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Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Biralomnak, hogy vallalta a dolgozatom biralatat, és hogy
minden részletre kiterjedd. alapos. ugyanakkor pozitiv értékelést adott arrol. Koszonom Biralom
¢észrevételeit, amelyeket a dolgozat formai hianyossagaival kapcsolatban tett. A Biralo éltal a
birdlatban feltett kisebb szovegkdzi, illetve a dolgozat tartalmi részét illet6 f6 kérdésekre adott

valaszaim a kovetkezoek:

1. Hogyan definiilhaté a baktériumok ,,obligat alkanotrof” anyagceseretipusa?

E baktériumcsoport esetében helyesebb lett volna az .obligat hidrokarbonoklasztikus™ jelzot
hasznalnom. azonban tény, hogy e heterotrof. elsésorban tengeri Skoszisztémdkban el6fordulo
baktériumok a szerves vegyiileteknek csak nagyon sziik csoportjat képesek hasznositani. E csoportba
az Alcanivorax, Cycloclasticus, Oleiphilus és Thalassolituus nemzetségek képvisel6i tartoznak.
K6z0s jellemzéje e mikroszervezeteknek, hogy a BIOLOG rendszer 95 szubsztratja koziil mindossze
kettot képesek hasznositani, mégpedig a Tween 40-et ¢s a Tween 80-at. Mindkét vegytilet hosszu
lancu alkilcsoportot tartalmaz. Jol ismert jelenség, hogy tengeri kdolajszennyezések esetén elsoként
az alkan-lebontd Alcanivorax nemzetség tagjai jelennek meg, majd késébb a komplexebb
szénhidrogének lebontaséra is képes Cycloclasticus fajok abundancidja ndvekszik meg és jelent6s
szerepet jatszanak a kdolajalkoto szénhidrogének lebontasaban. Azonban szigoru értelemben véve e
baktériumok ..obligdt hidrokarbonoklasztikus™ mivolta valojaban tulz6. hiszen képesek mas.
konvenciondlis szubsztratokat is hasznositani. Az azonban tény, hogy e baktériumok preferalt
novekedési szubsztratjai a koéolajalkotd szénhidrogének, és 4altalaban gyenge. vagy szinte
elhanyagolhaté novekedést mutatnak még azon konvenciondlis szubsztratok jelenlétében is,
amelyeket egyébkeént képesek szenforrasként hasznositani. Mindazonaltal ezek a konvencionalis
szénforrasok biztositjak e baktériumok tulélését szénhidrogénmentes kézegekben (Radwan és mtsai.,

2019).
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2. Milyen volt a baktériumtorzsek izolalasahoz hasznalt R2A taptalajnak .és a

szénhidrogén-lebont6 baktériumok dusitasara hasznalt tipleveseknek a pH-ja?

A biral6 kérdésével egy fontos hianyossagra vildgit ra, miszerint dolgozatomban nem tlintettem
fel az emlitett tapkozegek pH-jat. Ez abbol takad, hogy minden tenyésztési ¢s dusitasi kisérlet

esetében a konvencionalisnak gondolt neutralis, tehat 7-es pH-n dolgoztam.

3. Miért alkalmaztak eltéré homérsékleti értéket (28°C vs. 15°C) a szénhidrogén-bonto és

a vas-redukal6 dusito tenyésztések soran?

A vas-redukalo dusito tenyésztések soran minden eszkozzel arra probaltunk torekedni, hogy a
Rhodoferax nemzetségbe tartozd mikroszervezeteket dusitsunk fel és izolaljunk. Emiatt a dusitas
soran a siklosi karhely ST2-es talajviz mintavételi kutjaban in-situ uralkodd homérséklet
alkalmazasaval probéltuk elésegiteni e mikroszervezetek feldusuldsat. Mivel a mintavételi kutban
altalaban 12-15 °C-os homeérséklet volt mérhetd egész évben. elképzelhetonek tartottuk. hogy az
altalunk izolalni kivant Rhodoferax nemzetségbeli baktérium esetleg ehhez hasonlé homérsékleti

optimummal rendelkezik, emiatt probalkoztunk meg a 15 °C-on torténd dusitassal.

4. A 16S rDNS Roche 454 piroszekvenalasi és Illumina MiSeq szekvenalasi és Illumina
MiSeq szekvenalasi adatainak bioinformatikai értékelése soran az OTU-k
megallapitisinil miért haszniltak Kkiilonb6z6 (98%-0s és 97%-o0s) hasonlésagi

értékeket.

Kisérleteim soran a Roche 454 piroszekvendldas volt az elsd udjgeneracids, nagy
ateresztoképességli nukleinsav szekvenalasi modszer. amelyet hasznalhattam. Ennek megtelelden
akkor még nem rendelkeztem tapasztalattal a szekvencia adatok bioinformatikai kiértékelése terén.
A Kkérdéses kisérletet, ahol e modszert alkalmaztuk, egy németorszagi kutatocsoporttal
egylttmuikodve végeztem el, és az adatok kiértékelésében is 6k voltak segitségemre. Az OTU-k 98%-
os 16S rRNS gén szekvencia hasonlosdg melletti megallapitdsa a németorszagi labor protokollja
szerint tortént. A késobbi kisérletek soran az Illumina MiSeq szekvenalasi adatok bioinformatikai
kiértékelését azonban mar minden esetben 6nalloan, a MOTHUR szoftver segitségével végeztem,

ahol 97%-o0s hasonlésag mellett definialtam az OTU-kat Tindall és mtsai. javaslata alapjan (2010).
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5. Milyen Kkisérletek torténtek eddig (szakirodalmi adatok és sajat tapasztalatok alapjan)
a BTEX-vegyiiletekkel szennyezett teriileteken vilagszerte gyakran dominans
szervezetként Kimutatott Rhodoferax baktériumok Kitenyésztésére? Mi lehet az eddigi
sikertelenség oka? Segitheti-e a metagenom osszeszereléssel 1étrehozott teljes bakterialis

genom ismerete a tenyésztés eredményességét?

Az utébbi egy évben végzett mikroaerob koriilmények kozotti dusitasi kisérleteim soran sikertilt
a kérdéses Rhodoferax baktériumot feldasitanom. A siklosi talajvizb6l kiindulva. mind benzol, mind
pedig xilol jelenlétében e baktérium lett a feldusitott baktériumkozosség egyik legabundansabb
képviseldje Uellet-nzc’ien 30% feletti abundancia értékkel). Fontos megjegyezni. hogy e baktérium
csak mikroaerob koriilmények kozott dasult fel, és az aerob kontroll tenyészetekben vagy nem volt
kimutathato e baktérium, vagy mindéssze 5% koriili abundanciat ért el. Mindezek ellenére, a kérdéses
baktériumot nem sikeriilt tenyésztésbe vonnunk. Azonban az egyik xilol-lebonté dusité tenyészet
esetében, ahol 30% feletti abundanciaval volt jelen, metagenom szekvenalas segitségével sikertilt
feltarnunk e baktérium kozel teljes genomijat. Megéllapitottuk, hogy tobb olyan gén klaszterrel
rendelkezik, amelyek képessé teszik nem csak a xilol, de a toluol, illetve a benzol lebontasara is.
Sikertilt két olyan klasztert azonositanunk, amelyek egy-egy tébb komponensii fenol-hidroxilazt
kodolnak. E klaszterek mera-tipusi gytrlihasitasért felelos katekol 2.3-dioxigenazt is kodoltak,
amelyek azonban nem voltak besorolhatoak az extradiol dioxigenazok 1.2.C alcsaladjaba. S6t. egyik
ismert alcsaladba sem sikeriilt ket besorolni, és egy atfogd filogenetikai elemzéssel bizonyitottuk,
hogy e C230 enzimek az extradiol dioxigenazok egy 1j, eddig le nem irt alcsaladjaba tartoznak,
amelyet 1.2.1 alcsaladnak neveztiink el (1. dbra). (Az eredményeinket leiro kézirat jelenleg biralati
szakaszban van az Environmental Science & Technology folyoiratnal). A genomot tovabb elemezve
feltartuk egy teljes narGHILJ operon jelenlétét a genomban. ami alapjan kijelenthetd. hogy e
Rhodoferax nemzetségbe tartozé baktérium fakultativ anaerob mikroszervezet, amely oxigén
hianyaban képes nitrattal 1élegezni, és azt legalabb nitritig redukélni. Arra azonban nem kaptunk
valaszt, hogy szilard taptalajon miért nem tudtuk a mai napig kitenyészteni ezt a baktériumot. A
kisérleteinkkel egyidoben jelent meg azonban egy tanulmany egy japan kutatocsoport eredményei
Rhodoferax baktériumrol adtak hirt, amelyet sikeresen ki is tenyésztettek (Kato és Okhuma 2021) és
nem hivatalosan ..R. lithotrophicus”-ként neveztek el. E baktérium teljes genomjat Gsszehasonlitottuk
a mi metagenom-asszocialt Rhodoferax genom szekvenciankkal, és kozottik 97,5%-0s ANI értéket

allapitottunk meg. Ez alapjan a két baktérium egy fajhoz tartozik. A japan kutatocsoport szintén



mikroaerob koriilmények kozott végzett dusitast, és kifejezetten vas(I1) oxidalé szervezetek dusitasat
celozta meg. Véleményem szerint részben emiatt lehetett sikeres a baktériumtdrzs izolalasa isc A mi
dusito tenyészeteinkben ugyanis jellemzben a Pseudomonas nemzetség képviseldi voltak a
legdominansabb szereplok (50% vagy a feletti abundanciaval). igy az R2A taplemezen konnytiszerrel

tilnotték a minden bizonnyal mikroaerob koriilményeket preferalo ..Rhodoferax lithotrophicust™.

o 1 preticds plasmid pWWO catechol 2,3-dioxygenase (vl (AJ344068)

7 pretteda plasid pWWS catechol 2 3-dioxygenase (vi/E) (AB218971)
Frrertgzinose J1104-1 catechol 2 3-dioxvgenase (ol (X60740)
Prewdomopas sp. 1C catechol 2, 3-dioxyaenase () (U01825)

£ puticda NAHT catechol 2.3 -dioxvgenase (safiff) (X064 12)

LII # punga TOL plasmid pDK | catechol 2 3-dioxvgenase (xp/l) (AB434906)

— £ pinida catechol 2. 3-dloxyeenase (phfiB) (XT7856)
P putida CFoO0 catechol 2, 3-dioxygenase (M33263)
— Psendomoyias balearica EC28 catechol 2,3-dioxygenase (CPO45858 |:678544-679467 )
P oryzue KCTC 32247 catechol 2.3-dioxygenase (LT629751.1:1308572-1509495)
Prewdomonns sp. MAPI2 catechol 2.3-dioxygenase 1 (TAHRGLOL0000015:23947-24870)
2 oryzee KCTC 32247 catechol 2 3-dionygenase (LT620751 1.3797477-3798400)
P oryzee KCTC 32247 catechol 2.3-diaxygenase (L1829751 1:1526873-1527796)
sl 1 Pseudemonas sp. MAPI2 catechol 2. 3-dioxygenase T (JAHRGLO10000017:2617-3540)
1 Pyewdvmonas sp. MAPL2 catechol 2,3-dioxygenase IV (JAHLRGLO10000025:2475-3398)
Sphungomenas sp. sirain HV3 catechol 23-dioxygenase (cark) (L10655)
Sphingobiwm sp. AS12 catechol 2.3-dioxygenase
o Sphingomoncs vasoikuvae B1 catechol 2,3 -diokyeenase (xvIE} (U23375)
__3¢] L2.H [:ngfm'u oleivorans Buc' catechol 2, 3-dioxyyensse 1 {SDKKO1000023.57618-58353)
i Iharera sp 27 catechal 2 3-dioxygenase (AMXBO1000023 35596-36528)
Rboduferax sp. binl catechol 2,.3-dioxygenase (mPH 1) (SAMNZ6818767)

L2 P puticla UTCC22 plasmid pTDNT catechol 2, 3-dioxygenase (D85415)
w Rhadcy‘ﬂn sp . binl catechol 2,3-dioxygenase (mPH 11) (AMNZ6818767) .
1...r— s Buc” catechiol 2,3-diovypenase | (SDKKOID00023 43816-44745) EDO SUbfamlly [2‘1

ﬁeml‘nm sp. MAPI2 catechol 2.3-dinxygenase [ (JARRGLOTO000016:58428-59357)
Thaera sp. K11 catechol 2 3-dioxyyenase tCPO.d-lW)
Rurkfdelerir cépacra catechol 2 3-dioxygenase (L4T111)
(oo Pyeudomonas sp. MAP12 catechol 2.3-dioxygenase ¥V (JAHRGLO10000025: 14621-15565)
o[ L p 1 priticla MT135 catechol 2, 3-dioxvgenase 11 (cdo) (U01826)
unc bacterium clone 567 D-Tnl catechol 2,3-dioxygenase (ELISS507T)
une bacrerium clone wil Tn2RaF chlorocatechol 2, 3-dioxygenase (ELIS55108)
£ putice plasmid pKW 1 TraN catechol 2.3 -dioxygenase (chzl) (AYB3 1462)
s (omanonay sp, IST6S catechol 2,3-dioxyeenase (cdoE) (L1930%)
Delfires ecrehvonans catechol 2.3-dioxyuenise (AR177545)

%1 Zoogiova oleivorans Buc' catechol 2, 3-dioxygenase [ {SDRKU1000034.2300-3244)
Burkhelderia cepaci catechol 2 3-dioxygenase (1X) 191054)
Rerlstonnier pickettit catechol 2 3-dioxygenase (thuk) (U20258)
F— Pputida 3-methylcatechol 2,3-dioxy zenase (") { X59790)

unc hacterium plasmid pSKYE! DNA losmid elone 03HDS (AB266126)

Bowifluy sp. JF8 23-dihydroxybiphenyl 1.2-dioxygenase (hpht”) (ABO92521)
Rhodexoecus vhodochrous plasmid pTC 1 catechol 2, 3-dioxyuenase (X69504)
Cieobacillus stearothermophilus catechol 2.3 -dioxvaenase (pheff) (X6T860)

1. ébra: A Rhodoferax sp. binl genomjaban kodolt C230 enzimek filogenetikai helyzetét bemutato,
neighbor-joining modszerrel, aminosav szekvencidk alapjan készitett fa. A fa fobb elagazasainal

Jjelélve vannak a relevans extradiol dioxigendz alcsaladok. (EDO, extradiol dioxigenaz).

6. Meckenstock és mtsai (2015) kutatisi eredményei alapjan az valoésziniisitheté, hogy
oxigén-limitalt kornyezetekben a baktériumok szénhidrogénbonté aktivitisa a
szennyezési csova szélénél (kisebb szennyezbéanyag és nagyobb oxigén koncentracio
mellett) a legerésebb. Ennek ismeretében milyen médszerekkel és hogyan monitorozna
ma a siklési karhelyet? Miben varna eltérést a korabban a csova kozéppontjaban végzett

kutatas eredményeihez képest?



Amennyiben lehetéségem lenne ra, akkor a szennyezési cs6va kdzéppontjat egy olyan mintavételi
kat altal vizsgalnam, amelynek segitségével néhany 10 cm-es vertikalis felbontasban tudnam feltarni
a mikroba koézdsség Osszetételét. Sajnos kutatéi karrierem sordn csak az Amerikai Egyesiilt
Allamokban talalkoztam ilyen, az Egyesiilt Allamok Geologiai Szolgilata (USGS) altal firt és
mukdodtetett mintavételi kuttal. A siklosi karhelyen ugyanakkor vizsgaltuk a szennyezési csova szélén
elhelyezked6 (ST5-6s jelii) mintavételi kat mikroba kdzosségét (ahogy ez a dolgozatban is szerepel),
¢s ott a Rhodoferax nemzetségbe tartozo baktériumok 60% koriili abundanciajat figyeltiik meg.
Figyelembe véve ezt, illetve az elézéekben emlitett legijabb mikroaerob dusitasi kisérleteim
eredményeit én azt feltételezem, hogy az aerob-anaerob hatarrétegekben e mikroszervezetek
dominans kozosségalkotokként vannak jelen és kulcsszerepet jatszanak a szennyezéanyagok

lebontasaban.

7. Kutatasi eredményei alapjian milyen konkrét javaslatokat tenne a vizsgilt karhelyek

bioremediaciéjaban résztvevo gyakorlati szakemberek szamara?

A legfontosabb javaslatom az lenne, hogy egy kérhely tényfeltdrasa soran a szennyezett kozeg
mikroba kozosségének feltdrdsa is torténjen meg, hiszen ez nagy mértékben hozzajirulhat a
kdrmentesités sikerességéhez. Egy, a siklosihoz hasonld karhely esetében pedig a nitrat utinpétlasban
latom a megoldast. Wilson és Bouwer (1997) feltételezték elsdként. hogy az ehhez hasonlo
kozegekben a nitrat-légzésre is képes, am aerob BTEX-lebontasi utvonalakkal rendelkezd
mikroszervezetek a nyomnyi mennyiségben jelen lévé oxigént még felhasznalhatjak a lebonto
anyagceseretevekenységeik soran, mikdzben respirdciojukhoz maér nitratot hasznalnak. Egyes

eredményeim gy vélem szintén megerdsitik ezt a feltételezést.

Még egyszer koszonom biralom munkajat, és segité kritikai megjegyzéseit!
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