Opponensi vélemény
Tancsics Andréas: Kdolajeredetli szénhidrogénekkel szennyezett,
oxigén-limitalt felszin alatti k6zegek mikrobidlis koldgidja
c. MTA doktori értekezésérol

A monoaromas szénhidrogének, az un. BTEX vegytiletek (a benzol, a toluol, az etil-
benzol és a harom xilol izomer) a szénhidrogének vildgméretli és széleskorii kitermelése,
feldolgozasa €s felhasznalasa kdvetkeztében gyakori szennyezdi a talajoknak és talajvizeknek.
A felszin alatti kozegek BTEX-szennyezése altalaban foldalatti taroldtartalyokbdl szivargod
kobolajjal és lizemanyaggal, oldészeralapu festékek gyartasdval és gazfeldolgozd lizemek
tevékenységével hozhatd Osszefiiggésbe. A BTEX vegyliletek vizoldékony tulajdonsaga és
nagyfoku toxicitdsa miatt, valamint a kdrnyezetnek ezekkel a vegytliletekkel vald jelentds
mérték(i szennyezddése folytan, napjainkban fokozddé igény mutatkozik olyan hatékony
modszerek kifejlesztésére €s alkalmazasara, melyekkel ezen vegyiletek altal okozott
kornyezeti karok minimalizdlhatok vagy megsziintethetok. Ezek kozé tartoznak a
kornyezetkimélé és  koltséghatékony  bioldgiai  kdrmentesitési  eljarasok, melyek
mikroorganizmusok anyagcsere képességeit hasznaljak fel a szennyezé anyagok lebontasara
vagy atalakitasara. A BTEX vegyiiletekhez kothetd szennyezések felszamoldsara irdanyulod
bioremediacios folyamatokat megalapozd és eldsegité felfedezd kutatdsok jelentdsége ezért
kornyezetvédelmi, nemzetgazdasagi ¢és humanegészségligyi szempontbol is kiemelkedd
jelentdséggel bir.

Tancsics Andrds MTA doktori értekezésében az 1.2.C alcsaladba tartozo extradiol-
dioxigenaz enzimmel rendelkezé és diverz C230 géneket hordozo mikroszervezetekkel
kapcsolatos kutatasai eredményeit foglalta 6ssze. Ezeknek a baktériumoknak fontos szerepiik
lehet a hazai felszin alatti kozegeket ért BTEX szennyezések lebontdsaban, ezért az értekezés
témavalasztisa és a kutatdsi téma aktualitisa mind hazai, mind nemzetk6zi vonatkozasban
megkérddjelezhetetlen. Az értekezésben targyalt kutatdsi eredmények a bioremedidcids
munkat végzé szakemberek szamadra is értékes és a napi gyakorlatban is alkalmazhatd ]
ismeretekkel szolgalnak.

Az értekezés a szerz6 eddigi teljes, tobb mint 10 éves szakmai munkdssagat 6leli fel.
A disszertacio 13 neves (kozottik 9 Ql-es mindsitésii) nemzetk6zi szakmai folyoéiratban
publikalt eredményen alapul, melyek koziil a szerz6 9 publikacidban terminalis illetoségii (5
els6 és 4 utolsé szerzés koézleménnyel). Ezeken felill az értekezéshez szorosan
kapcsoloddoként jelslt meg tovabbi 2 Q1-es publikéaciot, melyekben szintén elsé, illetve utolsd
szerz6. Tancsics Andrds publikacids tevékenysége nemzetkdzileg is elismerésre mélto, és
maradéktalanul eleget tesz az MTA doktori cimmel kapcsolatos kivdnalmaknak.

A 199 szamozott oldal terjedelmi MTA doktori értekezés hagyoményos szerkezeti
felépitésti (Bevezetés, Irodalmi 4ttekintés, Kutatdsi célkitlizések, Anyag és modszer,
Eredmények és megbeszélés, Eredmények Osszegzé megbeszélése, Osszefoglalas,
Roviditések jegyzéke, Irodalomjegyzék), 73 4abrat és 15 tablazatot tartalmaz. Formai
szempontbdl kifogasolhaté, hogy az értekezésben szerepld 4abrdk és tablazatok nagyon
kiilonb6éznek egymastol pl. a méretiik (bizonyos esetekben indokolatlanul nagy, lasd pl. 36.,
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64. abrak és az 1., 11., 12. tablazatok, utdbbiakat akar fliggelékként is szerepelhetnének), a
felbontdsuk mindsége (pl. 14. abra), az alkalmazott betlitipus és betiiméret tekintetében is.
Egyes, nem sajat (pl. 3-5.) dbrak esetében a forrds nincs megadva, mashol az abra cimében
megadott informdcié nem elégséges ahhoz, hogy az 6nmagaban is értelmezhetd legyen (pl.
51., 55., 59. abrakon hidnyzik a mintajel6lések feloldasa, vagy az 58. A, B, C, D 4bran a
killonbségek a magyarazata). Egyes, feltehetGen az angol nyelvii szakcikkekbdl atvett
tablazatokban szereplé szamértékeknél a tizedesvesszd helyett pont szerepel (pl. 3., 4., 5., 8.,
11., 15. tablazat), és néhany mértékegység irasmodja sem egységes (pl. ,,ul” és ,,uL”).

Az értekezés megfogalmazasa érthetd és vildgos, a magyar szaknyelv haszndlata
szabatos és pontos. Gépelési, elirasi és megfogalmazasi hibdk (pl. ..altal lettek elvégezve”
49. 0.) csak szorvanyosan fordulnak el benne (ezeket a hozzdm eljutott pdf f4jlban jeldltem).
Itt jegyzem meg, hogy az "archaeabaktériumok" megnevezés ma mir nem hasznélatos,
raadasul félrevezetd is, hiszen 8sszemossa az Archaea és a Bacteria domének elkiilontilését.

Az értekezés Bevezetés c¢. fejezetében a szerzd rovid torténeti attekintést ad a
szénhidrogének  felhasznaldsdval parhuzamosan megjelené koérnyezetszennyezések
problémajardl és a mikroorganizmusok részvételérdl a szénhidrogének biodegradacidjdban,
kiemelve a hipoxikus kornyezetekben mikrobidlis anyagcsere folyamatok révén zajlé
monoaromas szénhidrogén-lebontassal kapcsolatos tudoményos ismeretek hidnyosségait.

Az 8sszesen 20 oldal terjedelma Irodalmi dttekintés két f6 fejezetre tagolodik, a kéolaj
és szarmazékai altal okozott szennyezések bemutatdsara (II.1), valamint a koolajeredetii
szénhidrogének lebontdsaban résztvevd prokaridta mikroszervezetek diverzitdsanak
ismertetésére (I1.2). Az els6 részbe tartozd elsd két alfejezet (II.1.1 és II.1.2) olyannyira
tankonyvszertien tekinti at a k6olajszarmazékokat, az altaluk okozott szennyezések eredetét,
formait, felszin alatti kozegekben vald terjedését, hogy minddssze egyetlen hivatkozast
tartalmaz. Az ezt kovetd abrakkal gazdagon illusztralt és logikus felépitésti (I1.1.3-I1.1.8)
alfejezetek az alifds és a monoaromds szénhidrogének valtozatos mikrobidlis lebontd
itvonalain vezetik végig az olvasét az elmult kozel harminc év publikdciés eredményeinek
attekintésével. Ehhez kapcsolédoan kérdésként mertil fel, hogyan definidlhato a baktériumok
,obligat alkanotrof” anyagcseretipusa? A koolajeredetii szénhidrogének lebontdsaban
résztvevd prokaridta mikroszervezetek diverzitasat targyalé (I1.2.1-11.2.6) fejezetek a teljesség
igénye nélkiil, foleg a Prince és mtsai (2019) altal kozolt 6sszefoglalds alapjan, taxonomiai
besorolasuk szerint ismertetik a szénhidrogén-lebont6 aktivitéssal rendelkezd f6bb prokariéta
nemzetségeket és rendeket. Ezt a fejezetet talan célszert lett volna kiegésziteni egy olyan
osszefoglalo tablazattal, ahol az egyes taxonok és a hozzdjuk kothetd szénhidrogén
tipusok/lebontasi utvonalak egylitt szerepelnek.

A Kutatds célkitiizései c. fejezetben a szerzd elsddleges feladataként az 1.2.C-tipusu
extradiol dioxigenazokat kodolod gének felszin alatti kdzegekbdl kimutathaté diverzitdsanak
feltarasat és az ezekkel a génekkel rendelkezd mikroszervezetek magyarorszagi karhelyeken
eléforduldé BTEX-vegyiiletek lebontasdban jatszott szerepének tisztazasat jeldlte meg. A
kutatasi célok megvalositasa érdekében a szerzd jol megtervezett és szervesen egymasra €piild
in situ kisérletek és laboratériumi vizsgalatok sokasagat végezte el.
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Tancsics Andras kutatéi munkassaganak egyik kiemelkedd érdeme, hogy kutatasi
céljai megvaldsitdsdhoz nemcsak adekvdt moédon alkalmazta a rendelkezésére 4llo
modszertani repertodr gyakran legmodernebb eszkozeit, hanem tobb esetben célzott
modszertani fejlesztést is végzett, amit az értekezés (24 oldalas) Anyag és modszer c. fejezete
is jol tiikroz. A szerz0 ebben a fejezetben részletezi a klasszikus tenyésztésen alapuld
mikrobiolégiai modszereket (dusitd tenyészetek 1étrehozasat, baktériumtdrzsek izolalasat), a
kéryezeti mintdbdl és tiszta tenyészetekbdl kiindul6 DNS é€s RNS kivonasra €piild,
filogenetikai és funkcidogén alapu molekuldris bioldgiai vizsgélatokat, tovabbéd a molekularis
k6zosségelemzé (TRFLP, SNuPE, klonkényvtar elemzd, metagenomikai) technikékat és
végiill a stabil izotopos jel6lésen alapuld, valamint a polifazikus taxonomiai leirast
megalapozd vizsgalati metodikakat. Eszrevételként jegyzem meg, hogy az egyes
modszerekrél szold rovid bevezetOket célravezetd lett volna minden esetben ebben a
fejezetben elhelyezni az Eredmények €s megbeszélés (pl. V.3.6., V.5.1.) fejezetei helyett. Az
értekezés moddszertani fejezetében a szerzd sajndlatosan nem tért ki a vizsgélt karhelyek
bemutatasara, a mintavétel koriilményeinek, technologidjanak €s idejének a leirdsara (vagy
ezekre csak egy késébbi alfejezetben keriil sor). A mintavétel feltehetéen aszeptikus és nem
,.steril” koriilmények (36. 0.) kozott tortént. A fejezet aprébb pontatlansaganak tekintem, hogy
a koncentracio mértékegységénél angol roviditések (pl. w/v, v/v) szerepelnek a magyar (pl.
m/V, V/V) helyett (pl. 38. 0., 50. 0). Egyes roviditések (pl. PDMS, 38. o.; SAP enzim, 47. o.;
LB taplemez, 48.0.) felolddasa nem taldlhaté meg sem a szovegben, sem a Roviditések
jegyzékében. A fejezethez kapcsoléddéan a kérdéseim a kovetkezdk: Milyen volt a
baktériumtorzsek izoldldsdhoz haszndlt R2A taptalajnak és a szénhidrogén-lebontd
baktériumok dusitdsdra hasznalt tapleveseknek a pH-ja? Miért alkalmaztak eltér
hémérsékleti értéket (28°C vs. 15°C) a szénhidrogén-bonté6 és a vas-redukdlé duasitd
tenyésztések soran? A 16S rDNS Roche 454 piroszekvenalasi €s Illumina MiSeq szekvenalasi
adatainak bioinformatikai értékelése soran az OTU-k megallapitasanal miért hasznaltak
kiilénbszd (98%-0s és 97%-os) hasonldsdgi értékeket? Az értekezés Anyag €s modszer c.
fejezetének hianyossagaként értékelem, hogy a szerz6 nem tért ki (és nem is hivatkozott) arra,
hogy a tenyésztéses €s molekuldris biologiai vizsgalatokbol szarmazéd kiilénb6zd tipusu
szekvencia adatokat milyen adatbazisban helyezte el €s tette a nyilvanossa.

Az értekezés legfontosabb és egyben tudomanyos szempontbol legértékesebb részét a
92 oldal terjedelmi, 7 alfejezetre tagolodd Eredmények és megbeszélés c. fejezet képezi. Az
els6 (V.1) alfejezetben a szerzd6 harom magyarorszagi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett
karhelyen, oxigén-limitalt talajvizekben eléfordulé mikrobaktzdsségek 16S rRNS gén alapu
taxondmiai €s [.2.C-tipusu C230 gén alapu funkciondlis diverzitas vizsgalatdnak eredményeit
ismerteti. Klonkonyvtar elemzésekkel mindegyik mintavételi helyen a Burkholderiales rend
képviseldinek (Rhodoferax, Dechloromonas, Malikia, Acidovorax) dominancidjat mutattak ki.
A szennyezett €s a kontroll mintdk C230 T-RFLP elektroferogramjai kozott jelentds
kiilonbséget tartak fel. A kovetkezd (V.2-V.3) alfejezetben a sikldési BTEX-vegytiletekkel
szennyezett karhely talajviz mikrobakozosségeinek RNS alapu vizsgalatdval az 1.2.C-tipust
C230 gének in situ expresszidjara deritettek fényt, és kisérletesen igazoltak, hogy a kordbban
univerzalisnak tekintett C230 primerpar alkalmazdsa a mintdkban domindns
Comamonadaceae csalad tagjai esetében nem eredményezett PCR terméket. Az ezt kdvetden
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a kéarhelyen RNS alapon végzett egy éves monitorozd vizsgalatokhoz a szerzé és mtsai
kifejlesztettek és kornyezeti mintak felhaszndldsaval sikeresen optimalizaltak egy az 1.2.C
C230 alcsaladra specifikus (XylE3 elnevezésli) primerpart. A szennyezési csova
kozéppontjabdl havi gyakorisaggal vett talajvizmintdk 16S rRNS gén alapu T-RFLP
madszerrel végzett elemzésével megallapitottak, hogy a mikrobakozosség faji Osszetétele a
vizsgalt idészakban kozel allandé volt, de a relativ abundancia viszonyokban jelentds
véltozasok mutatkoztak. Az Gjonnan tervezett C230 primerpéar segitségével a mintakbol 6
kiilonb6z6 1.2.C tipusu C230 csoportot azonositottak, melyek expresszidos mintdzatanak
monitorozésara els6ként alkalmaztdk a ,,Single-Nucleotide Primer Extension” (SNuPE)
mobdszert. A domindns baktériumok és a funkcidgén expresszios mintazatok statisztikai
elemzésével a Rhodoferax nemzetség és a Rhodocyclaceae csalad még tenyésztésbe nem vont
képviseldit valészintsitették potencidlis BTEX-bontokként mikroaerob kériilmények kozott.
Az értekezés V.4 fejezetében a szerzd egy szintén hazai karhelyen gazolajjal szennyezett
talajvizben 1év0 perisztaltikus pumpa rozsdamentes ac€l felszinén kialakult biofilm mintabdl
kitenyésztett Buc'-jelli baktériumtdrzs polifazikus taxondmiai jellemzését és Zoogloea
oleivorans sp. nov. elnevezéssel a tudomanyra nézve j fajként t6rténd leirdsat ismerteti. Az
értekezés V.5 alfejezetében a szerz6 beszamol a siklosi karhelyen mikroaerob toluol
lebontasra képes mikroszervezetek stabil izotopos jeldléssel (SIP) térténé azonositisanak
eredményeirél. A talajviz mintavételi katbol szdrmazod iiledékminta inokulumként vald
alkalmazdsaval létrehozott mikrokozmosz kisérletben stabil szénizotopot tartalmazoé tolullal
(*Cs-toluol), mikroaerob koriilmények kozott vizsgaltdk a vegylilet biodegradacidjat. A
laboratériumi DNS alapd vizsgilat eredményeképpen harom Burkholderiales rendbe
sorolhat6 és mikroaerob koriilmények kdzétt toluol-bontd baktériumot azonositottak, melyek
kozil a Zooglea oleivorans esetében mRNS alapt vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy az
rendelkezik a hipoxikus kornyezetben toluol bontdsra képes 1.2.C-tipusu katekol 2,3-
dioxigenaz enzimet kddolo C230 génnel. Az értekezés V.6 alfejezetében a szerzé bemutatja,
hogy az elézé kisérlet folytatisaként elvégezték a Zoogloea oleivorans Buc® torzs teljes
genomjanak feltardsat és ennek sordn olyan részleges meta-gyUrihasitasi utvonalat kodolo
génklasztert mutatottak ki az altaluk izolalt és 0j fajként leirt baktériumbdl, ami korabban
csak klorbenzol bontasdra képes Pseudomonas toérzsekbdl volt ismert. Emellett a Zoogloea
oleivorans Buc' torzs genomjdban két olyan génklaszterre is rdbukkantak, melyek aromas
gylrd hidroxilacidjat végzd enzimeket (a fenol-hidroxilazt és a toluol-dioxigenazt) koédolnak.
A stabil izotopos kisérletbdl szarmazd metatranszkriptom adatok illesztésével bizonyitottak,
hogy a fenol-hidroxildzt kodolé gének alacsony aktivitdsa és toluol-dioxigendz enzimet
kodolé két gén jelentds aktivitds miatt a toluol gytirtijének hidroxil4cidja toluol-cisz-
dihidrodiol koztiterméken keresztil vezetett a 3-metilkatekol képzddéséhez. Végil az
értekezés V.7 alfejezetében a szerz6 harom aerob €s mikroaerob mikrokozmosz kisérlet
eredményeit elemzi. A kiinduldsi biofilm minta €s az 5 hetes dusitasi kisérletek
baktériumkodzosségeinek 6sszetételét [llumina 16S rDNS amplikon szekvenalassal, az 1.2.C-
tipust C230 gének diverzitdsat molekuldris kldnozéassal tartdk fel és hasonlitottak Gssze.
Ennek sordn megéllapitottdk, hogy bar mindkét dusitd tenyészetben a Burkholderiales rend
képvisel6i valtak domindssé a duasitds sordn, az aerob kortlmények a Malikia, a mikroaerob
koryezet az Acidovorax nemzetség képviseldinek kedvezett. Az eltérés az 1.2.C-tipusu C230
gének diverzitdsdban is megmutatkozott. A kizardlag egyetlen szénforrast (benzolt, toluolt
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vagy etilbenzolt) tartalmazo dusito tenyésztések soran sikeresen felszaporitottak €s izolaltak
egy Malikia spinosa fajként azonositott térzset, melynek teljes genom szekvendldsa alapjan a
torzs egy fenol-lebontésért felelds gén klaszter tagjaként rendelkezett az 1.2.C-tipusu C230
génnel, és képes volt a benzol, a toluol €s az etilbenzol aerob uton térténd lebontasara. Végiil
a koolaj/gazolaj keverékkel kiegészitett dusitd tenyészetek Osszehasonlité vizsgalata
ramutatott arra, hogy a nyiltlanct alkdnok esetében is kiilonbozott egymastol az aerob és a
mikroaerob koriilmények k6zott adaptalodott baktériumkozosségek dsszetétele.

Az Eredmények 6sszegzd megbeszélése c. (7 oldalas) fejezetben a szerzé Gsszegzi a
komplex modszertani megkozelitéssel elvégzett, szerteagazé munka legfontosabb
eredményeit, bar az Uj tudomanyos eredmények tézisszerl kiemelése elmaradt.

Az értekezés végén talalhaté (2 oldalas) Osszefoglalds c. fejezetben a szerzd tagabb
kitekintésben vildgit rd t6bb mint 10 éves kutatdsi munkdja eredményeinek mikrobialis
okologiai jelentdségére.

Az értekezést zard 259 irodalmi hivatkozast felsorakoztatd Irodalomjegyzék c. fejezet
a szerzének a témaban val6 széleskorii tdjékozottsdgarol ad tanabizonysagot.

A birdlonak az értekezéssel kapcsolatos kérdései a kovetkezok:

- Milyen kisérletek torténtek eddig (szakirodalmi adatok és sajat tapasztalok
alapjan) a BTEX-vegyliletekkel szennyezett teriileteken vildgszerte gyakran domindns
szervezetként kimutatott Rhodoferax baktériumok kitenyésztésére? Mi lehet az eddigi
sikertelenség oka? Segitheti-e a metagenom Osszeszereléssel létrehozott teljes bakteridlis
genom ismerete a tenyésztés eredményességét?

- Meckenstock €s mtsai (2015) kutatasi eredményei alapjan az valdszintsithetd,
hogy oxigén-limitalt koryezetekben a baktériumok szénhidrogénbontd aktivitdsa a
szennyezési csdva szélénél (kisebb szennyezdanyag és nagyobb oxigén koncentracid mellett)
a leger6sebb. Ennek ismeretében milyen médszerekkel és hogyan monitorozna ma a sikldsi
kérhelyet? Miben véarna eltérést a kordbban a csova kozéppontjdban végzett kutatds
eredményeihez képest?

- Kutatasi eredményei alapjdn milyen konkrét javaslatokat tenne a vizsgalt

------

Osszefoglalva megallapitom, hogy Tancsics Andras eddigi kivalo kutatoi
tevékenysége és a benyujtott MTA doktori értekezésben foglalt 4j tudoményos eredmények
kimagaslo szakmai szinvonala alapjan méltd6 az MTA doktora cim elnyerésére. Javaslom a
doktori értekezés nyilvanos vitdra bocséatdsat és sikeres védeés esetén az MTA doktora cim
odaitélését.

Budapest, 2022. majus 16.
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