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1. BEVEZETES és CELKITUZESEK

A modern ipari tarsadalmak kialakulasanak alappillére volt a fosszilis
energiahordozoknak, azon beliil is a kdéolajnak a mind nagyobb mértékli felhasznalasa.
Manapsag a fosszilis energiahordozok kapcsan elséként a 1égszennyezés, illetve az ebbdl
fakado globalis klimavaltozas kertil el6térbe, mint a kornyezetvédelem elsé szamu megoldasra
vard, kronikus problémaja. A kdolajkitermeléssel azonban szinte egyidds talajaink €s vizeink
kbolajszarmazékokkal torténd szennyezése is. Noha Magyarorszag nem foglal el eldkeld helyet
a koolajkitermeld orszagok listajan, a leggyakoribb talaj- és talajvizszennyezd anyagoknak a
kbolaj, valamint a kdolaj eredetii szénhidrogének szdmitanak. Ennek oka az, hogy szdmtalan
olyan ipari tevékenység van, ahol kdolajat, kéolajszarmazékokat tarolnak, és a mindennapi
tevékenység soran, vagy kisebb-nagyobb havariak (vezetéktorés, foldalatti tarold tartaly
korrézio altali sériilése) kovetkeztében éri szennyezés a kiillonbozé kornyezeti elemeket.
Emellett tobb évtizeddel ezeldtti tevékenységekbdl is visszamaradtak olyan felszin alatti
szennyezések, amelyek a mai napig jelen vannak. Erre jo példdt mutatnak a katonai
l1étesitmények, vagy a Péti Nitrogénmiivek Rt. egykori pétfiirddi olajfinomité tizeme, amelyet
a II. vilaghdborti soran 1944. junius 14.-én ért bombazotamadds. Az ebbdl fakadd
olajszennyezés pedig a mai napig jelen van az érintett pétfiirddi iparteriileten és okoz
megoldandé problémat.

A koéolajeredetii szénhidrogének koziil kiilondsen nagy gondot jelentenck az egyszerii
aromads vegyliletek, mint a bizonyitottan rakkeltd benzol, illetve a toluol, etilbenzol és a xilolok
(0sszefoglaloan BTEX-vegyiiletek). Koszonhetden annak, hogy e vegyiiletek aranylag nagy
vizoldékonysaggal rendelkeznek, a szennyezés konnyedén terjed a talajvizben, ezéltal veszélyt
jelentve a felszin alatti vizkészletekre. Ebbdl kifolydlag a szennyezett kdzegek kdrmentesitése
Magyarorszagon minden esetben torvényileg kotelez6. A karmentesitési eljarasok egyik
kornyezetkiméld ¢és koltséghatékony modja a biologiai karmentesités, vagy masnéven
bioremediacio. E folyamat sordn a mikroszervezetek azon képességét hasznaljuk ki, hogy a
szennyezOanyagot képesek az életfolyamataik sordn lebontani vagy atalakitani. Szamos
mikroba tudja szén- és energiaforrasként hasznositani a kdolaj eredetii szénhidrogéneket, igy a
BTEX-komponenseket is, mégpedig elsésorban aerob koriilmények kzott. Az aerob lebontasi
utvonalak kulcslépéseit (pl. az aromas gytlirQi hasitasat) oxigenaz, illetve dioxigendz enzimek
katalizaljak, amelyek molekularis oxigént igényelnek a miikodésiikhéz. Az aerob lebontési

folyamatoknak koszonhetden azonban a szennyezett felszin alatti kozegben gyorsan megindul
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viszonyok alakulnak ki. Oxigén hidnyaban azonban a legtdbb kdolaj eredetli szénhidrogén
biodegradacidja lelassul, aminek kdvetkeztében példaul a benzol és a xilolok perzisztens
szennyezOkké valhatnak. Ennek koszonhetéen a szennyezett felszin alatti kozegek
karmentesitése soran bevett gyakorlat a kdzeg oxigénnel valo ellatiasa. Kérdésként meriil fel
ugyanakkor, hogy léteznek-e olyan mikroszervezetek, amelyek mikroaerob koriilmények
mellett is képesek a szennyezdanyagok teljes lebontasara. Régota ismert, hogy egyes extradiol
dioxigenaz enzimek hipoxikus koriilmények (<2 mg/l oldott oxigén) kozott is képesek az
aromas gylri hasitasat katalizalni. Kukor és Olsen (1996) voltak az els6k, akik felvetették,
hogy az extradiol dioxigenazok 1.2.C alcsaladjaba tartoz6 katekol 2,3-dioxigenazok, amelyek a
meta-tipusu gyurthasitasi utvonal kulcsenzimei, alacsony szubsztrat koncentraciokhoz
adaptalodhattak az evolucio soran, és emiatt maradhatnak aktivak hipoxikus koriilmények
kozott is. Eltis és Bolin (1996), valamint Hendrickx és munkatarsai (2006) altal kozolt
eredmények alapjan jol ismert volt az is, hogy néhany Pseudomonas mellett féleg a
Burkholderiales rend (korabban Betaproteobacteria osztaly) nemzetségeibe tartozo
baktériumok (Comamonas, Burkholderia, Ralstonia) rendelkezhetnek ebbe az alcsaladba
tartoz6 enzimekkel. Ugyanakkor a kodold 1.2.C C230 gének diverzitdsa jorészt ismeretlen
maradt, mivel a kutatasok kozéppontjaban a kevésbé heterogén csoportokat alkoto, és ezaltal
konnyebben vizsgalhaté 1.2.A (Gammaproteobacteria osztaly Pseudomonas nemzetsége) és
1.2.B (Alphaproteobacteria osztaly Sphingomonas nemzetsége) alcsaladokba tartozé extradiol
dioxigenazok alltak (Hendrickx és mtsai, 2006). Logikus kérdésként meriilt fel tehat, hogy
mekkora lehet a szerepiik a BTEX-vegyiiletek felszin alatti kozegekben torténd lebontasaban
azoknak a mikroszervezeteknek, amelyek 1.2.C alcsaladba tartoz6 extradiol dioxigenaz
enzimmel rendelkeznek, illetve mekkora a kodoldo C230 gének diverzitasa? A dolgozat erre a

gyakorlati vonatkozasokkal is rendelkezd kérdésre probal meg valaszt adni.

2. ANYAG ES MODSZER

A mikroaerob BTEX-lebontasra képes mikroszervezetek, illetve az 1.2.C-tipusa C230
gének diverzitasanak feltardsa alapvetden kétféle megkdzelités alkalmazasaval tortént.
Egyrészt in situ vizsgalatokat végeztiink, amelyek soran magyarorszagi BTEX-vegyiiletekkel
szennyezett felszin alatti kozegek mikrobidlis kdzosségeit igyekeztliink feltdrni, elsdsorban
molekularis mikrobiologiai modszerek segitségével. Emellett in vitro vizsgalatokat is

végeztiink, amelyek soran mikrokozmoszok, illetve dusitd tenyészetek segitségével probaltunk
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valaszt taldlni a feltett tudomanyos kérdésekre. A mikroba kézosségek faji Osszetételének
feltarasa tobbnyire molekularis 6kologiai eszkdzok segitségével tortént, de foleg a dusitasi
kisérletek sordn klasszikus tenyésztéses eljarasokat is alkalmaztunk a bakterialis diverzitdsok
feltarasahoz.

Az in situ mikroba kozosségek vizsgalatakor els6ként minden esetben egy molekularis
ujjlenyomat moédszert, a terminalis restrikcios fragmenthossz polimorfizmust (T-RFLP)
hasznaltuk arra, hogy képet kapjunk a mikroba kozosségek 16S rRNS, illetve 1.2.C-tipust
C230 gén diverzitasarél. A dominans kozosségalkotok, valamint a C230 genotipusok
megismerése ezutan kezdetben az akkor elérheté modszerrel, molekularis klonozassal tortént.
Késobb a nagyateresztOképességli, ujgeneracidos szekvenaldsi moddszerek elterjedtté ¢&s
hozzaférhetové valasa utan a 16S rRNS gén diverzitasat Roche 454 piroszekvenalas, vagy
[llumina MiSeq amplikon szekvenalas segitségével tartuk fel.

Az 1.2.C-tipust C230 gének aktivitasat RNS alapt vizsgélatok segitségével tartuk fel.
E soran kvantitativ real-time PCR (qPCR) modszerrel szamszertsitettiik a C230 mRNS
transzkriptumok mennyiségét in situ koriilmények kozott. Késébb az egyes genotipusok
aktivitdsanak vizsgéalatdhoz egy molekularis ujjlenyomat mddszert fejlesztettiink, amely a
single-nucleotide primer extension (SNuPE) eljarason alapult.

Az in situ koriilményeket imitalé mikrokozmosz kisérlet soran a stabil izotopos jelolés
modszerét hasznaltuk ahhoz, hogy azonositani tudjuk azokat a mikroszervezeteket, amelyek
képesek a toluolt mikroaerob koriilmények kozott is szén- és energiaforrasként is hasznositani.
Ehhez olyan toluolt adtunk egy magyarorszagi BTEX-szennyezett karhelyr6l szarmazo talajviz
tiledékhez, amelynek mind a hét szénatomja a szén stabil, 13-as izotopja volt. A toluol
mikroaerob koriilmények kozotti biodegradacidja soran DNS-t, illetve RNS-t izolaltunk a
mikrokozmoszokbol, majd ultracentrifugalassal kiilonitettiik el a 13-as szénizotopot tartalmazo
nukleinsav (DNS, illetve RNS) frakciokat. E jel6lddott nukleinsav frakciok vizsgélataval
allapitottuk meg azon mikroszervezetek korét, amelyek részt vettek a toluol mikroaerob
lebontasaban.

A mikroaerob és aerob Osszehasonlitdo dusitod tenyésztéseket mindig 3-3 parhuzamos
szérumiivegben hoztuk 1étre, dsvanyi tdpoldat segitségével. Szénforrasként benzolt, toluolt,
BTEX-keveréket, vagy koolaj/gazolaj keveréket alkalmaztunk a kisérletek soran. A mikroaerob
tenyészetek létrehozasakor a szeptummal €s aluminium zarokupakkal hermetikusan lezart
iivegek folyadékterében karbogén gazkeveréket (N/CO2 80:20 v/v) aramoltattunk at 10 percen
keresztiil, hogy anaerob koriilményeket alakitsunk ki. Ezt kdvetden a 0,5 mg/L-es oldott oxigén

koncentraciot sterilre szlirt levegd beinjektalasaval Aallitottuk be. Az oldott oxigén
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koncentraciojat minden esetben nem-invaziv moddon, Fibox 3 trace v3 szdloptikas
méréberendezés és az livegek belsO felszinére ragasztott PSt3 szenzor szpotok (PreSens,
Németorszag) segitségével meértiik. Az aerob dusitod tenyészetekben 6-8 mg/L oldott oxigén
koncentraciot igyekeztlink fenntartani a kisérletek soran.

A baktérium torzsek izolalasa a kornyezeti mintakbdl, illetve a duasitod tenyészetekbdl
minden esetben R2A taptalajon tortént. Identifikacidjukat a teljes 16S rRNS gén
szekvencidjanak elemzésével végeztik el. Az izolatumok aromds szénhidrogén-lebonto
képességét hermetikusan lezart szérumiivegekben vizsgaltuk, a gaztérbdl torténd szilard fazisu
mikroextrakcioval, majd ezt kovet6 GC-MS vizsgalattal. Az egyedi BTEX-komponenseket
mindig kizardlagos szénforrasként alkalmaztuk asvanyi tapoldatban.

Az 1) baktériumfajok tudomanyos leirasa polifazikus uton tortént. A metabolikus
képességek feltdrasdhoz sztenderd laboratériumi teszteket, illetve API tesztcsikokat
hasznaltunk. A zsirsavprofil elemzést, DNS G + C arany meghatérozast illetve, polaris lipidek
vizsgalatat a németorszagi Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) végezte el szamunkra szolgaltatasi megbizas keretében.

A bakteridlis teljes genomok megallapitasa kétféle modon tortént: egyrészt tenyésztésbe
vont tiszta tenyészet DNS-ének de novo szekvenalasaval Illumina platformon, illetve bin-

genom ¢€pitéssel, dusitd tenyészetbdl szarmazoé metagenom adatok segitségével.

3. EREDMENYEK ES MEGVITATAS

3.1 Az in situ mikroba k6zosségek vizsgalata

A kutatas els6 szakaszaban négy magyarorszdgi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett
kéarhely mikroba kozosségeit tartuk fel. A 16S rRNS gén alapu diverzitas vizsgalatok minden
esetben azt mutattak, hogy e karhelyeken a felszin alatti kdzeg (talajviz) mikroba kdzdsségeit a
Betaproteobacteria osztaly (jabban Burkholderiales rend) képvisel6i dominaljak. Ezen beliil
is a Comamonadaceae ¢s a Rhodocyclaceae (ujabban Zoogloeaceae) csaladok nemzetségei
voltak a f0 kozosségalkotok. Ekkor még 16S rRNS gén alapu klontarak segitségével olyan
nemzetségek dominanciajat sikeriilt kimutatnunk, mint a Rhodoferax, Dechloromonas,
Malikia, illetve Acidovorax. Sok esetben szinte ugyanazokat a 16S rRNS filotipusokat sikertilt
kimutatnunk, mint amelyeket mas tanulmanyok is leirtak szennyezett felszin alatti kozegekbdl,

a vilag kiillonbdzé pontjain. A legtobb esetben egy maig kitenyésztetlen, Rhodoferax
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nemzetségbeli mikroszervezet dominancidjat sikeriilt detektalni. Ehhez hasonlé baktériumokat
tobb eurdpai €és USA-beli kéarhelyen is kimutattak (,,SIREN” kérhely, Egyesiilt Kiralysag;
,Zeitz” karhely, Németorszag; ,,Casper” karhely, Wyoming, USA) (Alfreider és Vogt 2007
Callaghan és mtsai, 2010; Fahy és mtsai, 2006), emiatt mar a kezdeti eredmények soran
felmertilt a kérdés, hogy e baktériumok milyen szerepet jatszhatnak a BTEX-vegyiiletek
lebontasaban. A Dechloromonas nemzetség egyes tagjairél (lasd pl. ,,Dechloromonas
aromatica”) mar ekkor ismert volt, hogy felszin alatti kdzegekben fontos BTEX-lebontok
lehetnek, méghozza nitrat-redukalé korilmények kozott. A Malikia nemzetség szerepe
tisztazatlan maradt az in Situ vizsgalatok soran, habar a Hydrogenophaga nemzetség
legkozelebbi rokonaként valosziniisiteni lehetett BTEX-lebonto szerepét (Aburto és Ball 2009).
Végiil fontos megemliteni az Acidovorax nemzetséget, amelynek egyes torzseirdl ismert volt
mar ekkor is, hogy a klorbenzol aerob uton torténd lebontdsira alacsony oldott oxigén
koncentraci6é mellett is nagy hatékonysaggal képesek (Balcke és mtsai, 2008). Az 1.2.C-tipust
C230 gének diverzitasat mindegyik karhelyen egy olyan PCR primerpar segitségével
vizsgaltuk, amely elsdsorban a Comamonadaceae csalad tagjai altal kodolt szekvencidkat volt
képes amplifikalni, &m mar ennek segitségével is szamtalan 0j genotipust sikeriilt kimutatnunk.
A késObbiek soran vizsgalati modell teriiletté valo siklosi karhelyen azt is kimutattuk, hogy a
dominans genotipusokrol jelentds mennyiségli mRNS transzkriptum irodik at. Ezzel pedig

bizonyitottuk azt, hogy a vizsgalt 1.2.C C230 gének szerepet jatszanak legalabb egyes BTEX-
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szennyezési csova szélén van lehetdség, mivel a lebontashoz sziikséges elektron-akceptorok
(oxigén, nitrat, szulfat) megfeleld koncentracidoban csak itt 4llnak rendelkezésre. E zoéna
kiterjedése szélsdséges esetben par centiméternyire korlatozodik csupan, mig a szennyezési
csova belsd részén egy kiterjedt, erdsen redukalt zona jon 1étre, amelyet vas-redukald, illetve
metanogén mikroszervezetek uralnak. Ez utobbi mikroszervezetek csak erdsen korlatozottan
vesznek részt a szénhidrogének lebontasaban, vagy kimondottan csak egy-egy komponens
lebontasara képesek (lasd példaul a toluol-lebontd6 Geobacter metallireducens), ami a
természetes biodegradacié idOtartamat emberi 1éptékben mérve belathatatlan tavra nyujtja el.
Ha mashol nem is, a szennyezési csova sz€lén, ahol szignifikans lebontast feltételeziink,
mindenképpen jelen kell lennie egy hipoxikus rétegnek, amelyet a mikroaerob lebontasra képes

szervezetek uralhatnak. Eredményeink alapjan egyértelmiien megmutatkozott, hogy a sikldsi
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karhelyen is eltérd mikroba kozosségekkel és 1.2.C C230 genotipusokkal volt jellemezhetd a

szennyezési csdva széle, illetve annak kdzéppontja.

3.2 In situ mikroba k6z6sség nyomon kovetése

Az in situ mikroba kozosségek vizsgalata ravilagitott ugyan arra, hogy az 1.2.C C230
gének nagy diverzitdssal vannak jelen a BTEX-vegyliletekkel szennyezett, felszin alatti
kozegekben, de tobbnyire nem kaptunk valaszt arra a kérdésre, hogy a kozosség mely szerepl6i
rendelkeznek e génekkel, mely mikroszervezetek a potencialis mikroaerob lebontok. Ahhoz,
hogy erre a kérdésre valaszt kaphassunk, a siklési BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhely
kozéppontjat feltaré mintavételi katban 13 honapon at kovettiik nyomon a mikroba kdzosség
Osszetételét RNS alapon, illetve monitoroztuk az 1.2.C-tipusia C230 gének expresszidjat. A
mikroba kozosségek Osszetételét, valamint a C230 gének diverzitdsat klontarak segitségével
tartuk fel. Az 1.2.C-tipust C230 gének diverzitasanak feltarasahoz el6zéleg egy uj,
csoportspecifikus PCR primerpart terveztiink, amely nagyfok specifitdst mutatott, ¢&s
segitségével hat kiilonbozo 1.2.C C230 csoportot lehetett megkiilonboztetni a mintdkban. A
bakterialis k6zosség dinamikajat 16S rDNS alapt T-RFLP segitségével kovettiik nyomon, mig
a hat kiilonb6zd 1.2.C C230 csoport expresszidés mintazatdnak monitorozasahoz egy masik
fragment analizisen alapuld technikat, a ,,single-nucleotide primer extension” (SNuPE)
modszert hasznaltuk. A bakterialis k6zosség dinamikaja, illetve az 1.2.C C230 csoportok
valtozo expresszids mintazata lehetové tette, hogy statisztikai dsszefliggést keresslink egyes
mikroszervezetek dominans jelenléte, illetve a funkcidogén expresszidos mintazatok kozott.
Ennek eredményeképpen két taxont tudtunk azonositani, amelyek lehetséges mikroaerob
BTEX-lebonté mikroszervezetek lehettek a vizsgalat idotartama alatt. Egyikiik az a Rhodoferax
nemzetségbe tartozd, maig kitenyésztetlen baktérium volt, amely gyakran mutatkozott
dominansnak a siklosi karhely mikroba kozosségében, illetve vilagszerte kimutathato volt
BTEX-vegyiiletekkel szennyezett felszin alatti kozegekbdl. A masik taxon egy szintén maig
kitenyésztetlen bétaproteobaktérium volt, amelyre az adatbazisokban, illetve a
szakirodalomban kitenyésztetlen Rhodocyclaceae csaladba tartozé baktériumként hivatkoznak.
E taxont is szinte kizarolag BTEX-vegyiiletekkel szennyezett felszin alatti kozegekbdl mutattak
ki, ami tovabb erdsitette esetleges lebontd szerepét. A Rhodoferax nemzetségbe tartozo
baktérium szelektiv dusitdsara kisérletet tettiink négy, nitrogénforrast tekintve kiilonbozo

tapoldat segitségével, azonban probalkozasaink nem jartak sikerrel.
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3.3 A szénhidrogén-lebontasra képes Zoogloea oleivorans Buc torzs 11j fajként torténd leirasa

Az in situ mikroba k6zosségek tisztan molekularis modszereken alapuld vizsgalatai csak
az 1.2.C-tipusu C230 gének diverzitasanak feltarasat engedték meg, mig az e génekkel
rendelkez6 baktériumok diverzitasa jorészt ismeretlen maradt. Emiatt sziikséges volt a
klasszikus, tenyésztésen alapuldé modszereket is bevonni a vizsgalatokba. Ennek
folyoményaként, a siklosi, illetve egy masik magyarorszagi karhelyrdl szarmazo mintakbol
folyamatosan végeztiink direkt, dusitas nélkiili baktériumtorzs izolalast. A torzsek 16S rDNS
alapt azonositasa mellett minden esetben megvizsgaltuk, hogy az adott torzs rendelkezik-e
[.2.C-tipusu C230 génnel. Egy ilyen, 2013-ban tortént kisérlet soran sikeriilt egy olyan
baktériumtorzset izolalni, amely a 16S rDNS szekvencia elézetes vizsgalata alapjan a Zoogloea
nemzetség Uj, még nem leirt tagjanak tlint, és egy korabban ismeretlen 1.2.C-tipusu C230
genotipussal rendelkezett. Habar a nemzetség képviseldi elsdsorban kommunalis
szennyviztisztitdi eleveniszapbol mutathatéak ki, az izoldlas iddpontjdban mar ismert volt
egyes torzseknek az aromds szénhidrogén-lebontasi képessége is. Kiilondsen Jechalke ¢és
munkatarsainak vizsgalata keltette fel érdeklddésiinket, mivel aerob benzol-lebontdsban
résztvevé Zoogloea populacidt azonositottak, stabil izotopos jeldlés modszerének segitségével
(Jechalke és mtsai, 2013).

A Buc' laborjelii torzs sziirkésfehér szinii, kezdetben nyalkas, majd késébb viaszos
allagi telepeket alkotott R2A tapagar felszinén, mig R2A téplevesben aranylag gyors
flokkulumképzddést mutatott. A fiatal, flokkulumot még nem képezd 24-48 oras tenyészetek
segitségével a sejtekrdl késziilt transzmisszids elektronmikroszkopi kép alapjan lathatd volt,
hogy a fiatal sejtek 2,5 — 3 pum hossziak, mig atmérdjik 1,2 — 1,4 um és egy polaris
flagellummal rendelkeznek. A képeken megfigyelhetd volt az is, hogy a sejteket vastag tok
veszi koriil. A 16S rDNS szekvencia-hasonldsag alapjan a Buc' legkozelebbi rokondnak a
Zoogloea caeni adodott 97,2%-0s homoldgiaval. A nemzetség tobbi tagjaval 96% alatti 16S
rDNS hasonldsagot lehetett csak kimutatni. A Buc' torzsnek a tobbi Zoogloea fajtél vald
filogenetikai elkiiloniilését a neighbor-joining modszerrel késziilt fa is jol mutatja (1. dbra). S6t,
a filogenetikai fa alapjan elmondhat6, hogy valdjdban nem lehet egyértelmiien megallapitani,
hogy melyik Zoogloea faj a Buc' torzs legkdzelebbi rokona, mivel annyira kiilonallo agon
helyezkedik el (1. abra).
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09 Thauera aromatica K 1727 (X77118)
— ==
0.01 98 Thauera selenatis ATCC 653637 (Y17591)
99 Thauera linaloolentis 47LolT (AJOO5816)
83 —_ Thauera terpenica 58EuT (AJO05817)

Azoarcus indigens VB32T (AF011345)
a1 {Azoarcus evansii KB 7407 (X77679)

99 Azoarcus anaerobius DSM 120817 (Y14701)
Azoarcus communis SWub3T (AF011343)

Azonexus fungiphilus BS5-8T (AF011350)
53 Azovibrio restrictus S5b2T (AF011346)
76 Sterolibacterium denitrificans Chol-1ST (AJ306683)

Zoogloea oleivorans BucT (KF667502)

Zoogloea caeni EMB43T (DQ413148)
98

Zoogloea resiniphila DhA-35T (AJ011506)
_|j Zoogloea ramigera ATCC 195447 (X74913)
98 Zoogloea oryzae A-7T (AB201043)
Vogesella indigofera ATCC 197067 (AB021385)

79

Comamonas denitrificans 1237 (AF233877)

1. abra: A Buc' torzs filogenetikai helyzetét bemutaté, neighbor-joining médszerrel késziilt fa. (Farkas
és mtsai, 2015 alapjan).

A Buc" térzs szénhidrogén-lebontasi képességét elsd 1épésben egyszerii gravimetrids
modszerrel végeztiik el. Ennek soran egy kdolaj/gazolaj keverék lebontasat vizsgaltuk, és a
torzs 18,6 = 1,6%-os bontasi hatékonysagot mutatott a 120 oras vizsgalati idotartam végéig,
szemben a referencia torzsként hasznélt Zoogloea caeni EMB43™-vel, amely egyaltalan nem
mutatott szénhidrogén-lebontést. Késébb GC-MS vizsgalatok segitségével fény dertilt arra is,
hogy a Buc'-torzs képes aerob kériilmények kozott a benzolt, a toluol, valamint az etilbenzolt
is egyediili szén-, ¢és energiaforrasként hasznositani (nem publikalt eredmény).

A BucT torzzsel végzett fenotipikai, kemotaxondmiai, illetve molekularis filogenetikai
vizsgalatok eredményei alapjan egyértelmiien leirhaté volt a Zoogloea nemzetség 1j
képviseldjeként. Mivel koolajszdrmazékokkal szennyezett kozegbdl keriilt izoldldsra, ¢€s
képesnek bizonyult egyes koéolaj/gazolaj komponensek lebontasara, a torzs a Zoogloea
oleivorans nevet kapta. A tipustorzs elhelyezésre keriilt a németorszagi DSMZ
torzsgyljteményben (DSM 28387), valamint a magyarorszagi Mezdgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében (NCAIM B 02570).
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3.4 Mikroaerob tolul-lebontd mikroszervezetek azonositasa stabil izotopos jelolés modszerével

Habar a klasszikus, tenyésztésen alapuldé modszerekkel sikertilt bdviteni ismereteinket
az 1.2.C C230 génnel rendelkez6 mikroszervezetek diverzitasa terén, nyilvanvald volt
szamunkra, hogy a potencialisan mikroaerob BTEX-lebontasra képes baktériumok jelentds
részének tenyésztése nehézségekbe iitkozik (lasd a maig kitenyésztetlen Rhodoferax
nemzetségbe tartoz6 baktériumok). Ahhoz tehat, hogy e baktériumoknak a mikroaerob
korilmények kozotti BTEX-lebontasban betoltott szerepét minden kétséget kizardan
tisztazhassuk, egy komplex kornyezeti mikrobioldgiai vizsgalati moédszer hasznalatahoz kellett
folyamodnunk. A stabil izotopos jelolés az egyik legelterjedtebb modszer, amellyel tenyésztés
nélkiil is képesek lehetiink mikroszervezetek bizonyos metabolikus képességeinek vizsgalatara.
A mobdszert elsOként Radajewski és munkatarsai irtdk le kozel két évtizeddel ezeldtt
(Radajewski és mtsai, 2000). Az alapelgondolas szerint olyan mesterségesen eldallitott szerves
szubsztratot adagolnak egy kornyezeti mintdhoz (altalaban talaj vagy talajviz {iledék),
amelyben a szénatomok koziil legaldbb egy a szén stabil, 13-as izotopjaként van jelen (*C).
Azok a mikroszervezetek, amelyek a vizsgélt koriilmények kozott képesek a felkinalt
szubsztratot szénforrasként hasznositani, a nehéz szénizotopot beépitik a DNS-iikbe. Az igy
kezelt kdrnyezeti mintabol izolalt kozdsségi DNS-t izopiknikus gradiens centrifugalas ala vetik,
amely sordn a nehéz izotopot tartalmazdé DNS elkiilonithetd és vizsgalhato a jol ismert
molekularis 6kologiai modszerekkel.

Ahhoz, hogy a siklosi karhely esetében minden kétséget kizaréan meg tudjuk allapitani, hogy
mely baktériumok képesek mikroaerob koriilmények mellett is a monoaromas
modellvegyiiletnek szamité toluol lebontdsara, mikrokozmosz kisérletet végeztiink stabil
szénizotopot tartalmazé tolul (*3C-toluol) segitségével. A siklosi karhely szennyezési
csovajanak kozepét feltaro ST2-es talajvizmintavételi kuat aljarol vett iiledékminta segitségével
GC-MS segitségével kovettilk nyomon, €s az adatok értékelése alapjan az inkubacio 3. és 7.
napjan izolaltunk DNS-t és RNS-t,. majd izopiknikus gradiens centrifugalas segitségével
frakcionaltuk a kozosségi DNS-t, illetve RNS-t, ezutan pedig T-RFLP, 16S rDNS amplikon
piroszekvenalas és RNS-szekvenalds segitségével vizsgaltuk a DNS és RNS frakciokat. A
vizsgalatok alapjan harom a Burkholderiales rendbe tartozé baktériumcsoportot azonositottunk
egyértelmiien mikroaerob toluol-lebontoként, mivel DNS-ik és RNS-ik is a ,nehéz”
nukleinsav frakciokban dusult fel. E baktériumok a kovetkezéek voltak: Quatrionicoccus

australiensis, Zoogloea oleivorans és egy kitenyésztetlen Rhodocyclaceae rokonsagi korbe
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tartoz6 baktérium. Ez utobbi mikroszervezet a 16S rRNS gén alapjan megegyezett azzal a
baktériummal, amelyet a korabbi monitoring vizsgalat eredményeképpen, statisztikai alapon,
mint lehetséges mikroaerob lebontdt azonositottunk. A Rhodoferax nemzetségbe tartozo
mikroszervezet DNS-e az atmeneti frakcioban dusult fel, igy tovabbra sem lehetett
egyértelmiien kijelenteni, hogy részt vett a toluol mikroaerob lebontasaban. Ezen tilmenden
viszont az RNS alapu vizsgalatok ramutattak arra, hogy egyes Azonexus és Dechloromonas
nemzetségekbe tartozd baktériumoknak jelentOs szerepiik lehetett a lebontasban. Habar e
mikroszervezetek DNS-¢ nem jel616dott oly mértékben, hogy a ,,nehéz” DNS frakcioban Ki
lehetett volna mutatni a feldusulasukat, RNS szinten lebontokként voltak azonosithatoak. Az
mRNS szekvencidk elemzése alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy a ,,nehéz” RNS
frakcioban a katekol 2,3-dioxigendz génekhez kothetd transzkriptumok jelentds feldiisuldsa
volt megfigyelhetd a konnyli RNS frakcidohoz képest. E transzkriptumok tobbségét csak torzs
(phylum) szinten lehetett baktérium csoporthoz kotni, de az elmondhatd, hogy a C230
transzkriptumok 16%-a Zoogloea oleivorans eredetii volt. Ez alapjan pedig nyilvanvalova valt,
hogy a Zoogloea oleivorans azért lehetett képes a toluolt mikroaerob koriilmények kozott is
szén- ¢és energiaforrasként hasznositani, mert rendelkezik olyan C230 génnel, amely a

hipoxikus koriilményekhez adaptalodott 1.2.C-tipust katekol 2,3-dioxigendz enzimet kodol.

3.5 A Zoogloea oleivorans Buc' torzs teljes genom analizise: kulcs a mikroaerob tolul-lebontas

utvonalanak feltarasahoz

Miutan a stabil izotopos kisérlet eredményei, azok koziil is féleg az RNS alaptak
ravilagitottak arra, hogy a Zoogloea oleivorans mikroaerob koriilmények kozott is képes a
toluol lebontasara, az altalunk izolalt tipustorzs teljes genomszekvencidjanak feltarasa mellett
dontottiink. A Buc' térzs teljes genomja 5 678 157 bazispar nagysagunak adédott, 62,5%-0S
G+C tartalommal. A fehérje kodolo gének szdma az annotacié alapjan 5005 darab, amelyek
koziil legalabb 66-ot lehet az aromds szénhidrogének lebontasahoz kotni.

Az 1.2.C-tipustt C230 gén egy olyan klaszterben foglalt helyet a genomban, amely csak
egy részleges meta-gytiriihasitasi tvonalat kodolt (2. abra). A gylriihasitdshoz és a tovabbi
1épések katalizalasahoz sziikséges gének voltak csak megtalalhatoak ugyanis e klaszterben, mig
a gyurt aktivalasdhoz sziikséges gének hianyoztak. Raadasul a klaszter mindkét végén
transzpozonokat kodolo gének helyezkedtek el (Tn3 csalddba tartozé transzpozon ,,upstream”

helyzetben, illetve egy pontosan nem kategorizalhatd transzpozon génje ,,downstream”
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helyzetben). Ez arra utalt, hogy ¢ génklasztert horizontalis géntranszfer (HGT) Gtjan szerezte a

Buc' torzs.

5000/ 10 000! 15 000!

ORF 1 QORF 7 ORF 8 ORF 10 ORF 11 ORF 13
ORF 2 ORF 4 ORF 6 ORF 9 ORF 14

2. abra: A Zoogloea oleivorans Buc' térzs genomjaban megtaldlhato, részleges meta-gytiriihasito
lebontdasi utvonalat kodolo génklaszter. ORF 1: Tn3 csaladba tartozo transzpozon, ORF 2: ferredoxin,
ORF 3: 1.2.C-tipusu katekol 2,3-dioxigendz, ORF 4: hem-kéto fehérje; ORF 5: 2-hidroximukonsav-
félaldehid dehidrogendz;, ORF 6: glutation-S-transzferaz; ORF 7: 2-hidroximukonsav-félaldehid
hidrolaz, ORF §8: 2-oxopent-4-enodt hidratdaz; ORF 9: hipotetikus fehérje; ORF 10: SDR-csalddba
tartozo oxidoreduktaz;, ORF 11: acetaldehid-dehidrogendz; ORF 12: 4-hidroxi-2-oxovalerat-aldoldz,
ORF 13: 2-0x0-3-hexéndisav dekarboxilaz; ORF 14: piruvat karboxilaz (Tancsics és mtsai. 2020
alapjan).

Az 1.2.C-tipustt C230 gént tartalmazo klaszterben nem voltak megtalalhatéak olyan gének,
amelyek a gyliri aktivaciojat katalizalé enzimet kddoltak volna. Ennélfogva a genomban
mashol ugyan, de kellett, hogy taldljunk ilyen funkcioji géneket. Ma mar ismert, hogy az
aromas gylru aktivacigjat fenol-monooxigenaz enzim is el tudja végezni. Ez az enzim altalaban
egy tobbkomponensii fenol-hidroxilaz rendszer részeként talalhatdé meg az aromas
szénhidrogének lebontasara képes baktériumok genomjaban. Ilyen fenol-hidroxildz rendszert
kodolé gének pedig a Buc' torzs genomjaban is megtaldlhatéak voltak, méghozza egy teljes
meta-gytiriihasitasi atvonalat kodold génklaszter részeként. Tovabb vizsgalva a genomot, még
egy klasztert talaltunk, amelyben aromas gylrii hidroxilaciojat végzé enzimet kddold gének
voltak megtalalhatoak. Ez egy alapvetden bifenilek leontasaban szerepet jatszo génklaszter volt
(a tovabbiakban bifenil-degradacios klaszter), és ezt is mobilis genetikai elemek hataroltak,
tehat szintén HGT utjan keriilhetett a Buc' torzs genomjaba. A klaszter egy része szinte teljes
egyezést mutatott egy, a Thauera sp. DNT-1-es torzsben kimutatott DNS szakasszal, amely
tobbek kozott toluol-dioxigenaz enzimet kodold géneket tartalmazott (3. abra). E baktérium
torzsrdl ismert, hogy képes a toluolt aerob és anaerob uton is lebontani, és oxigén jelenlétében
e toluol-dioxigenaz enzimet hasznalja a toluol aromas gytrtijének aktivalasahoz (Shinoda és
mtsai, 2004). Sajnos Shinoda és munkatarsai csak a klaszter egy részét tartak fel, de szinte
biztosra vehetd, hogy ugyanaz a bifenil-klaszter taldlhat6 meg mindkét baktérium térzsben. Az
Osszehasonlithatd szakaszokon 6t-6t ORF talalhat6 jol meghatdrozhaté funkcioval, illetve a

Buc' torzs esetében talalhaté még egy tovabbi ORF, amely azonban csak hipotetikus fehérjét
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kodol. E hipotetikus fehérjét kodold ORF csak részlegesen talalhaté meg a Thauera sp. DNT-

1-es torzs esetében, am ettdl eltekintve 100%-0s az egyezés a két DNS szakasz kozott.

(@

Zoogloea oleivorans Buc

— — —
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3. abra: A toluol dioxigendz gént tartalmazé klaszterek a (a) Zoogloea oleivorans Buc' (ORF 1: GntR
csaladba tartozo transzkripcios reguldator; ORF 2: aromas gyuirii-hidroxilalo dioxigendz enzim alfa
alegysége; ORF 3: 3-fenilpropionat/fahéjsav dioxigendz béta alegysége; ORF 4: hipotetikus fehérje;
ORF 5: ferredoxin; ORF 6: piridin nukleotid-diszulfid oxidoreduktaz; ORF 7. cisz-2,3-dihidrobifenil-
2,3-diol dehidrogendz; ORF 8: 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigendz, ORF 9. 2-oxopent-4-enodt
hidratdz; ORF 10: acetaldehid dehidrogendz; ORF 11: 4-hidroxi-2-oxovalerdt aldoldz; ORF 12: 2-
hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienodt hidroldz; ORF 13: aromds szénhidrogén lebontasdban
résztvevo fehérje; ORF 14: alfa/béta hidroladz) és a (b) Thauera sp. DNT-1 (ORF 1 és ORF 2:
terminalis dioxigendz vas-kén fehérje; ORF 3 ferredoxin; ORF 4: ferredoxin reduktaz; ORF 5:
dehidrogendz) torzsek esetében. Az azonos szinnel jelolt ORF-ek azonos funkcioju enzimeket kédolnak.
Az ORF-ek alatt feltiintetett szazalékos értékek az egymasnak megfeleltethetd ORF-ek hasonlosagi
étékeit mutatjak. (Tancsics és mtsai. 2020 alapjan)

A Buc' torzs teljes genomszekvencigjanak birtokéaban a stabil izotopos kisérletbél
szarmaz06 metatranszkriptoma adatokat, azok koziil is a nehéz RNS frakciobdl szarmazé mRNS
szekvencidkat a genomra illesztettik. Ez a Iépés lehetové tette, hogy feltarjuk mely
génklaszterek vettek részt a toluol mikroaerob koriilmények kozotti lebontasdban. A részleges
meta-gylriihasitasi utvonalat kodold génklaszter esetében azt taldltuk, hogy mindegyik gén
jelentds aktivitast mutatott, és kiilondsen az 1.2.C-tipust C230, illetve a 2-hidroximukonsav-
félaldehid dehidrogenaz gén esetében lehetett aranylag nagy mRNS szdmot megfigyelni.
Masrészt viszont a fenol-hidroxildz rendszert kddolod génklaszter esetében tobbnyire alacsony
aktivitast tapasztaltunk. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az e gének altal kodolt extradiol
dioxigenaz enzimek nem vettek részt a toluol gylriijének hasitdsdban. A fenol-hidroxilazt
kodolo gének alacsony aktivitasa pedig arra engedett kovetkeztetni, hogy a toluol gyliriijének

hidroxilacioja nem 2-hidroxitoluol (0-krezol) koztiterméken keresztiil tortént. Kérdés maradt
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tehat, hogy hogyan is tortént a toluol gytirijének hidroxilacidja mikroaerob koriilmények
kozott. A valaszt a bifenil-degradacids klaszter adta meg, ugyanis az itt talalhato gének, de
kiilonosen a toluol-dioxigenaz-szerli enzimet kddold két gén jelentds aktivitast mutatott. Ez
alapjan azt lehetett valdszintsiteni, hogy a 3-metilkatekol kialakulasa toluol-cisz-dihidrodiol
koztiterméken keresztiil tortént. Az eredmények alapjan lathato, hogy ez a toluol-dioxigenaz
enzim mikddoképes maradhatott mikroaerob korilmények kozott is. Ez szakirodalmi
adatokkal is jol alatamaszthato. A P. putida F1-es torzse esetében megfigyelték, hogy a toluol-
dioxigenaz enzimét kddold gének expressziojara, illetve az enzim életidejére nem volt hatassal
1-es torzs esetében, amely gyakorlatilag ugyanazt a toluol-dioxigenaz enzimet hasznalja a
toluol gytirtijének aktivalasidhoz, mint a Z. oleivorans Buc', kimutattdk, hogy mikroaerob
koriilmények kozott is képes a toluol lebontasara (Shinoda és mtsai, 2004).

A Zoogloea oleivorans Buc' térzs genomjanak vizsgalata rAmutatott arra, hogy e torzs
valoban azért volt képes a toluol mikroaerob koriilmények kozotti lebontasara, mert
rendelkezett olyan C230 génnel, amely 1.2.C-tipusu extradiol dioxigenaz enzimet kodolt.
Emellett azonban legaldbb olyan fontos szerepe volt a folyamatban egy toluol-dioxigendz
aktivitassal rendelkezd enzimnek is, amely a toluol aromas gytirijének hidroxilacidjéért volt
felelos és szintén miikodoképes volt mikroaerob koriilmények kozott. Kijelenthetjiik tehat,
hogy nem lehet egyetlen gén, vagy enzim jelenlétéhez, illetve miikodéséhez kotni az aromas
szénhidrogének mikroaerob lebontdsat. Fontos megfigyelés tovabbd, hogy mindkét
kulcsfontossagu enzim olyan génklaszterben helyezkedett el, amelyeket mobilis genetikai
elemek (transzpozonok) hataroltak, tehat valoszinilileg horizontélis géntranszfer Utjan keriiltek

a BucT torzs genomjéba.

3.5 Az in vitro feldusitott mikrobakozosségek vizsgalata: aerob és mikroaerob duisito

tenyészetek Osszehasonlito elemzése

Részben a stabil izotopos vizsgalatoknak is koszonhetden vildgossa valt eléttiink, hogy
az 1.2.C-tipustt C230 gén megléte nem ruhazza fel automatikusan az adott baktériumot a
mikroaerob BTEX-lebontas képességével. Ahhoz, hogy tovabbi ismereteket nyerjiink azon
1.2.C C230 gének diverzitasarol, amelyek ténylegesen a mikroaerob lebontashoz kothetdek,
parhuzamos aerob €s mikroaerob, aromas szénhidrogén-lebont6 dusito tenyészeteket hoztunk
létre, majd vizsgaltuk a kialakult mikroba kozdsségeket. A vizsgalatokhoz egy kozép-

magyarorszagi, kdolajszarmazékokkal szennyezett karhelyr6l szarmazé biofilmet hasznaltunk
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inokulumkénta dusito tenyészetekben. A biofilm egy ,,pump-and-treat” karmentesité rendszer
részeként miikodo buvarszivattyu rozsdamentes acél felszinén alakult ki. A dusitasi kisérleteket
harom 1épésben hajtottuk végre, 100 mL-es, Iégmentesen zarhatdo laboratériumi
szérumiivegekben aerob (7-8 mg/L oldott oxigén), illetve mikroaerob (0-0,5 mg/L oldott

oxigeén) koriilmények kozott (4. dbra).

4. Gbra:A dusité tenyésztésekhez haszndlt, hermetikusan lezdrt szérumiiveg. Az liveg belsé oldaldn jol Idthatd az oldott

Az els6 dusito kisérlet célja az volt, hogy altalanos képet kapjunk arrdl, hogy milyen
hatadssal van az oxigén-limitdci6 a BTEX-lebontds soran feldusuld bakteridlis kozosség
osszetételére. Erdekes médon, mind aerob, mind pedig mikroaerob kériilmények kozott a
Comamonadaceae csaladba (Burkholderiales rend) tartoz6 nemzetségek valtak dominanssa.
Azonban mig aerob koriilmények kozott a Malikia nemzetség volt uralkodo a kozosségekben,
addig mikroaerob koriilmények kozott az Acidovorax nemzetség volt a legdominansabb. Ez a
nagyfoku eltérés az 1.2.C-tipusu C230 gének diverzitdsanak vizsgalatakor is megmutatkozott.
A mikroaerob dusitokban egy korabban izolalt Acidovorax nemzetségbeli baktériumtorzshoz
lehetett kotni a dominans 1.2.C C230 genotipust, mig az aerob dusitokban egy addig ismeretlen
genotipus dominalt, amit nem lehetett ismert baktériumhoz kotni. Mivel azonban az aerob

disitokban a Malikia nemzetség dominalt, felmeriilt benniink, hogy e baktériumok
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rendelkeznek az 4j 1.2.C C230 genotipussal. A dusito tenyészetekbdl tortént torzsizolalas soran
a Malikia nemzetség képvisel6it nem sikeriilt izolalnunk, igy feltevésiinket nem tudtuk igazolni.

A masodik dusitasi kisérletiink soran nem BTEX-keveréket, hanem vagy csak benzolt,
vagy csak toluolt tartalmaztak a mikrokozmoszok, mint elérhetd szén-, €s energiaforrds. A
célunk e kisérlettel az volt, hogy megvizsgaljuk, mennyire fednek at a mikroaerob benzol és
toluol-lebontd bakterialis kozosségek, emellett mikroaerob benzol- és/vagy toluol-lebontd
baktériumtorzseket izolaljunk, tovabba izolalas céljabdl ujra feldusitsuk a Malikia nemzetség
képviseldit. Mivel a Malikia nemzetség legkzelebbi rokona a Hydrogenophaga nemzetség,
amelynek képviseldit gyakran mutatjak ki benzollal szennyezett felszin alatti kozegekbdl,
végll be is igazolddott, mivel az aerob benzol-lebontd dusité tenyészetekben e nemzetség
képviseldi valtak egyeduralkoddva, és két képviseldjiiket izolalnunk is sikeriilt. E torzsek a
Malikia spinosa fajjal mutattak rokonsagot és mindketté rendelkezett azzal az 1.2.C C230
genotipussal, amelyet az el6z6 dusitasi kisérletben az aerob mikrokozmoszokban dominansként
mutattunk ki. E torzsek egyikét (M. spinosa ABG6-os laborjelii torzs) tovabb vizsgalva
kimutattuk, hogy a benzol mellett képes a toluolt és az etilbenzolt is egyediili szén-, és
energiaforrasként hasznositani. A torzs teljes genomszekvencidjanak feltarasa ravilagitott arra,
hogy az 1.2.C C230 gén egy fenol lebontasért felelds klaszterben helyezkedik el, amelyet
mobilis genetikai elemek hatarolnak (5. abra). Mivel a genomban nem talaltunk kifejezetten
benzol/toluol mono- vagy dioxigenazt, valosziniisithet6, hogy e génklaszter a felelds mind a
benzol, mind pedig a toluol lebontdsdért. Hasonld6 megfigyelést tettek az ugyancsak
Comamonadaceae csaladba tartozo Alicycliphilus denitrificans benzol- és toluol-lebontd torzsei
esetében (Oosterkamp és mtsai, 2013). Megjegyzendd tovabba, hogy a benzol aromas
gylirlijének phenol monooxigenazok altali hidroxilacidja egy részletesen leirt folyamat (Pérez-
Pantoja és mtsai, 2010), és a toluol-lebontasban betdltott szerepiik is jol ismert (Cafaro és mtsai,
2004; Martinez-Lavanchy és mtsai, 2015). Kérdés maradt ugyanakkor, hogy az etilbenzol
lebontasara milyen metabolikus Gtvonalat hasznal az AB6-os torzs. A legkézenfekvobb az volt,
hogy etilbenzol dioxigenaz enzimet kodold gént keressiink a genomjdban, azonban ilyen
funkcidval biré gént nem talaltunk. Ismert ugyanakkor, hogy az etilbenzol lebontasa nem csak
az aromas gylrl oxidacidjan keresztiil, hanem az etil-csoport oxidaciojanak tjan is lebontasra
keriilhet. Ez utobbi 1€pést a naftalin dioxigenaz enzim képes katalizalni (Lee és Gibson 1996;
Lee és mtsai, 2019). Ennek okan naftalin dioxigenazt kodolé géneket kerestiink a genomban,
amelyeket meg is talaltunk, méghozza egy teljes nag operonban elhelyezkedve. Ez az operon

tartalmazta a szalicilat-5-hidroxilaz és a gentizat 1,2-dioxigenaz enzimeket kodolo géneket is,
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¢s Madsen 2007; Zhou ¢és mtsai, 2001). Ez alapjan pedig valdsziniisithetd, hogy az AB6-0S
torzs a naftalin lebontasara is képes.

E dusitasi kisérlet ijabb bizonyitékot szolgaltatott arra is, hogy az 1.2.C-tipusu C230
gén megléte 6nmagaban még nem jelenti azt, hogy az adott baktérium képes egyes aromas
szénhidrogéneket mikroaerob koriilmények kozott lebontani. Ahhoz ugyanis olyan, az aromas
gytrtt hidroxilalni képes enzimmel is rendelkeznie kell, amely szintén miikodéképes alacsony
oldott oxigén koncentracié mellett is, mint ahogy azt a Z. oleivorans Buc' esetében lathattuk.
Ilyennel azonban a M. spinosa AB6 feltehetéleg nem rendelkezett.

A kisérlet masik céljat, hogy olyan baktériumtorzseket izolaljunk, amelyek mikroaerob benzol-
¢s/vagy toluol-lebontasra képesek, nem sikeriilt teljesiteniink, mivel e mikrokozmoszokbol
kizarolag a Pseudomonas veronii/extremaustralis leszarmazasi vonalhoz tartozd torzseket
tudtunk izolalni, amelyek nem rendelkeztek 1.2.C C230 génnel. Raadasul a benzolt tartalmazo
mikroaerob dusitd tenyészetben a dusitds 6todik hetében mar nem lehetett benzol-lebontast
megfigyelni. Habar a toluolt tartalmaz6 mikroaerob dusitod tenyészetekben a végponti dusitok
esetében 30-40%-0s toluol-lebontast lehetett detektalni, ez jelentésen elmaradt attol, mint amit
az aerob mikrokozmoszok esetében tapasztaltunk. Ez az eredmény ravilagitott arra, hogy az
egyedi BTEX komponensekkel, mikroaerob koriilmények kozott torténd dusitd tenyésztés
alacsony diverzitasti kozosségek feldisulasahoz vezethet, amennyiben a kozosség nem

tartalmaz kimondottan mikroaerob lebontasra képes mikroszervezetet.

1.2.C-tipusu i 1adb A :
IS5 csaladba tartozo6 transzpozaz C230 gén 185 caaladba tartoz transzpoziz
ORF 19

£ 50007 To 0001 ¥ 15 0007 20 000" 75 000" v

B D < 4ZZE VD HETD EDOED D> Ep DD B> EDE) || EETEEE)

ORF 1 ORF 2 ORF 6 ORF 10 ORF 12 ORF 14 ORF 17 ORF 22 ORF 24 ORF 26

ORF 3 ORFS  ORF7 ORF11  ORF13 ORF 15 ORF18 ORF20 ORF 21
l ORF 9 | ORF 23
tobbkomponensi

L |

meta-gytrihasitasért felelos gének

fenol-hidroxilaz

5. abra:A M. spinosa AB6 genomjaban kodolt fenol-lebontasi klaszter sematikus abrdja. (Révész és
mtsai, 2020a alapjan)

A harmadik dusitési kisérlet soran egy valos szennyezéshez jobban kozelitd beallitast
probaltunk vizsgalni, és nem kizarolag aromas komponenseket adtunk a mikrokozmoszokhoz
szénforrasként, hanem egy koolaj/gédzolaj keveréket. E kisérlet sordn tehat fleg az alifés

szénhidrogének jelentették a szénforrast, igy az e vegyliletek aerob uton torténd lebontasaban
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szerepet jatszo alkan 1-monooxigenaz (alkB) enzimeket kodold gének diverzitasat vizsgaltuk
aerob ¢és mikroaerob koriilmények kozott. Akarcsak az el6z6 kisérletek soran, itt is jelentds
kiilonbségeket tartunk fel az aerob és a mikroaerob koriilmények kozott feldusitott mikroba
kozosségek Osszetétele kozott. Az aerob dusitd tenyészetek esetében a Polaromonas és a
Pseudomonas nemzetségek képvisel6i voltak a legdominansabbak, de jelentés szamban tudtuk
kimutatni a kivalo alifas szénhidrogén-lebontd6 Rhodococcus nemzetség képviseldit is.
(Martinkova és mtsai, 2009; Zampolli és mtsai, 2019). Megjegyzendd, hogy e nemzetség szinte
Osszes képviseldje esetében kimutathatdé az alkan-1 monooxigendz gén(ek) jelenléte a
genomjukban (Tancsics és mtsai, 2015). Nem véletlen tehat, hogy egyes Rhodococcus fajokat,
de kiilondsen az ugynevezett ,erythropolis” klad tagjait szénhidrogénekkel szennyezett
kozegek generalista fajaiként tartanak szamon (Hamamura és mtsai, 2006; Hamamura és mtsai,
2013). Meglepd modon, a Candidatus Saccharibacteria torzshoz tartozo szekvenciak is jelentds
abundanciaval voltak jelen az AER2-es aerob dusitdt tenyészetben. E tOrzset egészen a
kozelmultig kizarélag molekuléris szinten ismerték, de még napjainkban is csak egyetlen
tenyésztésbe vont képviseldje ismert, emiatt, mint a ,mikrobialis sotét anyag” tagjai
hivatkoznak a szakirodalomban e baktériumokra (He és mtsai, 2015). Habar e baktériumok
diverz dkoszisztémakbol mutathatoak ki, egy bizonyos csoportjuk (3. szubdivizid) jellemzden
szénhidrogénekkel szennyezett kozegekben van jelen. Winsley és munkatarsai (2014)
gazolajjal szennyezett talajbol mutattak ki, mig egyes stabil izotopos kisérletek eredményei azt
feltételezik, hogy szerepiik lehet a benzol és a toluol lebontasdban (Luo és mtsai, 2009; Xie és
mtsai, 2011). Ami az alkB gének diverzitasat illeti, az aerob disitok koziil kettdben egy addig
ismeretlen genotipus volt a meghatarozo, amit nem tudtunk ismert baktériumhoz kotni. Mellette
foleg Rhodococcus, illetve Pseudomonas eredetii alkB gének voltak kimutathatoak. A
mikroaerob dusito tenyészetekben a Rhodococcus nemzetség képviseldi joval kisebb
abundanciaval voltak jelen, ami azt mutatja, hogy e baktériumok magasabb oldott oxigén
koncentraciot igényelnek ahhoz, hogy alkan-lebontd képességiiket ki tudjak fejteni. Ezzel
szemben az Acinetobacter nemzetség képviseldi szinte egyeduralkodova valtak, a
Pseudomonas nemzetség képviseldivel egyetemben. Mellettiik olyan nemzetségek jelenlétét
tudtuk még jelentésebb mértékben kimutatni, mint a Burkholderiales rendbe tartozo
Acidovorax, Variovorax és Simplicispira nemzetségek, amelyeket korabban a mikroaerob uton
torténé BTEX-lebontashoz tudtunk kotni. E mikrokozmoszokban az alkB gének nagy részét
egy Pseudomonas veronii és egy Acinetobacter calcoaceticus térzshoz lehetett kotni. Az
Acinetobacter nemzetség szamos képvisel6jérdl ismert, hogy képesek az alkanok és az aromas

szénhidrogének lebontasara, rdadasul egyes torzseik kifejezetten a hossza szénlanct alkanok
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2001). Annak a ténynek a tiikrében, hogy e nemzetség valt dominanssa mikroaerob
koriilmények kozott, talan jobban érthetévé valik, hogy miért lehetnek abundansak az
Acinetobacter nemzetségbe tartozé baktériumok a mélyen fekvo kbolaj rezervoarokban, ahova
minden bizonnyal a kitermelés soran beinjektalt vizzel jutnak (Orphan és mtsai, 2000; Zhao és
mtsai, 2012). A kéolaj rezervoarok esetében elsdsorban az anaerob alkan lebontas jéhet szoba,
mint dominans folyamat, 4m a kis mélységben fekvo rezervodrok nem tekinthetdek feltétlentil
teljesen anaerobnak, 1évén a csapadék utjan lehet némi oxigén utanpotlasuk (Jones és mtsai,
2007). Emellett a mélyebben fekvo rezervoarokba is juthat oxigén a kitermelés soran beinjektalt
vizzel. Ennek megfeleléen a kolaj rezervoarokban kialakulhatnak olyan mikronichek, ahol, ha
csak nyomnyi mennyiségben is, de megtalalhatd oxigén. Mindezeket Osszegezve azt lehet
feltételezni, hogy az Acinetobacter nemzetség egyes képviseldi alkalmazkodhattak az alkanok
mikroaerob koriilmények kozotti lebontasahoz. A Pseudomonas nemzetség esetében meg kell
megemliteni, hogy a kdzelmultban keriilt leirasra egy Pseudomonas extremaustralis torzs,
¢és mtsai, 2018). A P. extremaustralis legk6zelebbi rokona a P. veronii, amelyr6l a korabbi
dusitod tenyésztések soran is lathattuk, hogy alapvetéen mikroaerob koriilmények kozott valt
dominanssa.

E kisérletek elvégzése utan két nyitott kérdés maradt az aerob dusitd tenyészeteket
illetéen. Egyrészt szerettiik volna megvalaszolni, hogy a két aerob dusitoban is domindnsan
jelenlévo, eddig ismeretlen alkB genotipus milyen baktériumhoz kéthetd, illetve szerettiik volna
feltarni, hogy a Candidatus Saccharibacteria torzsbe tartozo mikroszervezetek milyen szerepet
jatszottak a kozosségekben, szénhidrogén-lebontd baktériumokként azonosithatéak-e. Ahhoz,
hogy e kérdéseket megvalaszolhassuk, megkiséreltilk a rendelkezésiinkre all6 metagenom
adatokbol felépiteni e baktériumok genomjait. Eredményeink alapjan az ujonnan kimutatott
alkB gént egy Gammaproteobacteria osztalyba, azon beliil is a Moraxellaceae csaladba tartozo
baktériumhoz lehetett kotni. A genom kozel teljes 0sszeszerelése sikeriilt (>99%), ugyanakkor
16S rRNS gént nem sikeriilt hozzarendelniink. A baktérium filogenetikai helyzetét 16S rRNS
gén hidnyaban a riboszomalis fehérjék alapjan allapitottuk meg. E szerint a legkdzelebbi rokona
az Agitococcus lubricus, amelyet tévesen a Firmicutes tdrzsbe sorolnak jelenleg. Valojaban a
teljes genom alapjan a Gammaproteobacteria osztaly Moraxellaceae csaladjaba tartozik
mindkét baktérium (akarcsak az Acinetobacter nemzetség). Az alkB gént tartalmazd gén
klaszter vizsgalata megmutatta, hogy az alkB gént6l upstream helyzetben, ellentétes

orientacidval megtalalhat6 egy AraC csalddba tartozo transzkripcios regulatort kodold gén is.
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E gént alkR néven irtak le az Acinetobacter sp. ADP1-es torzs esetében, és azt talaltak, hogy
jelenléte esszencialis fontossagu az alkan-lebontas képességéhez (Ratajczak és mtsai, 1998). Ez
alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy az AER2 Gammaproteobacteria 44 116-jelli baktérium
egy jelentds alkan-lebontd baktérium szerepét toltotte be az aerob dusito tenyészetben.
Ahogy azt feljebb lathattuk, a vizsgalt aerob dusitd tenyészet mikroba kozdsségben jelentds
abundanciaval lehetett kimutatni Candidatus Saccharibacteria térzshoz (phylum) kothetd
mikroszervezetet. EbbOl, illetve bizonyos szakirodalmi adatokbol akdr arra is lehetne
kovetkeztetni, hogy e baktériumok szerepet jatszottak egyes szénhidrogének lebontasdban a
kisérletiink soran. Ismert, hogy e baktériumok egy csoportjat jellemzden szénhidrogénekkel
szennyezett talajokbol lehet kimutatni (Winsley és mtsai, 2014), mig stabil izotopos kisérletek
eredményei alapjan benzol és toluol-lebontd képességiiket feltételezték (Luo és mtsai, 2009;
Xie ¢és mtsai, 2011). Kdrnyezeti szerepliket azért is nehéz feltarni, mivel e torzsnek minddssze
egy-két képviseldjét sikeriilt eddig tenyésztésbe vonni, jellemzden human szdjiiregi mintdkbol
(He és mtsai, 2015; Collins és mtsai, 2019; Murugkar és mtsai, 2019). Raadasul az izolatumok
genomjanak meglehetésen kis mérete (<0,9 Mbp) parazita életmddja ellentmond annak a
feltételezésnek, hogy e torzs képviseldinek szerepiikk lehetne a szénhidrogének
A metagenom adatokbdl egy ezidaig ismeretlen, Saccharibacteria torzsbe tartozo
baktérium faj két térzsének a genomjat sikeriilt rekonstrualnunk. A genomméretiik 1,06 Mbp
nagysagu volt, ami tehat hasonlo, mint a kordbban feltart Sacchariabacteria genomok esetében
tapasztalhatd volt. A metabolikus potencialt tekintve e baktériumok nem lehettek képesek a
zsirsavak, nukleotidok és aminosavak de novo bioszintézisére, mivel az ezekhez sziikséges
gének tobbsége hianyzott a genomjukbol. E tény mellett mas eredmények is arra utaltak, hogy
az ¢életfolyamataikhoz sziikséges szerves szén, illetve molekularis épitdelemek a
kornyezetiikbdl, méghozza mas mikroszervezetekbdl szdrmaznak. A genomjukban proteaz,
aminopeptidaz, karboxipeptiddz és metalloprotedz enzimek génjeit lehetett megtalalni, illetve
olyan transzport fehérjék génjeit, amelyek aminosavak és oligopeptidek felvételét teszik
lehetévé. Ezzel szemben nem taldltunk olyan gént a genomban, amely szénhidrogének
lebontasahoz lett volna kothetd, sét, a trikarbonsav (TCA) ciklus szinte dsszes génje hianyzott
a genombol. Az eredmények alapjan tehat egyértelmii, hogy a Candidatus Saccharibacteria
torzs képviseldi az aerob dusitod tenyészetben nem vettek részt a szénhidrogének lebontasaban,
hanem egyszerlien szén elnyeloként funkcionaltak. Valosziniisithetd, hogy azokban a
talajokban is, ahol Winsley €s munkatarsai (2014) gazolajszennyezés mellett talaltak

abundansnak e baktériumokat, hasonl6 szerepiik volt a kozosségen beliil. A stabil izotopos
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kisérletekben (Luo és mtsai, 2009; Xie és mtsai, 2011) pedig egyszeriien a valodi lebontod
szervezeteket parazitalva juthattak hozza az izotoposan jelolt nukleotidokhoz, igy klasszikus
keresztjelolddés  (cross-feeding)  miatt  tlinhettek  benzol, vagy toluol-lebontd

mikroszervezeteknek, mikdzben a lebontasban 6k maguk egyaltalan nem vettek részt.

4. A DOLGOZAT UJ EREDMENYEINEK OSSZEFOGLALASA

A fentiekben bemutatott tobb mint tiz évet feldleld kutatdmunka eredményeként sikertilt
ravilagitani a szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegekben torténé mikroaerob
lebontasi Gitvonalak 1étezésére. A kezdeti 1épések soran megerdsitést nyert, hogy e szennyezett
kozegek hipoxikus/mikroaerob régioiban a Burkholderiales rend képvisel6éi dominaljak a
bakterialis kozosségeket. Ezen beliil is a Comamonadaceae ¢s a Rhodocyclaceae (jjabban
Zoogloeaceae) csaladok nemzetségei a f6 kozosségalkotok (Rhodoferax, Dechloromonas,
Malikia, illetve Acidovorax). Mar az els6 eredmények értékelése soran bizonyitast nyert, hogy
a féleg bétaproteobaktériumok altal hordozott, I.2.C-tipusu exradiol dioxigenaz enzimet kodold
C230 gének jelentds diverzitassal vannak jelen a vizsgélt kozegekben (Téncsics és mtsai.,
2010). Megallapithat6 volt ugyanakkor az is, hogy a kimutatott genotipusok jelentds része nem
kothetd ismert, tenyésztésbe vont baktérium torzshoz, vagy akar csak nemzetséghez. Késobb,
a tovabbi kutatasok alapjaul szolgalé siklosi karhelyen igazolast nyert, hogy e gének in situ
expresszidja kimutathatd, igy minden bizonnyal szerepet jatszanak a BTEX-vegyiiletek
lebontasaban (Tancsics és mtsai, 2012). Sikeriilt azt is bizonyitanunk, hogy a Sei és munkatarsai
(1999) altal tervezett, és a szakirodalomban a C230 gének altalanos kimutatasara hasznalt PCR
primerek nem alkalmasak arra, hogy a siklosi talajviz mikroba kozosségeiben jelenlévo 1.2.C-
tipusu C230 géneket amplifikaljak. Sziikségessé valt tehat, hogy e gének szélesebb korl
kimutatdsdhoz 1) PCR primereket tervezziink. A primertervezés eredményeképpen egy
tobbszordsen degeneralt primer part alkottunk, majd ezzel folytattuk tovabb vizsgalatainkat a
karhelyen. Ennek eredményeképpen addig ismeretlen genotipusokat sikeriilt feltdrnunk, és
kijelenthettiik, hogy sikeriilt egy jol miikodd, csoportspecifikusnak nevezhetd primerpart
alkotni (Tancsics és mtsai, 2013). E primerpar segitségével 13 honapon at RNS alapon
monitoroztuk a siklési karhely kozéppontjaban a mikroba kozosség Osszetételét és az 1.2.C-
tipusu C230 gének aktivitasat. A kimutatott C230 genotipusokat hat jol elkiiloniilé csoportba
lehetett sorolni, ami lehetdséget biztositott arra, hogy az egyes csoportok aktivitasat kiilon-

kiilon vizsgaljuk. Ehhez egy fragment-analizis alapi mddszert, a ,,Single Nucleotide Primer
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Extension” (SNuPE) technikat valasztottuk. Kodszonhetéen annak, hogy e modszer is a
fragment-analizis elvein alapszik, a kapott eredményeket parhuzamba lehetett allitani a 16S
rRNS gén alapi T-RFLP vizsgalatok eredményeivel €s statisztikai Osszefiiggéseket lehetett
kozottiik keresni. Az igy kapott eredmények alapjan két taxont tudtunk azonositani, amelyek a
monitoring iddszak alatt részt vehettek a BTEX-vegyiiletek lebontasaban és 1.2.C-tipusa C230
génnel rendelkezhettek. E két taxon egyike egy olyan, maig kitenyésztetlen, Rhodocyclaceae
csaladba tartozé mikroszervezet, amely egyértelmiien BTEX-vegyiiletekkel szennyezett felszin
alatti kzegbdl mutathato ki. A masik taxon egy szintén maig kitenyésztetlen mikroszervezet,
amely minden bizonnyal a Rhodoferax nemzetség tagja, de legalabb is annak egyik nagyon
kozeli rokona. E taxonok kitenyésztetlen volta azonban meggatolta azt, hogy minden kétséget
kizaréan mikroaerob lebontokként azonosithassuk oOket, és 1.2.C C230 genotipust kossiink
hozzajuk (Tancsics és mtsai, 2013).

A folyamatos torzsizolaldsok sordn egy kozép-magyarorszagi karhely biofilm
mintajabol nyert, viaszszeri telepeket fejlesztd, ,,Buc” laborjeli torzs alapos vizsgalata
szolgaltatott értékes Uj eredményt. A torzs 16S rDNS szekvenciajanak filogenetikai vizsgélata
azt mutatta, hogy e torzs a Zoogloea nemzetségbe tartozhat, raadasul 1.2.C-tipustt C230 gént is
sikeriilt kimutatnunk a genomjabol. Ez az eredmény azért volt varatlan, mert a Zoogloea
nemzetség képviseldit elsésorban szennyviztisztitdi eleveniszapokbol izolaljak és alapvetden,
mint flokkulumképzd baktériumok tekintiink rajuk e kozegekben. Felszin alatti kozegekben
valo el6fordulasuk és ott betdltott szereplik még ma is kevéssé feltart. A Buc torzs
szénhidrogén-lebontd képességét eldszor egyszerli gravimetrias modszerrel vizsgaltuk meg,
torzs a Zoogloea nemzetség egy meglehetdsen kiilonalld leszarmazasi vonalat képviselte, 1j
fajként irtuk le és a Zoogloea oleivorans nevet adtuk neki (Farkas és mtsai, 2015).

A stabil izotopos jelolés modszerével a siklosi BTEX szennyezett talajviz, illetve ez
esetben a mintavételi kut aljan 1évd tliledék mikrobakozosségét kiséreltiik meg vallatora fogni
¢és kimutatni azokat a mikroszervezeteket, amelyek mikroaerob koriilmények kozott is képesek
a toluol lebontasara. Mar a kiindulasi iiledék mikroba k6zosségének vizsgalata is ijabb értékes
eredménnyel szolgalt, hiszen itt is megtalaltuk a kozosségben a Zoogloea oleivoranst és az
altala hordozott 1.2.C-tipusu C230 gént. A stabil C-izotopot (C13) tartalmazo toluollal torténd,
mikroaerob koriilmények kozotti inkubaciot kdvetéen DNS és RNS alapon kiséreltilk meg
azonositani azokat a taxonokat, amelyek részt vehettek a lebontdsban. A DNS alapu
eredmények harom taxon szerepét igazoltadk a folyamatban (Tancsics és mtsai, 2018). A

jelolédott DNS jelentds része a Quatrionococcus nemzetséghez tartozott. A masodik taxon a
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Zoogloea volt, egészen pontosan az altalunk leirt Z. oleivorans. A harmadik taxon pedig az
altalunk mar korabban is kimutatott (Tancsics és mtsai, 2013), maig kitenyésztetlen,
Rhodocyclaceae csaladba tartozd mikroszervezet volt. Az RNS alapu vizsgalatok részben
megerdsitették a DNS alaptl vizsgéalatok eredményeit, részben pedig 0j informacioval is
szolgaltak. A harom f6 taxon (Quatrionicoccus, Zoogloea, kitenyésztetlen Rhodocyclaceae)
mellett Gjabbakat sikeriilt azonositani, amelyek minden bizonnyal részt vettek a toluol
mikroaerob koriilmények kozotti lebontasaban, am talan lassabb novekedésiik miatt csak RNS
alapon lehetett ket azonositani. E taxonok voltak a Dechloromonas, illetve az Azonexus
(Bradford és mtsai, 2018). Koszonhetéen annak a szerencsés koriilménynek, hogy a
mikrokozmoszainkban a Z. oleivorans nagyon aktiv mikroaerob toluol-lebontonak bizonyult, a
,hehéz” RNS frakciobodl nyert transzkriptomot fel lehetett hasznélni arra, hogy megkiséreljiik
feltarni a lebontasi Gtvonalat e baktérium esetében. Ehhez elsd 1épésként elvégeztiik a tipustorzs
Z. oleivorans Buc' teljes genomjanak szekvendldsat, majd raillesztettiik a transzkriptombol
szarmaz6 szekvencidkat. Ezzel sikeriilt feltdrnunk, hogy az 1.2.C-tipustt C230 gén mellett egy
hipoxikus koriilmények kozott is aktiv toluol-dioxigenaz enzim is szerepet jatszott a
mikroaerob koriilmények kozotti lebontasban (Tancsics és mtsai, 2020). Raadasul mindkét gén
olyan klaszterekben foglalt helyet a genomban, amelyeket mobilis genetikai elemek fogtak
kozre, tehat minden bizonnyal horizontalis géntranszferek utjan keriiltek a Buc' torzs
genomjaba. Ily modon tehat bizonyitottuk, hogy egyrészt az 1.2.C-tipustt C230 gén tényleg
eléfeltétele a mikroaerob toluol-lebontas képességének, de az is bizonyitast nyert, hogy nem
elégséges feltétele. Mindenképpen sziikség van ugyanis olyan enzim kozremiikodésére is,
amely mikroaerob koriilmények kozott is képes az aromas gyliri aktivalasara, jelen esetben
hidroxiléacidjara.

A kutatasaink soran mar a stabil izotopos vizsgéalat eredményei is azt mutattak, hogy
nem lehet minden 1.2.C-tipusi C230 genotipust automatikusan a mikroaerob BTEX-
lebontashoz kotni. Ahhoz, hogy ezt a kérdést tovabb vizsgaljuk, egyszerli dusitasi kisérleteket
végeztiink, amelyek soran parhuzamosan probaltunk aerob és mikroaerob koriilmények kozott
szénhidrogén-lebontd baktérium kozosségeket feldusitani, majd feltdrni. Az elsé dusitasi
kisérlet soran BTEX-keverék lebontdsa soran vizsgaltuk a kialakuldé mikroba kdzosségeket
aerob, illetve mikroaerob koriilmények kozott. Eredményeink ujra alatdmasztottadk, hogy nem
lehet minden 1.2.C C230 gént a mikroaerob BTEX-lebontashoz kotni, hiszen teljesen mas
genotipusok lettek dominansak aerob, illetve mikroaerob koriilmények kozott. A mikroaerob
mikrokozmoszokban az Acidovorax nemzetség képviseldi voltak a legdominansabbak, mind

16S rRNS gén, mind pedig 1.2.C C230 gén alapjan, mig ezzel szemben az aerob
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mikrokozmoszokban a Malikia nemzetség képviseldi, illetve egy addig ismeretlen 1.2.C C230
genotipus domindltak. A masodik dusitod kisérlet soran, amikor is csak benzolt vagy toluolt
tartalmaztak szénforrasként a dusito tenyészetek, az aerob benzol-lebont6 tenyészetbdl sikertilt
izolalnunk a Malikia spinosa két példanyat és igazolnunk, hogy e mikroszervezetek hordozzak
az addig ismeretlen [1.2.C-tipusi C230 gént. A M. spinosa ABG6-os torzs teljes
genomszekvencigjanak feltarasa megmutatta, hogy miként lehet képes e torzs a benzol, a toluol
¢s az etilbenzol lebontdsara, és hogy miért csak aerob korilmények kozott valik jelentds
kozosségalkotova (Révész és mtsai, 2020a). A harmadik dusitasi kisérlet soran a vald élethez
jobban igazodo vizsgalatot végeztiink el, ugyanis az aerob €s mikroaerob dusitd tenyészeteink
ez esetben koolaj/gazolaj keveréket tartalmaztak. Sikeriilt bemutatnunk, hogy az oxigén-
limitaci6 nem csak az aromas szénhidrogén-lebonté mikrobakdzosség strukturajara van jelentos
hatassal, hanem az alifas alkdnok lebontasaban résztvevd baktériumokéra is. Eredményeink
alapjan kijelentheté, hogy az aerob koriilmények kozott kivalo alkanlebonté Rhodococcus
nemzetség képviseldi jelentésen visszaszorulhatnak alacsony oldott oxigén koncentracid
mellett, amikor is az Acinetobacter nemzetség képvisel6i, illetve a Pseudomonas
extremaustralis/veronii leszarmazasi vonal dominaljak e kozosségeket (Révész és mtsai,
2020b). Erdekes eredménye volt e disitasi kisérletnek, hogy az aerob dusito tenyészetek koziil
kettdben egy olyan alkdn-1 monooxigendz gén volt a domindns, amelyet nem lehetett ismert
baktériumhoz kotni. Metagenom szekvenalassal kapott adatok bioinformatikai elemzésével
azonban sikeriilt felépiteni egy még kitenyésztetlen, Moraxellaceae csaladba tartozé baktérium
genomjat, amely magaban hordozta ezt a gént. Igy ujgeneracios szekvenalasi modszer, illetve
bioinformatikai alkalmazasok segitségével, tenyésztés nélkiil sikeriilt egy addig ismeretlen
alkan lebontd baktériumot azonositanunk. Késobb a metagenom adatok tovabbi vizsgilata
segitett abban is, hogy a szénhidrogén-lebontasban kozvetleniil részt nem vevd, de abundans,
ugyanakkor tenyésztésbe nem vont mikroszervezeteknek (lasd Candidatus Saccharibacteria
torzsbe tartozo baktériumok) a kozosségben betdltott szerepére is ravilagitsunk (Figueroa-

Gonzalez és mtsai, 2020).
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