokat mar sikerrel

kortilmények kozott is aktiv mikroszervezetek karmentesités sordn betdltott
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szerepére viszonylag kevés figyelem jutott, pedig a mélyen fekvo, oxigénlimitalt
talajrétegekben nagy sziikség lehet rajuk. Egyes baktériumok olyan
enzimrendszerrel rendelkeznek, amely lehetévé teszi szamukra, hogy alacsony
oldott oxigénkoncentracié mellett is hatékony anyagcserét folytassanak. Ezeknek
az enzimeknek a termelését specialis funkcidgének kodoljak, melyek vizsgalata
hatékony eszkoz lehet a kornyezetben zajlé metabolikus aktivités, illetve egyes

baktériumok anyagcseréjének vizsgalatara.

Mindezek fényében kutatdsunk sordn szerettiik volna feltarni, hogy:

o faji Osszetétel, illetve metabolikus képességek terén milyen mértékben
térnek el egymastdl az aromas és alifds szénhidrogének lebontdsaban
szerepet jatszo mikroba kdzosségek aerob és a mikroaerob koriilmények
kozott;

e az aromds ¢és alifas szénhidrogének lebontasaban résztvevo funkcidogének
mely fajokhoz kdothetdk, illetve mely komponensek lebontasaban van
szerepiik.

Célunk volt tovabba, hogy a kisérletek sordan minél tobb Uj, szénhidrogén-

lebontasra képes baktérium torzset izolaljunk.



2. Anyag és modszer

2.1. Dusitasi kisérletek koriilményei

Annak érdekében, hogy vizsgélni tudjuk az oxigénlimitdcié hatasat a
szénhidrogének lebontasaban résztvevd baktériumkozosségek Osszetételére és
metabolikus képességeikre, két dusitasi kisérletet végeztiink el. Mind a kettoben
aerob (7-8 mg/L oldott oxigén koncentracio) és mikroaerob (< 0,5 mg/L oldott
oxigén koncentracio) dusitokat hoztunk létre. Az egyik kisérletben aromas
szénhidrogének (toluol vagy benzol), a masik kisérletben pedig alifas
szénhidrogének (kdolaj/gazolaj keverék) szolgaltak egyediili szén- ¢és

energiaforrasként a baktériumok szamara (1. abra).

Benzollal és toluollal Kdolaj/gazolaj keverékkel
kiegészitett dasitok kiegészitett dusitok
Mintavétel 1. (2017) ] Mintavétel IL. (2018)

I
Aerob dusito |/ Aerob dusito | kbolaj/gazolaj

tenyészetek AN tenyészetek keverék
toluol

4 benzol
Mikroaerob dusito |/ Mikroaerob dusito koolaj/gazolaj
tenyészetek tenyészetek keverék

toluol

1. abra: A dusitasi kisérletek sematikus abraja (sziirke hatteri sz6vegdobozokban: az

alkalmazott szénforras tipusa)

2.2. Baktériumkozosségek feltarasahoz hasznalt modszerek

Dusitasi kisérleteinkhez mindkét esetben egy kdolajszarmazékokkal —
foként alifas és monoaromas vegyiiletekkel — szennyezett, kozép-magyarorszagi
karhelyrdél wvettik a kiindulasi inokulumként szolgidlé biofilm mintakat.

Tapoldatként 4svanyi anyagokat €s vitaminokat tartalmazo mesterséges talajviz



oldatot hasznaltunk. A dusité tenyészeteket hetente, 6t héten keresztiil oltottuk at,
a szénforras fogyasat ez 1d6 alatt GC-MS segitségével kovettiik nyomon. Az igy
kialakult baktériumkozosségeket mikrobidlis vizsgdlatoknak vetettiik ald (2.

abra).

; Mintavétel IL. (2018)

L Kiindulasi biofilm minta: 16S rDNS amplikon szekvenalas

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

L Kialakult mikrobakizosségek (végponti mintak)
mikrobialis vizsgalata:

L, Baktériumtorzsek izolalasa, azonositasa hagyoméanyos modszerekkel;
) 16S rDNS amplikon szekvenalas
L Metagenom szekvenalas és genomépités (Moraxellaceae)
—» Funkciogén PCR-ek ( ; alkB) - szekvenalas, filogenetikai analizis
L, Kozosségi T-RFLP analizis (16S rDNS és funkcidgén alapu fak
létrehozasa)
—»| Klonkonyvtarak létrehozasa (kézdsségi funkeidgén T-RF-ek azonositasa)

2. abra: A dusitasi kisérletekhez kapcsolddo eljarasok egymasra épiilésének vazlatos
abréja (feketével szedett szovegek: mindkét kisérletben elvégzett modszer;
narancssdargaval szedett szévegek: csak a benzollal és toluollal kiegészitett dusito
tenyészetek esetében elvégzett modszer, kékkel szedett szovegek: csak a kdolaj/gdzolaj

keverékkel kiegészitett dusitok esetében elvégzett modszer)

16S rDNS amplikon szekvenalast végeztiink a kiinduldsi biofilm
mintdkon, valamint az 6todik heti, végponti mintak parhuzamosainak egy-egy

tagjabol. A V3 és V4 régiok amplifikalasa a Seqomics Kft. altal, lllumina MiSeq



platformon tortént. Az alifds szénhidrogének lebontasat vizsgald dusitd
tenyészetek esetében metagenom szekvenalast és metagenom asszocialt genom
analizist is végeztiink annak érdekében, hogy azonositsuk a dusitokban talalt
ismeretlen alkan-1 monooxigenaz (alkB) genotipust. Az aromas szénhidrogén-
lebontast vizsgald kisérlet soran teljes genom szekvenalast végeztiink az aerob
benzol-lebontd dusitobol izolalt Malikia spinosa AB6-os torzson. A dusitd
tenyészetek végponti mintdib6l hagyomanyos modszerekkel baktériumtdrzseket
izolaltunk.

Megvizsgaltuk a szénhidrogének lebontasdban kulcsszerepet jatszo
funkciogének diverzitasat a dusitod tenyészetekben, illetve azok jelenlétét a tiszta
tenyészetekben. Ehhez az aromds szénhidrogének lebontasat vizsgald dusitok
esetében az 1.2.C tipust katekol 2,3-dioxigenaz (C230) gének szekvenciait
sokszoroztuk fel a Tancsics és munkatarsai (2013) altal kifejlesztett XYLE3F és
XYLE3R primerek segitségével. Az alifas szénhidrogének lebontasat vizsgald
dusitok esetében az alkB gén szekvenciait sokszoroztuk fel az alkB 1f deg és alkB
Ir_deg primereket alkalmazva (Kloos et al. 2006, Pérez-de-Mora et al. 2011).

A mikrobakozosség  Osszetételének, valamint a  funkciogének
diverzitasdnak vizsgalatara és a dusitokban torténd valtozdsok nyomon
kovetésére a T-RFLP (terminalis restrikciés fragmenthossz polimorfizmus)
modszerét alkalmaztuk. A PCR termékek emésztés¢hez a kdvetkezd restrikciods
enzimeket hasznaltuk: a 16S rDNS szakaszok vizsgilata Rsal (GTVAC)
enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.), az 1.2.C-tipusi C230 génszakaszok
vizsgalata Alul (AGYCT) enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.), az alkB
génszakaszok vizsgalata HPyCH4V (TG CA) enzimmel (New England BioLabs
Ltd.) tortént. A C230 és alkB funkciogének T-RFLP elektroferogramjain
megjelend T-RF-ek azonositasahoz, vagyis a kozosségi PCR termékek unikalis
egységekre torténd szétvalasztasdhoz klonkonyvtarakat hoztunk Iétre.

Paleontological Statistics szoftver segitségével elkészitettiik (Hammer et al. 2001)



a 16S rDNS és funkcidogén alapu fak dendrogramjait, melyekhez Bray-Curtis,

illetve Jaccard hasonldosagi indexeket alkalmaztunk.

2.2. Tenyésztési elokisérlet koriilményei

A dolgozatomban targyalt dusitasi kisérleteket megelézden kiilonféle
taptalajok alkalmazasara tettiink probalkozast annak érdekében, hogy a lehetd
legtobb fajt tudjuk majd a dusitokbdl 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 gellan gumival szilarditott taplemezeket hasznaltunk, plusz
szénforrasként acetatot vagy almasavat adtunk a taptalajokhoz, azonban
tapasztalatunk szerint ezek nem novelték meg a lemezeken kifejlédott telepek
diverzitasat. Legmegfelelobbnek a hagyomdanyos, agar-agarral szilarditott R2A
taplemezek bizonyultak, igy késébb ezt a taptalajt hasznaltuk a dusitokbol torténd
tenyésztéshez. A vizsgalatok egyik fontos eredménye volt, hogy sikeriilt egy, a
tudomany szamdra 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).

2.3. Uj baktériumfaj leirasahoz elvégzett vizsgalatok

A kutatasok soran mindvégig célunk volt olyan fajok izolalasa, amelyek
képesek egyes szénhidrogénvegyiiletek lebontdsara. Ez lehetévé teszi
metabolikus képességeik alapos vizsgalatat, igy késébb akdr potencialisan
alkalmazhatdak bioremediacios célokra is. Ahhoz, hogy igazolni tudjuk, hogy az
altalunk 1izolalt torzs valoban 0 fajhoz tartozik, szamos vizsgalatot kellett
elvégezni. Sziikség volt a fenotipusos bélyegek meghatarozasara, valamint
molekuléris biologiai és kemotaxondmiai vizsgalatokra. Ezek elvégzéséhez J. B.

Tindall és munkatérsai (2010) eldirasait vettiik alapul.



3. Eredmények

3.1. Oxigénlimitacio hatasa benzollal és toluollal Kkiegészitett dusité

tenyészetek mikrobakozosségeire

Elsé dusitasi kisérletiinkben megvizsgaltuk, hogy benzol ¢és toluol
lebontas mellett milyen baktériumkozosségek alakulnak ki aerob és mikroaerob
koriilmények kozott, illetve azt, hogy mely 1.2.C tipust C230 gének jatszanak
kulcsszerepet a mikroaerob benzol- és toluol-lebontasban. A 16S rDNS amplikon
szekvenalas eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a kiindulasi biofilm minta
mikrobakdzosségét dontden a Gamma-proteobaktériumok uraltdk, az amplikonok
47%-a volt idesorolhat6. Ezen beliil a Betaproteobacteriales rendbe tartozé
nemzetségek voltak uralkodoak, melyek koziil szamos nemzetségben talalhatoak
olyan fajok, melyek jol ismert lebontdi az aromas szénhidrogéneknek (Prince et
al. 2018), egy résziiket pedig gyakran kimutatjak szénhidrogénekkel szennyezett
felszin alatti kornyezetben (Sperfeld et al. 2018). Mindezek fényében a biofilmbdl
eldallitott inokulum megfelelonek bizonyult a benzol- €s toluol-lebontd dusitd
tenyészetek 1étrehozasahoz.

Az 6todik heti atoltast kovetden a dusitok gazterében egy héten keresztiil
monitoroztuk a szénforras mennyiségét. Az aerob dusitokban mind a benzol-,
mind a toluol-lebontd tenyészetek esetében gyors fogyast tapasztaltunk.
Mikroaerob lebontast ezzel szemben csak a toluollal kiegészitett dusitokban
tudtunk megfigyelni, habar az aerob koriilményekhez képest a lebontas itt joval
lassabban zajlott. A mikroaerob, benzollal kiegészitett dusitokban nem tortént
jelentés mértéki lebontés.

Az aerob, benzol-lebonto6 dusitotenyészetben (AB1, 3./A abra) azonositott
16S rDNS szekvenciak 94%-a a Malikia nemzetséghez volt kothetd. E csoporton
kiviill 0,5%-nal magasabb abundanciaval mindossze a Pseudomonas, az
Acidovorax és a Flavobacterium nemzetségek voltak jelen. Habar Malikia a

nemzetséget gyakran kimutatjdk BTEX-vegytiletekkel szennyezett felszin alatti
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kozegekben (Aburto — Ball 2009, Tancsics et al. 2010), izolalni ez idaig egyetlen
torzsét sem sikeriilt szennyezett karhelyrdl, igy pontos szerepiik a szénhidrogének
lebontasaban ismeretlen volt. Az aerob, toluol-lebont6 dusito tenyészetek (AT2,
3./B éabra) mikrobakozosségét dontden a Pseudomonas nemzetség (66%) uralta,
Malikia (18,9%),
Flavobacterium (10,2%) és az Acidovorax (1,5%) nemzetségek. A Pseudomonas

mellette nagy szamban voltak kimutathatéak a a
fajok szerepe az aerob toluol-lebontasban jol ismert. A Malikia nemzetséghez
kothetd szekvenciak nagy szama arra enged kovetkeztetni, hogy ezeknek a

baktériumoknak szintén szerepiik lehet a toluol aerob koriilmények kozotti

lebontasaban.

Acerob, benzollal kiegészitett A) Aerob, toluollal kiegészitett B)

dusitok (AB1) dusitok (AT2)

. Egy¢b
Flavobacterium Egyéb 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 =\ ’ .
0,6% Malikia
18,9%
Malikia Pseudomonas
94,6% 66%

Mikroaerob, benzollal kiegészitett ) Mikroaerob, toluollal kiegészitett D)

dusitok (MB1) dusitok (MT3)

Egyéb  Acidovorax Simplicispira
0.5% 3.3% 9.1%
Thermomonas Herminiimonas
0.8% " 4.9%
Pseudomonas Pseudomonas
100% 81,4%

3. abra: Otodik heti, végponti mintak (AB1, AT2, MB1, MT3) mikrobakozdsségeinek
Osszetétele Illumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenalas eredményei alapjan.

Az ,,Egyéb” kategoriaba a 0,5% alatti abundanciaval rendelkez0 taxonok keriiltek.
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A mikroaerob, benzollal kiegészitett dusito tenyészetek (MBI, 3./C 4bra)
16S rDNS szekvenciai szinte kizarolag egyetlen filotipushoz tartoztak, amely a
Pseudomonas nemzetséghez volt kdthetd. 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-lebont6 dusitok (MT3, 3./D 4bra)
mikrobakdzossége némileg diverzebb képet mutatott, habar tullnyomo tobbségben
itt is a Pseudomonas nemzetség volt az uralkodd (81%), melyet a Simplicispira

(9,1%), a Herminiimonas (4,9%) és az Acidovorax (3,3%) nemzetségek kovettek.

3.1.1. A benzollal és toluollal kiegészitett dusito tenyészetekbol kimutatott, 1.2.C

alcsaldadba tartozo klonszekvenciak diverzitasa

Az aerob benzol-lebontdé dusitd tenyészetek (AB1) esetében a
klonkonyvtar segitségével azonositott 1.2.C tipusu C230 génszekvencidk
egyetlen operativ (aminosav-szekvencia alapt) filogenetikai egységbe
(Operational Protein Unit — OPU) voltak sorolhatok. Egy ezzel 100%-0s
hasonlosdgot mutatd szekvenciat korabban Benedek és munkatarsai (2018)
BTEX-lebontd dusitasi kisérleteik soran azonositottak és feltételesen a Malikia
nemzetséghez kototték. Meglepd moddon ugyanez a szekvencia volt
megfigyelhet6 az aerob toluol-lebonté diisitdo (AT2) mikrobak6zosségében is.

Annak ellenére, hogy a mikroaerob benzollal kiegészitett dusito
tenyészetben (MB1) nem volt megfigyelhetd szignifikdns mértékii benzol-
lebontés és a diverzitas is itt volt a legkisebb, mégis ebben a mintdban volt a
legdiverzebb az 1.2.C tipusu C230 gének jelenléte; a szekvencidk 6t kiilonbozd
OPU-t alkottak, melyek ismeretlen baktériumfajokhoz, illetve a Simplicispira és
Acidovorax nemzetségekhez voltak kothetok. Feltételezhetd tehat, hogy a
Pseudomonas nemzetségen kiviil igen kis mennyiségben, de mas baktériumok is
jelen voltak a dusitokban. A mikroaerob toluol-lebont6 dusitoban (MT3) az 1.2.C

tipustt C230 klonszekvencidknak harom csoportjat tudtuk megfigyelni, melyek

11



nagy része atfedésben volt a benzollal kiegészitett mikroaerob dusitokban is

kimutatott szekvenciakkal.

3.1.2. A benzollal és toluollal kiegészitett dusito tenyészetekbol izolalt

baktériumtorzsek ismertetése

Az Illumina 16S rDNS amplikon szekvendldssal vizsgalt végponti
mintakbol hagyomanyos tenyésztési modszerekkel torzseket izolaltunk.
Mindodssze négy nemzetség nyolc fajahoz tartozott az a 22 darab torzs, amelyet
azonositani sikeriilt. Az aerob, benzol-lebont6 dusitokbol (AB1) a Pseudomonas,
az Acidovorax és a Malikia nemzetséghez tartoz6 fajokat tudtunk azonositani.
Sikeriilt két, Malikia spinosa 83" tipustorzzsel 99,7% és 99,9%-os hasonlésagot
mutaté baktériumot izolalni, melyeket megvizsgalva kideriilt, hogy rendelkeznek
az 1.2.C tipusu C230 génnel is. Megvizsgaltuk, hogy az AB6-os jel6lésti, Malikia
spinosa-val kozeli rokon térzs mely aromas vegyiiletek aerob lebontasara képes
¢s azt talaltuk, hogy hatékonyan bontja a benzolt, a toluolt és az etilbenzolt, mig
a xilolok izomerjeit nem képes lebontani. A szakirodalomban ez iddig nem volt
talalhato olyan eset, melyben bizonyitast nyert volna, hogy egy Malikia spinosa
fajhoz tartozo torzs képes egyes aromas szénhidrogének lebontasara. Jelen volt a
dusitoban az Acidovorax delafieldii-ként azonositott AB5-0s torzs, mely szintén
rendelkezik az 1.2.C tipustt C230 génnel. Vizsgalataink szerint a hat aromas
vegyiilet koziil a torzs a benzol hasznositasara képes. Az aerob, toluol-lebontd
dusitobol a Pseudomonas ¢s Flavobacterium nemzetséghez tartozo torzseket
tudtunk izolalni, melyek kozil egyik sem rendelkezett az 1.2.C tipusi C230
génnel. A mikroaerob dusitokbol kizardlag a Pseudomonas veronii és P.
extremaustralis fajokhoz kothetd torzseket sikeriilt izolalnunk. Annak ellenére,
hogy nem rendelkeztek az 1.2.C tipusi 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).
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3.1.3. Malikia spinosa ABG6-os tirzs teljes genomjdnak feltardsa

Mivel ez iddig nem sziiletett egyetlen olyan kutatasrol sz6lo publikécio
sem, amiben a Malikia nemzetséghez tartozd torzset sikeriilt volna
szénhidrogénekkel szennyezett teriiletrél izolalni, érdemesnek tartottuk alaposan
megvizsgalni az altalunk izolalt Malikia spinosa ABG6-os torzsének teljes
genomjit. Mivel a faj tipustorzsének (Malikia spinosa 83T) teljes genomja
szabadon hozzaférhetd, lehetdségiink nyilt arra, hogy Osszevessiik azt az altalunk
izolalt M. spinosa ABG6-os torzzsel. Legalabb 148 olyan fehérjét tudtunk
azonositani, amellyel kizarolag az AB6-os torzs rendelkezik, ezen fehérjék
jelentds része az aromas vegyiiletek lebontd folyamataihoz kapcsolhato. Az AB6-
os torzs részletes elemzése soran kidertilt, hogy az 1.2.C tipusu C230 gén egy
olyan klaszter része, amely a fenol lebontdsdban jatszik szerepet. Figyelemre
méltd, hogy a klasztert transzpozonok, azaz mozgékony genetikai elemek
hataroljak, melybdl arra kovetkeztethetlink, hogy az altalunk izolalt AB6-0s
torzsbe horizontalis géntranszfer (HGT) utjan kertilhetett. A genomban ezen kiviil
nem talaltunk benzol- vagy toluol-lebontasban szerepet jatszo mono- ¢és
dioxigenazokat, tehat nagy valoszinliséggel az altalunk azonositott génklaszter
felelds e két vegyiilet lebontasaért. Annak ellenére, hogy AB6-os torzs kitlinden
bontja az etilbenzolt, a genomjaban nem talaltuk meg az erre utald etilbenzol
dioxigendz géneket. A vegyiilet lebontdsa végbemehet azonban az etilcsoport
oxidacidjaval 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 dioxigendzok mellett a szalicilat-5-hidroxilaz és
gentizat 1,2-dioxigendz enzimeket kddold régiokat is tartalmazza. Utdbbiakat 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-os torzs a
nag operonnak koszonhetden képes az etilbenzol lebontisara, tovabba

rendelkezhet a naftalin-lebontas képességével is.
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Uj tudomanyos eredmény (I. tézis): Elészor sikeriilt szénhidrogénekkel

szennyezett teriiletrél a Malikia nemzetséghez tartozé torzset izolalni. A
Malikia spinosa AB6-os torzsrél kimutattuk, hogy 1.2.C-tipusti C230 génnel
rendelkezik, és képes a benzolt, a toluolt és az etilbenzolt egyediili szén-, és
energiaforrasként hasznositani tisztan aerob koriilmények kozott.
Megerositést nyert, hogy e baktériumok, annak ellenére, hogy 1.2.C-tipusu
extradiol dioxigenaz enzimet kodolnak, csak tisztan aerob koriilmények
kozott valnak dominans szervezetekké aromas szénhidrogént lebonté dusito

tenyészetekben.

3.2. Oxigénlimitacié hatasa kéolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett
dusitotenyészetek mikrobakozosségére

Masodik dusitasi kisérletiinkben az alifas szénhidrogének lebontdsdban
résztvevo baktériumkozosségeket vizsgaltuk aerob €s mikroaerob koriilmények
kozott, illetve megvizsgaltuk az alkanok lebontasaban kulcsszerepet jatszo alkB
gének diverzitasat is a dusitokban. Illumina 16S rDNS amplikon szekvenalas
segitségével feltartuk a karhelyrdl szarmazo, ujonnan mintavételezett kiindulasi
biofilm mikrobakozosségét, melyet tovabbra is a Gamma-proteobaktériumok
korébe tartozd Betaproteobacteriales rend uralt. A legnagyobb szdmban
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%) és a Rhodoferax
(0,5%) nemzetségek voltak.

A 16S rDNS amplikon szekvenalasi eredmények alapjan elmondhato,
hogy a vizsgalatra kivalasztott, kdolaj/gazola; keverékkel kiegészitett, aerob
dusitd  (AER2) mikrobakozdsségét a Betaproteobacteriales rendhez tartozéd
baktériumok uraltak, a leolvasott szekvenciak 36,5%-a sorolhato ide (4. abra). A
leggyakoribb nemzetség a Betaproteobacteriales rendbe tartozo Polaromonas

(14%) volt, a renden beliil jelen voltak még az Acidovorax (6,7%) és a
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Janthinobacterium (4%) nemzetségek. A Polaromonas nemzetségnek tobb olyan
tagjat ismerjikk, amely képes a szénhidrogének, példaul a benzol és a toluol
lebontasara (Sun et al. 2010, Xie et al. 2011). Hasonléan, az Acidovorax
nemzetség is gyakran dominans tagja a  szénhidrogén-lebonto
baktériumkozosségeknek (Popp et al. 2006, Daghio et al. 2015). Nemzetség
szinten a dusitoban a masodik leggyakoribb (10,5%) nemzetség a Pseudomonas
volt, melynek szerepét a szénhidrogének lebontadsdban mar jol ismerjiik. Az Alfa-
proteobaktériumok koziil a Sphingobium nemzetséget (2,3%) érdemes kiemelni,
mivel tobb olyan tagjat ismerjlik, amelynek szerepe van a szénhidrogének aerob
koriilmények kozotti lebontasaban (Lloyd-Jones — Lau 1997, Pinyakong et al.
2003, Liang — Lloyd-Jones 2010, Révész et al. 2018). A leolvasott 16S rDNS
szekvencidk 5,5%-at tette ki a Rhodococcus nemzetség (Aktinobaktériumok
osztalya), melynek alkén-lebontdsban is résztvevd tagjait jol ismerjiik. A
nemzetségnek szinte minden tagja rendelkezik alkB génekkel, az tgynevezett
“erythropolis” klad tagjai pedig aerob kornyezetben igen hatékony alkan-lebontd
baktériumok (Tancsics et al. 2015).

Aerob dusito tenyészet (AER2)

. Nemzetség
Osztaly s .
7 B Flavobacterium
Egyéb Flavobacteriia 1.3% 4-ospirill
1.7% Azonositatlan ;3 gy Chryseobacterium Azospiritlum
Candidatus Saccharibacteria V6V§ a-proteobacteria 25% N /} Sphingobium - 2.3%

4.5% g L 8.5% ]
P i % . I'¥ Polaromonas -14%
Actinobacteria d-proteobacteria
5.6% ~ -~ 3.7% Azohositatlan Acidovorax - 6.7%
e 322% —
V=Dro cteri S Janthinobacterium —4%
y-prot cteria Eave _—
479 gyéb .
5 8?3% oy \\\ Ottowia- 1.4%
Massilia -1.1%
Rhodococcus N

Acinetobacter - 1.8%
5.5% Pseudomonas
unc. Myxococcales 10.5%
24%  unc. Saccharibacteria
44%

4. abra: Aerob, kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett disito tenyészet (AER2)
mikrobakzosségének Osszetétele [llumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenalas
eredményei alapjan. Az ,,Egyéb” kategoriaba a 0,5% alatti abundanciaval rendelkez6

taxonok kertiltek.
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Erdekes modon, az aerob dusitokban viszonylag nagy abundanciaval (4,5%)
voltak jelen a Candidatus Saccharibacteria torzshoz tartozd6 16S rDNS
szekvenciak. Korabban egy bizonyos csoportjukat (3. szubdivizid) nagy szamban
mutattdk ki szénhidrogénekkel szennyezett talajban (Winsley et al. 2014),
tovabba stabil izotopos kisérletekkel bizonyitottak szerepiiket a toluol €s a benzol
aerob koriilmények kozotti bontasaban (Luo et al. 2009, Xie et al. 2011).

A mikroaerob dusité tenyészet (MIK1) baktériumkozossége nem volt
annyira diverz, mint az aerob dusitd tenyészeteké, 98,8%-ban a Gamma-
proteobaktériumok uraltak (5. abra). Nemzetség szinten az Acinetobacter-hez
kothetd 16S rDNS szekvencidkat tudtuk legnagyobb szamban (66,3%) kimutatni
a dusitobol. A nemzetség tagjai kozott talalhatdoak olyan fajok, amelyek aerob
koriilmények kozott képesek az alkdnok és az aromas vegyiiletek lebontaséra (Lal
— Khanna 1996, Di Cello et al. 1997, Margesin et al. 2003, Czarny et al. 2019).
Az Acinetobacter nemzetséghez tartozo 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
etal. 2012).

Mikroaerob disito tenyészet (MIK1)

Osztaily Nemzetség
Azonositatlan
Egyéb Eavéb 3.4% cidovorax
I,3%\ 453;% ~ \ \l 1% Sf'm,r)i.-'f-.-'s,m’m
Pseudomonas ' 1-3%
11% Variovorax

1.9%

y-proteobacteria

Acinetobacter

66.3%

5. abra: Mikroaerob, kdolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett diisito tenyészet (MIK1)
mikrobakdzosségének Osszetétele [llumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenalas
eredményei alapjan. Az ,,Egyéb” kategoridba a 0,5% alatti abundanciaval rendelkezd

taxonok kertltek.
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A Gamma-proteobaktériumokhoz tartozo Pseudomonas nemzetséget is igen nagy
szamban (11%) lehetett kimutatni a mikroaerob dusitokbol. Ismert olyan
Pseudomonas torzs (P. extremaustralis 14-37), amely hatékonyan alkalmazkodott
az alkanok mikroaerob koriilmények kozotti lebontasdhoz (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 tartoz6 baktérium jelentésen fel tudott szaporodni BTEX-

vegyiiletekkel kiegészitett, mikroaerob dusitokban.

3.2.1. A kéolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusito tenyészetekbol kimutatott

alkB gének diverzitisa

A harom-harom parhuzamos duasitoban azonositott alkB T-RF-ek
abundanciait a 6. abran latjuk. A mikroaerob dusitokban az 523 bazispar
hosszusagu T-RF volt a leggyakoribb, mig az aerob dusitokban azt figyelhettiik
meg, hogy az AER2 és AER3 jelzésli mintdban igen dominans 89 bazispar
hosszasagii T-RF a harmadik — AERI1 jelzési — mintabodl teljes egészében
hianyzik. Annak érdekében, hogy a kimutatott fragmenteket konkrét
szekvenciakhoz tudjuk kotni, az AER2 és MIKI1 dusitokbol alkB gén
klonkonyvtarakat hoztunk létre.

Az aerob dusitoban (AER2) az alkB génszekvencidknak hat csoportjat
(OPU) tudtuk elkiiloniteni. A klénok 63%-at kitevo és ezzel a legnagyobb klaszter
igen kis hasonlosagot mutatott az idaig ismert alkB genotipusokkal, igy nem
sikeriilt azt ismert, kitenyésztett baktériumfajhoz kotni. Legkdzelebbi
hasonlésdgot (76-80%) az Agitococcus lubricus DSM 58227 térzs alkB génjével
mutatott, valamint kd&olajjal szennyezett, tengeri kornyezetbdl szarmazod

szekvenciadkkal (Powell et al. 2010; Wang et al. 2014). Ezt a klont a 89 bazispar
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hosszusagu, domindnsan kimutatott T-RF-hez lehetett kotni. A tobbi alkB
génszekvencia nagy része a Pseudomonas (P. putida és P. chlororaphis subsp.
aureofaciens) és Rhodococcus nemzetségekhez voltak kothetdek.

Aerob dusito tenyeszetek Mikroaerob dusito tenyeszetek
T-RF
L hossziisag
00% 50
M so
207 m 235
0% 238
W 240
-ﬁ 6% W 268
ETa 50% W 23
. W 323
H
400
g L W 47
e 30% W 52
W 549
s W 552
10%
0%
AER1 AER2 AER3 MIK] MIK2 MIK3
Dusito tenyészetek

6. abra: A kbolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusitd tenyészetekbdl kimutatott alkB
gén T-RF-ek relativ abundanciaja az 6todik heti, végponti dusito tenyészetek

mikrobakdzosségeiben.

A mikroaerob dusité (MIK1) alkB génszekvenciait 6t csoportba lehet
osztani. A legnagyobb (71%) csoportot az 523 bazispar hosszsagi T-RF-ek
alkottak, melyek nagy hasonlosagot (98,4%) mutattak Pseudomonas veronii
torzsek alkB szekvencidival. A P. veronii legkozelebbi rokona, a P.
extremaustralis képes az alifas szénhidrogének mikroaerob koriilmények kozotti
lebontésara (Tribelli et al. 2018). Annak ellenére, hogy a 16S rDNS szekvenciak
alapjan a mikroaerob dusitoban (MIK1) az Acinetobacter nemzetséghez kothetd
baktériumok voltak dominansak, az ugyanide kotheté alkB szekvencidk a
klonoknak mindossze 10%-at tették ki. Ezek a 376 bazispar hosszusagti T-RF-ek
legkozelebbi hasonlosagot (97,8%) az A. calcoaceticus CAl6-os torzs alkB
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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). A kloénszekvenciak 16%-a a
Pseudomonas nemzetséghez volt kothetd (548 és 238 bazispar hosszusagu T-RF-
ek). A Rhodococcus nemzetséghez kothet6 alkB génszekvenciak egy része azonos

volt az aerob dusito tenyészetekben is kimutatott szekvencidkkal.

4.2.3. Az ismeretlen alkB genotipus filogenetikai azonositisa metagenom

asszocidalt genom analizis segitségével

A klonkonyvtar segitségével feltart alkB genotipusok koziil az AER-OPU
1 és AER-OPU 5 jelolésii klasztereket nem sikertiilt baktériumokhoz kotni. Mivel
az AER-OPU 1-be tartozo aklB gén szekvenciakat tudtuk a legnagyobb szamban
kimutatni az aerob dusitd tenyészetben (AER2), fontosnak tartottuk a minta
tovabbi vizsgalatat. Ehhez az tigynevezett metagenom adatok alapjan torténd
genom Osszeszerelést (,,genome-resolved metagenomics”) valasztottuk, melynek
soran az aerob dusitd tenyészetek metagenomjabol sikeresen felépitettiik a
szamunkra ismeretlen alkB genotipust hordozo baktérium genomjat. A genomnak
csaknem a teljes (>99%) 0Osszeszerelése sikeriilt, ami alapjdn egy ezidaig
ismeretlen Gamma-proteobaktériumokhoz tartozé baktérium genomjat kaptuk
meg, azonban a 16S rRNS génszakaszt nem sikeriilt hozzarendelniink a
genomhoz. A baktérium filogenetikai helyzetét 16S rRNS gén hianyaban a
riboszomalis fehérjék alapjan allapitottuk meg, mely szerint az Agitococcus
lubricus (Franzmann — Skerman 1981) all hozza legkdzelebbi rokonsagban. A
baktériumot az NCBI (National Center for Biotechnology Information — Nemzeti
Biotechnolégiai Informacios Kozpont) a Firmicutes torzsbe sorolja, azonban a
teljes genom alapjan az valgjdban a Gammaproteobacteria osztaly Moraxellaceae
csaladjaba tartozik.

Az alkB gént tartalmazo génklaszter vizsgalata feltarta, hogy az alkB

géntdl upstream helyzetben, ellentétes orientacioval megtalalhatdo egy AraC
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csaladba tartozo transzkripcios regulatort kodold gén is. E gént alkR néven irtak
le az Acinetobacter sp. ADP1-es torzs esetében, és azt talaltak, hogy jelenléte
esszencialis fontossagu az alkan-lebontas képességéhez. Ez alapjan joggal
feltételezhetjiik, hogy az AER2 Gammaproteobacteria 44 116-jeli baktérium
egy jelentds alkan-lebontd baktérium szerepét toltotte be az AER2-es aerob dusitod

tenyészetben.

Uj tudomanyos eredmény (IL. tézis): A kéolaj/gazolaj keveréket tartalmazé

dusito tenyészetekkel folytatott molekularis genetikai vizsgalatok
ramutattak arra, hogy a kivalé alifas szénhidrogén-lebonto képességgel
rendelkez6 Rhododoccus nemzetségbe tartozé baktériumok az altalunk
vizsgalt dusité tenyészetekben kizarolag tisztan aerob koriilmények kozott
valtak abundins kozosségalkotokka. Ezzel szemben mikroaerob
koriilmények kozott inkabb az Acinetobacter é a Pseudomonas

nemzetségbeli mikroszervezetek valtak dominanssa.

Uj tudoményos eredmény (I11. tézis): Metagenom szekvenalis és metagenom

asszocialt genom analizis segitségével sikeriilt a tudomany szamara eddig
ismeretlen és kitenyésztetlen, Moraxellaceae csaladba tartozo baktériumfajt
azonositani, amely rendelkezik az alkanok lebontasaban kulcsszerepet jatszo

alkan-1 monooxigenaz génnel.
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3.3. Uj, aromas szénhidrogének lebontaséara képes baktériumfaj
(Sphingobium aquiterrae sp. nov.) leirasa

Altalanossagban elmondhaté, hogy kutatisaink folyaman mindig
igyeksziink a kdolajszarmazékokkal szennyezett teriiletekrdl érkezd mintakbol
,megfogni”, azaz laborkoriilmények kozott tenyésztésbe vonni a potencialisan
szénhidrogén-lebontd baktériumtdrzseket. Ez lehetévé teszi metabolikus
képességeik alaposabb megismerését, valamint egyes torzsek bioremediacios
célokra torténd felhasznalasat. Az altalunk jonnan leirt baktériumtorzset (SKLS-
A10") eldkisérleteink soran, egy kéolajszarmazékokkal — benzollal, xilolokkal,
etil-benzollal és egyéb alkilbenzol vegyiiletekkel — szennyezett, délnyugat
magyarorszagi karhelyrdl (Siklos) sikeriilt izolalnunk. Az SKLS-A10" térzs az
Alfa-proteobaktériumok osztalyaba, azon beliil pedig a Sphingobium
nemzetségbe sorolhato.

Mivel az SKLS-A10T jelii torzset BTEX-vegyiiletekkel szennyezett
talajvizbol izolaltuk, megvizsgaltuk, hogy mely monoaromas vegyiiletek
lebontasara képes. A vizsgalat soran a BTEX komponenseket kiilon-kiilon,
egyedileg alkalmaztuk egyediili szénforrasként. Azt talaltuk, hogy hatékonyan
képes lebontani a toluolt, a meta- és para-xilolt. A nemzetkozi kovetelményeknek
megfeleld vizsgalatok elvégzése utan az uj fajt Sphingobium aquiterrae néven

irtuk le.

Uj tudomanyos eredmény (IV. tézis): Sikeriilt egy, a tudomany szamara iij,

Sphingobium nemzetséghez tartozo baktériumtorzset izolalnunk, melynek
leirasahoz sziikséges vizsgalatokat a nemzetkozi kovetelményeknek
megfeleloen elvégeztiikk. Gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria
(GC-MS) segitségével igazoltuk, hogy aerob korillmények kozott a torzs
képes a toluol, a meta- és para-xilol teljes lebontasara. Az Gj fajnak a

Sphingobium aquiterrae nevet adtuk.
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4. Kovetkeztetések és a javaslatok

Szamos kutatas bizonyitotta, hogy a szénhidrogénekkel szennyezett
kozegek mikrobakozosségét jellemzden a Betaproteobacteriales rend tagjai, azon
beliil is a Comamonadaceae és Rhodocyclaceae csaldd nemzetségei uraljak
(Alfreider et al. 2002; Fahy et al. 2006; Alfreider — VVogt, 2007; Nestler et al. 2007,
Martinez-Lavanchy et al. 2015). A szénhidrogének lebontdsaban résztvevd
funkciogéneket azonban nem sikeriilt egyértelmiien ismert baktériumfajokhoz
kotni, illetve kérdéses volt az is, hogy az 1.2.C tipusi C230 gének megléte a
genomban egyértelmiien bizonyitja-e, hogy az adott torzs képes a mikroaerob
koriilmények kozotti szénhidrogén-lebontasra. Kivancsiak voltunk arra is, hogy
faji Osszetétel, illetve metabolikus képességek terén milyen mértékben térnek el
egymastol az aromas és alifds szénhidrogének lebontasaban szerepet jatszod
mikrobak6zosségek aerob és a mikroaerob koriilmények kozott.

Dusitési kisérleteink soran jelentds kiillonbségeket tudtunk felfedezni az
aerob és a mikroaerob dusitok mikrobak6zosségeinek dsszetételében és a vizsgalt
funkciogének diverzitasdban. Elsd kisérletiink soran aerob és mikroaerob
dusitokat hoztunk 1étre, melyekhez egyediili szén- és energiaforrasként benzolt
vagy toluolt adtunk, kiindulasi mintaként pedig egy korabban is vizsgalt,
szénhidrogénekkel szennyezett teriiletr6l szarmazo biofilm minta szolgalt. Az
aerob, benzollal kiegészitett dusitokat foként a Betaproteobacteriales rendbe
tartoz6 Malikia nemzetség uralta, melynek két, Malikia spinosa-hoz kothetd
torzsét (99,7% és 99,9%-0s 16S rDNS szekvencia hasonlosag) izolalni is sikertilt
a mintakbol. Annak ellenére, hogy a nemzetség tagjai igen gyakori képviseldi a
szénhidrogénekkel  szennyezett  teriiletek  mikrobak6zosségeinek, a
szakirodalomban nem talaltunk olyan adatot, amelyben szennyezett teriiletrdl
sikeriilt volna tenyésztésbe is vonni 6ket. Az altalunk izolalt M. spinosa AB6 jeli
Feltarva a torzs teljes genomjat lehetdségiink adodott alaposabban megvizsgalni

annak metabolikus képességeit, illetve 0Osszevetni tulajdonsagait a faj
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tipustorzsével. A tipustorzshoz képest az AB6-o0s torzs genomja 300 kilobazissal
nagyobbnak bizonyult, amely els6sorban az aromds szénhidrogének lebontasaban
szerepet jatszo gének feldisuldsanak koszonhetd. Az altalunk izolalt torzs
rendelkezik az 1.2.C tipusi C230 génnel is, amely a fenol lebontasaban szerepet
jatsz6 génklaszterben helyezkedik el. A klasztert mozgékony genetikai elemek
hataroljak, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a torzsbe horizontalis
géntranszfer utjan keriilhetett. Bar az AB6-os torzs rendelkezik az 1.2.C tipusu
C230 génnel, a M. spinosa-t csak az aerob dusitokban tudtuk kimutatni. A torzs
nem rendelkezik olyan génnel, amellyel a benzolgytiriit képes lenne mikroaerob
koriilmények kozott hidroxilalni, mely nélkiil az aromés vegyiiletek mikroaerob
lebontasa sem kezdddhet meg. A kutatas 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 kdrnyezetben. Fény
dertilt arra is, hogy az 1.2.C tipusu C230 gén megléte nem jelenti feltétlentil azt,
hogy az adott baktérium képes a monoaromds vegyiletek mikroaerob
koriilmények kozotti lebontasara. Raadasul, a Malikia spinosa AB6-os torzs teljes
genomjanak elemzése alapjan elmondhatjuk, hogy az 1.2.C tipust C230 gének
horizontalis géntranszfer utjdn konnyedén terjedhetnek a Betaproteobacteriales
rend tagjai kozott. Mikroaerob koriilmények kozott a benzollal és a toluollal
kiegészitett dasitokat is a Pseudomonas nemzetséghez kothetd baktériumok
uraltadk. A benzollal kiegészitett dusitokban a ko6zosség nem volt képes a
szénforras lebontasdra, azonban a toluol fogyasat sikeriilt kimutatni.
Eredményeink alapjan arra kovetkeztethettiink, hogy a Pseudomonas
nemzetségnek egy kore (a P. veronii/extremaustralis leszarmazasi vonal)
sikeresen adaptalodott az oxigénlimitalt koriilményekhez.

Masodik dusitasi kisérletiinkben ismét aerob és mikroaerob dusito
tenyészeteket hoztunk létre, azonban egyediili szén- és energiaforrasként
koolaj/gazolaj keveréket alkalmaztunk. Megvizsgaltuk, hogy az oxigénlimitacid

milyen hatassal van a baktériumkozosségek kialakuldsara, illetve az alkdnok
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lebontasaban kulcsszerepet jatszo alkan-1 monooxigenaz gének (alkB)
diverzitasara. Az aerob és mikroaerob dusito tenyészetek mikrobakozdsségeinek
kutatdsunk soran feltart kiilonbségei a jovoben hasznos informacioval
Lattuk, hogy a Rhodococcus nemzetséghez tartoz6 baktériumok 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 — lvshina 2010, Kis et al. 2017). Ezzel szemben a mikroaerob
kornyezet az Acinetobacter és Pseudomonas nemzetségek képviseldinek
kedvezett. A mikroaerob dusitd tenyészetekben a dominansan jelenlévé alkB
gének a Pseudomonas nemzetséghez, azon beliil is a P. veronii-hoz kothet6ek.
Mivel tudjuk, hogy az igen kozeli rokon P. extremaustralis az alkanokat
mikroaerob koriilmények kozott bontja, feltételezhetd, hogy a Pseudomonas fajok
egy bizonyos csoportja ezekhez az oxigénlimitalt koriilményekhez adaptalddott,
igy fontos szereplik lehet az alkdnok felszin alatti kozegekben torténd
lebontasaban. Az aerob duiisitod tenyészetek koziil kettdben olyan alkB gén valt
domindnssa, amelyet nem lehetett ismert baktériumfajhoz kotni. Metagenom
szekvenalassal és bioinformatikai alkalmazasok segitségével sikeriilt egy
Moraxellaceae csalddba tartozd, ez idaig kitenyésztetlen baktériumfaj genomjat
felépiteni, igy fény deriilt arra is, hogy az eddig ismeretlen, dominans alkB gén
ehhez a baktériumfajhoz tartozik. A jelen kutatds ravilagitott arra, hogy
ismereteink az alkan-lebont6 baktériumokrdl még mindig hianyos.

Kutatdsaink sordn mindig szem el6tt tartjuk, hogy lehetéleg minél tobb
olyan baktériumfajt vonjunk tenyésztésbe, amely képes a szénhidrogének
lebontasara. Tenyésztéses eldkisérletiink soran sikeriilt is egy, a tudomany
szamara uj, Sphingobium nemzetséghez tartozé baktériumtorzset izolalnunk,
melyrdl igazoltuk, hogy aerob koriilmények 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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