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I.  BEVEZETES

Az emberiség az utdbbi masfél évszazad alatt, ipari tevékenységének folyomanyaként
oly médon alakitotta at kdrnyezetét, hogy talan batran kijelenthetjiik, a mai kor gyermekei mar
egy uj foldtorténeti kor, az Antropocén sziilottei. Bar e kifejezés, amelyet Eugene F. Stoermer
okologus hasznalt el0szor a mai értelmében, a foldtudomanyok teriiletén még hivatalosan nem
elfogadott, altalanosan elterjedté valt az utobbi két évtizedben. Az e sorok irasakor 95 éves Sir
David Attenborough, angol természettudos sajat magat is egy eléz6 kor (értsd Holocén)
sziilottjiének aposztrofalja. A modern ipari tarsadalmak kialakulasanak alappillére volt a
fosszilis energiahordozoknak, azon beliil is a kdolajnak a mind nagyobb mértékii felhasznalasa.
Az elsé modern kori olajkut 1854-ben tortént megalkotasa 6ta eltelt tobb mint masfél évszazad
alatt azonban az ember visszavonhatatlanul megvaltoztatta kdrnyezetét. Manapsag a fosszilis
energiahordozok kapcsan els6ként a légszennyezés, illetve az ebbdl fakadd globalis
klimavaltozas keriil el6térbe, mint a kdrnyezetvédelem elsd szamu megoldéasra vard, kronikus
problémaja. A koéolajkitermeléssel azonban szinte egyidds talajaink és vizeink
kéolajszarmazékokkal torténd szennyezése is. Mar a koéolajkitermelés hdskordban
megtapasztalhatta az ember, hogy mekkora kdrnyezetrombol6 erdt szabaditott ki a palackbol,
néha akar szo szerint értelmezhetéen is. Erre jo példa a 20. szazad elején (1910) California
allamban miikodott ,,Lakeview Gusher Number One” nevezetli olajkut, amely az akkoriban
még ismeretlen kitorésgatlok hianyaban 18 honapon at, gejzirszeriien ontotta magabdl az olajat,
ezaltal 9 milli6 hordényi (1,4 milli6 m®) olajjal beboritva kornyezetét. Ez nagyjabol kétszer
akkora mennyiség, mint ami a Deepwater Horizon tengeri firotorony 2010-ben tortént
kitorésekor a Mexik6i-6bdl vizébe omlott. Azonban a kitermelés mellett a kdolaj vizi Gton
torténd szallitasa is nagy kockdzatot jelenthet a tengeri 6koszisztémara nézve. Ezt jol példazza
az Amoco Cadiz, vagy a kozvélemény altal talan joval ismertebb, Exxon Valdez tankhajok
balesetei 1979, illetve 1989-ben. Noha Magyarorszag a napi 14 000 hordonyi eredményével
csak a 70. hely kornyékén talalhato a kdolajkitermeld orszagok listajan, a leggyakoribb talaj-
¢s talajvizszennyezd anyagoknak a koolaj, valamint a koolajeredeti szénhidrogének
szamitanak. Ennek oka az, hogy nagyon sok olyan ipari tevékenység van, ahol kdolajat,
kdolajszarmazékokat tarolnak €s a mindennapi tevékenység soran (pl. atfejtésnél mellécsurgd
anyag) vagy kisebb-nagyobb havariak (vezetéktorés, foldalatti tarolo tartaly korrézio altali
sériilése) soran éri szennyezés a kiilonb6z6 kornyezeti elemeket. Emellett tobb évtizeddel

ezelotti tevékenységekbdl 1s visszamaradtak olyan felszin alatti szennyezések, amelyek a mai
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napig jelen vannak. Erre jo példat mutatnak a katonai Iétesitmények, vagy a Péti
Nitrogénmiivek Rt. egykori pétfiird6i olajfinomito iizeme, amelyet a II. vilaghabort soran 1944.
junius 14-¢én ért bombazotamadas. Az ebbdl fakadé olajszennyezés pedig a mai napig jelen van
az érintett pétfiirddi iparteriileten €s okoz megoldando6 problémat az ott mikodo cégeknek.

mélyrehatoan, és e teriilet atyjaként tartjak 6t szamon az Amerikai Egyesiilt Allamokban (a
tengeri 0koszisztémak mikrobioldgidja mellett). Ezen a téren 1938-ban kezdett publikalni, és
1978-ig bezarolag 66 olyan tudomanyos miivet kozolt, amelyek témaja a kdolaj, illetve a
szénhidrogének mikrobiologiai eredetét, tehat genezisét kutatta, hamar felismerte a
mikroorganizmusok szénhidrogén-lebontd szerepét is. A leggyakrabban idézett 6sszefoglald
miive e témaban 1946-ban sziiletett, amelyben az azt megel6z6 50 év ismereteit Osszegzi
(ZoBell, 1946). Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy ebben az id6ben a szénhidrogének
megfigyelhetd tulajdonsagnak gondoltak. Még Bushnell és Haas 1941-ben sziiletett klasszikus
cikke is (Bushnell és Haas, 1941) — amelyben a kerozin, a benzin és kiilonféle asvanyi olajok
mikrobialis lebontasardl értekeztek — kevés visszhangot kapott, eredményeiket kétkedéssel
fogadtak. De ZoBell kutatdsai eldremutatéoak voltak abban a tekintetben is, hogy koran
felismerte azt a veszélyt, amelyet a nagy olajtanker hajok, illetve ezek zatonyra futasaihoz
kothetd szennyezések €s azok mérete jelenthet a tengeri és tengerparti 6koszisztémakra (ZoBell,
1963). Az ezt koveté években folyamatosan leirasra keriiltek az aromas és alifas
szénhidrogének aerob uton torténd lebontasaért felelds enzimek, illetve metabolius Gtvonalak
(Hegeman, 1966; Peterson és mtsai, 1967; Feist és Hegeman, 1969). Egyre tobb konnyen
tenyészthetd baktérium és mikroszkdpikus gomba fajrol valt ismertté, hogy képes egy, vagy
tobb kdolajeredetli szénhidrogént szén- és energiaforrasként hasznositani. Bartha és Atlas
(1977) 22 baktérium, 1 alga és 14 gomba nemzetséget sorol fel, amelyekbe szénhidrogén-
lebontasra képes fajok tartoznak. E baktériumok azonban kivétel nélkiil aerob vagy fakultativ
anaerob mikroszervezetek. Ugyanis még az 1980-as évek elején is az a nézet volt elfogadott,
miszerint a szénhidrogének lebontasa anaerob koriilmények kozott egy elhanyagolhatd mértékii
folyamat. Még Ronald M. Atlas, a szénhidrogén biodegradacié egyik kiemelkedd kutatodja is
mint negligalhatd folyamatrol irt ekkoriban, bar anaerob szénhidrogén-lebontasra képes
baktériumok 1étezését nem zarta ki (1981). Mindek6zben egyes kutatok mar kozzétettek
eredményeket az anaerob szénhidrogén-lebontas teriiletén (Evans, 1977), mégis csak az 1980-

as évek vége felé kezdtek a kutatas kozéppontjaba keriilni az anaerob szénhidrogén-lebontasra
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képes mikroszervezetek és a folyamatban kulcsszerepet jatszé enzimek. Ennek kdszonhetéen
sorra leirasra keriiltek olyan mikroszervezetek, amelyek nitrat-, szulfat-, vagy éppen Fe(IlI)-
redukcio mellett, illetve metanogén koriilmények kozott képesek egyes monoaromas,
policiklusos vagy nyilt szénlanci szénhidrogének lebontasdra (Rabus ¢és Widdel, 1995;
Chakraborty és Coates, 2004; Meckenstock, 2004; Mbadinga és mtsai, 2011). Mar a
kézelmultban deriilt fény arra, hogy a nyersolajban eldforduldé 1-3 mikroliter térfogati
vizcseppekben is komplex, szénhidrogén-lebontd metanogén mikroba kozosségek élnek
(Meckenstock, 2014).

A fent leirtakbdl jol lathato, hogy a szénhidrogén biodegradacié széleskoriien kutatott
terliletévé valt a mikrobioldgianak. Ennek megfeleléen ismereteink is elmélyiiltek e szaktertilet
sok kérdését illetéen az utobbi egy-két évtizedben. De melyek maradtak a megvalaszolatlan
kérdések? Vannak-e még egyaltalan ilyenek? Ha 4tnézziik a téma szakirodalmat, akkor lathato,
hogy az ismereteink nagy részét olyan baktériumoknak koszonhetjiik, amelyek - ha olykor
nehezen is — de izolalhatoak, illetve valamilyen formaban tiszta tenyészetben fenntarthatoak.
Régota ismert azonban a ,,great plate anomaly” jelensége (Staley és Konopka, 1985), miszerint
a létezd baktériumfajoknak minddssze 1%-at vagyunk képesek klasszikus mikrobioldgiai
modszerekkel tiszta tenyészetben fenntartani (Solden és mtsai, 2016). A maradék 99% a
baktériumok rejtett vildga, vagy a mai divatos fogalommal élve a ,,microbial dark matter”, azaz
a mikrobialis sotét anyag (Solden és mtsai, 2016). Az ide tartozo mikroorganizmusok jelentds
rész¢ét alkotjdk a FOld biomasszdjanak és biodiverzitasanak, mégis legtobbjiik esetében
elenyészden keveset tudunk az alapvetd metabolikus képességeikrdl, és ebbdl fakaddan az
okologiai szerepiikrél. A mai modern, tenyésztést6l fiiggetlen molekularis modszerek, mint
példaul a kiillonbdzé metagenomikai vagy egy-sejt mikrobiologiai mddszerek segitségével
egyre tobb , kitenyészthetetlen” mikroszervezetrdl deriil ki, hogy in situ koriilmények kozott
jelentds szerepe van a szénhidrogének biodegradaciojaban (Mason és mtsai, 2012; Marozava
¢s mtsai, 2018; Kraiselburd és mtsai, 2019). A szakirodalmat ért6 szemmel olvasva feltiing az
is, hogy a teriilet kutatoi el0szeretettel vizsgaljak vagy a teljesen aerob, vagy pedig az anaerob
koriilmények kozotti szénhidrogén-lebontast. Felszin alatti kozegek szennyezése soran az aerob
lebont6 mikroszervezetek ardnylag gyorsan elfogyasztjak az amugy is limitaltan rendelkezésre
allo oxigént és anaerob koriilmények jonnek létre. Ebbdl a szemszdgbdl nézve indokolhato is
az a tény, hogy az utobb két évtizedben ,,divattd” valt azon mikroszervezetek kutatasa, amelyek
anaerob uton képesek kodolajeredeti szénhidrogének lebontasara. Azt azonban a téma
legkivalobb képviseldi is elismerik, hogy szignifikdns mértékli biodegradacié csak a

szennyezési csova szélein torténik, ahol rendelkezésre allnak a lebontast timogatd elektron-
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akceptorok, és azok koziil is elsdsorban az oxigén. Ennek ellenére elenyész6 azon tanulméanyok
szama, amelyek az aerob-anaerob hatarteriileteken aktiv lebontd mikroszervezeteket vizsgaljak.
Nagyon kevés ismerettel rendelkeziink arr6l, hogy melyek azok a baktériumok, amelyek
hipoxikus korilmények kozott (<2 mg/L oldott oxigén koncentracid), vagy akar nyomnyi
mennyiségli oxigén jelenlétében is képesek aerob lebontasi utvonalakat hasznalva, szén- €s
energiaforrasként hasznositani e vegyiileteket. E kérdésnek jelentds gyakorlati vonatkozasa is
van, hiszen a koolajeredetli szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegek
karmentesitése soran gyakran alkalmazott modszer a kdzeg fizikai atlevegoztetése, vagy kémiai
uton torténd oxigén utanpotlasa (pl. hidrogén-peroxid injektalasa). Ezt felismerve vallalkoztunk
arra, hogy feltarjuk azon baktériumok diverzitasat, amelyek a mikroaerob koriilmények kozotti
aromas szénhidrogén-lebontashoz adaptalddtak, és hogy végsd soron feltarjuk e képesség

genetikai hatterét.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1. A kdolaj és szarmazékai altal okozott szennyezések

I1.1.1. A kdéolajszarmazékok altalanos jellemzése

A koolajat foként szerves vegyiiletek, azon beliil is majdnem kizardlag szénhidrogének
alkotjak. Ez az altaldban so6tét szind, stirtin foly6 anyag igen sok — ezernél is tobb — szénhidrogén
komponenst tartalmaz, mely 6sszetevok kiilon-kiilon is artalmasak lehetnek, de sok esetben
egymas hatasait felerésitve a legveszélyesebb kornyezeti mikroszennyezok kozé tartoznak. A
kiilonboz6 alkotoelemek aranya a foldrajzi szarmazas helyének fiiggvényében valtozik. Ennek
megfelelden az asvanyolaj szine is eltérd lehet, és a vilagosbarnatol a feketéig terjedhet. Szintén
az Osszetételtdl fiigg a konzisztencidja, amely a kdnnyen folyotol (,,konnytiolaj”) a szinte szilard
anyagig (,,nehézolaj”) sokféle lehet. Szokéas megkiilonboztetni még kis kéntartalmu (,,édes”),
illetve nagy kéntartalmu (,,savanyu”) olajokat. A nyersolajok atmoszférikus desztillacios
maradéka alapjan tovabbi csoportositas lehetséges. Ez alapjan megkiilonboztetiink
paraffinbazisu, vagy mas néven pennsylvdniai tipusu kdolajat, amelynek atmoszférikus
maradéka sok paraffint és kevés bitument tartalmaz, illetve nafténbazisti, vagy mas néven texasi
tipusu koolajat, amelynek az atmoszférikus maradéka sok bitument és kevés paraffint tartalmaz.

A szénhidrogén molekula lehet telitett vagy telitetlen, nyilt szénlancu, egy vagy tobb
gylirlis, melyekhez oxigén, kén- és nitrogén tartalmu vegyiiletek kapcsolodhatnak. A
kornyezetegészségiigyi szempontbdl legartalmatlanabb szénhidrogének a nyilt lanct, telitett
alkanok, mig a legveszélyesebbek a tobb gytiriit is tartalmazo, zart szénlanct vegyiiletek. A Kis
szénatomszamu (C1-C4) szénhidrogének alkotjak a gaz frakcidt (pl. metan, etan, propan,
butdn), a C5-C16 szénatomszam kozottiek folyadékok, C16 felett pedig egyre szilardabb
halmazallapotuak. Hazankban a jelenleg hatalyos 6/2009. (IV. 14.) ,,a foldtani kdzeg és a felszin
alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez sziikséges hatarértékekrdl és a szennyezések
mérésérol” szolo KvVM-EiUM-FVM egyiittes rendelet tartalmazza a kornyezetvédelmi
szempontbol kockazatos kémiai elemek és vegyiiletek listajat, tovabba a rajuk vonatkoz6 ,,B”
szennyezettségi hatarértékeket kiilon a foldtani kdzegre és a felszin alatti vizekre vonatkozolag.
A kbolaj fobb alkotoelemeit a rendelet harom kategoriaba sorolja: alifas szénhidrogének (TPH),

benzol és alkilbenzolok (BTEX), valamint policiklusos aromas szénhidrogének (PAH).
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I1.1.2. A kdolajszennyezés eredete, formai és terjedése felszin alatti kozegekben

Mivel a kéolajeredetli szénhidrogéneket elsdsorban iizemanyagok, fiitdanyagok és
oldoszerek (pl. kerozin, benzin, gédzolaj, konnyu fiitdolajok) gyartasanal hasznaljuk, a
leggyakoribb szennyez0 iparagak és tevékenységek a kdolajbanyaszat (firdtornyok és kutak),
kéolaj feldolgozés (finomitdk), szallitas (tankerek, csévezetékek), tarolas (tartdlyparkok) és
forgalmazas (t6ltéallomasok), a laktanydk teriilete, a kozlekedés és a milanyaggyartés
(petrolkémia). Ezek az anyagok a legveszélyesebb és egyben leggyakoribb szennyezok,
amelyekkel kornyezetiinket karositjuk. Az illékony szénhidrogénekre jellemz0, hogy a levegd
oxigénjével elegyedve tliz-, és robbanasveszélyesek. A boron, nyalkahartydkon és a tiidon
keresztiil is felszivodhatnak, legtdbbyjiik irritald és toxikus hatasa.

Magyarorszagon a szénhidrogének els6sorban a felszin alatti kozegekre jelentenek
komoly veszélyt. A mélyebb rétegekbe szivarogva a kémiai szerkezetiiktdl, koncentraciotol, a
talaj tulajdonsagaitol fiiggéen hosszabb-rovidebb ideig perzisztalhatnak a kornyezetben.
Legkonnyebben biodegradalhatoak a TPH vegyiiletek, a szénatomszam ndvekedésével azonban
a szénhidrogének bonthatosaga jelentdésen romlik. A talaj porusaibdl a vizet és az oxigént
kiszoritva gétoljak az oxidativ folyamatokat, ezzel is megnehezitve természetes lebomlasukat.

A felszini- és felszin alatti vizek altal messzire eljuthatnak, veszélyeztetve az ivo- és
ont6zOvizbazisokat, valamint a természetes vizek éldvilagat. A toxikus, mutagén, teratogén és
karcinogén hatasokkal rendelkezd szénhidrogének beléphetnek a taplaléklancba és
akkumulalodhatnak az é161ényekben (Szoboszlay és Kriszt, 2010).

A szénhidrogének, specidlis fizikai és kémiai tulajdonsagaikbol adoddan a kiilonbozo
foldtani és viztani kozegekbe bejutva jellegzetes modon terjednek. Az olaj a nehézségi erd
hatasara lefel¢ huzodik a talajban. Ha elér egy kis ateresztoképességli réteget, az a szennyezo
anyag szétteriilését eredményezi. Abban az esetben, ha a beszivargott olajmennyiség
meghaladja a szivargasi tartomany olajvisszatartd képességét, akkor elérheti a talajvizet és azzal
egylitt oldaliranyban aramlik szét a viz felszinén. Ilyenkor a talaj kapillaris rétege jelentds
mennyiségll olaj felvételére képes és a szennyezOk akar évekig megmaradhatnak ebben a
zondban. A talajvizszint siillyedése és emelkedése révén a szennyezdanyagok konnyen
,»szétkenddhetnek™ az addig tiszta rétegekben is. Vannak olyan olddszerek, folyadékok, melyek
stiriisége nagyobb, mint a vizé, igy ezekre jellemzd, hogy a legfelsé vizzard réteg folott, a
talajviz aljan teriilnek szét. Ha a fekii felszine valamilyen irdnyban lejt, akkor ezek a
szennyezbanyagok a gravitacid hatdsdra akar a talajviz aramlasaval ellentétes iranyban is

szivaroghatnak. A talajban mozgd olajtestbdl, ugyanigy, mint a felszinen, konnyen
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kiparologhatnak az illékony szennyezdk, gb6zokbol allo ,,olajparnat” alkotva a kiszivargott
olajtest koriil. Ezek a gazok a szivargd tartomanyban vandorld vizben oldodnak és novelik a

talajviz szennyez6dését (Szoboszlay és Kriszt, 2010).

11.1.3. A kdolaj és szarmazékainak alifas szénhidrogén komponensei és azok biodegradacioja

E vegyiileteket a nemzetkozi szakirodalomban a ,, Total Petroleum Hydrocarbon — TPH”
megjeloléssel illetik, ¢s minden C5 és C40 kozotti szénatomszamu szénhidrogént ide sorolnak.
A magyar jogszabalyok azonban csak az alifas, azaz nem aromas szénhidrogéneket soroljak
ide. A TPH-n beliil megkiilonboztetiink 5-10 szénatomszamu, illékony (VALPH — Volatile
Aliphatic Petroleum Hydrocarbon) €s e feletti szénatomszamu kevésbé, vagy egyaltalan nem
illékony (EPH — Extractable Petroleum Hydrocarbon) vegyiileteket. A megkiilonboztetés
elsdsorban a mintavétel €és a karmentesités modjdnak megvalasztdsa miatt sziikséges
(Szoboszlay és Kriszt, 2010).

A normal alkanok, vagy n-alkanok a kovetkezo altalanos képlettel irhatok le: ChHan+2.
E vegyiiletek ardnylag alacsony reaktivitdsunak szdmitanak, mivel a szénatomok mind a négy
vegyeértékiikkel kovalens kotésben vesznek részt. Apolaros vegyliletek, igy vizben alig, vagy
egyaltalan nem oldodnak (a szénatomszam novekedésével csokken a vizoldhatosaguk). A
legegyszerlibb ide sorolhat6 n-alkéan, a pentan vizoldékonysaga 0,1 g/l (20°C-on), mig a sorban
kovetkez6 vegyiileté, a hexané mar csak 0,013 g/l (20°C-on). Az ennél hosszabb szénlancu
alkdnok mar csak pg/l-es koncentracidban képesek a vizbe oldodni. Erdsen apolaris
tulajdonsaguk masik kovetkezménye, hogy ionos és polaros tulajdonsagti vegyiiletekkel
szemben alacsony reakcioképességet mutatnak. A legtobb n-alkan 50 feletti pKa értékkel
jellemezhetd, emiatt savakkal, illetve bazisokkal szemben gyakorlatilag inert vegyiileteknek
szamitanak. Ugyanakkor redoxireakciokban, oxigénnel vagy halogénatommal reagalva
aranylag konnyen részt vesznek.
nyulnak vissza. Egy holland mikrobiolégus, N. L. S6hngen volt az elsd, aki viz felszinén 1sz6
olajfoltok mikrobialis biodegradaciojardl hirt adott, illetve leirta, hogy e szénhidrogének szén-
¢s energiaforrasként szolgalhatnak egyes mikroszervezetek szamara (1913). Ma mar tudjuk,
hogy a Bacteria domén szamos torzsén belill talalni ilyen képességgel rendelkezo
mikroszevezeteket, igy példaul a Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes
vagy éppen a Deinococcus-Thermus torzsek esetében (van Beilen és Funhoff, 2006). A

prokariotakon kiviil természetesen ismertek szénhidrogén-lebontasra képes mikroszkopikus
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gombak (példaul az Aspergillus, Cladosporium, Corollasporium, Cunninghamella,
Dendryphiella, Fusarium, Gliocladium, Lulworthia, Penicillium, Varicospora vagy a
Verticillum nemzetségek egyes képvisel6i), illetve algak is (Prototheca zopfii) (van Beilen és
mtsai, 2003). Hovatovabb, ma mar ismertek obligat alkanotrof baktériumok is, amelyek f6leg
tengeri Okoszisztémakbol mutathatéak Ki. E baktériumok az Alcanivorax, Marinobacter,
Thallassolituus, Cycloclasticus és Oleispira nemzetségek képviseldi, amelyek szénhidrogén-
szennyezéstdl mentes tengeri 6koszisztémakban csak nagyon Kis gyakorisaggal vannak jelen,
ha egyaltalan ki lehet mutatni a jelenlétiiket (Yakimov ¢és mtsai, 2007). Ezzel szemben
olajszennyezés hatasara e baktériumok valhatnak dominéanssa a tengervizben.

Az n-alkénok gyors biodegradacidja alapvetden aerob koriilmények kdzott megy végbe,
¢s a lebontas elsd 1épését, az alkdnok hidroxilacigjat kiilonboz6 alkdn-hidroxilaz enzimek
veégzik el, fliggden a szénldnc hosszatdl (1. abra). A kis szénatomszamu alkénok, tehat C1-Cy
vegyliletek esetében metan-monooxigenaz enzimek; kdzepes szénatomszamu alkénok (C5-
C16) esetében nem-hem vasat tartalmaz6é membranfehérjék (pl. alkdn-1-monooxigenaz) vagy
citokrom P450-szeri enzimek (pl. CYP153 enzim); mig ennél hosszabb szénlancu alkanok
(C17+) esetében az elébb ismertetett alkan-hidroxilaz enzimek mellett szamos, ma még

részleteiben kevéssé ismert enzimrendszer vesz részt a lebontasban (van Beilen és Funhoff,

2007).
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1. dbra: Az n-alkanok aerob, alkdan-monooxigendzok dltal inicialt biodegradacios utvonala és az egyes
lépéseket katalizalo enzimek (van Beilen és mtsai, 2003 alapjan).
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Az n-alkanok aerob lebontasaban résztvevl enzimrendszerck koziil a legjobban a
membrankdtott, vagy transzmembran helyzetti alkan-1-monooxigenazt tartalmazé rendszerek
ismertek. Az is kijelenthetd, hogy kdolajjal, illetve kdolajszarmazékokkal torténd szennyezések
esetében is ezek a legrelevansabb enzimrendszerek, legalabb is aerob koriilmények kozott. Ezt
az enzimrendszert els6ként a Pseudomonas putida GPol t6rzsébdl irtak le és jellemezték
részletesen (van Beilen és mtsai, 1994). Az alkan-hidroxildz aktivitdsu enzim ez esetben egy
nem-hem vasat tartalmazé (tgynevezett ,,divas”, tehat két vasiont tartalmazd) monooxigenaz
membranfehérje (AIkB), amely miikodéséhez két tovabbi, elektron-transzfer szerepet bet6ltd
fehérjét igényel (rubredoxint €s rubredoxin-reduktazt). Az ilyen tipusti alkan-monooxigenaz
enzimek altalaban hat hidrofob peptidszakaszt tartalmaznak, amelyek a-hélix konformaciéval
rendelkeznek, és a fehérje transzmembran részét képezik (2. abra). Jellemzben nyolc vagy
kilenc hisztidin aminosavat tartalmaznak meghatarozott motivumokba rendezédve, amelyek
megléte sziikségszerli az enzim aktivitdsa szempontjabol, mivel az enzim aktiv centrumaban a

vasiontartalmu kavités felépitésében vesznek részt (Shanklin és Whittle, 2003).
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2. abra: Az n-alkanok lebontdasban résztvevd alkan-hidroxildz enzimrendszer sematikus képe (van
Beilen és Funhoff, 2003 alapjan).

Egyes kivalo n-alkén-lebontdé mikroszervezetek tobbnyire nem is egy, hanem tobb,

egymassal homolog AlkB enzimet kodolnak a genomjukban. Ez a jelenség a Rhodococcus

16



dc_1786_20

nemzetség egyes tagjai, igy a R. erythropolis fajjal rokon toérzsek esetében figyelheté meg
legjobban, ennek megfeleléen pedig nagyon részletesen dokumentalt is. A Rhodococcus sp.
Q15 és NRRL B-16531 torzsek esetében leirtak, hogy négy, egymassal homolog alkB génnel
rendelkeznek, amelyek koziil az alkB1 és az alkB2 olyan gén klaszterek tagjai, amelyek 2-2
rubredoxint is kodolnak, illetve az alkB1-et tartalmazo6 klaszterben egy rubredoxin-reduktaz gén
is megtalalhato. Ezzel szemben az alkB3 és alkB4 gének Onalldéan voltak megtalalhatoak a
genomokban (Whyte és mtsai, 2002). Egyes Rhodococcus torzsek, igy példaul a Rhodococcus
sp. TMP2 esetében még ennél is tobb, 6t alkB gént azonositottak (Takei és mtsai, 2008). A
Gram-negativ baktériumok ko6zott az Acinetobacter és a Pseudomonas nemzetségek alkan-
lebonto tagjai a leginkabb vizsgaltak.

Ma mar tudjuk, hogy az n-alkanok biodegradacidja anaerob koriilmények kozott is
végbemehet, és ismert, hogy nitrat- és szulfat-redukalo, illetve metanogén koriilmények kozott
egyarant lezajlik (Agrawal és Gieg, 2013). A folyamat kulcslépése az alkan-vegyiiletek
aktivacioja, amely anaerob koriilmények kozott az tgynevezett ,,fumarat-addicié” utjan
torténik. E 1épés soran egy 1) C-C kotés alakul ki €s a folyamat eredményeképpen keletkezd

vegyiilet egy alkil-szukcinat lesz (3. abra).

coo- OO'C\ /CHE\
| CH coo
/cl-lz CH, CH=CH —» |
R CH, O \\‘CH;” N
CH,
n-alkan fumarat alkil-szukcinat

3. dbra: Az n-alkanok fumardt addicidja anaerob koriilmények kozott

A fumarat addici6 els6sorban a C2 szubterminalis szénatomot érinti. Az alkil-szukcinat
ezutdn szénvaz-atrendezédésen megy keresztiil, majd dekarboxilacido utin egy elagazd
szénlancu zsirsav jon létre beldle, ami mar konnyedén be tud 1épni a kdzponti metabolikus

utvonalakba (4. abra).
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4. dbra: Az n-alkanok f6 anaerob lebontasi utvonala

Ami az anaerob lebontasra képes mikroszervezetek diverzitasat illeti, izolatumok és
dusito tenyészetek vizsgalata alapjan elsdsorban a baktériumok két torzsére, a Proteobacteria
¢s a Firmicutes torzsekre korlatozodik (Stagars és mtsai, 2016). Az archaebaktériumok kozott
pedig minddssze egy anaerob alkan-lebonto faj ismert, az Archaeoglobus fulgidus (Stagars és
mtsai, 2016), amely a C10-C>1 alkanok lebontasara képes. Mig tengeri 6koszisztémakban szinte
kizarolag a szulfat-redukald baktériumok (ezen beliil is a Deltaproteobaktériumok osztélya,
Desulfobacteraceae csalad, Desulfosarcina/Desulfococcus klad tagjai) jatszanak szerepet ebben
a folyamatban, addig talajok esetén nitrat-redukalé fajok is részt vesznek benne (elsésorban

Gammaproteobaktériumok osztalya) (Rabus és mtsai, 2016; Stagars és mtsai, 2016).

[1.1.4. A monoaromas szénhidrogének és biodegradaciojuk

A monociklusos aromés szénhidrogének szintelen, szobahdémérsékleten tobbnyire
folyékony anyagok. Vizben rosszul, szerves oldoszerekben, igy példaul mas
szénhidrogénekben jol oldodnak vagy korlatlanul elegyednek. Ezek koziil, az egyetlen aromas
gylrit tartalmazo vegyiiletek kozil, gyakorlati szempontbdl a benzol és szarmazékai
tekinthetdk a legfontosabbnak. A benzol mellett ide tartozik a toluol, az etil-benzol €s a xilolok,

melyeket egyiitt BTEX vegylileteknek neveziink (5. dbra).
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A BTEX vegyiiletek mind a hat tagja komoly hatassal lehet az idegrendszerre, a benzol
karositja a csontvel6t, mely altal kdrosodik az immunrendszer, kialakulhat anémia és leukémia,

tovabba emberben bizonyitottan rakkelté (Dean, 1985).

CHj; CH; CH; CH,
CH,4
@ QCH;—cm
CH;
CH;
benzol toluol etilbenzol orto-xilol meta-xilol para-xilol

5. abra: BTEX-vegyiiletek szerkezeti képlete

I1.1.5. A monoaromas szénhidrogének aerob tton torténd biodegradacidja

Az aerob lebont6 mikroszervezetek a lebontast dltaldban az aromas gylirii aktivaciojaval
inditjak, amelyet mono- vagy dioxigenaz enzimek katalizalnak. Ezek az inicialo 1épések, illetve
az ebben résztvevd enzimek nagyfoku diverzitadst mutatnak, azonban a koztitermékek szama
ehhez képest meglehetésen limitalt, ugymint: katekol, protokatekuat, gentizat vagy
(hidroxi)benzokinolok (Pérez-Pantoja és mtsai, 2010). A lebontas kovetkezd 1épése ezen
intermedierek aromds gylirijének hasitasa, amelyet megintcsak oxigenaz, mégpedig jellemzden
dioxigenaz enzimek katalizalnak. A reakciotermékek ezutan tovabbi atalakitasi Iépések utan a
kézponti anyagcsere-utvonalakba belépve hasznosulnak. A tovdbbiakban azok a lebontési
utvonalak és fobb enzimeik keriilnek bemutatasra, amelyek BTEX-vegyliletek lebontasdban

kulcsszerepet jatszanak.

[1.1.6. Az aromas gytiri aktivaciojaban résztvevd lebontasi ttvonalak és enzimek

Az aromas gylrQ aktivacigjat végzo enzimek talan legnagyobb csoportjat a Rieske-féle,
nem-hem vasat tartalmazd oxigenazok alkotjdk. Ezeket az enzimeket elsdként aromas
szénhidrogén-lebontd képességgel rendelkez6 Pseudomonas putida torzsekbdl irtak le (Gibson
¢és mtsai, 1968; Axcell és Geary, 1975). Ma mar jol ismert, hogy kulcsszerepet jatszanak a
benzoat, a benzol, a toluol, a ftalat, a naftalin és a bifenilek lebontasaban (Gibson és Parales,
2000). Valojaban tobbkomponensii enzimkomplexekként irhatdak le, amelyek egy terminalis

oxigenaz komponensbdl és kiilonféle elektron transzport fehérjékbdl allnak. A katalizalt
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reakcio soran két oxigénatom épiil be az aromas gytriibe, végeredményben egy aromas CiSz-
dihidrodiolt képezve. JO példa erre a reakciora a toluol dioxigenaz enzim, amelyet Yeh és mtsai
irtak le (1977) egy Pseudomonas putida torzsbol (6. abra). A reakciot egy dehidrogenacios
Iépés koveti, amelyet altalaban egy cisz-dihidrodiol dehidrogenaz katalizal, és egy, a
szubsztrattol fiiggden szubsztitualt vagy szubsztitualatlan katekol molekula a végeredmény

(Pérez-Pantoja és mtsai, 2010). A toluol esetében a termék a 3-metilkatekol.

H
tH3 g, napt ¢ "
Fe' 1/ TOH
@ \ >
% OH
H
toluol NADH cisz-toluol dihidrodiol

6. abra: A toluol dioxigendaz enzim dltal katalizalt reakcio (Yeh és mtsai, 1977 alapjan).

Az el6z6 csoporthoz hasonldéan nagy jelentdséggel birnak az ugynevezett szolubilis
divas monooxigenazok is, amelyek koziil egyesek a benzolt és a toluolt képesek
monooxigenalni, és ezaltal fenolla, illetve metilfenolla alakitani dket, mig masok ez utdbbi
vegytileteket katekolla, illetve metil-katekolla alakitani (Leahy és mitsai, 2003). Az el6z6
csoporthoz  hasonldéan tobbkomponensii enzimkomplexek, amelyek altaldban a
kovetkezdképpen éplilnek fel: (i) egy reduktaz, illetve néhany esetben ferredoxin tartalmt
elektron transzport rendszer, (ii) egy katalitikus effektor fehérje, amelynek az aktiv oxigenaz
enzim Osszeszerelédésében van szerepe, és (iii) egy terminalis hidroxilaz (afy)2 negyedleges
szerkezettel, ahol az a-alegységek tartalmazzak a divas katalitikus centrumot. E katalitikus
centrumban zajlik a szubsztrat hidroxilacidja. Az a-alegység alapjan két csoportjuk vesz részt
az aromas vegyliletek lebontdsaban: (i) a négy-komponensii alkén/aromés szénhidrogén
monooxigenazok ¢és a (ii) fenol hidroxilazok (Leahy és mtsai, 2003). Az elébbi csoportba
tartozd enzimek a nem-hidroxilalt aromas komponensek lebontédsaban jatszanak szerepet és a
gén klaszereik altalaban tartalmaznak ferredoxin komponenst (Leahy és mtsai, 2003).
Legismertebb képviseldik a toluol monooxigenazok, amelyek akdr mindharom lehetséges
pozicidban képesek a toluolt hidroxilalni, ezaltal 2-metil-, 3-metil, vagy 4-metilfenolt
létrehozva (Olsen és mtsai, 1994; Shields és mtsai, 1989; Whited és Gibson, 1991) (7. abra).
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Egyes toluol monooxigenazok (mint példaul a Pseudomonas stutzeri OX1 PKO1 toluol
monooxigenaza vagy a Pseudomonas mendocina KR1 toluol 4-monooxigenaza) nem csak a
toluolt, hanem a fenolt, vagy a metil-fenolt képesek tovabb oxidalni katekol vegyiiletig, vagy
akar 1,2,3-trihidroxi-benzolig (Bertoni és mtsai, 1998; Tao és mtsai, 2004).

GH;
OH

£
& o

ﬂb@ o-krezol OH
09

@ T-3MO @ 3_metilkatekol

), OH cH
: krezol
toluol gy \Q’ iﬁ
CH, OH
< T

4-metilkatekol

OH
p-krezol

7. abra: A toluol aromds gyiirtijének monnoxigendzok dltali aktivaciéja. T-2MO, toluol 2-
monooxigendz, T-3MO, toluol 3-monooxigendz; T-4MO, toluol 4-monooxigendz, FH, fenol hidroxildz.
(Parales és mtsai, 2008 alapjan)

A fenol hidroxilaz aktivitassal rendelkez6 enzimek kozott talalni tobbkomponensii fenol
hidroxilaz rendszereket, mint amilyen példaul a Pseudomonas sp. CF600, a Pseudomonas
putida 35X, illetve az Alicycliphilus denitrificans K601 és BC torzsek esetében is
megfigyelheté (Ng és mtsai, 1994; Oosterkamp és mtsai, 2013; Shingler és mtsai, 1992).
Emellett a Burkholderia cepacia G4-es torzs toluol 2-monooxigenaz enzime is beleillik e
csoportba (is), mivel a toluol mellett a 2-metilfenol (0-krezol) oxidacidjara is képes, ezaltal a
toluolbol két monooxigenacios Iépésben 3-metilkatekolt hoz 1étre (Newman és Wackett, 1995).
E képesség azonban, ha kisebb mértékben is, de a tobbkomponensii fenol hidroxilazokra is igaz.
Habar elsédleges szubsztratjaik a fenolok, 2-3 nagysagrenddel kisebb specifitassal (keat/ Km), de
képesek a benzolt és a toluolt is szubsztratként elfogadni, igy két monooxigenacios 1épésben
metil-katekolla alakitani 6ket (Cafaro és mtsai, 2004). Emiatt fordulhat el6 az, amit példaul az
Alicycliphilus denitrificans K601T és BC torzsek esetében is mefigyeltek, hogy bar a

genomjukban nem talalhaté benzol/toluol mono- vagy dioxigenazt kodolé gén, a
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tobbkomponensii fenol-hidroxilaz rendszernek kszonhetéen képesek a benzol és a toluol acrob

lebontasara (Oosterkamp €s mtsai, 2013).

[1.1.7. Az aromas gyiirQi hasitasdban résztvevo lebontasi utvonalak és enzimek

Az aromas gylr aktivalasa tehat a legtobb esetben egy, a kiindulasi szubsztrattol fliggo
aromas diol, tehat szubsztitult vagy szubsztitudlatlan katekol molekula kialakuldsdhoz vezet.
A lebontas soron kovetkezd 1épése a katekol molekula aromas gyurtijének hasitdsa, amely
alapvetden kétféle uton torténhet, mégpedig intradiol vagy extradiol hasitas Gtjan. E két hasitasi
folyamatot két kiilonboz6 enzimcsalad tagjai képesek katalizalni.

Az intradiol hasitdsi Utvonalat 3-oxoadipat-lebontasi Gtvonalnak is hivjék, amin beliil
megkiilonboztetiink katekol agat, illetve protokatekuat agat (Pérez-Pantoja és mtsai, 2010)
(8. abra). A gyltrlihasitast, amit ez esetben orto-gytriihasitasnak is neveznek, a katekol ag
esetében a katekol 1,2-dioxigenaz enzim végzi, mig a protokatekudt 4g esetében a protokatekuat
3,4-dioxigenaz. A két lebontasi utvonal egy kozos kozti termék, a B-ketoadipat enol-lakton
keletkezésekor egybeolvad. Habar szamos aromas vegyiilet lebontasa ezeken az ttvonalakon
keresztiil torténik, és példaul a klorbenzol lebontasaban kiemelt szerep juthat a (klor-)katekol-
1,2-dioxigenaz enzimeknek (Balcke és mtsai, 2008), a metilszubsztitualt aromas vegyiiletek
(pl. toluol és xilolok) lebontasara a 3-oxoadipat utvonal nem alkalmas. Ennek oka az, hogy a
lebontés soran keletkezd metilszubsztitualt mukonolaktonok tovabbalakitdsa nem lehetésges,
¢s a lebontas ennél fogva zsakutcaba jut (Catelani és mtsai, 1971).

A metilszubsztitualt katekolok lebontasa tehat mas utvonalon Kkell, hogy torténjen. E
vegyliletek aromés gyliriijét az extradiol hasitast végd enzimek, azon belill is az I-es tipust
extradiol dioxigendzok, vagy mas néven katekol 2,3-dioxigenazok (C230) katalizaljak
(Pérez-Pantoja ¢és mtsai, 2010) és meta-tipusu gyulrtihasitast végeznek. Természetesen a
szubsztitualatlan katekol gylr(i hasitasara is képesek, ezaltal részt vehetnek a benzol
lebontasaban, de ismert, hogy a bifenilek és a naftalin lebontasaban is kulcsszerepet jatszanak
(Pérez-Pantoja és mtsai, 2010). Kozo6s jellemz6jiik, hogy altalaban nem-hem vas(ll)-iont

igényelnek az aktivitasukhoz (Eltis és Bolin, 1996).
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8. dbra: A 3-oxoadipdt-lebontdsi utvonal katekol és protokatekuat aga (Gaines és mtsai, 1996
alapjan).

Az l-es tipust extradiol dioxigenazok filogenetikai osztdlyozasat Eltis és Bolin (1996)

végezte el, 35 db C230 enzim aminosav-szekvencidjanak vizsgalata alapjan. Eszerint az I-es
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tipusu extradiol dioxigendzok egy szupercsaladot alkotnak, amely tovabbi enzim csaladokra és

alcsalddokra oszthat6 (lasd 9. abra).
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9. abra: Az extradiol dioxigendzok filogenetikai osztalyozasa Eltis és Bolin szerint (1996).

Eltis és Bolin (1996) harom csaladot kiilonitett el. Ezek koziil az 1.1.-es csalad egy-
alegységes enzimeket tartalmaz és két alcsaladra oszthat6 tovabb. A masik két csalad, az 1.2 és
az 1.3 két-alegységes enzimeket tartalmaz és 5-5 alcsaldadra oszthatéak tovabb. Ez utdbbi
enzimekrdl tudjuk, hogy egy, illetve két aromds gytiriit tartalmaz6 szubsztratokat preferalnak,
azonban azt, hogy a csaladok ¢és alcsaladok kozott milyen biokémiai, illetve funkcionalis

kiilonbségek vannak, nem volt ismert Eltis és Bolin (1996) munkaja idején. Egyediil az
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I.2.C-alcsalad enzimeirdl lehetett azt feltételezni Kukor és Olsen (1996) vizsgalatai alapjan,

hogy a tobbi C230 enzimhez képest nagyobb affinitast mutatnak a katekol és az oxigén, mint

két szubsztrat irant, ezaltal kis szubsztrat koncentracidé mellett is aktivak maradnak. Ez azt is

jelenti, hogy hipoxikus koriilmények kozott is képesek lehetnek az aerob lebontast katalizalni.

Az extradiol hasitast kdvetden a lebontds két dgon folyhat tovabb: a hidrolitikus, vagy az

oxalokrotonat agon (10. abra)
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10. dabra: A meta-tipusu gylirtihasitas és az azt kovetd enzimatikus lépések Nesvera és mitsai (2015)
alapjan. C230, katekol 2,3-dioxigendz; HMSH, 2-hidroximukonsav-félaldehid hidroldz;, HMSD, 2-
hidroximukonsav-félaldehid dehidrogendz, OCI, 4-oxalokrotondt izomerdz
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Altalanosan elmondhat6, hogy a meta-titvonal enzimeit kodolé gén klaszterek mindkét
ag enzimeit tartalmazzak (Harayama €és mtsai, 1987). Erre azért van sziikség, mert a katekolbol
létrejove  2-hidroximukonsav-félaldehid, illetve a 4-metilkatekolbol szarmazé 5-metil-2-
hidroximukonsav-félaldehid csak az oxalokrotonat agon keresztiil tud 2-hidroxipent-2,4-
dienoatta alakulni (¢ vegyiilet mindkét ag ,,végterméke”). Ezzel szemben a 3-metilkatekolbol a
gylrihasitas utan keletkez6 2-hidroxi-6-0x0-2,4-heptadienoat inkabb ketonként viselkedik,
semmint aldehidként, ezért a 2-hidroximukonsav-féladehid dehidrogenaz nem tudja
szubsztraként elfogadni. Ebb6l fakadoan pedig a hidrolitikus utvonalon torténik a
tovabbalakitasa (Powlowski és Shingler, 1994). A meta-ttvonal utolsé 1épésében
végtermékként acetil-CoA keletkezik (10. abra).

[1.1.8. A monoaromas szénhidrogének anaerob Uton torténd biodegradécioja

A BTEX-vegyiiletek anaerob lebontasa alapvetden kétféle titvonalon keresztiil torténhet
meg. A legismertebb mechanizmus a mar korabban az alkdnok anaerob lebontasanak lerasa
soran ismertetett ,.,fumardt addicio”. E folyamatban glicil-gyokot tartalmazo enzimek jatszanak
szerepet, amelyek mukodésiik eredményeképpen csokkentik az aromds gytiri stabilitasat
(Gibson és Harwood, 2002). Az aromas vegyiiletek fumarat addicio utjan torténd lebontasanak
voltak az elsok, akik egy olyan baktériumtorzset irtak le (T1-es jelii torzs), amely denitrifikalo
koriilmények kozott volt képes a toluol lebontasara. E torzset késdbb Song és mtsai (1998) mint
Thauera aromatica (akkor Rhodocyclaceae, ma Zoogloeaceae csalad) irtak le. Evans és mtsai
(1992) mar a Tl-es torzs korai vizsgéalata soran felismerték, hogy a toluol anaerob lebontasa
soran benzilszukcinat keletkezik. A reakcidt, amelynek soran a toluol metil-csoportjahoz egy
fumarat molekula kapcsolodik, a benzilszukcinat-szintaz (bss) katalizalja (11. abra). Ezt
kovetden a benzilszukcinat B-oxidacion megy keresztiil €s végso soron benzoil-CoA keletkezik,
amely szamos aromas szénhidrogén anaerob lebontasi titvonalanak kozos koztiterméke (Gibson
¢s Harwood, 2002). Ez a folyamat er6sen konzervalt, igy nem csak denitrifikald, hanem szulfat-
¢és vas-redukald, illetve metanogén mikroszervezetekben is eléfordul, és a toluol mellett més
szubsztitualt monoaromas komponensek lebomlasa is fumarat addicioval indul (Tierney és
Young, 2010). Ennek a ténynek koszonhetd az, hogy a fumarat addiciot katalizalé enzimek
génjeit (pl. a benzilszukcinat szintaz alfa alegységét kodolo bssA gént) széles korben hasznaljak
marker génként arra, hogy szennyezett kozegekben feltarjdk az anaerob lebontisra képes

mikroszervezetek diverzitasat (von Netzer és mtsai, 2016).
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11. dbra: A toluol anaerob biodegraddcidja a fumarat addicios utvonalon keresztiil (Young és Phelps,
2005 alapjan).

A fumarat addicio mellett a masik lehetséges anaerob lebontasi utvonal a karboxilacié
utjan torténd aktivacié, majd lebontas (Tierney és Young, 2010). A karboxilacié altali
gylriaktivalas elsésorban a benzol, illetve a fenol anaerob lebontasa soran kap kulcsfontossagti
szerepet. A benzol anaerob lebontasat elséként két Dechloromonas torzs esetében vizsgaltak
részletesen. A Dechloromonas sp. RCB és JJ-jelii torzsek voltak az elsé tiszta tenyészetek,
amelyekrél kimutattak, hogy anaerob koriilmények kozott, nitrat-redukcio mellett képesek a
benzol lebontasara (Coates és mtsai, 2001). Az RCB torzs vizsgalata ramutatott arra, hogy a
benzol lebontasa soran fenol koztitermék keletkezett, ami azt jelenti, hogy az anaerob lebontas
els6 1épése a benzol hidroxilacioja lehetett, majd ezt kdvette a fenol karboxilacidja és tovabbi

lebontasa (12. abra).
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12. abra: A benzol feltételezett anaerob lebontdsi utvonala a Dechloromonas sp. RCB torzs esetében
(Chakraborty és Coates, 2005 alapjan).

A fenolt, mint az anaerob benzol lebontas koztitermékét mas lebontd mikroszervezetek
esetében is kimutattak, igy példaul Zhang és mtsai (2013) a szigorian anaerob vas-redukélo
Geobacter metallireducens esetében. Mindemellett egyes szerzok felvetik annak a lehetdségét,
hogy a fenol mitermékként is megjelenhet vas-, illetve szulfat-redukald kzosségekbdl torténd
mintavételkor. [lyenkor ugyanis a minta levegovel valo érintkezése soran reaktiv oxigéngyokok
keletkezhetnek a Fe?*, illetve szulfid-ionok jelenléte miatt, amelyek a benzol fenolla torténd
autooxidacidjat indukalhatjak (Meckenstock és Mouttaki, 2011). Raadasul a fenol nem
sziikségszerlien koztiterméke a benzol anaerob lebontasanak, mivel a benzol direkt
karboxilécioja is lejatszodhat, illetve egy metilacios 1épés utan a fumarat-addicios Gtvonalon is
a lebomolhat (Foght, 2008). A benzol harom lehetséges anaerob lebontasi Gitvonalat a 13. abra

mutatja be.
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13. abra: A benzol anaerob uton térténd lebontdsanak harom lehetsége utvonala (Foght, 2008
alapjan).

I1.2. A kodolajeredeti  szénhidrogének lebontdsdban résztvevd prokariota
mikroszervezetek diverzitasa

I1.2.1. Altalanos attekintés

crer

elterjedségét a prokariota mikroszervezetek korében margindlisnak gondoltak, ma mar tudjuk,
hogy széles korben elterjedt a Bacteria domén képviseldi kozott, rdadasul még egyes Archaea
nemzetségek képviseldi is rendelkeznek e képességgel. Mig a kezdeti, az 1970-es, illetve *80-as
években sziiletett Osszefoglaldé miivek mindossze 20-30 szénhidrogén-lebontd baktérium
nemzetséget sorolnak fel (Bossert és Bartha, 1984; Floodgate, 1984), addig a leguajabb
szakirodalmi Osszegzésekben 320 Bacteria és 12 Archaea nemzetséget tartanak nyilvan,
amelyek egyes tagjai rendelkeznek valamilyen szénhidrogén-lebontd képességgel (Prince és
mtsai, 2019; Oren, 2019). Tekintettel arra, hogy azon baktérium és archaca nemzetségek szama,

amelyeket ezidaig nem sikeriilt tenyésztésbe vonni ennél a szamnal nagysagrendekkel nagyobb,
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valoszintsithetd, hogy a szénhidrogén-lebontasra képes mikroszervezeteket tartalmazo
nemzetségek szama is joval nagyobb a jelenleg ismertnél.

A Bacteria domén esetében a szénhidrogén-lebontd képességgel rendelkez6
nemzetségek tobbnyire a baktériumok 4 nagy torzsébe sorolhatdak, ahogy az a 14. 4bran is jol
lathato: ezek az Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes €és Proteobacteria (Prince és mtsai,
2019). Az alabbiakban a Prince és mtsai (2019) altal a kozelmultban készitett 0sszegzés alapjan

mutatom be roviden e négy torzs f6bb szénhidrogén-lebontd csoportjait, illetve nemzetségeit.

[1.2.2. Az Actinobacteria torzs fobb szénhidrogén-lebontd nemzetségei

Az Actinobacteria torzson beliil az ismertebb szénhidrogén-lebontdé nemzetségek az
alabbi nyolc renden beliil talalhatoak meg: Actinomycetales, Corynebacteriales, Micrococcales,
Propionibacteriales, = Pseudonocardiales,  Streptomycetales,  Streptosporangiales  ¢&s
Thermoleophilales. Azonban ezek koziil is kivaltképp a Corynebacteriales és a Micrococcales
rendek tartalmazzak a legismertebb olaj-lebontokat, mint példaul a Dietzia, Gordonia,
Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium, Tsukamurella, Williamsia, illetve az Arthrobacter,
Brevibacterium, Citricoccus, Kytococcus, Microbacterium, Micrococcus nemzetségek,
természetesen a felsorolds teljességének igénye nélkiil. Mindegyikiik aerob lebontd, és szinte
kivétel nélkiil mezofil mikroszervezetek. Egyetlen kivétel a Thermoleophilum nemzetség,

amelynek tagjai obligat termofilek és 60°C koriili hdmérsékleti optimummal jellemezhetdek.
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14. dbra: A Bacteria domén szénhidrogén-lebonto mikroszervezeteket magaban foglalo torzsei (Prince
és mtsai, 2010 alapjin)

11.2.3. A Bacteroidetes torzs fobb szénhidrogén-lebontd nemzetségei

A Bacteroidetes torzs képviseldi jol ismertek arrdl, hogy képesek a természetben
eléforduld komplex polimer vegyiiletek lebontasara. A torzs harom rendjérdl ismert, hogy
szénhidrogén-lebontd baktériumok tartoznak ide: ezek a Cytophagales, Flavobacteriales és a
Sphingobacteriales. Olyan nemzetségeket sziikséges itt emliteni, mint a Chryseobacterium,
Flavobacterium, Cytophaga vagy Olivibacter, megint csak a teljesség igénye nélkiil. Fontos

megjegyezni, hogy az 0sszes ide tartoz6 mikroszervezet aerob szénhidrogén-lebontésra képes.
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I1.2.4. A Firmicutes torzs fobb szénhidrogén-lebonté nemzetségei

A Firmicutes torzson beliill harom rendet lehet emliteni, amely szénhidrogén-lebont6
tagokkal rendelkezik, ezek pedig a kovetkezdek: Bacillales, Lactobacillales és Clostridiales.
Olyan nemzetségeket kell itt megemliteni, mint a Bacillus, Brevibacillus, Planococcus,
Desulfitobacterium, Desulfotomaculum, Desulfosporosinus, Peptococcus. A Clostridiales
rendbe sorolhato fenti nemzetségek koziil a Desulfotomaculum és a Desulfosporosinus szulfat-
redukalo, mig a Desulfitobacterium vas-redukalé mikroszervezeteket tartalamaz, igy ezek a

szénhidrogének anaerob lebontasaban vesznek részt.

[1.2.5. A Proteobacteria torzs fobb szénhidrogén-lebontdé nemzetségei

A szénhidrogén-lebont6 képességgel rendelkezd baktérium nemzetségek tobbsége ebbe
a hatalmas csoportba tartozik. Az Epsilonproteobacteria kivételével mindegyik osztaly
tartalmaz szénhidrogén-lebontokat, sét, obligat szénhidrogén-lebonté mikroszervezeteket is
talalni itt, mint az Alcanivorax, Cycloclasticus, Oleiphilus, Oleispira és Thalassolituus. De a
jol ismert anaerob szénhidrogén-lebontok is tobbnyire ide tartoznak, mint példaul az Azoarcus,
Thauera, Georgfuchsia, Geobacter nemzetségek, amelyek képviseldi féleg monoaromas
komponensek anaerob lebontasara képesek nitrat-, vagy vas-redukalo koriilmények kozott. De
fontos megemliteni a Dechloromonas, illetve az Alicycliphilus nemzetségeket, amelyek egyes
képviseldi kloratot képesek elektron-akceptorként hasznositani, mikdzben a benzolt hasznaljak
szén- és energiaforrasként. A fobb aerob szénhidrogén-lebontok k6zo6tt mindenképpen meg kell
emliteni a Pseudomonas, Polaromonas, Variovorax, Comamonas, Pseudoxanthomonas
Sphingobium vagy Novosphingobium nemzetségeket, csak hogy a legismertebbeket

megnevezzik, mert e felsorolast hosszan lehetne folytatni.

11.2.6. Az Archaea domén szénhidrogén-lebont6 képviseldi

Sokaig tartotta magat az a nézet, hogy az Archaea domén képviseldi nem vesznek részt

crer

(2004) altal elvegzett mikrokozmosz kisérlet, ahol a tengerpati liledékhez adott kdolaj hatasara
az Archaea domén képviseldi szinte eltlintek a mikroba k6zdsségbdl. Az utobbi években

azonban szamos olyan arhcaeabaktériumrdl adtak hirt a kutatdsok, amelyek képesek egyes
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crer

Halobacterium, Halococcus, Halorientalis, Natronomonas, Haloferax, Halorubrum,
Halovivax, Natrialba, Natronococcus, illetve Natronolimnobius nemzetségekbe tartoznak.
Ahogy a felsorolasbol is latszik, e mikroszervezetek szinte kizarolag a Halobacteria osztaly
(Euryarchaeota) képvisel6i. Ennek a megfigyelésnek az lehet az oka, hogy egyes
koolajleldhelyek hiperszalinikus habitatokat tartalmaznak (pl. Kazahsztan ¢és Tatarfold
koéolajleldhelyei). Emellett olyan hiperszalin €l6helyekrdl is kimutathatéak szénhidrogén-
lebontd Halobacteria archaeabaktériumok, ahol nem volt jelen kdolajszennyezés. Meg kell
nagyon kevés ismeretiink van, genomikai tudasunk pedig gyakorlatilag nem létezik ebben a
témakorben, mivel egyetlen szénhidrogén-lebonté Halobacteria osztalyba tartozo t6zs genomjat

sem tartak fel ezidaig.
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1. A KUTATAS CELKITUZESEI

A kovetkezd fejezetekben részletezett tobb mint tiz éves kutatomunka origdjanak,
illetve f6 ihlet6jének Barbara Hendrickx és munkatarsainak ,,Alternative primer sets for PCR
detection of genotypes involved in bacterial aerobic BTEX degradation: distribution of the
genes in BTEX degrading isolates and in subsurface soils of a BTEX contaminated industrial
site” cimt folydiratcikke tekinthetd, amely 2006-ben jelent meg a Journal of Microbiological
Methods nevii folyoiratban (64:250-265). Hendrickx és mtsai e miben irtdk le azokat a
csoportspecifikus PCR primereket, amelyekkel a féleg Pseudomonas fajokhoz kotheté 1.2.A
alcsaladba tartozo C230 gének, illetve a kizarolag alfaproteobaktérimokhoz (Sphingobium,
Novospingobium, Sphingomonas) kothetd 1.2.B  alcsaladba tartozd C230  gének
amplifikalhatoak. Azonban a harmadik csoport, tehat a foként bétaproteobaktériumokhoz (ma
mar Burkholderiales rend) kothetd, 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének amplifikacidjahoz
nem terveztek PCR primereket, mondvan ez a csoport tulsdgosan heterogén ahhoz, hogy
csoportspecifikus PCR primereket tervezzenek a kimutatasukhoz. Ekkor mar 10 éve ismert volt
Kukor és Olsen (1996) kutatasi eredménye, miszerint az 1.2.C-tipust extradiol dioxigenazok
olyan kozegekhez adaptalodhattak, amelyek alacsony szubsztrat koncentracioval
jellemezhetdk, emiatt nagy oxigén affinitassal rendelkeznek és ennek megfeleléen alacsony
oldott oxigén koncentracid mellett is aktivak. Emellett egyre tobb kutatas adott hirt arrél, hogy
a BTEX-szennyezett felszin alatti kozegek mikrobakozosségeit a Betaproteobacteria osztaly
(ma mar Burkholderiales rend) képvisel6i dominaljak. Mindezek ismeretében meriilt fel
bennem a kérdés, hogy mekkora lehet az 1.2.C-tipust extradiol dioxigendzokat kodold gének
diverzitasa ezekben a kozegekben, ¢és hogy milyen szerepet jatszanak a BTEX-vegyiiletek
lebontasaban azok a mikroszervezetek, amelyek rendelkeznek e génekkel.

A fentiekbdl adodoan a kezdeti céljaim kozott szerepelt egyrészt egy olyan primerpar
megtervezése, amely az 1.2.C-tipusu C230 génekre specifikus, masrészt ennek segitségével e
gének diverzitasanak, illetve in situ expresszidjanak feltarasa. Késobb célom volt BTEX
szennyezett kozegekbdl, illetve dusitd tenyészetekbdl izoldlt baktérium torzsek korében
vizsgalni az 1.2.C-tipusti C230 gén meglétét, hogy tovabb ndveljem e gének ismert diverzitasat,
illetve, hogy minél tobb C230 gént tudjak ismert baktériumfajhoz kotni. Célom volt tovabba
az izolalt baktériumtorzsek segitségével a mikroaerob BTEX-lebontas genetikai hatterének

feltarasa, a teljes lebontasi utvonal megismerése. Végiil, de nem utolsé sorban célul tiiztem ki,
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hogy stabil izotdpos jelolés moddszerével azonositsak mikroaerob BTEX-lebontasra képes

mikroszervezeteket.
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IV. ANYAG ES MODSZER

IV.1. Klasszikus mikrobioldgiai modszerek

IV.1.1. Mintavétel szénhidrogénekkel szennyezett kozegekbdl — talajviz és biofilm mintavétel

A vizsgalt kérhelyekrdl a szennyezett talajviz mintazasa minden esetben akkreditalt
modon, az MSZ 1SO 5667-11:2009/1-2 szabvanyok szerint tortént. A mintavételi kutakbol a
pangoviz szivattyuzassal eltavolitasra keriilt, majd a friss talajvizet steril kortilmények kozott
barna szind, 1 L térfogatu steril tivegekbe mértiik. A mintakat a tovabbi feldolgozasig sotétben
¢s 4°C-on hitve taroltuk, illetve jutattuk el a laboratoriumba. A talajvizmintak
hémérsékletének, kémhatasanak, illetve redox-potencidljanak meghatarozasa a mintavétel
helyszinén tortént, terepi méromiiszerek segitségével (WTW Handheld Meter Multi 350i). Az
altalanos vizkémiai és szennyezettségi paraméterek meghatarozasa akkreditalt laboratoriumban
tortént (Wessling Hungary Kft.), az alabbi szabvany moddszerek alapjan: nitrat és szulfat
koncentracié — MSZ EN ISO 10304-1:2009; Fe?* és Mn?* - EPA Method 200.8:1999 és MSZ
EN I1SO 17294-2:2005. A kiilonb6z0 szénhidrogén komponensek koncetracidjanak
meghatarozasa HP-6890 GC FID/PID gazkromatograf segitségével tortént a kovetkezd
szabvany modszerek szerint: WBSE-26:2009 ¢s MSZ 1484-7:2009.

A biofilm mintavétel steril spatula segitségével tortént, €s minden esetben 10-15 ¢

nedves biofilmet helyeztiink 100 mL térfogatt, barna szindi, steril livegedénybe.

IV.1.2. Baktériumtorzsek izolalasa kornyezeti mintakbol

A torzs 1zolalasok soran minden esetben tizes alapu, 8 1épcsds higitasi sort készitettliink
fiziologias sooldat felhasznalasaval. A higitasi tagokbol 0,1 ml-t szélesztettiink Petri-csészében
1évé R2A taptalajra. Az R2A téaptalaj Osszetétele a kovetkezd volt: proteéz pepton — 0,5 g;
kazaminosav — 0,5 g; élesztokivonat — 0,5 g; dextréz — 0,5 g; vizoldékony keményit6 — 0,5 g;
K2HPO4 — 0,3 g; MgSO4 x 7H20 — 0,05 g; natrium piruvat 0,3 g; agar - 15 g; dH>O 1000 ml. A
lemezeket ezutdn termosztitban 28°C-on inkubaltuk, majd egy hét elteltével a kiilonallo
telepeket atoltva tiszta tenyészeteket hoztunk létre. A torzsek hosszatava tarolasa -80°C-on,

glicerin oldatban tortént.
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IV.1.3. Szénhidrogén-lebonto dasitd tenyészetek 1étrehozasa

A dusitd tenyésztésen alapul6d kisérletek soran szénhidrogénekkel szennyezett felszin
alatti kozegekbOl szarmazd talajvizmintdkat, illetve biofilm mintdkat hasznéltunk
inokulumként. A dusité tenyészeteket minden esetben 100 ml térfogat, butil gumi szeptummal
¢s aluminiumkupakkal hermetikusan zarhato szérumiivegekben hoztuk 1étre. Az tivegek 45 ml
asvanyi tapoldatot tartalmaztak, amely harom oldatbdl épiilt fel a kdvetkezdek szerint: 100 ml
,»A” oldat, 100 ml ,,B” oldat, 1 ml ,,C” oldat é¢s 800 ml dH.O. A ,,A”-jelli oldat Gsszetétele a
kovetkezd volt: MgSO4x7H20 — 5 g; CaCloxH20 — 1 g; 1000 ml dH20O; sterilre sz{irt oldat. A
,,B”-jelii oldat sszetétele a kovetkezo volt: NaaHPO4s — 11,1 g; NH4sNO3 — 10 g; 1000 ml dH-0O;
autoklavban sterilizalt oldat. A ,,A”-jelll oldat dsszetétele a kovetkezd volt: FeSOsx7H20 — 10
g; Na;EDTAx3H.0 - 0,64 g; ZnCl, — 0,1 g; H3BOs — 0,015 g; CoClxx6H,0 — 0.175 g;
NaMoO4x2H.0 — 0,15 g; MnCl>x4H20 0,02 g; NiClox6H20 — 0,01g; 1000 ml H20; sterilre
sziirt oldat. Az elkésziilt oldat a kdvetkezd vitaminokkal lett kiegészitve (I'): B1 vitamin — 1
mg; biotin — 15 pg; B12 vitamin — 20 pg. A vitamin torzsoldatok 0,22 pm porusatmér6jii
fecskenddsziirdvel lettek sterilre sziirve. Amennyiben a dusitd tenyészetek valamelyik BTEX-
komponenst tartalmaztak egyedi szénforasként, akkor azok kezdeti koncentraciéja minden
esetben 1 mM volt. Azon dusitd tenyészetek, amelyek esetében gazolaj/kéolaj keverék (3:2,
v/v) volt a szénforras, 20 pl keveréket tartalmaztak. A mikroaerob tenyészetek esetében a lezart,
tapoldatot tartalmazo iivegekben karbogén gazkeveréket (N2/CO2, 80:20, v/v) aramoltattunk at
a folyadékfazison 10 percen keresztiil, majd ezutdn tortént a kivant oldott oxigén koncentracio
(0,5 mg/l) bedllitasa, amely sterilre sziirt levegdnek a lezart iiveg folyadékfazisaba torténd
injektalasat jelentette. Az oldott oxigén koncentracid mérése nem-invaziv modon tortént,
szaloptikas Fibox 3 trace v3 oldott oxigén mérd késziilék és PSt3 szenzor segitségével. A
szenzorok minden esetben a folyadékfazisban helyezkedtek el, és a tdpoldat szérumiivegbe
toltése elott keriiltek rogitésre steril koriilmények kozott, attetszo szilikonragaszto segitségével.
A duisitod tenyészetek beoltasa 5 ml talajvizzel, vagy biofilm szuszpenzidoval (ami 1 g nedves
biofilmbdl késziilt 99 ml steril fizioldgids s6oldat segitségével) tortént, majd razoétermosztatban

crcr

meg gazkromatografthoz kapcsolt tomegspektrométer (GC-MS) segitségével.
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IV.1.4. Vas-redukal6 dusitod tenyészetek 1étrehozasa

A vas-redukalo dusitdo tenyészeteket Rhodoferax nemzetségbe tartozo baktériumok
feldusitasa céljabol hoztuk 1étre. Ehhez az el6z6 alfejezetben ismertetett asvanyi tapoldatot
hasznaltuk, kisebb moddositasokkal. A tapoldatbdl kihagytuk az NHsNOs-0ot, mig a
magnéziumot MgCl, formajaban adtuk az oldathoz, MgSOs helyett. Szénforrasként
fecskenddsziirdvel sterilre sziirt natrium-acetatot adtunk a tépoldathoz, hogy az acetat
koncentracié 10 mM legyen. Nitrogénforras tekintetében e tapoldatnak négy variansat hoztuk
1étre: az I-es tipusu dusito 0,05% (w/v) élesztékivonatot, illetve 1 g/l NH4Cl-ot tartalmazott; a
I1-es tipusu dusito csak élesztékivonatot, mig a I11-es tipust tapoldat csak NH4Cl-ot tartalmazott
nitrogénforrasként. Végiil a IV-es tipusu tapoldat se éleszt6kivonatot, se NH4Cl-ot nem
tartalmazott, csak a szérumiiveg gazterében 1évd nitrogén szolgalt nitrogénforrasként. A
tapoldatot tartalmaz6 tivegekben karbogén gazkeveréket (N2/CO-, 80:20, v/v) aramoltattunk at
a folyadékfazison 10 percen keresztiil, hogy anaerob koriilményeket teremtsiink. Egyediili
elektron-akceptorként filter sterilizalt Fe(INNTA oldatot adtunk a tapoldatokhoz 5 mM
végkoncentracioban. A dusito tenyészeteket 15°C-on, s6tétben inkubaltuk egy héten at, razatas

nélkil.

IV.1.5. BTEX-lebontasi vizsgalatok GC-MS segitségével

Az aromas komponensek fogyéasat a dusitd tenyészetekben, illetve a vizsgalt egyedi
baktérium torzsek BTEX-lebontd képességét GC-MS segitségével vizsgaltuk. Utobbi esetben
a lebontdsi képességet a dusitd tenyészetekhez hasonléan 100 ml-es szérumiivegekben
vizsgaltuk, 50 ml dsvanyi tapoldatban. Az egyes BTEX-komponensek mint egyediili szénforras
voltak jelen a vizsgalatokban, minden esetben 5 mg/l koncentracioban. A baktériumtorzsekbdl
OD (600 nm) 0.5-6s szuszpenziot készitettlink steril fiziologias sooldat segitségével, majd
100 ul  szuszpenziot mértiink be az iivegek folyadékfazisaba. A tenyészeteket
razotermosztatban inkubaltuk 150 rpm-en és 28°C-on. A lebontasi képességet minden esetben
tisztan aerob korilmények kozott vizsgaltuk, harom-harom parhuzamos mintan. Negativ
kontrollként baktérium tenyészettdl mentes mintdk szolgaltak (szintén 3-3 parhuzamos). A
BTEX-komponensek koncetracidit a hermetikusan lezart szérumiivegek gazterébdl vizsgaltuk,
szilard fazisut mikroextrakciot végezve 100 um rétegvastagsagi PDMS szal (Supelco)
segitségével. A GC-MS (Trace 1300 GC — ISQ Single Quadrupole MS; Thermo Fisher
Scientific) SLB-5ms tipust oszloppal volt miikddtetve (Supelco). A hoprofil a kovetkezd volt:
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40°C 3 percig, majd percenként 20°C hémérséklet emelkedés 190°C-ig, majd 1 perc 190°C-on.

A tomegspektrométer 250°C-on ¢és ,,full scan” iizemmddban mikodott.

IV.2. Alapveté molekuléaris mikrobioldgiai modszerek leirasa

IV.2.1. Nukleinsav (DNS, RNS) kivonas tiszta tenyészetekbdl és kornyezeti mintakbol

A tiszta tenyészetekbOl és a dusitd tenyészetekb6l az UltraClean Microbial DNA
Isolation Kit (MoBio, USA), illetve a DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen, Németorszag)
segitségével vontuk ki a DNS-t, a gyart6 eldirasa szerint. A talajvizmintakbol a DNS és RNS
izolalast egyidejlileg, a MoBio PowerSoil Total RNA Isolation Kit (MoBio, USA) és az RNA
PowerSoil DNA Elution Accessory Kit (MoBio, USA) hasznalataval végeztiikk el a gyarto
elbirasai szerint. A biofilm mintakbol a PowerBiofilm DNA Isolation Kit (MoBio, USA)
segitségével izolaltunk DNS-t a gyart6 eléirdsa szerint.

A kapott DNS-t agar6z gélelektroforézissel detektaltuk, amihez 1%-os agardz gélt
készitettiink (1 g agardz, 10 ml 10xTBE, 90 ml bdH20O, és 0,5 pl/ml etidium-bromid). A gél
zsebeibe 5 pul DNS-mintét és 3pl toltdpuffert (30 v/v % glicerin, 0,25 mM bromfenolkék), az
elsé zsebbe pedig 1,8 ul molekulasuly markert (Fermentas, Lambda DNA/EcoRI + HindIII
Marker, 3) pipettaztunk. A gélt 1XTBE pufferben (TRIS-bazis 10,78 g/l; borsav 5,50 g/l; EDTA
0,74 g/l; pH 8,3) 100 V-on 20 percig futtattuk, majd UV fényben vizsgaltuk.

IV.2.2. RNS éatirds cDNS-sé az RNS alapu vizsgalatokhoz

Azon vizsgalatok esetében, ahol RNS izolalas tortént, elsé 1épésben DNase | enzim
kezelést alkalmaztunk a RiboPure — Bacteria Kit (Ambion) segitségével a gyarto altal megadott
protokoll szerint, annak érdekében, hogy a potencialis DNS szennyezddést eltavolitsuk az RNS
mell6l. Ezt kovetéen a kozosségi RNS-t (200 ng-ot) cDNS-sé irtuk at a RNase H activity-less
RevertAid Premium Reverse Transcriptase enzim (Thermo Scientific) segitségével, a gyarto
altal megadott protokoll szerint. A tovabbiakban az igy kapott cDNS-t hasznaltuk templéatként

a PCR reakcidk soran.
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1. tablazat: Az alkalmazott PCR eljarasok osszegzése

Eljaras Primer név Primer bazissorrend Célgén - edl Reakeio Hivatkozas
szama szervezetek héprofilja
1. eljards | 27F 5’-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3’ Bacteria 98°C, 5 perc; 32 | Lane, 1991,
—16S rRNS gén ciklus (94°C, 30 | Polz és
1492R 5’-TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3 mp; 52°C, 30 mp; | Cavanaugh,
72°C, 1 perc); 1998
72°C, 10 perc
2. eljaras | 27F 5’-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3’ Bacteria 98°C, 5 perc; 32 | Lane, 1991,
—16S rRNS gén ciklus (94°C, 30 | Muyzer és
518R 5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’ mp; 52°C, 30 mp; | mtsai, 1993
72°C, 1 perc);
72°C, 10 perc
3. eljaras | 27F 5’-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3’ Bacteria 94°C, 3-5 perc; 24- | Lane, 1991;
—16S rRNS gén 28 vagy 40 ciklus | Kunapuli és
907R 5’-CCG-TCA-ATT-CCT-TTG-AGT-TT-3’ (94°C, 30 mp; | mtsai, 2007
52°C, 30 mp; 72
°C, 30 mp);
72°C, 5 perc
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CTAATCC-3’

4. eljaras | 519F 5’-CAG CMG CCG CGG TAA TAC-3° Bacteria 94°C, 3 perc; 40 | Kunapuli és
— 16S rRNS gén ciklus (94°C, 30 | mtsai, 2007
907R 5’-CCG-TCA-ATT-CCT-TTG-AGT-TT-3’ mp; 52°C, 30 mp;
70°C, 30 mp);
72°C, 5 perc
519F 5’-CAG CMG CCG CGG TAA TAC-3’ Bacteria 45°C 30  perc | Bradford és
—16S rRNS gén (reverz mtsai, 2018
907R 5’-CCG-TCA-ATT-CCT-TTG-AGT-TT-3’ transzkripcio);
95°C 3 perc; 35
ciklus (95°C 30 mp,
52°C 30 mp, 68°C
30 mp); 68°C 5
perc
[llumina 5’-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT | Bacteria Klindworth és
16S-F AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC | — 16S rRNS gén mtsai, 2013
AG-3’
[llumina 5°’GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA
16S-R TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT
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7.

eljaras

M13F

M13R

5’-GTA AAA CGA CGG CCAG-3’

5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3

M13 klonozo vektor

98°C, 5 perc; 32
ciklus (94°C, 30
mp; 52°C, 30 mp;
72°C, 1 perc);
72°C, 10 perc

8.

eljaras

COMC230F

COMC230R

5’-CGA GAA CGT GCT GGG CAT GAA G-3°

5’-AAG GCG ATG TCG TGC GGC-3°

Betaproteobacteria
—C230 gén

98°C, 5 perc; 32
ciklus (94°C, 30
mp; 63°C, 30
mp; 72°C, 1
perc);

72°C, 10 perc

Tancsics és

mtsai, 2009

9.

eljaras

XYLE1F

XYLEIR

5’-CCGCCGACCTGATCWSCATG-3’

5’-TCAGGTCAKCACGGTCAKGA-3’

Gammaproteobacteria
—~1.2.A C230 gén

98°C, 5 perc; 32
ciklus (94°C, 30
mp; 61,5°C, 30
mp; 72°C, 1
perc);

72°C, 10 perc

Hendrickx és

mtsai, 2006
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10. eljaras | XYLE2F 5’-GTAATTCGCCCTGGCTAYGTICA-3’ Alphaproteobacteria | 98°C, 5 perc; 32 | Hendrickx és
—1.2.B C230 gén ciklus (94°C, 30 | mtsai, 2006
XYLEZ2R 5’-GGTGTTCACCGTCATGAAGCGBTC-3’ mp; 64°C, 30 mp;
72°C, 1 perc);
72°C, 10 perc
11. eljaras | XYLE3F 5’-TGY TGG GAY GAR TGG GAY AA-3’ Betaproteobacteria 95°C, 3 perc; 40 | Tancsics €S
—1.2.C C230 gén ciklus (94°C, 30 | mtsai, 2013
XYLE3R 5’-TCA SGT RTA SAC ITC SGT RAA-3° mp; 50°C, 30 mp;
72°C, 1 perc);
72°C, 10 perc
12. eljaras | ST5-qgPCR-F | 5°-GTG GGC ACA GAG GTC GGC-3° ismeretlen 95 °C, 10 perc; | Tancsics  ¢és
Betaproteobacteria 40 ciklus (95°C, | mtsai, 2012
ST5-gPCR-R | 5°-AAG AACTTGGTG TTC TCG GC-3’ —1.2.C C230 gén 15 mp; 51°C, 30

mp; 72°C, 30 mp)
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13. eljaras | ST2-gPCR-F | 5’-CCG GCT TGA ACT ACG TGG C-3’ ismeretlen 95°C, 10 perc; 40 | Tancsics  ¢€s
Betaproteobacteria | ciklus (95°C, 15 | mtsai, 2012
ST2-gPCR-R | 5°-CTG GGC AGC ATG AAC TGC AAC-3’ —1.2.CC230 gén | mp; 55°C, 30 mp;
72°C, 30 mp)
14. eljaras | alkB 1f _deg 5'-AAY ACI GCI CAY GAR CTI GGI CAY AA-3' | ,univerzalis” 95°C, 3 perc; 32 | Kloos és
— alkB gén ciklus (94°C, 30 | mtsai, 2006;
alkB 1r_deg 5'-GCR TGR TGR TCI GAR TGI CGY TG-3' mp; 58°C, 30 mp; | Pérez-de-
72°C, 1 perc); Mora és
72°C, 10 perc mtsai, 2011

Kevert bazisok kodjai: W — A/IT; K- G/T; Y - C/T; R-A/G; S—GIC; M - AIC; B-G/C/T; H-A/CIT; N - AICITIG
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IV.2.3. Filogenetikai és funkciondlis markergének PCR amplifikacidja

A vizsgélatok soran tiszta tenyészetekbdl, illetve kdrnyezeti mintdkbol nyert DNS
mintakbol PCR technika segitségével tortént a 16S rRNS, katekol 2,3-dioxigenaz (C230),
illetve alkan 1-monooxigenaz (alkB) gének amplifikacidja az 1. tablazatban részletezett PCR
eljarasokat hasznalva. A reakciokat legtobb esetben 50 uL végtérfogatban végeztiik ABI 2700
PCR késziilék (Applied Biosystems, USA), ProFlex PCR System késziilék (Life Technologies,
USA), vagy Mx3000P késziilék (Stratagene, USA) segitségével. A PCR terméket a NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel, Németorszag) segitségével tisztitottuk, majd
- 20°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A PCR termékek mindségi és mennyiségi
ellenérzését 0,5 pg/mL etidium-bromiddal festett, 1%-os agar6z gélen torténd elektroforézissel

végeztiik, 100 V, 15 perc futasi paraméterekkel az elézéekben leirtak szerint.

IV.2.4. Sanger szekvenalas és filogenetikai elemzés

A PCR segitségével tiszta tenyészetekbdl, illetve klontarakbol amplifikalt 16S rDNS,
C230 ¢és alkB génszakaszok bazissorendjének megallapitasa Sanger-féle lancterminacios
dideoxi szekvenalas segitségével tortént. A reakcidt minden esetben 10 pL végtérfogatban
BigDye Terminator v3.1 kittel végeztiik (Applied Biosystems, USA). A szekvenal6 reakcio a
kovetkezoket tartalmazta: 2 pl BigDye Terminator, 3 ul puffer, 1 pl szekvenald primer
(amelynek koncentracioja 32,5 nM), 8 ul dH20, 6 pl tisztitott PCR termék. A reakcio hdprofilja
a kovetkezd volt: 28 ciklus (96 °C 10mp, 50 °C 5 mp és 60 °C 4 perc. A reakcid utan a be nem
épiilt bazisok eltavolitdsara az etanolos precipitaciot hasznaltuk. Ennek sordan minden
szekvenald reakciohoz 62,5 uL 96%-os etanolt, 14,5 pL steril MQ vizet, illetve 3 uL 2M-0s
Na-acetat oldatot adtunk. Az oldatban 1évé alkohol vizelvon6 hatdsa segit a DNS
kicsapodasaban, mig a Na-acetat megakadalyozza, hogy a reakci6 soran be nem épiilt ANTP a
DNS-sel egyiitt precipitalodjon. Tiz perc szobahdmérsékleten torténd inkubacié utin a
reakcidelegyet 2360 g-n 30 percig centrifugéltuk (4°C), majd a feliiluszot eltavolitottuk. Ezutan
a precipitalédott DNS-re 180 puL 70%-os etanolt mértiink, és tjabb 10 percig centrifugéltuk
2360 g-n (4°C). A feliiluszo ismételt eltavolitadsa utan a precipitditumot vizmentesre szaritottuk,
majd mintanként 20 pL HI-DI formamidot mértiink ra, amely denaturédlt formaban tartja a
DNS-t. A kész elegyet 4°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatig.
A szekvenalasi termékeket ABI Prism 310 Genetic Analyser és ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA) kapillaris gél-elektroforézis berendezésekkel értékeltiik. A kapott
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elketroferogramok mindségét manualisan értékeltiik a MEGA szoftver (Tamura és mtsai, 2007)
éppen aktualis verzidjanak segitségével és javitottuk az esetleges hibakat.

A szekvenalas eredményeként kapott bazissorendeket minden esetben Gsszehasonlitottuk a
GenBank adatbazisban fellelhet6 16S rDNS, C230 és alkB adatokkal a BLAST kereséprogram
hasznalataval (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ezen feliil a 16S rDNS bazissorendeket
Osszehasonlitottuk az EzTaxon/EzBioCloud adatbazisban taldlhato tipus torzsek 16S rDNS
bazissorendjével (https://www.ezbiocloud.net/).

A filogenetikai fakat minden esetben a MEGA szofver éppen aktualis verzidjanak segitségével
készitettiik (Tamura és mtsai, 2007). Az evolucios tavolsagokat minden esetben a Kimura-féle
kétparaméteres eljarassal hataroztuk meg (Kimura, 1980). A filogenetikai torzsfakat
alapesetben a neighbor-joining algoritmus segitségével képeztiik (Saitou és Nei, 1987), de
polifazikus fajleirasok esetén a maximum likelihood (Felsenstein, 1981) és a maximum
parszimonia (Kimura, 1980) algoritmusok alapjan is elkészitettilk a torzsfakat. A torzsfak
elagazasainak stabilitasat bootstrap Ujramintazasi eljarassal ellendriztiik, 1000 1épés

alkalmazasaval (Felsenstein, 1985).

IV.3. Molekularis kozosségelemzo mddszerek leirasa

IV.3.1. A terminalis restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (T-RFLP) modszere

A T-RFLP egy olyan kozdsségi ujjlenyomat vizsgald modszer, amelynek soran
restrikcios enzimmel emésztett PCR terméket analizalunk kapillaris gél-elektroforézissel. A
PCR terméket minden esetben fluoreszcensen jelolt forward primer segitségével amplifikaltuk
(a reverz primer nem jelolt). A fluoreszcens jelolés minden esetben HEX vagy VIC volt
(Integrated DNA Technologies, Belgium; illetve Life Technologies, USA). A fluoreszcensen
jelolt PCR termékek restrikcids emésztéséhez a kovetkezd enzimeket hasznaltuk: Rsal
(GTYAC, 16S rDNS szakaszok vizsgalata, Thermo Fisher Scientific), Alul (AGYCT, 1.2.C-
tipustt C230 génszakaszok vizsgalata, Thermo Fisher Scientific); Hin6l (G4 CGC, 1.2.C-tipusu
C230 génszakaszok vizsgalata, Thermo Fisher Scientific); HPyCH4V (TGICA, alkB
génszakaszok vizsgalata, New England BioLabs). A jel6lt PCR termékek emésztése 20 ul
végtérfogu reakcidelegyben tortént, amely a kovetkezOket tartalmazta: 10 ul PCR termék,
3 U restrikcios enzim, 2 ul enzim puffer és annyi dH20 amennyi a 20 pl végtérfogat
eléréséhez sziikséges. A reakcidelegyet 1-3 oran 4t 37°C-on inkubdltuk PCR berendezés

segitségével, majd etanolos precipitacid segitségével pelletaltuk az emésztett DNS-t, majd
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25-30 pl dH20-ban visszaoldottuk. Az igy kapott elegyet a tovabbi felhasznalasig -20°C-on
taroltuk. A tisztitott és emésztett DNS-bdl 0,5-1,5 pl-t adtunk 12 pl formamidhoz (Promega,
USA) és 0,6 ul standard meghatarozott hosszisagii DNS fragmenthez (Genescan TAMRA 500,
vagy L1Z500, vagy L1Z1200, Applied Biosystems, USA). Ezutan a mintakat kapillaris gél-
elektroforézisnek vetettiik ala ABI 310 Genetic Analyzer, vagy (Applied Biosystem, USA)
segitségével. Az eredményként kapott elektroferogramokat GeneMapper program segitségével
dolgoztuk fel (Applied Biosystem, USA). Az eredmények statisztikai értékelése soran kizartuk
azokat a T-RF-eket, amelyek az 0Ossz fluoreszcencia intenzitashoz (vagy masképpen
fogalmazva az 0ssz T-RF cstlcs alatti teriilethez) 1%-nél kisebb mértékben jarultak hozza,
illetve azokat a T-RF-cket is, amelyek 50 bp hossznal kisebbek voltak. Ezutan az adatokat
elséként a T-Align online szoftver (Smith és mtsai, 2005) segitségével hasonlitottuk Ossze,
amelynek eredményeképpen megkaptuk az egyes T-RF-ek szazalékos abundanciajat minden
egyes mintara vetitve. A mintak hasonlésagi dendrogramjait a PAST szoftvercsomag
segitségével generaltuk, Jaccard, illetve Bray-Curtis algoritmusok szerint (Hammer és mtsai,
2001).

IV.3.2. A Single nucleotide primer extension (SNUPE) modszer

A SNuPE vizsgalathoz hasznalt 1.2.C C230 PCR termékeket kétszeresen tisztitottuk,
hogy a be nem épiilt nukleotidok semmiképpen se zavarjak a SNuPE reakciot. Ehhez els6
lépésben a NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up Kit (Macherey-Nagel) segitségével végeztiink
tisztitast a gyartd altal megadott protokoll szerint. A kdvetkezd lépésben az egyszeresen
tisztitott PCR termékekbdl 500 ng-ot 12 U alkalikus foszfatazzal (SAP; Thermo Scientific) és
6 U exonukleaz [ enzimmel (Exol; Thermo Scientific) kezeltiink 60 pul végtérfogatra kiegészitve
az SAP enzim pufferével. A reakcidelegyet 37°C-on inkubéltuk 1 oOran &t, majd
enziminaktivaciot végeztiink 75°C-on 15 percig. Az igy kapott, duplan tisztitott PCR terméket
hasznaltuk templatként a SNuPE reakcioban. A reakcioelegy végtérfogata 10 pl volt, és a
kovetkezOket tartalmazta: 1,2 ul SNaPshot Multiplex Kit reagens (Applied Biosystems); 1,8 ul
5x SNaPshot puffer (Applied Biosystems); 1 ul PCR termék; 0,5 ul SNuPE primer keverék (1,5
uM egyenként); és 5,5 ul dH20. A SNuPE reakcioelegyet ezutin PCR berendezésben a
kovetkez6 hoprofil mellett inkubaltuk: 28 ciklus [96°C 10 mp, 55°C 5 mp, 60°C 30 mp].
Kovetkezo 1épésben 1 U SAP enzimet mértiink a reakcioelegyekhez, hogy eltavolitsuk a be
nem ¢épiilt dideoxinukleotidokat és 37°C-on inkubaltuk 1 6rdn at, majd enziminaktivaciot

végeztiink 75°C-on 15 percig. A SNUPE reakciodelegybdl 1 pl-t mértiink 9 pl formamid és 0,5
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ul LIZ 120 standard meghatarozott hosszisagi DNS fragmenthez (Applied Biosystems). Az
egy nukleotiddal meghosszabbitott SNuPE primereket kapillaris gél-elektroforézis segitségével
valasztottuk el egymastol Model 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) berendezést
hasznalva. A kapillaris gél-elektroforézist 36 cm hosszusagu kapillarissal végeztiik (Applied
Biosystems), POP4 polimerrel (Applied Biosystems) és ES5 filterrel (Applied Biosystems). Az
elektroferogramokat GeneMapper 4.0 szoftverrel értékeltik (Applied Biosystems). Az
adatmatrix 1étrehozasa hasonldan tortén, mint a T-RFLP elektroferogramok esetében, a T-Align
¢s a PAST szoftvereket hasznalva. A 16S rDNS alapu T-RFLP-vel és C230 alapu SNuPE
modszerrel egyarant vizsgalt talajvizmintak esetében a SNuPE vizsgalat eredményét vektorok
formdjaban illesztettiik rd a T-RFLP adatok fokomponens analizissel kapott diagramjéra, az R
programcsomag ,.envfit” algoritmusa szerint (Oksanen és mtsai, 2010). Az illeszkedés

szignifikanciaszintjét 10000 random permutaci6 alapjan szamitottuk ki.

1V.3.3. Klontar készités

A Kkisérletek soran klontarak készitésével tartuk fel a C230 és alkB gének diverzitasat a
vizsgalt kornyezeti mintdkban, illetve dusitd tenyészetekben. Ezen tulmenden, a korai
vizsgalatok esetében a 16S rRNS gének diverzitasat is e modszer segitségével tartuk fel. A
kiinduldsi PCR termékeket az 1. tdbldzatban szerepld 2., 7., 9. és 12. eljarasok szerint
készitettiik el. A PCR termékeket tisztitottuk (Viogene DNA/RNA Extraction Kit, Viogene
BioTek Corp., vagy NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up Kit, Macherey-Nagel) és p-GemT
Easy vagy pCR II vektorba ligaltuk (Promega, illetve Invitrogen), ezt kovetéen JM109 High
Efficiency Competent Escherichia coli (Promega) vagy TOP10 Competent Escherichia coli
(Invitrogen) sejteket transzformaltunk az igy késziilt vektorral a gyartok eldirasai szerint. Az
inzertet tartalmazo vektort hordozo sejteket kék-fehér szelekcio segitségével valasztottuk ki.
Ehhez az ampicillint (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 LB taplemezekre X-Gal-t (5-brom-4-klér-3-
indolin-p-D-galaktozid; Promega) és IPTG-t (izopropil-tio-galaktozid, Promega) vittiink fel a
gyarto altal eléirt koncentracioban, majd erre szélesztettiik a transzformalt E. coli sejteket, és
37°C-on 24 6ran keresztiil inkubaltuk. A kin6tt fehér telepeket steril fogpiszkald segitségével
atpontoztuk egy masik LB taplemezre, majd Gjabb 24 orat inkubaltuk 37°C-on. A telepeket
egyenként 30 pl steril vizbe vittilk at steril fogpiszkald segitségével. KémcsOkeverd
segitségével torténd alapos szuszpendalas utan a plazmid DNS kinyeréséhez a sejteket 98°C-on
5 percig lizaltuk, majd centrifugaltuk (10000 g; 5 perc). Az inzert visszanyerése funkciogén

(C230, alkB) esetében ugyanazzal a primerparral és eljarassal tortént, amellyel a kiindulasi
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PCR terméket nyertiik, mig 16S rRNS gén esetében a vektorra specifikus M13 primerekkel

tortént a visszaamplifikalas az 1. tablazatban feltiintetett 5. eljaras alapjan.

IV.3.4. Metagenom szekvenalas és adatelemzés

A filogenetikai elemzés céljara késziilt teljes metagenom vizsgalatok lon Torrent PGM
(Life Technologies) berendezés segitségével torténtek, és a Seqomics Kft. altal lettek
elvégezve. A 200 nukleotid hosszisagii DNS fragmentekbdl allo ,,konyvtar” az Ion Xpress Plus
Fragment Library Kit (ThermoFisher Scientific) segitségével késziilt, a gyarto altal megadott
protokoll szerint, 1 pg kornyezeti DNS felhasznalasa mellett. Az adapter ligacié és a nick-
transzlacié az lon Shear Plus Reagents Kit (ThermoFisher Scientific) segitségével tortént, mig
a méret szelekcid 2%-os agardz gélen tortént. A ,konyvtar” amplifikacidja Platinum PCR
SuperMix (ThermoFisher Scientific) segitségével, mig a kvantifikdcio ION Library TagMay
qPCR (Applied Biosystems) segitségével tortént. Az emulziés PCR-hez lon PGM 200 Xpress
Template Kit lett hasznalva. A DNS szekvencia meghatarozésa lon Torrent PGM berendezésen
tortént, Ion 316-os chip hasznalata mellett. Az adatelemzéshez az online elérheté MG-RAST
(Metagenomics Rapid Annotation using Subsystems Technology) szoftvert hasznaltuk. Az
elemzés soran a maximum € érték 10 volt, mig a minimum hasonlosagi érték 60%, és a
minimum illesztési hossz 20 nukleotid volt.

A teljes genomépitéshez végzett metagenom szekvenalas (,,genome-resolved
metagenomics”) Illumina MiSeq platformon tortént a Seqomics Kft. altal. A szekvenalashoz
hasznalt kozosségi DNS mindségének ¢€s integritdsanak vizsgalata Agilent 2200 Tapestation
berendezéssel tortént. A ,paired-end” fragmentek (2x250 nukleotid) létrehozasa MiSeq
Reagent Kit v2 (500 ciklus) segitségével tortént. Az elsédleges adatelemzés (base-calling) a
Bbcl2fastq” szoftver sevitségével tortént (v2.17.1.14, Illumina). A nyers szekvencia adatok
mindség ellendrzése a BBDuk szoftver (v. 37.09; https://sourceforge.net/projects/bbmap) és a
SICKLE szoftver (https://github.com/najoshi/sickle) segitségével tortént. Ezt kovetben a
scaffold-okba rendezés a metaSPADES szoftver (v 3.13, Nurk és mtsai, 2017) segitségével
tortént. Az 1 kb-nal nagyobb scaffold-ok esetén a gének meghatarozasa a Prodigal szoftver
(Hyatt és mtsai, 2010) segitségével tortént, mig a gének annotacidja diamond blast (Buchfink
¢és mtsai, 2015) segitségével tortént az UniRef100 (Suzek és mtsai, 2007) adatbazist hasznalva.
A scaffold-okon 1év6 gének taxonomidja alapjan minden egyes taxon esetében megallapitottuk
azok konszenzus taxonomiai besorolasat (Schulze-Makuch és mtsai, 2018). Az egyes scaffold-

ok lefedettégét a bowtie2 szoftver (Langmead és Salzberg, 2012) segitségével allapitottuk meg.
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A célszervezet genomjanak felépitése tetranukleotid frekvenciak alapjan tortént, az “emergent
self organizing map” modszert hasznalva (Dick és mtsai, 2009). A célszervezet abundancidjat
a S3 riboszomalis fehérjét tartalmazd scaffoldok lefedettsége alapjan hataroztuk meg. A
taxondmiai meghatarozasahoz 16 riboszémalis fehérje (L2, L3, L4, L5, L6, L14,L16, L’8, L22,
124, S3, S8, S10, S17 és S19) szekvencidjat valogattuk ki a célszervezet genomjabol (Hug és
mtsai, 2016), majd egy Probst és mtsai (2018) altal létrehozott adatbazis szekvencidval
illesztettiik 6ket a MUSCLE szoftver (v3.8.31, Edgar, 2004) segitségével. A bizonytalanul
illeszkedd termindlis régiokat a Geneious szoftver (11.0.5) segitségével tavolitottuk el. A 16
kiilonboz6 fehérje illesztést ezutan Osszefliztiik, majd csak azokat a szekvencidkat tartottuk
meg, ahol az aminosav poziciok tobb, mint 50%-ban atfedtek. A fenmmaradé szekvenciakat
hasznaltuk arra, hogy filogenetikai fat hozzunk létre, a maximum-likelihood becslés alapjan

(Price és mtsai, 2010). A fa megjelenitéséhez a Dendroscope szoftvert (v.3.5.10) hasznaltuk.

IV.3.5. 16S rDNS amplikon szekvenalas — Roche 454 piroszekvenalas, Illumina amplikon
szekvenalas és adatelemzés

A 16S rDNS amplikonok piroszekvenalasdhoz egy egyiranyll szekvenalasi modszert
alkalmaztunk, amelyet Zhang és Lueders (2017) irtak le. A 16S rDNS amplikonokat barcode-ot
tartalmazé 27F és 907R primerek segitségével amplifikaltuk (a primerek szekvencidit az 1.
tablazat tartalmazza). Mindkét primer Lib-L adaptereket tartalmazott, mig a 27F primerhez
multiplex azonositét kapcsoltunk (MID) a 454 GS FLX+ protokoll alapjan (Roche). Az
amplifikacié a Karwautz és Lueders (2014) altal leirtak szerint tortént. Az amplikonok
mindségeét 1,5%-0s (w/v) agardz gélen torténd gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk, majd
a tisztitast PCRextract kit (5Prime) segitségével végeztiik el a gyartd altal megadott protokoll
szerint. Az ezt kdvetd mindségellendrzd 1épést (primer dimer szennyezddés mértékének, illetve
a megfeleld fragmentméret megallapitasa) Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) késziilék
segitségével végeztiik, High Sensitivity DNA assay chip (Agilent) felhasznalasaval, a gyartd
eldirasai szerint. A multiplex amplicon pool 20 db ,konyvtarat” tartalmazott, ahol az egyes
,konyvtarak” ekvimolaris (5x10° molekula/ul) mennyiségii barkédolt amplikont tartalmaztak.
A megfelelé6 mennyiségeket Quant-iT PicoGreen dsDNA quantification kit (Invitrogen)
segitségével allapitottuk meg. Az amplikon keveréket ezutan ujabb tisztitasnak vetettiik ala,
amelyhez Agencourt AMPure-XP gyongyoket (Beckman Coulter) hasznaltunk, a
hdédenaturacios protokoll (Roche) szerint. Az emulzios PCR és az azt kovetd fazisszeparacio a

Roche altal megadott protokoll szerint tortént, majd a piroszekvenalas 454 GS FLX+
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berendezésen tortént az IMGM Laboratories (Planegg, Németorszag) altal végzett szolgaltatas
keretében. A nyers szekvencia adatok elsédleges mindségellenérzését GS Run Processor
alkalmazas segitségével végeztiikk el, a LongAmplicon3 filtert (Roche) hasznalva. A
szekvenciakat ezutan a MID barkédok alapjan szétvalogattuk, hasonldan, ahogy azt korabban
Pilloni és mtsai (2012) tették. A szekvenciak trimmelését a Greengenes ,, Trim” funkcidjanak
segitségével végeztiik el, az alapbeallitasokat hasznalva (DeSantis és mtsai, 2006). A trimmelt
szekvenciakat a SILVA rRNA Gene Database Project - NGS Analysis Pipeline (SILVANgs 1.3)
szoftver segitségével elemeztiik (Quast és mtsai, 2013). A szekvencidkat a SILVA Incremental
Aligner (SINA v1.2.10 for ARB SVN (revision 21008)) (Pruesse és mtsai, 2012) szoftver
segitségével illesztettiik a SILVA SSU rRNA SEED adatbazis szekvenciaival (Quast és mtsai,
2013). Azokat a szekvenciakat, amelyek 50 nukleotidnal kisebb atfedéssel illeszkedtek a tobbi
szekvencidhoz, vagy 40-nél kisebb illeszkedési értéket vettek fel, vagy 2%-nal tobb
bizonytalanul meghatarozott bazist tartalmaztak, illetve 2%-nal tSbb homopolimert
tartalmaztak kizartuk a tovabbi értékelésbol. A szekvenciak OTU-kba rendezését a CD-
HIT-EST (v.3.1.2) szoftver (Li és Godzik, 2006) segitségével végeztiik 98%-0s szekvencia
hasonlésagi kritérium mellett. Az OTU-k klaszifikacioja lokalis nukleotid BLAST keresés
segitségével tortént a SILVA SSU Ref adatbazist (v.123; http://www.arb-silva.de) és a blastn
(v.2.2.30) szoftvert felhasznalva (Camacho és mtsai, 2009).

Az Illumina 16S rDNS amplikon szekvenalasok Illumina MiSeq platform segitségével
torténtek, a Seqomics Kft. altal végzett szolgaltatas keretein beliil. A V3-V4 régiot lefedd 16S
rDNS amplikonok generalasa a Klindworth és mtsai (2013) altal megadott PCR primerek
segitségével tortént az 1. tablazat 4. eljarasa szerint. Az amplifikacibhoz KAPA HiFi HotStart
Ready Mix-et (KAPA Biosystems) hasznaltunk az Illumina altal megadott protokoll szerint. A
paired-end fragmentek szekvenalas MiSeq Reagent Kit v3 (600 ciklus) segitségével tortént. Az
elsédleges adatelemzés (base-calling) a Bbcl2fastq™ szoftver sevitségével tortént (v2.17.1.14,
Illumina). A kapott szekvenciaadatok tovabbi elemzése (mindségi ellenérzés €s trimmelés) a
CLC Genomics Workbench Tool 9.5.1-es verzidjaval tortént (minimum szekvenciahossz 50
nukleotid). A filogenetikai adatelemzés MEGANG6 szoftver (Huson és mtsai, 2007) vagy
MOTHUR szoftver (v1.41.1, Schloss és mtsai,2009) segitségével tortént.

A MEGANG szoftverrel torténé adatelemzés elott a BLASTN illesztés az aktualis
SILVA rRNA adatbazis segitségével tortént. A taxondmiai azonositashoz a 16S Percent
Identity Filter algoritmust hasznaltuk, és a nemzetség szintii besorolas 97%-o0s hasonlosagi szint
felett tortént.
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A MOTHUR szoftverrel torténé adatelemzés soran a MiSeq Standard Operation
Procedure (SOP) Iépéseit kovettiik (http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP) (Kozich és
mtsai, 2013). A szekvencidk illesztése a SILVA 132 SSURef NR99 adatbazis segitségével

tortént (Quast és mtsai, 2013). A kiméra szekvenciak detektalasa a “uchime” algoritmussal

tortént (Edgar és mtsai,2011), majd a “split.abund” paranccsal tavolitottuk el az egy példanyban
jelenlévo szekvenciakat (Kunin €s mtsai, 2010). A szekvencidk taxondmiai azonositasdhoz az
aktualis SILVA adatbazis segitségével tortént. A szekvenciak OTU-kba (Operational
Taxonomic Unit) rendezése 97%-0s szekvencia hasonlosagi érték alapjan tortént (Tindall és
mtsai, 2010).

IV.3.6. Teljes genom szekvenalas és adatelemzés

A teljes bakterialis genomszekvenalas elsd 1épésében a bakterialis DNS-t felhasznalva
mate-paired konyvtarat hoztunk létre a Nextera Mate Pair Sample Preparation Kit (Illumina)
segitségével, a gyartod altal megadott ,,gel-plus™ protokoll kismértékben modositott valtozata
szerint: 13 pl Mate Pair Tagment Enzyme reagens felhasznaldsaval 7-11 kb nagysagii DNS
fragmenteket hozunk létre. Ezt a ,,smear” régiot tartalmaz6 gél részletet kivagtuk, majd a
Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo Research) segitségével visszaizolaltuk.
A circularizalt DNS-t Covaris S2 tipusu ultraszonikator (Covaris) segitségével daraboltuk fel.
A fent leirt folyamat soran a DNS mindségi ellendrzéséhez TapeStation 2200 (Agilent)
késziiléket hasznaltunk. A DNS szekvendlas eldtti utolsd6 mennyiségi ellendrzéséhez Qubit
(ThermoFisher Scientific) késziiléket hasznaltunk, majd a szekvenalas Illumina MiSeq
platformon tortént MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciklus) felhasznalasaval. A genom de novo
Osszeszerelése €s a scaffold-ok létrehozasa CLC Genomics Workbench Tool v11 (Qiagen)
Annotation Pipeline (PGAP) szoftver (v.4.5; Tatusova és mtsai, 2016) segitségével végeztiik
el. Tovabbi annotacios elemzésekhez a RAST szervert (RASTtk) és a SEED adatbazist
hasznaltuk (Aziz és mtsai, 2008; Overbeek és mtsai, 2014; Brettin és mtsai, 2015). A vizsgalt
gén klaszterek vizualis megjelenitéséhez a SnapGene szoftvert (v4.3.4) hasznéltuk. A digitélis
DNS-DNS hibridizaciot az online elérhetd Genome-to-Genome Distance Calculator szoftver
(GGDC, version 2.1) segitségével végeztiik el (http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#; Meier-Kolthoff
¢és mtsai, 2013). Az OrthoANI (Orthologous Average Nucleotide Identity) érték kiszamitasdhoz
az OAT (v.0.90) szoftvert hasznaltuk (Lee €és mtsai, 2016). Az Osszehasonlitd genomikai
vizsgalatokat az OrthoVenn 2 szoftver (Xu és mtsai, 2019) segitségével végeztiik el.
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IV.4. Stabil izotdpos jelolés moddszertana

IV.4.1. A mikrokozmosz kisérlet felallitasa

A stabil izotopos vizsgalat soran 13-as szénizotopot (**C7- tehat mind a 7 db C-atom
13-as szénizotop) tartalmazd toluol mikroerob koriilmények kozotti lebomlasat vizsgaltuk
mikrokozmosz  kisérletek  segitségével. A mikrokozmoszok inokulumaként egy
BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhelyen (Siklds) vettiink nagy mennyiségli szediment
mintat. A mikrokozmoszokat 100 ml-es, hermetikusan zarhaté szérumiivegekben hoztuk Iétre
oly médon, hogy mindegyikbe 5 g (nedves tomeg) szedimentet és 50 ml mesterséges talajviz
oldatot mértiink. Ez utobbi oldat a kovetkezOképpen keriilt Osszeallitasra: NaCl — 0,1 g;
MgCl2x6H20 — 0,04 g; CaCIx2H20 — 0,01 g; NH4Cl — 0,025 g; KH2PO4 — 0,02 g; KCI — 0,05
g; 1000 ml dH20; 1 ml nyomelemoldat (HCI (25%) — 12,5 ml; FeSO4x7H20 — 2100 mg; HsBO3
— 30 mg, MnClI2x4H20 — 100 mg; CoCl2x6H20 — 190 mg; NiClax6H20 — 24 mg; CuCl2x2H20
—2 mg; ZnSOsx7H20 -144 mg; Na2M0oO4x2H.0 — 36 mg; 987 ml dH20); 1 ml szelén-wolfram
oldat (NaOH - 0,4g; Na>SeO3x5H,0 — 6 mg; Na2WOsx2H>0 — 8 mg; 1000 ml dH»0); 30 ml
natrium-karbonat oldat (NaHCO3 — 84 g; 1000 ml dH20); vitamin oldat — 1 ml (10 mM-os
NaHPO; oldat — 100 ml; 4-aminobenzoesav — 4 mg; D(+)-biotin — 1 mg; nikotinsav — 10 mg;
kalcium D(+)-pantoténsav — 5 mg; piridoxin-dihidroklorid — 15 mg; 0,2 um poérusatmérdjii
fecskendésziirével sterilre sziirve); tiamin oldat — 1 ml (25 mM-os Na;HPO4 oldat — 100 ml,
pH 3,4; tiamin dihidroklorid — 10 mg; ,2 um poérusatméréjii fecskenddsziirével sterilre szlirve);
Bi> viamin oldat — 1 ml (cianokobalamin — 5 mg, 100 ml dH20; 2 pum poérusatméréji
fecskenddsziirdvel sterilre sziirve). A mikrokozmoszokhoz 5 ul cAMP oldatot adtunk, hogy
annak végs6 koncentracoja 10 uM legyen az livegekben (Bruns és mtsai, 2002). Ezt kdvetden
a szérumiivegeket hermetikusan lezartuk viton dugoval és aluminium zarokupakkal, majd
sterilre szlirt karbogén gazkeveréket (N2/CO2 — 80:20) buborékoltattunk at a folyadékfazison
10 percen keresztiil, hogy az oxigént eltavolitsuk az livegekbdl. Ezutan sterilre sziirt levegd
beinjektalasaval allitottuk be az tivegekben a 0,5 mg/l-es oldott oxigén koncentracidt, amelyet
Fibox 3 trace v3 oldott oxigén mérd késziilék és PSt3 szenzor segitségével mértiink a fent leirtak
szerint. Szénforrasként 5 ul, izotoposan jeldlt C; toluolt (Sigma-Aldrich) adtunk a
mikrokozmoszokhoz (6 db), illetve, jeldletlen *2C7 toluolt (Sigma-Aldrich) a bioldgiailag aktiv
kontroll mikrokozmoszokhoz (szintén 6 db). Ezen feliil hdrom mikrokozmoszt haromszori

autoklavozassal inaktivaltunk, majd azokhoz 5 pl jelletlen (*2C7) toluolt adtunk. E harom
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mikrokozmosz szolgalt abiotikus kontrollként a kisérlet sordn. A mikrokozmoszokat

razotermosztatban inkubaltuk 16°C-on, 145 r.p.m.-en, 7 napig.

IV.4.2. A mikrokozmoszok fenntartasa, és a nukleinsav-izolalas

A mikrokozmoszok fenntartasa soran 24 oranként ellendriztiik az oldott oxigén
koncentréaciojat és sziikség esetén steril levegd beinjektalasaval allitottuk vissza a kiindulési 0,5
elemzéssel GC-MS segitségével a fent leirtak szerint. A mikrokozmoszokb6l DNS-t és RNS-t
izolaltunk, amelynek soran elsé 1épésként a mikrokozmosz teljes folyadék és szediment
tartalmat centrifugalas segitségével iilepitettiik (2360 g, 4°C, 10 perc), majd az RNA PowerSoil
Total RNA Isolation Kit (MoBio) és az RNA PowerSoil DNA Elution Accessory Kit (MoBio)
segitségével izolaltuk a nukleinsavakat a gyarto eldirdsa szerint. A DNS és RNS
koncentraciokat Qubit Fluorometer 2.0 (Invitrogen) késziilék segitségével allapitottuk meg.

Tovabbi felhasznélédsig a nukleinsavakat -80°C-on taroltuk.

IV.4.3. A mikrokozmoszokbdl izolalt DNS gradiens centrifugalasa és az elkiilonitett frakciok
vizsgalata

Az izolalt DNS-b6l mikrokozmoszonként 1 pg-nyi mennyiséget mértiink hozza a CsCl
(Calbiochem) gradiens oldathoz (5 ml), amelynek atlagos striisége 1,71 g/ml volt, és a
kovetkez6 gradiens puffer segitségével allitottuk 6ssze: 0,1 M Tris-HCI (pH 8), 0,1 M KCl,
1 mM EDTA (0,2 um pérusatmérdjii fecskenddsziirdvel sterilre szlirve). A keverékeket ezutan
5,1 ml térfogatt poliallomer Quick Seal miianyag centrifugacsdvekbe (Beckman Coulter, USA)
toltottiik, majd ~68 oran keresztiil, 180 000 g-én centrifugaltuk Optima XE90 ultracentrifuga,
illetve vertikalis rotor (VTI 65.2) (Beckman Coulter) segitségével. A centrifugaldst kovetden
Perfusor V fecskenddpumpa (B.Braun, Németorszag) segitségével frakcionaltuk az oldatokat.
A frakciok buoyant siirtiségét AR200 refraktométer (Reichert Inc., Németorszag) segitségével
allapitottuk meg, majd a DNS visszanyerését polietilén-glikolos (PEG) kicsapassal értiik el.
Ehhez 150 g polietilén-glikol 6000-et, és 46,76 g NaCl-ot mértiink 500 ml molekularis
tisztasagu desztillalt vizhez, majd az oldatot autoklavozassal sterilizaltuk. A PEG oldatbol
kétszeres térfogatot mértiink minden egyes frakcidohoz, majd 30 percig centrifugaltuk
10 000 g-¢én és 4°C-on. Ezt kovetden a feliiliszot pipettaval eltavolitottuk, 150 pl hideg 70%-0s
etanolt mértiink a pelletre, majd 5 percig centrifugaltuk 10 000 g-én és 4°C-on. Ezt kdvetéen a
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feliiluszot ismételten eltavolitottuk pipettaval, majd a DNS pelletet 25 pl elualo pufferben
oldottuk fel (az eluald puffer az RNS/DNS izolalashoz hasznalt MoBio kitbdl szarmazott). Az
egyes DNS frakcidokban a 16S rDNS kopiaszamot qPCR segitségével allapitottuk meg az 1.
tablazat 4. eljarasa alapjan. Az 50 ul végtérfogatu reakciok az alabbiakat tartalmaztak: 1 x PCR
puffer, 1,5 mM MgCly, 1,25 U Taq polimeraz, 0,1 mM dNTP (minden el6z6 reagens MBI
Fermentas, Németorszag), 0,1 x SybrGreen és ROX festékek (FMC Bioproducts), 0,25 uM
mindkét primer esetében ¢és 2 ul DNS templat. A kvantifikaciohoz sziikséges kalibracios
egyenest olyan reakciok szolgaltattak, ahol E. coli-bol szarmazo kozel teljes 16S rDNS
amplikonok szolgiltak DNS templatként 10%-on és 107-en kozotti mennyiségben. A kelld
mennyiségli DNS-t tartalmazo frakcidk esetében T-RFLP segitségével vizsgaltuk a 16S rDNS
¢és az 1.2.C-tipust C230 gének diverzitasat az 1. tablazatban leirt 3. és 10. eljarasok szerint,
VIC-jelolt forward primereket hasznalva. A 16S rDNS amplikonokat Rsal, mig a C230
amplikonokat Alul restrikcios enzimmel hasitottuk a fent leirtak szerint. A 16S rDNS amplikon
piroszekvenalashoz a 16S rDNS amplikonok eléallitasa az 1. tablazat 3. eljarasaban feltlintetett
primerek segitségével tortént a fent leirtak szerint. Az amplikon piroszekvenalas az 1V.3.5.

fejezetben leirtak szerint tortént.

IV.4.4. A mikrokozmoszokbol izolalt RNS gradiens centrifugéalasa és az elkiilonitett frakciok
vizsgalata

Az RNS gradiens centrifugaldséhoz mintanként 5 ml 2 g/ml slriiségli cézium
trifluoroacetat oldatot (CsTFA; GE Healthcare, Germany), 185 ul formamidot és 1 ml gradiens
puffert (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M KCI, 1 mM EDTA) hasznaltunk, amelyhez 1 ug RNS-t mértiink.
A keverékeket ezutdn 5,1 ml térfogatu poliallomer Quick Seal miianyag centrifugacsdvekbe
(Beckman Coulter) toltottiikk, majd ~60 6ran keresztiil, 125 000 g-én centrifugéltuk Optima
XE90 ultracentrifuga, illetve vertikalis rotor (VTI 65.2) (Beckman Coulter) segitségével. A
frakcionalas a fent leirtak szerint tortént, majd az RNS visszanyerését izopropanolos
precipitacioval végeztiik. Ennek sordn azonos térfogatnyi izopropanolt mértiink az egyes
frakciokhoz, majd 30 percig centrifugaltuk 10 000 g-én és 4°C-on. Ezt kdvetden a feliiltiszot
pipettaval eltavolitottuk, majd 150 pl hideg 70%-o0s etanolt mértiink a pelletre, €s 5 percig
centrifugéltuk 10 000 g-én és 4°C-on. A feliilisz6 ismételt pipettaval torténd eltavolitdsa utan
a pelletet 25 ul elualo pufferben (Qiagen, Germany) oldottuk fel. A frakciokban talalhato
16S rRNS mennyiségét RT-qPCR segitségével allapitottuk meg, amelyhez AccessQuick
RT-PCR kitet (Promega, USA) hasznaltunk az 1. tablazat 4. eljarasaban leirt 5S19F és 907R
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primerek felhaszndlasdval. A 40 pl végtérfogatt RT-qPCR reakciok a kovetkezdeket
tartalmaztak: 20 pl 2x AccessQuick Master Mix, 0,4 ul 20 mg/ml szarvasmarha szérum
albumin, 0,2 pl 1/500 higitastt SybrGreen (ThermoFisher Scientific), 0,6 pl 1/500 higitast
ROX, 10 uM mindkét primerbdl és 2 ul RNS templat. A reakcid az 1. tdblazatban leirt 5. eljaras
szerint tortént, amelyet egy disszocidacios gorbe felvétele kovetett 55°C és 95°C kozott, annak
érdekében, hogy a reakcid specifitdsat ellendrizhessiik. A kalibracios gorbéhez sziikséges
rRNS-t a Ribopure in vitro transcription kit (Promega) segitségével nyertiik olyan plazmidok
felhasznalasaval, amelyek egy Methylobacterium sp. 16S rRNS génjét tartalmaztak. Az RNS

crer

végeztiik el.

IV.5. Polifazikus baktérium fajleirds modszertana

IV.5.1. Telep- és sejtmorfologiai vizsgalatok

A telepmorfologiai megfigyeléseket R2A taptalajon valo tenyésztés utdn, 24-48 Oras
tenyészeteket felhasznalva végeztiik el sztereomikroszkop segitségével. A Gram festés a Claus
transzmisszOs elektronmikroszkop (TEM, Morgagni 268) segitségével vizsgaltuk. Az
elektronmikroszkopi vizsgalathoz a preparatumokat negativan festettiik 1% (w/v) uranil-acetat
oldattal (Szoboszlay és mtsai, 2008).

IV.5.2. Biokémiai — élettani jellemzés

Az oxidaz aktivitdst a Tarrand és Groschel (1982), mig a kataldz aktivitast és a
Voges-Proskauer reakciot a Cowan és Steel (1974) altal leirt modszerek szerint vizsgaltuk. A
D-gliik6zbol vald savtermelés képességét a Hugh és Leifson (1953) altal leirt modszer alapjan
ellendriztiik. A homérséklet toleranciat 5°C és 45°C kozott vizsgaltuk folyékony R2A
médiumban ¢és agar lemezen egyarant. A pH toleranciat pH 3 és 11 kozott vizsgaltuk szintén
R2A téplevesben. Az uredz aktivitast, nitrat redukciot, keményité és Tween 80 hidrolizist,
zselatindz és foszfatdz aktivitdst a Smibert és Krieg (1994) éltal leirt modszerek szerint
vizsgaltuk. A savtermelést kiilonboz6 szénforrasokbol, illetve egyéb enzimaktivitasokat a
kovetkezd API tesztek segitségével vizsgaltuk meg: API 50 CH, API 20 NE és API ZYM
(bioMérieux). Az anaerob novekedés képességét 0.15% (w/v) KNOs-ot tartalmazd R2A
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tapoldatban vizsgaltuk, amelybdl nitrogén gaz (tisztasdg 5.0, Messer) steril koriilmények
kozotti atbuborékoltatasaval eltavolitottuk az oxigént. A szénhidrogén-lebontési képességet
100 ml OIR III tapoldatban vizsgaltuk, amelynek Osszetétele a kdvetkezd volt: (NH4)2.SO4 — 5
g; KH2PO4 - 0,5 g; K2HPO4 — 1 g; MgSO4x7H20 — 0,5 g; CaCl2x6H20 — 0,2 g; FeSO4x7H20
— 0,01 g; pepton — 0,5 g; élesztékivonat — 0,5 g; 1000 ml dH20; gazolaj/kdolaj 3:2 aranyt
keveréke — 2 ml. A vizsgalt torzset eldz6leg R2A tapoldatban tenyésztettiikk, majd a még
exponencialis novekedési fazisban 1évo tenyészetbdl 5 ml-t oltottunk at az OIR III tapoldatba.
A vizsgélatot harom parhuzamos mintan végeztiik el és harom beoltatlan lombik szolgalt
negativ kontrollként. A lombikokat 120 6ran keresztiil inkubéltuk razétermosztatban 20°C-on
¢s 150 rpm-en. Az inkubacid végeztével a szénhidrogén frakciot 3x50 ml hexanba vittiik at
razotolesér segitségével, majd a 150 ml hexant Na;SOs-ot tartalmazé Diiren 619 g s
szlirdpapiron sziirtiik at, hogy eltavolitsuk az esetlegesen a hexanban visszamaradt vizes fazist.
Annak érdekében, hogy maximalizaljuk a szénhidrogén-kinyerést az OIR III oldatbodl, 50 ml
kloroform segitségével vontuk ki az esetlegesen visszamaradt gazolaj/kéolaj nyomokat az
oldatbol. Ezt kévetden az 50 ml kloroformot a 150 ml hexdnhoz adtuk. Kovetkezo 1épésben az
oldoszereket Heidolph Rotary Evaporator berendezés segitségével elparologtattuk, majd a
visszamaradt géazolaj/kéolaj keveréket 45 percig inkubaltuk 65°C-on, hogy az Osszes
oldoszermaradvanyt eltavolitsuk a keverék mell6l. A szénhidrogén-lebontasi hatékonysagot a

visszanyert gazolaj/kdolaj keverék tomege alapjan szamitottuk.

IV.5.3. Izoprenoid 1égzési kinonok vizsgalata

Az izoprenoid kinonok vizsgalatat a Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Németorszag) végezte. A kinonok
extrakcioja 200 mg liofilizalt biomasszabdl tortént hexdn segitségével (a vizsgalt torzset
elézetesen R2A taptalajon tenyésztettiik). A kinonok tisztitdsa szilika-alapu szildrd fazist
extrakcidval, mig elvalasztasuk és meghatarozasuk reverz fazisu HPLC-vel tortént (Tindall BJ,

1990a, 1990b).

IV.5.4. Zsirsavprofil elemzés

A zsirsav metil-észterek és a polaris lipidek elemzéséhez a vizsgalt torzset R2A
taptalajon novesztettiik. A cellularis zsirsavak és a polaris lipidek vizsgalatat a Leibniz-Institut

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig,
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Németorszag) végezte. A zsirsavak kinyerése, szaponifikacidja és metilacidja Miller (1982) és
Kuykendall és mtsai (1988) altal kidolgozott, kismértékben modositott mddszerei szerint
tortént. A zsirsav metil-észterek elvalasztasa lang-ionizacios detektorral felszerelt
gazkromatograf segitségével tortént, a Sherlock Microbial Identification System (MIDI)
eljarasa szerint. A polaris lipidek kivonasa 200 mg liofilizalt biomasszabol tortént
kloroform:metanol:NaCl (0,3%-0s) oldat keverékével, ahol a polaris lipidek a kloroform
fazisban koncentralodnak (Bligh és Dyer, 1959). Az oldatbdl a polaris lipidek elvalasztasa 2-
dimenziés szilika vékonyréteg kromatografidval tortént, ahol az elsé elvalasztés
kloroform:metanol:viz elegyével, mig a masodik elvalasztds kloroform:metanol:ecetsav:viz
elegyével tortént. A teljes lipidtartalom meghatarozasa foszformolibdénsav hasznélataval
tortént, mig az egyes specifikus lipidcsoportok meghatdrozdsa csoportspecifikus reagensek

hasznalataval tortént (Tindall és mtsai, 2007).

IV.5.5. DNS-DNS hibridizéaci6 és G+C mdlarany meghatarozas

A DNS-DNS hibridizaciét és a G+C molarany meghatarozasat szintén a a Leibniz-
Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(Braunschweig, Németorszag) végezte. A DNS-DNS hibridizacié a De Ley és mtsai (1970)
altal leirt modszer alapjan, de annak kissé modositott, Hup és mtsai (1983) altal leirt valtozata
szerint tortént. A mérések Cary 100 BIO UV/VIS (Varian) spektrofotométerrel torténtek, amely
Peltier elemes termosztalast 6x6 kiivettavaltoval és in situ hdmérséklet ellenérzésen alapulo,
programozhatd hdmérséklet szabalyozoval volt felszerelve.

A vizsgalt baktériumtorzs DNS-ének G+C molardny meghatdrozasdhoz a bakteridlis sejtek
feltarasa Constant Systems TS 0.75 kW (IUL Instruments) berendezés segitségével tortént. A
DNS tisztitasa hidroxiapatit oszlopkromatografias modszerrel tortént (Cashion és mtsai, 1977),
amelyet P1 nukledzzal és szarvasmarha bélnyalkahartya-eredetii alkalikus foszfatazzal torténd
emésztés kovetett (Mesbah és mtsai, 1989). Az igy nyert nukleozidok elvalasztasa reverz tazisu
HPLC-vel tortént a Tamaoka és Komagata (1984) altal leirt médszer szerint. A DNS G+C

tartalmanak kiszamitasa a deoxiguanozin — timin aranybol tortént.

IV.5.6. Az 0j baktériumfaj filogenetikai helyzetének megallapitasa

A vizsgalt torzs filogenetikai helyzetét a 16S rDNS szekvencia alapjan allapitottuk meg,
filogenetikai fa segitségével. Ehhez a legkozelebbi rokonok 16S rDNS szekvencidjat az NCBI
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GenBank adatbazisbol t6ltottiik le, majd a szekvencidk illesztése és a filogenetikai fak készitése

a IV.2.4. alfejezetben leirtak szerint tortént.
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V. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

V.1. BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, oxigén-limitalt talajvizek mikroba
kozosségeinek feltarasa

V.1.1. A 16S rRNS és C230 gének diverzitasanak vizsgalata hdrom magyarorszagi karhelyen

Az 1.2.C alcsaladba tartozd gének diverzitasat elséként hdrom olyan magyarorszagi
karhelyen vizsgaltuk, ahol a felszin alatti kdozeg nyers kdolajjal, vagy valamilyen finomitott
koolajszarmazékkal volt szennyezett. Az ,,OM”-jelii karhely Dél-Kelet-Magyaroszagon
talalhat6, ahol is egy koolajvezeték sériilése folytan kertilt kdolaj a felszin alatti kozegbe. A
»BM”-jelii karhely Kelet-Magyarorszagon helyezkedik el, mig a ,,ZM”-jelii karhely Nyugat-
Magyarorszagon talalhato. E két szennyezés eredete lizemanyag toltéallomasokhoz kothetd. E
két utobbi karhely esetében a bioremediacids eljaras megkezdése elott tortént a mintavételezés,
mig az ,OM”-jeli karhely esetében ez harom hdnappal a karmentesitési folyamat

(biostimulaciod levegdztetés utjan) megkezdése utan tortént.

V.1.2. A vizsgilt talajvizmintak fizikai-kémiai paraméterei

Az ,,OM”-jelli karhelyen harom talajviz mintavételi kutat vizsgaltunk: a kontrollnak
tekinthetd (bar kismennyiségili benzolt tartalmaz6) OM3, illetve a BTEX-vegyiiletekkel jelentds
mértékben szennyezett OM7-es és OMS8-as kutakat (lasd 2. tablazat). Habar az oldott oxigén
koncentraciok ezekben a kutakban aerob viszonyokra utaltak, az alacsony redoxpotenciél
értékek alapjan még erésen redukalt volt a kozeg (3. tablazat). Meg kell jegyezni azonban, hogy
a leveg6ztetés megkezdése eldtt a szennyezett kutakban minddssze 0,2 mg/l oldott oxigén
koncentraciot lehetett mérni, mig az OM3-as katban 2,9 mg/I-t. Ami a tobbi altalunk vizsgalt
terminalis elektron akceptor mennyiségét illeti, a nitrat koncentracidja a szennyezett kutakban
a kimutathatosagi hatérték (1 mg/l) alatt volt, ami szintén arra utal, hogy a levegdztetés
megkezdése elbtt a kozeg er6sen oxigén-limitalt volt (3. tablazat). A szennyezett kutakban
jelentds mennyiségii Fe(II)-t lehetett kimutatni, ami arra utal, hogy a nitrat mellett a Fe(III)-is
szerepet jatszhatott az ebben a kdozegben jelenlévo anaerob nichekben, mint terminalis elektron

akceptor.
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2. tablazat: Az ,,OM”, ,BM” ¢s ,ZM”-jelli karhelyekrél szadrmazo talajvizmintak

szennyezettségi paraméterei

BTEX-vegyiiletek koncentracioja (pg/L)

Minta

Benzol Toluol Etilbenzol XKilolok Egyéb alkilbenzolok TPH (ug/L)
om3 719 <1 <1 <1 20 <50
om7 4141 2480 117 1420 549 2150
om8 1990 1580 69 1570 667 3200
ZM4 23 5 <1 <5 <20 <50
ZM9 7690 2690 <1 8050 3740 3080
BM1 <0.2 <1 <1 <5 20 <50
BM7 09 1 <1 26 113 250

A ,ZM”-jelii kérhelyen két talajviz mintavételi kutat vizsgaltunk: a kontrollnak
tekintheté (bar nyomnyi mennyiségii benzolt és toluolt tartalmazo) ZM4-es, illetve a
BTEX-vegyiiletekkel jelentds mértékben szennyezett ZM9-es kutakat (lasd 3. tablazat). Az
oldott oxigén koncentracié mindkét kutban alacsony volt, ugyanakkor a ZM4-es ktitban a nitrat
koncentracioja 84 mg/l-nek adodott, mig a ZM9-es kitban a kimutathatosagi hatarérték alatt
volt. Ez alapjan nitrat-redukald baktériumok aktivitdsa is feltételezhetd volt a szennyezett
kozegben. A Fe(Il) koncentraciok tekintetében elmondhatd, hogy a szennyezett kutban
nagyobb koncentracidban volt kimutathatd, mint a hattér kut esetében, de a kiilonbség nem volt

olyan mértékii, mint az ,,OM”-jelli karhely esetében.

3. tablazat: Az ,,OM”, ,BM” és ,,ZM”-jelii karhelyekrdl szarmazo fizikai-kémiai paraméterei

Minta Oldott oxigén koncentricio (mg’L) Oxigén telitettség (%)  Redox potencial{mVvy  NO3~(mg/L) N0z~ (mg/L) Fe’* (mg/L) pPH  Meélység (m)

OomM3 37 353 228 28 013 <0.02 7.22 316
omM7 3.6 34.0 153 <1 0.01 22 6.55 281
OM8 4.3 44,0 212 <1 0.08 4 6.67 272
ZM4 0.3 27 480 87 <0.01 0.02 695 311
ZM9 1.2 9.9 240 <1 0.04 0.15 9.07 295
BM1 1.0 9.4 363 659 0.05 0.03 7.80  3.09
BMT 0.2 1.8 246 57 <0.01 0.5 745 27

* Hidrogén referencia elektroddal mérve.

A ,,BM”-jelti kdrhelyen kettd darab talajviz mintavételi kutat vizsgaltunk: a kontrollnak
tekinthet6 BM1 és a foleg xilol, illetve alkil-benzolokkal szennyezett BM7-es kutakat. Az
oldott oxigén koncentracio mindkét kutban alacsony volt, és az oxigén telitettségi értékek is
hipoxikus kozegre utaltak. A BM1-es kut esetében kirivoan magas nitrat koncentraciot lehetet
megfigyelni, ami a teriilet intenziv mezdgazdasagi hasznalatara vezethetd vissza. Ezzel
szemben a szennyezett kozegben joval alacsonyabb (bar még mindig a ,,B”-szennyezettségi
hatarértéket tullépd) nitrat koncentraciot lehetett kimutatni, ami mikrobialis nitrat-redukcio
jelenlétét valoszintsitette. A Fe(Il) koncentraciok tekintetében elmondhatd, hogy a szennyezett

kutban egy nagysdgrenddel nagyobb koncentracidban volt kimutathatd, mint a hattér kut
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esetében, ami Fe(Ill)-redukalo baktériumok jelenlétét valoszintsitette a szennyezett kzegben

minden bizonnyal jelenlévd anaerob nichekben.

V.1.3. A C230 gének kimutatédsa a talajvizmintakbol

Az 1.2.A alcsaladba tartozé extradiol dioxigenazt kdédold géneket csak a BM7-es kut
vizmintdjabol tudtuk kimutatni. Ez alapjan megallapithatd volt, hogy a Pseudomonadaceae
csaladba tartozd, BTEX-lebontd baktériumok egyediil e minta esetében lehettek jelen
szamottevd mennyiségben. Az 1.2.B alcsaladba tartozo extradiol dioxigendzt kodolo géneket
azonban egyetlen mintabol sem tudtuk kimutatnia, ami azt jelentette, hogy a
Sphingomonadaceae csaladba tartozd, egyébként jo aromés szénhidrogén-lebonto képességgel
rendelkez6 fajok egyik vizsgalt teriileten sem voltak dominans kozosségalkotok. Mindezek
mellett az [.2.C alcsaladba tartozé extradiol dioxigenazt kodold géneket mindegyik vizmintabol
(hattér és szennyezett mintakbol egyarant) sikeriilt kimutatnunk. Ebbdl az eredménybdl arra
kovetkeztethettiink, hogy a vizsgalt karhelyeken azok a mikroszervezetek jatszhattak a
legjelentdsebb szerepet a BTEX-vegyliletek lebontasaban, amelyek 1.2.C alcsaladba tartozo
extradiol dioxigenaz enzimet kddold génnel rendelkeztek. Mivel e géneket mind a szennyezett,
mint pedig a kontroll mintakbol is ki tudtuk mutatni, meg szerettiik volna vizsgalni azt, hogy
vajon eltérd genotipusok mutathatéak-e ki a mintdkbol. E kérdés megvalaszolasahoz els6ként

elvégeztiik a kozosségi 1.2.C C230 PCR termékek T-RFLP analizisét.

V.1.4. A C230 PCR termékek T-RFLP vizsgalata

Az 1.2.C C230 PCR termékek T-RFLP vizsgalata alapjan elmondhatd, hogy a
szennyezés hatasara eltérd genotipusok jelentek meg, illetve valtak dominanssa. Ez legjobban
az ,,OM”-jeli karhely mintai esetében szembet(ind, ahol az OM3-as minta C230 T-RFLP
elektroferogramja teljesen eltéré mintdzatot mutat, mint az OM7-es és OM8-as mintdké, mig e
két utobbi mintazata teljesen megegyezik (15. abra). A ,,ZM” és ,,.BM”-jelii mintak esetében
nem volt ennyire drasztikus a kiilonbség a szennyezett és a kontroll mintak C230 T-RFLP
elektroferogramjai kozott. Megfigyelhetd volt ugyanis, hogy e mintak esetében egyes T-RF-ek
mind a szennyezett, mind pedig a kontroll kutakbol szarmaz6 mintdkban kimutathatdak voltak
(16. és 17. abrak). Ez minden bizonnyal azzal magyarazhato, hogy a ,,ZM”- és ,,BM”-jelii
karhelyeken a kontroll kutak is tartalmaztak minimalis mértéki szénhidrogén szennyezést. Az

azonban nagy biztonsaggal kijelenthetd, hogy a szennyezés hatdsara jelentdsen megvaltozott a
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szénhidrogén-lebontd mikrobakdzosség szerkezete, és uj C230 genotipusok jelentek meg,
illetve masok valtak dominanssa. Ahhoz, hogy a T-RFLP elektroferogramokon megfigyelt
T-RF-eket C230 genotipusokhoz lehessen kotni, klontarakat kellett 1étrehozni.
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Fragmenthossz (bazispar)

15. dbra: Az ,,OM"-jelii karhely C230 T-RFLP elektroferogramjai
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16. dbra: A ,,ZM’-jelii kdarhely C230 T-RFLP elektroferogramjai (Tancsics és mtsai, 2010 alapjdn)
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17. abra: A ,,BM -jelii karhely C230 T-RFLP elektroferogramjai (Tdncsics és mtsai, 2010 alapjan)
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V.1.5. A C230 klénszekvenciak filogenetikai vizsgalata

A C230 T-RF-ek azonositdsa céljabol a C230 PCR termékeket felhasznalva
klontarakat hoztunk 1étre (az OM7-es minta kivételével, mivel annak T-RFLP profilja teljesen
megegyezett az OM8-as mintaéval), majd Sanger-szekvenalas segitségével allapitottuk meg a
klonok nukleotid szekvencidjat. A klonszekvencidk vizsgalata kimutatta, hogy az 0Osszes
kimutatott C230 genotipus az extradiol dioxigenazok 1.2.C alcsaladjaba tartozo6 enzimet kodolt
(18. abra). Sajnos azonban a kimutatott genotipusok dontd tobbsége nem volt kdthetd egyetlen
ismert baktériumfajhoz sem. Minddssze négy, tobbnyire marginalis abundanciaval rendelkezd
T-RF-ekhez kothetd genotipust sikeriilt konkrét baktériumhoz, vagy baktériumcsoporthoz
kotni. A BM1-1-jeldi, 165 bp hossztisaggal jellemezhetd T-RF-hez tartoz6 klonszekvencia foleg
a Burkholderiales rendbe tartozé baktériumokhoz volt kothetd. E baktériumok az Alcaligenes,
Delftia, Comamonas és Acidovorax nemzetségekbe tartoznak és jellemzéen aromas
szénhidrogén-lebontd képességgel rendelkeznek. A BM7-4-jelii (346 bp T-RF) és az OM3-3-
jelti (358 bp T-RF) klonszekvenciak a Leptothrix cholodnii SP6-os torzsének C230 génjével
mutattak nagyfoku hasonlosagot (>94%). Az utobbi klonszekvenciahoz tartozé T-RF volt
rdadasul a domindns az OM3-as (kontroll) mintdban. Bar régota ismert, hogy e baktérium
rendelkezik az aromas gyliriihasitds enzimét kddold génnel, a szakirodalomban nem taldlni
kisérletes bizonyitékot arra, hogy képes lenne az aromds szénhidrogéneket szén- ¢és
energiaforrasként hasznositani. Végiil, a ZM9-2-jelti (165 bp T-RF) klonszekvencia 100%-0S
hasonlosagot mutatott a Delftia acidovorans 7N torzsének C230 génjével. E baktérium
els@sorban az anilin, vagy masnéven az aminobenzol lebontasarol ismert (Urata és mtasi, 2004).
Végso soron azonban, a nagymértékii szénhidrogén szennyezést tartalmazo kutakbodl szarmazo
mintdk esetében a dominins T-RF-ekhez tartozo klonszekvencidk nem voltak kothetéek

egyetlen ismert baktériumhoz sem.
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18. dbra: Az "OM", "BM" és "ZM"-jelii karhelyekrdl kimutatott C230 génszekvenciak filogenetikai
helyzetét mutato neighbor-joining fa (Tancsics és mtsai, 2010 alapjan)
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V.1.6. A 16S rDNS klénszekvenciak filogenetikai vizsgalata

A 16S rDNS klontarakat az OM3, OM8, ZM4, ZM9, BM1 és BM7-jelii mintakbol
hoztuk 1étre. A legfontosabb klonszekvencidk filogenetikai azonositasanak eredményeit a 4.
tablazat tartalmazza.

Az ,,OM”-jelii karhely esetében jol lathatd, hogy mind a kontroll (OM3), mind pedig a
szennyezett mintavételi kut (OMS8) esetében a Burkholderiales rend (korabban
Betaproteobacteria osztaly) tagjai voltak a dominans kozosségalkotok. Azon belil is a
Comamonadaceae csalad volt a legmeghatarozébb mindkét mintdban. Amig azonban az
OMa3-as minta esetében a Rhodoferax-Albidiferax nemzetségek emelkedtek ki a k6zosségbol
(15 db klonszekvencia), addig az OM8-as minta esetében a Malikia nemzetség képvisel6i szinte
egyeduralkodoak voltak (32 db klénszekvencia). Ez utobbi baktérium nemzetség mindossze két
fajt tartalmaz: M. spinosa és M. granosa. E két baktériumrdl egészen a kdzelmultig csak annyi
volt ismert, hogy polihidroxi-alkanoat és polifoszfat akkumulaciora képesek (Spring és mtsai,
2005), azonban az aromds szénhidrogének esetleges lebontasaban vald szerepiikrdl egészen
minimalis informacio allt rendelkezésre. Habar Aburto és Ball Malikia eredetii 16S rDNS
szekvenciakat azonositottak dominans DGGE csikokbol, amikor is egy aerob benzol lebonto
mikrobakdzosséget vizsgaltak, a relevans informdaci6 hidnydban sajat eredményeiket kétkedve
fogadtak (2009). Valosziniibbnek tartottak ugyanis, hogy a 16S rDNS szekvencia rovidsége
miatt jutottak erre az eredményre, és valojaban a Malikia nemzetség legkdzelebbi rokonanak,
a Hydrogenophaga nemzetségnek egy tagjat sikeriilt kimutatniuk, mint dominans benzol
lebont6 baktériumot. Ez utdbbi nemzetség tobb tagjarol ismert ugyanis, hogy kivalé benzol
lebontd képességgel rendelkezik (Fahy és mtsai, 2008). Minden esetre az OM8-as mintaban
mutatott nagyfoka Malikia-dominancia azt a feltételezést erésitette, hogy e baktériumok
képesek lehetnek egyes BTEX-vegylileteket szén- és energiaforrasként hasznositani. Azonban
a Dechloromonas nemzetségrol, azon beliil is a ,,Dechloromonas aromatica” (valid fajként nem
leirt) torzsrol ismert, hogy aerob és anaerob koriilmények kozott is képes a benzol lebontasara
(Coates és mtsai, 2001). Az e baktériumhoz kothetd 16S rDNS klonszekvenciak szama szintén
kiemelkedd volt az OMS8-as minta esetében (8 db klonszekvencia).

A ,,ZM”-jelli kéarhely esetében sem a kontroll, sem pedig a szennyezést tartalmazo
mintavételi kat esetében nem tudtunk dominans mikroszervezetet kimutatni. Az ugyanakkor
elmondhat6, hogy a ZM4-es kontroll mintavételi kutbol szarmaz6é mintdban az
Alphaproteobacteria osztaly képviseldi voltak a dominansak, €s olyan nemzetségek képviseldit

sikerlilt kimutatni, mint Novosphingobium és a Sphingomonas. E nemzetségek szamos
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képviseldjérdl ismert, hogy egyébként képesek az aromas szénhidrogének lebontasara és a
gylrthasitast olyan katekol 2,3-dioxigenaz enzimekkel végzik, amelyek az extradiol
dioxigenazok 1.2.B alcsaladjaba tartoznak. Ennek ellenére ilyen tipusu enzimet kodolé C230
gént nem sikerilt kimutatnunk a mintabol. A ZM9-es, nagyfokti BTEX-szennyezést tartalmazo
mintavételi kutbdl szarmazo minta mikrobak6zossége a ZM4-estdl eltérd volt ugyan, de még
mindig az Alphaproteobacteria osztalyba tartozé baktériumok 16S rDNS klonszekvenciai
alkottak az egyik legnagyobb csoportot. A Sphingomonas nemzetség azonban nem volt
kimutathatd, mig a Novosphingobium nemzetséget mindossze 1 darab klonszekvencia
képviselte. Sikeriilt kimutatni ugyanakkor az Oleomonas sagaranensis jelenlétét (2 db
klonszekvencia), amelyrdl ismert, hogy képes ndévekedni benzolon, toluolon és fenolon
(Kanamori ¢és mtsai, 2002). Kiemelend6, hogy a Burkholderiales renden belil a
Comamonadaceae csaladba tartozo baktériumok 16S rDNS klonszekvencidi voltak dominansan
kimutathatoak. Ezen beliil is az Albidiferax, a Rhodoferax, a Curvibacter, a Polaromonas és a
Hydrogenophaga nemzetségeket sikeriilt kimutatni. Utobbi két nemzetség egyes képvisel6i
kifejezetten szénhidrogénekkel szennyezett 6koszisztémakbdl mutathatdak ki a leggyakrabban
¢s BTEX-, vagy PAH-lebont6 képességiik is ismert (Fahy és mtsai, 2008; Sun és mtsai, 2010;
Xie és mtsai, 2011).

A _BM”-jelii karhely esetében a BMlIl-es kontroll minta mikrobakdzosségét a
Burkholderiales rend képviseldi dominaltak. Ezen beliil is a Malikia és az Acidovorax
nemzetségekhez tartozo 16S rDNS klonszekvencidk voltak f6leg kimutathatoak. Mellettiik a
Pseudomonadales rend két, tobb szempontbdl kiemelkedd fontossagu nemzetségét sikertilt
aranylag nagy szamban Kimutatni: a Pseudomonas és az Acinetobacter nemzetségeket. A BM7-
es, kismértékli szennyezést tartalmazd kutbol szarmazd minta esetében ugyancsak a
Burkholderiales rend képvisel6i voltak dominansak a mikrobakozosségben, és ugyancsak a
Malikia spinosa volt kimutathatd a legnagyobb gyakorisaggal (12 db 16S rDNS
klonszekvencia). Mellette kozel hasonld gyakorisaggal voltak kimutathatéak az Albidiferax,

illetve Rhodoferax nemzetségekhez tartoz6 mikroszervezetek.
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4. tablazat: Az ,,OM”, ,,BM” és ,,ZM”-jelli karhelyekrdl kimutatott 16S rDNS szekvencidk fobb

jellemzo6i.
Klonszekvenciik szama  Legkézelebbi rokon faj Hasonlésag (%)

oM3(115)
3 Albidoferax ferrireducens 96.5-98.7
4 Rhodoferax antarcticus 97.4-99.1
3 Rhodoferax fermentans 98.5-99.1
3 Leptothrix cholodnii 95.8-99.5
6 Vogesella indigofera 96.7-100
4 Pseudomonas anguilliseptica 98.1-99.6
5 Pseudomonas jessenii 99.1-100
1 Pseudomonas frederiksbergensis 100
OMS (112)
32 Malikia spinosa 95.5-100
3 Dechloromonas aromatica 99.3
5 Albidoferax ferrireducens 90.9-97.9
3 Rhodoferax antarcticus 95.1-98.7
7 Gallionella capsiferriformans 92.6-99.5
4 Geothrix fermentans 98.0
3 Denitratisoma oestradiolicum 91.8-93.0
ZM4(106)
2 Novosphingobium aromaticivorans 98.0-98.5
1 Sphingomonas dokdonensis 97.9
1 Sphingomonas jaspsi 97.0
1 Sphingomonas xenophaga 99.9
1 Sphingomonas mucosissima 96.3
2 Denitratisoma oestradiolicum 91.7-93.3
1 Albidoferax ferrireducens 98.7
1 Azoarcus aromaticum 98.5
1 Hydrogenophaga flava 98.8
1 Malikia granosa 96.0
2 Flavobacterium xinjaingense 99.1-100
1 Favobacterium johnsoniae 97.9
1 Pseudomonas jessenii 100
3 Dehalobacter restrictus 99.0-99.5
ZMO(104)
4 Asticcacaulis benevestitus 98.1-98.5
1 Asticcacaulis excentricus 97.5
2 Oleomonas sagaranensis 100
1 Novosphingobium aromaticivorans 98.5
3 Albidoferax ferrireducens 97.2-99.4
1 Rhodoferax fermentans 97.3
2 Curvibacter gracilis 98.7-99.0
1 Denitratisoma oestradiolicum 0.5
1 Polaromonas vacuolata 95.3
1 Hydrogenophaga atypica 99.9
3 Nevskia ramosa 92.5-97.7
BM1 (68)
B Malikia spinosa 99.4-100
4 Acidovorax delafieldii 97.7-100
2 Acidovorax defluvii 08.8-99.5
3 Herbaspirillum sp. AKB-2008-TE24 95.1-99.5
1 Hydrogenophaga atypica 99.5
3 Acinetobacter Iwoffii 98.9-99.2
2 Acinetobacter beijerinckii 99.5-100
4 Pseudomonas anguilliseptica 99.5-99.9
BM7 (86)
12 Malikia spinosa 99.6-100
9 Albidoferax ferrireducens 95.2-98.0
1 Rhodoferax antarcticus 957
2 Leptothrix cholodnii 99.5
2 Pseudomonas putida 99.3
1 Pseudomonas anguilliseptica 99.9
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V.1.7. A 16S rDNS ¢és C230 klontarak 6sszehasonlitd elemzése UniFrac modszer segitségével

A klontarak hasonlosagi  viszonyainak Vvizsgalata az UniFrac programcsomag
segitségével tortént. A 16S rDNS klontarak esetében kapott eredmény (19. abra, ,,a”- panel)
konnyen magyarazhatd. Mivel az Alphaprotebacteria osztalyba tartozé mikroszervezeteket
foként a ,,ZM”-jelli karhely mintaibdl lehetett kimutatni, igy nem meglepd, hogy e két klontar
¢élesen elkiiloniil a tobbitdl, és a ZM4-es illetve ZM9-es minta egy csoportot alkotnak a
dendrogramon. Az OM3-as és az OMS8-as mintak esetében mas-mas baktériumok dominaltak
a kozosséget (Albidiferax-Rhodoferax nemzetség szemben a Malikia és Dechloromonas
nemzetségekkel), ennek megfelelden jol elkiiloniilten helyezkedtek el a dendrogramon is. Az
OM3-as és BM7-es mintak kismértékben voltak szennyezettek BTEX-vegyiiletekkel (az OM3-
as minta féleg benzol, mig a BM7-es minta pedig féleg alkil-benzol szennyezést tartalmazott)

¢és valdszintileg ennek kdszonhetd, hogy e két minta mikrobakdzossége kozott volt felfedezhetd

a legnagyobb hasonlosag.
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19. dbra: A 16S rDNS és C230 kilontarak hasonlosagi dendrogramja (UniFrac)

(Tancsics és mtsai, 2010 alapjan)
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A C230 gén alapt klontarak csoportosulasa a dendrogrammon mar kevésbé egyértelmi
(19. abra, ,,b”- panel). Az ugyanarrol a karhelyrdl szarmazo hattér (kontroll), illetve szennyezett
kutak mintai élesen elkiiloniilnek egymastol, ami természetesen a BTEX szennyezéssel
magyarazhat6. Az OM8-as és BM7-es mintak C230 klontarai kozott lehetett a legnagyobb
hasonlésagot felfedezni, habar az OM8-as mintavételi kut joval nagyobb mértékben volt
szennyezett BTEX-vegyiiletekkel, mint a BM7-es. A ZM9-es minta ugyanakkor, amely szintén
egy nagymértékben szennyezett kutbol szarmazott, élesen elkiiloniilt az OM8-as ¢s BM7-es
mintaktol, és a BM1-es hattér mintaval mutatta a legnagyobb hasonlosagot. Ennek az az oka,
hogy a ZM9-es és a BM1-es mintaban is ugyanaz a C230 genotipus volt dominansan jelen és
még legalabb egy, de kis abundanciaval rendelkezd genotipuson osztoztak. Ez alapjan azt
feltételezhetjiik, hogy szennyezetlen 6koszisztémakban is jelen lehetnek olyan 1.2.C-tipusu
C230 gének, amelyek BTEX-szennyezett kozegekben is domindnssd valhatnak, és
valosziniileg szerepet jatszhatnak az aromés vegyiiletek lebontasdban. Erdekes ugyanakkor,
hogy a ,,BM”-jelll karhelyen mégsem ez a genotipus valt dominanssé a szennyezés hatasara,
hanem egy madsik, bar hasonl6 genotipus (lasd filogeneikai fa). Ahhoz tehat, hogy megértsiik
mikor melyik 1.2.C-tipust C230 gén valik dominanssa egy BTEX-szennyezett kozegben,
illetve hogy mely komponensek lebontdsdban jatszanak szerepet, fontos lenne azon

baktériumokat izolalni, amelyek rendelkeznek e génekkel.

V.1.8. Az eredmények 0sszefoglaldsa — konkluziok

A fenti vizsgélatok eredményeként bizonyossagot nyert, hogy az extradiol dioxigenazok
[.2.C alcsaladjaba tartozo C230 enzimeket kodolo gének széles korben elterjedtek mind
szennyezetlen, mind pedig BTEX-szennyezést tartalmazo talajviz 6koszisztémakban. Tovabba
mind a T-RFLP, mind pedig a klontarak eredményei azt mutattak, hogy a szennyezés hatasara
a mikrobakozosségekben bekdvetkezd valtozas az 1.2.C-tipusat C230 gének szintjén is
kimutathat6. Ez pedig azt valdszinisiti, hogy az e génekkel rendelkezd baktériumok részt is
diverzitdsanak dinamikus valtozasa akar BTEX-szennyezéstdl mentes 0koszisztémakban is
megfigyelhetd. Kasuga és mtsai (2007) egy eutrof t6 vizmintait hasznalva allitottak Gssze
mikrokozmoszokat, amelyekhez eltéré Osszetételli oldott szervesanyag-koncentratumot adtak
(pl. humuszsav, vagy nadbol készitett ,humusz”). Az eltérd oldott szervesanyag
koncentratumok hatasara természetesen eltéré C230 diverzitast kaptak a mikrokozmoszokban.

Az elhalt novényi anyagok, igy a humusz is szamtalan aromas vegyiiletet, fenolokat,
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polifenolokat tartalmaznak, emiatt nem meglepd, hogy e szénforrdsok megvaltoztattdk a
mikrobako6zosségeket, ami a C230 gének diverzitasanak megvaltozasaban is megmutatkozott.

A 16S rDNS klonkonyvtarak eredményei alapjan azt lehet latni, hogy a szennyezett
kozegek mikrobakozosségeiben elsdsorban a Burkholderiales rend képvisel6i, azon beliil is a
Comamonadaceae csaladba tartozo baktériumok voltak domindnsan kimutathatoak. Ezen feliil
mikroaerofil, és fakultativ anaerob mikroszervezetek is nagy gyakorisaggal voltak jelen a
vizsgalt talajvizmintakban. Hasonlé megfigyelésre jutottak Alfreider és mtsai (2002) is, akik
egy klor-benzollal szennyezett talajvizet kezel6 in situ bioreaktor mikrobakozosségét
vizsgaltak. Megfigyelték, hogy mind a befoly6, klor-benzollal szennyezett és oxigén-limitalt,
mind pedig az elfolyo, kezelt, de szintén oxigén-limitalt talajviz esetében a Burkholderiales
rend tagjai dominaltdk a kozdsséget. Fahy és mitsai (2006) egy hossza ideje benzollal
szennyezett teriilet oxigén-limitalt talajvizének mikrobak6zosségeit vizsgaltak mikrokozmosz
kisérletek segitségével. Tobb, aerob benzol lebontast mutatd mikrokozmoszban is a
Burkholderiales rendbe tartozd baktériumok, azon belil is a Comamonadaceae csalad
nemzetségei, igy az Acidovorax, illetve a Hydrogenophaga voltak a dominansak. Nestler és
mtsai (2007) egy klor-benzol-lebonto talajviz mikrobakonzorciumot vizsgaltak, és szintén azt
talaltak, hogy hipoxikus koriilmények kozott a Burkholderiales rendbe tartozo baktériumok
uraltak a kozosséget (Acidovorax, Rhodoferax és Alcaligenes fajok). Az ugyanerrdl a
szennyezett teriiletrél (Bitterfeld, Németorszag) izolalt Acidovorax facilis UFZ B530-as torzs
esetében kimutattak, hogy hipoxikus koriilmények kozott is képes a klor-benzol lebontésara,
mégpedig azért, mert egy nagy oxigén-affinitasu klorkatekol 1,2-dioxigenaz enzimet hasznal a
benzol aromas gytirlijének felnyitdsdhoz (Kiesel és mtsai, 2008).

A magyarorszagi karhelyek vizsgéalatainak eredményei tehat jol illeszkedtek a
nemzetkozi szakirodalmi adatok koézé és valdszintisithetd volt, hogy BTEX-vegyiiletekkel
szennyezett, hipoxikus felszin alatti kozegekben fontos szerepe lehet a szennyezdanyagok
lebontasaban azoknak a baktériumoknak, amelyek az extradiol dioxigenazok 1.2.C alcsaladjaba
tartozo katekol 2,3-dioxigendz enzimet kodold génnel rendelkeznek. A vizsgélatok soran
dominansnak mutatkozo [.2.C-tipusi C230 genotipusok azonban nem voltak ismert
baktériumhoz kothetdek, igy az is feltaratlan maradt, hogy ezek mely BTEX-vegyiiletek
lebontasaban vehetnek részt. Ahhoz, hogy ezek a kérdések is megvalaszolhatoak legyenek,

tovabbi vizsgalatokra volt sziikség.
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V.2. A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett kéarhely mikroba kozosségeinek
feltarasa és az 1.2.C-tipusu C230 gének in situ expresszidjanak vizsgalata

V.2.1. A szennyezett teriilet ismertetése

A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhely egy madra felszdmolt benzinkut
foldalatti tarolotartalyanak szivargasa miatt alakult ki. A vizsgalatok kezdetekor még az 9sszes
BTEX-vegyiilet kimutathaté volt a talajvizbdl, de mar ekkor is a xilol és az etil-benzol

koncentraciodja volt a legnagyobb. A xilol-szennyezés kiterjedtségét mutatja a 20. abra.

M=1:500
e mem RN
Dm Sm 10m 15m 20m 25 m

20. dbra: A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhely sematikus térképe, a xilol szennyezési
csova feltiintetése mellett. A szennyezési csovan feltiintetett szamok a xilol-vegyiiletek egyiittes
koncentracioit mutatja ug/L-es koncentracioban (Tancsics és mtsai, 2012 alapjan).
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Ezen az abran lathatoak a karhelyen Iétesitett mintavételi talajviz kutak, amelyek koziil
a szennyezési csova kozepén elhelyezkedd ST2-es, a csova szélén elhelyezkedd ST5-0s,
valamint a csovan kiviil elhelyezkedd, tehat szennyezést nem tartalmazo SK-V jeli kutak lettek
a mikrobiologiai vizsgalatokhoz kivalasztva. A vizsgalt talajvizmintak szennyezettségi és

fiziko-kémiai paramétereit az 5. tablazat részletezi.

5. tablazat: A vizsgalt siklosi talajvizmintak szennyezettségi €s fiziko-kémiai paraméterei

Mintavételi BTEX-vegyiiletek (ug/L) fiziko-kémiai paraméterek

kutak benzol toluol etilbenzol xilolok Dld;ﬁ;f)gén NO; ™ (mg/L) Fe2* (mg/L) S0, (mg/L) CH, (mg/L) redox potencidl (mV)

SKV <0.2 <1 <1 <2 33 61 <0.02 71 <0.04 369
STS 53 2 58 29 2.8 13 07 63 <0.04 284
ST2 340 64 966 6700 0.6 2 4 24 19 148

A szennyezési csova kozepét feltard ST2-es mintavételi kut esetében alacsony oldott
oxigén ¢és nitrat koncentraciot lehetett kimutatni. A szulfation koncentracidja a tobbi mintdhoz
képest alacsonyabb volt, mig a Fe?* és a metin esetében ennek az ellenkezdjét lehetett
kimutatni, tehat esetiikben nagyobb koncentraciét mértiink, mint a csova szélén elhelyezkedd
ST5-06s, illetve SK-V-jelt kutakban. Ez alapjan azt lehetett valdszintsiteni, hogy alapvetéen
nitrat-redukalé koriilmények uralkodnak a szennyezési csdéva kdzéppontjaban, és oxigén
maximum nyomnyi mennyiségben fordul itt eld. Emellett valdsziniisithetd volt szulfat-
redukalo, Fe3*-redukdld, és metanogén mikroszervezetek jelenléte is, amelyek szigorian
anaerob ¢letmodot folytatnak. A szennyezési csova sz¢lén elhelyezkedd ST5-6s mintavételi kut
esetében viszont inkabb aerob, bar kozel hipoxikus viszonyokra utaltak a fiziko-kémiai
paraméterek, mig a hattér mintat szolgaltato SK-V kut esetében tisztan aerob viszonyok voltak

megfigyelhetdek.

V.2.2. Az 1.2.C-tipust C230 gének in situ expresszidjanak vizsgalata a siklosi mintakban

A siklosi karhely eldbb bemutatott harom mintavételi kutjabol szarmazd
talajvizmintakbol RNS izolalas tortént, hogy vizsgalni lehessen az 1.2.C-tipusu C230 gének in
situ expresszidjat is, azok diverzitasan tul. E vizsgalatok soran a Comamonadaceae-eredetii
1.2.C-tipust C230 géneken kiviil az 1.2.A-, illetve az 1.2.B-tipustt C230 gének expresszidjanak
kimutatasara is kisérletet tettiink. A vizsgalataink soran, a kiilonb6z6 alcsaladba tartozo C230

gének kimutatasdhoz hasznalt PCR primerek szekvencidit a 6. tdblazat mutatja.
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6. tablazat: Az extradiol dioxigendzt kddold gének kimutatasahoz haszndlt PCR primerek

jellemzése.
Anellacios
= S oz Amplikon 2
Primer par Cél gén Primer szekvencia homerséklet Hivatkozas
meret (bp)
c0)
az extradiol (Hendrickx
o 5'-CCGCCGACCTGATCWSCATG-37 )
XylE1 F/R  dioxigenazok [2.A 61.5°C 242 és mtsai.,
. 5’-TCAGGTCAKCACGGTCAKGA-3’
alesalédja 2006)
az extradiol (Hendrickx
o 5-GTAATTCGCCCTGGCTAYGTICA-3° .
XylE2 F/R  dioxigenazok L2.B 64 °C 206 és mitsai.,
. 5-GGTGTTCACCGTCATGAAGCGBTC-3"
alcsaladja 2006)
Comamenadaceae- (Tanesies és
COMC230 eredetii 12.C- 5'-CGAGAACGTGCTGGGCATGAAG-3’ mtsai., 2010;
63 °C 561
FR tipust extradiol 5’-AAGGCGATGTCGTGCGGC-3 Sikorski és
dioxigenazok mtsai., 2010)
extradiol
dioxigenazok 5-AAGAGGCATGGGGGCGCACCGGTTCGATCA-3” (Seiés
C230 F/R ‘ _ 55°C 380 ,
univerzalis 5’-CCAGCAAACACCTCGTTGCGGTTGCC-3’ mtsai., 1999)

detektalasa

A C230 PCR vizsgalatok eredményei szerint csak az ST5-0s ¢és az ST2-es kutak
mintaibol lehetett C230 transzkriptumot kimutatni, és csak a COMC230 primerrel. Ez utobbi
azt is jelenti, hogy csak az 1.2.C alcsaladba tartozé extradiol dioxigendzt kodold C230 gének
atirddasa volt kimutathatd az adott koriilmények kozott. Ezen eredmények alapjan mar ekkor
megjosolhatd volt, hogy mind a szennyezési csdéva kozepén, mind pedig a szélén a
Burkholderiales rendbe tartozé baktériumok uraljak a mikrobakozosségeket. Ugyanakkor
érdekes eredmény volt, hogy a szakirodalom altal univerzalisnak mondott C230 primerpar
hasznélata nem eredményezett PCR terméket. Ez pedig azt mutatja, hogy ez a primerpar nem
feltétleniil alkalmas azoknak a feltehetéen Comamonadaceae-eredetii 1.2.C-tipusu C230
géneknek a kimutatdsara, amelyeket a COMC230 PCR primerekkel sikeriilt amplifikalni a
mintakbol. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy a Sei és mtsai altal leirt PCR primerpar (1999) nem
hasznalhato univerzalis jelleggel a C230 gének kimutatasara. E primerpart ugyanakkor szamos
tanulmany soran alkalmaztak C230 gének diverzitasanak, illetve aktivitasanak vizsgalatara.
Lillis és mtsai (2010) példaul 2,4-diklor-fenollal szennyezett talaj mikrobakdzosségének
vizsgélatakor hasznaltak e primereket annak a kérdésnek az eldontéséhez, hogy az orto-, vagy
a meta-gytrthasitasi utvonalak dominalnak ezen tipusu vegyiilet in situ lebontasa soran.
Megvizsgalva azonban e primerek illeszkedését néhany reprezentativ 1.2.A, 1.2.B és 1.2.C
alcsaladba tartozo extradiol dioxigendzt kddold C230 gén célszekvenciajahoz, lathatova valt,

hogy e primerpar korantsem nevezhetd univerzalisnak. Ahogy az a 21. abran is lathato, a
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primerpar gyenge pontja a ,,forward ” primer, mivel a célszekvencia variabilitisa meglehetden
nagy, emiatt pedig 10-11 aspecifikus bazisparositas is kialakulhat, féleg az 1.2.C-tipusa C230
gének esetében. Ez pedig erdsen lesziikiti ennek a primerparnak a specifitasat €s egyaltalan nem

hasznalhato a C230 gének altalanos kimutatasara.

TM17159]

I12.A

12B

(PNL1] [CEOD0ETS: BocboscaT
HY3 catkE [L10655 2BCTGGCATGE

CRAGCCCEE:

oilb]
acCl [ARY240030]
SP-& [CPOOLOL3]

1 Thuk [UZ025

L.2.C

CPOO0352]

ICEO00E2T]
AF112137]

7 0-Tal (EUS
Tn2RET EUSE

5 o=

jortAcielelclcls{slel

Bk ok . Y
SCRCCGGTTCGRTCE FCVCTZ primer

*ei PR T

. P P
forward primer !AAGAGGCATGG\ CCTICGTTGCGSET IECCJ

21. abra: A Sei és mtsai (1999) daltal tervezett ,,univerzalis” C230 PCR primerek és egyes potencialis
célszekvenciak osszehasonlito elemzése (Tancsics és mtsai, 2012 alapjan).

V.2.3. A kimutatott extradiol dioxigenazok filogenetikai vizsgalata

Az ST2-es és ST5-0s mintakbol az RNS atirast kovetéen tehat csak a COMC230
primerekkel sikeriilt PCR terméket nyerni. Ahhoz, hogy latni lehessen van-e kiilonbség a két
mintaban el6fordulo és kifejezddd C230 gének tekintetében, a PCR termékeket felhasznalva
klontarakat hoztunk létre (48 darab klonszekvencia klontaranként). Ahogy az a filogenetikai
fan is jol lathato, teljesen mas genotipusok voltak aktivak a szennyezési csova kozepén (ST2),
mint a sz¢élén (STS) (22. abra). Az ST2-es mintdban az 9sszes klonszekvencia egy metagenom
vizsgalatbol szarmazd C230 genotipussal alkotott egy csoportot. E C230 gént els6ként
Brennerova és mtsai (2009) mutattdk ki egy csehorszagi kerozinnal szennyezett teriilet
talajmintaibol (metagenomic clone s67 D-Tn1). Expresszios vizsgalataik alapjan az e gén altal
kodolt katekol 2,3-dioxigenaz elsGsorban a 3-metilkatekolt, a toluol lebontasanak egyik
koztitermékét preferalja szubsztratként. Hasonld C230 gén korabban a magyarorszagi
»OM”-jeli karhelyr6l is kimutatdsra keriilt, méghozzd a szennyezést feltaro OMS-as

mintavételi kutbol. Ahogy az a filogenetikai fan lathatd, az ST2-es mintabol kimutatott C230
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genotipusok dontd tobbsége az innen szarmazé OMS8-2-jelli genotipussal mutatta a legnagyobb

hasonlosagot.

64

74

o8 | Comamonas sp. IST65 cdoE

Acidovorax sp. IS42
Diaphorobacter sp. PCA039
Delftia acidovorans TN ORF7NH
94 % Alcaligenes faecalis 1S-46

Comamonas testosieroni TA441 aphB

Delftia tsuruhatensis AD9 tadCl

g Leptothrix cholodnii SP-6 Lcho 3356

Ralstonia eutropha JMP134 Reut B5687

96

60

[ Ralstonia pickettii PKO1 tbubl
1

00 * Ralstonia pickettii 121 Rpic12D 3548
urkholderia vietnamiensis G4 Beep1808 7600

B
™ Burkholderia sartisoli RPO07 phnl:2

Cupriavidus metallidurans CH34 dmpB

57 = Burkholderia cepacia PhnE

100 |Pseudom0nas veronii 16-6A cbzE

Pseudomonas putida GI31 cbzE

ST5-10 (6%)

ST5-1 (3%)
98
gﬂ —— w1l Tn2R6F
o7 r OMS-1
1

00 'ST5-2 (91%)
—— ST2-9 (9%)

89

STS

ST2-7 (5%
100 (5%)

s67 D-Tnl ST2
OMS-2

81 "ST2-1 (86%)

Pseudomonas putida MT15 cdo

—
0.1

Pseudomonas putida MTS53 xylE

22. abra: A siklosi karhely ST2-es és ST5-6s mintavételi kutjaibol kimutatott C230 klonok
filogenetikai helyzetét bemutaté, aminosav alapu neighbor-joining fa. A fa gyokereztetéséhez a P.
putida MT53 1.2.A-tipusu C230 enzimének aminosav szekvenciajat hasznaltuk (Tancsics és mtsai,

2012 alapjan).
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Az ST5-6s minta esetében szintén egy Brennerova és mtsai altal kimutatott C230
genotipus koré csoportosultak (metagenomic clone wll Tn2R6F) a COMC230 primerparral
kimutatott genotipusok és dont6 tobbségiik a magyarorszagi OM8-1-es genotipussal mutatta a
legnagyobb hasonlosagot. Sajnos a kimutatott C230 genotipusokat tovabbra sem lehetett
kitenyésztett, ismert baktériumhoz kotni. Annyi konkluziot azonban le lehetet vonni ezekbdl az
eredményekbdl, hogy a kimutatott 1.2.C alcsaladba tartoz6 extradiol dioxigenazt kodolé C230
gének, illetve ezekhez hasonld genotipusok altalanosan kimutathatoak BTEX-vegyiiletekkel

szennyezett felszin alatti kozegekbdl és egyértelmiien e kozegekhez kothetd a jelenlétiik.

V.2.4. A C230 transzkriptumok kvantifikacioja

Ahhoz, hogy a kimutatott C230 gének kornyezeti relevanciajat vizsgalni lehessen, el kellett
végezni a génekrdl atirodott transzkriptumok mennyiségi meghatarozasat. Mivel a két
mintavételi kutbol kimutatott genotipusok két, egymastél meglehetdsen eltérd csoportba
rendezddtek, nem volt lehetéség arra, hogy egy primerpar segitségével el lehessen végezni a
megtervezésre és hasznalatra: ST5-gPCR-F 5°-GTG GGC ACA GAG GTC GGC-3’ és STS-
gPCR-R AAG AAC TTG GTG TTC TCG GC-3°. A primerpar optimalis anellacids
hémérséklete 51°C, és 149 bp hosszasagi amplikont eredményez. Az ST2-es minta
vizsgalatahoz késziilt qPCR primerpar: ST2-qPCR-F CCG GCT TGA ACT ACG TGG C-3’ és
ST2-gPCR-R CTG GGC AGC ATG AAC TGC AAC-3’. A primerpar optimalis anellacios
hémeérséklete 55°C, és 151 bp hossziisaghi amplikont eredményez. Mindkét primerpar nagy
specifitdst mutatott, aspecifikus fragment nem keletkezett a hasznédlatuk soran €s pozitiv
reakciot mutattak akkor is, ha csak 10 db célszekvencia volt jelen a 25 pL végtérfogatit PCR
reakcioban. Hasznalatukkal bizonyitast nyert, hogy a kimutatott 1.2.C-tipusa C230 gének
jelentds mértékben atirddnak. Az ST5-6s mintaban 4,16 x 108 db / mL mRNS transzkriptumot
lehetett kimutatni, mig az ST2-es minta esetében ez a szam 1,77 x 108 db / mL volt. A
szakirodalomban hasonl6 nagysagrendii C230 transzkriptumokrol szamoltak be mas kutatok
szintén kornyezeti mintak vizsgalata utan (Francis és mtsai, 1998; Mesarch ¢s mtsai, 2000;
Mesarch és mtsai, 2004). A jelen vizsgalat soran kimutatott 1.2.C-tipusi C230 gének (ha nem
is feltétleniil az Osszes genotipus) tehat minden bizonnyal szerepet jatszanak a

BTEX-vegyiiletek lebontasaban.

78



dc_1786_20

V.2.5. A mikrobakdzdsségek Osszetétele

A mikrobakozosségek faji Osszetételének feltarasa szintén RNS alapon tortént, hogy
kizardlag az aktiv mikroszervezetek kimutatasa torténjen meg. E célbdl a talajvizmintakbol
izolalt RNS-bdl elséként cDNS atirds tortént, majd ebbdl keriilt amplifikéalasra a kozosségi 16S
rDNS. A 16S rDNS amplikonokbol klontarak késziiltek, ahol legalabb 100 klon szekvenciaja
keriilt megallapitasra.

Ahhoz, hogy a szennyezés altal okozott, a mikrobakozdsség 0Osszetételében
bekovetkezett valtozasokat értékelni lehessen, a BTEX-szennyezést nem tartalmaz6 SK-V kut
mikrobakodzossége is feltarasra keriilt. E minta esetében bar nagy diverzitast lehetett tapasztalni
(Shannon-Weaver index: 3,22), a 16S rDNS klonszekvencidk jelentds része a Proteobacteria
osztalyt képviselte (23. abra). A legnagyobb csoportot a Betaproteobacteria osztalyba (Gjabban
Burkholderiales rend) tartozé baktériumokhoz kothetd szekvenciak alkottak, és azon beliil is az
Oxalobacteraceae csaladba tartoz6 Massilia, Herminiimonas és Undibacterium nemzetségek
voltak dominansak. Ehhez képest a Comamonadaceae csaladhoz kothetd klonszekvenciak
(Malikia, Rhodoferax, Acidovorax, Variovorax nemzetségek) joval kisebb szamban voltak
megtalalhatoak a klontarban. Jelentds csoportot képviseltek még a szliken értelmezett
Gammaproteobacteria osztalyt képviseld klonszekvencidk is, amelyek elsésorban kiilonb6z6
Pseudomonas fajokhoz voltak kothetdek, méghozza kiilondsen nagy diverzitassal. Igy példaul
kimutathatoak voltak elsdsorban novény patogén (Ps. viridiflava, Ps. marginalis, Ps. cichorii),
édesviz-forrasokhoz kothetd (Ps. jessenii) vagy szénhidrogén-lebonté fajok is (Ps.
benzenivorans, Ps. frederiksbergensis).

Az ST-5-0s, szennyezési csova szélén elhelyezkedd kut esetében az SK-V mintatol
jelentdsen eltérd, joval kisebb diverzitasi mikrobakozosséget lehetett kimutatni (Shannon-
Weaver index: 2,38). A klonszekvencidk dont tobbsége a Betaproteobacteria osztalyba
(4jabban Burkholderiales) tartoz6 baktériumhoz volt kothetd, azon beliil is a Comamonadaceae
csaladba tartoz6 Rhodoferax nemzetséghez. Jelentds csoportot alkottak még a Sideroxydans
lithothrophicus litoautrotrof, mikroaerofil vas(Il) oxidalé baktériumhoz kotheté szekvenciak.
Megjelentek olyan baktériumok is, amelyek egyértelmiilen a BTEX-szennyezéshez, illetve e
vegyliletek lebontasahoz kdthetdek. Ilyen példaul a disszertdcioban mar korabban részletesen
bemutatott ,,Dechloromonas aromatica”. Feltlind ugyanakkor az aromas szénhidrogének

lebontasara képes Pseudomonas fajok hianya a mintaban.
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23. abra: A siklosi karhelyen feltart mikrobakézosségek osszetétele (a) osztaly, illetve (b) csalad
szinten. a, Alphaproteobacteria; B, Betaproteobacteria; y, Gammaproteobacteria, o,
Deltaproteobacteria; ¢, Epsilonproteobacteria, Ba, Bacteroidetes; Oxa, Oxalobacteraceae; Coma,
Comamonadaceae; Rhod, Rhodocyclaceae; Gall, Gallionellaceae; Neis, Neisseriaceae; Hydro,
Hydrogenophilaceae; Meth, Methylophilaceae; GIS, Genera Incertae Sedis (Tdncsics és mtsai, 2012
alapjan).

Az ST2-es minta mikrobakozossége esetében azt lehetett megfigyelni, hogy a kézosség
diverzitasa az ST5-0s mintahoz képest is kisebbnek mutatkozott (Shannon-Weaver index:
1,58). Az ehhez a mintahoz tartozd 16S rDNS klontar elemzése alapjan elmondhat6, hogy a
Betaproteobacteria osztalyhoz (Gjabban Burkholderiales rendhez) kotheté klonszekvenciak
voltak jelen tilnyomd tobbségben. Raaddsul ezeknek a klonszekvencidknak kozel 80%-a
ugyanahhoz a 16S rDNS filotipushoz tartozott. A legkozelebbi tenyésztésbe vont baktérium,
amihez kotni lehet e szekvencidkat, a Comamonadaceae csaladba tartoz6 Rhodoferax
antarcticus ANT.BR jelt torzse volt, 97%-0s 16S rDNS szekvencia hasonlosag mellett.
Ugyanez a filotipus kordbban az ,,OM”-jelli karhely OM8-as mintavételi kiitjabol is kimutatasra
kertilt, illetve Callaghan és mtsai egy észak-amerikai karhelyen (Casper, WY, USA) talaltak
dominans mikroszervezetnek (Callaghan és mtsai, 2010). Fahy és mtsai egy 99,9%-ban hasonlo
16S rDNS klonszekvenciat mutattak ki jelentds gyakorisdggal egy oxigén-limitélt, benzollal
szennyezett talajviz mikrobak6zosségének vizsgalata soran (clone Pil 13, GenBank hivatkozasi
szam AM110010) (Fahy és mtsai, 2006). Ezek alapjan kijelenthetd, hogy ezeknek a Rhodoferax
nemzetségbe tartozd mikroszervezeteknek a jelenléte egyértelmien BTEX-vegyiiletekkel
szennyezett, oxigén-limitalt felszin alatti kzegekhez kothetd. Az, hogy a BTEX-vegyiiletek

lebontasaban milyen szerepet jatszanak, kérdéses volt, hiszen e baktérium tiszta tenyészete sem
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a vizsgalatok idején sem pedig a disszertacio irasakor nem létezett. Egy propil-benzol lebontd
dusito tenyészet mikrobakozosségének osszetétele arra enged kdvetkeztetni, hogy e baktérium
egyes torzsei képesek lehetnek az aromas vegyliletek anaerob lebontasara, vas(IlI)-redukcio
mellett (Eriksson és mtsai, 2005). Emellett egy stabil izotopos kisérlet eredményei arra
engednek kovetkeztetni, hogy egyes torzsei a fenantrén aerob lebontdsdban vehetnek részt
(Martin és mtsai, 2012). Az ST2-es klontarban emlitésre érdemes csoportot alkottak még a
Rhodocyclaceae csaladhoz kothetd klonszekvenciak, azon beliil is azok, amelyek az Azoarcus
sp. PbN1-jeli torzsével mutattak kozeli rokonsagot. E baktériumtorzsrol ismert, hogy nitrat-
redukcié mellett, tehat anaerob uton képes az etil-benzol, valamint a propil-benzol lebontasara
(Rabus és  Widdel, 1995). Jelentés csoportot alkottak még a Pseudomonas
veronii/extremaustralis leszarmazasi vonalhoz kothet6 klonszekvenciak is, bar megjegyzendd
ugyanakkor, hogy a féleg a Pseudomonas nemzetséghez kothetd 1.2.A-tipusi C230 gének
atirddasa nem volt kimutathato.

A 16S rDNS klontarak kozotti kiillonbségek szignifikans voltat az Unifrac
programcsomaggal tortént vizsgalat mutatta meg. Az eredmények alapjan mindegyik klontar,
igy tehat mindegyik mikrobakdzdsség szignifikansan kiilonbozott egymastol az dsszetételiiket
tekintve (a Bonferroni elv alapjan szamitott p érték minden parositas esetén <0,03). A klontarak
klaszter elemzése azt is megmutatta, hogy az ST5-6s és ST2-es mintak élesen elkiiloniilnek az
SK-V mintatdl, és kis hasonldsdg mellett ugyan, de egy csoportot alkotnak a dendrogramon
(24. abra.). Ez alapjan feltételezhet6, hogy mind a szennyezésnek, mind pedig az oxigén-
limitacidnak szignifikans hatdsa volt a mikrobakozosségek Osszetételére. Ugyanakkor
kétseégkiviil a szennyezés hatasara valtozott meg leginkabb a teriilet eredeti mikrobakozossége,
és ez okozta az Oxalobacteraceae csalad altal dominalt mikrobakozosség 4talakulasat

Comamonadaceae és Rhodocyclaceae csaladok éaltal dominalt kozosségekke.

100 SK-V
100 ST5
ST2
1 ]
1 1
0.05
24. abra: A 16S rDNS kiontarak hasonlosagi dendrogramja (UniFrac) (Tancsics és mtsai, 2012

alapjan).
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V.2.6. Az eredmények 0sszefoglaldsa — konkliziok

A siklosi karhely els6 vizsgalatanak ezen eredményei ravilagitottak arra, hogy a mar
korabban mas magyarorszagi karhelyekrdl is kimutatott 1.2.C-tipustt C230 gének jelentds
mértékben atirddnak a siklosi, BTEX szennyezést tartalmazé kornyezeti mintakban. Emiatt
pedig feltételezhetd, hogy jelentds szerepet jatszanak a BTEX-vegyiiletek lebontasaban felszin
alatti kozegekben. Ugyancsak meger0sitést nyert az a korabbi megfigyelés (Brennerova ¢és
mtsai, 2009), hogy az 1.2.A-tipusu C230 gének hipoxikus, felszin alatti kozegekben csak
marginalis szerepet jatszhatnak a BTEX-vegyliletek lebontdsdban. Az a tény, hogy mind a
szennyezési csova szélén, mind pedig annak koézepén a Rhodoferax nemzetségbe tartozo
mikroszervezetek voltak domindnsak, felveti annak lehetdségét, hogy e baktériumok némelyike
filotipus azonban olyan baktériumhoz kothetd, amely tenyésztésbe nem vont mikroszervezet,
igy ebbéli képességét még nem sikeriilt minden kétséget kizardan igazolni.

A siklosi karhely vizsgalata soran Kimutatott 1.2.C-tipusu C230 géneket sajnos tovabbra
sem lehetett ismert baktériumhoz kotni. A szennyezett kdzeg stabilitasa (sekély szennyezés,
csekély mértékii talajvizaramlassal) és konnyili hozzaférhetdsége azonban jo alapot szolgaltatott

ahhoz, hogy a tovabbi vizsgalatok kozéppontjaba ez a teriilet keriiljon.

V.3. A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhely mikrobakdézosségének egy
éven 4t tartd monitorozasa

V.3.1. A vizsgélat célja, menete

A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhely mikrobakdzosségeinek feltarasa
ravilagitott arra, hogy a szennyezési csdéva kdzepén egy meglehetdsen specializalt, alacsony
diverzitdsu mikrobakozosség alakult ki. Ez jo lehetdséget biztositott arra, hogy a
mikrobakdzosség folyamatos, havonta térténd monitorozdsa mellet megfigyelhetd legyen
annak esetleges dinamikéja, és igy a dominans [.2.C-tipusu C230 genotipusok
baktériumokhoz, baktérium csoportokhoz kapcsolodasa. A vizsgalatok ez esetben is RNS
alapon lettek elvégezve. A korabbi vizsgalatok soran nyilvanvalova valt, hogy e C230 gének
jelentés kornyezeti relevanciaval birnak. Ugyanakkor a COMC230 primerpar eredetileg
kizardlag olyan I.2.C-tipusu C230 génszekvenciak alapjan lett megtervezve, amelyeket a
Comamonadaceae csaladba tartozo baktériumok kodoltak. Ismert azonban, hogy e gének

megléte nem korlatozoédik a Comamonadaceae csaladba tartozd mikroszervezetekre, hanem

82



dc_1786_20

altalanosan elterjedt a Burkholderiales rend baktériumai k6zott, de még a Pseudomonadaceae
¢s a Xanthomonadaceae csaladok kozott is megtalalhatdak olyan nemzetségek, amelyek kozott
el6fordulnak ilyen génnel rendelkez6 baktériumok (pl. Pseudomonas és Pseudoxanthomonas
fajok a sziiken értelmezett Gammaproteobacteria osztalyon beliil). Eppen ez a heterogenitas
okozza azt a problémat, hogy nehéz az egész 1.2.C alcsaladra specifikus primerpart tervezni, és
emiatt nem is probalkoztak meg ezzel Hendrickx és mtsai amikor az [.2.A és 1.2.B alcsaladokra
specifikus primerparokat leirtak (Hendrickx és mtsai, 2006). Az adatbazisok béviilése azonban
lehetdséget kinalt arra, hogy teljes, vagy kozel teljes 1.2.C-tipustt C230 génszekvencidk alapjan
ez a megfontolas atgondolasra keriiljon, igy kisérletet tettem egy szélesebb specifitasu, a teljes

I.2.C-alcsaladra specifikus primerpar megtervezésével.

V.3.2. Az 1.2.C C230 alcsaladra specifikus primerpar

Ahogy azt a Sei és mtsai (1999) altal tervezett és altalanosnak mondott C230 primer
esetében latni lehetett, a probléma e primerpar hasznalata soran abbol adddott, hogy a szerzék
a célszekvencia heterogenitasat teljesen figyelmen kiviil hagytdk. A 25. abran lathatéak az
altalam tervezett 1.2.C alcsaladra specifikus primerek célszekvenciai. Megfigyelhetd, hogy ez
esetben is (de féleg a reverz primer esetében) meglehetdsen heterogének a célszekvencidk,
ugyanakkor megfigyelhetéek erdsen konzervaltnak tiind szakaszok is. A célszekvencidk
heterogenitdsa okozta problémat ugynevezett ,,degeneralt” primerek tervezésével probaltam
megoldani, igy végiil mind a forward, mind pedig a reverz primer esetében egy-egy primer
keveréket kaptam eredményiil. A reverz primer esetében egy pozicidban inozin beépitésére is
sziikség volt, mivel az adott pozicidoban mind a négyféle nukleotid el6fordalasa megfigyelhetd
volt a célszekvenciak kozott. A primerpar a XylE3 nevet kapta, mivel Hendrickx és mtsai az
[.2.A alcsaladra specifikus primerpart XylE1-nek, mig az 1.2.B alcsaladra specifikus primerpart
XylE2-nek nevzte el (Hendrickx és mtsai, 2006). A primerpar miikddésének vizsgalata
kornyezeti mintak felhasznalasaval tortént, és fontos eredménynek tartom, hogy ilyen mintak
felhasznalasa sordn a primerpar soha nem eredményezett aspecifikus PCR terméket, és pozitiv
reakcid esetén mindig egyértelmi és az agardz gélben éles képet add amplikont eredményezett.
A primerpar optimalis anellacios hdmérséklete 50°C, a vart amplikon méret ~800 bp. A tovabbi
vizsgalatok soran mindig e primerpar keriilt felhasznalasra az 1.2.C-tipusi C230 gének

kimutatasahoz.
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Comamonas sp. JS5765 catE [U%3090] B O N B TCAGGTATAGRCETCEGTGAR
nonas testosteroni TA441 aphB [AB006473] TG TGGGACGABTGGGACAR . vt ittt ittt a e ea s TCAGGTGTACACATCEGTRAA
ligenes faecalis 15-46 [EF540866] TGCTGGGACGRATGGGACAR . - i ittt st s n e nnens TCAGGTGTACACCTCGGTGAR
ovorax sp. J542 [CP000539] TGCTGGGACGRATGGGACAR . « v v ittt v i s i s s annens TCAGGTRTABACEBTCEGTGAR

ftia acidovorans 7N [RB177545] TCREGTGTACACCTCGGTGAR
Delftia tsuruhatensis RD9 tadCl [AY940090] TCAGGTRTABACETCEGTGAR
Diaphorcbacter sp. PCR0O39 [FJ601374] TGUTGGGACGRAATGGGACAR .« vt vt vt v v a e s TCAGGTBTAGBACETCEGT GAR

othrix cholednii 5P-6 [CPO01013] TGCTGGGACGABTGGGACAR . v vt vttt s v s s aans TCAGGTGTABGACCTCGGTGAR
ttii PKOl tbuRE [U20258) TGCTGGGACGRABTGGGACAR . « v vt vt vt i s s a e TCAGGTGTACACATCGGTGAA
ettii 12D [CP001645] TGCTGGGACGABTGGGACAR . « v vt vt vt v s e s s TCAGGTGTACACATCGGTGAA
ropha JMP 134 [CP000091) TGCTGGCAMGCRAETGGGEACAR . & & i ittt i i e s s TCAGGTGTACACEBTCECTGAR
Cupriavidus metallidurans CH34 dmpB [CP000352] TGCTGGGACGAATGGGACAR . & i i i ittt i ettt eaeeananes TCAGGTGTABACCTCGGTGAA
Burkholderia cepacia phnE [D(191058] TGCTGGGACCAATCECACAR . . . . e e e e e e e e e e TCAGG!
Burkholderia vietnamiensis (pBVIEO4) [CP000620] TGCTGGGACGAATCGGACAR . & o i i e e e e e e e e e e e e e e e ee TCAGE

Ralstonia pi
Ralstonia eu

Burkholderia sartisoli RPOUT phnE2 [AF112137] TGCTGGGACGARTGGEGACER . . o v e ee e ee e e ene e TCRGGTGTRERACCTCGETGAR
Pseudomonas putida MT15 cdo [U01826) roffrcecaficanTecalaa. ... ... L. tcnceTRTECACHTCGETGAR
metagenome clone s67 D-Tnl [EUS55077] ideloueleled:Toler: - iieleler.Uos. Y. U TCAGGTGTABACCTCGGTGAR
metagenome clone wllTn2R6F [EU555108] filctohcteler.Tolel:1 - yucleler: Yok V. WU CCGTGRAA
XYLE3 primer pir forward primer TGYTGGGAYGARTGGGAVAR revers primer TCASGTRTASACTTCSGTRAR

25. abra: Az 1.2.C C230 alcsalddra specifikus XYIE3 primerpar szekvencidja és sszehasonlito
elemzése néhany potencidlis célszekvencia segitségével ((Tancsics és mtsai, 2013 alapjan)).

V.3.3. Kdrnyezeti valtozok alakulasa a vizsgalt talajvizben a monitoring id6szak alatt

A vizsgalatokhoz felhaszndlt talajvizmintdk a 2010 méjusa és 2011 majusa kozotti
id6szakbdl szarmaztak a szennyezési csova kdzepét feltaré ST2-es mintavételi kutbol. Az RNS
izolalast mind a 13 havi minta esetében elvégeztem, mig komplex vizkémiai vizsgalat
elvégzésére harom havonta volt lehetdségem, igy azok Ot id6pont esetében alltak
rendelkezésemre. Ahogy az a 7. tabldzat adataibol is latszik, a BTEX-vegyiiletek
koncentracidja nagyjabol hasonléan alakult a monitoring vizsgalat idGtartama alatt. Ennek
soran végig a xilolok és az etilbenzol voltak kimutathatéak, mint legfébb szennyezdanyagok,
de a benzol is jelentds koncentracidban volt jelen. A toluol koncentracidja mutatkozott a
legkisebbnek a BTEX-vegyiiletek kozott, ami mar 6nmagaban is mutatta, hogy oxigén-limitalt

kozegrdl van szo, hiszen a toluol biodegradacidja a leggyorsabb ilyen koriilmények kozott.

7. tablazat: A siklosi ST2-es mintavételi kutban mért szennyezettségi paraméterek a 2010.

majus és 2011. majus kozotti iddszakban.

Mintavétel BTEX-vegyiletek koncentraciéja (pgL')
idpontya benzol toluol etilbenzol xilolok
2010 méjus 340 64 966 6700

2010 augusztus 616 102 1330 7450
2010 november 320 54 2420 6880
2011 februar 565 75 1570 6030
2011 majus 788 71 891 5320
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Az oldott oxigén koncentracidja 0,17 mg/L és 0,8 mg/L kozott valtozott, tehat a teljes
monitoring id6szak alatt hipoxikus koriilmények uralkodtak a talajvizben. A nitrat
koncentracioja a monitoring iddszak kezdetén még a kimutatasi hatarérték felett volt, késobb
azonban 1 mg/L ald csokkent. A szulfat esetében hasonld tendencia lathatd. A vas(Il)
koncentréacidja 2 és 4 mg/L kozott valtozott, mig a metané 1,2 és 2 mg/L kozott (8. tablazat).
Ezek az értékek azt mutattak, hogy a vizsgalt kozeg elektronakceptor-limitalt volt, és a
szediment anaerob részeiben €16 mikroszervezetek mar jorészt elfogyasztottak a rendelkezésre
allo elektronakceptorok egy részét (nitrat és szulfat). Nem meglepd tehat a fakultativ anaerob
vas(l11)-redukaldo Rhodoferax nemzetség korabban kimutatott dominancidja a szennyezési
csova kozéppontjaban. A szennyezés sekély fekvése miatt fontos megemliteni, hogy csapadék
szempontjabol két részre lehet osztani a monitoring idészakot. A 2010 majusa és decembere
kozotti idészakban 788 mm-nyi csapadék hullott a mintevételi teriilet kornyezetében (forras:
Orszagos Meteoroldgiai Szolgalat) és eloszlasa a szokasos szezonalis dinamikat mutatta. Ezzel
szemben 2011. januar és 2011 majusa kozotti idészak szélsOségesen szaraz volt és minddssze
85 mm-nyi csapadék hullott. (Mint utdlag fény deriilt ra, a 2011. év volt a legszarazabb év
Magyarorszagon 1901 6ta, és mindossze 404,4 mm csapadék hullott orszagos szinten ebben az
évben.) Ennek kovetkeztében a talajviz szintje folyamatos és jelentds csokkenést mutatott a

monitoring idGszak alatt.

8. tablazat: A siklosi ST2-es mintavételi kutban mért fizikai-kémiai paraméterek a 2010. majus

¢s 2011. majus kozotti idészakban.

Mintaveétel fiziko-kémiai paraméterek
idépontja :if’;‘; (mgL-") NO;- (mgL-") Fe?* (mgL-') 50,2 (mgL-") CHy (mgL) pH Ey (MV)  talajvizszint (mm)
2010 majus 06 2 4 24 19 6.88 148 —~2530
2010 zugusztus 017 <1 3 <5 124 6.96 8 ~3120
2010 november 05 <1 3.1 <5 1.69 6.98 127 ~3190
2011 februar 0.5 <1 37 <5 197 7.28 -216 ~3300
2011 méjus 02 <1 2 <5 1.84 7.07 214 _3040

V.3.4. A mikrobak6zdsség 0sszetételének 16S rDNS alapu monitorozasa

A szennyezési csOva  kozepét feltar6  ST2-es  talajvizmintavételi  kut
mikrobakozosségének dinamikajat 16S rRNS gén alapit T-RFLP modszer segitségével
vizsgaltam. Ahhoz, hogy az egyes T-RF-ekhez baktériumot, vagy baktérium csoportot tudjak
kotni, és ezaltal az esetlegesen megfigyelhetd dinamika mibenlétét feltdrhassam, harom
mintavételi idépontban (2010. majus, 2010. december és 2011. majus) 16S rDNS alapt

klontarakat hoztam létre, majd megallapitottam az egyes klonszekvencidk T-RF hosszat.
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A kiindulasi, 2010. majusi minta esetében a Burkholderiales rendbe tartozo6 baktériumok

uraltadk a mikrobakozosséget, és elsdsorban a Rhodoferax, Azoarcus és Sulfuritalea

nemzetségek képviseldit lehetett kimutatni. E nemzetségekhez lehetett kotni sorrendben a 430

bp, a 119 bp és a 118 bp hosszusaggal jellemezheté T-RF-eket (9. tablazat).

9. tdblazat: Az ST2-es kut mikrobakdzosségének Gsszetétele harom mintavételi idépontban és

a reprezentativ 16S rDNS klonszekvenciak szamitott és mért TR-F hossza.

A Pseudomonas

Filogenetikai

%-0s arany az adott  T-RF hossz (bp)

. klénkonyvtarban
besorolas -
2010M 20100 2011M szamitott — mert
Betaproteobacteria 70 75 78
Rhodoferax 58 1 12 433 430
Albidiferax 1 3 433/477 429/472
Azoarcus 45 16 120 119
unc. Rhodocyclaceae 9 39 122 120
Dechloromonas 7 5 120 121
Delftia 3 1 120 117
Hydrogenophaga 1 427 423
Acidovorax 1 431 428
Sulfuritalea 4 3 1 120 118
Thiobacillus 1 2 122 120
Sulfuricella 1 475 472
Gammaproteobacteria 18 17
Pseudomonas 10 17 521/472 522/472
Alkanibacter 8 462 457
Alphaproteobacteria 2 7
Rhizobium 2 2 111/483 111/478
Oleomonas 5 120 119
Epsilonproteobacteria 7 1 2
Sulfurospirillum 7 1 2 448 449
Deftaproteobacteria 1 2 1
Geobacter 1 243 243
Desulfopila 1 226 223
unc. Desulfobacteraceae 1 258 258
Closiridia 3
Anaerovorax 3 4932 490
Egyéb 1 9
nemzetséghez kothetd, szintén nagy gyakorisaggal eléforduld

klonszekvencidk 472 és 522 bp hosszsagi T-RF-fel voltak jellemezhetéek, mig az

Alkanibacter nemzetséghez kothet6 szekvenciak 457 bp hossziusagu T-RF-fel.

A 2010. decemberi minta esetében tovabbra is a Burkholderiales rend tagjai

mutatkoztak dominansnak, de kissé eltérd kozosségkép rajzolodott ki. A 2010. majusi mintaval

ellentétben az Azoarcus nemzetség volt jelen tilnyomd tobbségben, mig a Rhodoferax
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nemzetség marginalis mértékben volt kimutathatd. Jelentds csoportot képviseltek még azon
kloénszekvenciak, amelyek egy kitenyésztetlen, Rhodocyclaceae csalddba tartozo baktériumhoz
voltak kothetéek (120 bp hosszusagu T-RF), illetve ugyancsak emlitésre mélté abundanciaval
rendelkeztek a Dechloromonas nemzetséghez kothet6 szekvencidk (121 bp hosszasagu T-RF).
A klontar egészét tekintve a masodik legjelentsebb csoportot a Pseudomonas nemzetséghez
kothetd klonszekvenciak alkottak (472 és 55 bp T-RF-ek).

A monitoring id0szak végére az ismeretlen, Rhodocyclaceae csaladba tartozo
mikroszervezethez kothetd klonszekvencidk valtak tilnyomo részben domindnssa, de jelentds
csoportot alkottak az Azoarcus, a Rhodoferax és a Dechloromonas nemzetségekhez kothetd
szekvenciak is. Erdekes médon a Pseudomonas nemzetség nem volt kimutathatd a mintabol (a
szliken értelmezett Gammaproteobacteria osztaly egyaltalan nem volt kimutathatd), mig az
Alphaproteobacteria osztalyt féleg Oleomonas nemzetséghez kothetd szekvenciak képviselték
(119 bp hosszusagu T-RF).

Ami a mikrobakozosség 2010 majusa és 2011 majusa kozoti dinamikéjat illeti, a
T-RFLP elektroferogramok alapjan az lathatd, hogy a monitoring iddszak alatt a
mikrobakozosség faji  Osszetétele tobbé-kevésbé allandé volt, ezzel szemben a
dominanciaviszonyok nagyobb valtozatossagot mutattak (26. abra). Ez utdbbi jelenség,
miszerint akar jelentds dominanciaviszonybeli atrendezOdést lehetett tapasztalni akar egyik
hoénaprodl a masikra is, jo lehetdséget biztositott arra, hogy megvizsgéljam az 1.2.C-tipusu C230
gének kimutathatosagi, illetve kifejezddésbeli dinamikéjat, majd statisztikai Osszefiiggések

alapjan baktériumokhoz kdssem a jelentésebb genotipusokat.
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26. abra: Az ST2-es mintavételi kut mikrobakozésségenek 16S rDNS T-RFLP mintazata a 2010. majus
és 2011. majus kozotti idoszakban (Tancsics és mtsai, 2013 alapjan).
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V.3.5. Az 1.2.C-tipustt C230 gének diverzitasanak és aktivitdsdnak monitorozéasa

A 13 honapos vizsgalati periddus alatt minden hénapban vizsgéltam az 1.2.C-tipusu
C230 gének aktivitasanak kimutathatdsagat. Az eredmények alapjan kijelenthetd volt, hogy az
ehhez az alcsalddhoz tartozo C230 gének mindvégig aktivak voltak, és a cDNS atiras utan
sikeriilt a XylE3 primerpar segitségével amplifikalni a kérdéses génszakaszokat. A diverzitas
feltarasahoz, hasonldéan a 16S rRNS génekhez, a 2010. majusi, 2010. decemberi és a 2011.
majusi mintadk esetén klontarat készitettem a C230 PCR termékeket felhasznalva. A
szekvencidk aminosav szintii filogenetikai elemzése azt mutatta, hogy a kimutatott

klonszekvenciakat 6, egymastol jol elkiilonithet csoportba lehetett sorolni (27. abra).

7| M2010-X3-C1 [ (1X861106)®
5411M2011-X3-C1 PR (JX861109) A
100 |* metagenomic clone 567 D-Tnl (EUS35077) | C
M2010-X3-C2 [ (1X861107) @
93 ' D2010-X3-C2 (JX861108)m
Cdo P. putida MT15 (U01826)
D2010-X3-A K88 (JX861101)m
A (1X361100) @

9%

M2010-X3-A

M2011-X3-B2 (JX861105) &
M2010-X3-B1 (JX861102) ®
M2011-X3-B1 (JX861104) &
D2010-X3-B1 [E
Ajs_0214 Acidovorax sp. 1542 (CP000539)
CdoE Comameonas sp. 18765 {U93090)
C230 Diaphorobacter sp. PCA039 (FI601374)
€230 Delftia sp. AN3 (DQ661649)

C230 D. acidovorans TN (AB177545)
€230 A. faccalis 15-46 (EF540866)

Veis 2789 I eiseniae EF01-2 (CP000542)

(IX861103)m

Leho 3357 L. cholodnii SP-6 (CPO01013)
100 [ TdnC 22 prtida UCC22 plasmid pTDN1 (D85415)
€230 D. tsurahatensis AD9 (AY940090)

AphB C. restosteroni TAA441 (AB006479)

100 Y €230 C. testosieroni CNB-2 (CP001220)

Reut B3687 C. necator IMP134 (CP000091)

230 R. picketti 12D (CPO01643)

100 =TbuE R pickettii PKOT (U20258)

€230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09025) (CP003093)
1 €230 Pscudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_04410) (CP003093)
% D2010-X3-E EWA (IX861114) m E
100 ' M2011-X3-E EKRA (JX861115)4

C230 B. vietnamiensis G4 plasmid pBVIE04 (CP000620)

PhnE2 Burkholderia sp. RPO07 (AF112137)

100
DmpB C. metallidurans CH34 (CP000352)

BtxH Ralstonia sp. PHS1 (DQ834383)
36=PhnE B. cepacia (DQ191058)
M2010-X3-D1 B33 (JX861110) @
D2010-X3-D1 (IX861112) m
D2010-X3-D2 (JX861113) m
M2010-X3-D2 (IX861111) ®
metagenomic clone s202 (EU884812)

$8 = metagenomic clone s186 (EU884810)

metagenomic clone w1l Tn2R6F (EU555108)
230 B. cepacia AA1 (U47111)
M2010-X3-F EiA (1X861116)o| F

100 ' €230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09150) (CP003093)

XylE P. putica TOL plasmid pWW53 (AF102891)

0.05

27. abra: A monitoring idoszak alatt az ST2-es mintavételi kutbol kimutatott 1.2.C C230 klonok
filogenetikai helyzetét és csoportosulasat bemutato, aminosav szekvencia alapu neighbor-joining fa. A
fa gydkereztetéséhez a pWW53 TOL plazmidon kédolt 1.2.A C230 enzim aminosav szekvencidjat
hasznaltuk (Tancsics és mtsai, 2013 alapjan).
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A 2010. majusi minta esetében a klonszekvencidk dontd tobbségét (a szekvencidk
61%-a) az ,,A”-jelt klaszterbe lehetett sorolni, és ¢ szekvenciak aminosav szinten a legnagyobb
hasonlésagot a Pseudomonas putida MT15-6s térzsének C230I1 enzimével mutattak (98,8%).
Ezt az extradiol dioxigendzok 1.2.C alcsaladjaba tartoz6 C230 enzimet els6ként Keil és mtsai
irtak le (1985), amikor is felfedezték, hogy egyes Pseudomonas torzsek két, egymassal nem
homolog €és egymastdl fiiggetleniil szabalyozott C230 génnel rendelkeznek. (E baktérium torzs
C230I enzime egyébként egy 1.2.A alcsaladba tartozo extradiol dioxigenaz.) A szekvenciak
masodik legnagyobb csoportja (15%) a ,,B”-jelli klaszterbe tartozott, és szintén a P. putida
MT15 C230Il enzimével mutattdk a legnagyobb hasonlosagot, am ez csupan 91,4%-0s
hasonlosdgot jelentett, igy e csoportot nem lehetett ismert baktériumhoz kotni. A
klonszekvencidk 12%-a a ,,C’-jelli klaszterbe tartozott és a Brennerova ¢és mtsai altal leirt
(2009), metagenombol kimutatott s67 D-Tnl-jelti, hipotetikus C230 enzimmel mutattak
kozeli rokonsagot (97,3 — 98,8% aminosav szekvencia hasonldsag). A siklosi karhely elsd
vizsgalatakor ez a C230 szekvencia volt a legnagyobb gyakorisaggal kimutathat6 a szennyezési
csova kozepébdl a COMC230 primerpar segitségével (Téancsics ¢és mtsai, 2012). A
kloénszekvenciak 10%-a tartozott a ,,D”’-jeli klaszterbe €s szintén Brennerova és mtsai altal leirt
(2009) metagenomi szekvenciakkal mutattak kozeli rokonsagot (98,3%-99,2%). Sajnos
azonban ezeket a szekvencidkat sem lehetett ismert baktériumhoz kotni. Mindossze egy darab
klonszekvencia tartozott az ,,F”-jell klaszterbe, amely a Pseudoxanthomonas spadix BD-a59
torzs egyik C230 szekvencidjaval mutatott 100%-o0s egyezést. Itt kell megjegyezni, hogy a
mind a hat BTEX-komponens lebontasara képes BD-a59-es torzs genomja ismert, és abban
harom kiilonb6z6 C230 enzim génje talalhatd meg, azonban ezek mindegyike 1.2.C alcsaladba
tartozo enzimet kodol (Kim és mtsai, 2008; Lee és mtsai, 2012). A 2010. decemberi minta
esetében szintén kimutathatoak voltak e szekvencia tipusok, am kissé eltéré abundancia volt
megfigyelheté mindegyik esetében. Az ,,A”-jelli klaszterbe tartozé szekvenciak abundanciaja
jelentdsen csokkent (7%), €s helyette a ,,.B”-jelii klaszterbe tartozd szekvencidk voltak
dominansak (65%). A ,,C”-jelli csoportba tartoz6 szekvencidk aranya csokkent (4%), mig a
,»D”-jellibe tartozoké jelentésen megnétt (20%). Bar ,,F”-jelii klaszterbe tartozd szekvenciat
ebbdl a klonkdnyvtarbol nem sikeriilt kimutatni, alacsony gyakorisaggal ugyan, de megjelent
egy ujabb szekvenciatipus (,,E”-jelii klaszter, a szekvencidk 4%). E szekvencidk alacsony
hasonlésag mellett (89,9%) a Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 torzs egyik C230
szekvenciajaval mutattak rokonsagot, tehat nem lehetett egyértelmiien ismert baktériumhoz

kotni 6ket. A monitoring periodus végére a klonszekvencidk diverzitasa jelentdsen csokkent.
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Tovabbra is a ,,B”-jelii klaszterbe tartozé szekvencidk voltak a dominansak, s6t mar a
szekvenciak 85%-a tartozott ide. Az ,,E”-jelii klaszterbe tartozo szekvenciak gyakorisaga nott
(13%), mig a ,,C”-jelii klaszterbe tartozoké tovabb csokkent (2%). Emellett az ,,A” és ,,D”-jelil
klaszterbe tartoz6 szekvencidk nem voltak kimutathatoak a 2011. majusi klontarbol.

Az 1.2.C-tipusu C230 gének aktivitasa mellett szintén havi szinten vizsgéltam az [.2.A
¢és 1.2.B-tipusu C230 gének kifejezddését is. Utdbbiak esetében nem lehetett transzkriptumot
kimutatni, mig az 1.2.A-tipusu C230 gének esetében, amelyek szinte kizarolag a Pseudomonas
nemzetséghez kothetdek, 2010 decembere és 2011 majusa kozott lehetett aktivitast kimutatni,
de meg kell jegyezni, hogy nagyon gyenge PCR termék keletkezett minden esetben. A
kifejez6dott gének diverzitasanak feltarasa okan a 2010. decemberi €s 2011. majusi mintak
esetén klontarakat készitettem és vizsgaltam. Ahogy az a szadmitott aminosavszekvencidk
alapjan késziilt filogenetikai fan is lathatd, a szekvenciak két klaszterbe voltak sorolhatdak (28.
abra). E két klaszter szekvenciai a TOL plazmidon kodolt két, egymassal homolog C230 enzim
valamelyikével mutattak teljes egyezést (100%-o0s aminosav szekvencia hasonlosag). Ez az
eredmény azt feltételezi, hogy TOL plazmiddal rendelkez6 Pseudomonas nemzetségbe tartozo
baktériumok gyenge aktivitasat lehetett kimutatni a 2010 decembere és 2011 majusa kozotti

id6szakban.

M2011-X1-B (JX861125) A

64 | D2010-X1-B (JX861124) m
XylEL P. putida TOL plasmid pWW53 (AF102891)
73| 'XylE P. putida TOL plasmid pWWO0 (M64747)

M2011-X1-A (TX861123) A

D2010-X1-A (JX861122) m
XylEIL P putida TOL plasmid pWWS53 (AB238971)

C230 Pseudomonas sp. KB35B (DQ265742)

C230 P. aeruginosa J1104 (D83057)
PhIH 7. putida ATCC 11172 (DQ131592)
PhhB P. putida P35x (X77856)

64 "NahH P. stutzeri NA1(AB234618)

Cdo P, putida MT15 (U01826)

—
0.1
28. dbra: A monitoring iddszak alatt az ST2-es mintavételi kutbol kimutatott 1.2.4 C230 klonok
filogenetikai helyzetét és csoportosuldsat bemutato, aminosav szekvencia alapi neighbor-joining fa. A
fa gyokereztetéséhez a P. putida MT15-0s térzs 1.2.C C230 enzimének aminosav szekvencidjdt
hasznaltuk (Tancsics és mtsai, 2013 alapjan).
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V.3.6. Az 1.2.C-tipusu C230 gének expresszids mintazatanak nyomonkovetése

A klontérak altal feltart 1.2.C-tipusa C230 genotipusok aktivitasanak nyomonkdvetését
a Single Nucleotide Primer Extension (SNuPE) mddszer segitségével végeztem el. Ezt a human
genetikaban hasznalatos molekularis mddszert eredetileg pontmutacidk detektalasara dolgoztak
ki, de szdmos tanulmany igazolta, hogy mikrobialis Okoldgiai vizsgéalatok esetén is jol
hasznalhato. A mddszer 1ényege, hogy az adott genotipus kimutatdsara tervezett oligonukleotid
préba a célszekvencidhoz vald hibridizaci6 utdn mindossze egy darab nukleotiddal
hosszabbodik meg a DNS polimerdz enzim jovoltabdl, ugyanis a reakcidban résztvevd dsszes
nukleotid didezoxi forméban van jelen, amelynek beépiilése lancterminaciot okoz (akarcsak a
Sanger-féle DNS szekvenaldsi modszer esetén). A kiilonbozé didezoxi nukleotidok egyedi
fluoreszcens jelolést hordoznak, igy a reakcid utdn az oligonukleotidok kapillaris gél-
elektroforézissel torténd elvalasztas utan l1ézeres tton detektalhatoak. A beépiilt nukleotid
mindsége hordozza a kérdéses genetikai informaciot.

Ahhoz, hogy a SNuPE mddszerrel vizsgalni tudjam a kimutatott 1.2.C-tipusa C230
genotipusok expressziés mintazatat, a hat kiilonb6z6 klaszterre specifikus oligonukleotid
probakat kellett terveznem. E probéak szekvencidjat, és alapvetd tulajdonsagaikat a 10. tablazat

részletezi.

10. tablazat: Az 1.2.C C230 klaszterek kimutatasahoz tervezett SNuPE primerek jellemz6i

Az oligonikleotid Meért
Cél . . . . Beépiild
Oligonukleotid szekvencia hossza a reakcio végén hosszusag*
klaszter béazis**
(bp) (bp)
A 5" CTT GAT CACATT GCACTT GTA ¥ 22 28 I
B 5°(T); CGG CAT CAA GACAGACCT GCT 3° 25 30 A
C 5" (T)s CAT AGA GGC CTA CGG TAT CGC ¥’ 28 32 A
D 5" (T)e GTT GGC CGC ATG CTGAAATIT 3° 31 36 A
E 5°(T)12CAG GCC GCCACATGG CTGACA 3’ 34 38 I
F 5°(T)1s TGG CCAAGAACC GCACCC GCA 3’ 37 40 I

*. A tényleges, és a kapillaris gél-elektroforézis soran mért hossz az oligonukleotid révidsége miatt
jelentésen eltérhet.
**: A beépiild nukleotid szine megfelel az elektroforetogramon vart jel szinének.

A mintak SNuPE vizsgalat elektroforetogramjai alapjan azt lehetett latni, hogy az ,,A”-

jelti klaszter aktivitasa, amely a Pseudomonas nemzetséghez volt kothetd, elsésorban a

vizsgalati 1idOszak elsé felében volt megfigyelhetd. A 2010 oktdberét kovetd iddszakban
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azonban tObbnyire marginalis aktivitasat lehetett megfigyelni az e klaszterbe tartozo

genotipusoknak (29. abra).
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29. abra: A siklosi ST2-es kut mikrobakozosségenek 1.2.C C230 SNuPE mintazata a 2010. majus és
2011. majus kozotti idészakban (Tancsics és mtsai, 2013 alapjan)
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Ezzel szemben a ,,B”-jelli klaszter aktivitdsa a vizsgélati id6szak mésodik felében volt
jelent6s, és 2011 aprilisara gyakorlatilag egyeduralkodéva valt az e csoport aktivitasat mutatd
SNUPE jel az elektroferogramon. A ,,C’-jeli klaszter aktivitasa valtozo képet mutatott, és 2010
augusztusaban e csoport mutatta a legnagyobb aktivitast. Emellett elmondhaté még, hogy
minden honapban kimutathat6 volt az aktivitdsa. A tobbi harom klaszter aktivitasuk alapjan
kisebb jelentdséglinek mondhato. Bar a ,,D”-jeli klaszter aktivitdsa harom hénap mintdinak
kivételével (2010. junius, julius és augusztus) tobbnyire kimutathaté volt, szinte mindig
alacsony aktivitast detektaltunk e csoport esetében. Szinte ugyanez elmondhaté az ,,E”-jelti
klaszterrdl is, mig az ,,F”-jeli klaszter esetében csak a 2010 novembere és 2011 februarja

kozotti idoszakban lehetett detektalhatd aktivitast kimutatni.

V.3.7. Statisztikai Osszefliggések keresése az aktiv mikrobakdzosségek dsszetétele és a C230
gének expresszids mintazata kozott

Az RNS alapon feltart mikrobakozosség Osszetétele és az 1.2.C-tipusu C230 gének
expresszids mintazata kozotti Osszefiiggések feltardsdhoz elsé 1épésben klaszter elemzést
végeztem kiilon-kiilon a 16S rRNS gén alapt T-RFLP, illetve a C230 SNuPE

elektroferogramok alapjan. Ennek eredményét az 30. abra mutatja.

@ Hasonlosdg (b) Hasonlbsag
e £ © £ 5 £ & & S &8 5 S &£ & & ¢
4;— =S - .ll. L =] 9!9 -3 = L = t:l ? e (=] !.‘ll
2011 majus | 2010 zzeptember
2010 jiius 12010 cktéber
_I: 2011 marcius 2011 marcius
2011 februar 2010 majus
2011 aprilis - 2011 aprilis
2010 november ——————— 2010 november
—[: 2010 december 2010 december
2011 januar 2011 janusr
2010 majus 2011 februar
2010 szeptember 2011 majus
—l— 2010 oktober | 2010 jilius
2010 jinivs 12010 augusztus
2010 angusztus 2010 jinmus

30. abra: A siklosi ST2-es mikrobakézdsség (a) 16S rDNS T-RFLP, illetve (b) C230 SNuPE
elektroferogramjainak klaszter elemzése (Tancsics és mtsai, 2013 alapjdn).

Bizonyos esetekben megfigyelhetd volt, hogy olyan egymast kdvetd honapokban, ahol
az aktiv mikrobakozosség Osszetétele nagy hasonlosagot mutatott, ott a C230 gének

expresszids mintazatardl is el lehetett mondani ugyanezt. Ez legjobban a 2010 novembere és
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2011 januarja, 2010 szeptembere és oktdbere, illetve kevésbé egyértelmiien, de a 2011 mérciusa
¢s aprilisa kozotti idészakokban volt megfigyelhetd. Ugyanakkor voltak olyan mintak, amelyek
esetében bar hasonlo C230 expresszids mintdzat volt megfigyelhetd, a mikrobakdzosség
Osszetételében jelentds kiilonbség volt megtigyelhetd kozottiik. Erre jo példa a 2010. juniusi és
juliusi mintak esete. Ez a jelenség lehetové tette, hogy 0sszefiiggést keressiink egyes T-RF-ek
¢s SNuPE klaszterek jelenléte és abundancidja kozott. Az R statisztikai programcsomag
segitségével a SNuPE elektroferogramokbdl nyert adatokat vektorok formajaban
hozzaillesztettiik a 16S rRNS gén alapia T-RFLP eredmények fékomponens analiziséhez.

Ennek eredményét mutatja a 31. 4bra.
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31. dbra: A 16S rDNS és a SNuPE eredmények kozotti statisztikai 6sszefiiggések megjelenitése PCA
diagramon az R programcsomag segitségével (Tancsics és mtsai, 2013 alapjan).

E statisztikai vizsgalat eredményét értékelve elmondhatd, hogy a ,B” és ,E”-jell
klaszterek a 120 bp hosszisagu T-RF-fel mutattak szignifikdns korrelaciot, mig a ,,C’-jelt
klaszter a 430 bp hosszusagu T-RF-fel. Ez alapjan azt lehetett valdszintsiteni, hogy a ,,C”-jelli
klaszterhez tartoz6 C230 géneket a Rhodoferax nemzetségbe tartozo baktériumok kodoljak,

mig a ,,B” és ,E”-jeli klaszterbe tartozd géneket a Rhodocyclaceae csaladba tartozo
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baktériumokhoz lehetett kotni. Megjegyzendd, hogy e kisérletek o6ta a Rhodocyclaceae csalad
taxonOmiai revizion esett at, és két 0j csalad valt ki beldle: Azonexaceae (nemzetségek:
Azonexus, Dechloromonas, Ferribacterium és Quatrionicoccus) és Zoogloeaceae
(nemzetségek: Zoogloea, Thauera, Uliginosibacterium és Azoarcus). A Rhodocyclaceae
csaladot ma mindossze a Rhodocyclus, Azospira és Propionivibrio nemzetségek alkotjak
(Boden ¢és mtsai, 2017). Mivel ez utobbi nemzetségek képviseldit nem lehetett a vizsgalt
kozegb6l kimutatni, helyesebb talan ugy fogalmazni, hogy az utobbi két klaszterbe tartozo
C230 géneket nagy valoszinliséggel a Zoogloeaceae, illetve az Azonexaceae csaladokba

tartozé baktériumok kodoljak.

V.3.8. A Rhodoferax nemzetségbe tartoz6 mikroszervezetek feldusitasara tett kisérlet

A fenti eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy egy Rhodoferax nemzetségbe
tartozd, am eziddig tenyésztésbe nem vont  baktériumnak kulcsszerepe lehetett a
BTEX-vegyiiletek mikroaerob lebontasaban, és e baktérium 1.2.C C230 génnel rendelkezhet.
Emiatt dontottiink Gigy, hogy egy dusitasi kisérlet segitségével megprobaljuk kitenyészteni ezt
a mikroszervezetet. A legkozelebbi rokonokrol ismert volt, hogy nitrogén-fixaciora lehetnek
képesek (Rhodoferax antarcticus), illetve felszin alatti kozegben ¢él6 képviseldik
vas(l11)-redukalo fakultativ anaerob életmodot folytatd mikroszervezetek, amelyek képesek
acetaton novekedni (Rhodoferax ferrireducens) (Madigan és mtsai, 2000; Finneran és mtsai,
2003). Ezen ismeretek alapjan négyféle, am egymastdl csupan a nitrogénforras tekintetében
eltéré anaerob dusitd tenyészetet hoztunk létre. Feltételezésiink az volt, hogy a keresett
Rhodoferax sp. baktérium abban a tapoldatban fog leginkabb feldasulni, ahol csupan a lombik
gaztere tartalmazott nitrogént, ¢és igy nitrogén-fixdciora késztetjik a feldasulo
mikroszervezeteket. A szénforras minden esetben acetat, mig az elektron akceptor Fe(I11)-NTA
volt. A vart eredménnyel szemben azonban egyik dusitd tenyészetben sem jelentek meg a
Rhodoferax nemzetség képvisel6i. Bar a nitrogén-fixald, IV-es tipusu dusitd tenyészetben
alacsony diverzitdsu baktériumkozosséget talaltunk, a dominans mikroszervezet az obligat
anaerob, vas-redukalé Geobacter luticola fajjal mutatott rokonsagot (97,5% 16S rDNS
hasonlosag) (Farkas és mtsai, 2017). E kisérlet tehat nem mutatkozott alkalmasnak arra, hogy

a keresett Rhodoferax nemzetségbe tartozo baktériumot feldusitsuk és izolaljuk.
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V.3.9. Osszegzés

A siklosi karhely mikrobakozosségének 13 honapon at tartdé folyamatos vizsgalata
ravilagitott arra, hogy a korabban tapasztaltnal is nagyobb az 1.2.C-tipusi C230 gének
diverzitdsa a teriileten. Ezt a diverzitast egy olyan, Ujonnan tervezett PCR primerpar
segitségével tudtam feltarni, amelyet Kifejezetten az 1.2.C-tipusa C230 gének kimutatasara
terveztem (XylE3 primerpar). Bizonyitast nyert, hogy az e tipusba tartoz6 C230 gének joval
nagyobb diverzitassal vannak jelen a siklosi karhelyen (legaldbb is a szennyezési csova
kozepén), mint az 1.2.A-, vagy az |.2.B-tipusu C230 gének. Ennek megfeleléen a

Sikeriilt kimutatni, hogy a szennyezési csova kozéppontjadban a mikrobakozosség faji
Osszetétele tobbnyire stabil volt a vizsgalt id6szak alatt, ugyanakkor a dominanciaviszonyai
valtoz6 képet mutattak. Elmondhat6, hogy a mikrobakdzosséget végig a Comamonadaceae,
Zoogloeaceae és Azonexaceae csaladokba tartozo baktériumok uraltak és egyes 1.2.C-tipusu
C230 géneket sikertilt is ¢ csaladokhoz, illetve e csaladok valamely nemzetségéhez kotni, am
egyeldre csak statisztikai Gton.

A kisérletek ramutattak arra is, hogy a SNuPE modszer valdoban jol hasznalhato
mikrobidlis vizsgéalatok sordn 1is, ¢és kifejezetten alkalmas arra, hogy funkcidgének
expresszidjanak vizsgalatakor kiilonb6zd genotipusok aktivitasat elemezhessiik egyiddben, egy
reakci0 keretén beliil.

Végiil, de nem utolsésorban, nyilvanvalova valt, hogy ahhoz, hogy minden kétséget
kizaréan azonositani tudjuk a mikoraerob BTEX-lebontasra képes mikroszervezetek korét,
kisérletet kell tenni e mikroszervezetek feldusitasara és izoldldséra, illetve olyan komplex
molekuléris 6kologiai modszerek hasznalatdhoz kell folyamodni, mint példaul a stabil izotopos

jeldlés (stable isotope probing - SIP) modszere.

V.4. Az 1.2.C-tipus6 C230 génnel rendelkezé Zoogloea oleivorans izolalasa és 1ij
fajként torténd leirdsa

V.4.1. Baktériumtorzsek direkt izolalasa kdolajszarmazekkal szennyezett kzegbdl

Ahogy az az eldz6 fejezetek alapjan lathato, a tisztan molekularis modszereken alapuld
vizsgalatok csak az 1.2.C-tipust C230 gének diverzitasanak feltarasat engedték meg, mig az e
génekkel rendelkez6 baktériumok diverzitdsa jorészt ismeretlen maradt. Emiatt sziikséges volt

a klasszikus, tenyésztésen alapuldé modszereket is bevonni a vizsgalatokba. Ennek
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folyoméanyaként, a siklosi, illetve egy masik magyarorszagi, Bugyi nagykozség kozelében
talalhato karhelyr6l szdrmazo mintdkbol folyamatosan végeztem direkt, dusitds nélkdili
baktériumtorzs izolalast. A torzsek 16S rDNS alapu azonositasa mellett minden esetben
megvizsgaltam, hogy az adott torzs rendelkezik-e 1.2.C-tipusat C230 génnel. Egy ilyen,
2013-ban tortént izolalasi kisérlet soran sikeriilt a bugyi karhelyrél szarmazé mintabol
(gdzolajjal szennyezett talajvizben, egy perisztaltikus pumpa rozsdamentes acél felszinén
kialakult biofilm) egy olyan torzset izolalni, amely a 16S rDNS szekvencia el6zetes vizsgalata
alapjan a Zoogloea nemzetség 0j, még nem leirt tagjanak tiint és egy korabban ismeretlen
1.2.C-tipusu C230 genotipussal rendelkezett. A tovabbiakban e baktériumtorzs uj fajként

torténd polifazikus leirdsat ismertetem.

V.4.2. A Zoogloea nemzetség altalanos jellemzése

A Zoogloea nemzetség képviseldi els6sorban kommunalis szennyviztisztitoi
eleveniszapbol mutathatoak ki. Jelenlétiik a szennyviztisztitas soran kiemelkedé fontossagu,
mivel kivalo flokkulumképzo tulajdonsaggal rendelkeznek, ezaltal amellett, hogy részt vesznek
a szervesanyagok lebontdsdban, hozzajarulnak a biomassza kililepedéséhez, eziltal az
eleveniszap kialakulasahoz (Shao és mtsai, 2009; Weissbrodt és mtsai, 2013; Zhao és mtsai,
2013). Egyes kutatok szerint e baktériumoknak kifejezetten kulcsszerepiik van az eleveniszap
flokkulacio altali kialakulasaban (Rosello-Mora és mtsai, 1995). A sejtek a flokkulumképzddés
kozben bedgyazddnak a sejtek altal termelt zselatinszerli exopoliszacharid matrixba, amit a
szakirodalom ,,zoogloea matrix”-ként is ismer (Dugan és mtsai, 1992). Jellemz6 tulajdonsaguk
még a polihidroxialkanoat (PHA) tartalmu, szén- és energiaraktarként szolgalo zarvanytestek
megjelenése a sejtek belsejében, emiatt a biologiailag lebomldé miianyagok eldallitdsa soran is
fontos szerephez juthatnak e nemzetség képvisel6i (Khanna és Srivastava, 2004). Az 4j faj jelolt
izolalasakor a Zoogloea nemzetség minddssze négy ismert fajt tartalmazott, amelyek a
kovetkezéek voltak: Zoogloea ramigera (Crabtree és McCoy, 1967), Zoogloea resiniphila
(Mohn és mtsai, 1999), Zoogloea oryzae (Xie és Yokota, 2006), illetve Zoogloea caeni (Shao
és mtsai, 2009).

Bér a nemzetség képviseldit leggyakrabban eleveniszapbol mutatjak ki, kétségtelen
tény, hogy talajokbdl és felszin alatti kozegekbdl is kimutathatoak (Huang és mtsai, 2015; Lu
és Lu, 2018). Szakirodalmi adatok alapjan az aromas szénhidrogén-lebontasi képessége is
ismert egyes torzseknek. A Zoogloea resiniphila tipustorzse képes példaul a dehidroabietat

nevll, aromas gyur(it tartalmazo gyantasav lebontasara (Yu és Mohn, 2002), de aerob uton
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torténd benzol-lebontasban résztvevé Zoogloea populaciot is azonositottak mar, stabil izotopos

jelolés modszerének segitségével (Jechalke és mtsai, 2013).

V.4.3. A Buc'-jelii torzs izolalasa és filogenetikai helyzetének feltardsa

A Buc'-jelii torzs egy piszkosfehér szinii, nyalkas biofilmbdl keriilt izolalasra. A biofilm
egy Bugyi nagykozség kozelében elhelyezkedd, koolajszarmazékkal szennyezett karhely
talajviz kutjabol szarmazott. A torzs sziirkésfehér szinii, kezdetben nyalkas, majd késébb
viaszos allagu telepeket alkotott R2A tapagar felszinén, mig R2A taplevesben aranylag gyors
flokkulumképzddést mutatott. A fiatal, flokkulumot még nem képezd 24-48 6ras tenyészetek
segitségével a sejtekrdl késziilt transzmisszids elektronmikroszkdpi kép alapjan lathatéd volt,
hogy a fiatal sejtek 2,5-3 um hosszuak, mig atméréjik 1,2 — 1,4 um és egy polaris flagellummal
rendelkeznek (32. abra). A képeken megfigyelheto volt az is, hogy a sejteket vastag tok veszi
kordl.

(a)

(b)

«.
~500nm |
32. dbra: A Buc' térzsrél késziilt transzmisszios elektronmikroszkopi felvételeken megfigyelhetéek (a)

a baktérium altalanos morfologiai jellemzoi, illetve (b) a polaris flagellum. (Farkas és mtsai, 2015
alapjan)
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Harom-négy napos, R2A taplevesben ndvekvd tenyészetek esetében mar erdteljes
flokkulumképzddés volt megfigyelhetd. A nativ flokkulumokrol fénymikroszkdppal késziilt
felvételeken lathato, hogy ekkor mar egyes sejtek megnytltak, akar 5 pm hosszusagot is eléréek
¢s benniik fekete gyongyokként tiinnek fel a minden valosziniliség szerint PHA-t tartalmazo

zarvanytestek (33. ébra).

33. dbra: A Buc' torzs sejtjeinek nativ praparatuma 1000x-es nagyitas mellett, fenymikroszképpal
vizsgalva. Jol megfigyelhetoek a feltehetéen PHA-t tartalmazo zarvanytestek. (A szerzd sajat, mashol
nem publikalt felvétele.)

A 16S rRNS gén (GenBank hivatkozési szam: KF667502) kozel teljes szekvencidjanak
vizsgalata alapjan egyértelmii volt, hogy a torzs legkdzelebbi rokonai a Zoogloea nemzetségbe
tartoznak. A 16S rDNS szekvenciahasonlosag alapjan legkozelebbi rokonanak a Zoogloea
caeni adodott 97,2%-o0s homologiaval. A nemzetség tobbi tagjaval 96% alatti 16S rDNS
hasonlosagot lehetett csak kimutatni. Bar ez alapjan mar valdsziniisiteni lehetett azt, hogy a
Zoogloea nemzetség egy 1j, ezidaig ismeretlen tagjardl van sz6, DNS-DNS hibridizacios
vizsgalat elvégzésére volt sziikség ennek a feltevésnek a minden kétséget kizar6 igazolasahoz.
E vizsgélatot a Buc' tdrzzsel és a vele 97% feletti 16S rDNS hasonlosdgot mutaté Zoogloea

caeni tipustorzsével kellett elvégezni. Mivel a kapott eredmény mindossze 31,6%-0S DNS-
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DNS hibridizaciét mutatott, nyilvdnvaléva valt, hogy a Buc'-jelii térzs faji szinten
elkiilonithetd a Zoogloea caeni-tdl, és a Zoogloea nemzetség 11j fajaként irhato le. A Buc’
torzsnek a tobbi Zoogloea fajtol vald filogenetikai elkiiloniilését a neighbor-joining modszerrel
késziilt fa is jol mutatja (34. abra). S6t, a filogenetikai fa alapjan elmondhat6, hogy valojaban
nem lehet egyértelmiien megéllapitani, hogy melyik Zoogloea faj a Buc torzs legkdzelebbi

rokona, mivel annyira kiilonallo 4gon helyezkedik el.

Qg Thauera aromatica K 1727 (X77118)
— oL

0.01 Thauera selenatis ATCC 553637 (Y17591)

Thauera linaloolentis 47LolT (AJO05816)

83 —_ Thauera terpenica 58EuT (AJ005817)

Azoarcus indigens VB32T (AF011345)

91 Azoarcus evansii KB 7407 (X77679)
E Azoarcus anaerobius DSM 120817 (Y14701)

Azoarcus communis SWub3T (AF011343)

99

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

Zoogloea oleivorans BucT (KF667502)
Zoogloea caeni EMB43T (DQ413148)
a8 |
Zoogloea resiniphila DhA-35T (AJO115086)

79 _EZoogIoea ramigera ATCC 195447 (X74913)
o8 Zoogloea oryzae A-7T (AB201043)

oog

Vogesella indigofera ATCC 197067 (AB021385)

Comamonas denitrificans 1237 (AF233877)

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

V.4.4. Az 1.2.C-tipust C230 gén kimutatasa, ¢és a szénhidrogén-lebontési képesség igazolasa

Mivel a Buc' torzs aromas szénhidrogéneket is tartalmazo kozegbdl szarmazott és a
kozeli rokon nemzetségek tobbségérdl ismert, hogy egyes torzseik fontos szerepet jatszanak a
BTEX-vegyiiletek lebontasaban (pl. Azoarcus és Thauera), indokoltnak tiint megvizsgalni,
hogy a torzs rendelkezik-e olyan génnel, amelyik az aromas gytirii hasitdsaban szerepet jatszo
enzimet kodol. Mivel a Zoogloea nemzetség a Betaproteobacteria osztalyba tartozik (Gjabban
Burkholderiales rend), kézenfekvo volt, hogy elséként az 1.2.C-tipusu C230 gén kimutatasaval
probalkozzunk. Meglepve tapasztaltuk, hogy a XylE3 primerpar segitségével egy specifikus,
nagyjabol 800 bp hosszusagu PCR terméket lehetett amplifikalni a térzs genomi DNS-ébdl. A
PCR termék Sanger-szekvenalasa fényt deritett arra, hogy ténylegesen egy 1.2.C-tipust C230
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gén fragmentjét sikeriilt amplifikalni, amely egy kordbban ismeretlen C230 genotipushoz
tartozik (Genbank hivatkozasi szam: KJ433487), és meglehetdsen alacsony homologiat
mutatott az akkor ismert C230 génekkel. A legnagyobb hasonlosagot nukleinsav szinten a
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59-es egyik C230 génjével mutatta, azonban nagyon
alacsony, mindossze 81,6%-0s szinten.

A szénhidrogén-lebontasi képesség vizsgalata eldszor egy egyszerli gravimetrids
modszerrel tortént meg. Ennek soran egy kdolaj/gazolaj keverék Buc' torzs altali lebontasat
vizsgaltuk, és a torzs 18,6 + 1,6%-0s bontasi hatékonysagot mutatott a 120 6ras vizsgalati
idStartam végéig, szemben a referencia torzsként hasznalt Zoogloea caeni EMB43T-vel, amely
egyaltalan nem mutatott szénhidrogén lebontast. Késdbb GC-MS vizsgalatok segitségével fény
deriilt arra is, hogy a Buc-tdrzs képes aerob koriilmények kdzott a benzolt, a toluol, valamint

az etilbenzolt is egyediili szén-, és energiaforrasként hasznositani (nem publikalt eredmény).

V.4.5. A Buc torzs kemotaxondmiai vizsgalata

A BucT térzs 0j fajként torténd valid leirasahoz kemotaxonomiai vizsgalatokat, igymint
DNS G+C arany meghatarozas, zsirsavprofil analizis, 1égzési kinonok analizise, illetve
zsirsavprofil elemzést kellett elvégezni. E vizsgalatokat a DSMZ — German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures Identification Service részlege végezte el szamunkra. A
Buc' térzs DNS allomanyanak G+C aranya 63,2 mol%-nak adodott, ami kissé alacsonyabb a
Zoogloea nemzetség tobbi tagjara jellemz6é 65% koriili értéknél (Shao és mtsai, 2009). A 6
légzési kinonnak az ubikinon-8 (Q-8) adodott (91%), de mellette kis mennyiségii ubikinon-7-et
(Q-7) is ki lehetett mutatni (9%). A Buc' torzs sejtmembranjaban eléforduléd fé polaris lipid a
foszfatidil-etanolamin volt (35. abra). A sejtmembranban el6fordulé fobb zsirsavak a
kovetkezbéek voltak: Cis:0, C10:0 3-OH, Ci2.0 és ,,summed feature 3” (Cis.1007C és/vagy i1S0-Cis:o
2-OH) (11. tablazat). Ezek a kemotaxonomiai tulajdonsagok megegyeznek azzal, amelyet a
Zoogloea caeni EMBA43T torzs esetében is megfigyeltek. Ez alapjan kétségtelennek tiint, hogy

a BucT torzs besorolhato a Zoogloea nemzetségbe.
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11. tiblazat. A Buc' torzs és kozeli rokonainak zsirsavprofilja.

Taxonok: 1, BucT (Farkas és mtsai, 2015); 2, Zoogloea caeni EMB43T (Farkas és mtsai, 2015); 3, Zoogloea
resiniphila DhA-357 (Shao és mtsai, 2009); 4, Zoogloea oryzae A-77 (Xie és Yokota, 2006); 5, Zoogloea ramigera

ATCC 195447 (Xie és Yokota, 2006). Az adatok szazalékos megoszlast fejeznek ki. -, Nem detektalt.

Zsirsav 1 2 3 4 )
Telitett zsirsavak
Cio0 0.71 0.39 - 0.5 0.9
Ci20 4.57 3.32 4.15 3.1 4.4
Ciao 1.45 2.36 - 0.6 2.3
Ciso - 1.41 0.66 - -
Cis0 34.84 20.80 32.94 25.9 25.1
Ciso - 0.57 - - 1.1
Hidroxi zsirsavak
C10:0 3-OH 5.20 3.54 4.39 2.8 4.4
C12:0 3-OH 2.17 1.18 2.63 1.8 2.5
C16:0 3-OH 0.96 - - - -
Elagaz6 szénlanc
zsirsavak
i50-C11:0 3-OH - - - - 0.5
150-C15:0 - - 0.74 - -
150-Ci6:0 - - 0.93 - -
Telitetlen zsirsavak
Cig107C 3.23 2.03 3.53 2.5 2.6
Nem elvalo zsirsavak™
3 45.74 62.05 50.02 61.6 56.6
7 1.12 2.37 - 1.1 -

*A nem elvalo zsirsavak olyan zsirsav egyiittesek, amelyek olyan két vagy harom zsirsavat tartalmaznak, amelyek

a gazkromatografids mérés soran nem kiilonithetdek el egymastdl a kromatogramon. A “3”-as jelii csoport

Osszetétele: Cia107C és/vagy is0-Ciso 2-OH. A “7”-es jelli csoport dsszetétele: egy ismeretlen zsirsav €s Cioo

cyclo ®10c és/vagy Cio:106C.
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35. dbra: A Buc' torzs sejtmembranjaban eldfordulé f6 polaris lipidek. PL, foszfolipid; AL,
aminolipid; PE, foszfatidil etanolamin; PG, foszfatidil glicerol; PN, aminofoszfolipid. (Farkas és
mtsai, 2015 alapjan)

V.4.6. A Buc' torzs fenotipusos jellemzése

A Buc' térzs mezofil hdmérsékleti tartomanyban mutatott szignifikdns ndvekedést
(5-35°C), és a tenyésztéséhez sziikséges homérsékleti optimum 25-30°C kozottinek adodott. A
pH tolerancija meglehetdsen sziik, pH 6-9 kozott képes novekedni, pH optimuma 6,5-7,5
kozotti. A sejtek Gram-negativ festédéstiek, polaris flagellummal aktiv mozgasra képesek. A
nitratot csak nitritig volt képes redukalni, nitrogén géz képzddése nem volt megfigyelhetd. A
nitratot anaerob koriilmények kozott képes volt alternativ elektron akceptorként haszonsitani és
ezaltal szaporodni R2A taplevesben. Ugyanakkor nitrat hidnyaban, anaerob kdzegben nem
mutatott ndvekedést. Metabolikus aktivitdisa az API tesztekben nagyon alacsonynak
mutatkozott, a legtobb szénhidrat bontasara, vagy acetat felhasznalasara nem volt képes. A 12.
tablazatban lathatoak azok a fenotipusos bélyegek, amelyek alapjan a Buc' torzs elkiilonithetd

a Zoogloea nemzetség tobbi tagjatol.
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12. tablazat. Azon fenotipusos bélyegek listaja, amelyek alapjan a Buc' torzs elkiildnithetd a

Zoogloea nemzetség tobbi tagjatol (Farkas és mtsai, 2015 alapjan)

Torzsek: 1, Buc” (Farksa és mtsai, 2015); 2, Z. caeni EMB43T (Farksa és mtsai, 2015; Shao és mtsai, 2009); 3, Z.
resiniphila DhA-35" (Mohn és mtsai, 1999; Shao és mtsai, 2009); 4, Z. oryzae A-7" (Xie és Yokota, 2006); 5, Z.
ramigera ATCC 195447 (Unz, 1984; Xie és Yokota, 2006). Szimboélumok: +, pozitiv; -, negativ; NA, nincs adat.

Fenotipusos bélyeg 1* 2 3 4 5
Sejt a&tmérd (pm) 1,2-1,4 0,6-0,9 0,5-0,7 1,0 1,0-1,2
Telepek szine slirkés: sargasfehér* fehér szintelen seirkes-
fehér fehér
Novekedés 37°C-on - +* + + +
Novekedés 45°C-on - -* + - -
Denitrifikacio N2-ig - +* - + +
Katalaz + +* - + +
Ureaz +/- -* - + +
Denitrifikacio + +* - + +
Zselatin hidrolizis - -x + - +
Kazein hidrolizis - % + - +
Szénforras
hasznositas:
acetat - +* + - +
citrat - -* - - +
gliikoz - % + - -
mannitol - _* + - +

*Farkas és mtsai, 2015.

V.4.7. A Buc' torzs elnevezése

A Buc” torzs a fenotipikai, kemotaxondmiai, illetve molekularis filogenetikai
vizsgalatok eredményei alapjan tehat egyértelmiien leirhaté volt a Zoogloea nemzetség 1j
képviseldjeként. Mivel kdolajszdrmazékokkal szennyezett kdzegbdl keriilt izoldlasra, és
képesnek bizonyult egyes kdolaj/gazolaj komponensek lebontasara, a torzs a Zoogloea
oleivorans nevet kapta. A tipustorzs elhelyezésre keriilt a németorszagi DSMZ
torzsgylijteményben (DSM 28387), valamint a magyarorszagi Mezdgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményében (NCAIM B 02570).
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V.5. Mikroaerob toluol lebontasra képes mikroszervezetek azonositasa a siklosi
karhelyen stabil izotopos jelolés (stable isotope probing - SIP) médszerével

V.5.1. Problémafelvetés és a stabil izotopos jelolés modszerének rovid ismertetése

Ahogy azt korabban lathattuk, pusztan molekularis Skologiai modszerekkel nem
sikerlilt minden kétséget kizdrdan feltdrni a mikroaerob BTEX-lebontasban résztvevod
mikroszervezetek korét. Az eddig részletezett eredmények alapjan egyértelmii, hogy ennek
egyik legfobb oka az lehet, hogy a potencidlisan mikroaerob lebontasra képes baktériumok
tenyésztése nehézségbe litkozik, emiatt metabolikus képességeik rejtve vannak eldttiink. A
stabil izotdpos jelolés az egyik legelterjedtebb modszer, amellyel tenyésztés nélkiil is képesek
lehetiink mikroszervezetek bizonyos metabolikus képességeinek vizsgalatdra. A moddszert
elsdként Radajewski és munkatarsai irtak le kozel két évtizeddel ezel6tt (Radajewski és mtsai,
2000). Az alapelgondolas szerint olyan mesterségesen elballitott szerves szubsztratot adagolnak
egy kornyezeti mintdhoz (altaldban talaj, vagy talajviz iiledék), amelyben a szénatomok koziil
legaldbb egy a szén stabil 13-as izotopjaként van jelen (**C). Azok a mikroszervezetek, amelyek
a vizsgalt koriilmények kozott képesek a felkinalt szubsztratot szénforrasként hasznositani, a
nehéz szénizotdpot beépitik a DNS-iikbe. Az igy kezelt kdrnyezeti mintabol izolalt kdzdsségi
DNS-t izopiknikus gradiens centrifugalas ald vetik, amely soran a nehéz izotopot tartalmazo
DNS elkiilonithetd €s vizsgalhato a jol ismert molekularis 6kologiai vizsgalomodszerekkel.
Radajewski és munkatarsai a mddszer kidolgozasakor metanol asszimilaciojara képes
metilotrof szervezetek diverzitasat és metabolikus aktivitasat vizsgaltak erdei talajban oly
modon, hogy 13-as szénizotopot tartalmazd metanolt adagoltak a kornyezeti mintahoz
(Radajewski és mtsai, 2000). A stabil izotopos jelolés modszere gyorsan nagy népszeriiségre
tett szert a mikrobialis 6koldgiaval fogalkoz6 kutatok kdrében, hiszen nyilvanvalo volt, hogy e
modszer segitségével a tenyésztésbe nem vonhaté mikroszervezetekhez is funkciot lehet kotni
(Dumont és Murrell, 2005). Koszonhetéen annak, hogy az egyszeri kémiai szerkezettel
rendelkez6 monoaromas szénhidrogének, mint a benzol vagy a toluol aranylag kénnyen
hozzéaférhetdek stabil szénizotopot tartalmazd formaban (akar mind a hat vagy hét szénatom
eszk6zévé valt a SIP (Herrmann és mtsai, 2010; Sun és Cupples, 2012). Késébb komplexebb
vegyiiletek is elérhetévé valtak 13-as szénizotop tartalommal, igy vizsgalhatdva valtak példaul
PAH-, vagy akar celluldéz-lebontd mikrobakozosségek is (Haichar és mtsai, 2007; Jones és

mtsai, 2011). Az izotoposan jelolt DNS vizsgalata mellett megjelentek az RNS, illetve fehérje
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alapu stabil izotopos moddszerek is, amelyek még pontosabb képet adtak a vizsgalt
mikrobak6zosségek mitkodésérél (Manefield és mtsai, 2002; Seifert és mtsai, 2012). A 13-as
szénizotop hasznalata mellett megjelentek a 15-0s nitrogén, illetve a 18-s oxigén izotdp
hasznalatara alapuldé modszerek, igy vizsgalhatéva valtak példaul talajok szabadonéld
nitrogénfixald mikrobak6zosségei (Buckley és mtsai, 2007), illetve az az egyszerinek tind
kérdés, hogy talajok mikrobakozosségein belill mekkora a dormans allapotban 1évo

mikroszervezetek aranya (Papp és mtsai, 2018).

crer

kisérlet menetének rovid leirasa

Ahhoz, hogy a siklosi karhely esetében minden kétséget kizaroan meg tudjuk allapitani,
hogy mely baktériumok képesek mikroaerob koriilmények mellett is a monoaromas
modellvegyiiletnek szamitd toluol lebontasara, mikrokozmosz kisérletet végeztiink stabil
szénizotopot tartalmazé tolul (**Cr-toluol) segitségével. A siklési karhely szennyezési
csovajanak kozepét feltard, és a korabbiakban mar részletesen ismertetett ST2-es
talajvizmintavételi kut aljarol vett tiledékminta segitségével mikroaerob mikrokozmoszokat
készitettliink, az Anyag és Modszer fejezetben leirtak szerint. A mikrokozmoszokban a toluol
inkubaci6 3. és 7. napjan izolaltunk DNS-t és RNS-t a mikrokozmoszokbol. A nukleinsav
izolalast kovetden CsCl oldatban torténd izopiknikus gradiens centrifugdlds segitségével
frakcionaltuk a kozosségi DNS-t, majd T-RFLP, illetve 16S rDNS amplikon piroszekvenalas

segitségével vizsgaltuk a konnyli, atmeneti, illetve nehéz DNS frakciokat.

V.5.3. A B3Cs-toluol biodegradacidja a mikrokozmoszokban

megfigyelni. Az inkubacio 3. napjara a toluol nagyjabol 70%-a lebontasra keriilt, mig a 7. napon
mar egyaltalan nem lehetett toluolt kimutatni a mikrokozmoszokban (36. abra). Ekozben az

abiotikus kontrollokban a toluol abiotikus fogyasa a lebontashoz képes elhanyagolhat6 volt.
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36. abra: A toluol koncentrdcioja a mikrokozmoszokban (Tancsics és mtsai, 2018 alapjdn).

A toluol mellett az oldott oxigén koncentracigjat is nyomon kovettiik, és elmondhatd, hogy az

crer
crer

crer

mtsai, 1999).

V.5.4. A mikroaerob lebontdé mikroszervezetek kimutatasa és diverzitasa DNS alapon

A mikrokozmoszokbol izolalt DNS izopiknikus gradiens centrifugaldsa utan
frakcionaltuk a CsCl oldatot, majd 16S rRNS génre specifikus qPCR segitségével allapitottuk
meg, hogy sikeriilt-e a konnyii és nehéz DNS frakciok elvalasztasa, illetve, hogy melyik CsCl
frakciok tartalmazzak a 13-as, illetve a 12-es szénizotopot tartalmazé DNS-t. A gPCR
eredményét a 37. abra mutatja, amelyen jol megfigyelhet, hogy a ,.konnyt” (K) és a ,,nehéz”

(N) DNS jol elvaltak egymastol, illetve ezek kozott egy atmeneti frakciot is ki lehetett mutatni
(A).
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37. abra: A 16S rRNS gén relativ mennyisége a CsCl frakciokban (Tancsics és mtsai, 2018 alapjan).

Ezt kovetéen minden CsCl frakcidobol visszaizolaltuk a DNS-t, majd amplifikaltuk a 16S rRNS
génszekvenciakat fluoreszcensen jelolt 27F PCR primer hasznalata mellett. Ezutan T-RFLP
elemzést végeztiink, hogy megallapitsuk az egyes frakciok 16S rRNS gén Osszetételét. Az
ennek a vizsgalatnak az eredményét bemutatd 38. abran jol lathato, hogy a qPCR segitségével
megallapitott nehéz (N), atmeneti (A) és konnyii (K) DNS frakciok T-RFLP mintazata jelentds

eltérést mutatott.

CsCl tszasi (buoyant) stirfiség (g/mL)
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38. abra: Az egyes CsCl frakciokbol kinyert DNS mintak 16S rDNS
T-RFLP mintazata (Tancsics és mtsai, 2018 alapjan).

A nehéz DNS frakciokban harom dominans T-RF volt kimutathat6: a 117-bp, a 119-bp ¢és a
475-bp hossztsaggal jellemezheté T-RF-ek. Az atmeneti frakciokban e T-RF-ek mellett a 430-
bp hossztsaggal jellemezhetd T-RF is jelentds abundancidval volt kimutathat6. A kénnyli DNS
frakciokra kettd, az el6z6ektdl eltéré T-RF volt jellemzd: a 242-bp és 306-bp hosszusagokkal
jellemzheté T-RF-ek. A csak 12-es C-izotdpot tartalmazo toluollal kezelt kontroll mintak

esetében az Osszes DNS frakcid hasonlé T-RFLP mintazatot mutatott, és a 117-bp, illetve a
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475-bp hosszusagokkal jellemezhetd T-RF-ek voltak dominansak, de a 119-bp és a 430-bp
hosszusagokkal jellmezheté T-RF-ek is jelentds abundanciaval voltak kimutathatoak.

A T-RFLP vizsgalatot kdvetden a nehéz, atmeneti és konnylit DNS frakciok, illetve az
inokulumként hasznalt kiindulasi szediment 16S rDNS diverzitdsat piroszekvenalas
segitségével tartuk fel. Az eredmények megerdsitették, hogy a nehéz DNS frakcid esetében 3-
4 baktériumcsoport DNS-e volt megtalalhaté jelentés mennyiségben (39. abra). A leggyakoribb
taxonnak a Quatrionicoccus adddott (korabban Rhodocyclaceae csalad, jelenleg Azonexaceae
csalad), amelynek DNS-e atlagosan ~60% koriili abundanciaval volt jelen a 3., illetve 7. napi
mintdk nehéz DNS frakcidjdban. E nemzetség egyetlen validként leirt fajt tartalmaz, a
Qutrionicoccus australiensis-t, amelyet mikromanipulaciés modszerrel izolaltak egy ausztraliai
kommunalis szennyviztisztito eleveniszapjabol (Maszenan és mtsai, 2002). Sajnos e
baktériumroél a szakirodalomban elenyész6 informécio all rendelkezésre, igy 6koldgiai szerepe
teljesen ismeretlen. A feltart Quatrionicoccus-rokon 16S rDNS szekvenciak tobbsége e faj 16S
rDNS-ével >99%-0s hasonlosagot mutatott, igy a filogenetikai fan is e fajhoz kozel
helyezkedtek el (40. abra). A faj leirasa 0ta nem ismert, hogy akarcsak egyetlen kornyezeti
torzsét izolaltak és vizsgaltdk volna. A tipustorzs pedig mar sem az Egyesiilt Kirdlysagbeli
NCIMB (National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria), sem pedig a
franciaorszagi CIP (Collection of Institut Pasteur) torzsgyljteménybdl nem szerezheté be. E
baktérium valoszinilileg nem izolalhat6 a konvencionalis tenyésztési technikékkal és fenntartasa
is nehézségekbe iitkdzhet, ez pedig a letétbe helyezett sejtvonalak elvesztéséhez vezethetett. A
nemzetség legkdzelebbi rokonai a Dechloromonas nemzetségben talalhatoak, amelynek
szerepe az aromas szénhidrogének lebontasaban jol ismert. Ennek fényében pedig mar nem
annyira meglepd, hogy a Quatrionicoccus nemzetség képviseldi is képesek lehetnek egyes
aromas vegyiileteket szén-, és energiaforrasként hasznositani. Mig azonban a Dechloromonas
nemzetség képviseldi fakultativ anaerob mikroszervezetek (nitrat- és klorat-redukciora
lehetnek képesek), addig a Q. australiensis-t obligat aerob baktériumként irtak le (Maszenan és
mtsai, 2002). E nemzetség képviseldi egyébként a kiindulasi szediment mikrobak6zdsségén
beliil is jelentds csoportnak szdmitottak, a maguk ~13%-o0s abundanciajaval. Jelen vizsgalat
eredménye alapjan kijelenthetd, hogy e baktériumcsoportnak volt a legnagyobb szerepe a toluol
mikroaerob lebontasdban a kisérletiink soran.

A masodik legyakoribb taxonnak a nehéz DNS frakciokban a Zoogloea nemzetség
adodott (~16%), azon beliil is a Zoogloea oleivorans faj volt a legnagyobb mennyiségben

kimutathatoé (39. és 40. abra). A Zoogloea nemzetség képvisel6i a kiindulasi szediment
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mikrobak6zosségén beliil is ~12%-o0s abundancidval voltak jelen. E baktériumokat szintén

jelentés mikroaerob toluol lebonto szervezetekként sikeriilt tehat azonositanunk.

Relativ szekvencia abundancia (%)

100%

'S

80%"

60%=

40%s

20%

0% =

Atmeneti frakcio
3.nap 7.nap

Kénnyl frakeio

[ |
12C kontroll
3.nap 7.nap

Inokulum

Betaproteobacteria
Rhodocyclaceae
B Ouoirionicoceus spp.
. Unc. Rhodocyclaceae
n Azoarcus spp.
B Zoogloea spp.
n Sulfuritalea spp.
B Ferribacterium spp.
Comamonadaccac

' Unc. Comamonadaceae

B Unc. Rhodoferax

. Rhodoferax spp.

. Acidovorax spp.

B Polaromonas spp.

B simplicispira spp.

B variovorax spp.

Gallionellaceae

. Unc. Gallionellaceae
Gammaproteobacteria

B Acromonas spp.

. Pseudomonas spp.
Deltaproteobacteria

B Geobacter spp.
Epsilonproteobacteria

B Arcovacier spp.

. Sulfurospirillum spp.

. Sulfuricurvum spp.
B Unc. Bacteroidetes
B Egved

39. dbra: A piroszekvendlassal vizsgalt DNS frakciok 16S rRNS gén dsszetétele (Tancsics és mtsai,

2018 alapjan).

A harmadik leggyakoribb csoportot olyan 16S rDNS szekvenciak alkottak, amelyek egy

ismeretlen, a mai napig tenyésztésbe nem vont, Rhodocyclaceae csaladba (de legalabb is a

Rhodocyclales rendbe) tartozd baktériumhoz voltak kothetéek (39. és 40. abra). Ez a

tenyésztésbe nem vont, Rhodocyclaceae csaladba tartozd baktérium pedig ugyanaz a

mikroszervezet volt, amelyet kordbban statisztikai uton azonositottunk, mint lehetséges

mikroaerob BTEX-lebont6 baktérium (lasd V.3.7. fejezet, valamint Tancsics és mtsai, 2013).
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51 Siklos groundwater clone Init-66 (KT728618)
Flingern aquifer clone DV02Ba29 (1X307475)

Hydrocarbon-contaminated sediment (Casper, WY, USA) clone Casper 116 (GU453430)
BTEX-contaminated groundwater (Hungary) clone OM8-17 (IIM367128)
13Tol-M3D-conBYZMK (KY499476) - 3476 reads, 430 bp T-RF
Propylbenzene-degrading iron-reducer PB7 (AY68673)

66 Benzene-contaminated groundwater (Germany) clone ZZ12C5 (AY214181)
Rhodoferax antarcticus ANT.BR' (AF084947)

97" Rhodoferax ferrireducens T118" (NR 074760)

—1 73 [~ Ferribacterium limneticum cda-1' (NR_026464)

100| ' Dechloromonas aromatica RCB (AY032610)

Ferribacterium sp. TA-631 (KF441656)

Dechloromonas sp. JJ (AY032611)
100 Rhizosphere bacterial community clone a45 (KJ568482)
Quatrionicoccus sp. MOB7-1 (KU764781)
13Tol-H3D-conBOQN?2 (KY499473) - 4497 reads, 117 bp T-RF
Siklos groundwater clone Init-60 (KT728615)

Quatrionicoccus australiensis Ben 117" (NR_029035)
Polynucleobacter acidiphobus MWH-PoolGreenA3' (FM208180)
13Tol-H3D-conCBPW2 (KY499474) - 523 reads, 119 bp T-RF

— Oil sands tailings clone IsoC-101 (KM269364)

Flingern aquifer - uncultured Rhodocyclaceae bacterium clone D12_22 (EU266828)
Flingern aquifer clone DV02Ba64 (JX307500)

100
Hydrocarbon-contaminated sludge - uncultured Rhodocyclaceae bacterium clone OWB-58(JF773285)

Siklos groundwater clone ST2-M2011-26 (1X028980)

Hydrocarbon-contaminated sediment (Casper, WY, USA) clone Casper 114 (GU453429)
13Tol-H3D-conANHLQ (KY499472) - 1333 reads, 475 bp T-RF
“Thauera” sp. R-28312 (AM084110)
Zoogloea oleivorans Buc' (KF667502)

100

Bitterfeld aquifer - uncultured betaproteobacterium clone F6 (DQ905980)
Zoogloea resiniphila DhA-35" (AJ011506)

Azoarcus toluvorans strain Td-21" (NR_025915)

Azoarcus anaerobius LuFres1” (NR_026438)
— Azoarcus sp. EbN1 (X83531)
94| |Siklos groundwater clone Init-8 (KT728580)
13Tol-L3D-conBWXBI (KY499475) - 1172 reads, 117 bp T-RF
Oil polluted soil (Romania) clone F45 Pitesti (DQ378207)
Uncultured bacterium clone Sand10cm E10 (JX564430)
Azoarcus sp. PbN1 (X83532)

96

91

I~ Flingern aquifer - uncultured Rhodocyclaceae bacterium clone D25 12 (EU266891)
Azoarcus buckelii U120" (NR_027190)
Azovibrio restrictus S5b2" (NR_028678)

Aeromonas sobria NCIMB 12065" (X60412)

—
0.02

40. dbra: Az egyes frakciokban domindns OTU-K egy-egy reprezentativ 16S rDNS szekvencidjanak
filogenetikai helyzetét abrazolo neighbor-joining fa (Tancsics és mtsai, 2018 alapjdn).

Bar az atmeneti frakciok esetében tovabbra is a Rhodocyclaceae (illetve ujabban az
Azonexaceae ¢és Zoogloeaceae) csaladhoz kothetd 16S rDNS szekvencidk voltak a
meghatdrozoak, jelentds abundanciat mutattak a Comamonadaceae csalddhoz kothetd
szekvenciak is, azon beliil is a Rhodoferax nemzetséghez tartozoak. E 16S rDNS szekvenciak
tobbsége ugyanahhoz, a mai napig tenyésztésbe nem vont Rhodoferax baktériumhoz voltak
kothetéek, amely korabban is gyakran mutatkozott dominansnak a siklosi karhely ST2-es

mintavételi kutjaban (430-bp hosszisagu T-RF-fel), és amelyet szintén statisztikai uton
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azonositottunk korabban, mint lehetséges mikroaerob BTEX-lebont6 baktérium (lasd V.3.7.
fejezet, valamint Tancsics és mtsai, 2013).

A konnylt DNS frakciok 16S rDNS Osszetétele jelentésen eltért a nehéz és atmeneti
frakciok Osszetételétol. A legnagyobb kiilonbséget az Azoarcus eredetli 16S rDNS
szekvencidknak a konnyli frakciokban detektalhato ~16%-os abundancidja jelentette. E
mikroszervezetek kozismert toluol lebontd baktériumok, azonban elsdsorban nitrat-redukald
koriilmények kozott, anaerob lebontasi utvonalat hasznalva hasznositjak a toluolt. Ismert, hogy
az anaerob toluol-lebontas kulcsenzime, a benzilszukcinat-szintaz érzékeny az oxigén
jelenlétére, mivel glicil gyokot tartalmaz, amely oxigén jelenlétében irreverzibilisen sériil,
gatolva ezaltal az enzim miikodését (Leuthner és mtsai, 1998). Nem meglepd tehat, hogy e
baktériumok nem vettek részt a toluol lebontasaban, mivel mikroaerob koriilmények uralkodtak
a mikrokozmoszokban, raadasul a mesterséges talajviz médium nitratot sem tartalmazott. E
csoporton kiviil a szigorian anaerob életmddot folytato, vas-redukaldo Geobacter nemzetségbe
tartoz6 baktériumok (Deltaproteobacteria osztaly) 16S rDNS-e is a konnyt frakciokban volt
kimutathato, akarcsak a Sulfurospirillum nemzetségbe (Epsilonproeobacteria osztaly), illetve
a Bacteroidetes torzsbe tartoz6 baktériumoké. Bar egyes Geobacter torzsek képesek a toluol
lebontésara, erre csak vas-redukald kortiilmények kozott képesek. Joval meglepdbb eredmény
ugyanakkor, hogy Pseudomonas eredetti 16S rDNS szekvenciakat is szinte kizardlag a konnyii
DNS frakciokbol lehetett kimutatni. Habar az aerob toluol-lebontas modellszervezete a
Pseudomonas putida, illetve a faj kdzeli rokonai, eredményeink azt mutatjak, hogy mikroaerob

koriilmények kozott tobbséglik nem képes erre a metabolikus folyamatra.

V.5.5. Az 1.2.C-tipustt C230 gének diverzitasanak vizsgélata a kiilonb6z6 DNS frakcidkban

Az 1.2.C-tipust C230 gének diverzitasat T-RFLP, illetve klontarak segitségével tartuk
fel. Ellentétben a 16S rDNS alapu T-RFLP vizsgélat eredményével, az 1.2.C-tipusu C230
gének tekintetében a nehéz és az atmeneti DNS frakciok T-RFLP mintdzatai nagyon hasonlo
képet mutattak. Ezekben a DNS frakciokban (a 3. és a 7. napon egyarant) a 333-bp és a 806-bp
hosszlisaggal jellemezhetd C230 T-RF-ek voltak a dominansak (41. dbra). Emellett meg kell
még emliteni a 469-bp hossziisaggal jellemezhetd T-RF-et, mivel ez kizarolag a nehéz és az
atmeneti DNS frakciokban volt kimutathato, illetve a 157-bp hosszusaggal jellemezhetd
T-RF-et, ami, ha nem is kizar6lag, de dont6en ugyancsak e két frakciobol volt kimutathato. A

konnylit DNS frakciok meghatidrozd T-RF-e 802-bp hosszlisaggal volt jellemezhetd, és négy
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T-RF: a 778-bp, a 101-bp, a 446-bp, valamint a 794-bp hosszusaggal jellemezhetdek kizardlag
a konnyti DNS frakciokbol voltak kimutathatoak.

100% =
~ 90% -
< gov - 806
S 802 810
g 70% -
< 806
'g 60% -
5 _ 802
g 0% 1 794
] Oy m778
= 30% - =469
>
E 20% = m446
pdé 10% = m333
0% = m157
2C B B B 20 B3 B Be 101
Inokulum DNS nehéz atmeneu kénnyi  pDNS nchéz  atmeneti  konnyi
DNS DNS DNS DNS DNS DNS
frakcio  frakcid  frakcio frakcié  frakcid  frakcio
3. nap 7. nap

41. abra: A vizsgalt DNS frakciok, illetve az inokulum 1.2.C C230 T-RFLP fragment eloszldsa
(Tancsics és mtsai, 2018 alapjan).

Az inokulumbol szarmazd, illetve a 3. napi nehéz és konnyii DNS frakciokbodl nyert
1.2.C-tipustt C230 amplikonokbdl klontarakat hoztunk létre, majd meghataroztuk az egyes
klénok T-RF hosszat. Ez alapjan sikertilt megallapitani, hogy a 333-bp hossztsaga C230 T-RF
a Zoogloea oleivorans 1.2.C-tipusi C230 amplikon szekvencidjahoz kotheté (42. abra).
Emellett a 806-bp hossztisagi T-RF egy olyan C230 génhez tartozik, amely nem koéthet ismert
baktériumhoz. A hozz4 leghasonlobb C230 gén, amelyet ismert baktérium kodol, a
Pseudomonas putida MT15 cdo génje 86%-o0s nukleotid szekvencia azonossaggal. Ugyanakkor
e C230 gént korabban is kimutattuk a sikldsi talajvizbol (1asd ,,B”-jeld klaszter a 27. abran), és
akkor a tenyésztésbe nem vont Rhodocyclaceae baktériumhoz kotottiik ezt a genotipust
statisztikai eredmények alapjan (lasd V.3.7. fejezet, illetve Tancsics és mtsai, 2013). Mivel ez
az ismeretlen Rhodocyclaceae csalddba tartozo baktérium egyértelmiien képes volt a toluolt

mikroaerob koriilmények kozott hasznositani, ezek az eredmények tovabb erdsitik azt a
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feltételezést, hogy e baktérium kodolta a 806-bp hosszusagu T-RF-fel jellemezhetd 1.2.C-tipust
C230 gént.

100|Ajs_0214 Aeidovorax sp. 1S42 (CPO00539)

CdoLi Comamonas sp. JS765 (L93090)
C230 Diaphorobacter sp. PCAU39 (111601374)
C230 Alealigenes faecalis [s-46 (LL1'540806)
100| €230 Delfiia sp. AN3 (DQ661649)
76 C230 1. acidovorans TN (A3177545)
Velis 2789 ¥ eiseniae LI'01-2 (CPO00542)
100[ TdaC P puride UCC22 plasmid pTDN1 (D85415)
C230 D tsurvhatensis AD9 (AYS40090)
AphB Comeamonas testosteroni TAA44] (AB006479)
C230 C restosteroni CNB-2 (CP001220)
T.cho 3357 Feptothrix choludnii $P-6 (CPOD1013)
C230 clone 101-b {(KY440386)
Reut B5687 Cupriavidus necator IMP134 (CP000091)
C230 R. pickertii 12D (CPO01645)
100 TbuF Ralstonia pickettii PKO1 (U20258)

100

— 98| BIxH Realstonia sp, PHST (DOS34383)

PhnE Burkholderia cepacia (TXQ191038)

DmpB Cupriovidus metallidurans CH34 dmpB (CP000352)
PhnE2 Burkholderio sp. RPOO7 (AF112137)

230 B. vietnamiensis (34 plasmid pBVIE04 (CPO00620)
1007 €230 clone 101-a (KY440393)
(230 Psedovanihomonas spadic BD-259 (locus tag DSC 04410) (CPO03093)
€230 clone M2011-X3-E {JX8a1113)
1001 €230 clone 333 (KY440390)
C230 Zoogloea oleivorans Bue' (KJA33487)
230 clone 157 (KY440395)
C230) clone 782-a (KY440387)
00— (230 Psewdoxanihomonas spudix BD-a59 (locus tagDSC09025) (CP0O03093)
metagenomic clone w1l Tn2R6F {EU555108)
C230 clone 802 (KY440392)
41()0{ metagenomic clone s67 D-Tnl (EU355077)
€230 clone M2010-X3-C1 (JX861106)
98| €230 clone M2010-X3-A (JX861100)
6 J'ﬂldo P extremanstralis ST2-6 (JQ670912)
Cdo Pseudomaonas putida MT15 (U01826)
100 230 clonc 469 (KY440389)
WECZZSO clone 806 (KY440394)
95+ 230 clone M2011-X3-B1 (JX861104)
C230 Burkholderia cepacia AAL (U47111)
100] €230 clone 782-b (KY440388)
I(:23() clone M2010-X3-D1 (JX861110)
(230 clone 446 (KY440391)

OUl C230 clone M2010-X3-I' (JX861116}
C230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09150) (CP003093)

Xylli Pseudomonas putida TOL plasmid pW W33 (AI102891)

—_—
01

42. abra: A nehéz és a kénnyii DNS frakciokban domindns 1.2.C C230 kionszekvencidk egy-egy
reprezentativ képviseldjének filogenetikai helyzetét bemutato neighbor joining fa. A klonok elnevezése
tartalmazza a szekvencidahoz tartozé T-RF hosszot, Alul enzimmel torténd hasitds esetén. A fa
gyokereztetéséhez a pWW53-as jelii TOL plazmidon elhelyezkedd 1.2.A-tipusu C230 gén szekvenciajdt
hasznaltuk (Tancsics és mtsai, 2018 alapjan).
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Sajnos a két masik, szintén a nehéz DNS frakciokban kimutatott, bar joval kisebb
abundanciaju T-RF-et (157-bp és 469-bp T-RF), illetve a hozzajuk tartozé C230 szekvenciakat
(clone 157 és clone 469 a 42. abran) nem lehetett semmilyen ismert baktériumcsoporthoz kotni.

Ami a konnyli DNS frakciokat jellemz6é T-RF-eket illeti, a 802-bp hosszusaggal
jellemezhet6 T-RF azokkal a C230 génekkel mutatott tobb mint 99%-0s nukleotid szekvencia
hasonlosagot, amelyeket korabbi vizsgalataink soran is kimutattunk a siklosi karhelyrél, és ,,C”-
jelti klaszterbe tartozo C230 génekként hivatkozunk rajuk (27. dbra és 42. abra, illetve Tancsics
és mtsai, 2013). E géneket statisztikai uton akkor a Rhodoferax nemzetségbe tartozo
baktériumokhoz kotottiikk, azonban jelen eredmények ennek a megallapitdsnak élesen
ellentmondanak. Valdszinli tehat, hogy mdasik nemzetségbe tartozé mikroszervezet kodolja
ezeket a géneket. Harom, a konnyli frakciokra jellemzd, 4m aranylag kis abundancidval
rendelkez6 T-RF-et azonban sikeriilt konkrét baktériumhoz kotniink. A 101-bp, 446-bp és 778-
bp hossztsaggal jellemezheté T-RF-ek a Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 egy-egy C230
génjéhez tartoztak (a Pseudoxanthomonas spadix torzsek jellemzéen 3 kiilonb6z6 1.2.C-tipusu

C230 gént kodolnak a genomjukban).

V.5.6. A mikroaerob lebont6é mikroszervezetek kimutatasa és diverzitdsa RNS alapon

Mivel a mikrokozmoszokbol a DNS mellett jelentés mennyiségii RNS-t is sikeriilt
izolalni, adodott a lehet6ség, hogy RNS alapon is megvizsgaljuk, mely mikroszervezetek és
lebontasi utvonalak voltak résztvevoi a toluol mikroaerob koriilmények kozotti lebontasanak.
Akéarcsak a DNS alapu vizsgalatok esetében, itt is azt lehetett tapasztalni, hogy a kozosség
jelentds részét a proteobaktériumok alkottak (a szekvencia ,,read”-ek 98%-a tartozozott ide), és
mellettilk kis mennyiségben a Bacteroidetes torzsbe tartozé baktériumokat lehetett még
detektalni. A Proteobacteria torzshoz tartozd szekvenciak tilnyomo tobbsége pedig a
Betaproteobacteria osztalyhoz (ijabban Burkholderiales rend) volt kothetd, azon belill is a
Rhodocyclaceae csaladhoz (vagy az jabb felosztas szerint az Azonexaceae €s Zoogloeaceae
csaladokhoz). Hasonléan a DNS alaptl vizsgalatokhoz, azt Iehetett latni, hogy a
Quatrionicoccus, Zoogloea, illetve a tenyésztésbe nem vont Rhodocyclaceae rokonsagi korbe
sorolhatd baktériumokbdl szarmazd6 RNS molekuldk jelolédtek a kisérlet soran 13-as
szénizotoppal (43. abra). E csoportokon kiviil azonban megfigyelhetd volt az Azonexus és
Dechloromonas eredetii RNS molekulak jelolodése is, ami 0j informacié volt a DNS alapt

vizsgalatokhoz képest. Az e nemzetségekhez kotheté RNS molekuldk tehat a nehéz RNS
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frakcioban voltak megtalalhatoak. A konnyii RNS frakciora az Azoarcus és a Pseudomonas
nemzetségekhez kothetd, nem jelolddott RNS molekulak feldasulédsa volt jellemzo, amely jol

egybevag a DNS alapu eredményekkel.

A
ey Betaproteobacteria
g O Gammaprotecbacteria
5 ° Epsilonprotecbacteria
® WCHB1-32
. Deltaprotecbacteria

B
- a Rhodocyclales @ )
5 g Unc. Betaproteobacteria ®
e m @ Burkholderiales
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ﬁ 2 Cluatrionicoccus (]
é g Ferribacterium "
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Z 2 Sterolibacterium s ) P
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43. dbra: A **C-izotopot tartalmazé RNS firakciéban 1évé 16S rRNS szekvencidk relativ feldiisuldsa a
2C-izotopot tartalmazé RNS mintahoz képest (Bradford és mtsai, 2018 alapjan).

Az mRNS frakciok vizsgalataval a lebontasban résztvevd mikroszervezetek
sejtmiikodését 1s vizsgalni is lehetett. A nehéz mRNS frakcidban a legnagyobb szamban olyan
gének mRNS-ei voltak kimutathatéak, amelyek a sejtmozgashoz voltak kothetéek (44. abra),
igy példaul flagellin (fliC) gének transzkriptumai. A masodik legnagyobb csoportot a
masodlagos anyagcseretermékek bioszintéziséhez kothetd mRNS-ek alkottak. E csoporton
beliil a katalaz-peroxidaz gének transzkripumai voltak a meghatarozdak. Szamunkra azonban
foleg a negyedik legnagyobb csoport volt érdekes, mivel ide tartoztak a xenobiotikum-
lebontasért felelds gének transzkriptumai. E csoporton beliil a katekol 2,3-dioxigenaz génekhez
kothetd transzkripumok igen jelentds szamban voltak jelen a konnyli RNS frakcidhoz képest.

E transzkriptumok tobbségét csak torzs (phylum) szinten lehetett baktérium csoporthoz kétni,
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de az elmondhatd, hogy a C230 transzkriptumok 16%-a Zoogloea oleivorans eredetii volt. Az
orto-tipusu gytrihasitast katalizalo katekol 1,2-dioxigenazokhoz (C120) kothetd
transzkriptumok jellemzéen nem voltak kimutathatéak. A gytirlihasitdst azonban aerob
lebontasi utvonalak eseté¢ben meg kell, hogy elézze a gylrii aktivalasa. Mikroaerob kozegekben
ezt jellemzéen moonooxigendz enzimek végzik, mint példaul fenol-monooxigendz (egy tobb
komponensii fenol-hidroxilaz rendszer részeként), vagy tolul-monooxigendz (Martinez-
Lavanchy és mtsai, 2015). Ennek megfelel6en a nehéz mRNS frakcioban nagy mennyiségben
lehetett kKimutatni fenol-hidroxilaz transzkriptumokat, viszont toluol-monooxigenazhoz kotheto
transzkriptumok csak kis szdmban voltak detektalhatdoak. Az anaerob toluol-lebontés
kulcsenzimét, a benzilszukcinat-szintdzt kodold génekhez kothetd transzkriptumok nem

jelolodtek a kisérlet soran, ami bizonyitja, hogy a toluol-lebontas végig aerob Utvonalon tortént

a kisérlet soran.
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44. gbra: A ¥*C-izotépot tartalmazé RNS frakcioban 1évé mRNS-ek relativ feldisulasa a **C-izotépot
tartalmazo RNS mintahoz képest (Bradford és mtsai, 2018 alapjan).
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V.5.7. Osszegzés

A stabil izotdpos jelolés modszerének segitségével sikeriilt minden kétséget kizaroan
megallapitanunk, hogy melyek azok a baktériumok a siklosi karhelyen, amelyek mikroaerob
koriilmények kozott is képesek lehetnek egyes aromas szénhidrogének, jelen esetben a toluol
lebontasara. A DNS alapt vizsgalatok alapjan harom a Burkholderiales rendbe tartozo
baktériumcsoportot azonositottunk egyértelmtien mikroaerob toluol-lebontoként: a
Quatrionicoccus australiensis, a Zoogloea oleivorans és egy tenyésztésbe nem vont
Rhodocyclaceae rokonsagi korbe tartozd baktériumot. Ezen tilmenden az RNS alapu
vizsgalatok ramutattak arra, hogy egyes Azonexus és Dechloromonas nemzetségekbe tartozo
baktériumoknak is jelentds szerepiik lehetett a lebontasban. Az mRNS alapu elemzések alapjan
pedig nyilvanvalova valt, hogy a Zoogloea oleivorans azért lehet 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-dioxigenaz
enzimet kodol. Egyszersmind sikeriilt bizonyitani, hogy a Pseudomonas nemzetségbe tartozo
baktériumok hiaba kivalé toluol-lebontok, mikroaerob koriilmények kozott, 1.2.C-tipusu C230

hianyaban nem vesznek részt e szennyezdanyag lebontasaban.

V.6. A Zoogloea oleivorans Buc™ torzs genomjanak feltirdsa és vizsgalata — a
mikroaerob toluol lebontas képességének genetikai hattere

V.6.1. A genom feltarasanak célja

A Zoogloea oleivorans Buc' torzs teljes genom szekvenalasanak kettds célja volt.
Egyrészt szerettiik volna feltarni, hogy az 1.2.C-tipusa C230 gén hol és milyen mas gének
tarsasagaban helyezkedik el a genomban. Masrészt, a stabil izotdpos kisérlet soran a Z.
oleivorans volt az egyik legjelentdsebb toluol lebontd mikroszervezet a mikrokozmoszainkban,
¢és rendelkezésiinkre alltak a metatranszkriptoma adatok, amelyeknek segitségével pontos képet
kaphattunk arrol, hogy a Z. oleivorans mely génjei voltak aktivak a lebontas soran. Ennélfogva

pedig reményeink szerint felépithettiik a mikroaerob toluol lebontés anyagcsereutvonalat.

V.6.2. A Z. oleivorans Buc' trézs genomjanak jellemzése

A Buc' torzs teljes genomja 5 678 157 bazispar nagysagtnak adodott, 62,5%-0s G+C

tartalommal. A fehérje kodold gének szdma az annotacid alapjan 5005 darab, amelyek koziil
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legalabb 66-ot lehet az aromas szénhidrogének lebontasahoz kotni. Sajnos ezidaig a Zoogloea
nemzetségen beliil a tobbi tipustdrzsnek még nem tartak fel a genomjat, és a nem tipustorzsek
esetében is csak egy teljes genom ismert. E torzs, a Zoogloea sp. LCSB751 azonban nagyon
tavoli rokona a Buc' torzsnek, igy a két torzs genomjanak részletes dsszehasonlitdsat nem
végeztiik el.

Els6ként az 1.2.C-tipusu C230 gént kerestiik meg a genomban, és nem vart felfedezést
tettlink. Ez a C230 gén egy olyan génklaszterben foglalt helyet, amely csak egy részleges meta-
gylriihasitasi utvonalat kodolt (45. abra). A gylriihasitashoz €és a tovabbi 1épések
katalizalasdhoz sziikséges gének voltak csak megtalalhatdéak ugyanis e klaszterben, mig a gytirii
aktivalasahoz sziikséges gének hianyoztak. Raadasul a klaszter mindkét végén transzpozonokat
kodolo gének helyezkedtek el (Tn3 csaladba tartozo transzpozon ,,upstream” helyzetben, illetve
egy pontosan nem kategorizalhato transzpozon génje ,,downstream” helyzetben). Ez arra utalt,
hogy e génklasztert horizontélis géntranszfer (HGT) titjan szerezte a Buc' torzs. A génklaszter
egyebként 15 gént tartalmaz, olyan, egyedi elrendez6désben, amit még nem figyeltek meg mas,
tenyésztésbe vont baktérium esetében. Hasonld, transzpozonok 4altal kozvetitett, részleges
meta-gylrithasitasi utvonalat kodold génklasztert eddig csak klorbenzol lebontasara képes
Pseudomonas torzsek esetében mutattak ki. Ilyen példasul a P. putida GJ31-es torzse is, amely

esetében egy plazmidon foglalt helyet a kérdéses génklaszter (Kunze és mtsai, 2009).

5000' 10 ooof! 15 ooa!

B DED 5 I EpTD [ - E Ep T W ORF 15 >

ORF 1 ORF7 ORF8 ORF 10 ORF 11 ORF 13
ORF 2 ORF 4 ORF 6 ORF Bl ORF 14

45. dbra: A Zoogloea oleivorans Buc' torzs genomjaban megtalalhato, részleges meta-gytiriihasito
lebontasi utvonalat kodolo klaszter. ORF 1: Tn3 csaladba tartozo transzpozon, ORF 2: ferredoxin,
ORF 3: 1.2.C-tipusu katekol 2,3-dioxigendz; ORF 4: hem-kotd fehérje; ORF 5: 2-hidroximukonsav-
félaldehid dehidrogendz, ORF 6. glutation-S-transzferdz, ORF 7: 2-hidroximukonsav-félaldehid
hidroldaz; ORF 8: 2-oxopent-4-enodt hidratdaz; ORF 9: hipotetikus fehérje; ORF 10: SDR-csaladba
tartozo oxidoreduktdz, ORF 11: acetaldehid-dehidrogendz; ORF 12: 4-hidroxi-2-oxovalerdt-aldolaz,
ORF 13: 2-0x0-3-hexéndisav dekarboxilaz; ORF 14: piruvat karboxildaz (Tancsics és mtsai, 2020
alapjan).

Az 1.2.C-tipusua C230 gént tartalmazod klaszterben tehdt nem voltak megtaldlhatéak olyan
gének, amelyek a gylirii aktivaciojat katalizal6 enzimet kodoltak volna. Ennélfogva a genomban
mashol ugyan, de kellett, hogy talaljunk ilyen funkcioju géneket. Ahogy korabban lathattuk, az
aromas gylra aktivacigjat fenol-monooxigenaz enzim is el tudja végezni. Ez az enzim altalaban

egy tobbkomponensii fenol-hidroxildz rendszer részeként talalhatd meg az aromas
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szénhidrogének lebontasara képes baktériumok genomjaban. Ilyen fenol-hidroxilaz rendszert
kodold gének pedig a Buc' térzs genomjaban is megtaldlhatéak voltak, méghozza egy teljes
meta-gyirithasitasi Gitvonalat kodold génklaszter részeként. E génklaszter szintén egyedi gén-
elrendez6dést mutatott (46. abra). Szokatlan modon ugyanis két C230 gént tartalmazott (ORF
8 €s ORF 23), amelyek mindegyike 1.2. A-tipusu katekol 2,3-dioxigenaz enzimet kodolt.

ORF 9 ORF 11
5000 10 oco! 15 000! 20 000"
<tEEIL_$>L£>UELT)II'>{IQl'bUl'»Llll.»Ql'b ll'><lJl__j/ ) l'»l'»lbﬁ>
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46. dbra: A Zoogloea oleivorans Buc' torzs genomjaban talalhato, fenol-lebontdsban résztvevd
klaszter génjei. ORF 1: sigma-54 dependens Fis-csaldadba tartozo transzkripcios reguldtor, ORF 2:
oxidoreduktaz, ORF 3: aromds gytirii hidroxilaciojat végzd dioxigenaz enzim alfa alegysége; ORF 4.
DUF1302 — ismeretlen funkcioju fehérje; ORF 5: DUF1329 - ismeretlen funkcioju fehérje; ORF 6:
YnfA csaladba tartozo fehérje; ORF 7: ferredoxin, ORF 8: katekol 2,3-dioxigendz; ORF 9: fenol-
hidroxildaz komponens (DmpK),; ORF 10: fenol-hidroxilaz komponens (P1 oxigendz komponens
DmpL); ORF 11: fenol-hidroxilaz komponens (P2 szabalyozé komponens DmpM),; ORF 12: fenol-
hidroxilaz komponens (P3 oxigenaz komponens DmpN); ORF 13: fenol-hidroxilaz komponens (P4
oxigenaz komponens DmpQ); ORF' 14: fenol-hidroxilaz komponens (DmpP); ORF 15: transzkripcios
faktor (represszor); ORF 16: XRE csaladba tartozo transzkripcios regulator; ORF 17: 2-
hidroximukonsav-félaldehid dehidrogendz; ORF 18: 2-oxopent-4-enodt hidratdz;, ORF 19: 2-0x0-3-
hexéndisav dekarboxilaz; ORF 20: 4-oxalocrotondt tautomerdz; ORF 21: acetaldehid-dehidrogendz,
ORF 22: 4-hidroxi-2-oxovalerdt-aldoldz;, ORF 23: katekol 2,3-dioxigendz;, ORF 24: SDR csalddba

tartozo oxidoreduktaz; ORF 25: 4-oxalocrotonat tautomeraz (Tancsics és mtsai, 2020 alapjan,).

Tovabb vizsgalva a genomot, még egy klasztert talaltunk, amelyben aromas gytri
hidroxilacigjat végz6 enzimet kodolod gének voltak megtalalhatoak. Ez egy alapvetden bifenilek
leontasaban szerepet jatszo génklaszter volt (a tovabbiakben bifenil-degradacios klaszter), és
ezt is mobilis genetikai elemek hataroltak, tehat HGT tjan keriilhetett a Buc' torzs genomjaba.
A Kklaszter egy része szinte teljes egyezést adott egy, a Thauera sp. DNT-1-es torzsben
kimutatott DNS szakasszal, amely tobbek kozott toluol-dioxigenaz enzimet kodold géneket
tartalmazott (47.b abra — ORF 1 és ORF 2 — toluol-dioxigenaz nagy és kis alegység). E
baktériumtorzsrdl ismert, hogy képes a toluolt aerob és anerob Uton is lebontani, és oxigén

jelenlétében e toluol-dioxigenaz enzimet hasznalja a toluol aromas gytirijének aktivalasahoz
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(Shinoda és mtsai, 2004). Sajnos Shinoda és mtsai csak a klaszter egy részét tartak fel, de szinte
biztosra vehetd, hogy ugyanaz a bifenil-klaszter talalhato meg mindkét baktériumtorzsben. Az
Osszehasonlithatd szakaszokon 6t-6t ORF talalhatd jol meghatarozhatd funkcidval, illetve a
Buc torzs esetében talalhato még egy tovabbi ORF, amely azonban csak hipotetikus fehérjét
kodol (47.a abra ORF 4). E hipotetikus fehérjét kodold6 ORF csak részlegesen talalhatdo meg a
Thauera sp. DNT-1-es torzs esetében, am ettdl eltekintve 100%-0s az egyezés a két DNS

szakasz kozott.
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100%

47. dbra: A toluol dioxigendz gént tartalmazé klaszterek a (a) Zoogloea oleivorans Buc' (ORF 1:
GntR csaladba tartozo transzkripcios reguldator; ORF 2: aromds gyiiri-hidroxildlo dioxigendz enzim
alfa alegysége; ORF 3: 3-fenilpropiondt/fahéjsav dioxigendz béta alegysége; ORF 4. hipotetikus
feherje; ORF 5: ferredoxin; ORF 6: piridin nukleotid-diszulfid oxidoreduktaz, ORF 7: cisz-2,3-
dihidrobifenil-2,3-diol dehidrogendz; ORF §: 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigendz; ORF 9: 2-oxopent-
4-enodt hidratdz; ORF 10: acetaldehid dehidrogendz; ORF 11: 4-hidroxi-2-oxovalerdt aldolaz; ORF
12: 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienodt hidroldz; ORF 13: aromds szénhidrogén lebontdsdban
résztvevd fehérje; ORF 14: alfa/béta hidroldz) és a (b) Thauera sp. DNT-1 (ORF [ és ORF 2:
termindlis dioxigenaz vas-kén fehérje; ORF 3 ferredoxin;, ORF 4: ferredoxin reduktdz;, ORF 5:
dehidrogendz) torzsek esetében. Az azonos szinnel jeldlt 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)

V.6.3. A stabil izotopos kisérletbdl szarmazo metatranszkriptoma adatok illesztése a Zoogloea
oleivorans Buc' térzs genomjara

A stabil izotopos kisérletbdl szarmazoé metatranszkriptoma adatokat, azok koziil is a
nehéz RNS frakciobol szarmazé mRNS szekvenciakat a Buc' térzs genomjara illesztettiik, ami
lehetdvé tette, hogy feltarjuk mely génklaszterek vettek részt a toluol mikroaerob koriilmények

kozotti lebontasaban.
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A részleges meta-gytiriihasitasi utvonalat kodolo génklaszter esetében azt talaltuk, hogy
mindegyik gén jelentds aktivitast mutatott, és kiilondsen az 1.2.C-tipustt C230, illetve a 2-
hidroximukonsav-félaldehid dehidrogenaz gén esetében lehetett aranylag nagy mRNS szamot
megfigyelni (86 és 88 db, illetve magas RPKM, azaz ,,reads per kilo base per million” illesztett
szekvencia). Masrészt viszont a fenol-hidroxilaz rendszert kodold gén klaszter esetében
tobbnyire alacsony aktivitast tapasztaltunk. Ennek megfelelden, az ebben a klaszterben helyet
foglalo 1.2.A-tipusit C230 gének esetében kis mRNS szamokat kaptunk (5, illetve 9). Ez
alapjan feltételezhetd, hogy az e gének altal kodolt extradiol dioxigenaz enzimek nem vettek
részt a toluol gylirijének hasitdsdban. A fenol-hidroxilazt kodold gének alacsony aktivitasa
pedig arra enged kovetkeztetni, hogy a toluol gytrtijének hidroxilacidja nem 2-hidroxitoluol
(0-krezol) koztiterméken keresztiil tortént. Kérdés maradt tehat, hogy hogyan is tortént a toluol
gylriijének hidroxilacidja mikroaerob koriilmények kozott. A vélaszt a bifenil-degradécios
Klaszter adta meg, ugyanis az itt talalhatdo gének, de kiilondsen a toluol-dioxigenaz-szerii
enzimet kodold két gén jelentds aktivitast mutatott (47.b abra — ORF 1 és ORF 2 — toluol-
dioxigendz nagy ¢és kis alegység; 115 mRNS molekula a két génre egyiittesen a
metatranszkriptomban). Ez alapjan azt lehetett valdsziniisiteni, hogy a 3-metilkatekol
kialakulasa toluol-cisz-dihidrodiol koztiterméken keresztiil tortént.

A toluol mikroaerob koriilmények kozotti lebomlasaban tehat egy toluol-dioxigenaz
aktivitast mutatdé enzim, illetve egy 1.2.C-tipusii extradiol dioxigendz enzim jatszottdk a
foszerepet. A toluol-dioxigenaz szerepe e folyamatban kissé meglepd lehet a szakirodalmi
adatok alapjan, ugyanis szamos adat utal arra, hogy oxigén-limitalt kozegekben elsésorban
monooxigenazok feleldsek a toluol gytriijének hidroxilaciojaért. A Burkholderia cepacia G4
torzs esetében, amely monooxigendz enzim segitségével aktivalja a tolul gylrijét,
megfigyelték, hogy oxigén-limitalt koriilmények kozott tlnovi a Pseudomonas putida F1
torzset, amely ugyanezt dioxigenaz enzim segitségével végzi (Duetz és mtsai, 1994). Egy
oxigénszegény mesterséges lap toluol-lebontdé mikrobakozosségének vizsgalatakor is a
monooxigenaz enzimeket kodold gének dominanciajat lehetett megfigyelni (Martinez-
Lavanchy és mtsai, 2015). A P. putida Fl-es torzse esetében ugyanakkor azt is megfigyelték,
hogy a toluol-dioxigenaz enzimét kodold gének expresszidjara, illetve az enzim életidejére nem
Thauera sp. DNT-1-es torzs esetében, amely gyakorlatilag ugyanazt a toluol-dioxigenaz
enzimet hasznélja a toluol gytiriijének aktivaldsidhoz, mint a Z. oleivorans Buc', kimutattak,
hogy mikroaerob koriilmények kozott is képes a toluol lebontasara (Shinoda és mtsai, 2004).

Feltételezhet6 tehat, hogy a B. cepacia G4 sem feltétleniil azért volt képes tulnéni a P. putida
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F1 torzset, mert a monooxigendz segitségével torténd gyiirtiaktivalas kedvezobb lenne a
dioxigenaz altal katalizalt folyamatnal oxigén-limitalt korilmények kozott. A Z. oleivorans
Buc' torzs genomjanak vizsgalata azt mutatja ugyanis, hogy ennél sokkal &sszetettebb
kérdésrdl van sz6, és nem lehet egyetlen gén, vagy enzim jelenlétéhez, illetve mikodéséhez

kotni az aromds szénhidrogének mikroaerob lebontasat.

V.6.4. Osszegzés

A Zoogloea oleivorans Buc' torzs 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-tipust extradiol dioxigenaz enzimet kodolt.
Emellett azonban legalabb olyan fontos szerepe volt a folyamatban egy toluol-dioxigenaz
aktivitassal rendelkezd enzimnek is, amely a toluol aromas gytirijének hidroxilacidjaért volt
felelos. Fontos megfigyelés, hogy mindkét kulcsfontossdgi enzim olyan gén klaszterben
helyezkedett el, amelyeket mobilis genetikai elemek (transzpozonok) hataroltak, techat

valésziniileg horizontalis géntranszfer itjan keriiltek a Buc' torzs genomjaba.
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V.7. A mikroaerob szénhidrogén-lebontdé mikroszervezetek diverzitasdnak feltardsa
dusité tenyésztések segitségével

V.7.1. El6sz6 a dusito tenyésztések eredményeit targyalo fejezethez

A BTEX-vegyiiletekkel szennyezett kozegek mikrobidlis kozosségeinek vizsgalata azt
mutatta meg, hogy a mikroaerob lebontd szervezetek feldusitasa, illetve izolaldsa nélkiil
tovabbra sem fogjuk tudni konkrét baktériumtorzsekhez kotni az 1.2.C-tipusit C230 gének
jelent6s részét. Ebbol kifolyolag a kutatas soron kdvetkezd 1épéseiben aerob és mikroaerob
dusité tenyészetek segitségével probaltuk feltarni azon baktériumok diverzitasat, amelyek a
BTEX-vegyiiletek, illetve komplex szénhidrogén-szennyezések mikroaerob lebontasaban részt
vehetnek. A vizsgalatokhoz egy kozép-magyarorszagi, kdolajszarmazékokkal szennyezett
karhelyr6l szarmazoé biofilmet hasznaltunk, mint inokulum a dusité tenyészetekben. E biofilm
egy ,,pump-and-treat” rendszer részeként mikodé buvarszivatty rozsdamentes acél felszinén

alakult ki, ahogy az a 48. abran is lathato.

48. abra: A talajviz kitermelésére szolgalo szivattyu rozsdamentes acél feliiletén kialakulo mikrobialis
biofilm (Dr. Benedek Tibor dltal készitett felvétel).

A pump-and-treat rendszer betizemelése el6tt a vizsgalt kitermelé kutban (BUT18) jelentds
mennyiségben voltak jelen mind a BTEX-komponensek, mind pedig az alifas szénhidrogének
(13. tablazat). A szivattyu feliiletén kialakuld €s ott folyamatosan jelenlévd biofilmet eldszor
2014 aprilisaban mintaztuk, amikor is metagenom analizis, klontarak, illetve baktériumtorzs
izolalas segitségével feltartuk a biofilm mikrobakdzosség faji és funkciondlis diverzitasat

(Benedek és mtsai, 2016). Az eredmények azt mutattak, hogy a biofilmet tilnyomorészt a
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Burkholderiales rend (korabban Betaproteobacteria osztaly) képviseldi dominaljak, hiszen a
metagenom szekvencidk 38%-at lehetett ehhez a taxondmiai csoporthoz kotni. Ennél is
fontosabb eredmény volt azonban, hogy az 1.2.C-tipusua C230 gének jelentés diverzitassal
voltak kimutathatdak, és legalabb 9 kiilonb6zd csoportjukat lehetett megkiilonboztetni (49.
abra). Mindezek miatt ugy véltiikk, hogy e biofilm kitlind alapot szolgaltathat a dusitasi
kisérletekhez, és igy inokulumként mindig ebbdl a forrdsbol szarmazé friss biofilm mintat

hasznaltunk az alabb részletezett vizsgalatokhoz.

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

paraméterei.

Talajviz paraméterek 2011 oktober 2014 aprilis 2016 marcius

Altalanos vizkémiai adatok
pH 7,8 7,5 7,26
oldott oxigén (mg/L) 29 1,9 NV*
nitrat (mg/L) 3 3 179
szulfat (mg/L) 66 174 190
Mn2* (mg/L) ND 44,3 2,3
Fe?* (mg/L) <0,05 0,31 0,19
redox potencidl (mV) -49,4 -19 NV

Szennyezettségi adatok
benzol (nug/L) 7050 722 0,3
toluol (ng/L) 28500 90 <0,5
etilbenzol (ug/L) 981 4 <0,5
xilolok (png/L) 10400 505 596
alkilbenzolok 2600 224 278
TAPH (Cs-Ca0) (ug/L) 10000 1750 791

*NV: nem vizsgalt
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230 Delftia acidovorans TN (AB177545)
98 | C230 Delftia sp. AN3 (DQ661649)
C230 Alcaligenes faecalis |s-46 (EF540866)
C230clone X3.56 (KP136452) [(6%)]
C230 Diaphorobacter sp. PCA039 (FJ601374)
Ajs_0214 Acidovorax sp. JS42 (CP000539)
99 ' cdoE Comamonas sp. JS765 (U93090)
C230 Comamonas testosteroni CNB-2 (CP001220)
99 - aphB Comamonas testosteroni TAA441 (AB006479)
C230 Delftia tsuruhatensis AD9 (AY940090)
99 [ TdnC Pseudomonas putida UCC22 plasmid pTDN1 (D85415) |
C230 clone X3.48 (KP136451) [4%]
Lcho 3357 Leptothrix cholodnii SP-6 (CP001013.1)
99 || €230 clone X3.45 (KP136450) [15%] B
76 ' C230 Leptothrix cholodnii BUG7 (KP151879)
Veis 2789 Verminephrobacter eiseniae EF01-2 (CP000542)
— Reut B5687 Cupriavidus necator JMP134 (CP000091)
9 _L0230 Ralstonia pickettii 12D (CP001645)
99 - TbuE Ralstonia pickettii PKO1 (U20258)
99 | C230I Pseudoxanthomonas spadix BUG14 (KP219001)
C230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09025) (CP003093) D
C230 clone X3.13 (KP136444) [13%)]
99 | C230Il Pseudoxanthomonas spadix BUG14 (KP219002)
C230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_04410) (CP003093)
C230 clone X3.37 (KP136449) [10%]
D2010-X3-E (JX861114) E
C230 clone X3.20 (KP136446) [6%)]
C230 Zoogloea oleivorans BucT (KJ433487) F
C230 Zoogloea oleivorans BUG24 (KP151878)
654 phnE2 Burkholderia sp. RP007 (AF112137)
PhnE Burkholderia cepacia (DQ191058)
BtxH Ralstonia sp. PHS1 (DQ834383)
77) C230 Burkholderia vietnamiensis G4 plasmid pBVIE04 (CP000620)
58'dmpB Cupriavidus metallidurans CH34 (CP000352)
| — M2010-X3-D1 (JX861110)
66 [~ M2010-X3-C1 (JX861106)
62| ! metagenomic clone s67 D-Tn1 (EU555077)
10011 ¢230 clone X3.21 (KP136447) [8%]
€230 clone X3.5 (KP136443) [15%)]
93 [ €230 clone X3.34 (KP136448) [8%]
M2010-X3-B1 (JX861102)
99 M2010-X3-A (JX861100)
98 ' Cdo Pseudomonas putida MT15 (U01826)

9g [ €230 clone X3.19 (KP136445) [15%)]
metagenomic clone w11 Tn2R6F (EU555108) C
ea| [ C230 Burkholderia cepacia AA1 (U47111)
- C230Ill Pseudoxanthomonas spadix BUG14 (KP219003)

H

99

A

G

% M2010-X3-F (JX861116)
C230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09150) (CP003093)
xylE Pseudomonas putida MT53 plasmid pWW53 (AB238971)

|
01

49. abra: A BUTI18-as mintavételi kut talajvizében kimutatott 1.2.C C230 gének diverzitasa 2011
oktoberében (Benedek és mtsai, 2016 alapjan,).
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V.7.2. Elso kisérlet: BTEX-lebontd baktériumok 6sszehasonlitd dusitd tenyésztése aerob és
mikroaerob koriilmények kozott

V.7.2.1. A vizsgalat célja és menete

Az els6 dusito kisérlet célja az volt, hogy altaldnos képet kapjunk arr6l, hogy milyen
hatdssal van az oxigén-limitdci6 a BTEX-lebontds soran feldusuld bakteridlis kozosség
Osszetételére. A kisérletek soran a fentiekben ismertetett biofilmet kiindulasi inokulumként
hasznaltuk, és 100 mL-es, légmentesen zarhatd laboratoriumi szérumiivegekben aerob (7-8
mg/L oldott oxigén), illetve mikroaerob (0-0,5 mg/L oldott oxigén) koriilmények kozott, az
O0sszes  BTEX-komponens  jelenlétében  probalkoztunk — szénhidrogén  lebontd
mikrobakodzosségek feldusitasaval (50. abra). Mind az aerob, mind pedig a mikroaerob dusitd
tenyészetek esetében két-két parhuzamos mikrokozmosszal dolgoztunk. A mikrokozmoszokat
egy hetes inkubaciot kovetden atoltottuk és ezt a folyamatot 6t héten at ismételtiik. A
mikrokozmoszok bakterialis kozosségének Gsszetételét, illetve annak valtozasat minden atoltas
soran 16S rRNS ¢és 1.2.C C230 gén alapti T-RFLP ujjlenyomat moédszer segitségével
vizsgaltuk. A dusitasi folyamat végén egy-egy aerob, illetve mikroaerob médon feldusitott
bakterialis kozosség Osszetételét (akarcsak a kiindulasi biofilmét) Illumina 16S rDNS amplikon
szekvenalas segitségével tartuk fel, mig az 1.2.C-tipusia C230 gének diverzitasat klasszikus
molekularis klonozés utjan vizsgaltuk. A mikrokozmoszokbol a dusitasi folyamat 1. és 5.
hetének végén baktérium torzsizolalast végeztiink, és esetiikkben vizsgaltuk a kérdéses C230

gén meglétét.

crer
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V.7.2.2. A bakteridlis kézosségek Osszetételének dinamikdja a dusitasi folyamat sordan (16S

rDNS alapon)

Az eltérd oxigén-ellatottsag hatdsa a feldusitott mikrobakozosségek Osszetételére mar
az elsé dusitdsi hét utdn is kimutathatdo volt. A kétféle kozosségszerkezet folyamatos
hasonlosagbeli eltavolodasa mind a Bray-Curtis index alapjan késziilt dendrogramon, mind
pedig a fokomponens analizis soran kapott diagramon is egyértelmiien lathaté (51. és 52. abra).
Megfigyelhetd az is, hogy bar a mintavételi kutakbol szarmazo6 talajviz, illetve biofilm mintak
mikrobak6zosségei a dendrogramon élesen elkiiloniilnek a feldusitott mikrobakozdsségektol, a
fékomponens analizis eredménye alapjan a korai mikroaerob dusito tenyészetek kdzosségeihez
lehet Oket hasonlitani. A parhuzamos mintak esetében megfigyelhetd, hogy a mikroaerob
dusitok esetében altalaban Kisebb a variancia kozottiik, mig az aerob disitok esetében nagyobb

eltérések figyelhetoek meg (pl. BF1 4 és BF2 4, illetve BF1 3 ésBF2 3).
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51. dbra: A 16S rDNS T-RFLP elektroferogramok Bray-Curtis alapu hasonlésdgi dendrogramja
(Benedek és mtsai, 2018 alapjdn).
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52. abra: A 16S rDNS T-RFLP elektroferogramok fokomponens elemzése (Benedek és mtsai, 2018
alapjan)

V.7.2.3. A végponti dusito mikrobakézosségek dsszetétele az Illumina 16S rDNS amplikon

szekvenalas alapjan

A végponti mikroaerob dusitd tenyészetek koziil a BFH2 5-jeliit valasztottuk ki
részletes kozosségelemzés céljabol. Az Illumina 16S rDNS amplikon szekvenalas
eredményeképpen 67 846 db szekvenciat kaptunk, amelyek elsddleges filogenetikai elemzése
az aktualis SILVA rRNS adatbazis segitségével tortént, majd a tovabbi, az eredmények
vizualizacidjahoz sziikséges elemzéseket a MEGANG6 programcsomag segitségével végeztiik
el. A kozosség jelentOs részét a Betaproteobacteria osztalyba (jjabban Burkholderiales rend)
tartozo mikroszervezetek alkottak, mivel a 16S rDNS szekvenciak 58% e baktériumokhoz volt
kothetd. Jelentds csoportot alkottak még a (szliken értelmezett) Gammaproteobacteria, illetve
az Actinobacteria osztalyok képvisel6i (53. abra). Nemzetség szinten az Acidovorax (18%),
Pseudomonas (14%), Giesbergeria (11%), Azotobacter (6%), Zoogloea (5%) és Rhodoferax
(4%) fajok uraltak a kozosséget.

131



dc_1786_20

MIKROAEROB DUSITO TENYESZET (BFH2_5)
Osztaly Nemzetség

Azoarcus
Thermomonas,”*

1%

Azomonas %
Egvéb 1%
&y 3% Polaromonas
Sphingobacteria 2%
4% Simplicispira
2%
Bordetella
2%
Achromobacter
3%

Acidovorax
18%

Pseudomonas
14%

6% Giexberéé}; —
Actinobacteria 9% 1%

53. dbra: A mikroaerob dusito tenyészet mikrobakdzésségének osztaly, illetve nemzetség szintii
osszetétele az lllumina 16S rDNS amplikon szekvendalasi adatok alapjan. (Benedek és mtsai, 2018
alapjan)

A végponti aerob dusitd tenyészetek koziil a BF1 5-jeltit valasztottuk ki részletes
kozosségelemzés céljabol. Az Illumina 16S rDNS amplikon szekvenalas eredményeképpen
67 174 db szekvenciat kaptunk. Erdekes eredményként azt lehetett megfigyelni, hogy a
mikrobakdzosséget még a mikroaerob dusitd tenyészethez képest is nagyobb aranyban
dominaltdk a Betaproteobacteria osztalyba (Ujabban Burkholderiales rend) tartozo
mikroszervezetek, hiszen a 16S rDNS szekvenciak 76%-at lehetett ehhez a taxonomiai
csoporthoz kotni (54. abra). Hasonléan a mikroaerob dusitd kozosségéhez, emlitésre méltd
csoportot alkottak még az Actinobacteria (11%) és Gammaproteobacteria (6%) osztalyok
képvisel6i. Nemzetség szinten mar jol lathatdo volt, hogy mi okozza ezt a hatalmas
Betaproteobacteria folényt a kozosségben, ugyanis a 16S rDNS szekvencidk 61%-a a
Comamonadaceae csaladba tartozo Malikia nemzetséghez volt kothetd. Mellette egyetlen
emlitésre méltd nemzetséget lehetett azonositani, a szintén Comamonadaceae csalddba tartozo
Macromonas-t (6%). Meglepé ugyanakkor, hogy a Pseudomonas nemzetséghez kothetd 16S

rDNS szekvencidk mindossze 1%-os abundanciaval voltak kimutathatoak.

132



dc_1786_20

AEROB DUSITO TENYESZET (BF1 _5)

Osztaly Nemzetseg

Thermaomaonas
1%

Macromonas

6%

54. abra: Az aerob dusito tenyészet mikrobakozosségének osztaly, illetve nemzetség szintii osszetétele
az lllumina 16S rDNS amplikon szekvenalasi adatok alapjan. (Benedek és mtsai, 2018 alapjan)

V.7.2.4. Az 1.2.C-tipusu C230 gének diverzitasanak valtozasa a dusitasi folyamat sordn

A dusitas soran T-RFLP modszer segitségével folyamatosan monitoroztuk az 1.2.C-
tipus C230 gének diverzitdsanak valtozasat a feldusitott kozosségeken beliil. A T-RFLP
adatok fékomponens analizise megmutatta, hogy a dusitas soran a harmadik hét utan lehetett
egyértelmiien kiilon csoportba sorolni az aerob és a mikroaerob dusitéd tenyészeteket (55. dbra).
A dusitasi folyamat végére pedig szinte teljesen eltéré C230 diverzitas volt kimutathatd az
eltér6 oxigenizaltsagu tenyészetekben. Mig a mikroaerob tenyészetekben a 798-bp és a 765-bp
hosszusaggal jellemezhet6 T-RF-ek voltak dominansak, addig az aerob tenyészetekben ezek a
T-RF-ek nem 1is voltak kimutathatoak, és helyettiik a 189-bp és a 108-bp hosszlisaggal
jellemezhet6 T-RF-ek voltak az uralkodoak. Megjegyzend$ ugyanakkor, hogy a végponti
mintdk C230 osszetétele jelentdsen eltért attol, mint amit a kiindulasi biofilm minta, illetve a
mintavételi kutban 1év6 talajvizben ki lehetett mutatni. E két minta esetében k6zos volt, hogy a
333-bp és a 802-bp hosszasagu T-RF-ek mindkettdben jelent6s abundanciaval voltak jelen (56.
abra). Ezen tal a biofilm mintdban meghatarozoak voltak még a 810-bp és 806-bp hosszisaggal
jellemezhetd T-RF-ek. Az 56. abran, amely a kiindulasi mintak és a disitd tenyészetek (a
parhuzamos tenyészetek atlagainak) C230 T-RFLP mintazatait hivatott bemutatni, lathato,
hogy a 333-bp és a 810-bp hosszusaggal jellmezheté T-RF-ek a mikroaerob tenyészetekben

szinte végig jelen voltak, méghozza aranylag jelentds abundancidval, am az 6todik hétre
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marginalizalodtak (bar kimutathatéak maradtak). Ezzel szemben az aerob tenyészetek esetében

mar a harmadik hét utan marginalizalodtak ezek a C230 T-RF-ek.
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55. abra: A dusito tenyészetek 1.2.C C230 T-RFLP adatainak fékomponens elemzése (Benedek és
mtsai, 2018 alapjan)

Az eredmények alapjan feltételezhetd volt, hogy a 189-bp és 108-bp hosszliisaggal jellemezhetd
T-RF-ek olyan 1.2.C-tipusu C230 géneket jeldlnek, amelyek kizarolag aerob BTEX-lebontasra
képes mikroszervezetekhez kothetdek. Ezzel szemben a 798-bp €s a 765-bp hossziusaggal
jellemezheté T-RF-ek pedig olyan baktériumokhoz kothetdek, amelyek valoszintileg képesek
legalabb egyes BTEX-komponensek mikroaerob koriilmények kozotti lebontasara. Tovabba
ugyanezt lehet valoszintsiteni a 333-bp és a 810-bp hossztsaggal jellemezheté T-RF-ekhez
kotheté C230 génekrdl, illetve az azokat kddold baktériumokrol.
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56. abra: A dusito tenyészetek, illetve a kiindulasi biofilm minta 1.2.C C230 T-RFLP fragmentjeinek
relativ abundancidja. A diagramon a parhuzamos mintak atlagai lettek feltiintetve. (Benedek és mtsai,
2018 alapjan)

V.7.2.5. Az 1.2.C-tipusu C230 gének diverzitasanak feltardsa a végponti dusito tenyészetekben

kiontar segitségével

Annak érdekében, hogy a kimutatott C230 T-RF-ekhez nukleotid szekvenciat, illetve
esetleg baktérium fajokat tudjunk kotni, klontarakat hoztunk 1étre azon dusitd tenyészetek
esetében, amelyeknek bakteridlis kozosségét az eldzdéekben amplikon szekvenalas segitségével
feltartuk (BFH2 5 és BF1 5).

A mikroaerob dusitd tenyészet (BFH2 5) esetében a klonszekvencidkat két nagy és
harom kisebb csoportba lehetett sorolni. A klonok legdominansabb csoportjaba a szekvenciak
66%-a tartozott, és aminosav szinten 100%-os egyezést mutattak egy olyan Acidovorax torzs
altal kodolt C230 génnel, amit korabban a siklosi karhelyrdl izoltunk (Acidovorax sp. A10-es
torzs, folyoiratban nem publikalt eredmény) (57. abra). E klonszekvencidk T-RFLP vizsgalata
ramutatott, hogy a 798-bp hossztisagi C230 T-RF, amely a legdominansabb volt a mikroaerob
dusito tenyészetekben (56. abra), ehhez a csoporthoz volt kéthetd. Elmondhato tehat, hogy az

Acidovorax dominancia nem csak 16S rRNS gén, hanem 1.2.C-tipustt C230 gének szintjén is
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kimutathato volt a mikroaerob dusitd tenyészetekben. A masodik legnagyobb csoportba a
klonok 25%-a tartozott, és a Pseudoxanthomonas spadix BD-a59-es torzs egyik C230 génjével
mutatta a legnagyobb hasonlosagot. Erdekes modon e klonok 92-bp hosszusag T-RF-fel
voltak jellemezhetéek, amely azonban csak marginalis abundanciaval volt kimutathaté a
mikroaerob tenyészetek T-RFLP elektroferogramjain. A harom kisebb csoport a
klonszekvenciaknak egyarant 3%-at adta és nem lehetett 6ket konkrét baktériumokhoz kotni.
Ugyanakkor elmondhat6, hogy két csoport (ezek képviseléi a BFH2 5 X3 3, illetve a BFH2 5
X 32 jeli klonszekvenciak, 92-bp és 810-bp hossztsaga T-RF-fel) olyan C230 szekvenciakkal
adott egyezést, amelyeket korabban a siklosi karhelyrél mutattunk ki (Tancsics és mtsai, 2013),
mint példaul az ismeretlen Rhodocyclaceae csaladhoz kothetd C230-t (Téancsics és mtsai,
2018).

Az aerob dusito tenyészet (BF1 _5) esetében a klonszekvencidkat egy domindns és két
marginalis jelentdségli csoportba lehetett sorolni. A dominans csoportba a szekvenciak 94%-a
tartozott (a filogenetikai fan a BF1_5 X3 3-jelt klon altal képviselt csoport), €s hozzajuk volt
kothetd a 189-bp hosszusdgi T-RF, amelyet kordbban, mint dominans C230 T-RF
azonositottunk az aerob dusitd tenyészetekben. E klonszekvencidkat ugyan nem lehetett ismert
baktériumhoz kotni, de dominans jelenlétiiket korabban is kimutattuk abban a mintavételi
kuatban (illetve onnan szdrmaz6 biofilmben), ahonnan a jelen vizsgalathoz felhasznalt biofilm
inokulum is szarmazott (Benedek és mtsai, 2016). Ha feltételezziik, hogy e klonszekvenciak a
dominans ko6zosségalkotohoz tartoznak, akkor elsdsorban a Malikia nemzetséghez tartozo
baktériumok johetnek szoba, mint e gének hordozo6i. A Malikia nemzetségrol korabban
lathattuk, hogy dominans kozdsségalkotok lehetnek olyan BTEX-vegyiiletekkel szennyezett
felszin alatti kozegekben, amelyek oxigénnel jol ellatottak (Tancsics és mtsai, 2010). A
nemzetk6zi szakirodalomban is taldlni arra utaléo eredményt, hogy e mikroszervezetek BTEX-
lebontok lehetnek (Aburto és Ball, 2009). Tovabb erdsitette ezt a feltételezést, hogy a
legkozelebbi rokon nemzetség, a Hydrogenophaga esetében ismert, hogy egyes képviseldik
kivalo aromas szénhidrogén lebontok lehetnek (Fahy és mtsai, 2008). Ugyanakkor egyetlen
kornyezeti Malikia izolatum sem volt még ekkor ismert, amely BTEX-lebonto lett volna, igy
ebbéli képességiik tovabbra is csak egy jol megalapozott feltételezés volt.

A két marginalis csoportba a klonszekvenciak 3-3%-a tartozott. E két csoport
klonszekvenciai kozott nagyfoka hasonlosag volt, és 91-93%-0s aminosavszekvencia
hasonlésdgot mutattak egy metagenom vizsgéalatbdl szdrmazd C230 szekvencidval (wll

Tn2R6F-jelii klon, Brennerova és mtsai, 2009). Tovabba megallapitottuk, hogy mindkét
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csoport nukleotid szekvenciai a 108-bp hosszusagu T-RF-fel jellemezhetéek, amely a masodik

legabundansabb volt a végponti aerob dusité tenyészetekben (56. dbra).

C230 Delftia acidovorans TN (AB177545)

(230 Delftia sp. AN3 (DQ661649)

C230 Alcaligenes faecalis Is-46 (EF 340866)

(230 Digphorobacter sp. PCAO39 (FI601374)

Acidovorax sp. 1542 chlorocatechol 2, 3-dioxygenase (CPO00539)
99 'cdoE Comamonas sp. 15765 (U93090)

C230 Comamonas testosteroni CNB-2 (CPO01220)

99" aphB Comamonas testosieroni TAA441 (AB0O06479)

89| C230 Acidovorax sp. strain SKLS-AT (MGR73187)

AC230 done BFH2_5 X3 8 (MG904873) [66%] 798-bp T-RF
C230 Delftia tsiwruhatensis AD9 (AY940090)

TdnC Pseudomonas putida UCC22 plasmid pTDN 1 (DE5415)

Leho 3357 Leptothrix cholodnii SP-6 (CPOO1013.1)

9% C230 Leprothrix cholodnii BUGT (KP151879)

Veis 2789 Vermiphenobacter eiseniae EF01-2 (CPO00542)

phnE2 Burkholderia sp. RPOOT (AF112137)

phnE Burkholderia cepacia (DQ191058)

99V bixH Ralstonia sp. PHS 1 (DQ834383)

70} C230 Burkholderia vietnamiensis G4 plasmid pBVIE(4 (CPO00620)

39 dmpB C. metallidurans CH34 (CPO00352

99 C2301 Pseudoxanthomonas spadic BUG 14 (KP219001)

C230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_090235) (CPO03093)
AC23I0 clone BFH2Z_5 X3_25 (MG9045869) [25%] 92-bp T-RF

C230 clone X3.13 (KP136444)

*C230 clone BF1_5X3 3 (MG904871) [94%] 189-bp T-RF

(230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_04410) (CP003093)
€230 Zoogloea oleivorans BucT (KJ433487)

€230 Zoogloea oletvorans Bug24 (KP151878)

C230 clone X337 (KP136449)

70

52

€230 clone D2010-X3-E (IX861114)
08 ' AC230clone BFH2 5 X3 3 (MG904868) [3%] 92-bp T-RF

Rewt B3687 Cupriavidus necator IMP134 (CPO0O0091)
T':LCZJO Ralstonia pickettii 12D (CP001645)
53 99 - ThuE Ralstonia picketdi PKO1 (U20258)
| ——————————C230clone M2010-X3-D1 (TXE61110)
100 |—C230 clone M2010-X3-C1 (IX861106)

metagenomic clone s67 D-Tnl {EUS55077)
(€230 clone M2011-X3-B2 (TX861105)
AC230 done BFH2_5 X3 32 (MG904867) [3%] 8&10-bp T-RF
C230 clone X3.34 (KP13648)
€230 clone M2010-X3-B1 (JIX861102)

99

A C230 Pseudomonas veronii BFHA4 7 (MG926653)
* (230 Psendomonas mohnii BFB1 10 (MGY926654)
230 Pseudomonas extremaustralis ST2-6 (JO6T70912)
€230 clone M2010-X3-A (TX&61100)

cdo Pseudomonas putida MT15 (UD1826)

100 | C230 clone M2010-X3-F (JX861116)

C230 Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09130) (CP003093)
C230 Burkholderia cepacia AA1 (U47111)

(230 Variovorax paradoxus BFB1 13 (MG926652)

metagenomics clone C230 clone wl 1 Tn2R6F (EUS55108)

C230 clone X3.19 (KP136445)

«C230 clone BF1_5 X3_20 (MG904872) [3%] 108-bp T-RF
96 | AC230 done BFH2_5 X3 5 (MG9%4866) [3%)] 769-bp T-RF
61! aC230 clone BF1_5 X3 35 (MGO04870) [3%] 108-bp T-RF
xylE Pseudomonas putida MT53 pWW353 (AB238971)

——
0.1

57. abra: A dusito tenyészetekbdl kozvetleniil, illetve azokbol kitenyésztett torzsekbdl szarmazo 1.2.C
C230 szekvenciak filogenetikai helyzetét bemutato, aminosavszekvencia alapu neighbor joining fa
(Benedek és mtsai, 2018 alapjan).
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V. 7.2.6. Izolatumok

A dusité tenyészetekbdl az elsd heti, illetve az 6tddik heti, tehét végponti dusitasok
soran tortént baktériumtdrzs izolalas. Osszesen 23 faj képviseldit sikeriilt igy izolalni, ahogy az
a 14. tablazatban lathatd. Mind az aerob, mind pedig a mikroaerob dusitok esetében féleg a
Gammaproteobacteria osztaly képviseldit tudtuk izolalni. Ugyanakkor sajnélatos tény, hogy a
végponti dusitokban legdominansabb nemzetségek, tehat az Acidovorax és a Malikia
nemzetségek képviseldit nem sikertiilt izolalnunk. Jol ismert jelenség, hogy mikrobakdzosségek
tenyésztéses ¢és tenyésztéstél fliggetlen kozosségelemzéd modszerekkel torténd egylittes
vizsgalatakor, a két vizsgalati modszer altal adott eredmények kozott kicsi az atfedés (Al-
Awadhi és mtsai, 2013).

Amely torzs esetében relevansnak tiint (féleg a Gammaproteobacteria osztaly, de azon
beliil is a Burkholderiales rend képvisel6i) megvizsgaltuk az 1.2.C-tipustt C230 gén jelenlétét.
Pozitiv eredményt csak négy Pseudomonas torzs, illetve a Variovorax paradoxus BFB1_13-as
torzs esetében kaptunk. A Pseudomonas torzsek, bar eltéré fajokhoz tartoztak, és eltérd
oxigenizaltsagu dusitd tenyészetekbdl szdrmaztak, ugyanazzal az 1.2.C C230 genotipussal
rendelkeztek, igy ez valosziniileg egy plazmidon kédolt gén, amely horizontalis géntranszfer
utjan terjedhet a biofilm Pseudomonas kozosségén beliil. Megjegyzendé még, hogy ugyanezt a
genotipust korabban a siklosi karhelyr6l is kimutattuk (Tancsics és mtsai, 2013) (57. abra). A
V. paradoxus BFB1_13-as torzs esetében egy ezidaig ismeretlen 1.2.C-tipusu C230 gént
sikeriilt kimutatni (57. dbra). Az izolatumokbdl kimutatott C230 genotipusokat a klontarakban
nem tudtuk kimutatni, igy ezek valdsziniileg marginalis genotipusok voltak a dusito

tenyészetekben.

14. tablazat: A disito tenyészetekbdl izolalt baktérium térzsek filogenetikai besorolasa

Torzs kodja Dusit6  Legkozelebbi rokon tipustorzs (16S rRNS gén 1.2.C-

tenyészet* hasonlosag) tipusu
C230 gén
BFB1 2 aerob, I. Micrococcus yunnanensis Y1IM 65004 " (99,9%) NV**
BFB1 4 aerob, I. Flavobacterium cheonhonense ARSA-15" NV
(99,9%)
BFB1 6 aerob, 1. Thermomonas fusca DSM 154247 (100%) -
BFB1 8 aerob, 1. Nocardioides aromaticivorans H-17 (98,9%) NV
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BFB1_9 aerob, 1. Flavobacterium aquatile LMG 4008T (98,8%) NV
BFB1 10 aerob, 1. Pseudomonas mohnii DSM 183277 99,8% +
BFB1 12 aerob, 1. Rhodococcus gingshengii JCM 154777 (99,7%) NV
BFB1 13 aerob, 1. Variovorax paradoxus NBRC 151497 (99,2%) +
BFB4 1 aerob, 5. Pseudomonas umsongensis DSM 166117 (99,9%) +
BFB4 2 aerob, 5.  Xanthobacter autotrophicus 7¢ (97,5%) -
BFHC1 1 mikr., 1. Chryseobacterium haifense H38" (98,7%) NV
BFHC1 3 mikr., 1. Flavobacterium tructae 435-08" (97,2%) NV
BFHC1 4 mikr., 1. Rhizobium selenitireducens ATCC BAA-1503T -
(99,6%)

BFHC1 5 mikr., 1. Achromobacter dolens LMG26840T (99,7%) -
BFHC1 7 mikr., 1. Simplicispira limi EMB3257 (99,9%) -
BFHC1 8 mikr., 1. Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006" (100%) -
BFHC1 9 mikr., 1.  Pseudomonas moorei RW10" (99,9%) +
BFHC1 10  mikr., 1. Microbacterium oxydans DSM 205787 (100%) NV
BFHC1 11B mikr., 1. Pedobacter composti TR6-06" (98,3%) -
BFHA4 1 mikr.,5.  Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 (100%) -
BFHA4 2 mikr., 5. Achromobacter pulmonis LMG 26696 (99,7%) -
BFHA4 4 mikr., 5. Castellaniella hirudinis E103T (99,9%) -
BFHA4 7 mikr., 5. Pseudomonas veronii DSM 113317 (99,9%) +

*A dusito tenyészet tipusa (acrob vagy mikroaerob), illetve a dusitas foka (1. vagy 5. heti dusitas). mikr.:
mikroaerob.

**NV: nem vizsgalt

V.7.2.7. Osszegzés

Az elsd dusito tenyésztés eredményeképpen azt lathattuk tehat, hogy az 6sszes BTEX-
vegyiilet jelenléte esetén a Burkholderiales rend (korabban Betaproteobacteria osztaly) két
eltéré nemzetsége, az Acidovorax, illetve a Malikia valtak dominanssa mikroaerob, illetve
tisztan aerob koriilmények kozott. A mikroaerob dusitd tenyészetekben egyértelmiien az
Acidovorax nemzetséghez volt kotheté a dominans 1.2.C C230 genotipus, mig az aerob dusito
tenyészetekben feltételezhetd, hogy a Malikia nemzetséghez. Ettdl fiiggetleniil az eredmények
alapjan kijelenthetd, hogy nem lehet minden 1.2.C C230 genotipust a mikroaerob BTEX-
lebontashoz kotni. A Zoogloea oleivorans Buc' esetében is lathattuk, hogy a mikroaerob toluol-

139



dc_1786_20

lebontasnak nem egyediili feltétele az 1.2.C C230 gén megléte, mivel ehhez olyan
gyurtihidroxilalo enzim is sziikséges, amely ugyancsak képes mikroaerob koriilmények kozott
is miikddni. Ahhoz, hogy az Acidovorax és a Malikia térzsek BTEX-lebontasban betoltott
szerepét jobban megismerhessiik, sziikséges e baktériumok izolalasa és genomjuk feltarasa. A

kutatas kovetkezd 1€pésében erre tettiink kisérletet.

V.7.3. Masodik kisérlet: a Malikia spinosa AB6-os torzs benzol-, toluol- és etilbenzol-lebonto
képességének igazoldsa: dusitas, izolalas és teljes genom analizis

V.7.3.1. A vizsgélat célja €s menete

A masodik dusitd kisérlet célja az volt, hogy ujra feldusitsuk az el6z6 kisérletben
dominans Malikia és Acidovorax nemzetségbeli baktériumokat, majd izolaljuk éket BTEX-
lebontési vizsgalatokhoz. Ezen feliil célunk volt tovabbi olyan baktériumtorzsek izolalasa,
amelyek ezidaig ismeretlen 1.2.C C230 genotipussal rendelkeznek. E masodik dusitasi kisérlet
az els6hoz hasonld mddon tortént, kisebb valtoztatasokkal. A duasitd tenyészetek esetében nem
BTEX-keveréket hasznaltunk szénforrasként, hanem csak benzolt, vagy toluolt. Ennek célja
foleg az volt, hogy csokkentsiik a diverzitast a tenyészetekben, ezaltal novelve a dominans, de
esetleg szilard taptalajon lassan novekvd torzsek izoldldsanak esélyét. Mind a benzol, mind
pedig a toluol esetében aerob és mikroaerob disitd tenyészeteket egyarant létrehoztunk, immar
harom péarhuzamos szérumiivegben minden beallitas esetében (O0sszesen tehat 12 db dusito
tenyészet). A dusitd tenyészeteket ugyanugy hetente oltottuk at, 6t héten keresztiil, majd a
kialakult mikrobakdzosségek vizsgalata az el6zdekben leirtakhoz hasonloan tortént. Jelen
vizsgalat soran a disito tenyészetek baktérium kozosségeinek dinamikéjat mar nem volt célunk
feltarni, igy a kozosségfeltards soran mar csak a végponti mintdkra Gsszpontositottunk. E
végponti, tehat 6todik heti dusitd tenyészetek esetében GC-MS segitségével folyamatosan
dusitokban a benzol és a toluol gyors fogyasat lehetett megfigyelni (58. abra A és B panel).
Ezzel szemben a mikroaerob tenyészetekben a benzol biodegradacioja nem volt megfigyelhetd,

mig a toluol esetében nagyjabol 40%-0s fogyast regisztraltunk (58. abra C és D panel).
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V.7.3.2. A végponti dusito tenyészetek mikrobakozosségeinek vizsgalata 16S rDNS T-RFLP

¢és amplikon szekvenalas segitségével

A végponti disitd tenyészetek baktériumkozosségeinek Osszetételét elsé 1épésben 16S
rDNS alapt T-RFLP segitségével vizsgaltuk. Az elektroferogramokbdl kinyert adatok alapjan
késziilt dendrogram megmutatta, hogy a dusitd tenyészetek elsdsorban oxigenizaltsaguk
alapjan kiiloniiltek el egymastol. Ennek megfelelden két kiilon 4gon voltak megtaldlhatdak az
acrob és a mikroaerob dusitd tenyészetek. Bar az aerob benzol- és toluol-lebontd dusitd
tenyészetek nagyfokl hasonldsdgot mutattak, az eltérd szénforras alapjan torténd csoportosulés
megfigyelheté a dendrogramon. Ezzel szemben a mikroaerob dusitok esetében azt lehetett
megfigyelni, hogy élesen elkiiloniiltek egymastol a benzolt és a toluolt tartalmazo tenyészetek.
Mivel a parhuzamos tenyészetek esetében tobbnyire nagyfokt hasonlosag volt kimutathato (bar
kissé kiugré osszetételii tenyészetek eléfordultak), minden bedllitas esetében egy reprezentans
tenyészet bakterialis kozosségét tartuk fel 16S rDNS amplikon szekvenalas segitségével. Ezek
a kovetkezbéek voltak: aerob benzol-lebontd dusitd tenyészet AB1 (33778 db 16S rDNS
szekvencia), aerob toluol-lebont6 dusitd tenyészet AT2 (29721 db 16S rDNS szekvencia),
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mikroaerob benzol-,,lebontd” dusitd tenyészet MB1 (33056 db 16S rDNS szekvencia), illetve
mikroaerob toluol-lebont6 dusito tenyészet MT3 (33823 db 16S rDNS szekvencia).
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59. dbra: A dusito tenyészetek 16S rDNS T-RFLP mintdzatainak Bray-Curtis alapu hasonlosdgi
dendrogramja. (Révesz és mtsai, 2020a alapjan)

Az aerob benzol-lebont6 ABl-es dusitd esetében meglepden alacsony diverzitast
tapasztaltunk, mivel a 16S rDNS szekvenciak 94%-at a Malikia nemzetséghez lehetett kotni
(60. abra A panel). Emellet még a Pseudomonas, Acidovorax és Flavobacterium nemzetségeket
lehetett emlitésre méltd abundnaciaval (> 0,5%) kimutatni. Azt a célt tehat, hogy csokkentsiik
a duasitd tenyészet diverzitasat azaltal, hogy BTEX-keverék helyett csak egyféle aromads
komponenst hasznaljunk szénforrasként, sikeriilt elérniink. A Malikia nemzetség ilyen foka
dominancidja pedig 0jabb bizonyiték volt arra, hogy e baktériumok kivalé benzol-lebonté
mikroorganizmusok lehetnek felszin alatti kozegekben.

Az aerob toluol-lebont6 AT2-es duasitd tenyészet esetében valamivel nagyobb

diverzitast tudtunk kimutatni (60. abra B panel). E dusitoban a Pseudomonas nemzetség volt a
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legdominansabb (66%), de mellette a Malikia (18,9%) és a Flavobacterium (10,2%)
nemzetségek is jelentés abundanciaval voltak kimutathatéak. Ez az eredmény eldrevetitette,
lehetnek. A Pseudomonas nemzetség dominanciaja nem meglepd, hiszen a legismertebb tolul-
lebontd baktériumok tartoznak ide, mig a Flavobacterium nemzetség gyakran mutathatd ki

kéolajszarmazékokkal szennyezett kozegekbdl (Kaplan és Kitts, 2004).

Benzol-lebonto, aerob duasité A Toluol-lebonté, aerob dusité B
tenyészet (AB1) tenyészet (AT2)
Egyéb
Flavobacterium Egyéb Unassigned 1.9% Acidovorax
0.7% 12% 0.6% 1.5%
Pseudomonas Acidovqrax Flavobacterium Simplicispira
7 0/ 0.9% > 50,
2.6% 10.2% 0.5%
Thermomonas Malikia
0:5% 18.9%

Pseudomonas
66%
C D
Benzol-lebont6, mikroaerob diusité Toluol-lebonté, mikroaerob
tenyészet (MB1) dusit6 tenyészet (MT3)
Egyéb Acidovorax
0.5% 3.3%
Simplicispira
Thermomonas 9.1%
0.8%
‘ Herminiimonas
4.9%
Pseudomonas Pseudomonas
100% 81.4%

60. dbra: A dusito tenyészetek mikrobakdzdsségeinek nemzetség szintii dsszetétele az lllumina 16S
rDNS amplikon szekvendldsi adatok alapjan. (Révész és mtsai, 2020a alapjan)
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A mikroaerob benzol-,,lebont6” MB1-es dusito tenyészet esetében végteleniil egyszeri
bakterialis kdzdsséget tartunk fel, ugyanis a 16S rDNS szekvencidk 100%-a a Pseudomonas
nemzetséghez volt kothetd (60. abra C panel). Meg kell jegyezni, hogy e Pseudomonas
mikroaerob dusitd tenyészetekben nem volt megfigyelhetd a benzol biotikus folyamathoz
kothetd fogyasa.

A mikroaerob toluol-lebonté MT3-as dusitod tenyészet baktérium kozossége mar kissé
diverzebb képet mutatott, bar a 16S rDNS szekvencidk 81%-a e dusitdo esetében is a
Pseudomonas nemzetséghez volt kothetd (60. abra D panel). Emlitésre méltdé abundanciaval
voltak még kimutathatoak a Simplicispira (9,1%), Herminiimonas (4,9%), illetve az
Acidovorax (3,3%) nemzetségek képviseléi. A Simplicispira nemzetség esetében nem ismert,
hogy az ide tartoz6 baktériumok milyen szerepet toltenek be az aromdés szénhidrogének
lebontasaban. Annyi azonban bizonyos, hogy szénhidrogén-lebontd dusité tenyészetekben
gyakran megfigyelhetd a jelenlétiik, akar nitrat-redukald koriilmények kozott is (Keller és
mtsai, 2018). A Herminiimonas nemzetség tagjainak metabolikus képességei foleg fajleird
kozleményekbdl ismertek, és elmondhatd, hogy szénhidrogén-lebontd képességre utald
szakirodalmi adat nem fordul elé benniik. Kim és mtsai (2014) azonban stabil izotdpos
vizsgalatok soran kimutattak egy Herminiimonas nemzetségbe tartoz6 baktériumrol, hogy
képes lehetett a toluolt nitrat-redukalé koriilmények kozott lebontani, és bssA gént is kimutattak

e baktérium genomjaban metagenom asszocialt genom analizis segitségével.

V.7.3.3. Az 1.2.C-tipusti C230 gének diverzitdsa a dusitod tenyészetekben

A fenti dusito tenyészetek esetében (amelyeknek bakterialis kozosségét Illumina 16S
rDNS amplikon szekvenalas segitségével vizsgaltuk) molekularis klonozas ttjan tartuk fel az
1.2.C C230 gének diverzitasat (61. dbra). Az aerob dusitd tenyészetekben, fiiggetleniil attol,
hogy benzolt vagy toluolt tartalmaztak szénforrasként, ugyanazt az egyféle klonszekvenciat
lehetett kimutatni (AB_OPU-1 és AT OPU-2 a 61. abran). Ugyanezt a C230 klonszekvenciat
mutattuk ki dominansként az elsé dusitasi kisérlet soran, az aerob BTEX-lebont6 dusitd
tenyészet esetében, és akkor feltételesen a Malikia nemzetséghez kotottiik jelenlétét (Benedek
és mtsai, 2018). A mikroaerob dusitd tenyészetekben ez a genotipus nem volt kimutathato.
Habar a benzol-tartalmu dusito tenyészet esetében a dusitas 6tddik hetére nem lehetett benzol
biodegradaciot megfigyelni, a legtobb, szamszerint 6t kiillonbozo 1.2.C C230 OPU-t itt lehetett

kimutatni. A klonszekvenciak 69%-a azonban egy olyan 1.2.C C230 enzimmel mutatott
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hasonlésagot, amelyet nem lehetett ismert baktériumhoz kétni (MB_OPU-1). Hasonl6 volt a
helyzet a klonszekvenciak masodik legnagyobb csoportjanak esetében (MB_OPU-2, 16%), bar
itt mar 92%-os aminosav szekvencia hasonlosag volt kimutathaté a Pseudoxanthomonas spadix
BD-a59-es torzs egyik C230 enzimével. A harmadik legnagyobb csoportba tartozo
szekvenciak (MB_OPU-3, 11%) teljes egyezést mutattak az el6z6é dusitasi kisérlet soran a
mikroaerob BTEX-lebonto dusit6 tenyészetbdl kimutatott dominans C230-zal, amelyet akkor
az Acidovorax nemzetségba tartozo baktériumokhoz kotottiink. A két utolsd csoportba
mindossze egy-egy klonszekvencia tartozott. A mikroaerob toluol-lebontd dusitd tenyészet
esetében a klonszekvencidkat harom csoportba lehetett sorolni. A legnagyobb csoportba tartozo
C230 szekvenciak (MT _OPU-1, 82%) a mikroaerob, benzol tartalmt dusitdo tenyészet
domindns C230 szekvencidjdval mutattak teljes egyezést. A mdsodik csoportba tartozd
szekvenciakat (MT_OPU-2, 11%) az Acidovorax nemzetséghez lehetett kotni, mig a harmadik
csoportba tartozd szekvencidkat (MT OPU-3, 7%) nem lehetett egyértelmlien ismert

baktériumhoz kotni.
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Unc. bacterium clone X3.13 catechol 2,3-dioxygenase (KP136444)

Unc. bacterium clone BF1-5_X3.3 catechol 2,3-dioxygenase (MG904871)
Malikia spinosa AB6 catechol 2,3-dioxygenase (MN481622)

AB_OPU-1 (MN823973) [100%)]

AT_OPU-1 (MN823974) [100%]

MT_OPU-3 (MN823982) [7%]

Pseudoxanthomonas spadix BD-a39 (locus tag DSC 09025) (CP003093)
MB_OPU-2 (MN823976) |16%]

MB_OPU-4 (MN823978) [2%]

99! Unc. bacterium clone BFH2 5 X3 25 catechol 2,3-dioxygenase (MG904869)
Psedoxanthomonas spadix BD-a39 (locus tag DSC 04410) (CP003093)
Zoogloea oleivorans Buc' catechol 2.3-dioxvgenase (KJ433487)

— Delfiia acidovorans TN catechol 2 3-dioxygenase (AB177545)

100] Acidovorax sp. JS42 chlorocatechol 2.3-dioxygenase (CP000539)
72

Comamonas sp. JST65 catechol 2,3-dioxygenase (cdoE) (U93090)
Comamonas testosteroni TAA441 catcchol 2,3-dioxygenasc (aphB) (AB006479)
99 MB_OPU-5 (MN823979) [2%]
Simplicispira suum SC1-8" chromosome complete genome (CP027669)
Pseudomonas putida UCC22 (plasmid pTDN1)3-methylcatechol 2.3-dioxygenase (TdnC) (X59790)
MT_OPU-2 (MN823981) [11%]
MB_OPU-3 (MN823977) [11%]
“||Acidovorax delafieldii ABS catechol 2,3-dioxygenase (MN481623)
65| Unc. bacterium clone BFH2_5_X3_8 catechol 2,3-dioxygenase (MG904873)
Unc. bacterium DNA fosmid clone: O09E05 (AB266147)
- 100) Burkholderia vietnamiensis G4 plasmid pBVIE04 (CP000620)
Burkholderia cepacia catechol 2 3-dioxygenase (phnE) (DQ191058)

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

Pseudomonas putida MT135 catechol 2.3-dioxvgenase 11 (cdo) (U01826)
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 (locus tag DSC_09150) (CP003093)
Pseudomonas putida MT53 catechol 2.3-dioxygenase (xylE) (AB238971)

0.10

61. dbra: A dusito tenyészetekbdl és az izolatumokbdl Kimutatott 1.2.C C230 szekvencidk filogenetikai
helyzetét bemutato, aminosav alapu neighbor-joining fa. (Révész és mtsai, 2020a alapjan)

V.7.3.4. A dusito tenyészetekbd izolalt baktériumtorzsek jellemzése

A dusito tenyészetekbdl (AB1, AT2, MBI, MT3) izolalt baktériumtorzsek diverzitasa
nem meglepd mdédon nagyon alacsony volt, és minddssze 22 db torzs izolalasa tortént meg (15.
tablazat). Az aerob benzol-lebontd dusitd tenyészetbdl izolalt torzsek a Pseudomonas,

Acidovorax és Malikia nemzetségek képvisel6i voltak.

15. tablazat: A dusito tenyészetekbdl izolalt baktériumtorzsek filogenetikai besoroldsa

A feltart
16S rDNS

Torzs Legkozelebbi rokon tipustorzs a 16S rDNS r ., 1.2.C C230

: . e . hasonlosag i

jele 16S rRNS gén alapjan szekvencia (%) gén

0
hossza (bp)

Aerob benzol-lebonté dusito tenyészet AB1

AB1 Pseudomonas arsenicoxydans 1437 99.4 -
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AB2

AB3

AB4

ABS

ABG6

CECT 75437

Malikia spinosa
ATCC 146067
Pseudomonas arsenicoxydans
CECT 75437
Pseudomonas veronii
DSM 113317
Acidovorax delafieldii
DSM 647

Malikia spinosa
ATCC 146067

Aerob toluol-lebonté dusito tenyészet AT2

AT1

AT2

AT3

AT4

ATS

AT6

Pseudomonas umsongensis
DSM 166117

Pseudomonas veronii

DSM 113317

Pseudomonas moorei
RW10T

Flavobacterium oncorhynchi
CCUG 594467
Flavobacterium oncorhynchi
CCUG 594467
Pseudomonas umsongensis
DSM 166117

1432

1437

1434

1444

1428

1436

1435

1437

1411

1392

1435

Mikroaerob ,,benzol-lebonté” dusité tenyészet MB1

MB1

MB2

MB3

MB4

MB6

Pseudomonas veronii

DSM 113317

Pseudomonas veronii

DSM 113317

Pseudomonas veronii

DSM 113317

Pseudomonas veronii

DSM 113317

Pseudomonas extremaustralis
14-37

1437

1435

1436

1411

1330

Mikroaerob toluol-lebonté dusito tenyészet MT3

MT1

MT2

MT3

MT4

Pseudomonas veronii
DSM 113317
Pseudomonas veronii
DSM 113317
Pseudomonas veronii
DSM 113317
Pseudomonas veronii
DSM 113317

147

1438

1438

1439

1438

99.7

99.4

99.8

99.9

99.9

99.9

99.7

99.9

99.6

99.6

99.9

99.8

99.8

99.8

99.8

99.6

99.8

99.8

99.8

99.7
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MT5 Pseudomonas veronii -
DSM 113317 1451 99.8

A kisérlet céljanak megfelel6en a két Malikia izolatum keltette fel leginkabb érdeklédésiinket.
Mindkét izolatum (AB2 és AB6-jelii izolatunok) a Malikia spinosa fajjal mutatott nagyfoka
rokonsagot a 16S rDNS szekvencia alapjan (99,7 — 99,9%), raadasul 1.2.C-tipusit C230 gént
sikeriilt a genomi DNS-iikbdl kimutatni. A C230 amplikonok szekvenciaelemzése ramutatott,
hogy mindkét torzs ugyanazt a C230 genotipust hordozta, de ennél is fontosabb eredmény volt,
hogy ez volt az a C230 genotipus, amelyet az aerob dusito tenyészetekbdl ki tudtunk mutatni,
mind a jelen, mind az el6z6 dusitasi kisérlet soran (Benedek és mtsai, 2018) (AB_OPU-1 és
AT_OPU-1, 61. abra). Sikeriilt tehat bizonyitanunk, hogy a Malikia nemzetségbe tartozo
baktériumok 1.2.C-tipust C230 génnel rendelkezhetnek. Meg kell még emliteni az Acidovorax
delafieldii AB5-jelii izolatumot is, mivel e torzs is rendelkezett 1.2.C-tipustt C230 génnel. A
kimutatott C230 genotipus pedig teljes egyezést mutatott az ¢l6z6 dusitasi kisérlet soran, a
mikroaerob BTEX-Iebont6 dusitd tenyészetben dominans C230 genotipussal. Az aerob toluol-
lebontd dusitd tenyészetbdl izolalt torzsek a Pseudomonas és a Flavobacterium nemzetségek
képviseldi voltak. Egyik torzs sem rendelkezett azonban 1.2.C-tipusi C230 génnel. A
mikroaerob tenyészetekbdl, fliggetleniil attél, hogy benzolt, vagy toluolt tartalmaztak
szénforrasként, csak és kizardlag a Pseudomonas veronii/extremaustralis fajokkal rokon
torzseket sikertilt izolalni. Sajnos azonban egyikiik sem rendelkezett I.2.C-tipusa C230 génnel,
igy tovabbi vizsgalatuktol eltekintettiink.

A tovabbiakban vizsgalataink targya a Malikia spinosa ABG6-os torzs lett, amely
esetében megvizsgaltuk, hogy mely BTEX-komponenst képes egyediili szén-, és

energiaforrasként hasznositani, illetve feltartuk a torzs teljes genomszekvenciajat.

V.7.3.5. A Malikia spinosa ABG6-os torzs BTEX-lebonté képességének és teljes

genomszekvencidjanak feltarasa

A M. spinosa ABG6-os torzsének aromas szénhidrogén-lebontasi képességét az aerob
dusito tenyészetekkel megegyezd koriilmények kozott vizsgaltuk GC-MS segitségével. A hat
BTEX-komponens lebontdsat egyedileg vizsgaltuk, tehat egyszerre csak egyféle aromads
vegyiiletet kindltunk fel a torzsnek, mint szén-, és energiaforrdst 5 mg/L koncentracidban,
teljesen aerob koriilmények kozott. Eredményeink alapjan az AB6-0s torzs a benzolt, a toluolt

¢s az etilbenzolt is képes volt gyorsan lebontani (62. abra). A xilol izomerek bontdsat viszont
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nem volt képes elvégezni. A dusitasi eredmények alapjan szamitani lehetett ra, hogy a benzolt
képes hasznositani, €s a toluol-lebontd képessége sem volt meglepd, ugyanakkor az etibenzol-
lebontd képessége meglepetésként ért benniinket. Ezzel a vizsgélattal, egy tiz évvel korabbi
feltételezésilinket sikeriilt bizonyitani, miszerint a Malikia nemzetség képviseléi aromas

szénhidrogén-lebontok lehetnek felszin alatti szennyezett kdzegekben (Tancsics €s mitsai,
2010).
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62. dbra: A Malikia spinosa AB6 benzol-, toluol-, és etilbenzol-lebonto képességét szemléltets dbra.
(Révesz és mtsai, 2020a alapjan)

Annak érdekében, hogy az 1.2.C-tipusi C230 gén helyét azonositani tudjuk a

genomban, illetve tisztdzni tudjuk, hogy miért csak tisztan aerob koriilmények kozott képes az
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aromas szénhidrogének lebontdsara a M. spinosa ABG6-os torzs, feltartuk a teljes
genomszekvencidjat. A torzs genomja 4 110 698 bazispar hosszisagiinak adddott, G+C aranya
64,9%, és 3791 fehérje kodoldo gént tartalmaz. A teljes genom szekvenciat A GenBank
nyilvanos adatbazisban tettiik elérhetové az alabbi nyilvantartasi szdmon: VY SB00000000
(Bioproject: PRINA572590; Biosample: SAMN12796314). Mivel ezen adatbazisban
rendelkezésre allt a faj tipustdrzsének (Malikia spinosa 837) is a teljes genom szekvencidja,
Osszehasonlitd vizsgalatokra nyilt lehetdségiink. A két torzs genommeéretét Osszehasonlitva
azonnal lathato volt, hogy az AB6-os torzs genomja nagyjabol 300 kilobazissal nagyobb, mint
a tipustorzsnek (M. spinosa 83T). Ekkor elséként digitalis DNS-DNS hibridizacios (dDDH)
vizsgalatot végeztiink, amely eredménytil 79,4%-ot adott. Mivel két torzs akkor tekinthet6 egy
fajhoz tartozonak, ha a dDDH vizsgalat eredménye nagyobb mint 70% (Meier-Kolthoff és
mtsai, 2013), az AB6-os torzs egyértelmiien a Malikai spinosa fajhoz tartozik, a nyilvanvalod
genomi kiilonbségek ellenére. Ezt az OrthoANI vizsgalat 97,7%-0s eredménye is megerositette.
Ez utébbi modszer esetében a faj szintl elkiilonitésre 95-96%-osnal kisebb érték ad lehetdséget
(Lee ¢és mtsai, 2016). Ahhoz, hogy meg tudjuk allapitani, mégis milyen funkcionalis
kiilonbséget rejt a 300 kilobazisnyi genomtobblet az AB6-os torzs esetében, a két genomot az
OrthoVenn2 (Xu és mtsai, 2019) segitségével hasonlitottuk 6ssze. Az eredmények alapjan 148
darab olyan fehérjét azonositottunk, amelyekkel csak az AB6-o0s torzs rendelkezett, és ezen
enzimeknek sem ortolégjuk, sem paraldégjuk nem volt megtalalhato a tipustdrzs 837 esetében.
E 148 enzim nagy tobbsége pedig az aromas szénhidrogének lebontasdhoz volt kothetd.

Az ABG6-os torzs genomjanak részletes elemzése feltarta, hogy az 1.2.C-tipusua C230
gén egy olyan klaszterben helyezkedik el, amely alapvetéen a fenol lebontasaban jatszik

szerepet, és ennek megfeleléen egy tobbkomponensii fenol-hidroxilazt is kodol (63. abra).

1.2.C-tipusi = 3 A %
IS5 csaladba tartozé transzpozaz C230 gén IS5 csaladba tartozo transzpozaz

ORF 19

£7 50007 10 0007 W 15 000" 20 0007 250007 L7

> <4 VD DEEED D )ED > WP Biorie CEPp B DD () T
ORF 1 ORF 2 ORF 6 ORF 10 ORF 12 ORF 14 ORF 17 2
ORF 3 ORF S ORF 7 ORF 11 ORF 13 ORF 15 ORF 18 ORF 20 ORF 21

l ORF 9 | ORF 23

tobbkomponensia
fenol-hidroxilaz

L |

meta-gytrihasitasért felelos gének

63. dbra: A M. spinosa AB6 genomjdaban kédolt fenol-lebontdsi klaszter sematikus dbrdja. (Révész és
mtsai, 2020a alapjan)
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Mivel a genomban nem talaltunk kifejezetten benzol/toluol mono- vagy dioxigenazt,
valoszintsithetd, hogy e génklaszter a felelés mind a benzol, mind pedig a toluol lebontasaért.
Hasonld megfigyelést tettek az ugyancsak Comamonadaceae csaladba tartozé Alicycliphilus
denitrificans benzol- és toluol-lebontd torzsei esetében (Oosterkamp ¢és mtsai, 2013).
Megjegyzendd tovabba, hogy a benzol aromas gyiiriijének fenol monooxigenazok altali
hidroxilacidja egy részletesen leirt folyamat (Pérez-Pantoja és mtsai, 2010), és a tolul-
lebontasban betdltott szerepiik is jol ismert (Cafaro és mtsai, 2004; Martinez-Lavanchy ¢és
mtsai, 2015).

Kérdés maradt ugyanakkor, hogy az etilbenzol lebontasara milyen metabolikus
utvonalat hasznal az AB6-os torzs. A legkézenfekvobb az volt, hogy etilbenzol dioxigenaz
enzimet kodold gént keressiink a genomjaban, azonban ilyen funkcidval bir6 gént nem
talaltunk. Ismert ugyanakkor, hogy az etilbenzol lebontasa nem csak az aromas gyiiri
oxidacidjan keresztiil, hanem az etil-csoport oxidacidjanak utjan is lebontasra keriilhet. Ez
utobbi 1épést a naftalin dioxigenaz enzim képes katalizalni (Lee és Gibson, 1996; Lee és mtsai.
2019). Ennek okan naftalin dioxigenazt kodolo géneket kerestiink a genomban, amelyeket
(naftalin dioxigenaz kis és nagy alegységet kodold gének) meg is talaltunk, méghozza egy teljes
nag operonban elhelyezkedve. Ez az operon tartalmazta a szalicilat-5-hidroxilaz és a gentizat
1,2-dioxigendz enzimeket kodold géneket is, amelyek kulcsszerepet jatszanak naftalin
biodegradacidjaban (Park és mtsai, 2007; Pumphrey és Madsen ,2007; Zhou és mtsai, 2001).
Ez alapjan pedig valosziniisithetd, hogy az AB6-0s torzs a naftalin lebontasara is képes.
Tovéabbi érdekesség, hogy a nag operon szomszédsagiban is mobilis genetikai elemek
talalhatdak, amelyek arra utalnak, hogy akarcsak a fenol-lebontasért felelds gén klaszter
esetében, szintén HGT esemény utjan keriilt az AB6-os tdrzs genomjaba ez az operon. Ezt a
feltételezés tovabb erdsiti, hogy az AB6-os torzs altal kodolt naftalin dioxigenazhoz leginkabb
hasonlé enzimmel a Novosphingobium naphthalenivorans NBRC 1020517 térzs rendelkezik

(>98%-0s hasonldsag aminosav szinten).

V.7.3.6. Osszegzés

A masodik dusito tenyésztés soran sikertilt Gjra feldusitanunk a Malikia nemzetségbe
tartozd mikroszervezeteket, és az aerob benzol-lebontd dusitd tenyészetbdl sikeriilt izolalni két
Malikia spinosa fajhoz tartozé torzset. Feltartuk, hogy e torzsek 1.2.C-tipusu C230 génnel
rendelkeznek. A M. spinosa AB6-os jeli torzzsel lefolytatott BTEX-degradacios vizsgalatok

ramutattak, hogy képes a benzol, a toluol és az etilbenzol aerob iton térténd lebontasara. E torzs

151



dc_1786_20

teljes genomszekvenciajanak vizsgalata soran kimutattuk, hogy az .2.C-tipusi C230 gén egy
fenol-lebontasért felelds gén klaszter tagja, amelyet minden bizonnyal horizontalis géntranszfer

utjan szerzett a torzs.

E masodik dusito tenyésztés eredményeként két fontos megallapitast tehettiink:

1. Az 1.2.C-tipusi C230 gén megléte onmagaban nem elegend6 feltétele a mikroaerob
uton torténd aromas szénhidrogén-lebontas képességének.

2. Az 1.2.C-tipusi C230 géneket tartalmazd gén klaszterek valdsziniileg konnyedén
terjednek a Burkholderiales rend tagjai kozott transzpozonok altal medialt horizontalis

géntranszfer utjan.

V.7.4. Harmadik kisérlet: kdolaj/gazolaj keverékkel kigészitett, aecrob és mikroaerob dusitd
tenyészetek Osszehasonlito vizsgalata

V.7.4.1. A vizsgalat célja és menete

A harmadik dusitoé kisérlet célja az volt, hogy az aromas szénhidrogének mellett a
komplex kdolajszarmazékokban (pl. lizemanyagokban) sokkal dominansabban jelenlévo alifas
résztvevd mikrobakozosségeket is vizsgaljuk. E dusitd kisérletet az el6zéekhez hasonldoan
folytattuk le, 100 mL-es szérumiivegekben, azonban egyediili szénforrasként adagolatlan
gazolaj és nyers kdolaj 3:2 (v/v) aranyu keverékéb6l 20 pL-t adtunk minden mikrokozmoszhoz.
Az el6zoekhez hasonldan aerob és mikroacrob mikrokozmoszokat hoztunk Ilétre, harom
parhuzamosban, majd 6t héten keresztiil hetente oltottuk at dket. A mikrobakdzdsségek
struktardjat T-RFLP segitségével kovettiik nyomon 16S rRNS gén, illetve az aerob alkan
biodegradacio kulcsgénje, az alkdn-1 monooxigenaz alapjan. A C230 géneket e kisérlet soran
nem monitoroztuk, illetve baktérium torzsek izolalasara sem tettiink kisérletet. Célunk a
mikrobakozosségek Osszetételének feltarasa volt kizardlag molekularis modszerek

segitségével.
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V.7.4.2. A végponti dusitd tenyészetek mikrobakozosségeinek vizsgalata 16S rDNS T-RFLP

¢s amplikon szekvenalas segitségével

A végponti dusitdé tenyészetek mikrobakdzosségeinek struktirajat elsé 1épésben 16S
rRNS gén alaptt T-RFLP vizsgalat segitségével hasonlitottuk 6ssze. Ahogy az a T-RFLP
elektroferogramok alapjan késziilt Bray-Curtis dendrogramon is lathatd, a mikrobakdzosségek
Osszetétele ¢lesen elkiilonithetd egymastol (64. abra). Az is jol lathatd, hogy a harom
parhuzamos mikroaerob dusitd tenyészet mikrobidlis kozosségei nagyon hasonloak, mig az
aerob tenyészetek esetében joval nagyobb valtozatossag figyelheté meg. Ez talan annak tudhato
be, hogy az aerob koriilmények fenntartidsa folyamatosan nagymennyiségi oxigénutanpdtlast
igényelt, ami bar steril koriilmények kozott tortént, mégis jelentds zavard hatés lehet. Részletes
kozosségi feltarast a mikroaerob MIK 1-es €s az aerob AER2-es tenyészetek, illetve a kiindulasi

biofilm inokulum esetében végeztiink Illuminal6S rDNS amplikon szekvenalas segitségével.
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64. abra: Az alifas dusito tenyészetek 16S rDNS T-RFLP mintdzatainak Bray-Curtis alapu
hasonlosagi dendrogramja. (Révész és mtsai, 2020b alapjan)

153



dc_1786_20

A kiindulasi biofilm inokulum bakterialis kozosségét tovabbra is a Burkholderiales rend
tagjai uraltdk, ennek megfeleléen a Gammaproteobacteria osztaly volt az egyeduralkodd a
kozosségen beliil. A legdominansabb Burkholderiales nemzetségek a kovetkezdek voltak:
Sulfuritalea (a 16S rDNS szekvencidk 16%-a), Azoarcus (4,8%), Acidovorax (2,6%),
Simplicispira (0,9%), Thiobacillus (0,9%), Hydrogenophaga (0,7%), Thauera (0,6%),
Zoogloea (0,6%) és Rhodoferax (0,5%) (65. 4bra). Erdekes modon az Alphaproteobacteria
osztaly, illetve a Pseudomonadales rend azon nemzetségei, amelyek gyakori kozdsségalkotoi a
szénhidrogénekkel  szennyezett  kozegeknek  (pl.  Pseudomonas,  Sphingobium,

Novosphingobium), meglehetdsen kis abundanciaval voltak csak kimutathatoak.

Inokulum (biofilm)
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Flavobaclerlla Denitratisoma

1 I SO ITY |.4 )
HOI?‘:';"nae Sphmgoba&.terua “f)(go{”m / Azoarcus
4.4% (L 4.8%
Eiy Azonosmltlan . a- proteobactem Sulfuritalea
7. 49, 186% 6.1% 16%
AC“"‘:ba“‘“a ‘ b -proteobacteria [ 1 _~ Legionella
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65. abra: A kiindulasi biofilm bakteridlis kozdsségének osztaly, illetve nemzetség szintii osszetétele az
IHllumina 16S rDNS amplikon szekvendldsi adatok alapjan. (Révész és mtsai, 2020b alapjan)

Az AER2-es aerob dusitdé tenyészet bakteridlis kozosségét thlnyomd részben a
Gammaproteobacteria osztaly képvisel6i dominaltak (64,7%), azon beliil is a Burkholderiales
rend tagjai (36,5%) (66. abra). Nem meglep6, hogy a legabundansabb nemzetségek
(Polaromonas, Acidovorax, Janthinobacterium) is e rend képviselc’ii voltak. A Polaromonas
lehetenek, tgy, mint a monoaromas szénhidrogének (Sun és mtsai, 2010; Xie és mtsai, 2011),
naftalin (Jeon és mtsai, 2004) vagy éppen az alkanok (Mattes és mtsai, 2008). Az Acidovorax
nemzetség szénhidrogén-lebontasban betoltott szerepét kordbban mar lathattuk, mig a
Janthinobacterium nemzetség esetében nem ismert, hogy részt vennének e Vegyﬁletek
szénhidrogénekkel szennyezett kézegekbc’il, bar inkabb, mint szénhidrogén-tolerans

baktériumok hivatkoznak réjuk (Giebler és mtsai, 2013; Pham ¢és mtsai, 2014). Nemzetség
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szinten a masodik legabundansabb csoport a Pseudomonas volt (10,5%). E nemzetség alkan-
lebontd képessége régota jol ismert és dokumentalt (van Beilen és mtsai, 1994). Az
Alphaproteobacteria osztaly képviseloi kozott egy nemzetség érdemel emlitést, mégpedig a
Sphingobium (2,3%), amelynek szamos szénhidrogén-lebont6 torzse ismert (Pinyakong és
mtsai, 2003; Révész és mtsai, 2018). Ez utdobbi nemzetségnél azonban joval abundansabb volt
az Actionobacteria osztalyba tartozo Rhodococcus nemzetség, amely talan az egyik legjobban
ismert alkan-lebont6 csoport (Martinkova és mtsai, 2009; Zampolli és mtsai, 2019).
Megjegyzendd, hogy e nemzetség szinte Gsszes képviseldje esetében kimutathato az alkan-1
monooxigenaz gén(ek) jelenléte a genomjukban (Tancsics és mtsai, 2015). Nem véletlen tehat,
hogy egyes Rhodococcus fajokat, de kiilondsen az tigynevezett ,,erythropolis” klad tagjait
szénhidrogénekkel szennyezett kzegek generalista fajaiként tartanak szdmon (Hamamura és
mtsai, 2006; Hamamura és mtsai, 2013). Meglep6 moédon, a Candidatus Saccharibacteria
torzshoz tartozo szekvencidk is jelentés abundanciaval voltak jelen az AER2-es aerob dusitd
tenyészetben. E torzset egészen a kdzelmultig kizardlag molekularis 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 Okoszisztémakbol mutathatéoak ki, egy bizonyos csoportjuk (3.
szubdivizid) jellemzéen szénhidrogénekkel szennyezett kozegekben van jelen. Winsley és
munkatarsai (2014) gézolajjal szennyezett talajbol mutattdk ki, mig egyes stabil izotdpos
kisérletek eredményei azt feltételezik, hogy szerepiik lehet a benzol és a toluol lebontasaban
(Luo és mtsai, 2009; Xie és mtsai, 2011). Végiil meg kell emliteni a Flavobacteriia osztalyt
(3,8%), illetve az ide sorolhato Chryseobacterium (2,5%) és Flavobacterium (1,3%)
nemzetségeket, mint olyan baktériumokat, amelyek részt vehetnek szénhidrogének

lebontasaban (Szoboszlay és mtsai, 2008; Chaudhary és Kim, 2018).
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66. abra: Az AER? dusito tenyészet bakteridlis kozosségenek osztaly, illetve nemzetség szintii
osszetétele az Illumina 16S rDNS amplikon szekvendldsi adatok alapjan. (Révész és mtsai, 2020b
alapjan)

A MIK1-es mikroaerob tenyészet bakteridlis kdzossége joval egyszerlibb volt, mint az
aerob tenyészeté, 1évén a 16S rDNS szekvencidk 98,8%-a a Gammaproteobacteria osztalyhoz
volt kothetd, azon beliil is a Pseudomonadales rend képvisel6ihez (67. abra). A leggyakoribb
csoportnak az Acinetobacter nemzetség adodott, amely egyuttal dominalta is a k6zosséget tobb,
mint 66%-os részesedésével. E nemzetség szamos képvisel6jérél ismert, hogy képesek az
alkanok és az aromas szénhidrogének lebontéasara, raadasul egyes torzseik kifejezetten a hossz
szénlancu alkanok degradacidjahoz adaptalodtak (Lal és Khanna, 1996; Di Cello és mtsai,
1997; Tani és mtsai, 2001; Margesin és mtsai, 2003; Rojo, 2009; Czarny és mtsai, 2019). Annak
a ténynek a tiikrében, hogy e nemzetség valt dominénssa mikroaerob koriilmények kozott, talan
jobban érthetévé valik, hogy miért lehetnek abundansak az Acinetobacter nemzetségbe tartozo
baktériumok a mélyen fekvd kdolaj rezervoarokban, ahova minden bizonnyal a kitermelés
soran beinjektalt vizzel jutnak (Orphan és mtsai, 2000; Zhao ¢és mtsai, 2012). A kdolaj
rezervoarok esetében elsésorban az anaerob alkan lebontis johet szoba, mint dominans
folyamat, &m a kis mélységben fekvd rezervoarok nem tekinthetdek feltétleniil teljesen
anaerobnak, 1évén a csapadék utjan lehet némi oxigén utanpodtlasuk (Jones és mtsai, 2007).
Emellett a mélyebben fekvo rezervoarokba is juthat oxigén a kitermelés soran beinjektalt vizzel.
Ennek megfelelden a kdolaj rezervoarokban kialakulhatnak olyan mikronichek, ahol, ha csak
nyomnyi mennyiségben is, de megtalalhatd oxigén. Ebbdl kifolyolag, da Cruz és munkatarsai
(2011) szerint a kdéolaj rezervoarokban aerob és anaerob biodegradacios folyamatok egyarant

eléfordulnak. Mindezeket 0sszegezve azt lehet feltételezni, hogy az Acinetobacter nemzetség
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egyes képviseldi alkalmazkodhattak az alkanok mikroaerob koriilmények kozotti lebontasédhoz.
E kérdés tisztazasahoz azonban tovabbi vizsgalatok elvégzésére lesz sziikség. A madasodik
leggyakoribb Pseudomonadales rendbe tartozo csoportot maga a Pseudomonas nemzetség adta.
Itt kell megemliteni, hogy a kozelmultban keriilt leirasra egy Pseudomonas extremaustralis
torzs esetében, hogy kizarolag mikroaerob koriilmények kozott képes az alkanok
veronii, amelyrél a korabbi dusitd tenyésztések soran is lathattuk, hogy alapvetéen mikroaerob
koriilmények kozott valt dominanssa.

Rend szinten a masodik legjelentésebb csoport a Burkholderiales volt, amelyet olyan
nemzetségek képviseltek, mint az Acidovorax, Variovorax, illetve Simplicispira. Az el6z6
dusitasi kisérletek soran is azt lathattuk, hogy a mikroaerob tenyészetekben fleg e nemzetségek
képviselték a Burkholderiales rendet. Ez az eredmény tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy e
nemzetségek egyes képviseldinek kiemelt szerepe lehet a mikroaerob koriilmények kozotti

szénhidrogén biodegradacioban.

Mikroaerob dusito tenyészet (MIK1)
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11% — Varioverax
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67. abra: A MIK1 dusito tenyészet bakterialis kézosségének osztaly, illetve nemzetseg szintii
osszetétele az lllumina 16S rDNS amplikon szekvenalasi adatok alapjan. (Révész és mtsai, 2020b
alapjadn)

V.7.4.3. Az alkB gének diverzitasanak vizsgalata a disito tenyészetekben

Elsé 1épésben T-RFLP vizsgalat segitségével vizsgaltuk az egyes végponti dusito
tenyészetek alkB diverzitasat. Ehhez egy olyan alkB gén alapu T-RFLP modszert hasznaltunk,
amelyet Giebler és munkatarsai (2014) dolgoztak ki. Az eredményiil kapott elektroferogramok

Bray-Curtis algoritmus alapjan késziilt dendrogramja nagyon hasonlé ahhoz, amit a 16S rRNS
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gén alapi T-RFLP vizsgalat soran kaptunk. Ennek megfeleléen az aerob és a mikroaerob dusito
tenyészetek elkiilontiltek egymastol a dendrogramon, és ugyanigy a mikroaerob tenyészetek

mutattak kisebb valtozatossagot az aecrobokhoz képest (68. abra).

Hasonlésag
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68. abra: Az alifas dusito tenyészetek alkB T-RFLP mintazatainak Bray-Curtis alapi hasonlosagi
dendrogramja. (Révész és mtsai, 20200 alapjan)

Ahogy az a 69. abran is lathat6, mindharom mikroaerob dusito tenyészet esetében az
523-bp hosszlsaggal jellemezhetd T-RF volt a dominans (amely emellett hidnyzott az aerob
dusitokbol), €s nagyjabol azonos T-RF mintazat figyelhetd meg mindharom tenyészet esetében.
Ezzel szemben az aerob dusitok esetében a 89-bp hosszisaggal jellemezhetd T-RF volt a
dominans az AER2-es és AER3-as dusitokban, mig ez a T-RF gyakorlatilag hidnyzik az AER1-
es dusitobol. Ez utobbiban az 552-bp, illetve a 283-bp hosszusaggal jellemezheté T-RF-ek
voltak a dominansak. Altaldnossagban elmondhaté még, hogy az 552-bp T-RF mind az aerob,
mind pedig az anaerob dusitd tenyészetekben egyarant jelen volt, nagyjabol egyforma
gyakorisaggal, mig a 283-bp T-RF inkabb az aerob dusitd tenyészetekben birt jelentds
abundanciaval. Ahhoz, hogy ezekhez a T-RF-ekhez alkB szekvencidkat, illetve baktériumokat
tudjunk kotni, klontarak segitségével tartuk fel az AER2-es és a MIK1-es dusito tenyészetek

alkB diverzitasat.
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69. dbra: Az alifas dusito tenyészetekben kimutatott alkb T-RF-ek relativ abundancidja. (Révész és
mtsai, 2020b alapjdn)

Az AER2-es dusitd tenyészet esetében az alkB szekvenciakat hat csoportba (azaz
,»operational protein unit” — OPU-ba) lehetett sorolni. A legnagyobb csoportba (AER-OPU-1)
a kloénok 63%-at lehetett sorolni, viszont nagyon alacsony hasonldsagot mutattak az eddig
ismert alkB szekvenciakkal (76-80%), emiatt nem lehetett 6ket baktériumhoz kotni (70. abra).
Ehhez a csoporthoz volt kothetd a dominans, 89-bp hosszisagi T-RF. A leghasonlobb alkB
gént az Agitococcus lubricus DSM 58227 genomjabol lehetett kimutatni, illetve kdolajjal
szennyezett tengerviz és talajmintakbol (Powell és mtsai, 2010; Wang és mtsai, 2014). A
masodik csoportba (AER-OPU-2) a klonok kozel 17%-a tartozott, és egyértelmiien a
Pseudomonas chlororaphis egyik alfajahoz lehetett kotni e szekvenciakat. E klonok adtak az
552-bp hosszisagh T-RF-et. Emlitésre érdemes még a harmadik csoport (AER-OPU-3), ahova
a klonok tobb mint 10%-a tartozott, és egyértelmiien alkan-lebont6, Rhodococcus
nemzetségbeli baktériumokhoz lehetett kotni 6ket (pl. R. erythropolis). E klonok adtak a 283-
bp hosszusagu T-RF-et.

A MIK1-es dusitd tenyészet esetében az alkB szekvenciakat 6t csoportba lehetett
sorolni. A legnagyobb csoportba (MIK-OPU-1) a klonok 71%-a tartozott, és egy Pseudomonas
veronii torzs alkB génjével mutattak nagy hasonlosagot (98,4%). E klonok tobbsége volt

jellemezhet6 a dominans, és csak a mikroaerob tenyészetekben eldforduld 523-bp hosszusagu
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T-RF-fel. Ez az eredmény tovabb erdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a P.
veronii/extremaustralis rokonsagba tartozo baktériumok a Pseudomonas nemzetség
mikroaerob kozegekhez adaptalddott csoportjat jelentik. Annak ellenére, hogy kozosségi
szinten az Acinetobacter nemzetség volt dominans, minddssze a klonok 10%-at lehetett e
baktériumokhoz kotni (MIK-OPU-2), raadasul a hozzajuk kothetd 376-bp hosszusagu T-RF
nem jelent meg az elektroferogramokon. Itt sziikséges megemliteni, hogy a T-RFLP-hez
hasznalt alkB-specifikus PCR primerpar nem univerzialis, igy nem alkalmas az dsszes ismert
genotipus amplifikalasara (univerzalis alkB primerpar nem is 1étezik 1asd Jurelevicius és mtsai,
2013). Tovabba szamos alkan-lebonto Acinetobacter torzs alkM csaladba tartoz6 alkan
hidroxilaz enzimmel rendelkezik alkB-tipusu helyett (Ratajczak és mtsai, 1998), amelyek
kimutatasara nem tettiink kisérletet. A maradék klonszekvenciak tobbsége Pseudomonas
nemzetségbe tartozo baktériumokhoz volt kothetd. Kiemelend6 a MIK-OPU-3 csoport, amely
az aerob AER-OPU-2-es csoport szekvenciaval mutatott teljes egyezést. Ezen alkB genotipusok
tehat az aerob és a mikroaerob tenyészetekben egyarant jelen voltak, rdadasul hasonld

abundanciaval.

AER-OPU-3 (5 clone sequences, 283 bp T-RF)

MIK-OPU-5 (1 clone sequence. 283 bp T-RF)
Rhodococcus baikonurensis NBRC 100611 alkB gene (LC107456)
Rhodococcus erythropolis MK alkB2 gene (KJ465094)
Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 alkB gene (LC107457)

Pseudomonas veronii RO2 alkB gene (PO18420)
%] MIK-OPU-1 (34 clone sequences, 523 bp T-RF)
Pseudomonas synxantha LBUM223 alkB gene (CP0O11117)

tRhodococcm sp. MS103a alkB3 gene (JN616294)
>

Rhodococcus erythropolis MK alkB4 gene (KJ465096)
AER-OPU-4 (2 clone sequences, 364 bp 1-RL")
Rhodococcus sp. Q15 alkB3 gene (AF388179)
r AER-OPU-6 (1 clone sequence, 236 bp T-RF)
L Rhodococcus erythropolis NRRL B-16531 alkB3 gene (AJ301876)
MIK-OPU-2 (5 clone sequences, 376 bp T-RF)
Acinetobacter calcoaceticus WDL-Y1 alkB gene (HG530365)

[ L F Marinobaciter hyvdrocarbonoclasticus S17-4 alkB gene (LU853368)

Uncultured bacterium clone xj8-21 a/kB (KJ653791)
AER-OPU-1 (30 clone sequences, 89 bp T-RF)
L AER-OPU-5 (2 clone sequences, 552 bp T-RF)
Fluviicoceus keumensis DSM 1051357 alkB gene (NZ_SHKX01000012.1)
[ Agitococcus hibricus DSM 5822" alkB gene (NZ_QAONO1000008.1)
Uncultured bacterium clone alkB32 a/kB (K1'146376)
Uncultured prokaryote clone 115 alkB (GQ261096)
MIK-OPU-4 (3 clone sequences, 240 bp T-RF)
Pseudomonas putida ATRHAS alkB gene (KT229486)
Pseudomonas sp. 71156 alkB gene (AY034587)
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofuciens alkB gene (AJ250560)
<] AER-OPU-2 (8 clone sequences, 552 bp 1-R1)
MIK-OPU-3 (5 clone sequences. 552 bp T-RF)
Pseudomonas putida TOL plasmid xylene monooxygenase (hydroxylase component) (AF019635)

—
0.20

70. dabra: Az alifas dusito tenyészetekben kimutatott alkB klonszekvenciak filogenetikai helyzetét
bemutaté, aminosav alapo, maximum-likelihood fa. (Révész és mtsai, 2020b alapjin)
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V.7.4.4. Az ismeretlen alkB genotipus (AER-OPU-1) filogenetikai azonositdsa metagenom

asszocialt genom analizis segitségével

A dusito tenyészetekben klontarak segitségével feltart alkB genotipusok koziil egyediil
az AER2-es aerob dusitoban feltart dominans szekvenciat nem sikeriilt ismert baktériumhoz
kotni. Ezért az AER2-es mintabol szarmazé DNS-t nagy klaszterszdmi metagenom
szekvenalas segitségével vizsgaltuk tovabb, és bioinformatikai modszerek segitségével
probaltuk felépiteni annak a baktériumnak a genomjat, amely az j alkB genotipust hordozhatta.
E bioinformatikai modszer a ,,genome-resolved metagenomics”, amelyet magyarul metagenom
asszocidlt genom analizisként fordithatunk. A szekvendlds és a tetranukleotid eloszlason
alapuldo genom-épités (71. abra A panel) eredményeképpen sikeriilt felépiteniink egy
Gammaproteobacteria osztalyba tartozo baktérum genomjat
(AER2_Gammaproteobacteria_44 116), amelynek G+C aranya 44%, és amely tartalmazta az
uj tipusu alkB gént. A genom kozel teljes Osszeszerelése sikeriilt (>99%), ugyanakkor 16S
rRNS gént nem sikeriilt hozzarendelniink. Az S3 riboszoémalis fehérje génje alapjan ez volt a
harmadik legabundansabb mikroszervezet az AER2-es dusito tenyészetben (71. dbra B panel).
A baktérium filogenetikai helyzetét 16S rRNS gén hianyaban a riboszomalis fehérjék alapjan
allapitottuk meg (71. abra C panel). E szerint a legk6zelebbi rokona az Agitococcus lubricus,
amelyet tévesen a Firmicutes torzsbe sorolnak jelenleg. Valdjaban a teljes genom alapjan a
Gammaproteobacteria osztdly Moraxellaceae csalddjaba tartozik mindkét baktérium (akéarcsak
az Acinetobacter nemzetség). Itt sziikséges megjegyezni, hogy mar az alkB gén alapjan is az

Agitococcus lubricus adodott az egyik legk6zelebbi rokonnak.
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A)

I AER2 Gammaproteobacteria 44 116 Escherichia coli K12 (kontroll)
I Streptomyces griseus NBRC 13350 (kontroll)

B) 150
o 118.3
2120
=
<
T 90 |
=)
G
‘\2 60 I
5|
2 30
0 1 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
A kozosségen beliili sorrend az abundancia alapjan
n ) AER2_Gammaproteobacteria_44 116

000
< —Agitococcus lubricus strain DSM 5852
Perlucidibaca piscinae strain DSM 21586 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)
'-‘“"L‘: Acinetobacter baumannii AB30 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

99
Alkanindiges illinoisensis DSM 15370 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

.00
R Enhydrobacter aerosaccus SK60 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

]'(:)0(9)“ Psychrobacter cryohalolentis K5 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

Moraxella catarrhalis 25240 (Moraxellaceae, Pseudomonadales)

Alcanivorax borkumensis SK2 (Alcanivoracaceae, Oceanospirillales)
0.1

71. abra: Az AER2 dusito tenyészetbdl kimutatott, ismeretlen alkB genotipus baktériumhoz rendelése
metagenomikai adatok alapjan. (a) az AER2-es dusité ESOM dbrdja, piros szinnel jelolve azt a ,, bin -
t, amely tartalmazza az uj alkB gént; (b) az ismeretlen alkB gént tartalmazo baktérium relativ
abundancidja a kozdsségben az S3-as riboszomdlis fehérje alapjan (piros oszlop);. (C) az uj alkB
génnel rendlekezé Gammaproteobacteria_44 116-jelii baktérium filogenetikai helyzetét bemutato fa,
amely 16 db riboszomalis fehérje génjének dsszefiizése és filogenetikai vizsgadlata alapjan késziilt.
(Révész és mtsai, 2020b alapjdn)

Az alkB gént tartalmazé gén klaszter vizsgalata feltarta, hogy az alkB gént6l upstream
helyzetben, ellentétes orientadcidval megtaldlhaté egy AraC csaladba tartozo transzkripcios
regulatort kodold gén is (72. abra). E gént alkR néven irtak le az Acinetobacter sp. ADP1-es
torzs esetében, és azt talaltdk, hogy jelenléte esszencialis fontossagii az alkan-lebontas

képességéhez (Ratajczak és mtsai, 1998). Ez alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy az
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AER2_Gammaproteobacteria_44 116-jeli baktérium egy jelent6s alkan-lebontd baktérium

szerepét toltotte be az AER2-es dusito tenyészetben.

- alkB alkR
ORF1 > ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6

72. dbra: Az alkB gént tartalmazo klaszter az AER2 Gammaproteobacteria_44_116-jelii baktérium
genomjaban. ORF1: tRNA (citidin(34)-2"-O)-metiltranszferdz, ORF2: alfa/béta
hidrolaz, ORF3: alkan-1 monooxigenaz, ORF4: AraC csaladba tartozo transzkripcios
reguldtor, ORF5: dehidrogendz, ORF6 oxigéntdl fiiggetlen koproporfirinogén Il oxidaz. (Révész és
mtsai, 2020b alapjan)

V.7.4.5. A Candidatus Saccharibacteria térzsbe tartozo baktérium szerepének tisztazasa

Ahogy azt feljebb lathattuk, az AER2-es disito tenyészet mikrobakdzdsségben jelentds
abundanciaval lehetett kimutatni Candidatus Saccharibacteria torzshoz (phylum) kothetd
mikroszervezetet. EbbOl, illetve bizonyos szakirodalmi adatokbdl akar arra is lehetne
kovetkeztetni, hogy e baktériumok szerepet jatszottak egyes szénhidrogének lebontasaban a
kisérletiink soran. Ismert, hogy egy csoportjukat jellemzdéen szénhidrogénekkel szennyezett
talajokbol lehet kimutatni (Winsley €s mtsai, 2014), mig stabil izotopos kisérletek eredményei
alapjan benzol és toluol-lebontd képességiiket feltételezték (Luo és mtsai, 2009; Xie és mtsai,
2011). Kornyezeti szerepiiket azért is nehéz feltarni, mivel e torzsnek minddssze egy-két
képviseldjét sikeriilt eddig tenyésztésbe vonni, jellemzéen human szdjiiregi mintakbol (He és
mtsai, 2015; Collins és mtsai, 2019; Murugkar és mtsai, 2019). Raadasul az izolatumok
genomjanak meglehetdsen kis mérete (<0,9 Mbp) €s szimbionta, parazita életmodja ellentmond
annak a feltételezésnek, hogy e torzs képviseldinek szerepilik lehetne a szénhidrogének
baktérium genomjat is megkiséreltiik feltarni az AER2-es dusitd tenyészet metagenom adatait
felhasznalva.

A metagenom adatokbdl egy ezidaig ismeretlen, Saccharibacteria tdrzsbe tartozo
baktérium faj két torzsének a genomjat sikeriilt rekonstrudlnunk. A feltart genomméret 1,06
Mbp nagysagu volt, ami tehat hasonld, mint a korabban feltart Sacchariabacteria genomok
esetében tapasztalhato volt. A genomnak minddssze egy rovid szakaszan volt eltérés a két torzs
kozott, €s e szakasz is minddssze 10 db fehérje kodolasaért volt felelés. A metabolikus

potencidlt tekintve, e baktériumok nem lehettek képesek a zsirsavak, nukleotidok ¢és
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aminosavak de novo bioszintézisére, mivel az ezekhez sziikséges gének tobbsége hianyzott a
genomjukboél. E tény mellett mas eredmények is arra utaltak, hogy az életfolyamataikhoz
sziikséges szerves szenet, illetve molekularis épitdelemeket a kornyezetiikbol, méghozza mas
mikroszervezetekbdl szarmazik. A genomjukban proteaz, aminopeptidaz, karboxipeptidaz és
metalloprotedz enzimek génjeit lehetett megtalalni, illetve olyan transzport fehérjék génjeit,
amelyek aminosavak és oligopeptidek felvételét teszik lehetdvé. Ezzel szemben nem talaltunk
olyan gént a genomban, amely szénhidrogének lebontasahoz lett volna kothetd, sot, a
trikarbonsav (TCA) ciklus szinte 0sszes génje hidnyzott a genombol. Ugyanakkor a cukrok
annotalni manndz ¢és trehal6éz transzportereket, és tovabb tudtdk alakitani e vegyiileteket
gliik6z-6-foszfattd, illetve fruktdz-6-foszfatta, amelyek aztdn glikolizis utjan alakulhattak
tovabb. Meg kell azonban jegyezni, hogy a glikolitikus Gtvonal sem volt teljesen megtalalhato
a genomban, viszont a hianyzo 1épéseket kompenzalhatta a szintén csak részben feltart pentdz-
foszfat utvonal. A laktat dehidrogenaz enzim jelenléte a genomban arra enged kovetkeztetni,
hogy a cukrokbdl keletkezd piruvatot laktattd fermentaljak tovabb. A feltart metabolikus
utvonalakat a 73. dbra szemlélteti.

A kapott eredmények alapjan tehat egyértelmi, hogy a Candidatus Saccharibacteria
torzs képviseldi az AER2-es dusitd tenyészetben nem vettek részt a szénhidrogének
lebontasaban, hanem egyszeriien szén elnyeldként funkcionaltak (Figueroa-Gonzalez és mtsai.
2020). Valosziniisithetd, hogy azokban a talajokban is, ahol Winsley és mtsai, (2014)
gazolajszennyezés mellett talaltak abundénsnak e baktériumokat, hasonld szerepiik volt a
kozosségen beliil. A stabil izotopos kisérletekben (Luo és mtsai, 2009; Xie és mtsai, 2011)
pedig egyszeriien a valodi lebonto szervezeteket parazitalva juthattak hozza az izotoposan jelolt
nukleotidokhoz, igy klasszikus keresztjel6l6dés (cross-feeding) miatt tiinhettek benzol-, vagy
toluol-lebonté mikroszervezeteknek, mikdzben a lebontasban 6k maguk egyaltalan nem vettek

részt.
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73. abra: A Candidatus Saccharibacteria térzsbe tartozo baktérium genomja alapjan rekonstrualt
metabolikus térkép. (Figueroa-Gonzalez és mtsai, 2020 alapjan)

V.7.4.6. Osszegzés

A harmadik dusitasi kisérlet ramutatott arra, hogy nem csak az egyszerli aromas
vegyliletek (BTEX komponensek), hanem a nyilt szénldncti alkdnok esetében is egymastol
jelentésen eltérd Osszetételli bakterialis kozosségek vesznek részt a lebontasban aerob, illetve

mikroaerob koriilmények kozott. Erdekes eredménye a kisérletnek, hogy a kivalé alkan-lebonto
képességiikr6l ismert Rhodococcus nemzetségbeli baktériumok csak teljesen aerob
koriilmények kozott valtak jelentds kozdsségalkotokka. Mikroaerob koriilmények kozott 1%-
nal kisebb mértékben voltak csak jelen, és az alkB gén alapt vizsgalatok eredményei is erre az
eredményre vezettek. Ez azért is fontos eredmény, mivel alkan-lebonté Rhodococcus torzseket
gyakran alkalmaznak szénhidrogénekkel szennyezett kozegek biologiai karmentesitéséhez.

Eredményeink azt mutatjak, hogy e bioaugmentacidos karmentesitési eljardsok csak akkor
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vezethetnek eredményre, ha megfeleld mennyiségii oxigént biztositanak a Rhodococcus torzsek
szamara. Tovabbi meger6sitést nyert ugyanakkor, hogy a Pseudomonas veronii/extremaustralis
rokonsagi korbe tartozo baktériumok lehetnek a f6 alkan-lebontoé mikroszervezetek mikroaerob
koriilmények kozott, mig az Acidovorax, Variovorax, illetve Simplicispira nemzetségbe tartozo
baktériumok szintén fontos mikroaerob (aromads) szénhidrogén-lebontdk lehetnek. Ez utobbi
feltételezés igazolasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel. A metagenom szekvenalasi
adatokat felhasznalva sikeriilt felépiteniink egy Moraxellaceae csaladba tartozo, eddig
ismeretlen baktérium genomjat. E baktérium rendelkezik az aerob alkén-lebontés
kulcsgénjeivel, és valoszintlileg jelentds szerepet jatszott az alkanok aerob uton torténd
alapjan e baktérium az AER3-as dusito tenyészetben is jelen volt, mig az AER1-es tenyészetbol
hianyzott valamilyen oknal fogva. Végiil, de nem utolsésorban, sikeriilt tisztdzni, hogy mi lehet
a szerepe egyes Candidatus Saccharibacteria térzsbe tartoz6 baktériumoknak szénhidrogén-
lebonté mikrobakdzosségekben. Bemutattuk, hogy e baktériumok korlatozott genommérettel
¢és metabolikus potenciallal rendelkeznek és minden bizonnyal obligat parazitdk. K6zosségben
betdltott szerepiik szerint szén elnyeldk és a lebontdsban egyaltaldn nem vesznek részt, am arra

parazita jellegiiknél fogva jelentOs (negativ) hatast gyakorolhatnak.
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VI. AZ EREDMENYEK OSSZEGZO MEGBESZELESE

A fentiekben bemutatott tobb mint tiz évet feldleld kutatdbmunka eredményeként sikeriilt
ravilagitani a szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegekben torténd mikoerob
lebontasi Gtvonalak 1étezésére. A kezdeti 1épések soran megerdsitést nyert, hogy e szennyezett
kozegek  hipoxikus/mikroaerob, tehat mindenképpen oxigén-limitalt régidiban a
Burkholderiales rend képviseléi dominaljak a bakteridlis kozosségeket. Ezen beliil is a
Comamonadaceae ¢és a Rhodocyclaceae (1jabban Zoogloeaceae) csaladok nemzetségei a 6
kozosségalkotok. Ekkor még 16S rDNS alapu klontarak segitségével olyan nemzetségek
dominanciajat sikeriilt kimutatnunk, mint a Rhodoferax, Dechloromonas, Malikia, illetve
Acidovorax. Mar az elsé eredmények értékelése soran bizonyitast nyert, hogy a foleg
bétaproteobaktériumok altal hordozott, [.2.C-tipusu exradiol dioxigenaz enzimet kédolo C230
gének jelentds diverzitassal vannak jelen a vizsgalt kozegekben (Téancsics és mtsai, 2010).
Megallapithat6 volt ugyanakkor az is, hogy a kimutatott genotipusok jelentds része nem kothetd
ismert, tenyésztésbe vont baktériumtorzshoz, vagy akar csak nemzetséghez. Késobb, a tovabbi
kutatasok alapjaul szolgalé siklosi karhelyen igazolast nyert, hogy e gének in situ expresszioja
kimutathat6, igy minden bizonnyal szerepet jatszanak a BTEX-vegyiiletek lebontasaban. A
siklosi, BTEX-vegyiiletekkel erdsen szennyezett karhelyen lehetdség nyilt a szennyezési csova
kozepén és sz€lén is vizsgalni a mikrobakozdsségek Osszetételét, habar ekkor még nem volt
el6ttiink ismert az ugynevezett ,,plume fringe concept” (Meckenstock és mtsai, 2015), amit
talan szennyezés-hatar modellként lehetne magyarra forditani. Ez a modell azt feltételezi, hogy
van lehetdség, mivel a lebontashoz sziikséges elektronakceptorok (oxigén, nitrat, szulfat)
megfeleld koncentracioban csak itt allnak rendelkezésre. E zona kiterjedése sz€lsdséges esetben
par centiméternyire korlatozodik csupan, mig a csova belsejében egy kiterjedt, erésen redukalt
zona jon létre, amelyet vas-redukalo, illetve metanogén mikroszervezetek uralnak. Ez utobbi
mikroszervezetek csak erdsen korlatozottan vesznek részt a szénhidrogének lebontasadban, vagy
kimondottan csak egy-egy komponens lebontasara képesek (lasd példaul a toluol-lebontd
Geobacter metallireducens), ami a természetes biodegradacié idétartamat emberi 1éptékben
mérve belathatatlan tdvra nyujtja el. Ha mashol nem is, a szennyezési csova szélén, ahol
szignifikans lebontast feltételeziink, mindenképpen jelen kell lennie egy hipoxikus rétegnek,
amelyet a mikroaerob lebontasra képes szervezetek uralhatnak. Eredményeink alapjan

egyértelmiilen megmutatkozott, hogy a siklosi karhelyen is eltéré mikrobakdzosségekkel volt
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jellemezhetd a szennyezési csova széle, illetve annak kozéppontja. Meg kell jegyezni
ugyanakkor, hogy a siklosi karhely esetében a szennyezési csova kozéppontjdban is inkabb
er6sen mikroaerob, illetve nitrat-redukald koriilmények uralkodtak és nem klasszikus vas-
redukald vagy metanogén koriilmények. Sikeriilt azt is bizonyitanunk, hogy a Sei és mtsali,
(1999) altal tervezett, és a szakirodalomban a C230 gének altalanos kimutatasara hasznalt PCR
primerek nem alkalmasak arra, hogy a siklosi talajviz mikrobakdzosségeiben jelenlévd 1.2.C-
tipusu C230 géneket amplifikaljak. Sziikségessé valt tehat, hogy e gének kimutatasdhoz i PCR
primereket tervezziink. Az ekkor megjelend, majd egyre elterjedtebbé valo metagenomikai
vizsgalatoknak is kdszonhetéen egyre tobb 1.2.C-tipustt C230 gén DNS szekvenciaja valt
elérhetévé a GenBank adatbazisban. Ennek kdszonhetden pedig mar meg lehetett probalkozni
egy, az extradiol dioxigendzok 1.2.C alcsaladjara specifikus PCR primerpar tervezésével. A
primertervezés eredményeképpen egy tobbszorosen degeneralt primerpart alkottunk, majd
ezzel folytattuk tovabb vizsgalatainkat a siklosi karhelyen. E primerpar segitségével tovabbi,
addig ismeretlen genotipusokat sikeriilt feltdrnunk, €s kijelenthettiik, hogy sikeriilt egy jol
miik6dé, csoportspecifikusnak nevezheté primerpart alkotni (Tancsics és mtsai, 2013). Részben
e primerpar segitségével 13 honapon at RNS alapon monitoroztuk a siklosi karhely
kozéppontjaban a mikrobakdzosség Osszetételét €s az 1.2.C-tipusu C230 gének aktivitasat. A
kimutatott C230 genotipusokat hat jol elkiiloniilo csoportba lehetett sorolni, ami lehetdséget
biztositott arra, hogy az egyes csoportok aktivitdsat kiilon-kiilon vizsgaljuk. Ehhez egy
fragment-analizis alapi mddszert, a ,,Single Nucleotide Primer Extension” (SNuPE) technikat
valasztottuk. Bar e modszert korabban elsOsorban huméan genetikai célokra hasznaltak,
méghozza SNP-k kimutatdsahoz, Nikolausz és munkatarsai (2009) mikrobialis 6kologiai
célokra torténd hasznalhatdsagat is demonstraltak. Koszonhetden annak, hogy e modszer is a
fragment-analizis elvein alapszik, a kapott eredményeket parhuzamba lehetett allitani a 16S
rRNS gén alapu T-RFLP vizsgalatok eredményeivel és statisztikai Osszefliggéseket lehetett
kozottiik keresni. Az igy kapott eredmények alapjan két taxont tudtunk azonositani, amelyek a
monitoring id6szak alatt részt vehettek a BTEX-vegyiiletek lebontasaban ¢s 1.2.C-tipusu C230
génnel rendelkezhettek. E két taxon egyike egy olyan, maig tenyésztésbe nem vont,
Rhodocyclaceae csaladba tartoz6 mikroszervezet, amely egyértelmiien BTEX-vegyiiletekkel
szennyezett felszin alatti kozegbdl mutathatod ki. Teljesen azonos 16S rDNS szekvencidkat
mutattak ki Callaghan és munkatarsai. (2010) koéolajszarmazékokkal szennyezett talajviz
tiledékbol (Casper, WY, USA), mig Pilloni és munkatarsai. (2011) stabil-izotopos vizsgalatok
alapjan a toluol vas-redukdldo koriilmények kozotti biodegradaciojat kotottek e

mikroszervezethez. A masik taxon egy szintén maig tenyésztésbe nem vont mikroszervezet,
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amely minden bizonnyal a Rhodoferax nemzetség tagja, de legalabb is annak egyik nagyon
kozeli rokona. A Rhodoferax nemzetség egyes tagjairdl ismert, hogy részt vehetnek a fenantrén
kisérleteinek eredményei is arra engedtek kovetkeztetni, hogy a benzol és a toluol lebontasaban
is szerepet jatszhatnak. Az a tény azonban, hogy e taxonokat a mai napig nem sikeriilt
kitenyészteni, meggatolta azt, hogy minden kétséget kizdréan mikroaerob lebontokként
azonosithassuk dket, és 1.2.C C230 genotipust kossiink hozzajuk. E pontban ugy éreztiik, hogy
elértiik az egyszerti molekularis 6koldgiai vizsgalomoddszerek teljesitOképességének hatarait,
igy mas iranyokba kellett tovabb Iépniink, hogy a vizsgalatok megkezdésekor feltett kérdésekre
egyértelmii valaszokat leljiink. A tovabblépés két irdnyba tortént. Egyrészt egyszert direkt
izolalasos technikaval probaltuk feltarni BTEX-szennyezett kzegek mikrobak6zosségeit, majd
az izolatumok kozott kerestilk azokat, amelyek 1.2.C-tipusi C230 génnel rendelkeznek.
Masrészt stabil izotopos modszer segitségével kiséreltik meg feltarni a siklosi kérhely
mikroaerob toluol-lebontasra képes kozosségalkotait.

A folyamatos torzsizolalasok soran mondhatni mellénk szegddott a vakszerencse. A
2014-ben, egy kozép-magyarorszagi karhely biofilm mint4jabol izolalt, viaszszerl telepeket
fejlesztd, ,,Buc” laborjelii torzs alapos vizsgalata szolgaltatott ugyanis meglepd eredményt. A
torzs 16S rDNS szekvenciajanak filogenetikai vizsgalata azt mutatta, hogy e torzs a Zoogloea
nemzetségbe tartozhat, rdadasul 1.2.C-tipust C230 gént is sikeriilt kimutatnunk a genomjabol.
Ez az eredmény azért volt varatlan, mert a Zoogloea nemzetség képviseldit elsdsorban
szennyviztisztitoi eleveniszapokbol izolaljak és alapvetden, mint flokkulumképzd baktériumok
tekintiink rajuk e kozegekben. Felszin alatti kozegekben valo el6fordulasuk és ott betdltott
szerepik még ma is kevéssé feltart. A szakirodalmat atnézve leltiink rd Jechalke és
munkatarsainak (2013) munkéjara, amely soran stabil izotopos vizsgalattal tartak fel egy aerob
benzol-lebontdé mikrobakozosség Osszetételét. Eredményeik alapjan a Zoogloea nemzetség
képviseldit benzol-lebontokként lehetett azonositani. A Buc tdrzs szénhidrogén-lebontod
képességét eldszor egyszerli gravimetrids modszerrel vizsgaltuk meg, amely bizonyitotta, hogy
nemzetség egy meglehetdsen kiilonallo leszarmazasi vonalat képviselte, 0j fajként irtuk le és a
Zoogloea oleivorans nevet adtuk neki (Farkas és mtsai, 2015).

A stabil i1zotopos jelolés modszerével a siklosi BTEX szennyezett talajviz, illeve ez
esetben a mintavételi kut aljan 1év6 tiledék mikrobakozosségét kiséreltiik meg vallatora fogni
¢s kimutatni azokat a mikroszervezeteket, amelyek mikroaerob koriilmények kozott is képesek

a toluol lebontasdra. Mar a kiindulasi liledék mikrobakozosségének vizsgalata is wjabb
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meglepetéssel szolgalt, hiszen itt is megtalaltuk a kozosségben a Zoogloea oleivoranst és az
altala hordozott 1.2.C-tipustt C230 gént. A stabil C-izotdpot (Ci3) tartalmazd toluollal torténd,
mikroaerob koriilmények kozotti inkubacidt kovetden DNS és RNS alapon kiséreltiik meg
azonositani azokat a taxonokat, amelyek részt vehettek a lebontdsban. A DNS alapu
eredmények harom taxon szerepét igazoltak a folyamatban (Tancsics és mtsai, 2018). A
jelolodott DNS jelentds része a Quatrionococcus nemzetséghez tartozott, amelyrél nagyon
kevés informacionk all rendelkezésre. Tény viszont, hogy a legkdzelebbi rokona e
nemzetségnek a Dechloromonas, amelynek tagjai széles korben elterjedtek BTEX-
vegyiiletekkel szennyezett felszin alatti kozegekben, és szerepiik e vegyiiletek aerob, illetve
anaerob lebontasaban nagyon jol ismert (Chakraborty és mtsai, 2005; Salinero és mtsai, 2009).
A masodik taxon a Zoogloea volt, egészen pontosan az altalunk leirt Z. oleivorans faj. Ez az
eredmény tovabb erdsitette a feltételezést, hogy az 1.2.C-tipusit C230 génnel rendelkezd
mikroszervezetek képesek a monoaromas vegyliletek mikroaerob korilmények kozotti
lebontasara. A harmadik taxon pedig az altalunk mar korabban is kimutatott (Tancsics és mtsai,
2013), maig kitenyésztetlen, Rhodocyclaceae csaladba tartozé mikroszervezet volt. Ez utobbi
eredmény azért is jelentett nagy Oromet szdmunkra, mert altdmasztotta a kordbbi, csupan
statisztikai 0sszefiiggéseken alapuld feltételezésiinket, miszerint e baktérium szintén Szerepet
jatszik a BTEX-vegyiiletek mikroaerob lebontasaban (Tancsics és mtsai, 2013). Az 1.2.C-tipust
C230 gének vizsgalata is megerdsitette a Z. oleivorans mikroaerob toluol-lebont6 képességét,
mivel a hozz4 kothetd genotipus volt a legabundansabb a ,,nehéz” DNS frakcioban. Ugyancsak
itt volt dontéen kimutathatdé az a C230 genotipus, amelyet kordbban statisztikai {iton a
kitenyésztetlen Rhodocyclaceae baktériumhoz kotottiink, tehat a kozottik 1évo dsszefliggés
Ujabb megerdsitést nyert. Megfigyelhetd volt ugyanakkor, hogy bizonyos 1.2.C-tipust C230
genotipusok - kizardlag, vagy dontd részben - de a jeldletlen, tehat ,,konnyli” DNS frakciobol
voltak kimutathatéak. Ez az eredmény azt valoszintsitette, hogy az 1.2.C-tipusa C230 gén
jelenléte dnmagaban nem elégséges feltétele annak, hogy egy baktériumrol a mikroaerob
BTEX-lebontas képességet feltételezziik. Az RNS alapu vizsgélatok részben megerdsitették a
DNS alapt vizsgélatok eredményeit, részben pedig 0j informacioval is szolgaltak. A harom 6
taxon (Quatrionicoccus, Zoogloea, tenyésztésbe nem vont Rhodocyclaceae) mellett ujabbakat
sikertilt azonositani, amelyek minden bizonnyal részt vettek a toluol mikroaerob koriilmények
kozotti lebontasaban, am talan lassabb ndvekedésiik miatt csak RNS alapon lehetett dket
azonositani. E taxonok voltak a Dechloromonas, illetve az Azonexus (Bradford és mtsai, 2018).
Koszonhet6en annak a szerencsés koriilménynek, hogy a mikrokozmoszainkban a Z. oleivorans

nagyon aktiv mikroaerob toluol-lebontoénak bizonyult, a ,,nehéz” RNS frakciobol nyert
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transzkriptomot fel lehetett hasznalni arra, hogy megkiséreljiik feltarni a lebontési Gtvonalat e
baktérium esetében. Ehhez elsd 1épésként elvégeztiik a tipustdrzs Z. oleivorans Buc' teljes
genom szekvenalasat, majd raillesztettiik a transzkriptombol szarmazo szekvencidkat. Ezzel
sikertilt feltarnunk, hogy az 1.2.C-tipusu C230 gén mellett egy hipoxikus koriilmények kozott
is aktiv toluol-dioxigendz enzim is szerepet jatszott a mikroaerob koriilmények kozotti
lebontasban (Téancsics 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-tipusu C230 gén tényleg eldfeltétele a mirkoaerob
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 gylirli aktivalasara, jelen esetben hidroxilaciodjara.

A kutatdsaink soran mar a stabil izotopos vizsgalat eredményei is azt mutattak, hogy
nem lehet minden 1.2.C-tipusi C230 genotipust automatikusan a mikroaecrob 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 feltarni. Ehhez kiindulési
mintanak biofilm mintat hasznaltunk, amely minden esetben ugyanabbol a talajviz kitermeld
kutbol szdrmazott, mint ahonnan a Z. oleivorans Buc' torzset is izolaltuk. Vizsgalataink alapjan
e biofilm mikrobakdzosség jelentds 1.2.C C230 diverzitassal rendelkezett, emiatt esett ra a
valsztasunk (Benedek és mtsai, 2016). Els6 1épésben BTEX-keveréket felhasznalva végeztiink
aerob, illetve mikroaerob koriilmények kozotti dusito tenyésztést. Mar ekkor megmutatkozott,
hogy mas-més 1.2.C C230 genotipusok lettek dominansak az aerob, illetve a mikroaerob
dusitokban. Mig az aerob tenyészetekben a Malikia nemzetség képviseldi, és egy ismeretlen
C230 genotipus voltak egyeduralkodoak, addig a mikroaerob tenyészetekben az Acidovorax
nemzetség képviseldi, és a hozzajuk kapcsolhato 1.2.C C230 genotipus voltak a dominansak
(Benedek és mtsai, 2018). A Malikia nemzetség képviseldit korabban is kimutattuk BTEX-
szennyezett felszin alatti kozegbdl, mint dominans mikroszervezeteket (Tancsics és mitsai,
2010), am a szakirodalomban nem taldltunk e baktériumok BTEX-lebontd képességérdl
tudosito kozleményt. Annak ellenére azonban, hogy dominansak voltak e mikroszervezetek az
aerob dusitokban, nem sikeriilt egyetlen képviseldjiiket sem kitenyészteniink, igy feltevésiinket,
miszerint e baktériumok BTEX-lebontdk, és az aerob dusitokban dominans 1.2.C C230
genotipus hozzajuk kothetd, nem tudtuk alatamasztani. Ahhoz, hogy a Malikia nemzetség

képviseldit ki tudjuk tenyészteni a biofilm mintabol, Gjabb dusitasi kisérletet inditottunk. E
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masodik kisérlet soran azonban nem BTEX-keveréket, hanem csak benzolt, vagy toluolt adtunk
az aerob, illetve mikroaerob dusito tenyészetekhez, mint egyediili szénforrast. Ezzel kiséreltiik
meg csokkenteni a dusitd tenyészetekben kialakuld bakteridlis diverzitast, remélve, hogy igy
nagyobb eséllyel tudjuk kitenyészteni a Malikia nemzetség képviselGit feldisulasuk esetén.
Elgondolasunk sikeres volt, és a benzol-lebontd aerob dusitd tenyészetekben szinte
egyeduralkodova valt a Malikia spinosa nevii baktérium faj, és két torzsét izolalnunk is sikeriilt
(Révész és mtsai, 2020a). Mindkét térzs ugyanazzal az 1.2.C C230 genotipussal rendelkezett,
amelyet az el6z0 dusitasi kisérlet soran domindnsnak talaltunk az aerob dusité tenyészetekben.
A két torzs koziil a M. spinosa AB6-os jeli torzset vizsgaltuk behatobban, és azt talaltuk, hogy
feltarasa ramutatott arra, hogy a faj tipustozséhez képest nagyjabol 300 Kb-sal nagyobb
genommal rendelkezik, és fOleg az aromas szénhidrogének lebontdsdhoz kothetd gének
feldtsulasa figyelhetd meg a genomban. Az 1.2.C-tipusi C230 gén egy alapveten fenol-
lebontasban résztvevo klaszterben foglalt helyet, és feltiing volt, hogy mobilis genetikai elemek
fogtak kozre, tehat minden bizonnyal horizontélis géntranszfer utjan tett ra szert az AB6-0S
torzs. E klaszter jelenlétének volt tulajdonithaté az AB6-o0s torzs benzol-, és toluol-lebontd
képessége. Am hiaba rendelkezett 1.2.C-tipusi C230 génnel, mégis csak az aerob dasitd
tenyészetekbol lehetett e baktériumot kimutatni, ott tudott abundanssd valni. Ez minden
bizonnyal annak volt kdszonhetd, hogy a fenol-hidroxildz rendszeren kiviil nem talaltunk a
genomban mas olyan gént, amely benzol/toluol-mono-, vagy dioxigenazt kodolt volna, igy nem
rendelkezett olyan enzimmel, amely képes lett volna mikroaerob koriilmények kozott
hidroxilalni a benzol, vagy a toluol aromas gytirtijét. Ujra beigazolddott tehat az az okfejtésiink,
hogy bar az 1.2.C-tipustt C230 gének jelentds diverzitassal lehetnek jelen BTEX-vegyiiletekkel
szennyezett felszin alatti kozegekben, a kimutatott genotipusok nem mindegyike kothetd az
aromas szennyezOk mikroaerob lebontdsdhoz, mivel kiegészitd feltételeknek is teljesiilniiik
kell. Ilyen kiegészitd feltétel a megfeleld gylirlihidroxildldé enzim megléte a genomban. Az
1.2.C-tipusu C230 gének diverzitasat pedig nagymértékben novelheti az a tény, hogy gyakran
fordulnak eld olyan gén klaszterekben, amelyeket mobilis genetikai elemek fognak kozre, igy
konnyen terjednek a Burkholderiales rend tagjai kozott horizontalis géntranszfer utjan.

Habar sok fontos kérdésre valaszt kaptunk e két dusitasi kisérlet soran, egy tjabb, utolso
vizsgalatra szantuk el magunkat. Gyakran érte ugyanis az a kritika a kutatocsoportomat, hogy
gazolajjal torténd szennyezést kdvetden az alifds komponensek joval nagyobb mennyiségben

vannak jelen, és azok biodegradaciodja legalabb annyira fontos, mint az aromés komponensekeé.
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Emiatt gondoltuk azt, hogy dusitd tenyésztéses vizsgalatainkat kiterjesztjilk kdolaj/gazolaj
keverékre is. E harmadik kisérletben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a hipoxikus
koriilmények milyen hatdssal vannak az alifas szénhidrogének lebontdsaban résztvevo
mikrobakozosségek, €s a lebontas kulcslépését katalizaldo alkan 1-monooxigendz gének
diverzitasara. Eredményeink azt mutattak, hogy a kivalo alkan-lebonté Rhodococcus nemzetség
els6sorban az aerob dusitd kozosségekben tudott abundans kozosségalkotova valni, mig
mikroaerob  koriilmények kozott az  Acinetobacter nemzetség képvisel6i  valtak
egyeduralkodova, és a Rhodococcus nemzetség képviseldi meglehetésen visszaszorultak
(Révész és mtsai, 2020b). Meg kell még emliteni, hogy a mikroaerob dusitd tenyészetekben
jelentés abundanciaval birtak olyan Burkholderiales rendbe tartozé nemzetségek, amelyek
korabban is féleg a mikroaerob, aromas szénhidrogén-lebont6 dusitd tenyészeteinkben voltak
jelen (pl. Acidovorax, Variovorax, illetve Simplicispira). Erdekes eredmény volt, hogy az aerob
dusitd tenyészetek koziil kettoben egy olyan alkan-1 monooxigendz gén volt a dominans,
amelyet nem lehetett ismert baktériumhoz koétni. Metagenom szekvenalassal kapott adatok
bioinformatikai elemzésével azonban sikeriilt felépiteni egy még tenyésztésbe nem vont,
Moraxellaceae csaladba tartozé baktérium genomjat, amely magaban hordozta ezt a gént. Igy
ujgeneracidos szekvenalasi modszer, illetve bioinformatikai alkalmazasok segitségével,
tenyésztés nélkiil sikeriilt egy addig ismeretlen alkan-lebontd baktériumot azonositanunk.
Késobb a metagenom adatok tovabbi vizsgalata segitett abban is, hogy a szénhidrogén-
lebontasban kozvetleniil részt nem vevd, de abundéans, ugyanakkor tenyésztésbe nem vont
mikroszervezeteknek (lasd Saccharibacteria torzsbe tartozo baktériumok) a kézosségben
betoltott szerepére is ravilagitsunk.

Végére érve e tobb mint tiz éves munkaszakasznak lathatjuk, hogy az idékdzben rank
koszontd metagenomikai éra olyan 0j utakat nyitott meg eldttiink, amelyek lehetévé teszik
szamunkra, hogy feltarhassuk a mikrobialis sotét anyag, vagy masképpen fogalmazva a
tenyésztésbe nem vont tobbség metabolikus potencialjat is. A kérdések megvalaszolasahoz
azonban tovabbra is elengedhetetleniil fontosak a laboratoriumi dusitasi kisérletek, amelyek

kivalo alapanyagot szolgéltathatnak ehhez az 0 genomikai, metagenomikai korszakhoz.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A koolaj és a kdolajeredetli szénhidrogének a legveszélyesebb és egyben leggyakoribb
szennyezok melyekkel kornyezetiinket karositjuk. A leggyakoribb szennyezd iparagak és
tevékenységek a koolajbanyaszat (furdtornyok és kutak), kodolaj feldolgozas (finomitok),
szallitas (tankerek, csévezetékek), tarolas (tartalyparkok) és forgalmazas (toltéallomasok), a
laktanyak teriilete, a kozlekedés és a miianyaggyartas (petrolkémia). Habar Magyarorszagon a
kdolajkitermelés elenyészé mértékli, a leggyakoribb talaj- és talajviz szennyezének a
kiilonboz6 szénhidrogén vegyiiletek szamitanak. Ide tartoznak az egyszerii aromas vegyiiletek
is, mint a bizonyitottan rakkelt6 benzol, illetve a toluol, etilbenzol és a xilolok (6sszefoglaléan
BTEX-vegyiiletek). Koszonhetden annak, hogy e vegyiiletek aranylag nagy vizoldékonysaggal
rendelkeznek, a szennyezés konnyedén terjed a talajvizben, ezéltal veszElyt jelentve a felszin
alatti vizkészletekre. Ebbdl kifolydlag a szennyezett kdzegek kdrmentesitése Magyarorszagon
torvényileg kotelez6. A karmentesitési eljarasok egyik legkdrnyezetkimélobb és egyben
legkoltséghatékonyabb modja a bioldgai karmentesités, vagy masnéven bioremediacio. E
folyamat soran a mikroszervezetek azon képességét hasznaljuk ki, hogy a szennyezdanyagot
képesek az életfolyamataik soran lebontani vagy atalakitani. Szdmos mikroba képes szén- és
energiaforrasként hasznositani a kdolajeredetii szénhidrogéneket, mégpedig elsdsorban aerob
koriilmények kozott. Emiatt viszont a szennyezett felszin alatti kozegben gyorsan megindul a
alakulnak ki. Oxigén hianyaban azonban a legtobb kdolajeredetii szénhidrogén biodegradacioja
lelassul, aminek kovetkeztében példaul a benzol és a xilolok perzisztens szennyezokkeé
valhatnak. Ennek k6szonhetden a szennyezett felszin alatti kozegek karmentesitése soran bevett
gyakorlat a kozeg oxigénnel valo ellatasa. Kérdésként meriil fel ugyanakkor, hogy léteznek-e
olyan mikroszervezetek, amelyek mikroaerob koriilmények mellett is képesek a
szennyezbanyagok teljes lebontasara.

A disszertacioban bemutatott eredményeknek kdszonhetdéen ma mar ismert, hogy a régota
szennyezett, oxigén-limitalt talajvizek mikrobak6zdsségeiben tobbnyire a Burkholderiales rend
tagjai a domindnsak, illetve az elsdsorban altaluk kodolt, a szennyezdanyagok lebontasaban
kulcsszerepet jatszo katekol dioxigenaz gének mutathatdak ki a legnagyobb diverzitasban. E
katekol 2,3-dioxigenaz enzimekrdl, amelyek az extradiol dioxigenazok 1.2.C alcsaladjaba
tartoznak, feltételezik, hogy alacsony szubsztrat koncentracidohoz adaptalédtak, ennek

megfelelden hipoxikus koriilmények kozott is képesek az aromas gylirli hasitasat katalizalni.
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Kozel tiz éves kutatdomunka segitségével sikeriilt bizonyitanunk, hogy e feltételezés megallja a
helyét. Két magyarorszagi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett karhely mélyrehatd
mikrobiologiai vizsgalata soran szamtalan 0j 1.2.C C230 genotipust azonositottunk, ramutatva
e gén nagyfokl diverzitasara a vizsgalt kozosségekben. Magyarorszagon elsoként alkalmaztuk
a stabil izotopos jelolés (SIP) moddszerét mikrobialis Okologiai vizsgalatok soran, és
segitségével azonositottunk olyan taxonokat, amelyek képesek voltak a toluol mikroaerob
koriilmények kozotti lebontasara, illetve azokat az 1.2.C C230 géneket, amelyek szerepet
jatszhattak e folyamatban. Az azonositott taxonok koziil sikerrel izolaltuk a Zoogloea
nemzetség egyik Uj képvisel6jét, amelyet Z. oleivorans néven irtunk le. E baktérium teljes
genom szekvenciajanak feltarasa segitségével rekonstrualtuk, hogy hogyan lehet képes a toluol
kisérletb6l szarmazo metatranszkriptom adatok segitségével pedig sikeriilt megerdsiteni, hogy
a toluol aromas gytriijének aktivaciojat egy toluol-dioxigendz enzim végzi, mig a gylri
hasitasaért valoban az 1.2.C-tipusit C230 enzim felelds. E kulcsenzimeket kodold gének a
genomban egymastol tavol elhelyezkedd klaszterekben voltak megtalalhatoak, amelyeket
rdadasul mobilis genetikai elemek hatéroltak. Eredményeink rdmutattak arra, hogy az 1.2.C-
tipusu C230 gén megléte nem elegendo feltétele a mikroaerob BTEX-lebontasi képességnek.
Ezt tovabb erdsitették mikrokozmosz kisérleteink eredményei, amelyek soran bemutattuk, hogy
eltéré 1.2.C C230 gének valnak domindnssa aerob, illetve mikroaerob koriilmények kozott.
Sikertilt izolalnunk a Malikia spinosa faj képviseldit (Comamonadaceae csalad), és teljes
genom analizis segitségével magyaraztuk meg azt a jelenséget, hogy bar rendelkezik 1.2.C
C230 génnel, kizardlag tisztan aerob koriilmények kozott képes egyes aromas vegyiiletek

Eredményeinknek koszonhetéen ma mar pontosabb képet alkothatunk a kdolajjal,
illetve a kodolajeredetli szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegek mikrobialis
kozosségeirdl, illetve a kozosségalkotdé mikroszervezetek szerepérdl. Vilagossa valt, hogy a
Zoogloea nemzetség képvisel6i nem csak a kommunalis szennyviztisztitas soran jatszhatnak
fontos 6kologiai szerepet, hanem szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegekben is.
Tudjuk, hogy elsésorban mely taxonok megjelenésére szamithatunk e kozegekben mikroaerob
koriilmények mellett (pl. Rhodoferax, Acidovorax, Variovorax, Quatrionococcus,
Simplicispira, Pseudomonas extremaustralis/veronii, Acinetobacter), illetve melyek azok,
amelyek kizarolag jo oxigénellatottsag mellett valnak dominanssa (pl. Malikia, Rhodococcus,

Polaromonas). A metagenom adatok segitségével felépitett teljes bakterialis genomok pedig
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lehetéséget adtak arra, hogy egyes, a tenyésztésbe nem vont tobbséghez tartozd

mikroszervezetek okologiai szerepét is tisztazhassuk.
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VII. ROVIDITESEK JEGYZEKE

16SrRNS/rDNS  ariboszémaban talalhato 16s alegységi RNS molekula, ill. az azt kédold gén
prokaridtakban

alkB alkan 1-monooxigenaz

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp bazispar

bss benzilszukcinat-szintaz

bssA benzilszukcinat-szintaz alfa alegység

BTEX a benzol, toluol, etilbenzol és xilolok dsszefoglald megnevezése

C120 katekol 1,2-dioxgenaz

C230 katekol 2,3-dioxigenaz

dNTP deoxynucleotide triphosphates (dezoxinukleotid trifoszfatok)

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

EPH Extractable Petroleum Hydrocarbon (nem illékony szénhidrogének)

FH fenol hidroxilaz

GC-MS gazkromatograthoz kapcsolt tomegspektrométer

HGT horizontélis géntranszfer

OPU operational protein unit (operativ protein egység)

PAH poliaromas szénhidrogének

PCR polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)

PHA polihidroxialkanoat

SNuUPE single-nucleotide primer extension

T-nMO toluol n-monooxigenaz

TPH total petroleum hydrocarbons (a szénhidrogének 6sszefoglald neve
analitikai kémiai mérésekben)

T-RF terminal restriction fragment (restrikciés enzimmel hasitott darabok
terminalis része)

T-RFLP terminal restriction fragment-lenght polimorphism (terminalis restrikcios
fragmethossz polimorfizmus)

unc. uncultured (kitenyésztetlen)

VALPH Volatile  Aliphatic  Petroleum  Hydrocarbon  (illékony  alifas

szénhidrogének)
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