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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

A: aerob

AL: aminolipid

ANI: Average Nucleotide Identity - atlagos nukleotid azonossag
AMI: akut mieloid leukémia

APL.: aminofoszfolipid

ATSDR: Agency for Toxic Substances and Disease Registry
BCCM: Belgian Coordinated Collections of Microorganisms
BEN: benzolbonto dusitotenyészet

BENSIP: benzol tartalmu stabil izotoposan jeldlt mikrokozmosz
BTEX: benzol, toluol, etil-benzol, xilolok

C230: catechol-2,3-dioxygenase - katekol-2,3-dioxigenaz

CAS: Chemical Abstracts Service - Vegyianyag Nyilvantartasi Szolgalat

CLC: QIAGEN CLC Genomics Workbench (genomikai, transzkriptomikai, epigenomikai és
metagenomikai elemzésekre szolgald program)

dDDH: digital DNA-DNA hybridization - digitalis DNS-DNS hibridizacio
DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
dNTP: deoxynucleotide triphosphates - dezoxinukleotid trifoszfatok

DPG: diphosphatidylglyrecol - difoszfatidilglicerin

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid - etilén-diamin-tetraecetsa

EPS: extracellular polymeric substances - extracellularis polimer anyagok

GC-MS: Gas Chromatography Mass Spectrometry - gaz kromatograffal kapcsolt
tomegspektrométer

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (genomokat, biologiai utvonalakat,
betegségeket, gyogyszereket és kémiai elemeket magaba foglalo adatbazisok gyiijtohelye)

KEV: keverék (BTEX) tartalmu dusitotenyészet
LB: Luria-Bertani taptalaj, amelyet baktériumtenyésztéshez, izolalashoz hasznalnak
MA: mikroaerob

MaGe: Magnifying Genomes (mikrobialis genom annotaciora és elemzésre szolgald
platform)

MiSeq SOP: Standard Operation Procedure (az Illumina MiSeq platformjaval generalt 16S
rRNS génszekvenciak feldolgozasara hasznalt standard miikodési eljaras)


https://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Chemical_Abstracts_Service&action=edit&redlink=1

MiGA: The Microbial Genomes Atlas (adatbazis teljes genom alapt filogenetikai
elemzéshez)

: Mez6gazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Magyar Nemzeti Gyiijteménye
mPH: multicomponent phenol hydroxylase - tobbkomponensii fenol-hidroxilaz
MSZ: Magyar Szabvany

NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms

NCBI: National Center for Biotechnology Information - Nemzeti Biotechnoldgiai
Informécios Koézpont

NJ: neighbour joining

OAT: Orthologous Average Nucleotide Identity Tool (ortolog atlagos nukleotid azonossag
értékek kiszamitasanal hasznalt szoftver)

OTU: operational taxonomic unit - operativ taxondmiai egység

OD: optical density - optikai denzitas

ORF: open reading frame - nyitott leolvasasi keret

OrthoANI: Orthologous Average Nucleotide Identity - atlagos ortolog nukleotid azonossag
PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons - policiklikus aromas szénhidrogének
PAST: Paleontological Statistics Program (statisztikai adatelemz6 szoftver)
PC: phosphatidylcholin - foszfatidilkolin

PCR: polymerase chain reaction - polimeraz lancreakcio

PDMS: polydimethylsiloxane - dimetil-polisziloxan

PE: phosphatidylethanolamine - foszfatidil-etanol-amin

PG: phosphatidylglycerine - foszfatidil-glicerin

PGAP: Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (bakterialis és archealis genom annotalo
algoritmus)

PL.: phospholipid - foszfolipid
PME: phosphatidyl-N-methyl-ethanolamine - foszfatidil-N-metil-etanol-amin
PHB: polyhydroxibutyrate - polihidroxibutirat

R2A: Reasoner’s 2A agar, olyan taptalaj, amelyet az altaldban ivovizben €16 baktériumok
vizsgalatara fejlesztettek ki.

SIP: stable isotope probing - stabil izotopos mddszer
TBE: Tris/Borate (borsav)/EDTA pufferoldat

TEX: egyéb aromas szénhidrogének gylijtoneve



TGE: tripton-gliikoz-¢lesztékivonat tartalmu altalanos bakterioldgiai taptalaj
TPH: total petroleum hydrocarbons - 6sszes asvanyolaj eredetii szénhidrogén

T-RFLP: terminal restriction fragment lenght polymorphism - terminalis restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus

TRIS: tris(hydroxymethyl)aminomethane - [trisz(hidroximetil)-amino-metan]

UBCG: up-to-date bacterial core gene (bakterialis teljes genomokbol létrehozott 92 mag-gén
készlet alapu filogenetikai elemz6 program)



1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az egyik legsulyosabb karokat a természetes Okoszisztémakban a kdolajszennyezések
okozzak, melyeket jol példaz a Deepwater Horizon olajfird torony katasztrofaja (Mexikoi-
obol, 2010), amit a torténelem egyik legnagyobb olajszerencsétlenségeként tartanak szamon.
Azonban nem csak a tengerek és 6ceanok, hanem a szarazfold is érintett az kdolaj altal okozott
kdrnyezetszennyezésben, pl. az elmult évtized legjelentdsebb szarazfoldi olaj altal okozott
kareseményét a Keystone Pipeline (Kansas, 2022) csévezeték szivargasa altal kibocsatott
koolaj okozta. Emellett szamos egyéb torténelmi esemény is tantsitja a kdolajszennyezés
okozta kérnyezeti karok sulyossagat.

Napjainkban a kdolaj kitermelése, szallitdsa ¢s feldolgozasa kovetkeztében keletkezo
olajszennyezés, valamint a természetes vizi és szarazfoldi 6koszisztémakban okozott karok
egyre nagyobb kozfigyelmet kapnak. A szénhidrogén vegyiiletek a foldtani kozeg, a felszini és
felszin alatti vizek elévilagat is visszafordithatatlanul atalakitjak és romboljak, emellett human
egészségkarositd hatasuk is szamottevd. Az olajszennyezés kiterjedése és az altala okozott
karok mértéke egyrészt a koolajalkotd komponensek, masrészt a talaj fizikai és kémiai
tulajdonsagaitol fiiggenek. Bizonyos kéolajszarmazékok toxikus és karcinogén tulajdonsaguak
lehetnek, mely vegyiiletek a taplaléklancban akkumulalodva a mikroorganizmusokon és
elsédleges termeld szervezeteken at a fogyasztokig, igy akar az emberig is eljutnak.

Az olajszennyezések megnovekedett mértéke miatt annak felszdmolésara is egyre nagyobb
hangsuly keriil, a tudomanyban is gyakran kozponti szerepet kapnak az ezzel foglalkozo
tanulmanyok. A fizikai és kémiai karmentesitési eljarasok mellett a bioremediacios
tevékenységek is fokozottan eldtérbe keriilnek, mivel koltséghatékony és kis kdrnyezeti
terheléssel jar6 modszerek. Ennek soran ugyanis a mikroorganizmusok szénhidrogén bontd
képességét hasznaljak fel a szennyezett teriiletek helyreallitasara. Az olajszennyezésnek kitett
Okoszisztémak baktériumkozosségei ugyanis idével adaptdlodnak az 0j szénforrashoz és
megkezdddik a kdolaj-szénhidrogének lebontdsa. A mikroorganizmusok kiilonb6zo
mechanizmusokkal tavolitjak el a szennyezOanyagot, egyes baktériumok példaul rendelkeznek
a koolaj lebontasdhoz sziikséges enzimrendszerrel, melyet kodold gének horizontalis
géntranszfer Gtjan terjednek a mikrobakdzosségben segitve ezzel az 0j szénforrashoz valo gyors
¢s hatékony adaptaciot. A mikroorganizmusok egyiittmiikodése révén a szennyezdanyagok
sz¢les spektrumat képesek lebontani, melynek hatékonysagat a hdmérséklet, a pH és az elérhetd
tapanyagok mellett az alternativ elektronakceptorok elérhetdsége, illetve a megfeleld

elektronakceptor és elektrondonor ardny is befolyasolja.



A benzol humén egészségligyi és kornyezetvédelmi szempontbol is a legartalmasabb
valamennyi monoaromas szénhidrogén vegyiilet koziil. Emellett azonban szamos petrolkémiai
termék alapanyaga, ipari felhaszndlasa hatalmas mértékeket 6ltott, igy a benzollal torténd
expozicionak kis mértékben mindannyian ki vagyunk téve nap mint nap. A felszin alatti
kdolajszennyezések esetén jelentds problémat jelentenek az olyan illékony komponensek, mint
a benzol, mely toxikus hatasat sulyosbitja, hogy oxigénszegény kornyezetben perzisztens
vegyiilet, emellett a talajvizben oldddva kiterjedt szennyezések esetén az ivovizhalozatot is
elszennyezheti.

Ezek miatt egy koolajjal szennyezett karhely baktériumkozosségének vizsgalata, a
benzollebontasra képes mikroorganizmusok azonositasa €s genomjanak vizsgalata kozelebb
vihet a benzol és mas aromas szénhidrogének lebontasanak genetikai hatterének megismerésén

at egy hatékony bioremedidcios stratégia kidolgozasahoz és alkalmazasahoz.

Mindezek fényében kutatasunk elsddleges céljai a kdvetkezok voltak:

% A kutatas alapkérdése volt, hogy mely baktériumok képesek mikroaerob koriilmények

o Ezen beliil az oxigénlimitacid €s a benzol, mint egyediili szén-, és energiaforras
baktériumkozosségre gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

o Céljaink kozott szerepelt, hogy feltarjuk, hogy a tobbi BTEX komponens
jelenléte hogyan befolyasolja a baktériumkozosség alakulasat és a benzol
mikroaerob lebontasat.
jatsz6 baktériumok korének feltarasat stabil izotopos jelolés modszerével.

% A kutatds célja volt tovabba az is, hogy a kisérletek soran uj, akar mikroaerob
benzollebontasra is képes baktériumtdrzseket izolaljunk és elvégezziik a fajleirashoz

sziikséges vizsgalatokat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szarazfoldi olajszennyezések és hatasai

A koéolaj eredetli szénhidrogének a leggyakoribb kornyezetszennyezd anyagok. A gyors
iparosodas ¢és a globalizacié miatt a tengeri és a szarazfoldi okoszisztémakban egyarant
megnovekedett az olajszennyezések mértéke, ugyanis vilagszinten egyre nagyobb a kereslet a
kbolaj finomitasa és tovabbi feldolgozasa soran 1étrehozott termékek irdnt, mint pl. fitdgazok,
iizemanyagok, kendanyagok, bitumen, valamint a kiilonb6zé petrolkémiai termékek. Az
olajszennyezések altaldban nem a kodolaj ipari feldolgozasa, hanem a termékek szallitasa €s
taroldsa soran a csOvezetékek, tankerek ¢és tartdlyok meghibdsodasa ¢és szivargasa
kovetkeztében keriilnek a talajba, felszin alatti vagy felszini vizekbe, illetve tengerekbe. Bar
vilagszinten a tengeri olajkatasztrofak, mint pl. a Deepwater Horizon (Mexiko6i-6bél, 2010) a
legkiemelkedébbek, ugyanakkor napi szinten torténnek szédmos kisebb kdaresemények a
szarazfoldon is, melyek nem Kkeriilnek nyilvanossagra (1. kép). Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban (USA) az olajszennyezések tobbségét a nyersolaj okozza, ezt koveti a finomitott
termékek ¢€s a foldgaz, mely teriiletileg foként a délkdzép allamokat érinti. Ez nem meglepd,
ugyanis Texas és a kornyez6 allamok az USA dominans olajkitermeldi. A Keystone Pipeline
olajszennyezése példaul (Kansas, 2022) az elmult évtized legjelentésebb szarazfoldi
olajkatasztrofaja volt. A cs6vezeték szivargasa 14 000 hordo olajat bocsatott ki a Mill Creek
patakba (http1). Az Egyesiilt Allamok utan vilag szinten Oroszorszag és Szatd-Arabia jarnak
¢len az olajkitermelésben (http2, http3).

A térkép 2023 fliusban készit
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Magyarorszagon jelenleg hatalyos jogszabaly a 6/2009. (IV. 14.) KvVM-EiM-FVM
egylittes rendelet a ,,foldtani kdzeg €s a felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez
sziikséges hatarértékekrol és a szennyezések mérésérdl”, mely szennyezettségi hatarértéket (B)
allapit meg kiilon a foldtani kozegben ¢€s a felszin alatti vizekben eléforduld szennyezdanyag-
csoportokra. A rendelet harom kategoridba sorolja a fébb kdolajalkotd vegyiileteket: alifas
szénhidrogének (TPH), benzol és alkilbenzolok (BTEX), valamint policiklikus aromas
szénhidrogének (PAH). Ez alapjan az alifds szénhidrogének esetében a szennyezettségi
hatarérték foldtani kézegre 100 mg/kg, felszin alatti vizekre vonatkozdan pedig 100 pg/L, a
PAH vegylileteknél foldtani kozeg esetében 1 mg/kg, mig felszin alatti vizeknél 2 pg/L, az
aromas szénhidrogének foldtani kdzegre vonatkoztatott hatarétéke 0,5 mg/kg, mely a benzol
esetében mindossze 0,2 mg/kg (http5). A szennyezettségi hatarértékek felszin alatti vizekre
vonatkozoan a benzol esetében 1 pg/L, a toluolra, etil-benzolra és xilolokra nézve pedig 20
pg/L (http5).

2.1.1. A kéolaj-szénhidrogének szorpcidjat befolyasolo tényezék

Az olajszennyezés talajba szivargasat és a talajrétegekben torténd mozgasat a talaj fizikai
¢és kémiai tulajdonsagai, pl. az ateresztOképesség és a talajszerkezet, a talajvizszint periodikus
ingadozasa, valamint a hidrogeoldgiai adottsagot befolyasoljak. Ezen kiviil a terjedést és a
beszivargas mértékét a kdolajszarmazékok fizikai és kémiai tulajdonsagai is meghatarozzak,
ugyanis a koolajalkotd szénhidrogének a molekulatomeg, a szénlanchossz és egyéb
tulajdonsagok alapjan eltér6 modon Iépnek kapcsolatba a kornyezetiikkel. A kis
szénatomszamu €s egyszerti aromas vegyiiletek illékonyak, igy elparolognak a légkorbe, amint
az olaj szétterjed a felszinen (Truskewycz et al. 2019). Felszin alatti szennyezések esetében,
vagy ha a kdolaj a mélyebb talajrétegekbe szivarog, ott az illékony vegyiiletek egy gézfelhdt
hoznak létre az olajtest kortil, illetve szerkezeti tulajdonsagaik révén a talajvizbe oldodhatnak
(Essaid et al. 2011). Bar a benzol teljesen szimmetrikus vegyiilet, mégis vizoldhatosaga
nagyobb (1790 mg/L, 25 °C) (http6), mint egy hasonldé méretii alkané (9,5 mg/L, 25 °C) (http7),
ugyanis erdsebb a benzol-viz kozotti van der Waals kolcsonhatds, mint egy hasonlo
molekulatomegli  alifds szénhidrogén esetében, koszonhetden a benzol nagyobb
polarizalhatosaganak (Graziano 2006). A viszonylag kénnyen oldodoé kis szénlancu és aromas
szénhidrogének, mint a BTEX vegyiiletek a talajviz elszennyezésén Kkeresztiil nagy
tavolsagokba eljuthatnak, és veszélyeztethetik akar az ivovizbazisokat is, mely altal igen
jelentds e vegyiiletek kornyezetkarositd hatdsa és human egészségiigyi kockazata. A lanchossz

¢és az aromas gylriik szaméanak novekedésével csokken a vegyiiletek vizben vald oldhatosaga,
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melyet a soOtartalom, a hdmérséklet és a talaj szorpcios tulajdonsidga is befolydsol. A
szénhidrogének talajszorpciojat a vegyiilet hidrofob tulajdonsagain kiviil a talaj szerkezeti
Osszetétele, szemcsemérete, Szervesanyag-, és agyagasvany-tartalma, pH értéke,
nedvességtartalma, kationcserélé képessége és a hémérséklet is befolyasolja (Lundegard és
Sweeney 2004, Landmeyer és Effinger 2016, Truskewycz et al. 2019). A BTEX komponensek
szorpcios kapacitasat leginkabb a talaj porus-, és szemcsemérete, a talajszemcsék feliilete €s a
szervesanyag tartalom befolyasolja. Altalanossagban a magasabb szervesanyag-, &s
agyagtartalom kedvezOen hat a szorpciora (Zhang et al. 2015). A benzol szorpcidjanak mértékét
is jelentdsen noveli a talaj szervesanyagtartalma, illetve az agyagasvany-tartalom is jelentdsen
hat ra, ugyanis a magas kalcium tartalmt agyag minimalis, mig az aluminiummal telitett talajok
jelent6s mennyiségii benzol megkdotésére lehetnek képesek (Rogers et al. 1980).

A koéolaj-szénhidrogének képesek a talaj nanoporusaiba diffundalni, melyek 100 nm-nél is
kisebb méretliek igy semmilyen ¢€l6 szervezet, még a nanobaktériumok (Vainshtein 2000)
szamara sem hozzaférhetdk, ezaltal novelve a szennyezOanyag kdrnyezetben toltott idejét és
ezaltal a toxicitasat (Nam et al. 1998). A szénhidrogének deszorpcidja fokozodik a
megnodvekedett hdmérséklet, nedvesség-, €s homoktartalom altal, valamint a ndvények ¢és
mikroorganizmusok 4ltal termelt bioaktiv anyagok segitségével. Ezen kiviil a ndvények
gyokerei is képesek lehetnek a talajaggregatumok szétdaraboldsara és a szénhidrogének
kiszabaditasara a nanoporusokbol (Providenti et al. 1993, Khan et al. 2013).

A talaj tipusanak és szerkezeti Osszetételének meghatarozasa és a teriilet hidrogeologiai
viszonyainak ismerete mellett a megfeleld karmentesitési technologia megvalasztasdhoz és a
biodegradaciés folyamatok hatékonysadganak noveléséhez elengedhetetleniil sziikséges a
szénhidrogének talajszorpcios tulajdonsagainak ismerete. A talajszemcsék feliiletén
adszorbealodott szennyezOanyagok oldatba juttatdsaval ¢és a deszorpcidé mértékének
fokozasaval a toxikus vegyi anyagok biologiai hozzaférhetdsége jelentésen megndvelhetd,
mely sziikséges feltétele az Gshonos bakterialis kozosség altali lebontas beindulasanak,
valamint ezen ismeretek segitségével csokkenthetd a karmentesitési id0 és a beavatkozas

koltsége.

2.1.2. Az okoszisztémak pusztulasa és atalakulasa az olajszennyezés kovetkeztében

A kornyezetbe keriild kdéolaj azonnal megvaltoztatja az érintett teriilet 6koszisztémajat,
ugyanis kezdetben a sok elpusztult mikroorganizmus ¢€s talajlako €l6lény, valamint a tdpanyag-,
¢s vizfelvételben korlatozott novények kovetkeztében a biogeokémiai korforgalmak és

taplalékhaloézatok funkcionalitdsa is sériil. Az elsddleges termeldk ¢és a talajlako
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mikroszervezetek altal a toxikus és sok esetben karcinogén szénhidrogének a magasabb trofikus
szintekre is eljuthatnak és kifejthetik karos hatasaikat a taplaléklancban torténd akkumuléacio
révén (Truskewycz et al. 2019).

Az olajszennyezés a kémiai vegyiiletek kozvetlen toxicitdsaval, a citoplazmamembran
karositasaval vagy a tapanyagok és a vizfelvétel korldtozasan keresztiil a szaporoddshoz
szlikséges kulcsfontossagii elemek bevitelének megakadalyozasaval karositja az ott €16
mikroszervezeteket, csokkentve ezzel a mikrobialis diverzitast. A szénhidrogén szennyezék
toxicitasat a szénlanc hossza is befolyasolja, ugyanis kisebb molekulatomegl frakciok a jobb
biologiai hozzaférhetéség miatt kozvetleniil toxikusabbak, ugyanakkor a hosszabb, telitett
szénlanct vegyiiletek mutagenitasi potencialja magasabb. Ugyanakkor a mikroorganizmusok
létfontossagu szerepet jatszanak az dkoszisztémak regeneralodo képességében, ugyanis idével
a mikrobialis kozosség adaptalodik az 0) szénforrdshoz és megkezdik a szennyezdanyag
lebontasat kiilonb6zé mechanizmusokkal, mely 4ltal a szennyezett teriileteken megnovekszik
az 0ssz-mikrobialis aktivitas (Mukherjee et al. 2014, Truskewycz et al. 2019). A biofilmképz6
baktériumok amellett, hogy a termelt extracellularis polimer anyagok (EPS) segitségével
ellenallobbak a sz¢élsOséges kornyezeti hatdsoknak, mint amilyenek a toxikus vegyi anyagok is,
egymassal kolcsonhatasban vannak ¢és kémiai jelek utjan (quorum sensing) képesek
informaciocserére a kozosségen beliil, mely sejt és populacid szinten is megkonnyiti a
mikroorganizmusok adaptalodasat a kornyezeti kihivasokhoz (Lade et al. 2014).

A talajt érintd kdolajszennyezések a felszini- és felszin alatti vizek altal messzire eljuthatnak
és veszélyeztethetik a természetes vizek €lovilagat. Az olaj a vizi mikroszervezetek felszinére
tapadva fizikai €s kémiai Uiton is azok pusztulasat okozza. Kozvetlen toxikus hatast gyakorol a
gerinctelen vizi él61ényekre, puhatestiiekre, halakra és rakokra, igy az azokkal taplalkozok, azaz
a madarak, emlésok és akar az ember is érintetté valnak. Az olaj a madarak tollara és a vizi
emlésok bundajara ratapadva rontja a kiiltakard hészigetelését. Az olajszennyezésnek valo
hosszu tava kitettség pedig kedvezdtleniil hat a gerinces allatok szaporodoképességére és
csokkenti az immunrendszer ellenalloképességét (Harwell és Gentile 2014, Franci et al. 2014,
Bergeon Burns et al. 2014).

Osszességében elmondhatd, hogy a szénhidrogén vegyiiletek a foldtani kdzeg és a felszini
vizek eldvilagaban is visszafordithatatlan karokat okoznak kozvetlen vagy a taplaléklancon

keresztill torténd kozvetett toxikus hatdsaik révén.



2.2. A monoaromas szénhidrogének felhasznalasa és élettani hatasai

A petrolkémiai termékeket leggyakrabban foldgazbol vagy kodolajbol allitjak eld. Az
aromas vegyiiletek jelentik az egyik legfébb alapanyagot az ipar szamara. A benzol igen erds
méreg, igy felhasznalasat korlatozzak, azonban ennek ellenére a vegyiilet irant valo Kereslet
2020-ban 52,94 milli6 tonna volt globalisan, mely 2030-ra a becslések szerint elérheti a kozel
78 milli6 tonnat (http8).

2.2.1. A BTEX vegyiiletek ipari felhasznalasi teriiletei

A BTEX (benzol, toluol, etil-benzol és xilol) vegyiiletek szintelen, szobahdmérsékleten
folyékony és illékony anyagok (1. abra). Egy aromas gylriit tartalmaznak, vizoldékonysaguk

alacsony, féként apolaris olddszerben oldodnak jol.

9 O o

benzol toluol etilbenzol
CHs CHs CHs
CH3s
CHs
CHs
orto-xilol meta-xilol para-xilol

1. abra: A BTEX vegyiiletek kémiai szerkezeti képletei (Montero-Montoya 2018)

A benzol egyéb petrolkémiai vegyiiletek, mint a fenol, kumol, ciklohexan, etil-benzol
kiindulasi anyaga és egyéb vegyliletek koztiterméke, ezen kiviil oldoszerként is alkalmazzak a
vegyiparban és a gyogyszeriparban. Az autdgyartasban a szintetikus gumik eldallitasahoz
hasznaljak fel a benzolt, mely vilagpiaci kereslete a gépjarmiivek iranti megndvekedett igény
miatt novekvd tendenciat mutat (http8). Ezen kiviil kenbanyagok, szinezékek, mosdszerek,
novényvédo szerek eldallitasa soran is gyakran alkalmazzak (Williams et al. 2008, Pellegrino
2000). A benzolbol eldallitott etil-benzol a sztirol gyartas soran keriil felhasznéldsra, pl.
polisztirol, valamint az egyszer hasznalatos orvosi eszkdzok alapjaul szolgalo akrilonitril-
butadién-sztirén formajaban (http8). A toluolt foként oldoszerként és az {izemanyag

oktanszamanak javitadsa érdekében adalékanyagként hasznéljak. A vegyiparban a benzoesav
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eldallitasanak alapanyaga, melyet tartositoszerként alkalmaznak €élelmiszerekben, italokban és
kozmetikumokban. Ezen kiviil a toluol a robbanasveszélyes TNT, azaz a trinitrotoluol
eloallitasahoz is sziikséges, valamint festékhigitok, illatszerek, szinezékek, fagyallok,
mianyag-, és nejlonalkotd polimerek gyartasa soran is felhasznalt alapanyag (http9, Pellegrino
2000). A xilolok olajbazisu festékek, lakkok, epoxi, ragasztok, rozsdagatlo, és szintetikus
zomancfestékek higitdsahoz hasznalhaté vegyiilet. A xilolt bizonyos ragasztdanyagok
eltavolitasara és altalanos oldoszerként, valamint miianyagpalackok és poliészter ruhazat

gyartasa soran hasznaljak (Pellegrino 2000).

2.2.2. A BTEX vegyiiletek human egészségre gyakorolt hatasai

Az 0sszes BTEX vegyiilet koziil a benzol emelendd ki, mely mind k&ziil humén
egészségligyi ¢és kornyezetvédelmi szempontbdl is a legartalmasabb, oxigénszegény
kornyezetben perzisztens vegylilet. A benzollal, akarcsak a tobbi aromds vegyiilettel torténd
expozicid napi szinten bekovetkezik és altalaban a levegOben 1év0 szennyezdanyagokon
keresztiil megy végbe, a dohanyfiist, a toltéallomasok, a gépjarmuivek kipufogdgazai és az ipari
kibocsatas altal. Az ipari termékekbdl, példaul ragasztokbol, festékekbdl, butorviaszokbdl és
mosoészerekbdl felszabaduld g6zok szintén expozicids forrast jelenthetnek (ATSDR 2015).

A benzol human egészségre gyakorolt hatasai koziil legtobbszor azt emelik ki, hogy
karcinogén, ugyanakkor hematotoxikus, neurotoxikus és genotoxikus tulajdonsagai révén is
mérgezi az €16 szervezeteket (Arnold et al. 2013). Tobbek kozott kérositja a csontveldt, a
hajszalerek faladt és véralvadadsi zavarokat okoz. Apolaris tulajdonsiaga révén lipidgazdag
szovetekben halmozodhat fel, mint a csontveld, mellékvese, idegrendszer. Neurotoxikus hatasa
foként fejfajas, hanyinger, eszméletvesztés formajaban nyilvanul meg, ugyanakkor a benzol
mérgezés altaldban 1égzésbénulds miatti haldlhoz vezet, azonban, ha azonnali halal nem is
kovetkezik be, akar évek mulva is kialakulhatnak rosszindulatu nyirokszervi daganatok vagy
leukémia, melynek egyik formaja az akut mieloid leukémia (AML), mely a benzollal val6 tartos
expozicid kovetkeztében johet 1étre. Emellett a tartds kitettség a reproduktiv rendszert és a magzatot
is karositja (Breuer 1995, Dési 2001, Lang 2002, ATSDR 2015).

A toluolnak val6 hosszutavu kitettség karosithatja a Iégzdrendszert és a kozponti idegrendszert,
azonban a benzollal ellentétben nem okoz problémat a vérképzd szervekben. A toluol foként a
kozponti idegrendszeri aktivitast gatolja, mely a memoria elvesztésével jarhat, valamint az agy és
az idegek progressziv karosodasat okozhatja mind akut, mind krénikus expozicié esetén (Bank
1992, Dabney 1994, Breuer 1995). Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO 1986) szerint a toluol

nem genotoxikus vagy rakkeltd az allatokra és az emberekre nézve. Mas vizsgélatok azonban
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bizonyitottak a toluol karcinogén hatasat patkanyokban (Maltoni et al. 1997). Ezen kiviil
reprotoxikus potenciallal is rendelkezik (Ono et al. 1996).

Az etil-benzol bér, szem és torokirritacidt okoz rovidtdvon, azonban hosszi tava
kovetkezményei ennél joval sulyosabbak. Patkanykisérletek alapjan a belsd fiil karositasanak
kovetkeztében hallasromlashoz vezethet az etil-benzollal torténd tartds expozicio, valamint
vesekarosodast és akar rakot is okozhat (ATSDR 2010).

Az xilol izomerek koziil foleg a para-xilol fejt ki hatast az idegrendszerre és irritativan hat a
bérre (Dési 2001). Azonban valamennyi xilol izomerrdl feltételezhetd, hogy neurotoxikus, amely
kognitiv diszfunkcio, emlékezetkiesés, hiperaktivitds és gorcsrohamok formajaban jelentkezhet
(Niaz et al. 2015). Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO, 1997) szerint azonban a xilolnak nincs
genotoxikus vagy rakkeltd hatdsa az emberekre és a laboratoriumi allatokra. A xilol tulzott
expozicidja azonban tiid66démahoz vezet, mely akar haldlos végkimeneteli is lehet. A xilol
vegyiiletek koziil foként az orto-, és meta-xilol esetében figyeltek meg 1égzérendszeri hatasokat
(Korsak et al. 1990).

2.3. A mikroorganizmusok szerepe a kdolajszennyezések eltavolitasaban

Az olajszennyezésnek kitett 6koszisztémak baktériumai kozosség szinten adaptalodnak az
uj szénforrashoz ¢és megkezdédik a szénhidrogének lebontasa. A mikroorganizmusok
kiilonb6zé mechanizmusokkal rendelkeznek a szénhidrogének, mint szennyezdanyagok
hasznositasara. A kozosség egyes tagjai enzimkatalizalt folyamatok révén képesek lehetnek
bizonyos vegyiiletek metabolizalasara, azonban az, hogy egy mikroorganizmus képes talélni az
extrém, toxikus vegyi anyaggal szennyezett kornyezetet, még nem jelenti azt, hogy rendelkezik
a koéolaj-lebontas genetikai hatterével. Ettdl fliggetleniil viszont aktiv résztvevoiveé valhatnak a
biodegradacids folyamatnak akéar biofeliiletaktiv anyagok termelésével, mely altal kedvezd

feltételeket teremthetnek a bontasban aktivan résztvevd baktériumoknak.

2.3.1. A mikroorganizmusok altal termelt feliiletaktiv anyagok szerepe az szénhidrogének
biodegradaciéban

Egyes mikroorganizmusok képesek olyan biofeliiletaktiv anyagokat termelni, mely

emulgedloszerként mukodve javitjdk a szennyezdanyagok biologiai hozzaférhetoségét és

serkentik a viszkozus olajok mineralizacigjat (Bak et al. 2015). A biofeliiletaktiv anyagok

altalaban kiilonbozd szerkezetli amfipatikus molekulak, melyeket sokféle baktériumcsoport

képes termelni, azonban a biodegradacidban betdltott szerepiik kevés figyelmet kap (Van

Hamme et al. 2006). Emellett ezek a vegyiiletek hozzasegitik a baktériumsejtet a kdzvetlen
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kontaktushoz a hidroféb szennyezGanyaggal azaltal, hogy novelik a sejtfelsziniik
hidrofobicitasat, igy akar biofilmképzésre is képesek lesznek ezéltal az erdsen apolaros
kornyezetben (Perfumo et al. 2010). A biofeliiletaktiv anyagok ezen kiviil ellenstlyozzak a talaj
szerkezeti  tulajdonsagaib6l  add6ddé  lokalis  oldott-mikrotdpanyag  hidnyt magas
nedvességmegtartd képességiik révén, igy a tapanyagokat megkotik és hozzaférhet6vé teszik a
mikroorganizmusok  szdmara, valamint hosszitadvon biztositjdk azok  biologiai
hozzaférhetoségét, mivel a sdkoncentracio-, a pH-, a nyomas-, €¢s a hdmérsékletvaltozassal
szemben is ellenalloak. Emellett koziilik szdmos vegylilet novekedésgatldo hatasa révén
antimikrobialis hatasu, igy a baktériumok védekezését is segiti mas mikroorganizmusokkal
szemben (Fenibo et al. 2019). A termelt feliiletaktiv anyagok képesek a talajszemcsék altal
megkotott  fémek  deszorpcidjara  kelatképzés révén, igy elérhetové valnak a
mikroorganizmusok szamara 1j elektron akceptorok (Fenibo et al. 2019, Castro et al. 2022).
Ezen kiviil a mikroorganizmusok szamara toxikus nehézfémekkel torténd kelatképzésre is
képesek, mely javitja a teriilet biodegradacidos hatékonysagat a szénhidrogénekre nézve
(Zukauskaite et al. 2008).

A mikroorganizmusok 4ltal kivalasztott anyagok nem csak a baktériumk6zosség
kdolajszennyezéshez torténé adaptaciojat segithetik, hanem gyorsithatja a teriilet
novények kornyezeti stresszel szembeni tolerancidjara és fokozza a fitoremediacid

hatékonysagat (Bonfante és Anca 2009, Liao et al. 2016).

2.3.2. Az enzimkatalizalt biodegradacio

A mikroorganizmusok képesek lehetnek a szénhidrogének lebontasara specifikus
enzimkészletiik révén. A kdolajszennyezések altalaban dsszetettek, alifas és aromas vegyiiletek
keverékét tartalmazzak, melynek hasznositasa kiilonb6z6 lebontasi ttvonalakon keresztiil
valosul meg és nem minden baktérium rendelkezik valamennyi komponens metabolizacidjahoz
sziikséges genetikai hattérrel. A baktériumkozosségek egylittmiitkodése révén azonban a
mikroorganizmusok képesek egymas bontasi spektrumanak kiegészitésére diverz
enzimkészletiik révén (Goldschneider et al. 2006). Kevert BTEX szennyezés esetén példaul
megfigyelhetd, hogy a lebontds hatékonysaga nagyobb, ugyanis a mikrobak6zosség tobb tagja
is részt vesz a folyamatban (Tsao et al. 1998). A kevert szennyezések esetében a
kometabolizmus is gyakori jelenség, mely a BTEX vegyiiletek szerkezeti hasonlosaga miatt
fontos szerepet jatszik a biodegradacidban, valamint az egyes szubsztratok egymas lebontasi

hatékonysagat ndvelhetik, vagy éppen gatolhatjak is (Littlejohns és Daugulis 2008, Dou et al.
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2008b, Chang et al. 1993, Oh et al. 1994). A mikroorganizmusok kozosségszintii
képesek géneket vagy akar lebontasi-itvonalakat kodolo génklasztereket is atadni egymasnak
a baktériumok. A horizontalis géntranszfer l1étrejohet kiilonb6z6 mechanizmusok révén, mint a
transzformécio, transzdukcid6 ¢és konjugacid, valamint bakteriofagok ¢€s plazmidok
kozvetitésével, mely folyamatok kozos célja a genetikai sokféleség létrehozasa, mely altal
novelheté a mikroorganizmusok talélése és alkalmazkodésa az uj kornyezetben (Villa et al.

2019).

2.3.2.1. A f6bb benzol- és aromads szénhidrogén-lebonté baktériumok

A f6bb szénhidrogén-lebonto baktériumok az Actinomycetota (szinonima: Actinobacteria),
a Bacteroidota (szinonima: Bacteroidetes), a Bacillota (szinonima: Firmicutes) és a
Pseudomonadota (szinonima: Proteobacteria) torzsekb6l keriilnek ki, melyek koziil az
utobbiban, a proteobaktériumok csoportjaban talaljuk a legtobb szénhidrogén-lebontét (Prince
et al. 2019). A f6bb benzol- és aromas szénhidrogénbontd izolatumok a Proteobacteria és az
Actionobacteria torzsekbe tartoznak (Xie et al. 2011). A Proteobacteria térzsben a teljesség
igénye nélkiil olyan kivald bontoképességli fajokat magukba foglald rendeket és csalddokat
talalunk, mint a Pseudomonadales rendbe tartozo Pseudomonadaceae és Moraxellaceae csalad,
a Burkholderiales rendbeli Burkholderiaceae, Alcaligenaceae vagy a Comamonadaceae
csaladok. A Pseudomonadaceae csaladba tartozo Pseudomonas vagy az Azotobacter
nemzetségek egyes tagjai képesek a benzolt és egyéb aromas szénhidrogéneket szén- és
energiaforrasként hasznositani (Thakur et al. 2019, Zylstra et al. 1988), akarcsak a
Moraxellaceae csaladbeli Acinetobacter (Kim és Jeon 2009) vagy a Burkholderiaceae csaladba
tartoz6 Burkholderia és a Ralstonia nemzetségek egyes képvisel6i (Leahy et al. 2003, Johnson
et al. 1997, Bucheli-Witschel et al. 2009), valamint az Achromobacter nemzetség
(Alcaligenaceae) (Yeom ¢és Yoo 1999). Ezen kiviil a Lysobacterales, Sphingomonadales,
Rhodocyclales és Rhizobiales rend egyes képvisel6i, mint a Pseudoxanthomonas, a
Sphingomonas, a Sphingobium, a Zoogloea, a Thauera és az Azoarcus, vagy Rhizobium
nemzetségbe tartoz6 egyes fajok, illetve a Xanthobacter szintén képesek aromas
szénhidrogének lebontasara (Kim et al. 2008, Cho et al. 2009, Révész et al. 2018, Farkas et al.
2015, Mechichi et al. 2002, Yang et al. 2022, Nagamani et al. 2009). Azonban a legtobb BTEX
bontdé nemzetséget magaba foglald csalad a Comamonadaceae, melybe sok mas nemzetség
mellett a Hydrogenophaga, az Acidovorax, az Alicycliphilus, a Malikia, a Rhodoferax, a

Variovorax és az Extensimonas is tartoznak, melyek jelentdsége bizonyitott az aromas
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szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kornyezetek baktériumkozosségeiben (Banerjee et
al. 2022a, Benedek et al. 2018, Weelink et al. 2008, Révész et al. 2020a, Tancsics et al. 2013,
Benedek et al. 2021, Szentgyorgyi et al. 2022, Zhang et al. 2013a). Az anaerob lebontasban
foként a Rhodocyclales rendb6l az Azoarcus, a Thaurea, az Aromatoluem és a Dechloromonas
nemzetségek, valamint a Desulfuromonadales rendbeli Geobacter jatszanak jelentds szerepet
(Mechichi et al. 2002, Abu-Laban et al. 2010, Coates et al. 2001, Zhang et al. 2012, 2013b).
Emellett a Firmicutes torzsben is foként az aromas vegyiiletek anaerob lebontasaért felelds
baktériumokat talalunk (Abu-Laban et al. 2010, Da Silva és Alvarez, 2022). Az Actinobacteria
torzsbeli benzol- és aromas szénhidrogénbontd mikroorganizmusok koz¢é soroljuk a
Rhodococcus és az Arthrobacter, valamint a Nocardia nemzetség egyes tagjait (Na et al. 2005,
Jung és Park 2004, Fahy et al. 2008, Hocinat et al. 2019).

2.3.2.2. A BTEX lebontdsban szerepet jdtszo enzimek és utvonalak

A monoaromas szénhidrogének lebontasa tobbféle utvonalon keresztiil mehet végbe attol
fiiggben, hogy aerob, vagy anaerob koriilmények kozott zajlik. Az aerob biodegradéciod
legfontosabb enzimjei altalaban olyan mono- és dioxigenazok, melyek az aromas gytri
aktivaciojat, majd hasitdsat végzik, végil tovabbi atalakitasi lépéseket kovetden a
reakciotermékek a kozponti anyagcserettvonalak révén hasznosulnak. A folyamathoz
elengedhetetlen a molekularis oxigén jelenléte, mely az aktivacié sordn beépiil az aromas
gylirtibe (Pérez-Pantoja et al. 2010). A gytirtiaktivacidé végbemehet benzol/toluol mono- vagy
dioxigenazok kozremiikodésével, valamint fenol hidroxilaz aktivitassal rendelkezd enzimek,
pl. tobbkomponensii fenol-hidroxilazok segitségével is, melyeknek elsddleges szubsztratjai a
fenolok, azonban kisebb affinitassal képesek benzolt és toluolt is elfogadni (Cafarao et al.
2004). Az ezt kovetd dehidrogenacios 1épés utan képzodott katekol, mely a szubsztrattol
fliggben lehet szubsztitualt vagy szubsztitualatlan, készen all arra, hogy a katekol-dioxigenaz
enzimek elvégezzék a gylirlihasitast. Ez kétféle f6 utvonalon keresztiil valosulhat meg attol
fiiggden, hogy intradiol (hidroxil-csoportok kozotti) vagy extradiol (hidroxil-csoportok
melletti) hasitasrol van szo.

Az intradiol, vagy mas néven orto-gytriihasitasi utvonalon beliil pedig tovabbi két ag
kiilonboztetheté meg. A katekol-1,2-dioxigenaz enzim altal végzett hasitas utan a katekol agon,
mig a protokatekuat-3,4-dioxigendz enzim altali gyliriihasitast kovetden a protokatekuat agon
keresztiil megy végbe a bontasi folyamat (Pérez-Pantoja et al. 2010). Az 1. tipust katekol-2,3-
dioxigenazok az extradiol, vagy mas néven meta-gyiriihasitasi Gtvonal (2. abra) kulcsenzimei

(Pérez-Pantoja et al. 2010). Az I-es tipusu extradiol dioxigenazok harom csaladra (I.1., 1.2., 1.3.)
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¢s azon beliil tobb alcsalddra oszthatok, melyek koziil a bontasban az 1.2.A, 1.2.B és 1.2.C
alcsaladok vesznek részt. Az 1.2.A alcsalad C230 enzimjei foként Pseudomonas fajokhoz
kothetok, az 1.2.B-tipusu C230 enzimek pedig kizarolag az alfaproteobaktériumokra jellemzok,
mint pl. a Sphingomonas és a Sphingobium. Az 1.2.-es csalad C alcsaladjanak enzimei foként a
bétaproteobaktériumok korében fordulnak elé és nagy affinitdst mutatnak a katekol és az
oxigén, mint szubsztratok irant, igy azok kis koncentracidja mellett, hipoxikus koriilmények
kozott is aktivak maradnak, mely altal mikroaerob koriilmények kozott is képesek lehetnek az
aromas vegyliletek aerob lebontasat katalizalni (Eltis és Bolin 1996, Kukor és Olsen 1996). Az
extradiol hasitast kovetden szintén két kiillonb6zo agat kiilonboztetiink meg, a hidrolitikus és az
oxalokrotonat agat, ugyanakkor megfigyelhetd, hogy a meta-hasitasi utvonalat kodold
génklaszterek mindkét 4ghoz tartozé enzimek expresszalodasaért felelds géneket tartalmazzak,
hogy a szubsztitudlatlan és a metil-szubsztitualt katekolbol keletkezd termékek lebontésa is
végbe mehessen (Harayama et al. 1987, Powlowski és Shingler 1994). Az orto-gy(r{ihasitasi
utvonal a metilszubsztitualt vegyiiletek atalakitdsara, mint a toluol és xilolok, nem alkalmas,
ezek a vegyliletek a meta-gytriihasitasi utvonalon keresztiil degradalodnak, melyen keresztiil a
szubsztitudlt és a szubsztitualatlan vegyiiletek is, mint a benzol, egyarant lebontédhatnak
(Pérez-Pantoja et al. 2010).

A BTEX vegyiiletek anaerob lebontasanak két lehetséges utja a fumarat-addicio és a
karboxilacio révén valosul meg. Az eldbbin at a metil-szubsztitudlt vegyiiletek, mint a toluol,
az utdbbin a benzol és a fenol anaerob lebontéasa zajlik (Gibson és Harwood 2002, Tierney és
Young 2010). A fumarét-addicid sordn a szubsztitudlt vegyiilet metil-csoportjdhoz a
benzilszukcinat-szintaz enzim kozremiikddésével egy fumarat molekula kapcsolodik, majd a
keletkez6 benzilszukcinat termék a B-oxidacids utvonalon keresztiil bomlik le (Gibson és
Harwood 2002). A masik lehetséges anaerob titvonalon a benzol hidroxilacidja sorédn fenol
keletkezik, mint koztitermék, majd ennek karboxilacidja révén zajlik tovabb a lebontas (Coates
etal. 2001, Chakraborty és Coates 2005). Emellett a benzol direkt karboxilacidja is lejatszodhat,
valamint egy metilacios lépést kovetden a fumarat-addicios Gtvonalon keresztiil is végbe mehet

a folyamat (Foght 2008).
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2.4. A szénhidrogének lebomlasat befolyasolé fizikokémiai paraméterek

biotikus tényezOk befolyasoljak, hanem olyan abiotikus tényezok is, mint a hémérséklet, a
tapanyagok hozzaférhetdsége, a nedvesség, a sotartalom, a pH, az elérhetd elektronakceptorok
tipusa és aranya az elektrondonorokhoz képest, valamint a talaj kémiai jellemzdi. Ezek az
abiotikus tényezOk jelentGsen befolyasoljak a mikrobak6zosség szennyezbanyag-lebontd

képességét.

2.4.1. A homérséklet hatasa a biodegradaciora

A homérséklet az egyik legfontosabb tényezd, amely a szennyezdanyagok fizikai és kémiai
tulajdonsagaira hatva befolyasolja azok biologiai lebonthatosagat. Az alacsony homérséklet
csOkkent enzimaktivitdst von maga utan altalaban, mely csokkenti a szennyezbanyag
lebontasanak hatékonysagat, valamint a kdolajvegyiiletek viszkozitasanak novekedésével a
mikrobdk szamara egyre kevésbé valik hozzaférhetové a szennyezdanyag. Ezen kiviil az
illékony komponensek is kevésbé parolognak alacsony hémérsékleten, mely visszamarado
alkotok toxikus hatassal lehetnek a mikroorganizmusokra (Atlas és Bartha 1972, Leahy és
Colwell 1990). A mikrobak szénhidrogénbonto6 képessége a hémérséklet emelésével ndvelhetd
a baktériumok metabolikus aktivitdsdnak novekedése miatt. A biodegradacié szempontjabol
Dibble és Bartha szerint (1979) a 20°C -0s hdmérséklet volt optimalisnak mondhaté. Ez nem
jelenti azt, hogy az alacsonyabb hémérsékletii felszin alatti kornyezetekben nem bomlik le
természetes modon a kdolajszennyezd, azonban ez is egy tényezd, amely adott esetben

lassithatja a bontasi hatékonysagot.

2.4.2. A tapanyag-ellatottsag, mint limitalo tényezo

Az koolaj komponensek mikrobak altali hasznositdsdhoz sziikkség van elérhetd
tdpanyagokra, melyek gyakran pont a szennyezés miatt valnak hozzaférhetetlenné a
mikroorganizmusok szamdara. A megfeleld tapanyagellatottsig elengedhetetlen a
sejtosztodashoz és az anyagcesere folyamatok kiegyensulyozott mitkddéséhez. Ezen tilmenden
a szénhidrogén-lebontds soran bizonyos tapanyagok terminalis elektronakceptorokként
hasznosulhatnak a katabolikus reakciok soran (Truskewycz et al. 2019). A biostimulacios
eljarasok  soran  tdpanyagok  hozzaadasaval  fokozzdk a  kozeg  természetes
baktériumkozosségének szénhidrogén-lebontd képességét. Azonban nem mindegy, hogy

milyen a kézeghez adott tapanyag Osszetétele, ugyanis egy alacsony Szervesanyag tartalmu
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kozeghez adott magas szerves széntartalmu tapoldat eltolhatja a baktériumkozosség
fajosszetételét és olyan kompetitor baktériumfajok szelektalodasahoz vezethet, amelyek
csokkentik mas szénhidrogénbontok novekedését (Truskewycz et al. 2019). Komplex szerves
szubsztratumok, példaul érett komposzt hozzdadasa a szennyezett kozeghez annak magas
humusztartalma miatt az olaj deszorpcidjat okozhatja a talajbdl, mely a kdolajvegyiiletek
megnovekedett bioldgiai hozzaférhetdségéhez és igy magasabb bioremedidcios ratdhoz vezet
(Plaza et al. 2009). Azonban a szervesanyagok aranya is 1ényeges, ugyanis a szénforras tulstlya
csokkentheti a bioremedidcido hatékonysagat, melyet hozzaadott foszforral és nitrogénnel

ellensulyoznak (Leahy és Colwell 1990).

2.4.3. A megfelel6 nedvességtartalom

A viz atdpanyagok felvételéhez elengedhetetleniil sziikséges, emellett gyakorlatilag minden
sejten beliili reakcidban részt vesz. A vizmolekuldk eldsegitik a fehérjék, a DNS és lipid
komponensek stabilizalodasat, valamint a mikrobidlis sejtek szerkezeti integritdsanak
megOrzését. Ezenkiviil vizre van sziikség a mikrobialis eredetli makromolekuldk extracellularis
szallitasahoz (Truskewycz et al. 2019). A viz vivokozegként szolgal a genetikai anyag
plazmidokon keresztiil torténd tovabbitdsa soran is, mely hianyaban a k6zosség alkalmazkodo-
képessége és diverzitasa csokken (Lorenz et al. 1994). A vizhiany negativan befolyasolja a talaj
baktériumkozosségének ndvekedését ¢€s  diverzitdsat azaltal, hogy akadalyozza a

mikroorganizmusok egymassal és a kornyezettel valo kolcsonhatasait (Sheik et al. 2011).

2.4.4. A magas sétartalom negativ kovetkezményei

A talaj magas sokoncentracidja szelektiv nyomast gyakorol a baktériumkozosségre, ugyanis
a talaj ozmotikus viszonyainak megvaltozasa befolyasolja a tapanyagok aramlasat és
elérhetdségét, illetve a magas sOkoncentracid csokkenti a hidrofob szerves vegyiiletek
oldhatosagat és hozzaférhetdségét, mely szdmos mikroorganizmus szamdéra kedvezOtlen
feltételeket teremt (Truskewycz et al. 2019). Az olaj-, és a foldgazkitermelés soran keletkezé
brakkviz igen nagy problémat jelent az olajmez6kdn, ugyanis magas soOtartalma mellett
nehézfémeket, radioaktiv anyagokat és mérgez0 vegyi anyagokat is tartalmaz (Fathepure 2014).
Egyes halofil mikroorganizmusok képesek adaptalodni ugyan a magas sokoncentraciohoz a
egyensulyt képesek helyreallitani a kozeg €és a citoplazmajuk kozott, azonban a magas
szennyezdanyag és sokoncentracio egylittesen nagy kihivas elé allitja a mikrobakdzosséget, igy

a bioremediacio hatékonysaga is jelentésen romlik (Oren 2008). Ennek ellenére tobb halofil
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szénhidrogén-lebontd baktériumfaj is ismert (Al-Awadhi et al. 2007, Nicholson és Fathepure
2004).

2.45. A pH hatasa a biodegradaciora

A baktériumok a kornyezet pH értékének széles skalajahoz képesek adaptalddni. Ismeriink
olyan acidofil és alkalofil mikroorganizmusokat egyarant, melyek képesek a nyersolaj
lebontasara (Ivanova és Borzenkov 2018, Muthukumar et al. 2022, Al-Awadhi et al. 2007,
Kanekar et al. 1999). Azonban akarcsak a tobbi kornyezeti tényez6, a pH is szelektiv nyomast
gyakorol a kozosségre ¢és nagyfoka alkalmazkodo-képességet kivan az endemikus
baktériumfajoktol, emiatt nem meglepd, hogy a szakirodalom alapjan a biodegradacio
leghatékonyabban kozel neutrdlis koriilmények kozott, 7,0-7,8 pH értéken volt a
leghatékonyabb (Dibble és Bartha 1979, Pawar 2015), azonban ennél alacsonyabb vagy
magasabb pH kedvez6tleniil befolyasolta a lebontas hatékonysagat (Verstracte et al. 1976).

2.4.6. Az elektronakceptorok szerepe és megoszlasa a kdolajszennyezett teriileteken

crer

vegyiiletek kezdeti lebontasi 1épésének aktiv résztvevdje (Leahy és Colwell,1990). A lebontas
legteljesebben és leghatékonyabban aerob koriilmények kozott mehet végbe, annak ellenére,
hogy anaerob viszonyok mellett is megfigyelheté biodegradacios tevékenység (Macaulay
2015). Nagy mennyiségii olajszennyezés esetén az elektrondonorként szolgald szénhidrogének
mennyisége meghaladja az elektronakceptorként jelenlévé oxigén szintjét a kornyezetben. A
talaj oxigéntartalma gyorsan kimertil, igy sziikségessé valik az alternativ elektron akceptorok
igénybevétele, melyek koziil a mikroorganizmusok azokat hasznaljak el els6ként, amelynek
hasznalataval a legtobb energiat képesek nyerni. Az alternativ elektronakceptorok felhasznélasa
igy egyfeldl azok redoxpotencidl értéke alapjan torténik (redox zonacid elmélet) kisebb mértékii
szennyezések esetén, azonban erdsen szennyezett teriileteken az elektronakceptorok
elérhetdsége erdsebb limitalotényezd, mint azok termodinamikai elénydssége (Meckenstock et
al. 2015). A kornyezetben jelenlévo elektronakceptorok tipusatol (pl. nitrat, szulfat, vas, szén-
dioxid) és koncentraciojatol, a pH-viszonyoktol és az oxidacids/redukcios potencialtol fliggden
az anaerob biologiai lebomlas denitrifikald, vasredukalod, szulfatredukaldo vagy metanogén
koriilmények kozott torténhet, ezen kiviil a mangan redukciodja révén is megvalosulhat anaerob
lebontasi mechanizmus. Az alternativaként hasznélt elektronakceptorokbol nyerhetd
energiahozam azonban kisebb, mint az oxigénfelhasznalas esetén, igy az anaerob biodegradacio

lassabban zajlik, mint aerob viszonyok ko6zott (Villatoro-Monzon et al. 2003, Thapa et al. 2012).
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A nitrat az egyik legelonydsebb alternativdja az oxigénnek, ugyanis kozel azonos
energiamennyiség nyerhetd a felhasznaldsaval, mint az oxigén esetében, ezen kiviil jo
vizoldhatdsagu, kevéssé artalmas és olcso vegyiilet (Wilson et al. 1997). A szulfat a nitrathoz
képest kevésbé preferalt elektronakceptor, ugyanakkor energiahozam szempontjabol ez a
vegylilet is viszonylag hamar felhasznaldsra keriil az oxigén ¢€s a nitrdt mennyiségének
csokkenését kovetden (Dou et al. 2008a). Az erésen szennyezett teriileteken (100 mg/L
szénhidrogén-koncentracid) az elektronakceptorok konnyen kimeriilnek. A csdvaperem elmélet
alapjan a mikroorganizmusok mar az olajszennyezés forrasanal felhasznaljak a nitratot és a
szulfatot, mely vegyiiletek az olaj aramlasanak iranyaban nem valnak jra elérhet6vé, kivéve
az olajszennyezés peremén, ahol az elektronakceptorok utanpétlasa a kornyezd talajvizbol
megtorténhet diszperzidval vagy diffuzioval. A csOvaperemeken emiatt joval aktivabb
biodegradacios tevékenység figyelheté meg. A szennyezés magjanal ezzel szemben az oldott
elektronakceptorok kimeriilése kovetkeztében vas-, ¢€s manganredukcid, valamint
metanogenezis zajlik, melyek révén lassti szénhidrogén-lebomlas ezeken a teriileteken is

megfigyelheté (Meckenstock et al. 2015).
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3. ANYAG ES MODSZER

A bevezetésben (1. fejezet) emlitett kutatasi kérdések megvalaszolasa érdekében
kisérleteinket két f6 irany mentén végeztiik el a doktori tanulmanyaim ideje alatt. Az els6
kisérletben mikroaerob, kizarolag benzol tartalmu, illetve a monoaromas szénhidrogének
keverékét tartalmazd dusitdtenyészeteket hoztunk Iétre, melyekben a BTEX vegyiiletek
egyediili szén-, és energiaforrasként voltak jelen. A dusitotenyészetek segitségével az
oxigénlimitaciod, valamint a benzol, mint kizardlagosan hasznosithat6 szén-, és energiaforras a
baktériumkozosség diverzitdsara gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Ezen kiviil az elsé kisérlet
keretein beliil feltartuk a tobbi aromas szénhidrogén jelenlétének hatasara a baktériumkozosség
sokszinliségében bekovetkezd valtozast, valamint, hogy a kozds térben jelenlévd 6sszes BTEX
vegyltilet hogyan befolyasolja a benzol mikroaerob lebontasat. A masodik kisérlet soran stabil
részt vevd mikroorganizmusokat valamennyi szénatomon jelolt benzolt tartalmazo
mikrokozmosz kisérletek felhasznalasaval, valamint feltartuk az aerob és a mikroaerob
benzolbontd baktériumkozosségek kozott egy hét inkubalast kovetéen megnyilvanuléd
hasonlosagokat és kiilonbséget. A doktori munkam folyaman nagy hangsulyt fektettiink arra,
hogy az els6é kisérlet soran alkalmazott duasitotenyészetekb6l klasszikus mikrobiologiai
modszerekkel olyan baktériumtorzseket izoldljunk, amelyek rendelkeznek az aromas
szénhidrogének, kivaltképp a benzol mikroaerob lebontasaért felelds enzimekkel, hogy az
izolatumok teljes genomjanak vizsgélatdval mélyrehatéan tanulméanyozhassuk a BTEX
vegyiiletek, kivaltképp a benzol mikroaerob lebontasaban szerepet jatszé kulcsenzimeket és
genetikai utvonalakat.

Az alabbi abra (3. abra) a konnyebb megértést szolgélja az elvégzett kisérletek soran
altalanossagban hasznalt modszerek egyszertsitett, sematikus abrazolasaval. Az abran szintén
latszik a két kisérleti iranyvonal, az 6t hetes dusitotenyészetek, valamint a stabil izotopos
mikrokozmosz kisérlet, melyekbdl T-RFLP analizissel kovetkeztettiink a baktériumkozosség
sokszinliségére, majd ezt kovetden a kozosség tagjainak azonositasat I[llumina amplikon
szekvenalassal végeztiik el. A BTEX vegyiiletek fogyasat minden esetben GC-MS segitségével
kovettik nyomon. A dusitdtenyészetekbdl izoldlt baktériumtorzsek faji szintli azonositasat
kovetden az egyes Uj fajjeloltként kivalasztott izolatumok BTEX-bonto képességét szintén GC-
MS-el kovettiik nyomon, majd elvégeztiik a teljes genom szekvenalast és az 1) fajjeloltek

leirasdhoz sziikséges vizsgalatokat.
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3.1. A mintavételi helyszin jellemzése és a mintavételezés koriilményeinek leirasa

A dusitotenyészetek €s a stabil izotopos vizsgalatok alapjaul szolgalo talajviz és tiledék mintdk
egy kéolajszarmazékokkal szennyezett délnyugat-magyarorszagi, Siklos varosban (45" 51”
25.8°N, 18’ 17”7 32.3°E) talalhat6 karhelyrél szarmaztak. A kordbban Tancsics és munkatérsai
(2012, 2013) altal részletesen feltart, siklosi karhelyen a szennyezés forrasa egy ma mar felszamolt
benzinkut foldalatti tarolo tartalyanak szivargasa kovetkeztében a kornyezd talajba €s
talajvizkészletbe jutod kdolajszennyezés volt. A karhelyen az évek soran tortént kiilonbozo fizikai-
kémiai ¢és biostimulalt bioaugmentacids karmentesitési eljarasok ellenére az aromas
szénhidrogének koncentracioja ugyan csokkent, azonban még mindig meghaladja a 6/2009. (1V.
14.) KWWM-EiM-FVM rendeletben foglalt B szennyezettségi hatarértékeket (a B érték e karhely
esetében megegyezett a D, azaz célallapot hatarétékkel), mely igy a talajtani kozeg és a felszin
alatti vizek elszennyezésén keresztiil az ivovizbazisokat is veszélyeztetheti. A karhelyen a
mintazasok kezdete ota foként a xilol vegyiiletek és az etil-benzol koncentracidja kiemelkedo,
azonban az altalunk mintazott idépontokban a benzol mennyisége is jelentésnek bizonyult. A
talajviz kémhatasa és hémérséklete kozel allandonak tekinthetd, a karhelyet jellemz6 oldott-
oxigén koncentracidé és redoxpotencial értékek alapjan a teriileten hipoxikus (0,2-0,4 mg/L)
koriilmények uralkodnak, az oxigén csak nyomnyi mennyiségben van jelen, mely féként a
fakultativ  anaerob, nitrat-redukaldé  mikroszervezetek elszaporodasanak  kedvez. A
dusitétenyészetek felallitdsdhoz 2019 oktoberébdl, a stabil izotdpos vizsgalatokhoz pedig 2022
majusabol szarmazo6 mintdkat hasznaltunk, melyeket a szennyezési cséva kdzepén elhelyezkedd
ST2-es kutbdl vettiink, hozzavetdleg 2,5-4 m-es mélységbol. A mintavételezés az MSZ 1SO 5667-
11:2009/1-2 szabvanyok szerint tortént. Az SK-V jelzésti kit a szennyezési csovan kiviil
helyezkedik el, szennyezdanyag tartalma a kimutathatdsagi hatarérték ala esik, igy a mintazésa
soran nyert adatok hattérinformacioként szolgalnak a vizsgalataink soran.

A kutakbol minden esetben szivattyzéssal eltavolitasra keriilt a pangdviz, majd a friss
talajvizzel megteld kutbdl steril 1 L-es tivegekbe gytijtottiik az tiledékes talajviz mintat (2. kép; A,
B), melyeket a tovabbi feldolgozasig 4°C-on, s6tétben taroltunk. Az oldott-oxigén koncentracio,
redoxpotencial, kémhatas és homérséklet értékeket a helyszini mérések soran a WTW Handheld

Meter Multi 350i terepi mérémiiszer segitségével hataroztuk meg (2. kép; C).
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2. kép: Mintavétel a kdolajszennyezett karhelyrdl. A- az SK-V hattérkut szivattyuzasa; B-

talajviz mintavétel az ST2-es kutbol; C- helyszini mérések (sajdt készitésii felvétel).

A szennyezett talajviz altaldnos vizkémiai paramétereinek és BTEX-koncentracidjanak
meghatarozasat a Eurofins Analytical Services Hungary Kft. (Budapest) végezte a vonatkozé MSZ
szabvanyok szerint. Az egyes idOpontokban mért talajviz mintak fizikai-kémiai paramétereit az 1.

tablazat foglalja Ossze.

1. tablazat: A vizsgalt siklosi talajvizmintak fizikai-kémiai és szennyezettségi paraméterei. * -

Anyagcsoportonként (B) szennyezettségi hatarértékek felszin alatti vizekre a 6/2009. (IV. 14.)
KvWM-EiM-FVM egyiittes rendelet alapjan.

BTEX koncentracio (ug/L) Fizikai-kémiai paraméterek
Ev Minta . . Redox-
; . ) DO NO3 Fe? SO CH. Hémér-
jele Benzol Toluol Etil-benzol Xilol potencial pH 2 o
(kiit) (mg/L) (mg/L) (mg/ L) (mg/L) (mg/L) mv)t séklet (°C)
SK-V <0,2 <1 <1 <5 44 44 <0,03 60 <0,04 171 6,93 18
2019
okt. ST2 49,9 2 4 992 23 <0,5 10,5 <30 1,32 -42 6,91 17,4
(B)* (B)* (B)* (B)*
1 20 20 20
pg/l pg/l pg/l ng/l
SK-V <0,2 <1 <1 <2 32 49 <0,3 70 <0,04 171 7,51 16,8
2022
maj.
ST2 133 7 14 3140 0,8 <5 <9 <30 2,71 -108 7,43 15,3

Tovabba megfigyelhetd az is, hogy a mintazott karhelyen 2022-re majuséban tobbszordsér ndtt
a BTEX komponensek koncentracidja a 2019 oktoberében mért adatokhoz képest. Az Orszagos
Meteoroldgiai Szolgalat jelentései szerint a 2019-es évben Osszességében atlagos mennyiségii
csapadék érkezett, mig a 2022 majusa a 14. legszarazabb volt az azt megel6z6 122 évben (httpl0).
Az aszalyok és a csapadékmennyiség szezonalis ingadozasa befolyasolhatja a felszin alatti vizek
szintjét, igy feltételezhetéen a 2022-es évben tapasztalt nagyfoku szarazsag okozhatta a BTEX
komponensek koncentracidjanak novekedését. A siklosi karhely mikroba kozosségére akarcsak a

szarazfoldi okoszisztémak tobbségére nagy hatassal van a szezonalitds €és reagalnak a kdrnyezeti
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tényezok ingadozasara, igy az elérhetd szénforras mennyiségének, jelen esetben a BTEX

cyey

3.2. A BTEX-bonté dusitotenyészetek dsszeallitasa

A benzol mikroaerob bontasaban szerepet jatszo baktériumkozosség feltarasa érdekében olyan
dusitotenyészeteket hoztunk létre a 2019. oktoberében vett iiledékes talajviz mintak
felhasznalasaval, melyekhez a benzolt egyediili szén-, és energiaforrasként adtuk hozza. A
mikroaerob benzollebontas soran szerepet jatszo serkentd, gatldo és kometabolikus folyamatokat
pedig olyan dusitotenyészetek felallitasaval vizsgaltuk, melyekben a benzol mellett egyéb BTEX
vegyiiletek is jelen voltak (4. abra).

Mintavétel: 2019. oktéber
Benzol-tartalmu BTEX keverék-tartalmu

dusitétenyészetek dusitétenyészetek

Oldott O, ’ Oldott O,
mikroaerob: < 0,5 mg/L mikroaerob: < 0,5 mg/L
Asvanyi so tapoldat: Asvanyi s6 tapoldat:

45 mL

Uledékes talajviz minta:
5mL

Benzol: 3 yL

45 mL

Uledékes talajviz minta:
5mL

Benzol: 2,5 uL

TEX: 0,5 yL (TEX=1:1:1)
BTEX koncentracio
60 uL/L ~ 0,650 mM

Benzol koncentracio
60 uL/L ~ 0,675 mM

4. abra: A dusitotenyészetek Osszedllitdsanak sematikus abraja.

A dusitétenyészetek 1étrehozasahoz 100 mL drtartalmu butil-gumidugéval és aluminium
zarokupakkal 1égmentes zarhatd szérumiivegeket hasznaltunk. Minden iivegbe 45 mL asvanyi
sOkat tartalmazd mesterséges talajviz tapoldat (Fahy et al. 2006) keriilt (2. tablazat), melyeket 1
mg/L B1 vitaminnal, 15 pg/L biotinnal, és 20 ng/L B12 vitaminnal egészitettiink ki (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA). Ezen kiviil valamennyi dusitotenyészet tartalmazott 5 mL siklosi tiledékes
talajviz mintat és 3 uL benzolt (CAS 71-43-2, tisztasag >99%, Sigma-Aldich Ltd., Németorszag)
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vagy BTEX-vegyiiletek keverékét (toluol: CAS 108-88-3; p-xilol: CAS 106-42-3, m-xilol: CAS
108-38-3; o-xilol: CAS 95-47-6; etil-benzol: CAS 100-41-4, tisztasag >99%, Sigma-Aldich Ltd.,
Németorszag), mely 5:1 aranyban tartalmazott benzolt és egyéb monoaromas szénhidrogéneket
(2,5 puL benzol és 0,5 pul egyéb TEX vegyiilet). A TEX keverékben 1:1:1 aranyban voltak jelen az
aromas szénhidrogének.

Mindkét esetben harom parhuzamos dusitotenyészettel dolgoztunk. Az tivegekben mikroaerob
(< 0,5 mg/L oldott O2) koriilményeket tartottunk fent, mely Iétrehozasahoz elsdként az oxigént
kihajtottuk az tivegekbdl 0,2 um porusatméréji fecskendésziirén ataramlo No/CO2 80:20 térfogat
aranyu gazkeverékkel, steril injekcios tiik segitségével. Ezt kovetden a kivant oldott oxigén
koncentraciot (< 0,5 mg/L) szintén 0,2 um-es fecskenddsziirdvel sterilizalt levegovel allitottuk be,
melyet 5 mL-es fecskenddvel és steril egyszer hasznalatos injekciostiivel juttattunk az tivegekbe a

szeptumot atszurva.

2. tablazat: Asvanyi so tapoldat Gsszetétele és Gsszeallitasa Fahy és munkatarsai (2006) alapjan.

Asvanyi sé tapoldat dsszetétele (Fahy et al. 2006)
Oldat A oldat B oldat C oldat
Ossztérfogat 100 mL 900 mL 1 mL
10 g FeSO4 x 7TH0
0,64 g Na,EDTA x 3H.0O
59 MgSQO4 x 7TH.0 11,1 g Na;HPO4 0,1 g ZnCl,
1 g CaCl; x 2H;0 2,5 g KH2PO4 0,015 g H3BO3
Osszetétel | 1000 mL desztillalt viz 10 g NH4NO3 0,175 g CoCl; x 6H20
1000 mL desztillalt viz 0,15 g NazMo0QO4 x 2H,0
0,02 g MnCl; x 4 H,O
0,01 g NiClz x 6H,0
1000 mL desztillalt viz
0,2 um-es
) 0,2 pm-es porusatmeérdji
Sterilezés porusatmérdji Autoklavban
fecskenddsziirdvel
fecskenddsziirdvel

A mikroaerob allapot fenntartdsa érdekében az oldott oxigén koncentraciot rendszeresen
ellendriztiik az iivegekben non-invaziv modon Fibox 3 trace v3 (PreSens, Németorszag) tipusu
szaloptikds oxigén szenzorral, az iivegek belsd oldalara ragasztott SP-PSt3-NAU-DS5-YOP szpot
(PreSens, Németorszag) felhasznalasaval (3. kép). A mikroorganizmusok miikodése révén

elhasznalt oxigént folyamatosan potoltuk az iivegekben steril levegd beinjektalasaval. A
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dusitotenyészeteket egy hétig inkubaltuk razo termosztatban 28°C-on, 150 rpm-en, majd minden
dusitobol 5 mL-t beoltottunk friss asvanyi so tapoldatba. A folyamatot 6t héten keresztiil minden
héten megismételtiik, mely id6 alatt az livegekben a szénforrasként szolgalo BTEX-eket is
potoltuk. Az 6todik hét folyaman a BTEX-vegyiiletek koncentracidjat 24 oranként GC-MS

méromiiszer segitségével detektaltuk a 3.9. fejezben leirt paraméterek alapjan.

hasznalt eszk6z6k — a- 100 mL-es szérumiiveg gumidugéval és aluminiumkupakkal lezarva; b-
0,2 um pérusméretii fecskenddsziird a bedramLo levegd sterilizdldsdhoz; c- kiilonbdz6 méretii
egyszer hasznalatos steril tiik a levegd be- és kiaramLasahoz; d- N2/COz2 80:20 v/v gazkeverék az

oxigén kihajtasahoz; e- szpot az oxigén koncentracio kdvetéséhez (sajdt készitésii felvétel).
3.3. Baktériumtorzsek izolalasa

A tenyészthetd baktériumtorzsek izolalasat hagyomanyos modszerrel végeztiik az 6todik heti
dusitotenyészetekbdl. A parhuzamos tenyészetekbdl 1-1 mL mintat elegyitettiink, majd fiziologias
sooldat (0,9% NaCl) felhasznalasaval 8 tagu higitasi sort készitettiink. Valamennyi higitasi tagbol
0,1 mL-t R2A agarlemezekre (DSM taptalaj No. 830) szélesztettiink, mely Osszetétele a kovetkezd
volt: 0,5 g ¢élesztd kivonat, 0,5 g protedzpepton, 0,5 g kazein hidrolizatum, 0,5 g gliikéz, 0,5 g
keményit6, 0,3 g KoHPO4, 0,05 g MgSOs x 7H20, 0,3 g natrium-piruvat, 20 g agar, 1 liter
desztillalt viz, pH 7,0. A lemezeket egy héten keresztiil 28°C-on inkubaltuk, majd a kiillonb6z6
morfologiaju telepeket tisztitd szélesztéssel 1) R2A lemezekre oltottuk é€s tartottuk fent. A térzsek
faji szintli azonositasahoz a tiszta tenyészetekbdl DNS-t izolaltunk, majd ezt kovetden polimeraz
lancreakcd segitségével amplifikaltuk a 16S rRNS-t és més funkcidogéneket kodolod génszakaszt,
melyet Sanger-szekvenalas segitségével azonositottunk, mely folyamatok a 3.4 -3.6. fejezetben
leirtak szerint zajlottak.
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3.4.DNS izolalas

A dusitotenyészetekben szelektiven felszaporodott mikrobakozosség atfogd elemzéséhez
el0szor a kozosség genomi DNS-ének izolalasat végeztiik el a mar stabil szénhidrogén-bontd
baktériumkozosséget tartalmazo 6todik heti tenyészetekb6l. A biomasszat a dusitotenyészetek
4°C-on 2360 g-n 10 percen at tarté centrifugéladsaval nyertiik ki (Rotanta 460 R, Hettich,
Németorszag). Ezt kovetéen NucleoSpin Soil Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co KG,
Németorszag) segitségével a gyartd utasitisai szerint elvégeztiik a kozosségi DNS kivonast a
pelletb6l. Az R2A agaron tenyésztett tiszta tenyészetek DNS-ét UltraClean Microbial DNA Kit
(Qiagen, Németorszag) felhasznalasaval vontuk ki a gyartd utasitasai szerint. A kivont DNS
koncentraciojat és min6ségét NanoDrop One Microvolume UV-Vis spektrofotométerrel (Thermo

Fisher Scientific Inc., USA), valamit agar6z gél-elektroforézis segitségével ellendriztiik.
3.5. 16S rRNS és C230 funkciégén amplifikalasa polimeraz lancreakciéval

A dusitétenyészetekbdl izolalt baktériumkozosségek elemzése és a tiszta tenyészetek
azonositasa a 16S rRNS-t kodold génszakasz alapjan torténik, mely felszaporitasat PCR technika
segitségével végeztiik a 27f 5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3 ' (Lane 1991) és 1492r 5'-
TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3' (Polz és Cavanaugh 1998) primerpar felhasznalasaval.
Az izolalt baktériumtorzsek esetében vizsgaltuk az 1.2.C-tipust katekol-2,3-dioxigenaz (C230)
gének meglétét, hogy a tenyésztett baktériumkozosség potencidlis BTEX-bontd tagjait
azonositsuk. A PCR-hez ez esetben Tancsics és munkatarsai (2013) altal kifejlesztett specifikus
XYLE3F 5°-TGY TGG GAY GAR TGG GAY AA-3’ ¢s XYLE3R 5°-TCA SGT RTASAC ITC
SGT RAA-3’ primereket hasznaltuk.

A PCR 06sszeméréséhez a kovetkez reagenseket alkalmaztuk 50 pL végtérfogatban:

Dream Taq buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) SuL

dNTP (Thermo Fisher Scientific Inc., USA, 0.2 mM) 10 uL

27F és 1492 primer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA, 0,25 uM) 0,5 uL

Taq polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc., USA 1,25 U/uL) 0,25 uL

DNS templat 1-3 uL

MQ viz 50 pL végtérfogatra kiegészitve

crer

valtozott.
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A 16S rDNS PCR soran alkalmazott héprofil 32 ciklus esetében a kdvetkezd volt:

= kezdeti denaturacio 98 °C 5 perc

= denaturacid 94 °C 30 mp

» anneléacid 52°C 30 mp 32 ciklus
= elongacid 72 °C 1 perc

= extenzid 72 °C 10 perc

*  hiités 4°C

Az 1.2.C-tipusi C230 gén esetében a PCR hdprofilja az aldbbiak szerint modosult 40 ciklus

esetén:

» kezdeti denaturaci6 95 °C 3 perc

» denaturécio 94°C 30mp

= annelacio 50°C 30mp 40 ciklus
* clongacid 72 °C 1 perc

= extenzid 72 °C 10 perc

* hiités 4°C oo

A PCR-t a ProFlex PCR System késziilék (Life Technologies, USA) segitségével végeztiik. A
termékek tisztitasahoz a gyartd utasitasai szerint alkalmazott NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
Kit-et (Macherey-Nagel GMBH, Németorszag) hasznaltunk, majd - 20°C-on taroltuk a tovabbi

felhasznalasig.

3.6. Agaroz gél-elektroforézis

mennyiségi ellenérzését 1%-os agardz gélen (1 g agardz, 100 mL 1x TBE, 0,5 puL/mL etidium-
bromid) torténd elektroforézissel végeztilk Az 1x TBE puffer 6sszetétele 1 L-re vonatkoztatva a
kovetkezé volt: 10,8 g Tris, 10,5 g borsav, 0,93 g EDTA-Na. A gélt 1xXTBE pufferben futtattuk (110
V, 20 perc), melynek soran a gél zsebeibe 5 pL DNS-mintat toltottiink 3 pL toltépufferrel (30 v/v
% glicerin, 0,25 mM bromfenolkék) Gsszekeverve, valamint minden mintasor mell¢ 3 pL
molekulastuly marker (ThermoScientific™, USA Gene Ruler Mix DNA Ladder, 0,5 pg/ulL) keriilt. A
PCR-hez hasznalt DreamTaq puffer sliriség reagenst és nyomkdvetd festékeket tartalmaz, mely
lehetdvé teszi a termék kozvetlen betoltését a gélbe toltdpuffer alkalmazasa nélkiil. A mintakat ezt

kovetdéen UV-fény alatt ellendriztiik.
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3.7. 16S rRNS kozosségi T-RFLP analizis és kiértékelése

A dusitotenyészetekben 1€vé mikrobakozdsség diverzitasat elso Iépésben egy nukleinsav alapt
kozosségi ujjlenyomat vizsgalo technika, a T-RFLP (terminalis restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus) segitségével tartuk fel. A modszer 1ényege, hogy fluoreszcensen jelolt forward
primerrel amplifikalt, restrikcios enzimmel emésztett PCR termékeket kapillaris gélelektroforézis
segitségével analizalunk (Liu et al. 1997). A T-RFLP analizis soran a kovetkez6 1épéseket
végeztiik el: (1) a vizsgalando génszakasz megsokszorozasa PCR-el, (2) a fluoreszcensen jelolt
PCR termék emésztése restrikcios endonukledz enzimekkel, (3) a fluoreszcensen jelolt terminalis
restrikcios fragmentek (T-RF-ek) etanolos precipitacidja, (4) a T-RF-ek azonositasa kapillaris
gélelektroforézissel. Az els6 1épés soran a VIC jelolt (Life Technologies™, USA) forward primert
hasznaltunk. A 16S rDNS PCR 0Gsszetétele és hdprofija megegyezik a 3.5. fejezetben leirtakkal. A
masodik 1épésben a fluoreszcensen jelolt PCR termékek restrikcios emésztéséhez az Alul
(AGYCT) (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) enzimet hasznaltuk. A PCR termék emésztéséhez
hasznalt reakcioelegy 2 uL enzim puffert (10X Buffer Tango with BSA, Thermo Fisher Scientific
Inc., USA), 3 U restrikcios enzimet €s 10 pLL PCR terméket tartalmazott, melyet MQ vizzel 20 uL
végtérfogatra egészitettiink ki, majd az elegyet 60 percig 37°C-on emésztettiik ProFlex PCR
System késziilékkel (Life Technologies™, USA).

A harmadik 1épés soran a fragmenteket etanolos precipitacioval tisztitottuk. A DNS erdsen
polaris molekula a cukor-foszfat gerincben 1évé foszfat ionok miatt. A folyamat 1ényege, hogy a
modszer soran alkalmazott s6 (ebben az esetben a Na-acetat) biztositja a megfeleléen magas kation
koncentraciot és pH-t, hogy a negativ toltéseket semlegesitse, ezaltal csokkentve a DNS hidrofil
jellegét. A tomény etanol pedig megbontja a DNS hidratburkat, lehetdvé téve ezzel, hogy a
foszfatmaradékok ionos kotést hozzanak 1étre az oldatban 1évo kationokkal. Amikor az etanol
koncentracioja megkozeliti a 70%-0t 300 mM Na* kation jelenlétében, a polinukleotid lancok
kozotti taszitd er6k addig csokkennek, ahol a DNS kicsapodik (Green és Sambrook 2016). Els6
1épésként az emésztett PCR termékekhez 3 pL 3M Na acetat oldatbol, 14,5 uL. MQ vizbdl and
62,5 uL 95% etanolbol allo elegyet adtunk €s 10 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden a mintakat 4°C-on, 20 percen keresztiil 3300 g-n centrifugaltuk, majd a feliilisz6
ledntése utan 180 uL 70%-os etanolt mértiink ra, melyet Gjabb centrifugalas kovetett hasonld
paraméterek mellett. A feliilisz6 €s a maradék alkohol szaritassal torténd teljes eltdvolitasa utan
20 uL vizben oldottuk vissza a DNS-t, melyb6l 0,5-1,5 uL-t 18 puL Hi-Di formamid (Promega,
USA) oldatba mértiink, mely a DNS denaturalt forméaban tartasaért felelés. Ezen kiviil 0,4 pL
standard meghatarozott hosszusagu DNS fragmentet (Genescan LIZ1200, Applied Biosystems,

USA) adtunk a mintainkhoz, melyeket ezt kovetéen 95°C-on 5 percen at denaturaltuk, majd
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kapillaris gélelektroforézis segitségével (ABI 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystem, USA)
valasztottuk szét.

Az eredmények kiértékeléséhez a GeneMapper 4.0 szoftvert (Applied Biosystems, USA)
hasznaltuk. A statisztikai elemzésbol az 50 bp-nal révidebb és az 6sszfluoreszcencia-intenzitashoz
1%-nal kisebb mértékben hozzajaruldé T-RF-eket kizartuk. A mintdk egymashoz illesztését a T-
Align online program (Smith et al. 2005) segitségével végeztiik el, mely az 6sszes mintara vetitve
ad informaciot az egyes T-RF-ek szdzalékos eléfordulasarol. A 16S rRNS gén alapti hasonlosagi
dendogramokat a PAST (Paleontological Statistics) program felhasznalasaval készitettiik el,
melynek soran Bray-Curtis hasonlosagi indexet alkalmaztunk (Hammer et al. 2001). A 16S rDNS
T-RFLP elektroferogramok és a hasonldsagi dendogramok alapjan valasztottuk ki azokat a

mintakat, melyeket a tovabbiakban Illumina amplikon-szekvenalassal vizsgaltuk tovabb.
3.8. Szekvenal6 reakciok és adatelemzés

A tiszta baktériumtenyészetekbdl izolalt 16S rRNS és C230 génszakaszok bazissorendjének
meghatarozasat Sanger-szekvenalds segitségével végeztiikk, mig a baktériumkozosségekben 1évo
szekvencidk azonositasahoz Illumina amplikon-szekvenalast hasznaltuk. Ezen kiviil néhany
kivalasztott baktériumtorzs teljes genomjanak meghatarozasara is sor keriilt. A szekvenalando
torzsek kivalasztasanak alapja egyrészt az volt, hogy a 16S rRNS gén alapjan 0j fajjeloltnek
bizonyultak és/vagy rendelkeztek C230 gén aktivitassal. E modszerek az alabbiakban keriilnek

bemutatasra.

3.8.1. Sanger-szekvenalas és a szekvenciak filogenetikai elemzése

A Sanger-féle lancterminacidos modszer sordn a polimerdz enzim a reakcidtérben jelen 1évo
négy kiilonbozo féle fluorokrommal jelolt didezoxinukleotidokat (ddNTP) is beépit a normal
nukleotidok (dNTP) mellett, mely leéllitja a tovabbi polimerizaciot és lancterminaciot idéz eld.
Ezt kovetden kapillaris gélelektroforézissel hatdrozzak meg a termék bazissorendjét a beépiilt
ddNTP-k alapjan (Madigan et al. 2015).

A szekvenalo reakciot minden esetben 5 pL végtérfogatban végeztiikk BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) segitségével a kovetkezdek szerint

Osszemeért reakcioelegyben:

BigDye (Applied Biosystems, USA) 0,5 uL
BigDye Buffer (Applied Biosystems, USA) 0,75 uL
Primer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA, 0,25 uM) 0,5 puL
DNS templat 0,5-3,5uL
MQ viz 5 uL végtérfogatra kiegészitve
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kozott valtozott. A 16S rRNS gén bazissorendjének meghatarozasahoz a PCR sordn hasznalt 27F
primert, ezen kivil 338F 5’-ACTCCTRCGGGAGGCAGCAG-3* ¢és 803F 5’-
CACCGAAAACTGTGCAAGCA-3’ primereket alkalmaztunk. A C230 génszakaszt XYLE3F
primer segitségével szekvenaltuk meg.

A szekvenalo reakcid hoprofilja a 28 ciklus esetén a kdvetkez6 volt:

= denaturacid 96 °C 10 mp

= annelacio 50°C 5mp 28 ciklus
= extenzid 60 °C 4 perc

*  hiités 4°C oo

A reakci6 utan a terméket etanolos precipitacioval tisztitottuk a 3.7. fejezetben leirtak szerint,
hogy a be nem ¢épiilt nukleotidokat eltavolitsuk, majd kiszaritott mintakat 20 pL Hi-Di
formamidban oldottuk vissza és 4°C-on tartottuk tovabbi felhasznalasig. A szekvenalasi
termékeket kapillaris gél-elektroforézissel, ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) géppel analizaltuk.

A kapott szekvencidkat MEGA X szoftverrel (Kumar et al. 2018) elemeztiik és korrigaltuk
manualisan az esetleges hibakat. Ezt kovetden a szekvenalds eredményként kapott 16S rDNS és
C230 bazissorendeket a GenBank adatbazisban 1év6 tipustorzsek szekvenciaival vetettiik Gssze a
BLAST keres6program (httpll) segitségével, ezen kiviil az EzBioCloud (http12) adatbazist is
hasznaltuk a szekvencidink azonositasara (Yoon et al. 2017).

A filogenetikai fakat MEGA X szoftverrel készitettiik, az evollicids tavolsagok
meghatarozasara Kimura-féle kétparamtéres modellt alkalmaztunk (Kimura 1980). A filogenetikai
torzsfakat maximum-likelihood (ML) (Felsenstein 1981), neighbor-joining (NJ) (Saitou és Nei
1987) és maximum parsziménia (MP) (Kimura 1980) algoritmusok segitségével készitettiik. A

torzsfa topologiajat €s a tavolsagokat bootstrap elemzéssel értékeltiik ki 1000 ismétlés alapjan.

3.8.2. Illumina amplikonszekvenalas

A dusitotenyészetek 6todik heti, végponti mintdinak parhuzamosaibol a T-RFLP analizis
alapjan kivalasztottuk azokat a reprezentativ tagokat, melyekbol 16S rDNS amplikon szekvenalast
végzetiink. Az lllumina MiSeq amplikonszekvenalas modszer 1ényege a ,hid-amplifikacio”,
melynek soran egy oligonukleotidokkal (primerekkel) ellatott szekvenaldlemezen zajlik a reakcio.
Ezekhez komplementer Illumina-adapterrel felszerelt DNS-fragmentek kapcsolodnak, melyek

szabad végeikkel hidat képezve egy masik, a lemezen lehorgonyzott primerrel hibridizalnak. Az

crer
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platformspecifikus adaptereknek koszonhetéen. Ezutdn a fluoreszcensen jelolt ddNTP-k
beépiilését rogzitd kamera segitségével hatarozzak meg a bazissorrendeket (McElhoe et al. 2014).

A V3-V4 hipervariabilis régiot lefedd 16S rDNS szakaszok amplifikalasahoz a Bact
341F Overhang 5-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG
GGN GGC WGC AG-3 'és Bact 785R_Overhang 5'-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA
GTA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C-3 'primereket hasznaltuk (Klindworth et al. 2013).

A PCR-t a gyart6 utasitasainak megfelelden allitottuk 6ssze KAPA HiFi HotStart Ready Mix
(KAPA Biosystems, USA) felhasznalasaval:

KAPA HiFi 125 L
[llumina forward ¢és reverse primer (0,3 uM) 05 uL
DNS templat 1-3 uL
MQ viz 25 puL végtérfogatra kiegészitve

A 16S rDNS Illlumina-PCR soran alkalmazott hoprofil 25 ciklus esetében a kovetkez6 volt:

» kezdeti denaturaci6 95 °C 3 perc

= denaturacid 95°C 30 mp

= annelacié 55°C 30mp 25 ciklus
» clongacio 72°C 30mp

»  extenzid 72 °C 5 perc

* hiités 4°C o

A paired-end fragmentek szekvenalasat a Seqomics Kft. (Moérahalom) végezte MiSeq Reagent
Kit v3 (600 ciklus) segitségével, az elsddleges adatelemzés pedig a Bbcl2fastq™ szoftver
felhasznalaséaval tortént (v2.17.1.14, [llumina). A kapott szekvenciaadatok mindségi ellendrzésen
¢és trimmelésen estek at (> 50 nukleotid hosszsagt szekvenciak) a CLC Genomics Workbench
Tool 9.5.1-¢s verzidjanak felhasznalasaval.

A trimmelt szekvencidk filogenetikai adatelemzését a MOTHUR szoftver (v1.41.1)
segitségével végeztiik (Schloss et al. 2009) a MiSeq SOP (Standard Operation Procedure) ajanlasa
alapjan (Kozich et al. 2013, http13). A szekvenciak illesztése és taxondomiai azonositasa a SILVA
132 SSURef NR99 adatbazis segitségével tortént (Quast et al. 2013). A kiméra szekvenciak
detektalasa és eltavolitasa a “uchime” majd “split.abund” algoritmussal tértént (Edgar et al. 2011,
Kunin et al. 2010). Ezt kovetden 97%-os hasonldsag érték alapjan tortént a szekvenciak OTU-kba
(Operational Taxonomic Unit) rendezése (Tindall et al. 2010). A legnagyobb abundanciaval jelen
1évé OTU-K faji szintli besorolasa az amplikonszekvenalas soran kapott hozzavet6leg 400 bp

alapjan a GenBank (http11) és az EzBioCloud (http12) online adatbazisok segitségével tortént.

34



3.8.3. Teljes genom szekvenalas és az adatok elemzése

A benzol-tartalmu dusitobol izolalt Pinosolibacter sp. B13 és ldeonella sp. B7 j fajjeloltek
teljes genom szekvenalasat a Seqomics Kft. (Moérahalom) végezte el a Pinisolibacter sp. MA2-2
jelolésti torzshoz hasonloan, mely egy xilol-tartalmt dusitobol lett izolalva egy 2019-es siklosi
mintabol. Emellett Banerjee és munkatarsai altal (2022a) egy aerob meta-xilol lebonto
dusitotenyészetbdl izolalt Acidovorax sp. D2M1 szintén 4j fajjelolt teljes genom szekvenalasara is
sor kertilt. Az MA2-2 és a D2M 1 jelti torzsek eredményei a4.3.1 és 4.3.3. fejezetekben részletezett
okoknal fogva a jelen dolgozat keretien beliil keriilnek bemutatasra.

A teljes bakterialis genom szekvenalashoz el6szor a baktériumtorzsekbdl izolalt genomi DNS
kertilt felhasznalasra egy paired-end konyvtar 1étrehozasahoz, mely a NEBNext® Ultra™ || DNA
Library Prep Kit (Illumina) segitségével tortént a gyartd altal biztositott protokoll alapjan. A
cirkularis DNS feldarabolasat a Covaris S2 ultrahangos késziilékkel (Covaris) végezték, mely
folyamat soran a DNS mingségét a TapeStation 2200 (Agilent) eszkoz ellendrizte. A szekvenalas
el6tt sziikséges megbizonyosodni a DNS megfelel6 mennyiségérdl, mely a Qubit (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) miszer segitségével tortént, majd Illumina NextSeq platformon a TG
NextSeq® 500/550 High Output Kit v2 (300 ciklus) (SeqOmics Kft., Morahalom)
felhasznalasaval keriilt sor a szekvenalasra. Az elsOdleges adatelemzés (base-calling) a
Bbcl2fastg” szoftverrel (v2.17.1.14, Illumina) tortént. A genom de novo Osszeszerelését és a
scaffoldok létrehozasat az SPAdes 3.13.0 verzidjaval végeztiik (Nurk et al. 2013). A genom
(PGAP) v4.5 szoftvert (Tatusova et al. 2016) hasznaltuk.

A teljes genom alapt filogenetikai elemzést a MiGA pipeline (httpl4) segitségével végeztiik
(Rodriguez et al. 2018b). Ezen kiviil az adatok filogenetikai értékelése soran egy masik korszerti
modszert is alkalmaztuk, mely valamennyi vizsgalt bakterialis genomban jelenlévé homolog
gének alapjan kovetkeztet azok taxondémiai hovatartozasara. Az UBCG (up-to-date bacterial core
gene) filogenetikai torzsfa alapjaul egy 1492 faj teljes genomjabol kiszamitott, 28 torzset lefedd
€s 92 génbdl allo mag-gén készlet szolgalt. A torzsfaépitést az UBCG pipeline (httpl5) alapjan
végeztiik el (Na et al. 2018).

Az 1j fajjeloltek és a rokon fajok kozotti digitalis DNS-DNS (dDDH) hibridizacios értékeinek
meghatarozasahoz a Genome-Genome Distance Calculator (GGDC) 2.1-es verziojat hasznaltuk
(Meier-Kolthoff et al. 2013, http16), melyhez a genomszekvenciak a GenBank adatbazisbol
szarmaznak (httpl7). Az 1j fajjeldltek és legkozelebbi rokonaik kozotti ortolog atlagos nukleotid
azonossag (OrthoANI- Orthologous Average Nucleotide Identity) értékek kiszamitasat OAT
szoftverrel végeztiik (Lee et al. 2016).
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Annak meghatarozasara, hogy mely BTEX-vegyiiletek bontasara képesek a genom alapjan a
vizsgalt torzsek, a Genoscope MAGE platformot hasznaltuk (Vallenet et al. 2006, 2009). Az
korrigaltuk, egészitettiink ki. A bontasi potencialra vonatkozo informaciokat a MetaCyc (Caspi et
al. 2016), a KEGG (Kanehisa és Goto 2000) és az UniProt (Bateman 2019) adatbazisbol nyertiik.
Ezen kiviil a CLC Genomics Workbench Tool v21 (Qiagen, Németorszag) segitségével sor keriilt
az aromas szénhidrogének lebontasaban részt vevd funkcidgének és génklaszterek pontos

azonositasara is.

3.9. BTEX-bonto6 képesség vizsgalata GC-MS segitségével

Az aromds szénhidrogének mennyiségének nyomon kovetését GC-MS mérOmiiszer
segitségével végeztiik a dusitotenyészetek (3.2. fejezet), valamint az 0j fajjeldltek esetében. Az
izolatumok vizsgalatat 100 mL-es szériumiivegekben végeztiik, melyekbe a 3.2. fejezet 2.
tablazata alapjan készitett 4svanyi so tapoldatot mértiink 50 mL mennyiségben, valamint egyediili
szén-¢s energiaforrasként kiilonb6z6 BTEX-vegyiiletet.

Az izoldtumok BTEX-bontdé képességének feltarasat 100 mL-es légmentesen zarhato
szériumiivegekben végeztilkk harom parhuzamos ismétlésben aerob (7-8 mg/L oldott O2) és
mikroaerob (0,5 mg/L oldott O,) koriilmények kozott. A kisérlet 6sszeallitasa soran egyediili szén-
¢s energiaforrasként 0,3 uL. mennyiségli aromas szénhidrogént adtunk egyenként vagy az Gsszes
BTEX komponenst 1:1 ardanyban keverve 50 mL vitaminokkal kiegészitett asvanyi so tapoldathoz
(2.2. fejezet, 2 tablazat). Az iivegeket 100 upL 0,5-6s optikai denzitast (OD600)
baktériumszuszpenzidval oltottuk be. Ezutan az ilivegeket razotermosztatban inkubaltuk (28 °C,
150 rpm). A kisérletek soran abiotikus kontrollokat is alkalmaztunk szintén harom parhuzamos
példanyban.
mikroextrakciot végezve (PDMS — dimetil-polisziloxan szal, 100 um; Supelco) SLB-5ms tipust
szilicium-dioxid kapillaris oszloppal (Supelco) miikddtetett GC-MS segitségével (Trace 1300 GC
—1SQ Single Quadrupole MS; Thermo Fisher Scientific Inc., USA) a kovetkez6 hoprofillal: 3 perc
40°C, 20°C homérseklet emelkedés/ perc 190°C-ig, majd 1 perc 190°C. A tomegspektrométer
250°C-on és ,.full scan” tizemmodban miikodott. A PDSM szal, amit a gaztér vizsgalathoz
hasznaltunk, kopik, emiatt minden méréssor egyedi kezdeti kalibraciot igényelt, amihez
viszonyitottuk a késébbi értékeket. A BTEX vegyiiletek relativ mennyiségének meghatarozasat a
mikrokozmoszok gazterének megmintazasaval végeztilk miutan azokban kialakult a gazelegy és a

folyadék kozotti dinamikus egyensuly, mely vizsgdlat igy reprezentativ a folyadékban
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hozzaférhet6 BTEX vegyiiletek mennyiségére nézve is. Az oldatban 1évé6 BTEX vegyiiletek
meghatdrozasa az alapjan tortént, hogy ismert mennyiségi BTEX vegytiletet adtunk hozzé az 50
mL Osszemennyiségli oldathoz és a mért GC-MS kromatogramokon megjelend csticsok
szamértéke volt a viszonyitas, mely alapjan a kovetkez6 napi mérések soran a

koncentraciocsokkenést nyomonkovettiik.

3.10. Az 4j baktériumfajok leirasahoz sziikséges vizsgalatok

A BTEX vegyiileteket, kiillondsképpen a benzolt bontani képes 0j fajok izolalasara kiilonds
hangsulyt fektettiink a kutatdsok soran, ugyanis a megfelelé bontasi potenciéllal rendelkezd
torzsek sikeresen alkalmazhatok a késébbiekben bioremedidcios célokra. A fajleirds soran a
baktériumtorzseket a polifazikus taxonémia modszerét alkalmazva jellemeztiikk, mely szerint
fenotipusos, kemotaxonomiai, genotipusos €s filogenetikai szempontokat egyarant figyelembe

véve vizsgaltuk az izolatumokat (Tindall et al. 2010).

3.10.1. Fenotipusos vizsgalatok: morfolégiai és élettani jellemzok

crer

No.1) taptalajokon vizsgaltuk 24-48 oras telepeken. A nutrient taptalaj Osszetétele a kovetkezo
volt: 5,0 g pepton, 3,0 g huskivonat, 15,0 g agar, 1L desztillalt viz, pH 7,0. A sejtek alakjat és
elrendez6dését, valamint a sejtfal szerkezetének meghatarozasat Gram-festéssel vizsgaltuk (Claus
1992) és a felvételeket Leica DM6 B mikroszkop segitségével készitettiik. A sejtek mérete és a
csillozat tipusa transzmisszids elektronmikroszkép (H-7100; Hitachi) segitségével kertilt
meghatarozasra az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem NoOvényszervezettani Tanszékének
munkatarsai altal (Ohad et al. 1963), melyhez 1% (w/v) uranil-acetat oldattal negativan festett
preparatumokat alkalmaztak.

A fiziologiai €és biokémiai teszteket, mint a katalaz és oxiddz aktivitds mérését, a Hugh-
Leifson-, a metilvoros-, és a Voges-Proskauer tesztek elvégzését, a nitrat redukcio detektalasat, a
foszfataz aktivitds meghatarozasat, az indoltermelés és a HoS képzddésének kimutatasat Barrow
¢s Feltham (1993) protokollja alapjan, az ureaz, DN-az, kazeaz és zselatinaz aktivitast, valamint a
keményité és a Tween 80 hidrolizisét pedig Smibert és Krieg (1994) szerint az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem Mikrobiologiai Tanszékének munkatarsai végezték.

A homérséklet novekedésre gyakorolt hatasanak meghatarozasahoz 4 és 45 °C kozotti (4°C,
15°C, 18°C, 20°C, 28°C, 37°C, 40°C, 45°C) homérsékleten, razotermosztatban inkubaltuk a
baktériumtorzseket folyékony R2A tdpoldatban, egy héten keresztiil. A pH tartomany és optimum
megallapitasahoz folyékony R2A tapoldatot steril 20%-0s (m/V) KOH vagy HCI oldatok

segitségével beallitottuk 4,0 és 11,0 kozotti (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0) pH értékekre
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¢és 28°C-on, razotermosztatban inkubaltuk egy héten keresztiil. A sotolerancia megallapitasahoz
szintén folyékony R2A tapoldatot hasznaltunk, melyben a 0,1 és 7,0 w/v% kozatti (0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 %) NaCl koncentraciot allitottunk be. A tesztek soran a
abszorbanciajanak rendszeres mérésével (600 nm-en) hataroztuk meg.

Egyéb fizioldgiai és biokémiai vizsgalatokat API 20NE és API 50CH tesztek (bioMérieux,
Franciaorszag) segitségével végeztiikk el, valamint az enzimaktivitast az APl ZYM tesztcsik
(bioMérieux, Franciaorszag) felhasznalasaval hataroztuk meg a gyartd utasitasai szerint. A
baktériumtorzsek BTEX-bont6 képességét a 3.9. fejezetben leirtak alapjan hataroztuk meg.

A baktériumtorzsek anaerob koriilmények kozotti novekedését folyékony, 0,15 % (w/v)
KNOzs-tal kiegészitett R2A oldatot tartalmazé, 100 mL-es Iégmentesen zarhatd szérumiivegekben
vizsgaltuk. Az tivegeket fecskend6sziirén ataramlo N2/CO; (80:20, v/v) gazkeverékkel anaerobba
tettiik, igy elektronakceptorként az NOgz™ szolgalt a baktériumtorzs anyagcesere folyamatai soran. A
tenyészeteket 28°C-on 7 napon at inkubaltuk, majd a novekedést spektrofotometridsan hataroztuk

meg.

3.10.2. Kemotaxonémiai vizsgalatok: zsirsavak, polaris lipidek 1égzési kinonok

A sejtmembran zsirsav komponenseinek, polaris lipid, valamint a 1égzési kinon tartalménak
meghatarozasat a Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Németorszag) végezte.

A cellularis zsirsavakat hosszu évek Ota rutinszerien alkalmazzak baktériumnemzetségek
jellemzésére, fajok azonositasara. A vizsgalathoz a baktériumsejteket R2A taptalajon, 28°C-on
felszaporitottuk, majd elkiildtik a DSMZ szamara. Az elemzéshez 30 mg fagyasztva szaritott
biomassza, vagy aerob torzsek esetén 24 oOranal nem régebbi tenyészet sziikséges, melybdl a
sejttomeget, azok koranak optimalizéldsa érdekében, a tisztitoszélesztéssel ritkitott telepek
harmadik kvadransabol nyerik. A zsirsavakat els6ként natrium-hidroxiddal elszappanositjak, majd
sosav és metil-alkohol segitségével eldidézett pH valtozas eredményeként megtorténik a metilacio.
Az igy létrehozott zsirsav metil-észtereket ezt kdvetden hexan és metil-tercbutil éterrel extrahaljak
¢és az igy szerves fazisba oldott zsirsav komponensek egy tisztitasi 1épést kovetden mar alkalmasak
a gazkromatografias vizsgalatra, melyet langionizacids detektorral felszerelt Agilent GC-MS
7000D eszkoz felhasznalasaval végeznek (Sasser 1990). A zsirsavak elemzése €s azonositasa a
Sherlock Microbial Identification System 6.4-es verzioja (MIDI; MIDI Inc., USA) és a Calculation
Method TSBAG6 adatbazis segitségével tortént.

A polaris lipideket és a 1égzési kinonok kivonasa a Bligh és Dyer (1959) nyoman moédositott
protokoll alapjan tortént. Ennek sordn a vizsgalathoz sziikséges 200 mg mennyiségli fagyasztva
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szaritott biomasszat kloroform:metanol:0,3%-0s NaCl oldat elegyével kezelik. A rendszer két
fazisra bomlik: metanolos és kloroformos, melyek koziil az utobbibol nyerjik vissza a lipid
komponenseket. A polaris lipidek elvalasztasa ezt kvetden kétdimenzids szilikagél vékonyréteg-
kromatografiaval torténik, mely két kiilonb6zo oldoszer eleggyel (kloroform:metanol:viz és
kloroform:metanol:ecetsav:viz) ¢és a réteglap 90°-os elforgatdsaval oldhat6 meg. A
lipidkromatogramok kimutatasa foszfor-molibdénsavval torténik, illetve a specifikus csoportokat
pedig a funkcids csoportokra jellemz0 reagensekkel mutatjak ki (Tindall et al. 2007).

A respiratérikus lipokinonok a membrankapcsolt elektron-transzport folyamatokban résztvevé
proton- ¢s elektronszallitdé vegyliletek, mely tipusa szintén jellemzi az egyes
baktériumcsoportokat. Egy baktériumfaj egy, de maximum harom féle kinont tartalmaz nagyobb
mennyiségben, ezek az un. major kinonok, emellett termelhet kisebb mennyiségben minor
kinonokat. A kinonanalizishez 50 mg fagyasztva szaritott biomassza sziikséges, melyhez
metanol:hexan (2:1, v:v) elegyet haszndlnak Tindall et al. (1990 a, 1990 b) altal leirt modszer
szerint. A kinonok tisztitasa szilika-alapt szilard fazist extrakcidval, elvalasztasa pedig reverz
fazist HPLC-vel (LDC Analytical, USA; Thermo Separation Products) tortént. A detektalas
hulldimhossza 270 nm az ubikinonok és 326 nm a menakinonok esetében. Elualdszerként

metanol:heptdn (9:1, v/v) elegye szolgalt.

3.10.3. Genotipusos és filogenetikai jellemzok vizsgalata

Ahhoz, hogy a térzseink a nemzetség 11j fajaként legyenek szdmontartva, sziikség van a pontos
filogenetikai helyzetiik értékelésére. Els6ként a 3.8.1. fejezetben részletezett modszerek szerint
16S rDNS alapon filogenetikai torzsfakat hoztunk Iétre a legkozelebbi rokontorzsek
felhasznalasaval, melyek szekvenciait a GenBank adatbazisbol nyertiik. Két rokontorzs
bazissorendjének Osszevetésekor 98,65%-0s 16S rDNS szekvenciahasonlosag alatt beszéliink uj
fajrol. Ez azonban iranymutatasként szolgalo adat, abban az esetben, ha a két rokonfaj kozotti
hasonlosag meghaladna a 97%-ot, tovabbi teljes genom alapu vizsgalatok sziikségesek, hogy 1j
fajnak nyilvanithassuk az adott torzset. Ezért abban az esetben, amikor az 0j fajjeloltjeink
legkdzelebbi rokonainak teljes genomja rendelkezésiinkre allt, 92 mag gén felhasznalasaval
filogenetikai torzsfat is készitettink a fajjeloltjeink pontosabb taxonomiai helyzetének
meghatarozasa céljabol. A teljes genom alapu filogenetikai értékelést, a genomadatok elemzését

¢s a BTEX bontasért felelos génklaszterek azonositasat a 3.8.3. fejezetben leirtak szerint végeztik.
3.11. A stabil izotépos (SIP) vizsgalat modszertana
A DNS alapu stabil izotopos modszereket napjainkban legfOképpen arra hasznéljak, hogy a

mikroorganizmusok egy adott kdzdsségben vagy kornyezetben betoltott szerepét, funkciodjat
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meghatarozzak. A stabil izotopos vizsgalatok soran alkalmazott modszereket 6sszefoglalva az 5.

abréan lathatjuk.
|
H\C/C\C/H Cézium-kloridos
I [ gradiens
- P ultracentrifugalas
H & H
H
13Ce-benzollal jelslt
mikrokozmoszok 2 b
Ce konnyli DNS

— DNS-izolalas

. > Kfs 2

y ii 13Ce nehéz DNS
2
Frakcionalas % 4

16S rDNS kopiaszdm
meghatarozas qPCR-rel

5. abra: A stabil izotopos (SIP) vizsgalat modszertananak egyszerisitett abréja.

A modszer elméleti alapja, hogy stabil izotoposan (radioaktivan nem boml) jeldlt, foként 13C
alapt molekuldkat haszndlnak szubsztratként a mikroorganizmusok szdmara. A baktériumok
anyagcsere-folyamatai sordn nagy mennyiségben beépiilt 3C jelentésen megnoveli a DNS
stirtiségét a jeldletlen 12C-et tartalmazé DNS-hez képest. Cézium-klorid oldatban térténd gradiens
ultracentrifugalassal elvalaszthato egymastdl a nehéz (**C tartalmu) és a konnyt (Y2C tartalmu)
DNS frakcio, melybdl a DNS visszaizolalasat kovetden azonositani lehet azokat a
baktériumcsoportokat, melyek képesek voltak az adott szubsztratot szén-és energiaforrasként
hasznositani (Dumond és Murell 2005).

Az altalunk 8sszeallitott kisérletben mind a 6 szénatomon stabil izotoposan jeldlt benzolt (33C)
alkalmaztunk, hogy azonositsuk azokat a baktérium nemzetségeket, melyek nem csak jelen vannak
a mikroaerob benzol-tartalmi mikrokozmoszokban, hanem aktivan képesek is a benzolt ilyen

koriilmények kozott metabolizalni.
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3.11.1. A mikrokozmoszok osszeallitasa és a benzol-fogyas nyomon kovetése

A mikrokozmoszok létrehozasat a 6. abran szemléltetett modon, a 3.2. fejezetben leirtakhoz

hasonldan végeztiik, kisebb mddositasokkal.

Mintavétel: 2022 majus

13C, tartalmu 12C4 tartalm mikrokozmosz
mikrokozmoszok (,,jel6It”) Aerob (,jeldletlen”)
Mikroaerob Aerob

| ||  Oldott O,

Oldott O, qerop: 7—§ mglL o
mikroaerob: < 0,5 mg/L Modositott asvanyi so tapoldat
aerob: 7-8 mg/L .. 45 rpL .

Médositott asvanyi s6 tapoldat: Uledék minta:

45 mL 29

12C4 koncentracio

Nodek minta:
Uledék minta 100 pL/L ~ 1,125 mM

5S¢
13C4 koncentracio
100 pL/L ~ 1,118 mM

6. abra: A mikrokozmoszok 0sszeallitasanak sematikus abraja.

A kisérlethez 100 mL trtartalmt butil-gumidugoval és aluminium zarokupakkal 1égmentes
zarhato szérumiivegeket hasznaltunk. Minden tivegbe 45 mL vitaminokkal kiegészitett, modositott
asvanyi so tapoldat kertilt (2. tablazat), melyet tigy alakitottunk at, hogy lehetdség szerint kevés
olyan vegyiiletet tartalmazzon, amely potencidlisan elektron akceptorként szolgalhat az oxigén
helyett mikroaerob kozegben. A tipoldat eredetileg NH4NO3s formdban nitratot tartalmaz 1g
mennyiségben, melyet az anyagmennyiség aranyt figyelembe véve 0,668g NH4Cl-ra cseréltiink.
Az asvanyiso-tapoldat szulfat tartalmara ilyen formdn nem voltunk tekintettel, mivel erdsen
redukalo koriilmények sziikségesek a szulfatredukcidhoz és a mikrokozmoszainkban stabil
mikroaerob koriilményeket tartottunk fent az elfogyott levegd visszapotlasaval. Ezen kiviil
valamennyi mikrokozmosz tartalmazott 5 g siklosi iiledékmintat (2022 majusi mintavétel) és 5 puL
stabil izotoposan jelolt benzolt (CAS, 32488-44-1, tisztasag >99%, Sigma-Aldich Ltd.,

Németorszag), illetve a harom parhuzamos kontroll esetében jeldletlen benzolt. Harom
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parhuzamos iivegben aerob (7-8 mg/L oldott O,), masik haromban pedig mikroaerob (< 0,5 mg/L
oldott O,) koriilményeket tartottunk fent, mely létrehozasahoz elsdként az oxigént kihajtottuk az
tivegekbdl No/CO2 (80:20) gazkeverékkel, majd a beallitottuk a kivant oldott oxigén koncentraciot
steril levegd beinjektalasaval. Az elhasznalt levegd folyamatos visszapotlasaval az livegekben
stabil mikroaerob allapotot tartottunk fent, melyet rendszeresen ellendriztiink Fibox 3 trace v3
(PreSens, Németorszag) tipusu szaloptikas oxigén szenzorral, az livegek oldalara ragasztott SP-
PSt3-NAU-D5-YOP szpot (PreSens, Németorszag) felhasznalasaval. A mikrokozmoszokat egy

hétig inkubdltuk rdzo termosztitban 28°C-on, 150 rpm-en. A hét folyaman a benzol

crer

crer

majd miutan a teljes mennyiség elfogyasat detektaltuk (aerob mintdk esetén 4 nap, mikroaerobok
esetén egy hét) az Osszes mikrokozmoszbol DNS-t izolaltunk, melyhez a biomasszat a teljes
mintamennyiség 4°C-on, 2360 g-n és 10 percen at tartd centrifugalasaval nyertiik ki (Rotanta 460
R, Hettich, Németorszag), majd a feliiliszo ledntése utan NucleoSpin Soil Kit (Macherey-Nagel
GmbH & Co KG, USA) segitségével a gyarto utasitasai szerint tortént a DNS kivonas a pelletbol.
A kivont DNS koncentraciojat és mindségét NanoDrop One Microvolume UV-Vis
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), valamit agar6éz gél-elektroforézis
segitségével ellendriztiik. Miutan T-RFLP analizissel (a 3.7. fejezetben leirtak alapjan)
meggy6zOdtiink a mikrokozmoszok parhuzamossagarol, az azonos tipusii mikrokozmoszokbol
1zolalt DN'S mintak azonos mennyiségét 6sszekevertiik a gradiens ultracentrifugalashoz sziikséges
ellendriztiik NanoDrop segitségével. Tovabbi felhasznaldsig -80°C-on tartottuk a kivont és

osszemért DNS-t.

3.11.3. A mikrokozmoszokbdl izolalt DNS gradiens ultracentrifugalisa

A cézium-kloridos gradiens ultracentrifugalas elvégzése soran Lueders és munkatarsai (2004),
valamint Winderl és munkatarsai (2010) altal kozolteket vettiik alapul. Els6ként 6sszeallitottuk a
gradiens puffert a kovetkezéek szerint: 0,1 M Tris-HCI (pH 8), 0,1 M KCI, 1 mM EDTA. A
pufferbe annyi szilard CsCl-ot (CAS: 7647-17-8, tisztasag: > 99.995 %, Calbiochem, Merck,
Darmstadt, Németorszag) mértiink, hogy az oldat atlagos stiriisége a CsCl-ra vonatkoztatva 1,72
g/mL legyen. Egy adott siirliségli CsCl-oldat elkészitéséhez a CsCl tomegszazaléka a
kovetkezOképpen szamithatod ki: tomeg% = 137,48 — 138,11/p (Ausubel et al. 1998), ahol a p a

kivant strtiség, azaz esetiinkben 1,72 g/mL. A képlet alapjan hozzavet6leg 57 m/m%-os CsCl
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oldatot készitettiink (57,18 g CsCl-ot adtunk 42,82 mL pufferhez). Ezt kovetéen mintanként ~1
ng mennyiségii DNS-t mértiink hozza a CsCl gradiens oldathoz, melyet 20 mL-es ultracentrifuga
csovekbe toltottiink, majd 68 oOran keresztiil, 180 000 g-n centrifugaltuk vertikalis rotor
segitségével Sorvall Combi tipusu ultracentrifugaban. A centrifugélt gradienseket alulrél felfelé
milliliterenként 1,5 mL-es centrifugacsévekbe gytijtottiik (6sszesen 18 db frakciot), majd analitikai
mérlegen megmértiik és kiszamitottuk az egyes frakciok stirtiségét. A DNS-t ezt kovetden 30%-
os polietilénglikollal (PEG 6000, Merck Life Science Kft., Németorszag) csaptuk ki a CsCl
gradiens oldatbol Griffiths és munkatarsai (2000) altal leirtak szerint. Ehhez 30%-0s PEG 6000 és
1,6M NacCl oldatbol allo elegybdl kétszeres mennyiséget mértiink az egyes frakciokra, majd 2 6ran
at szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden 18 000 g-n, 4°C-on 10 percen at centrifugaltuk,
majd 150 puL 70%-os jéghideg etanollal mostuk (5 perc centrifugalas 10 000 g-n, 4°C-on), majd
leveg6n szaritottuk a mintakat, melyeket végiil 30 uL Tris-EDTA pufferben (0,1M Tris-HCI; 1mM
EDTA; pH 7,4) vettlink fel és a DNS-t -80°C-on taroltuk a tovabbi felhaszndldsig. Az egyes
frakciok DNS tartalmat Qubit (ThermoFisher Scientific Inc., USA) késziilék felhasznalasaval
ellendriztiik a gyartd utasitasai szerint, mely alapjan az 1-2-es, valamint a 15-18-as frakciokat

kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl.

3.11.4. Az egyes frakciok 16S rDNS képiaszamanak meghatarozasa qPCR segitségével

Osszesen 12 frakcio (3-14-ig) esetében allapitottuk meg a 16S rDNS képiaszamot qPCR
nyomon kovetni, mely lehetdséget ad arra, hogy a kiinduldsi DNS templat mennyiségét nagy

pontossaggal meg tudjuk hatarozni. Az abszolut kvantifikiciohoz sziikség van egy kalibracios

crey

crer

transzformaltuk a TOPO® TA Cloning® Kit segitségével a gyartd utasitasai szerint, majd High-
Speed Plasmid Mini Kit (Sigma-Aldrich, Németorszag) felhasznalasaval plazmidot izolaltunk és
NanoDrop segitségével megmeértiik, majd kiszamitottuk a 16S rDNS koncentraciot. A qPCR soran
interkalalodo Eva Green fluoreszcens festéket tartalmazé HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix
Plus (Solis BioDyne, Esztorszag) reagenst alkalmaztunk a gyart6 altal ajanlott protokoll szerint.
A 16S rRNS gének amplifikaciojahoz Ba519f (5> AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) és
907r (5’-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT-3’) primereket (Stubner, 2002) hasznaltunk. A
méréseket az Applied Biosystems StepOne™ real-time PCR késziilékkel végeztiik el az alabbi

hdprofilt alkalmazva, 40 ciklus esetében (Lueders et al. 2004):
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= kezdeti denaturaciod
» denaturacid

= annelacid

= clongacid

= extenzid

= hiités

Ezt kdvetéen az adatok elemzését a StepOne™ Plus Real-Timer PCR System v2.3 szoftver

94 °C 3 perc
94 °C 30mp
52°C 30 mp
72 °C 60 mp
72 °C 5 perc
4°C o

40 ciklus

cyey

kontroll mintakéhoz viszonyitva. Minden kontroll-, és frakciobodl szarmazé DNS minta esetében

harom parhuzamosban tortént a futtatas.

3.11.5. 16S rDNS amplikon szekvenalas a frakciokbol

Az eredeti, frakcionalas el6tti aerob és mikroaerob kozosségbdl kivont DNS mintakbol, illetve

a qPCR segitségével meghatarozott 16S rDNS kopiaszamok alapjan sikeresen elkiilonitett konnyt

(*2Cs) és nehéz (**Cs) DNS frakciok csticsaibol, valamint a koztes frakciokbol 16S rDNS Hlumina

amplikon szekvendlds tortént a 3.8.2. fejezetben leirtak szerint, hogy végiil beazonositsuk a

mikrobak6zosség azon tagjait, melyek képesek a benzolt metabolizalni aerob és mikroaerob

kortilmények kozott.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Mikroaerob benzollebont6 dusitétenyészetek benzol biodegradaciés hatékonysaga

és baktériumkozosségeinek vizsgalata

Ahhoz, hogy hatékonyan Iéphessiink fel a felszi alatti kozegeket érinté kdolajszennyezésekkel
szemben, fontos az Oshonos mikrobakdzosségek vizsgalata. Foként az oxigénszegény
kornyezetben perzisztensnek szamito benzol esetében kiemelkedden fontos azoknak az autochton
torzseknek az azonositidsa és izoldldsa, melyek képesek hatékonyan bontani ezt az aromads
vegyliletet, lehetévé téve a mikroaerob benzollebontds mélyebb megértését ezen fajok élettani
jellemzOinek és genomjanak tovabbi behatd tanulmanyozasaval. Jelen kisérlet keretein beliil
szerettilk volna megvizsgalni, hogy az oxigénlimitacionak milyen szerepe van a benzollebontd
baktériumko6zosség alakulasara, illetve tovabbi célunk volt a hatékony benzolbonto képességgel
rendelkezd 1 fajok izolaldsa. Ezen kiviil meg szerettiik volna vizsgéalni, hogy egyéb BTEX
vegyliletek jelenléte hogyan befolydsolja a benzollebontast ¢s a mikrobakdzosség alakuldsat
oxigénszegény kornyezetben. A kérdéseink megvalaszoldsa érdekében mikroaerob (< 5 mg/L
mennyiségben BTEX vegyiiletek keverékét tartalmazo dusitdtenyészeteket allitottunk Ossze a
siklosi aromas vegyiiletekkel szennyezett teriilet talajviziiledék mintdjanak (3.1. fejezet)
felhasznélasaval az Anyag és modszer fejezet vonatkozd részeiben ismertetett modon (3.2.

fejezet).

4.1.1. A mikroaerob benzol biodegradacié hatékonysaga a Kkiilonbozé tipusu
dusitotenyészetekben

A siklosi tliledékes talajviz mintabol 1étrehozott, 6t héten at fenntartott és atoltott, mikroaerob,
benzol és BTEX keverék tartalmi dusitotenyészetekben az 6todik hétre stabil mikorbakozosség
alakult ki. Az utolsé héten a DNS izolalas el6tt 24 oOranként nyomonkovettiik az aromas
szénhidrogének fogyasat az iivegekben GC-MS segitségével (7. A; B abra).

A BTEX vegyiiletek kozotti szubsztrat interakciokrol aerob koriilmények kozott szamos
tanulmany szol (Arvin et al. 1989, Chang et al. 1993, Oh et al. 1994, Littlejohns és Daugulis 2008),
azonban oxigénlimitalt kornyezetben a tobbi aromas szénhidrogén vegyiilet benzol-
biodegradacidra gyakorolt hatasarol kevés informécié all a rendelkezésiinkre. Dou és munkatérsai
(2008b) tanulmanya alapjan a teljesen anaerob koriilmények kozott végzett szubsztrat-interakcios
kisérletek eredménye jelentdsen eltért az aerob koriilmények kozott tapasztaltaktol. Emiatt érdekes
megfigyelni, hogy a BTEX keverék tartalmu dusitotenyészetekben hogyan zajlott az egyes

vegyiiletek lebontasa, esetiinkben mikroaerob koriilmények kozott, mely paraméterek mellett nem
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all rendelkezésiinkre irodalmi adat a BTEX vegyliletek kozotti serkentd, gatld és kometabolikus

folyamatok tekintetében.
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7. ébra: Az 6todik heti dusitotenyészetek BTEX lebontdsanak nyomon kovetése. A BTEX
vegyliletek mennyiségét a kiindulasi koncentracidhoz (0. 6radban tortént GC-MS mérés)
képest %-o0s aranyban abrazoltuk. A- a mikroaerob benzollebontas 6sszehasonlitasa a benzol
(BEN) és BTEX keverék (KEV) tartalmu dusitotenyészetekben; B- a BTEX keverék tartalmu
dusitotenyészetekben (KEV) 1év6 aromas szénhidrogén komponensek fogyasa. A (B) abra
abiotikus kontrollja valamennyi BTEX vegytilet 24 6ranként mért atlagabol adodott

(6sszesen 60 pL/L koncentracidban).
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hasonlitottuk &ssze, mely alapjan kisebb kiilonbséget tapasztaltunk a csak benzolt tartalmazo
dusitotenyészetek és a BTEX keverék tartalmu disitotenyészetek benzolbontd hatékonysagaban.
Nagyobb mértékben indult meg a benzollebontas 24 6ran beliil a keverék tartalmu dusitoban, 48
oran beliil mindkét tipusu dusitotenyészetben kozel a felére csokkent, majd ezt kovetden a csak
benzolt tartalmazoban 72 ora utan, a keveréket tartalmazdban pedig 120 6ra elteltével csokkent le
a kiindulasi benzolkoncentracié 10% ala.

A7.(B) abran a BTEX keverék tartalmu dusitotenyészetek esetében mért BTEX koncentraciok
lathatok. Az abra alapjan megfigyelhetd, hogy a vegyiiletek koziil leghamarabb az etil-benzol és a
toluol fogyott el teljesen, illetve amig ez a két vegyiilet jelen volt a tenyészetben, addig a
benzollebontas mértéke is nagyobb volt. Dou és munkatarsai (2008b) megfigyelték, hogy
oxigénszegény kornyezetben a toluol és az etil-benzol egymasra, valamint a benzol
fejtenek ki és csokkentik a benzolbontas hatékonysagat, mely egybe vag az Aaltalunk
tapasztaltakkal, ugyanis csak xilol vegyiiletek jelenlétében valoban kisebb mértékli lebontasi
hatékonysagot tapasztaltunk, mint az elsé 24 6rdban. Az elsd nap a xilol vegyiiletek is nagyobb
titemben fogytak, melynek hatterében szintén a toluol és etil-benzol jelenléte lehet, melyek
alacsony koncentracioban serkentd hatast gyakorolhatnak a xilol izomerek lebontasara.
Ugyanakkor a xilolok, féként a p-, és 0-xilol kometabolikus lebontasat is megfigyelték toluol
jelenlétében (Chang et al. 1993, Oh et al. 1994, Littlejohns és Daugulis 2008), ugyanis a két
vegylilet hasonlosagabol adodoan lebontasi utvonalaik atfednek egymassal (Evans et al. 1992,
Tsao et al. 1998). Aerob koriilmények kozott a benzol hatasara az o0-xilol és p-xilol vegyiiletek
szintén kometabolizalodtak (Chang et al. 1993, Oh et al. 1994, Littlejohns és Daugulis 2008),
ugyanakkor anaerob viszonyok esetében a benzol jelenlétében csokkent mindharom xilol izomer
bontasi hatékonysaga (Dou et al. 2008b). Az altalunk 6sszeallitott kisérletben feltételezhetéen a
az els6 24 ora utan jelentésen cs6kkend mennyiségii benzol, p-, m-, és 0-xilol vegyiiletek esetében

miért volt sziikség tovabbi 96 drara, hogy teljesen eltlinjenek az tivegekbdl.

4.1.2. 16S rDNS T-RFLP elektroferogramok klaszteranalizise

Az otodik heti végponti mintak baktériumkozosségeinek Osszetételét T-RFLP analizis
segitségével vizsgaltuk, melynek elsddleges célja az volt, hogy a dusitasok sikerességét
ellendrizziik, fontos szempont volt tehat, hogy egy altalanos képet kapjunk a baktériumkozosségek

alakulasarol ¢és diverzitdsardl, azonban foként a kiilonboz6é tipusu dusitok kozt lathatd
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kiilonbségekrél akartunk meggy6z6dni, valamint arr6l, hogy a parhuzamos dusitok milyen
mértékben tekinthet6k valoban parhuzamosnak.

Bray-Curtis hasonlosagi indexet alkalmaztunk a mikrobakozosségek kozotti hasonlosag vagy
tavolsag kiszamitasahoz és a hasonlosagi dendogramok elkészitéséhez (8. abra). A Bray-Curtis
hasonlésagi index az adott mintakat valaminek a jelenléte vagy hianya, illetve abundancia adatok
alapjan, az atfed6 komponensek megszamlalasaval szamitja ki és hasonlitja dssze (Bray és Curtis

1957, Su 2021).
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8. abra: Az 6tddik heti dusitotenyészetek parhuzamos mintaibol készitett 16S rDNS alapu T-
RFLP elektroferogramok klaszteranalizise Bray-Curtis hasonlosagi index alapjan. BEN-

benzol tartalmu dusitotenyészet; KEV- BTEX keverék tartalmu dusitotenyészet.
A klaszteranalizis eredményei alapjan a harom parhuzamos benzollebontd (BEN1, BEN2,

BEN3) és harom BTEX-keverék (KEV1, KEV2, KEV3) tartalmt dusitotenyészet koziil a BEN 1
¢s BEN3, valamint a KEV2 és KEV3 mintdk mutattak nagyfokt parhuzamossagot egymassal, mig
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a BEN2-es tenyészet inkabb a KEV2 és KEV3 mintakkal klaszterez6dott, addig a KEV1 baktérium
kozosségének Osszetétele valamennyi dusitotenyészettdl eltért a T-RFLP vizsgalatok alapjan.
Annak ellenére, hogy a Bray-Curtis index alapjan az emlitett mintak eltértek a
parhuzamosaiktol, érdekes kérdést vetett fel, hogy ellendrzotten mikroaerob koriilményeket
fenntartva ugyanazzal a kisérleti beallitassal milyen egyéb kozosségalkotok szaporodhatnak fel,
ezért a KEV1 és a BEN2 mintdkat nem zartuk ki a tovabbi vizsgalatokbol, hanem

amplikonszekvenalassal (4.1.3. fejezet) kerestiik tovabb a valaszt a jelenségre.

4.1.3. A disitotenyészetek mikrobakozosségeinek oOsszetétele 16S rDNS amplikon
szekvenalas alapjan

A dusitotenyészetek mikroba kozosségeit 16S rDNS Illumina amplikon szekvenalassal
vizsgaltuk tovabb, hogy azonositsuk a dominans koézosségalkotd baktériumokat a kiillonbozo
tipusu dusitotenyészetekben (9. abra).

Mindkét tipusu dusitotenyészetben a proteobaktériumok (Gjjabban Pseudomonadota torzs)
dominaltak leginkabb, ezen beliil is a Betaproteobacteriales rend (korabban Betaproteobacteria
osztaly) és a Comamonadaceae csalad tagjai voltak jelen a legnagyobb mennyiségben, emellett a
Pseudomonadales rendbe (Gammaproteobacteria) tartozo baktériumok mennyisége volt
kiemelked6, valamint azonositottuk a Caulobacterales, Lysobacterales, Mycobacteriales,
Holophagales, Flavobacteriales, Rodocyclales és Hyphomicrobiales rend képviseldit is. A
Betaproteobacteriales rend és azon beliil is leginkabb a Comamonadaceae csalad tagjairdl a
szakirodalomban kozismert, hogy dominans kozosségalkotok aromas szénhidrogénekkel
szennyezett teriileteken, ugyanis e csaladba olyan nemzetségek tartoznak, melyek a benzolgytiri
felnyitasdhoz 1.2.C-tipust katekol-dioxigenaz enzimeket hasznalnak, igy jelentds szerepet toltenek
be a BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, felszin alatti, oxigénlimitalt kornyezetek
baktériumkozosségeiben (Fahy et al. 2006, Nestler et al. 2007, Tancsics et al. 2012, 2013).

Akarcsak a tisztan benzoltartalmt dusitotenyészetekben, a keverék tartalmuakban is a benzol
volt a legfébb szénforras és ennek megfelelden szembetling a baktériumkozosségek dsszetételének
nagy mértékll hasonldsaga. Azonban a dominans tagok aradnya jelentdsen eltért egymastol a két
tipusu tenyészetben, illetve a pArhuzamos tenyészetek esetében is megfigyelhetd volt ez a jelenség,

ahogy azt a T-RFLP eredmények is eldrevetitették mar korabban.
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9. abra: A BEN ¢és KEV dusitotenyészetek baktériumkozosségeinek nemzetség szintii

eloszlasa a 16S rRNS gén Illumina amplikon szekvenalasi adatai szerint. Csak az 1%-nal

nagyobb abundanciaval rendelkezd taxonokat abrazoltuk.

A dusitotenyészetek baktériumkozosségeit nemzetség szinten vizsgalva megallapithatjuk,

hogy a csak benzolt tartalmazo dusitotenyészetekben féleg a Rhodoferax nemzetség tagjai

dominaltak a kozosséget (58-63%), emellett az Acidovorax nemzetségbe tartozok voltak jelen a

legnagyobb mennyiségben, kivéve a BEN1 mintat, melyben a Pseudomonassal (16%) kozel

azonos aranyban detektaltuk a jelenlétiiket. A BEN2 dusitoban az Acidovorax nemzetség Volt a

legdominansabb (12-79%), ezen kiviil mindharom benzol tartalmu dasitoban megjelentek Kisebb

mértékben a Pseudomonas nemzetség képviseldi is (3-16%). Ezzel szemben a BTEX-keverék
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tartalmt dusitotenyészetekben a Pseudomonas nemzetség volt az uralkod6 kozosségalkotd (49-
89%), az Acidovorax-ok ebben az esetben is jelentds abundanciaval képviseltetettek (7-40%), a
Rhodoferax nemzetség pedig maximum 10%-os relativ gyakorisaggal tiint fel a KEV2-es
dusitotenyészetben, a KEV1 és KEV3 mintakban pedig elenyész6 volt a mennyisége (2 és 0,2%).
A legjelentésebb nemzetségek mellett a Geothrix és a Brevundimonas nemzetségeket is
azonositottuk a keverék tartalma dusitokbol, illetve az Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium, Azoarcus, Pseudoxanthomonas ¢s Xanthobacter nemzetségek
detektalasara is sor keriilt a benzollebonto tenyészetekbdl. Az utobbi két nemzetség tagjai foként
a BENZ2-es mintaban fordultak el6, a masik két, csak benzolt tartalmazo mintaban 1% alatti relativ
gyakorisaggal voltak jelen. Ezen kiviil kizarélag a BEN2-es mintabol kertiltek el6 a Rhodococcus
nemzetség képviseldi is. A Sediminibacterium is féként a harom benzollebont6 tenyészetben volt
megtalalhatd, azonban a KEV2-es mintaban is sikeriilt detektalni a jelenlétét.

A BEN2 ¢és KEV1 mintdkban a parhuzamosaiktol eltéréen egy kevésbé diverz
baktériumkozosség alakult ki, melykben egy-egy nemzetség tagjai kiemelkedé novekedést
mutattak. A BEN2 mintaban a csak benzolt tartalmazé duasitotenyészetekre jellemz6 Acidovorax,
mig a KEV1-es mintaban a szintén a BTEX keveréket tartalmazé disitotenyészetekben dominans
Pseudomonas mutatott sokkal intenzivebb novekedést, mely adodhatott a kezdeti tiledékes talajviz
minta inhomogenitasabol is, illetve az is eléfordulhat, hogy ezek a fajok a szénforrasért folytatott
kompeticié sordn hiarom mintabol egyben sikeresebbnek bizonyultak tarsaiknal, mely nem
szokatlan jelenség.

A Rhodoferax nemzetség szénhidrogénnel szennyezett felszin alatti teriileteken betoltott
okologiai szerepérdl keveset tudunk, ugyanis a nemzetséghez jelenleg mindossze tiz érvényesen
leirt faj tartozik (http18). Korabbi tanulmanyok azonban kimutattak a Rhodoferax nemzetséghe
tartozd baktériumok jelenlétét aromas szénhidrogénekkel szennyezett Okoszisztémakban,
kiilonosen a Rhodoferax ferrireducens és R. antarcticus fajokkal kozeli rokonsagban allok
elé6fordulasa volt gyakori (Alfreider és Vogt 2007, Aburto és Peimbert 2011). A Rhodoferax
nemzetséget a siklosi karhely korabbi vizsgalatai soran szintén sikertilt azonositani (Tancsics et al.
2012, 2013, Farkas et al. 2017). Ezen kiviil Tancsics és munkatarsai (2023) mikroaerob xilol-bonto
dusitotenyészetek metagenom adataibol rekonstrualtak egy olyan Rhodoferax nemzetségbe tartozo
baktériumfaj genomjat, melyben azonositottak a katekol-2,3-dioxigenaz enzimet egy tobb
komponensi fenol-hidroxilaz (mPH) rendszer részeként, illetve tobb teljes meta-hasitasi utvonalat
kodolo génklasztert, mely kutatasi eredmények ravilagitottak arra, hogy a mikroaerob BTEX-
szennyezett kdrnyezetekben feldusulo Rhodoferax-ok a szennyezdanyagok lebontasanak aktiv
résztvevOi lehetnek. A szekvenalas soran kapott Rhodoferax OTU-k nagy része (39%) a

Rhodoferax saidenbachensis fajhoz volt kothetd, mellyel 98,7%-os 16S rRNS génszekvencia
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hasonlosagot mutatott. A R. saidenbachensis egy rendkiviil lassan novo, pszichrotolerans
baktérium €s korabban nem hoztak 6sszefiiggésbe aromaés szénhidrogének lebontasaval (Kaden et
al. 2014). A Rhodoferax OTU-k igen kis hanyada (0,3%) a Rhodoferax antarcticus fajjal mutatta
a legkdzelebbi rokonsagot minddssze 95,5%-o0s szekvenciahasonlosaggal.

A Pseudomonas nemzetségbe tartozo baktériumok kiemelked6 szerepe az aromas
szénhidrogének lebontasaban ugyanakkor megkérddjelezhetetlen és széles korben vizsgalt
modellorganizmusai az aerob BTEX-bontasnak (Abuhamed et al. 2004, Kim et al. 2005), bizonyos
torzsek akar mind a hat aromas szénhidrogén lebontasara is képesek (Szentgyorgyi et al. 2022).
Annak ellenére, hogy a Pseudomonas fajok aerob biodegradacios képességérdl lehet foként
olvasni a szakirodalomban, az altalunk vizsgalt felszin alatti, oxigénlimitalt karhely korabbi
vizsgalatai soran sikeriilt egy mikroaerob xilol-bont6é dusitdtenyészetbél a Pseudomonas
aromaticivorans MAP12" torzset izolalni, mely bizonyitottan rendelkezett 1.2.C C230 génnel és
képes volt a benzolt, toluolt, valamint a meta-, és para-xilolt mikroaerob koriilmények kozott is
hatékonyan bontani (Banerjee et al. 2022b), mely eredmény alapjan feltételezhetd, hogy a sikldsi
karhelyen 1évé Pseudomonas fajhoz tartozd dominans baktériumtorzsek adaptalodtak az
oxigénszegény kornyezethez és fontos kozdsségalkotd tagok ilyen koriilmények kozott is. A
Pseudomonas nemzetséget képviseld legjelentésebb OTU a P. fildesensis fajhoz volt kothetd
99,1%-0s 16S rRNS génszekvencia hasonlosaggal, melynek tipustorzse egy Antarktisz talajabol
izolalt pszichrotolerans baktérium (Pavlov et al. 2020) és a szénhidrogének lebontasaban betoltott
szerepére ezidaig nem deriilt fény. A Pseudomonas-okhoz hasonléan az Acidovorax nemzetség
tagjai is gyakran megfigyelheték kdolajszarmazékokkal szennyezett teriileteken (Aburto et al.
2009, Singleton et al. 2018), példaul az A. delafieldii és A. defluvii fajok jelenlétét lehetett
megfigyelni aromas szénhidrogénekkel szennyezett karhelyeken (Alfreider és Vogt 2007, Révész
et al. 2020a, 2020b, Banerjee et al. 2022a). A dusitotenyészetekben Kimutatott, Acidovorax
nemzetséget képviseld legjelentésebb OTU szintén az A. delafieldii-vel allt legkdzelebbi
rokonsagban, mellyel 99,4%-0s 16S rRNS génszekvencia hasonlosagot mutatott. Emellett a
Pseudomonas nemzetség tagjaival egyiitt az Acidovorax-ok dominans kozosségalkotd szerepérdl
szamoltak be kordbban Banerjee ¢és munkatirsai (2022a), melyeket a siklosi karhely
talajvizmintajabol 1étrehozott xilol-bontd dusitotenyészetbél mutattak ki. Mikroaerob, BTEX-
lebont6 dusitétenyészetekben korabban dominans kozosségalkotoként irtak le Benedek és
munkatarsai (2018), valamint az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 klonszekvenciak egyik tipusa a
legnagyobb hasonlosagot egy Acidovorax torzs C230 génjével mutatta (Benedek et al. 2018).
Ezen kiviil Kiesel és munkatarsai (2008) szerint egy, az Acidovorax facilis fajba tartozo torzs egy
nagy oxigénaffinitasti klorkatekol-1,2-dioxigendz enzim segitségével képes volt hipoxikus

koriilmények kozott az aromds benzolgylirii felnyitdsara és a klor-benzol lebontdsara. A
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Rhodoferax, Acidovorax és Pseudomonas nemzetségbeli baktériumok BTEX-lebontasban
betoltott szerepe azonban nem csak regionalis jelenség, Aburto €s Peimbert (2011) munkassaga
soran szintén minharom csoport tagjat azonositotta egy Egyesiilt Kiralysagbeli (UK) petrolkémiai
tizem (SIReN) alatt fekvo talajvizrétegbdl szarmazo mintak felhasznalasaval 1étrehozott benzol-
toluol keveréeket tartalmaz6 mikrokozmoszbol.

A kevésbé uralkodo kozosségalkoto tagok koziil a Sediminibacterium és a Rhizobium mindkét
tipust dusitotenyészetben jelen volt. Korabban kdolajjal szennyezett kornyezetekbdl mutattak ki
az emlitett nemzetségekbe tartozo fajokat (Lindstrom et al. 2003, Gonzalez-Paredes et al. 2013,
Poi et al. 2018, Banerjee et al. 2022a, Chen et al. 2022). A Xanthobacter nemzetség tagjai a csak
benzolt tartalmazé duasitokban voltak jelen. A Xanthobacter fajokat gyakran hasznaljak
biodegradacids célokra, mivel szerepet jatszhatnak kiilonb6z6 xenobiotikumok lebontasaban, mint
példaul a klorozott szénhidrogének, alkének, ciklohexan vagy fenol (van Ginkel és de Bont 1986,
Janssen et al. 1989, Trower et al. 1985, Nagamani et al. 2009). Kizarolag a BEN2-es mintabol
kimutatott Rhodococcus nemzetség szamos tagja jol ismert alkanlebonto, foként aerob
Révész et al. 2020b), azonban a nemzetség nagy méretli genomja és széleskorli metabolikus
képességei miatt az aromds szénhidrogénvegyiiletek hasznositasdra is alkalmasak, valamint
szamos egy¢b xenobiotikum, vagy akar mikotoxinok esetében is ismert a Rhodococcus-ok lebonto
képessége (Martinkova et al. 2009, Cserhati et al. 2013). Szintén a BEN2-es benzolbonto
dusitotenyészetbdl a fent emlitetteken kiviil a Pseudoxanthomonas nemzetséget mutattuk ki,
melynek szdmos tagja képes a xenobiotikumok széles skalajat hasznositani, ugyanakkor néhany
faj BTEX bonto képessége is ismert (Kim et al. 2008 Patel et al. 2012 Lu et al. 2019). A benzol
tartalmu dusitotenyészetekben ugyan csekély relativ gyakorisdggal, de sikeriilt kimutatni az
Azoarcus nemzetséget is, mely tagjai kozismert aromas szénhidrogén és BTEX lebontok (Anders
et al. 1995, Song et al. 2001, Mechici et al. 2002, Cavalca et al. 2004, Sperfeld et al. 2018), a
siklosi karhelyen is tobbszor beszamoltak mar a jelenlétiikrdl (Tancsics et al. 2013, Farkas et al.
2017).

A keverék tartalmu dusitotenyészetekbol kimutatott Brevundimonas nemzetségrol szintén
kozismert, hogy  kozOsségalkotd  tagja az  olajszennyezésnek  kitett  teriiletek
baktériumkozosségeinek  és  bizonyos  torzsek  hatékonynak  bizonyultak a  tengeri
kdolajszennyezések felszamolasaban, illetve a szintetikus kendolaj bioldgiai lebontasaban vettek
részt (Lee et al. 2010, Chaudhary és Kim, 2018, Wang et al. 2016, Basuki 2017). A Geothrix
nemzetség csak a KEV2-es mintaban volt jelen csupan 1%-os gyakorisaggal. A nemzetség tagjai
foként vasredukalo tulajdonsagukrol ismertek (Han et al. 2022). Egyik képviseljiiket, a Geothrix

fermentans-t azonban egy kéolajjal szennyezett iiledék vas(ll1)-redukald zonajabol izolaltak és
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anaerob toluol lebontasra képes (Coates et al. 1999). A nemzetséget képviselé6 OTU szintén ezzel
a fajjal mutatta a legnagyobb hasonldsagot (97,4%) a 16S rRNS gén alapjan. A faj egy obligat
anaerob szervezet, igy feltételezhetd, hogy két oxigénpodtlasi idészak kozott atmenetileg anaerob
viszonyok is uralkodtak a duasitotenyészeteinkben, mely kedvezett a G. fermentans
elszaporodasanak.

A szakirodalombol vett példak Osszhangban vannak az altalunk kapott eredményekkel és
megerdsitik a feltevéseinket, miszerint a Rhodoferax nemzetség dominans kozosségalkoto
mikroaerob kortilmények kozott az egyféle szén-, és energiaforrason, az altalunk végzett
kisérletekben csak benzolon dusitott k6zosség esetében. Ezzel szemben a Pseudomonas nemzetség
tagjai valamennyi monoaromas szénforrds hasznositasara képesek lehetnek, igy a kevert BTEX
szennyezések esetén a kozosségek dominans tagjaiva valhatnak, ahogy azt az altalunk vizsgalt
dusitotneyészetek eredményei is mutattak. Az Acidovorax nemzetség tagjai pedig a megfeleld
szénforras esetében egyféle BTEX vegyiilet és kevert monoaromads szénhidrogénekkel szennyezett
kozegben is egyarant kiemelkedd szerepet jatszhatnak a lebontasban. Mindharom nemzetség
esetében sikertilt bepillantast nyerni a siklosi karhelyrdl szarmazé példafajokon keresztiil a BTEX-
lebontas genetikai hatterébe, mely alapjan feltételezhetd, hogy e nemzetségek tagjai szert tettek a
kozosségben horizontalis géntranszfer utjan terjedd katekol-2,3-dioxigenaz génre és a BTEX-

lebontasi titvonal egyéb génjei altal kddolt enzimkészletre.

4.1.4. A dusitotenyészetekbdl izolalt tenyésztheté baktériumkozosség osszetétele és a C230

funkciogén vizsgalatanak eredményei

A hagyomanyos tenyésztési eljaras soran dsszesen 26 db baktériumtorzs izolalasara keriilt sor
a dusitotenyészetek tipusonként 6sszevont mintaibol, 13 db-ot a kizarélag benzolt tartalmazokbol,
13 db-ot pedig a BTEX-keverék tartalmt dusittenyészetbdl vontunk tenyésztésbe, valamint az
izolalt baktériumtorzsek esetében vizsgaltuk az I.2.C-tipusu katekol-2,3-dioxigenaz (C230) gének
meglétét, hogy a tenyésztett baktériumkozosség potencialis BTEX-bontd tagjait azonositsuk. A faj
szinten beazonositott izolalt baktériumtorzsek €s a funkciogénvizsgalat eredményeit a 3. tablazat

tartalmazza.

54



3. tablazat: A dusitotenyészetekbdl izolalt baktériumtorzsek megnevezése és az 1.2.C C230

funkciogének meglétének vizsgalata (-: az 1.2.C C230 funkcidégén hidnya, +: az 1.2.C C230

funkcidogén megléte a PCR eredményei alapjan).

Torzs 16S rDNS Hasonlésag 2.C

Kéd Legkozelebbi rokon (tipus torzs) hossza (bp) (%) C2’30
gén

Benzolbonté dusitétenyészet (BEN)
Bl Brucella cytisi ESC1T (AY776289) 1367 100
B2 Pseudomonas fildesensis KG01T (MK859934) 1360 99,78
B3 Rhizobium daejeonense KCTC 121217 (AY341343) 1298 98,15
B4 Rhodococcus aetherivorans 10bc3127 (AF447391) 1417 99,85
B5 Pseudomonas moorei RW10T (AM293566) 1438 99,86
B6 Brucella cytisi ESC1T (AY776289) 1363 100
B7 Ideonella benzenivorans B7T (MZ041034) 1413 100
B8 Rhodococcus aetherivorans 10bc312T (AF447391) 1405 99,93
B9 Pseudomonas fildesensis KG0O1™ (MK859934) 1414 99,36
B10  Xanthobacter flavus 3017 (X94199) 1386 99,78
B11  Pseudoxanthomonas humi THG-MM13T (KM598260) 1430 98,51
B12  Rhizobium selenitireducens ATCC BAA-1503" (JAEG01000027) 1367 99,78
B13  Pinisolibacter aquiterrae B13™ (MZ047316) 1366 100

BTEX-keverék lebonté dusitétenyészet (KEV)
K1 Brevundimonas mediterranea V4.BO.10T (AJ227801) 1343 99,78
K2 Pseudomonas moorei RW10T (AM293566) 1412 99,21
K3 Brucella cytisi ESC1T (AY776289) 1356 100
K4 Pseudomonas aromaticivorans MAP12T (OK324373) 1402 100
K6 Brevundimonas mediterranea V4.BO.10T (AJ227801) 1338 99,77
K7 Ferrovibrio denitrificans S3T (AF508113) 1365 99,26
K8 Pseudomonas aromaticivorans MAP12T (OK324373) 1388 100
K9 Rhizobium selenitireducens ATCC BAA-1503" (JAEG01000027) 1369 100
K10  Brucella cytisi ESC1T (AY776289) 1349 100
K11  Pseudomonas moorei RW10" (AM293566) 1416 99,86
K12  Pseudomonas aromaticivorans MAP12T (OK324373) 1402 99,86
K13  Rhizobium selenitireducens ATCC BAA-1503" (JAEG01000027) 1375 99,78
K14  Pseudomonas aromaticivorans MAP12T (OK324373) 1430 99,86
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Bar napjainkban a tenyésztési €s molekuldris technikak fejlodésével megddlt Amann ¢€s
munkatarsai (1995) altal felallitott paradigma miszerint a baktériumok mindossze 1%-a vonhato
tenyésztésbe (Martiny 2019), ugyanakkor a baktériumok adaptacios képességét figyelembe véve
szamos, a tudomény szamdara ismeretlen faj izolalasara nyilik lehetéség egy aromas
szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti karhelyen, mely erds szelekcios nyomast gyakorol az
ott ¢él6 endemikus kozosségre. Emiatt érdekes megvizsgalni a tenyésztett kozosséget, melybe
szamos olyan faj tartozik, amely az amplikon szekvenalas soran nem érte el az 1%-os relativ
gyakorisagot, emiatt nem keriilt feltiintetésre az abrainkon, ugyanakkor aktiv résztvevdje lehet a
mikroaerob benzolbontasnak

Tenyésztéses eljarassal a dominans kozosségalkotd fajok koziil egyediill a Pseudomonas
nemzetségbe tartozokat sikertilt izolalni mindkét tipusu dusitotenyészetbdl jelentdsebb aranyban,
Osszesen az izolatumok kozel 40%-at tették ki. A Pseudomonas fajok dominancidja a tenyésztett
kozosségben magyardzhatd azzal, hogy ezek a baktériumok széles pH-, hdmérséklet-, és
sotartomanyban képesek novekedni, diverz metabolikus képességgel rendelkeznek, mely lehetdvé
teszi szamukra, hogy sokféle kdrnyezetben €s tapanyagforrason fejlddjenek, igy a konnyebben
tenyészthetd fajok koz¢ tartoznak (Pandey et al. 2006, LaBauve és Wargo 2012). A Pseudomonas
fajok mellett a Rhodococcus, Xanthobacter és Rhizobium nemzetség tagjait sikeriilt kimutatni
tenyésztéses eljarassal és amplikonszekvenalassal is, ezeket kivéve azonban a tenyésztés
eredménye jelentdsen eltért az amplikon szekvenalas soran kapott fajosszetételtol és meglehetdsen
diverz, tiz kiilonbdz0 nemzetséget magaba foglald baktériumkozosség keriilt izoladlasra a
dusitotenyészetekbdl (10. abra). Annak feltételezheté magyardzata, hogy miért az
amplikonszekvendlads soran 1% alatti gyakorisdggal rendelkezd fajok szerepeltek foként a
tenyésztett fajok listdjan az lehet, hogy a dusitotenyészetekben nagy relativ abundancidval
jelenlévé harom dominans faj a Pseudomonast kivéve nehezen tenyészthetdnek bizonyult. A
Rhodoferax nemzetség tagjainak a siklosi karhyelr6l torténd izolalasa tett kisérletek eddig nem
jartak sikerrel (Tancsics 2021) ugyanis ez a leszdrmazasi vonal feltehetden obligat mikroaerofil,
mely megneheziti az izolalast, a kis relativ abundanciaval jelenlévOket ezzel szemben konnyebb
volt tenyésztésbe vonni, ezért lathatjuk viszont ezeket a fajokat féként a tenyészett kozosségben.

A Pseudomonas fajok koziil a BTEX-keveréket tartalmazo dusitotenyészetekbdl a benzol-,
toluol-, és xilolbontd Pseudomonas aromaticivorans MAP12'-vel nagy szekvenciahasonlosagot
mutato torzseket sikeriilt tenyésztésbe vonni (K4, K8, K12, K14), a tipustorzset Banerjee €s
munkatarsai (2022b) izolaltak és irtdk le szintén a 2019-es oktoberi mintavétel soran a siklosi
karhelyrdl gytjtott talajvizmintabol 1étrehozott mikroaerob xilolbontd dusitdtenyészetbdl. Az
altalunk izolalt torzsek azonban az I.2.C-tipusu C230 gén jelenlétét kimutaté PCR soran negativ

eredményt adtak, igy a MAP12'-es tdrzzsel ellentétben nem bizonyitott, hogy rendelkeznek az
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aromas szénhidrogének mikroaerob lebontdsaban kulcsszerepet jatszd funkciogénnel. A
benzolbontd dusitotenyészetekbdl a Pseudomonas moorei és Pseudomonas fildesensis fajok
kertiltek eld, akarcsak az amplikon szekvenalas sordn. A két faj BTEX-bontd képességérol eddig
nem allnak rendelkezésilinkre szakirodalmi adatok, a P. moorei f6ként paracetamol és diklofenak
bonto tulajdonsagardl ismert (Zur et al. 2018, 2020), a P. fildesensis-t pedig mindmaig nem hoztak

Osszefliggésbe xenobiotikum-, és szénhidrogénlebontassal kapcsolatban.

(A) benzol tartalmu dusitotenyészet

Ideonella

Pinisolibacter

Pseudomonas
Pseudoxnathomonas

Xanthobacter

Rhodococcus Brucella

Rhizobium

(B) BTEX-keverék tartalmu dusitétenyészet

Ferrovibrio

Brevundimonas

Pseudomonas

Rhizobium

Brucella

10. abra: A dusitotenyészetekbdl izolalt baktériumtorzsek nemzetség szintli bemutatasa. A —
benzolbontd dusitdtenyészet tenyésztett baktériumkozossége; B — keverék (BTEX) tartalmu

dusitotenyészet tenyésztett baktériumkozossége.

Mindkét tipusu dusitotenyészetbdl eldkertiltek a Brucella és a Rhizobium nemzetségbe tartozo
fajok, melyeket Zhao és munkatarsai (2011) olajjal szennyezett talajok bioremediacidja sora
alkalmaztak egyéb mas fajokkal egyiitt konzorciumban. Ezen kiviil szamos egyéb tanulmany

emliti ezeknek a fajoknak a jelenlétét és szerepét a kdolajjal szennyezett teriileteken (Zhang et al.
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2021, Muthukumar et al. 2003, de la Cueva et al. 2016, Steliga et al. 2012). A dusitotenyészetben
faj szinten a Brucella cytisi, a Rhizobium selenitireducens és R. daejeonense fajokkal legnagyobb
szekvenciahasonlésagot mutatd torzseket izolaltuk, melyeket szénhidrogénekkel erésen
szennyezett talajmintakbol, illetve kbolajjal szennyezett talajban termé ndvények szarszoveteibol
mutattak ki klasszikus mikrobiologiai tenyésztéses eljarassal (Steliga et al. 2012, Abou-Shanab et
al. 2016, Mayer et al. 2019).

A BTEX-keverék tartalmu dusitotenyészetekbdl ezen kiviil a Ferrovibrio nemzetségbe tartozo
Ferrovibrio denitrificans fajjal legkdzelebbi rokonsagban allo torzset izolaltuk, mely vas(ll)-
oxidalo tulajdonsagarol ismert, fakultativ anaerob mikroorganizmus (Sorokina et al. 2012), igy
feltehetden jol helytall egy oxigénszegény, felszin alatti kornyezetben, mint amilyen az altalunk
vizsgalt karhely. A Ferrovibrio nemzetségbe tartozd Osszesen négy tipustdrzset valtozatos
helyekrdl izolaltak, pl. peszticidekkel kontaminalt szennyvizb6l vagy talajbol, azonban egy
kdolajszdrmazékokkal szennyezett talajban 1évo szivattyun kialakult biofilmbdl is kimutattak és
feltételezik a nemzetség szerepét a diklofenak lebontasban (Song et al. 2015, Dahal et al. 2018a,
Ryu et al. 2020, Papai et al. 2023). Ezen kiviil policiklikus aromas szénhidrogének
al. 2023). A BTEX keverék tartalmu dusitokbol tenyésztésbe vontunk tovabba egy, a
Brevundimonas nemzetségbe tartozo baktériumtorzset, mely a B. mediterranea fajjal all
legkozelebbi rokonsagban. Ezt a fajt kordbban olajszennyezett teriiletrl nem mutattak ki, foként
s6s, mélytengeri kornyezetbol izolaltak és irtak le (Fritz et al. 2005, Wang et al. 2020).

A kizardlag benzolt tartalmazo dusitotenyészetekbdl izolalt Xanthobacter flavus fajjal rokon
torzs a szakirodalom alapjan fenol, illetve klorbenzol bontd képessége ismert (Nagamani et al.
2009, Sommer és Gorisch 1997), ugyanakkor feltételezik, hogy a X. flavus baktériumtorzsek
hozzajarulnak a BTEX vegyiiletek biologiai lebontasahoz is (Kao et al. 2010). Szintén a
benzollebontd dusitdtenyészetekbdl izolaltuk a Rhodococcus aetherivorans torzset, mely a metil-
butil-éter bontd tulajdonsagarol ismert (Goodfellow et al. 2004), emellett egy kdolajvegyiiletek
keverékét tartalmazo mikrobidlis konzorciumban is kimutattak a jelenlétét, habar a BTEX-bontasi
hatékonysaga nem volt jelentds (Auffret et al. 2009). A benzolbonto6 dusitotenyészetbdl ezen kiviil
a Pseudoxanthomonas humi fajt mutattuk ki, melyet a szakirodalom alapjan eddig nem hoztak
Osszefiiggésbe koolajszennyezésekkel, ugyanakkor a nemzetség egy masik képvisel6jét, a P.
spadix olajszennyezett talajbol izolaltdk, mely valamennyi monoaromas szénhidrogén

A tenyésztett baktériumkozosség két, szamunkra legjelentdsebb tagjat a benzollebontd
dusitotenyészetbdl izolaltuk. Az egyik a minddssze egy tipustorzset magaba foglald Pinisolibacter

nemzetségbe tartozott és a 16S rRNS gén alapjan 97,4%-os hasonlosagot mutatott a P. ravus E9T
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torzzsel, mely alapjan feltételezhetd volt, hogy az altalunk izolalt B13 jelii torzs a Pinisolibacter
nemzetség egy uj fajként leirhatod tagja lehet, melyet most eldszor sikeriilt tenyésztésbe vonni
aromas szénhidrogénnel szennyezett felszin alatti kornyezetbdl. A masik, B7 jelli izolatumunk az
Ideonella dechloratans CCUG 309777 torzzsel allt legkdzelebbi rokonsagban, a 16S rRNS gén
hasonlosaga 99,15% volt a két torzs kozott, ugyanakkor az 1.2.C. alcsaladba tartozo C230 génekre
specifikus PCR eredménye szerint rendelkezik ezzel a funkcidgénnel, mely alapjan feltételeztiik,
hogy a torzs az ldeonella nemzetség egy potencialisan 0j fajjeloltje. A dusitotenyészetekbol
végzett amplikon szekvenalas eredményei koziil az abrainkon nem szerepelnek az 1% alatti relativ
gyakorisaggal jelen 1év0 taxonok, ugyanakkor a BEN1 és BEN3 mintaban sikeresen azonositottuk
a Pinisolibacter ravus E9T és Ideonella dechloratans CCUG 309777 16S rRNS génekkel
legnagyobb hasonlosagot mutatdé OTU-kat hozzavetdleg 460 bp alapjan, melyekkel 97,3% ¢és
98,7% volt a szekvenciahasonldsag mértéke. A Pinisolibacter sp. a BEN3 mintaban, az Ideonella
sp. pedig a BEN1 mintéban fordult el6 ~ 0,1%-os gyakorisaggal.

A két torzs 1) fajként torténd leirdsdhoz sziikséges vizsgalatainak az eredményét a 4.3.

fejezetben részletezem.

Uj tudomanyos eredmény a 4.1. fejezet alapjan:

I. tézis: A kizar6lag benzolt és a benzol dominanciaja mellett toluol, etil-benzol és xilolok
keverékét is tartalmazd 5 hetes, hetente atoltott mikroaerob dusitoétenyészetek vizsgalata
ramutatott arra, hogy a Pseudomonas nemzetségbe tartozo baktériumok a kevert aromas
szénhidrogének jelenlétében valtak abundans kozosségalkotokkd. Ezzel szemben a kizarolag
benzol tartalmi kozegben nagyobb részt a Rhodoferax nemzetségbeli mikroszervezetek voltak

dominans szereplok.

Az eredmények egy részét az alabbi publikacidoban adtuk kozre:

Bedics, A., Tancsics, A., Toth, E., Banerjee, S., Harkai, P., Kovacs, B., Kriszt, B. (2022).
Microaerobic enrichment of benzene-degrading bacteria and description of Ideonella
benzenivorans sp. nov., capable of degrading benzene, toluene and ethylbenzene under

microaerobic conditions. Antonie van Leeuwenhoek, 115(9), 1113-1128.
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4.2. Aerob ¢és mikroaerob benzollebonté mikrobakozosségek elemzése, benzol
biodegradacios hatékonysaga és a lebontasban szerep jatszo tagok azonositasa stabil

izotopos (SIP) modszerrel

A 4.1. fejezet alapjan arrol kaphattunk képet, hogy mikroaerob koriilmények kozott a benzol,
mint egyediili szén-és energiaforras, illetve a benzolhoz kevert egyéb monoaromas
szénhidrogének elegye hogyan befolyasolja a k6zosség alakulasat 5 hét dusitas soran. Ezzel
szemben a 4.2.-es fejezetben leirt DNS alapu stabil izotopos vizsgalat eredményei arrél szolgalnak
informacioval, hogy aerob, illetve mikroaerob koriilményeknek kitéve a mikroorganizmusok a
benzollebonté mikrokozmoszokban egy hét leforgédsa alatt milyen szerepet toltenek be és a
kozosség mely tagjai képesek ténylegesen metabolizalni a benzolt, mint szennyezot. A kérdéseink
megvalaszolasa érdekében mind a hat szénatomon jelolt benzolt tartalmazo6 aerob és mikroaerob
mikrokozmoszokat allitottunk Ossze a siklosi aromas vegyiiletekkel szennyezett teriilet
talajviziiledék mintdjanak (3.1. fejezet) felhasznalasaval az Anyag és modszer fejezet vonatkozd
részeiben ismertetett modon (3.11. fejezet). Kontrollként jeldletlen benzolt tartalmazo aerob
mikrokozmoszok szolgaltak. A 11. abran GC-MS segitségével nyomon kovetett benzol fogyasa

lathatd az egyes mikrokozmoszokban.
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11. abra: GC-MS-el detektalt benzol-koncentracié csokkenés a mikrokozmoszokban (a 12C az
izotoposan nem jel6lt, a 13C minden szénatomon jelolt benzolt jelol). Abiotikus kontrollként

aerob, jeldletlen benzolt tartalmazo mikrokozmoszokat hasznaltunk.
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Aerob koriilmények kozott 96 ora eltelte utan a hozaadott teljes mennyiségii (100 uL./L) benzol
elfogyott (az aerob kontrollhoz hasonléan 72 6ra utdn mar a kindulasi koncentraciéo 20% ala
csokkent), mig mikroaerob koriilmények kozott egy hét volt a teljes lebontashoz sziikséges 1do,
mely utan a biomasszat a mikrokozmoszok centrifugalasaval nyertiik ki.

A mintdk parhuzamossagarol T-RFLP analizissel gy6zodtink meg, majd Bray-Curtis
hasonlosagi indexet alkalmazva hasonlosagi dendogramot készitettiink (12. dbra), mely alapjan a
mikroaerob és az aerob mikrokozmoszokban felszaporodott k6zdsség Osszetétele jol elkiiloniilt

egymastol és a parhuzamos mintak nagy mértékii hasonldésagot mutattak egymassal.

Hasonlésag
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12. 4bra: A stabilizotéposan jelolt mikrokozmoszok parhuzamos mintaibol készitett 16S rDNS
alapu T-RFLP klaszteranalizise Bray-Curtis hasonlosagi index alapjan. Jelolések: BENSIP-

benzol tartalmu stabil izotoposan jelolt mikrokozmoszok; MA — mikroaerob; A- aerob.

4.2.1. A benzollebonté aerob és mikroaerob mikrokozmoszok mikrobakozosségeinek
osszetétele 16S rDNS amplikon szekvenalas alapjan

A mintdkbol kivont DNS-b6l még azok siirliség szerint torténd elvalasztidsa eldtt
amplikonszekvenalast végeztiink (13. abra). Az aerob mikrokozmoszokat a Pseudomonas
nemzetség tagjai dominaltak 40-51% relativ abundancia értékkel, ezen kiviil a Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium (10-15%) és a Thauera (12-15%) nemzetségek tagjai
voltak kiemelkedé mennyiségben jelen. A fobb Pseudomonas OTU-k a P. aromaticivorans (35-
45%) és a P. stutzeri fajkomplex tagjaihoz (4-5%) kapcsolodtak 99,4%-0s 16S rRNS
génszekvencia hasonldésagot mutatva, melyek jelentés aromas szénhidrogén-bontd

mikroorganizmusok (Banerjee et al. 2022b, Brown et al. 2017, Li et al. 2022).
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13. abra: A stabil izotoposan jeldlt benzolbontd mikrokozmoszok (BENSIP)
baktériumkozosségének nemzetség szintili eloszlasa az [llumina 16S rRNS gén amplikon
szekvenalas adatai szerint. Csak az 1%-nal nagyobb abundancidval rendelkezé taxonokat

abrazoltuk. A- aerob; MA- mikroaerob.

A Thauera nemzetség szamos tagja képes aromas vegyiiletek szénforrasként torténd
hasznositasara aerob és anaerob koriilmények kozott is, a BTEX vegyiiletek koziil foként a toluol,
m-xilol és etil-benzol oxigénlimitalt koriilmények kozott torténd lebontasara képesek a nemzetség
tagjai (Anders et al. 1995, Rabus és Widdel 1995, Song et al. 2001, Mechichi et al. 2002, Mao et
al. 2010). Az OTU-k a Thaurea aminoaromatica fajjal mutattak a legkozelebbi rokonsagot

(99,4%-0s 16S rRNS szekvenciahasonlosaggal) az altalunk vizsgalt mikrokozmoszokban, amelyet
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aromas vegylleteket lebontd baktériumként irtak le Mechichi és munkatarsai (2002). A tanulmany
szerint a baktérium anoxikus koriilmények kozott bontotta a toluolt, azonban a benzol ¢és etil-
benzol degradalasara nem volt képes.

A Rhizobium nemzetséget foként a R. alamii és az R. mesosinicum torzsekkel legk6zelebbi
rokonsagban 4all6 OTU képviselte a mikrokozmoszainkban 98,9% ¢és 99,1%-0s 16S rRNS
génszekvencia hasonlosaggal. A Rhizobium-ok viszonylag nagyszamu el6fordulasa egy
benzolbontd kozdsségben ugyan nem szokvanyos, azonban a kdzelmultban keriil leirasra egy
aromas vegyiileteket, tobbek k6zott benzolt is bonto faj, a R. cremeum (Yang et al. 2022).

Valamennyi aerob mikrokozmoszban kevésbé jelentds kozosségalkoto tagként voltak jelen a
Zoogloea (2-3%), a Sulfuritalea (~2%) és a Malikia (~1,5%) nemzetség tagjai. Egy korabbi
tanulméanyban egy aerob benzolbontd mikrobakdzosség stabil izotopos (SIP) elemzése kimutatta,
hogy a Zoogloea nemzetségbe tartoz6 baktériumok képesek a benzolt szénforrasként hasznositani
¢és jelentds kozosségalkotd tagok ilyen kornyezetben (Jechalke et al. 2013). Tancsics és
munkatarsai (2018) stabil izotopos eredményei alapjan pedig a szénhidrogénnel szennyezett
talajvizbol izolalt Zoogloea oleivorans jelentds toluol lebontd fajként tartjak szamon mikroaerob
koriilmények kozott, melyet egyéb szakirodalmi forrasok is megerdsitettek (Bradford et al. 2018,
Farkas et al. 2015). A Sulfuritalea nemzetség tagjai szintén gyakoriak a szénhidrogénekkel
szennyezett helyeken és bizonyitottan képesek benzol és egyéb aromas vegyiiletek lebontasara
(Sperfeld et al. 2018, 2019, Keller et al. 2018). Ezen kiviil az aerob mikrokozmoszok koziil
kettbben a Lentimicrobium tagjai is megjelentek, melyeket aromas vegyiiletekkel, illetve
olajszennyezésekkel korabban nem hoztak Osszefiiggésbe, azonban dominans nemzetségként
jelent meg egy szennyviz anaerob lebontasat szolgalo iszaptakaroban (Yang et al. 2018). Az egyik
aerob mikrokozmoszban emellett a Rhodococcus nemzetség jelenlétét is megfigyeltiik viszonylag
magas (3%) abundanciaval.

A mikroaerob mikrokozmoszok esetében a Malikia (26-40%) és Azovibrio (20-28%)
nemzetség tagjai uraltdk a kozosséget. A Malikia nemzetség képviseldi gyakran jelentds
mennyiségben mutathatok Ki aromas szénhidrogénnel szennyezett kérnyezetben és dominans
tagjai a BTEX-tartalmu dusitotenyészeteknek, valamint jelents benzollebontok (Aburto és Ball
2009, Tancsics et al. 2010, Benedek et al. 2018). A Malikia nemzetséget képviseld6 OTU a
M. spinosa  torzzsel  allt  legkozelebbi  rokonsagban  (99,6%-0s  16S  rRNS
szekvenciahasonlosaggal), mely tipustorzsét eredetileg édesvizbdl izolaltak (Leifson 1962),
azonban mar kordbban bebizonyosodott, hogy ez a baktérium képes az aromas szénhidrogének
lebontasara, és kiemelkedd szerepet jatszhat az aerob benzollebontdsban (Révész et al. 2020a). Az
Azovibrio nemzetséget kizarolag a mikroaerob mikrokozmoszokban sikeriilt azonositani, aerob

koriilmények kozott nem mutattuk ki a jelenlétiiket. A nemzetség Okologiai szerepérdl ¢€s
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szénhidrogénbonto képességérol keveset tudunk, ugyanis mindossze egy, a tudoméany szdmara
ismert, nitrogén fixalo tulajdonsagu faj izolalasa tortént meg eddig egy gomba szklerociumrol és
az elmult tobb, mint hlisz évben nem kertilt sor Gjabb fajleirasra (Reinhold-Hurek és Hurek 2000).
Egy indiai (guahati) kéolajfinomité szénhidrogéntartalmi iszapjanak baktériumkozosségét
vizsgalva azonban az Azovibrio nemzetség is el6kerilt, kivaltképp a nitrattal duasitott
mikrokozmoszok kozosségeit domindlta (Sarkar et al. 2016). Tancsics és munkatarsai (2023)
pedig sikeresen azonositottak az A. restrictus fajt egy mikroaerob xilol-bonté dusitotenyészetben,
melyben a Rhodoferax nemzetséggel feltételezhetéen hasonld 6kologiai niche-t toltéttek be. Az
azonositott Azovibrio rokon baktérium metaganom elemzése alapjan rendelkezett katekol-2,3-
dioxigenéz enzimmel egy tobbkomponensii fenol hidroxildzt (mPH) koédolé génklaszter részeként
(Tancsics et al. 2024). Ezt megel6z6en soha nem szamoltak be az Azovibrio BTEX lebontasaban
még a relevans kornyezeti mikrobioldgiai vizsgalatok soran is (Abbas et al. 2019). Az Azovibrio
nemzetséget képviseld OTU legkdzelebbi rokona szintén az A. restrictus volt, mellyel mindossze
95,7%-0s 16S rRNS génszekvencia hasonldsdgot mutatott. Tancsics és munkatarsai (2024) alapjan
a karhelyr6l izolalt Azovibrio nemzetségbe tartozé baktérium feltételezhetéen a meta-hasitasi
utvonalat hasznélja a benzol lebontéséra.

Az is megfigyelhetd volt, hogy a Pseudomonas nemzetség abundancidja jelentésen csokkent
az aerob mikrokozmoszokhoz képest és a mikroaerob kozosségek kevésbé jelentds szerepldjéve
valt. Az abundancia csokkenés hatterében a P. aromaticivorans OTU jelent6s redukalodasa allhat,
mely mindéssze 0,5-1% -ot ért el a mikroaerob kdzegben az aerobban tapasztalt 35-45%-hoz
képest. Ezzel szemben a tobbi, P. stutzeri fajkomplexhez tartozo OTU abundanciaja 4-6% kozott
maradt. A Rhizobium-ok abundancidja is csokkent kis mértékben, a mikroaerob
mikrokozmoszokban 3-8%-os relativ gyakorisaggal sikeriilt azonositani a nemzetséget. A
mikroaerob mikrokozmoszok tovabbi, kisebb mennyiségben jelenlévd kozosségalkotd tagjai a
Geobacter (4-6%), a Sulfuricurvum (4-5%), a Quatrionicoccus (2%), az Extensimonas (2-3%) és
a Desulfoprunum (1%) nemzetségek voltak, melyek szintén gyakran fordulnak el kodolajjal
szennyezett teriileteken, ahol részt vehetnek az aromas vegyliletek oxigénszegény kornyezetben
torténd lebontasaban, azonban az aromas szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kornyezetek
baktériumkozosségeiben betoltott konkrét szerepe nem minden felsorolt nemzetségnek tisztazott
(Coates et al. 1996, Sheng et al. 2016, Farkas et al. 2017, Tancsics et al. 2018, Bradford et al. 2018,
Wu et al. 2022), példaul az Extensimonas nemzetség esetében csak néhany tanulmany késziilt a
szénhidrogén-lebontasban valo részvételiikrol (Zhang et al. 2013a, Gauchotte-Lindsay et al. 2019,
Wang et al. 2021). Az Extensimonas-hoz koétheté OTU bar az egyik aerob mikrokozmoszban is

megjelent, foként a mikroaerob dusitasok kozosségében volt szdmottevo a jelenléte.
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4.2.2. A mikrobakozosségek alakulasa a konnyii és a nehéz DNS frakciokban

A DNS mintakat ezt kdvetden siiriiség szerint ultracentrifugalassal valasztottuk el, majd az
egyes frakciok 16S rDNS kopiaszamat qPCR segitségével hataroztuk meg (3.11.4. fejezet), mely
alapjan kovetkeztettiink arra, hogy mely frakciok tartalmazzak a jel6lt és a jel6letlen DNS-t (14.
abra). A nehéz frakcio tartalmazza a kdzosség azon tagjainak DNS-ét, melyek a metabolizmus
soran az izotdposan jelolt benzolt beépitették a DNS-lancba. A 14. dbran egy jeldletlen benzolt
tartalmazo aerob kontroll, illetve az izotoposan jelolt benzol tartalmu aerob €és mikroaerob
mikrokozmoszokbol elvalaszott frakciok qPCR eredményei lathatok. Aerob kontrollként a
jeloletlen benzolt tartalmazo kisérlet eredménye szolgalt, mely esetében jol latszik, hogy minden
DNS a konnyl frakciokban oszlik meg (A10-14), mig a jelolt benzolt tartalmazé kisérletek
esetében megkiilonboztettiink a konnyli (A10-Al4, MA11-MA14) mellett nehéz frakciokat (A7,
MAG), valamint koztes frakciokat (A8, MA7-MA10) is a 16S rDNS kopiaszama, illetve a siirliség
értékek alapjan. A 14. abrak grafikonjainak x tengelyén a frakciok elvalasztasat kovetden mért
gradiens striiség értékek (g/mL) lathatok. Ez alapjan a nehéz frakciok csucsat 1,72-1,74 g/mL, a
konnyl frakciokét pedig 1,66-1,68 g/mL siriiségértéknél detektaltuk, mely megfelel a
szakirodalomban tapasztaltaknak (Lueders et al. 2004, Winderl et al. 2010). A frakciok besorolasa
is a bakterialis 16S rRNS gén frakcidkban megjelend kopiaszama alapjan tortént, azaz a nehéz
frakci6 az elsé megjelend csucs volt. Egyértelmiien nehéz volt elkiiloniteni a koztes frakciokat,
azonban mégis azokat soroltuk ide, mely esetében a nehéz frakcid csucsa utan csokkent a 16S
rRNS gén abundancidja és még nem kezdett Gjra ndvekedni. Ez az aerob jeldlt benzolt tartalmazo
frakciok esetében egyértelmiien csak az A8 szamu frakcid, ugyanis az A9 esetében ismét
novekedést tapasztaltunk, de még nem soroltuk a konnylibe. A mikroaerob jeldlt benzolt
tartalmazok esetében pedig az MA7-MA10 kozottieket mind koztes frakcionak tekintettiik. Az
A10-14 (aerob jelolt benzolos) és az MA11-14 (mikroaerob jelolt benzolos) frakciokat a konnyiibe
soroltuk, ugyanis a 16S rRNS gén kopiaszama jbol novekedni kezdett ezek esetében. Az 1-2-€s,
valamint a 15-18-as frakciokat kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol miutan ellenériztiik azok DNS
tartalmat. Nekiink els6 sorban a nehéz és a konnyli frakciok csticsaira volt sziikségiink, mely a
kizart frakciokba még nem, vagy mar nem tartozott bele egyértelmiien. A grafikonokon az egyes
frakciokban 1év6 bakterialis 16S rRNS gén kdpiaszamanak abundancigjat a maximumhoz, azaz a
konnyl frakcidhoz viszonyitottuk, melyet 100%-nak tekintettiink. Ez az abrazolasi forma a
frakciok egymashoz viszonyitott aranyat jobban tiikrozi, mint az dssz-bakteridlis 16S rRNS gén

kopiaszamhoz képest meghatarozott csticsok.
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14. abra: A stirliség szerint elvalasztott frakciok, valamint a konnyti és a nehéz DNS csucsok
elkiilonitése a 16S rRNS gén abundancidja alapjan. A frakciok (A- aerob frakciok, MA-
mikroaerob frakciok) szamozasa 3-tol 14-ig tart (az 1-2-es, valamint a 15-18-as frakciok ki lettek
zarva a tovabbi vizsgalatokbol). Az x tengely alatti tablazatban feliil az egyes frakciokhoz

hozzarendelt gradiens stiriiség értékek (g/mL), alul pedig a 16S rRNS gén abundanciajanak %-0s
értékei lathatok.
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A konnyt és a nehéz DNS csucsok meghatarozasa utan ezek frakcioibol (MA6, MA13, A7,
Al3), illetve a kivalasztott koztes DNS frakciokbol (A8, MA9)16S rDNS amplikon szekvenalast
végeztiink, melynek eredménye a 15. abran lathatd. Az aerob mikrokozmoszokban a Pseudomonas
¢és Rhizobium nemzetségeket benzolbontoként azonositottuk, ugyanis a nehéz DNS-frakcioban
megnovekedett abundanciaval voltak jelen (Pseudomonas: 48%, Rhizobium: 23%) a konnyt
frakciohoz viszonyitva (Pseudomonas: 43%, Rhizobium: 12%), azonban ahhoz, hogy
egyértelmiien kijelenthessiik a Pseudomonas nemzetségrol, hogy az acrob benzolbontasban fontos
szerepet tolt be, e nemzetség esetében érdemes faj szinten is megvizsgalni, hogy melyekre
vonatkozik pontosan a mennyiségi gyarapodas. A P. aromaticivorans OTU esetében a konnyti
frakcioban megfigyelt 36,8%-0s abundancia 43%-ra nétt a nehéz DNS-frakcioban, azonban a P.
stutzeri OTU esetében ezzel ellentétes tendencia volt megfigyelhetd, mivel a konnyti frakcidban
detektaltuk nagyobb aranyban a jelenlétét (4% ¢€s 2,7%).

A kapott eredmények alapjan a P. aromaticivorans baktériumfaj egyértelmiien kiemelkedd
benzolbontdként azonosithatod aerob koriilmények kozott. Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy
ez az OTU a mikroaerob mikrokozmoszok nehéz DNS-frakcidjaban igen csekély mértékben volt
csak kimutathato, minddssze 0,15%-0S abundanciat ért el, annak ellenére, hogy a
P. aromaticivorans MAP12T térzset mikroaerob benzolbontoként irtak le (Banerjee et al. 2022b).
Ezek alapjan feltételezhetd az, hogy ha egy baktérium tiszta kultirdban mikroaerob koriilmények
kozott képes is lebontani az aromas vegylileteket, nem jelenti azt, hogy egy baktériumkozosség
tagjaként is versenyképes mikroaerob lebontoként mitkddik. Tovabbi érdekes megfigyelés volt,
hogy a Thauera nemzetséghez tartozd baktériumok mennyisége csokkent az aerob nehéz DNS-
frakcioban (12%) a konnyli DNS-frakciohoz képest (17%), ezzel szemben a koztes frakcioban
Iényegesen nagyobb volt az abundanciaja (22%), akarcsak a Rhodococcus nemzetségnek, mely
legnagyobb mennyiségben (1,5%) szintén az A8-as koztes frakcioban volt jelen. Hasonlo
jelenséget figyeltek meg korabban egy mikroaerob, 1*C7-toluol lebonté diisitd kozosség esetében,
ahol egy aromas vegyiileteket lebontd Rhodoferax baktérium DNS-e elsdsorban koztes DNS-
frakciokban volt megtalalhatd (Tancsics et al. 2018). Ennek a jelenségnek pontos magyardzata
nem ismert, ugyanakkor feltételezhetd, hogy a generacidos ideje hosszabb ezeknek a
baktériumoknak, mint a tobbinek, és kevésbé dusul fel a DNS-iikben a nehéz izotop annak ellenére,
hogy képesek bontani a satbil izotoposan jeldlt szénforrast.

A mikroaerob mikrokozmoszok esetében a két f6 kozosségmeghatarozo szerepld, a Malikia és
az Azovibrio egyértelmiien benzolbontoként azonosithatoak, ugyanis mindkét nemzetség
szamottevéen nagyobb abundanciat mutatott a nehéz frakcioban (Malikia - 42%, Azovibrio - 33%)

a konny frakcidhoz viszonyitva (Malikia - 34%, Azovibrio - 28%).
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15. abra: A stabil izotdposan jeldlt benzolbontd mikrokozmoszokbol elvalasztott konnyti és
nehéz DNS frakciok baktériumkozosségének nemzetség szintl eloszlasa az [llumina 16S rRNS
gén amplikon szekvenalés adatai szerint. Csak az 1%-nal nagyobb abundanciaval rendelkezd

taxonokat abrazoltuk. A- aerob; MA- mikroaerob.

A mikroaerob mikrokozmoszok kevésbé dominans kozosségalkoto tagjai koziil a Rhizobium-
ok mennyisége kis mértékben feldusult a konny(ihoz képest a nehéz DNS-frakcioban (7%-r61 9%-
ra), hasonldéan az Extensimonas nemzetséget képviseld6 OTU DNS-éhez (3%-r6l 4%-ra). Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a Rhizobium nemzetséghez tartozo baktériumok kisebb mértékben
ugyan, de szerepet jatszhatnak a benzollebontasban mikroaerob koriilmények kozott is. Az
Extensimonas esetében a feldusulas nem volt szamottevd (1%-os eltérés), igy egyértelmilen nem

igazolodott a benzollebontasban betdltott szerepe.

68



A Sulfuricurvum kujiense fajjal rokon baktérium DNS-ét csak a konnyii DNS-frakcidban
mutattuk ki, mely eredmény nem meglepd, ugyanis ezt a fajt fakultativ anaerob, kemolitoautotrof,
kénoxidalo baktériumként irtdk le, amelyet eldszor egy foldalatti kdolajtarolobol izolaltak
(Kodama ¢és Watanabe 2004). A Geobacter szintén csak a konnyli DNS-frakcioban volt
kimutathatd. Annak ellenére, hogy Geobacter nemzetségbe tartoz6 obligat anaerob baktériumok
némelyike képes anaerob mdodon lebontani a toluolt és a benzolt (Kunapuli et al. 2010, Zhang et
al. 2013b), eredményeink alapjan tehat nincs szerepiik a benzol mikroaerob lebontasaban. A
korabbiakhoz hasonldoan a Quatrionicoccus, a Thaurea és a Sulfuritalea nemzetségeket is csak a
konnyt frakcidban azonositottuk 1%-o0s abundanciaval, mig a nehéz DNS-frakcidban nem voltak
jelen, emiatt feltételezhetd, hogy vagy nem vesznek részt a benzollebontasban, vagy mikroaerob
koriilmények kozott marginalis a szerepilk benne. A Thauera nemzetséget képviselé T.
aminoaromatica faj esetében (99,4%-0s 16S rRNS szekvenciahasonlosag) ez nem meglepd
eredmény, mivel kordbbi vizsgdlatok alapjan anoxikus koriilmények kozott csak a toluolt bontotta,
azonban a benzolt és etil-benzolt nem (Mechichi et al. 2002). A sikldsi karhelyrdl szarmazo
talajviziiledék korabbi stabilizotopos vizsgalata soran egy Quatrionicoccus nemzetségbeli
baktérium, mint jelentds mikroaerob toluol-lebontdsra képes mikroszervezet lett azonositva
(Tancsics et al. 2018). Eredményeink alapjan azonban a benzol mikroaerob koriilmények kozotti
lebontasaban e baktérium feltehetéleg nem vesz részt. A Sulfuritalea esetében féként aerob
benzollebontasra van példa a szakirodalom alapjan (Kim et al. 2020), ugyanakkor aromaés
vegyliletek anaerob lebontasara is képesek lehetnek (Keller et al. 2018, Kojima et al. 2011). A
jelen kisérletben legnagyobb mennyiségben az aerob mikrokozmoszok konnyt frakciojaban
mutattuk ki a jelenlétét (3%), mely alapjan a nemzetség aerob benzollebontdsban betoltott szerepe
nem igazolddott be egyértelmiien. A mikroaerob mikrokozmoszok esetében a kivalasztott MA9-
es koztes frakcioban nem tapasztaltunk egyik taxon esetében sem jelentds feldusulast, valoban
koztes frakcioként mikodott, a Malikia és az Azovibrio abundancia értéke a konnyi és a nehéz
frakcio kozott helyezkedett el. Egyediil a Rhizobium nemzetség mutatott kis mértékii csokkenést
a konnyt frakcidhoz képest, majd novekedést a nehéz frakcidoban, azonban ez az érték 1%-on

beliili eltérést jelentett, igy 1ényegében megegyezett a konnyl frakcio értékével.
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Uj tudomanyos eredmény a 4.2. fejezet alapjan:

II. tézis: Stabil izotoposan jelolt, benzolt tartalmazd mikrokozmoszokkal folytatott
molekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy aerob kdérnyezetben a Pseudomonas és a Rhizobium,
mikroaerob koriilmények kozott pedig a Malikia és az Azovibrio nemzetségek jatszanak szerepet,
mint jelentds, baktériumkozosségben is versenyképes benzollebontok. Az Azovibrio esetében
egyértelmil megerdsitést nyert a nemzetség aromas szénhidrogén-lebontasban betoltott 6koldgiai

szerepe is.

Az eredményeket az alabbi publikdcidban ismertettiik:
Tancsics, A., Bedics, A., Banerjee, S., Soares, A., Baka, E., Probst, A. J., & Kriszt, B. (2024).
Stable-isotope probing combined with amplicon sequencing and metagenomics identifies key

bacterial benzene degraders under microaerobic conditions. Biologia Futura, 75(3), 301-311.
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4.3. Uj aromas szénhidrogén lebontasra képes baktériumfajok leirasa

Ebben a fejezetben harom 1j baktériumfaj leirasahoz sziikséges vizsgalatok eredményét
mutatom be, melyek koziil két torzset, az Ideonella sp. B7' és a Pinisolibacter sp. B13" torzseket
a siklosi karhelyrdl szdrmaz6 talajviziiledékbdl 1étrehozott mikroaerob benzolbontd
dusitotenyészetek 6todik heti egyesitett mintaibol izolaltuk. A harmadik torzs, az Acidovorax sp.
D2M1", melyet Banerjee és munkatarsai (2022a) vontak tenyésztésbe egy meta-xilolbontd

dusitotenyészetbdl, melyet szintén a sikldsi karhelyrdl szarmazo mintabol allitottak ossze.

4.3.1.  Pinisolibacter aquiterrae B13T torzs jellemzése és Gj fajként torténd leirasa

A Pinisolibacter aquiterrae faj, mivel nemzetségének mindossze masodik képviseldje, ezért
nem csak a Pinisolibacter sp. B13" torzs jellemzésén keresztiil keriil leirdsra, hanem két azonos
fajhoz tartozé izolatumon elvégzett kisérletek altal mutatjuk be a fajt. A B13T torzs mellett a masik
torzs, a Pinisolibacter sp. MA2-2 jel6lésti, mely Dr. Sinchan Banerjee altal keriilt izolalasa egy
xilol-izomerek azonos aranyu keverékébdl 1étrehozott mikroaerob dusitotenyészetbdl, melyhez a
mintat 2019 oktoberében gyijtottik Siklosrol. A disitotenyészetet a 3.2. fejezet alapjan allitottuk
Ossze azzal az egy kiilonbséggel, hogy ez esetben benzol helyett a xilol-vegyiiletek szolgaltak

szén-, és energiaforrasként.

4.3.1.1. A Pinisolibacter nemzetség jellemzése

Az Ancalomicrobiaceae csaladba sorolt (Hyphomicrobiales; szinonimaja: Rhizobiales)
Pinisolibacter nemzetség a kézelmultban keriilt leirasra Dahal és munkatarsai altal (2018b). A
csaladba jelenleg harom nemzetséget sorolunk: a Pinisolibacter-t, az Ancalomicrobium-ot és a
Siculibacillus-t, melyekbe tartozo baktériumok korabban tobbek kozott fenyderdd talajabol és
édesvizi kornyezetbol keriiltek izolalasra (Staley 1968, Dahal et al. 2018b, Felfoldi et al. 2019). A
Hyphomicrobiales rend tagjai kozmopolita elterjedésiiek, fenotipusosan, Okologiailag és
metabolikusan is heterogén, Gram-negativ baktériumok. Kozos jellemz6jiik a viszonylag magas
G+C tartalom (68,4-70,4 mol%), a Cig107¢c/Cis.1m6¢ zsirsav dominancidja és a Q10 {6 1égzési
kinon jelenléte (Staley 1968, Dahal et al. 2018b, Felfoldi et al. 2019, Carvalho et al. 2010). A
Hyphomicrobiales rend tagjai kiilonb6z6 okologiai fiilkéket toltenek be az Gkoszisztémakban,
ugyanis amellett, hogy szamos képvisel6jik ismert arrdl, hogy a hiivelyes novényekkel
szimbidzisban élve megkotik a nitrogént (Wiegel et al. 1978, Im et al. 2006, Noh et al. 2019),
kiilonbozé novényi és allati patogének is eléfordulnak kozottiik (Kuykendall 2005). Ezen kiviil
szamos faj megtalalhat6 kdolaj-szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek baktériumkozosségeiben,
emellett néhanyuk potencialis szénhidrogén-lebonto fajként is ismert (Abassian et al. 2016,

Subhash et al. 2016, Tirandaz et al. 2015, Ryu et al. 2008). Ezzel szemben az Ancalomicrobiaceae
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csalad szerepérdl korabban nem szamoltak be kdolajszennyezett teriiletek természetes

kozosségeiben.

4.3.1.2. A B13" és MA2-2 tirzsek filogenetikai elhelyezkedése és genomelemzése
A B137 és az MA2-2 torzsek al6S rRNS génszekvenciak alapjan 99,93%-os egyezést mutattak

¢és a két torzs 16S rRNS gén alapt filogenetikai elemzése alapjan a Pinisolibacter nemzetségen
beliil kiilonallo filogenetikai leszarmazasi vonalat alkotnak (16. abra; mellékletek 8.2.1. és 8.2.2.
abra). A 16S rRNS génszekvencidk dsszehasonlitd elemzése szerint a B13" és az MA2-2 torzsek
a Pinisolibacter ravus E9" (97,4%), a Siculibacillus lacustris SA-2797 (96,3%) és az
Ancalomicrobium adetum NBRC 102456" (94,05%) torzsekkel allnak a legkdzelebbi

rokonsagban, melyekkel egy leszarmazasi 4gon klaszterezddtek.

59— Ancylobacter polymorphus DSM 2457 (AY211516)
79|= Ancylobacter dichloromethanicus DM16" (EU589386)
Ancylobacter aquaticus ATCC 25396 (M62790)

97- Ancylobacter vacuolatus DSM 1277" (AY211515)
lOOl_ Ancylobacter rudongensis AS1.1761" (AY056830)
Ancylobacter defluvii SK15" (KC243678)

52 Ancylobacter oerskovii DSM 18746" (AM778407)
Phreatobacter cathodiphilus S-12" (MH032761)

100 \_': Phreatobacter oligotrophus P1-21" (HE616165)

61 Phreatobacter stygius YC6-17" (LT719153)
—— Siculibacillus lacustris SA-279" (KM083137)
Ancalomicrobium adetum NBRC 102456 (AB681798)
7 Pinisolibacter ravus E9" (KY087994)
%63 Pinisolibacter aquiterrae MA2-2 (MZ380391)

#100! Pinisolibacter aquiterrae B13" (MZ047316)

Sphingopyxis macrogoltabida 203" (D84530)

99

0.02

16. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan 1étrehozott maximum likelihood filogenetikai fa,
amely a B137 torzs és legkdzelebbi rokonai kozotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja. A
Bootstrap értékek szazalékos értéke 1000 ismétlés alapjan kalkulaltuk. A csillaggal jelolt agak
minden torzsfaalkoto algoritmus (NJ, MP, ML) esetében megegyeztek.

A B13T és MA2-2 torzsek teljes genom elemzése soran a MiGA pipeline magas teljességi és
alacsony kontaminécios értéket mutatott, ami alapjan a genom kivalé mindségiinek bizonyult. A
B13T" genomjanak teljes hossza 4,91 Mbp, mig az MA2-2 torzsé 4,82 Mbp volt. A magas dDDH
és OrthoANI értékek (99,8% illetve 99,5%) a B13T és MA2-2 torzsek genomjai kozott
megerdsitették, hogy azonos fajhoz tartoznak. A B137 térzs genomialis DNS-ének G+C tartalma
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68,8 mol% volt. A 16S rRNS gént egyetlen példanyban talaltdk meg a B13T torzs genomjaban.
Mivel a Pinisolibacter ravus E9" teljes genom szekvencidja nem allt rendelkezésiinkre, ezért a
B13" ésaS. lacustris SA-279T torzs teljes genomjanak dsszehasonlito elemzését végeztiik el, mely
alapjan a torzsek kozotti dDDH érték 21,6%, az OrthoANI érték pedig 78,5% volt, mely joval a
fajelkiilonités soran figyelembe vett kiiszobértékek (a dDDH esetében 70%, az OrthoANI esetében
95-96%) alatt volt (Chun et al. 2018). A 16S rRNS génszekvencia hasonlosaga a B13T torzs és a
Pinisolibacter ravus E9" kozott 97,4% volt, amely joval alacsonyabb, mint a teljes genom alapt
kiiszobértékekkel parba allitott és a 16S rRNS gén erds konzervaltsaga miatt ajanlott 98,5%-
98,7%-0s kiiszobérték (Kim et al. 2014, Yarza et al. 2014, Rodriguez et al. 2018b). Emiatt
feltételezhetd, hogy a dDDH és az OrthoANI értékek is a kiiszobértékek alatt maradnanak a két
torzs egy esetleges teljes genom alapt 0sszehasonlitasa soran.

A B13 térzs CLC Genomics Workbench programmal végzett teljes genom analizise alapjan
rendelkezik a monoaromds szénhidrogének lebontdsdhoz sziikséges genetikai hattérrel. Egy
részleges meta-gytriihasitasi itvonalat kodol6 génklaszter részeként sikeriilt azonositani az 1.2.B-
tipusu  katekol-2,3-dioxigenaz  (C230) gént (17. A 4abra), mellyel legnagyobb
szekvenciahasonlosagot mutatd dioxigenazt (80%) egy Methylocella tundrae izolatumban
(MTUNDRAETH4, fehérjeazonositdo: VFU10778) talaltuk meg. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
C230 gének jelenléte széles korben elterjedt a Hyphomicrobiales rend tagjai kozott, és nem
korlatozodik a Rhizobiaceae csalad tagjaira. Az altalunk azonositott meta-gytriihasitasi Gitvonalat
kodolo génklaszter nem bizonyult teljesnek, mivel hianyoztak belble a gylrl aktivalasahoz
sziikséges gének, csak a gylirlihasitashoz ¢és az ttvonal alsobb 1épéseinek katalizalasahoz
sziikséges gének voltak megtalalhatoak. Ugyanakkor egy, az aromas gytri aktivaciojara képes
toluol-monooxigenazt kodold génklasztert is talaltunk a genomban (17. B abra), amely
potencidlisan kiegészitheti a részleges meta-gyliriihasitasi utvonalat kodold génklasztert, és
aromés szénhidrogén-lebonto képességet biztosit a B13T torzs szamara. Erdekes modon ebben a
klaszterben a gének a legnagyobb nukleotid szekvencia hasonlosagot (~77-81%-0s) a
Burkholderiales rend baktériumai altal kodolt génekkel mutattak, példaul a Thauera,
Burkholderia, Hydrogenophaga és Ralstonia nemzetségek tagjaival. A katekol-2,3-dioxigenazt,
illetve a toluol-monooxigenazt kodold génklasztert az MA2-2 torzsben is megtalaltuk, mely teljes
mértékben megegyezett a B13T torzsben azonositottal. Ezen kiviil a B13T és az MA2-2 torzs
genomjaban is fellelheté az etil-benzol metabolizmus egyik lehetséges kezdeti enzimét kodolod
gén, az etil-benzol-dehidrogenaz, mely az etil-benzolt (S)-1-fenil-etanolla oxidalja. Az enzimet
egy denitrifikdldo Azoarcus nemzetségbe tartozo torzsbdl vonta ki Kniemeyer és Heider (2001),
valamint a B13" térzsben taldlhaté enzimet kodold gén egy Siculibacillus sp. (MDK9695398.1)

izolatumban talalhaté etil-benzol-dehidrogenazzal mutatott viszonylag nagy szekvencia
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hasonlosagot (89,27%), mely alapjan feltételezhetd, hogy a gén széles korben elterjedt az

alfaproteobaktériumok és az Ancalomicrobiaceae csalad tagjai kozott.

A
I:I meta-gytrihasitasi utvonal genek
:l 2Fe-28 vas-kén klaszter-, és hem-koto fehérje gének
[ 1.2.B katekol-2,3-dioxigendz gén
[ 1 transzkripciot szabdlyzo gének
of OG IIEDD = b=
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13
1 kb
B

toluol-monooxigendz gének
[ 1 transzkripciét szabalyzé gének
[ ferredoxin, hem-kito fehérje gének
| egyveb monooxigenaz alegységek, szabalyzo és stimuldalo komponensek

orf DI ) ) m—)

1 2345 6 7

1 kb

17. abra: A B13T torzs aromas szénhidrogén lebontasban szerepet jatszo génjei — A: a részleges
meta-gyiriihasitasi utvonalat kodolo génklaszter; B: toluol-monooxigenaz kodol génklaszter. A
nyilak a nyitott leolvasasi kereteket jeldlik (ORF=open reading frame), az iranyuk a
transzkripcid iranyat jelzi. A szinek pedig az aromas szénhidrogének lebontdsdban szerepet
jatszo6 gének kiilonboz6 funkciondlis csoportjait jelolik. A abra - orf1: alfa/béta hidroldz, orf2: FCD
domén-tartalmiu DNS-k6td fehérje, orf3: 2Fe-2S vas-kén klaszterkoté domént tartalmazo fehérje; orf4: 1.2.B
katekol-2,3-dioxigendz; orf5: hem-kotd fehérje; orf6.: 2- hidroximukonsav-félaldehid dehidrogendz, orf7: fumaril-
acetoacetat hidroldaz ok csalddjaba tartozo fehérje; orf8: acetaldehid-dehidrogendz, orf9: 4-hidroxi-2-oxovalerdt

aldolaz; orf10: fumaril-acetoacetat hidrolazok csaladjaba tartozo fehérje; orfll1: 2-hidroximukonsav tautomerdz,;
orf12: HTH (helix-turn-helix) tartalmit DNS-kotd fehérje, orfl3: 3-karboxi-cisz,cisz-mukonsav cikloizomerdz. B

abra - orfl: toluol-monooxigendz, orf2: B csalddba tartozé toluol-4-monooxigendz, orf3: ferredoxin; orf4:
MmoB/DmpM csalddba tartozo fehérje; orf5: aromds/alkén monooxigendz hidroxildz béta alegyséq; orf6: 2Fe-2S

vas-kén klaszterkoté domént tartalmazo fehérje; orf7: sigma-54 dependens transzkripcios regulator.
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4.3.1.3. A B13T és az MA2-2 torzsek aromds szénhidrogén bonto képessége

A genom alapjan a torzsek potencidlisan képesek a BTEX vegyiiletek lebontasara, azonban
GC-MS-el a B13" és MA2-2 torzsek tényleges aromdas szénhidrogén bontd képességérol is
megbizonyosodtunk. A hat aromas szénhidrogén koziil a B13T és MA2-2 torzs egyediili
szénforrasként kizarolag az etil-benzolt volt képes hasznositani (18. A abra), mely hozzavetdleg
72 é6ra alatt fogyott el teljesen az livegekbdl mindkét torzs esetében. Azonban az 6sszes BTEX
vegyiilet jelenlétében végzett kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy valamennyi aromas
szénhidrogén bontasara képes volt (18. B, C dabra), melynek soran feltehetden az aromas

vegyiiletek egymas lebontasi hatékonysagat serkentik, illetve kozben kometabolikus folyamatok

aktivalodtak.
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Toluol ---Etil-benzol Toluol - - Etil-benzol

18. abra: A Pinisolibacter sp. B13T és MA2-2 torzsek aromas szénhidrogén-bontd képessége a
GC-MS vizsgalatok eredménye alapjan - A: a B13T és MA2-2 torzsek etil-benzol bontd
képessége; B: A B13" torzs BTEX-bont6 képessége az dsszes aromas szénhidrogén jelenlétében;

C: Az MA2-2 torzs BTEX-bont6 képessége az Gsszes aromas szénhidrogén jelenlétében.
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A B137 bontasi hatékonysaga ebben a kisérletben nagyobbnak bizonyult, mint az MA2-2
torzzsé, ugyanis az etil-benzolt 72, a benzolt és a toluolt pedig 96 6ran beliil teljesen felhasznalta,
melyhez az MA2-2-nek 120 orara volt sziiksége. A toluol, benzol és etil-benzol mennyiségének
kozel azonos litemben torténd csokkenését magyarazza, hogy a toluol és etil-benzol kolesonosen
serkentden hat egymas bontasi hatékonysagara, illetve mindkét vegyiilet fokozza a benzolbontés
mértékét is (Dou et al. 2008). A 120 6ras mérések idejére valamennyi vegyiilet koncentracidja
minimalisra csdkkent, azonban a benzol és a toluol teljes mennyiségének eltiinése utan a xilol
vegyiiletek mennyisége nem csokkent tovabb, ugyanis a benzol és a toluol jelenlétében tudtak csak
a torzsek a xilol vegyiileteket kometabolikus Gton degradalni (Chang et al. 1993, Oh et al. 1994,
Littlejohns és Daugulis 2008), ezek hianyaban azonban jelentGsen lelassult a lebontas és végiil

meg is allt.

4.3.1.4. Fiziologiai, morfologiai és biokémiai vizsgalatok
A B13T és MA2-2 torzsek Gram-negativ, fehér, kicsi, kerek telepeket hoztak létre 48-72 ora
inkubécio6 utan R2A agaron 28°C-on. A 0,8-1,0 um széles, 2,0-2,5 um hoszzisagu sejtek egyetlen

polaris flagellumukkal mozgasra képesnek bizonyultak (19. abra).

19. dbra: A B13T tdrzs traszmisszios elektronmikroszkopos képe 24 ora inkubacio utin R2A

taptalajon, 28°C-on (Készitette: Dr. Boka Karoly, Novényszervezettani Tanszék, ELTE).

A B13T és MA2-2 torzsek kemotaxondmiai, biokémiai és fizioldgiai tulajdonsagainak
Osszehasonlito értékelése a Pinisolibacter ravus NBRC 1126867 referenciatdrzzsel nagy
hasonlosagot eredményezett. A vizsgalatokat Osszegzd eredményeket a 4. tablazatban latjuk

Osszesitve.
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4. tablazat: Az 1. torzs (B137), a 2. torzs (MA2-2), a 3. torzs (P. ravus NBRC 112686") fobb
fenotipusos ¢és biokémiai jellemzdi; +, pozitiv; -, negativ; W, gyenge pozitiv. Minden adat a jelen
tanulmanybol szarmazik, kivéve a *-gal jelolteket. Sziirke szinnel jeloltiik a Pinisolibacter sp.
B13" azon tulajdonsagai, melyek alapjan elkiilonithetd az MA2-2 izolatumtél vagy a
Pinisolibacter ravus NBRC 112686 tipustorzstél.

Tulajdonsagok 1 2 3
Telep szine fehér fehér halvanysagra
Homérsékleti tartomany (Celsius) 15-37 15-37 max. 45*
pH tartomany 6-9 6-9 5-10*
NaCl tolerancia (% wi/v) 1 1 0.2*
Oxidaz + + +
Katalaz + + +
MR teszt + + +
Szubsztrathasznositas (API 20NE)
Urea + + +
Eszkulin-vas-citrat + + +
D-gliik6z fermentaciod + + +
Nitrat redukcio nitritté + + +

Enzimaktivitas (API ZYM)

Alkalikus-foszfat + w w
Eszteraz (C4) + + +
Eszteraz-lipaz (C14) + w +
Leucine arilamidaz + + +
Valin arilamidaz + + +
Cisztin arilamidéz w w w
Tripszin + + w
a-kimotripszin - - +
Savas foszfataz - - +
Naftol-AS-Bl-foszfohidrolaz + + +
a-gliikkozidaz + w +
B-gliikozidaz - - +
Szénhidrat hasznositas (API SOCH)
D-gliiko6z + + +
D-fruktoz +
Eszkulin-vas-citrat +
Szukroz - - +
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A B13T és MA2-2 torzsek esetében 15-37°C hémérséklet kozott figyeltiink meg novekedést,
az optimum 25-28°C kortil alakult. A sejtek novekedési pH-tartomanya pH 6 és 9 kozott volt, pH
7-en tapasztaltuk a legintenzivebb ndvekedést. A torzsek maximum 1% NaCl-ot tartalmazé
tapkozegben voltak képesek szaporodni, az e feletti sokoncentraciot nem toleraltdk. Mindkét torzs
képes volt a gliikkdz oxidativ és fermentativ hasznositasara, a nitrat nitritté torténd redukciojara,
valamint pozitiv eredményt tapasztaltunk az oxidaz, katalaz és ureaz aktivitasra. Ezen tilmenden
az API 20NE és az API 50 CH eredmények alapjan mindkét térzs hasznositja az eszkulin-vas-
citratot, a D-gliikozt és a D-fruktozt. Az APl ZYM enzimaktivitdst mérd tesztek sordn a B13T és
MA2-2 torzsek a referenciatorzshoz hasonld eredményt adtak ¢és diverz enzimkészlettel
rendelkeztek. Pozitiv reakciokat figyeltiink meg az alkalikus-foszfataz, észteraz (C4), észteraz-
lipaz (C8), leucin-arilamidaz, valin-arilamidaz, cisztin-arilamidaz, tripszin, naftol-AS-Bl-
foszfohidrolaz és a-gliikozidaz esetében. A B13T és MA2-2 térzsek anaerob kériilmények kozott
is képesek voltak novekedni a KNOs tartalmt anaerob R2A taplevesben, igy fakultativ anaerob
szervezetnek bizonyultak. Ezen kiviil a térzsek fermentativ novekedése is megfigyelhetd volt a

KNOz3-at nem tartalmazo anaerob R2A tapkozegekben (4. kép).

4. kép: Az anaerob ndvekedési teszt eredményei a B13T torzs esetében. Balrol az iivegek
sorrendje: KNOs tartalmu anaerob R2A tapoldat; abiotikus negativ kontroll R2A oldat; KNOz-at
nem tartalmazo6 anaerob R2A tapoldat; pozitiv kontroll aerob R2A tapoldat (sajdt készitésii

felvétel)

4.3.1.5. Kemotaxonomiai vizsgalatok

A kemotaxondmiai vizsgalatok soran a torzseken a zsirsavprofil és a 1égzési kinonok analizise,
illetve polaris lipidek elemzése keriilt elvégzésre a DSMZ kézremiikodésével. A B13T torzs és a
legkbzelebbi rokonainak zsirsav profiljat az 5. tdblazat mutatja be. A sejtmembran {6 zsirsav
komponenseit a nem elvald zsirsavak 3-as (Ci9:1 w6€ vagy Cioo cyclo wl0c) és 8-as csoportjai

(C1s1 @ 7c vagy Cis:1 w6C) alkotjak mindharom vizsgalt torzsben.
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5. tablazat: Az 1. torzs (B137), a 2. torzs (MA2-2), a 3. torzs (P. ravus NBRC 112686")

sejtmembranjanak zsirsavosszetétele. Az adatok az 9sszes zsirsav szazalékban kifejezett részeként

lettek feltiintetve. -, Nem talalhatd. Ossz-arany (6a) <0,05.

Zsirsavak 1 2 3
Telitett zsirsavak
Cuo 0.1 0.1 0.2
Cis0 5.2 5.2 7.5
Ci7o0 - - 0.4
Ciso 2.6 2.7 1.6
Ci90 - - 0a
Ca00 0.4 0.4 0.2
Telitetlen zsirsavak
Ci6:1 @5c¢ - - 0.1
Ci71 @8¢ - - 0.1
Ca1w7C 2.6 2.6 1.9
Metil-szubsztitualt zsirsavak
Ci8:1 w7C 11-methyl 0.1 0.2 0.1
C19:0 10-methyl 0.2 0.2 0.1
Hidroxi-szubsztitualt zsirsavak
C16:03-OH - - 0.1
Cis:0 3-OH 0.7 0.7 0.9
Ciklikus zsirsavak
Cioocyclo w8c 0.2 0.2 -
Nem elvalo zsirsavak®
2 2.7 2.7 2.6
3 10.6 10.6 19.3
7 - - 0.1
8 74.7 74.5 65.2

*A nem elvalo (summed feature) zsirsavak két vagy harom zsirsavkomponens egyiittese, amelyek

a gazkromatografias analizis sordn nem kiiloniiltek el egymastdl a kromatogramon. Nem elvald

zsirsavak csoportjai: 2, iS0-Cie:1and vagy Cia:o 3-OH; 3, Cie:1 ©7c¢ vagy Cie1 @6c; 7, Cio:1 @6¢

vagy Cia0cyclo ®10c; 8, Cig:1 @7c vagy Cig:1 06c.
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A kisebb mennyiségben jelenlévé zsirsavak koziil a nem elvald zsirsavak 2-es csoportja (iso-
Cie:1and vagy Cis0 3-OH) és a Coo:1 w7cC telitetlen zsirsav a Pinisolibacter nemzetségre jellemzdo,
elkiiloniti az Ancalomicrobiaceae csalad tobbi nemzetségétdl, mivel ezekrdl a komponensekrol
nem szamoltak be a Siculibacillus lacustris SA-279" és az Ancalomicrobium adetum DSM 47227
esetében (Staley et al. 1968, Felfoldi et al. 2019). Ezen kiviil a Ci7:0, C19:0, C16:1 ®5c¢, C17:1 ©8c,
C16:0 3-OH és a nem elvalo zsirsavak 7-es csoportjanak (Ci9:1 ®6¢ vagy Cio:0 cyclo ®10c) hianya,
illetve a C1g:0 cyclo w8c megléte egyértelmiien elkiiloniti a B13T és MA2-2 térzset a Pinisolibacter
ravus NBRC 112686" tipustorzstdl. A B13T és MA2-2 torzsek zsirsavprofilja lényegében
megegyezik.

A 1égzési kinonok vizsgalata soran az ubikinon-10 (Q10) (95,4%) bizonyult a legjelentésebb
komponensnek a B13T torzs esetében, emellett az ubikinon-9 (Q9) jelenléte is kimutathato volt
kisebb mennyiségben (4,6%), azonban a Pinisolibacter ravus NBRC 112686" torzsre jellemzd
ubikinon-8 (Q8) egyaltalan nem volt detektalhato (Dahal et al. 2018b). A sejtmembranban
eléforduld £8 polaris lipidek a 20. abran lathatok. A legjelentésebb polaris lipidek a B13T torzsben
a foszfatidil-N-metil-etanol-amin (PME), foszfatidilkolin (PC), foszfatidil-etanol-amin (PE),
foszfatidil-glicerin (PG), difoszfatidilglicerin (DPG) és a foszfolipid (PL) voltak. Ez utobbi polaris
lipidrél a Pinisolibacter ravus E9T esetében nem szamoltak be, ezzel szemben Dahal és
munkatarsai (2018) harom egyéb azonositatlan lipidet detektaltak a P. ravus E9' esetében,

amelyeket viszont a B13T térzsben nem mutattak ki.

DPG

b & —rme
Na i
W
-
v\ PL

PC

1

20. abra: A B13T torzs sejtmembréanjaban eléfordulé 8 polaris lipdek. DPG=
difoszfatidilglicerin; PE= foszfatidil-etanol-amin; PME= foszfatidil-N-metil-etanol-amin; PG=
foszfatidil-glicerin; PC= foszfatidilkolint; PL= foszfolipid.

A filogenetikai és kemotaxonomiai vizsgilatok eredményei alapjan jol latszik, hogy a B137
jelti torzs a Pinisolibacter nemzetségen beliil egy 0j fajt képvisel, melynek a Pinisolibacter

aquiterrae nevet adtuk. A torzs képes egyediili szén-és energiaforrasként hasznositani az etil-
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benzolt, illetve kevert BTEX szennyezés esetén valamennyi aromas vegyiilet lebontasara képes.
A B13" torzset a Belgian Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM)/ LMG Bacteria
Collection és a  Mezbgazdasagi és  Ipari  Mikroorganizmusok Magyar Nemzeti
Gyitjteménye (MIMG) (“National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms
(NCAIM) torzsgytijteményeknél helyeztiik letétbe a kovetkezd azonositokkal: LMG 323467,
NCAIM B.02665".

4.3.2. Az Ideonella benzenivorans B7T torzs jellemzése és j fajként torténd leirasa

Ebben a fejezetben az Ideonella dechloratans B7T torzset a polifazikus taxonomia szemléletét
kovetve jellemeztem. Ezen kiviil a térzs genomjanak elemzésén keresztiil a mikroaerob benzol-

bontas genetikai hattere is bemutatéasra kertil.

4.3.2.1. Az Ideonella nemzetség jellemzése

Az Ideonella nemzetséget Malmqvist és munkatarsai (1994) irtak le az Ideonella dechloratans
jellemzésén keresztiil, amelyet egy teleplilés szennyviztisztitd telepének eleveniszapjabol
izolaltak. A nemzetség jellemz6i jelent6sen boviiltek az Ideonella azotifigens leirasaval (Noar és
Buckley 2009). Jelenleg a nemzetségbe 6t, érvényes névvel ellatott, publikalt faj tartozik (httpl9).
Az Ideonella nemzetség a Burkholderiales rend Rubrivivax—-Roseateles—Leptothrix—
Azohydromonas—Aquincola—Ildeonella agahoz tartoz6 Comamonadaceae csalad tagja (Garrity et
al. 2005). Az ldeonella nemzetség tagjai Gram-negativ, palcika alak(l baktériumok, amelyek
dominans izoprenoid kinonként ubikinon-8-at (Q-8) tartalmaznak. A membran f6
zsirsavkomponenseit a Ci6:0 €s a nem elvalo (summed feature) zsirsavak 3-as csoportja (is0-Cis:o
2-OH/C16:107c¢) alkotja, a genomialis DNS G+C tartalma pedig 67,4 és 70,4 mol% kozott alakul a
csoport tagjai kozott (Malmqvist et al. 1994, Noar és Buckley 2009, Sheu et al. 2016, Tanasupawat
et al. 2016, Chen et al. 2020).

4.3.2.2. A B7" tirzs filogenetikai elhelyezkedése és genomelemzése

A 16S rRNS génszekvencia dsszehasonlito analizise ramutatott arra, hogy a B77 térzs 1413 bp
alapjan az ldeonella dechloratans CCUG 308987 torzzsel (99,15%) volt a legszorosabb
rokonsagban, ezt kdveti az |. livida TBM-1T (98,51%), az |. azotifigens 1a22" (98,28%), az .
paludis KBP31T (98,08%), végiil az |. sakaiensis 201-F6' (98,02%). A B7' torzs a
Comamonadaceae csaladon beliil az Ideonella nemzetség tagjaival csoportosult és mindharom
algoritmus (NJ, ML és MP) szerint 1étrehozott filogenetikai fan az I. dechloratans és az I. livida
tipustorzseivel klaszterez6dott, valamint ezen beliil is kiilon leszarmazasi agat alkotott a ML ¢és
MP fikban, mely alatdmasztotta a feltételezést, miszerint a B7" torzs az Ideonella nemzetség egy

lehetséges uj képviseldje (21., mellékletek 8.2.3., 8.2.4. abra).
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Ideonella dechioratans CCUG:30977" (X72724)

{deonella livida BCRC:81199T (MK371777)
Ideonella benzenivorans BTT (MZ041034)

Ideonella azotifigens DSM:214387 (EU542576)
Ideonetia paludis BCRC:80524T (HE993549)

- Azohydromonas fata NBRC:102462T(AB681804)
Rubrivivax gelatinosus ATCC:170117(D16213)

Rubrivivax benzoatilyticus ATCC:BAA-35" (AJ888303)

Ideonelia sakaiensis NBRC:1106867(LC002525)

Calidifontimicrobium sediminis KCTC:52671T(MH046066)
Piscinibacter aquaticus DSM: 199157 (DQB64244)
Piscinibacter caeni CCTCC:AB 20172237(KX390668)

— Piscinibacter defluvii KACG:185%4T (KUBBT7249)

Aquincola tertiaricarbonis DSM:18512T (DQB56489)
&5 Aquincota rivuii BCRC:810107 (LT594462)
—C Aguabacteriim pictum DSM:1067577 (LC094486)
Leptothrix mobifis DSM:106177(X97071)
_Ei_eptomn'x cholodnii BCCM/LMG:71717 (X97070)

Kinneretia asaccharophila CCUG:53117" (AY136099)

a5 Sphaeroiitus hippei DSM:5867 (GU591795)

Sphaerotilus natans DSM:6575T(FR749902)

Pseudorhodoferax aquiterrae BCRC:802107 (GU721026)

0010

21. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan 1étrehozott maximum likelihood filogenetikai fa,
amely a B7T torzs és legkdzelebbi rokonai kozotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja. A
Bootstrap értékek szazalékos értéke 1000 ismétlés alapjan lett kalkulalva. A korrel jelolt dgak
minden torzsfaalkoto algoritmus (NJ, MP, ML) esetében megegyeztek.

A BT77 torzs teljes genom elemzése soran a MiGA pipeline magas teljességi (100%) és alacsony
kontaminécios (0,9%) értéke alapjan a 4,49 Mbp hosszsagih genom kivald mindséglinek
bizonyult. A B7" térzs genomidlis DNS-ének G+C tartalma 68,8% volt, ami megfelel az Ideonella
fajok esetében a szakirodalomban kozétett adatoknak. A dDDH értékek joval alacsonyabbak
voltak a fajelkiilonités soran figyelembe vett 70%-0s kiiszobértéknél (Chun et al. 2018), A B7"

torzs és az Ideonella dechloratans kozotti hasonlosag értéke 30,2% volt, a B7T és az Ideonella
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azotifigens kozotti 22,7%, a B7" és az ldeonella livida pedig minddssze 22,0%-0s
genomhasonlosagot mutatott egymassal. A tobbi Ideonella faj esetében a dDDH érték 22% alatt
volt. Megvizsgalva az OrthoANI értékeket a B7T és a legkdzelebbi rokonok kozott (22. abra)
szintén azt tapasztaltuk, hogy a fajelkiilonitési kiiszobértékek (95-96%) alatt voltak (Chun et al.
2018). Ezek az eredmények mind alatdmasztjak, hogy a B7" torzs az Ideonella nemzetségen beliil

egy kiilon fajt alkot.

100
Ideonella azotifigens psM 214387 (VIDTO0000000) - 95

90

78.69 85

— 80
Ideonella dechloratans ccuc 309777 (vZPB0OO0GO0O) 78.82 ;g
65

60
F

75.73 50

86.26 76.58

Ideoneilla benzenivorans 7™ (JAGWCE000000000) 77.53

I \——Ideoneﬂa livida BccM/LMG 31339 (JAAGOH000000000)

77.41 75.54 75.42

75.07 75.32

74.36 75.00

Idecnella sakaiensis NBRC 1106867 (BBYROO000000) o
.93

72.68

Ideonella paludis kcTc 322387 (JAGQDG000D00000)

22. abra: Az OAT szoftverrel kiszamitott OrthoANI értékek alapjan készitett hétérkép a B77
torzs és a kozeli rokon Ideonella fajok kozott. A szinkod a legkdzelebbi rokonsagban allo fajt

pirossal a legtavolabbit zolddel jelzi.

A B7T torzs pontos filogenetikai helyzetének meghatdrozasahoz nem csak 16S rRNS alapon,
hanem a teljes genom alapjan is rekonstrudltunk egy filogenetikai fat az UBCG szoftverrel (23.
dbra). A 92 mag-gén alapu filogenetikai fa szintén megerdsitette a B7' tdrzs taxondmiai
hovatartozasat és azt a feltevést, miszerint a torzs az ldeonella nemzetségen beliil kiilon

leszarmazasi vonalat képez.

83



73

Agquabacterium pictum DSM 1067577 (BJCLO0000000)

36

Aquincola rivuli BCRC 810107 (SACR01000000)

|: Rubrivivax benzoatilyticus ATCC BAA-35T(JAAOCDO010000000)
Rubrivivax gefatinosus DSM1709" (SLXD00000000)

Calidifontiricrobium sediminis KCTG 526717(Q0OAZ00000000)

84

ideonelia sakaiensis NBRC 110686" (BBYR00000000)

Piscinibacter aquaticus DSM 199157 (VOPW00000000)

4gz|: Piscinibacter defiuvii KACC 185947 {RCHJ00000000)
Piscinibacter caeni JCM 321387 (QJOU00000000)

68

Azohydromonas fata NBRC 1024627 (BCTC00000000)

87

73

Kinneretia asaccharophia DSM 250827 (SNXE00000000)
{decnella iivida BCCMILMG 31339" (JAAGOH000000000)

4|:Ideoneﬂa dechloratans CCUG 309777(VZPBD0000000)
Ideonelia benzenivorans BT' (JAGWCB000000000)

Idecneila azotifigens DSM 214387 (VIDT00000000)

Kl

fdeonelia pajudis KCTC 322387 (JAGQDG000000000)

Leptothrix mobitis DSM 10617 (SGWV00000000)

K3

—

0.050

Sphaerotilus hippei DSM 566" (QJJS00000000)

Sphaerotilus natans subsp. natans DSM 65757 (AZRAD0000000)

Pseudorhodoferax aquiterrae KCTC 233147 (BMYK01000000)

23. abra: A B7" torzs taxonomiai helyzetét bemutaté teljes genom alapjan létrehozott UBCG

filogenetikai torzsfa.

A B7T torzs teljes genom analizise soran megvizsgaltuk, hogy rendelkezik-e a monoaromas

szénhidrogének lebontasahoz sziikséges genetikai hattérrel. A CLC Genomics Workbench

programmal végzett genomelemzés soran azonositottuk a katekol-2,3-dioxigenaz (C230) gént egy

fenol-lebontasért felel6s génklaszterben, amely egy tobbkomponensii fenol-hidroxilazt (mPH) és

egy teljes meta-hasitasi utvonalat (24. abra) kodolt. Az 1.2.C-tipusu katekol-2,3-dioxigenaz gént

(kortilbeliil 800 bp) szintén sikeresen detektaltuk Sanger-szekvenalassal (3. tablazat), mely

génszekvenciajat 6sszehasonlitottuk a teljes genombol szarmazo C230 génszekvenciaval, és azzal

100%-o0s hasonldsadgot mutatott.
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B eia-gyiirihasitasi tievonal gének
[0 ferredoxin, 2Fe -2S vas-kén klaszter-, és hem-koid fehérfe gének
B 1.2.C katekol -2,3-dioxigendz gén
[ iranszkripeios regulaior gén
tobbkomponensii fenol -hidroxildz gének

[ egéb funkeio
orf N ':>E>->->E>':>:>E>E>I=>l:>l>

1 234 5 6 78 91011 12 131415 16 17 18

1 kb

24. abra: A B7" torzs aromas szénhidrogén-lebontasban szerepet jatszo génjei. A nyilak a nyitott
leolvasasi kereteket jelolik (ORF=o0pen reading frame), az iranyuk a transzkripci6 iranyat jelzi. A
szinek pedig az aromas szénhidrogének lebontdsaban szerepet jatszé gének kiillonb6zo

funkcionalis csoportjait jelolik. orfl: sigma-54 dependens transzkripcios reguldtor; orf2-6: fenol-hidroxildz

komponensek; orf7: 2Fe-2S vas-kén klaszterkotd domént tartalmazo fehérje; orf8:ferredoxin; orf9:1.2.C katekol-2,3-
dioxigendz; orfl0:transzporter fehérje; orfll:hem-koté fehérje; orfl2: 2-hidroximukonsav félaldehid dehidrogendz;
orfl3: alfa/béta fold hidroldz, orfl4: 2-oxopenta-4-enodt hidratdz; orfl5: 2-oxo-hex-3-éndisav dekarboxildz; orfl6:

acetaldehid-dehidrogendz; orf17: 4-hidroxi-2-oxovalerat aldoldz, orfl8: 4-oxalokrotondt tautomerdz.

Az aromas gylrQi aktivaciojat gyakran benzol/toluol monooxigenazok vagy dioxigenazok
végzik, azonban abban az esetben, ha ezek nem allnak rendelkezésre, a tobbkomponensii fenol-
hidroxilaz rendszer ugyanugy elvégzi ezt a feladatot. Habar elsédleges szubsztratja a fenol, képes
abenzol és a toluol metil-katekolla torténd atalakulasat is katalizalni (Cafaro et al. 2004). Az enzim
aktivitasahoz a dMpKLMNOP gének 6sszehangolt mitkodésére van sziikség, melyek a PO, P1, P2,
P3, P4 és P5 termékek expresszalodasaért felelosek. A dmpK segéd, vagy jarulékos fehérjék
kodolasaban vesz rész, melyeknek az aktiv hidroxilaz enzim 6sszeallitadsaban €s expresszidjanak
szabalyozasaban jatszanak szerepet (Powlowski et al. 1997). A reduktaz komponenst a dmpP, az
oxigenaz komponens a, B, és y alegységeit a dmMpLNO, az aktivator fehérjét pedig a dmpM kodolja,
melynek az oxigenaz komponens aktiv formajanak kialakitasaban van szerepe. A reduktiz
komponensben 1év6 flavin (FAD) elektronokat fogad el a NAD(P)H-tdl, majd tovabbitja azokat
az oxigenaz komponens aktiv helyére a vas-kén [2Fe-2S] centrumot tartalmaz6 ferredoxinon
keresztiil. Az aktiv helyen a redukalt Fe(I1)-hoz kotott O2 és szubsztrat tovabbi elektron transzfer
folyamatok altal kdlcsondsen aktivaljak egymast és megtorténik az aromas gylirli hidroxilacioja
(Powlowski ¢és Shingler 1990, Powlowski et al. 1994, 1997, Lipscomb 2008), majd a C230 gén
altali gytirtihasitast kovetden az ttvonal alsobb génjeinek termékei elvégzik a szénhidrogén

lebontasat szén-dioxidda és vizzé.
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A BTEX lebontasi utvonalakat a MAGE Genoscope platform segitségével is annotaltuk (25.
A, B abra), mely esetben a meta-gyiirithasitasi atvonal alsobb 1épéseit katalizald enzimek génjeit
sikeriilt mind azonositani, illetve talaltunk a benzol és a toluol gytiriiaktivaciojat biztositd géneket
is. Ezen kiviil azonositottuk az etil-benzol dioxigenaz egyik alegységének kodolasaért felelés gént
(lwasaki et al. 2006), igy feltételeztik, hogy a B7' torzs részt vehet ennek az aromas
szénhidrogénnek a metabolizacidjaban is. Azonban a xilolok metil-benzil-alkoholld torténd
atalakitasat katalizalo xilol-monooxigenaz gének hianyoztak (Suzuki et al. 1991), igy a torzs xilol-

bontashoz sziikséges genetikai hattere hianyosnak bizonyult (25. ,,A” abra).

2-hidroxi-5-metil- 2-0x0-5-metil-
A cisz, cisz-mukonsav cisz-mukonsav

5326
cdihidroxi-metil- 4-hidrexi
metilbenzil-alkohel = ciklohexén-diénkarboxildt metil-katekol [12183] [41.077 2-oxohexanoat ~ Propanal propanoil-CoA
xilol lebontas F@%oﬁ'wwe 113112 S 2l B Rl —+o-—— .
2-hidroxi-5-metil-  2-hidroxi-cisz
metilbenzil-aldehid ~ metilbenzoat | cisz,cisz-mukonsav -hex-2,4-dienoét

toluol lebontds  fajaldehid
T
fenol
O
benzol lebantas

o katekol

[113.112]
2-ox0-penta-4-enoat

e T }—ro—iulml—bo—m;zs}—l
t

piruvat O-——— ngUI|2|5

B

2-hidroxi- 4-hidroxi

mukonsav4félaldehid 2-oxovalerd
O——+>{ glikolizis

piruvat

2-hidroximukonsav  y- oxalokrotonét

25. abra: A B7" torzs benzol és xilollebontasi Gitvonalai, mely a MaGe Genoscope platform
segitségével a KEGG adatbazis alapjan keriilt annotalasra. Az ,,A” abréan a xilol, a ,,B” dbran a
benzol metabolizmusban szerepet jatszo enzimek (négyzet) és kozti termékek (iires korok)
lathatok. A négyzetekben az enzimek EC szamai lathatok, melyek alapjan a KEGG adatbéazisbol
visszakereshetok. A zold szin az automatikusan annotalt, a fehér a nem azonositott enzimeket

jeloli.

4.3.2.3. A B7" torzs aromads szénhidrogén bonto képessége

A B7" torzs aromas szénhidrogén bontd képességérdl GC-MS mérések segitségével is
meggydz3dtiink, melynek soran megfigyeltiik, hogy a B7" térzs képes volt aerob és mikroaerob
modon egyarant lebontani a benzolt, a toluolt és az etil-benzolt, mint egyediili szén- és
energiaforrést (26. ébra). A toluol és az etil-benzol aerob viszonyok kozott torténd lebontasa 48
volt sziikség. A mikroaerob biodegradacié azonban valamivel hatékonyabbnak bizonyult az

aerobnal, ugyanis a toluol és az etil-benzol 24 o6ran beliil, a benzol pedig 48 o6ran beliil elfogyott
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az iivegekbdl. A B7T torzs nem volt képes a xilolokat egyediili szén- és energiaforrasként
hasznositani, azonban amikor az 6sszes BTEX komponens keveréke egyszerre volt jelen,
valamennyi xilol-izomer mennyisége jelentdsen csokkent 48 6ran beliil, viszont miutan a benzol,
toluol és etil-benzol teljesen lebomlott a kérnyezetiikbol, a xilolok koncentracidja nem csokkent
tovabb. Aerob viszonyok kozott a benzol és a toluol jelenlétében a xilol vegyiiletek
kometabolizalddhatnak (Chang et al. 1993, Oh et al. 1994, Littlejohns és Daugulis 2008), viszont
ezek hidnyaban egyediili szénforrasként nem volt képes a xilol vegyiiletek teljes lebontdsara a

torzs.
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26. abra: Az Ideonella sp. B7T trzs aromas szénhidrogén-bonto képessége a GC-MS vizsgalatok
eredménye alapjan - A: B7" torzs benzollebonté képessége; B: B7 tdrzs toluol lebontd
képessége; C: B7" torzs etil-benzollebonto képessége; D: A B7T BTEX-bonto képessége az

Osszes aromas szénhidrogén jelenlétében.

4.3.2.4. Fiziologiai, morfologiai és biokémiai vizsgalatok
A B7T torzs altal képzett Gram-negativ, palcika alaku sejtek 1,8-2,0 um hosszaak és 0,6-0,7

um szélesek, egyetlen polaris flagellummal rendelkeznek, mely altal mozgasra képesek (27. A
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abra). Az R2A taptalajon kis és kozepes méretii, halvany borostyansarga, kor alaku, fényes,

kozépen kicstcsosodo telepeket képez 28°C-on 2—3 napos inkubacié soran (27. B abra).

27. abra: A- A B7T torzs traszmisszids elektronmikroszkopos képe 24 6ra inkubacid utin R2A

taptalajon, 28°C-on (Készitette: Dr. Boka Karoly, Novényszervezettani Tanszék, ELTE); B- A
B77 torzs altal képzett telepek 28°C-0n 2-3 napos inkubAacid utan (sajdt készitésii kép).

Az 6sszehasonlito fenotipusos és kemotaxonomiai vizsgalatok soran az ldeonella dechloratans
CCUG 308987 és Ideonella azotifigens 1a22T DSM 214387 torzseket hasznaltuk referencia
torzsként a 4.3.2.2. fejezetben bemutatott filogenetikai elemzések eredményei alapjan. A B7' torzs
¢s a referenciatorzsek jellemzdinek Osszehasonlitisa a 6. tablazatban keriil bemutatasra. A
biokémiai vizsgalatok alapjan a B7" torzs képes volt hidrolizalni a Tweens 80-at, a karbamidot, az
eszkulint és a zselatint, valamint er6s oxidaz ¢s kazedz, illetve gyenge kataldz aktivitassal is
rendelkezett. A B7' torzs jol novekedett 15 és 45 °C kozotti hémérsékleten, intenzivebben
szaporodott a magasabb 20-45°C kozotti hdmérsékleten, optimumat tekintve 35 °C-on mutatta a
legerdteljesebb novekedést R2A taptalajon 24 dra inkubacid alatt, mely tulajdonsdgai alapjan
mezofil szervezetnek tekinthetd. A referencia torzsek is magasabb hémérsékletet tudtak elviselni,
mint az atlag talajbaktériumok, azonban 45°C-on mar nem mutattak ndvekedést. A B7" sejtek pH
6 ¢és 9 kozotti pH tartomanyban jol szaporodtak, azonban pH 7-en tapasztaltuk a legintenzivebb
novekedést. A torzs maximum 2% NaCl-ot tartalmazo tapkozegben volt képesek szaporodni, az e

feletti sokoncentraciot nem toleralta, hasonldan a legkdzelebbi rokonaihoz.

6. tablazat: Az 1. torzs (B77), a 2. torzs (Ideonella dechloratans CCUG 308987), a 3. torzs
(Ideonella azotifigens 1a227) fébb fenotipusos és biokémiai jellemzéi; +, pozitiv; -, negativ; W,

gyenge pozitiv. Minden adat a jelen tanulmanybol szarmazik, kivéve a *-gal jelolteket.
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Tulajdonsagok 1 2 3
Telep szine halvany borostyan fehér fehér
Hoémérsékleti tartomany (Celsius) 15-45 12-42* 4-35*
pH taromany 6-9 5-9* 6-8*
NaCl tolerancia (% wi/v) 2 3>* 0.5>*
Katalaz w + +
Foszfataz - W +
H.S képzés - + -
Keményitd hidrolizis - + -
Szubsztrathasznositas (API 20NE)
D-gliiko6z - + -
Enzimaktivitas (API ZYM)
Alkalikus-foszfataz W - +
Lipaz (C14) w - -
Cisztin arilamidaz - W w
Tripszin w - -
Savas foszfataz - w +
a-gliikozidaz + + w
N-acetil- B-glikozaminidaz w - -
Szénhidrat hasznositas (API S0CH)
Glicerol - - +
D-arabinéz - - +
L-arabindz - - +
D-riboz - - +
D-galactoz - - +
D-gliikkoz - - +
D-fruktoz - - +
D-mannéz - - +
L-rhamoz - - +
Inozitol - - +
D-mannitol - - +
D-szorbitol - - +
Eszkulin-vas-citrat - - +
D-cellobioz - - +
D-maltéz - - +
D-fukéz - - +
L-fukdz - - +
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Az APl ZYM tesztekben a B7" torzs hasonldéan a referencia torzsekhez valtozatos
enzimaktivitast mutatott: alkalikus-foszfataz, lipaz, tripszin, o-gliikozidaz, és N-acetil- -
gliik6zaminidadz reakcidk esetében tapasztaltunk altalaban gyenge pozitiv reakciot. Ezzel szemben
az API 20NE és S0CH tesztek alapjan a B77 torzs nem volt képes a vizsgalt szénhidratok
asszimilacidjara és fermentalasara, mely tulajdonsagaban az Ideonella dechloratans tipustorzsre
hasonlit. A B7T térzs obligat aerobnak bizonyult, mivel a KNOjs tartalmu anaerob R2A tdpoldatban

nem mutatott novekedést.

4.3.2.5. Kemotaxonomiai vizsgalatok

A B7T torzs f6 zsirsav komponensei a Cie0, @ nem elvald zsirsavak 3 -as csoportja (Cie:1
®7¢/is0-C15:0 2-OH), valamint a C1s:1 @7¢ voltak, hasonldan a referencia torzsekhez (7. tablazat).
A DSMZ altal végzett tovabbi GC-MS analizis kimutatta, hogy a nem elvald zsirsavak 3-as
csoportjat a B7T torzs esetében kizardlag a Cie:1 o7c zsirsav alkotja. A Cis:0és Ci6:1 2-OH zsirsavak
jelenléte csak a B7T torzsre volt jellemzé, mely alapjan elkiilonithetd a legkdzelebbi rokon
fajoktol.

A B7T torzsben egyetlen légzési kinont, az ubikinon-8-at (Q-8) sikeriilt azonositani. A
vékonyréteg kromatografiaval kimutatott f6 polaris lipidek pedig a kovetkez6k voltak: foszfatidil-
etanol-amin (PE), difoszfatidil-glicerin (DPG) és foszfatidil-glicerin (PG). Ezen kiviil egy
azonositatlan aminofoszfolipidet (APL), egy aminolipidet (AL) és egy polaris lipidet (L) is

igazoltunk (28. abra).
T4 G VL.

DPG

<+«— APL

v

1
28. abra: A B7" torzs sejtmembranjaban eléfordulé 6 poldris lipdek. DPG= difoszfatidilglicerin;
PE= foszfatidil-etanol-amin; PG= foszfatidil-glicerin; APL= aminofoszfolipid; AL=aminolipid,

L= azonositatlan polaris lipid.
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7. tablazat: Az 1. térzs (B7"), a 2. torzs (ldeonella dechloratans CCUG 30898"), a 3. torzs
(Ideonella azotifigens 1a227) sejtmembranjanak zsirsavosszetétele. Az adatok az dsszes zsirsav

szazalékban kifejezett részeként lettek feltlintetve. -, Nem talalhato.

Zsirsavak 1 2 3
Telitett

Ci20 0.7 1.1 8.0
Ciao 2.6 1.7 1.2
Cis0 1.4 - -
Cie0 28.9 31.5 26.5
Telitetlen

Cisaw7C 7.7 10.3 13.0
Hidroxi

C10:0 3-OH 2.7 2.6 2.9
C12:0 2-OH 1.9 2.3 -
Ci20 3-OH 4.2 3.7 4.6
Ci4:0 2-OH 51 2.5 -
Ci6:1 2-OH 3.1 - -
Ciklikus

Cizocyclo 2.6 1.5 3.7
Nem elvalo *

3 36.5 38.3 38.8

* A nem elvalo (summed feature) zsirsavak két vagy harom zsirsavkomponens egyiittese,
amelyek a gazkromatografias analizis soran nem kiiloniiltek el egymastdl a kromatogramon.

Nem elval6 zsirsavak csoportja: 3, Ci6:1 w7c/is0-Cis:0 2-OH.
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A filogenetikai és kemotaxondmiai vizsgalatok eredményei alapjan jol latszik, hogy a B7" jelii
torzs az ldeonella nemzetségen beliil egy 1) fajt képvisel, melynek az ldeonella benzenivorans
nevet adtuk. A torzs képes egyediili szén-€s energiaforrasként hasznositani aerob és mikroaerob
koriilmények kozott a benzolt, a toluolt €s az etil-benolt, illetve kevert BTEX szennyezés esetén
valamennyi aromas vegyiilet lebontasara képes. A B7" torzset a Belgian Coordinated Collections
of Microorganisms (BCCM)/LMG Bacteria Collection és a Mezdgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Magyar Nemzeti ~ Gyiijteménye (MIMG)  ("National  Collection  of
Agricultural and Industrial Microorganisms (NCAIM) torzsgytijteményeknél helyeztiik letétbe a
kovetkezd azonositokkal: LMG 323457, NCAIM B.026647.

4.3.3. Az Acidovorax benzenivorans D2M1T torzs jellemzése és uj fajként torténé leirasa

Ebben a fejezetben a Banerjee és munkatarsai (2022a) altal egy meta-xilol lebontd
dusitotenyészetbdl izolalt Acidovorax sp. torzs jellemzésére keriil sor. A torzs az Acidovorax
delafieldii DSM64T torzzsel 4ll legkdzelebbi rokonsagban a 16S rRNS gén alapjan, akarcsak a
benzol-tartalmti (BEN) dusitotenyészetekben az Acidovorax nemzetséget képviselo6 OTU. Ezek
alapjan feltételezhetden a karhely egy endemikus, dominans kdzosségalkoto fajardl van sz, mely
potencialisan részt vehet a mikroaerob benzollebontasban, igy a genomelemzés és az 1) fajként

torténo leiras eredményei a jelen dolgozat keretin beliil keriilnek bemutatasra.

4.3.3.1. Az Acidovorax nemzetség jellemzése

Az Burkholderiales rendbe tartozo6 Comamonadaceae csaladbol szarmazd Acidovorax
nemzetséget Willems és munkatarsai irtak le (Willems et al. 1990, 2005). Az Acidovorax
nemzetségbe jelenleg 20 tudomanyosan elismert faj tartozik (http20). Az Acidovorax nemzetség,
akarcsak a Comamonadaceae csalad tobbi tagja részt vesz kiilonféle tipusu kéolajszarmazékok,
példaul klorbenzolok, fenantrén és BTEX vegyiiletek bioldgiai lebontasaban (Monferran et al.
2005, Singleton et al. 2018, Abutro et al. 2011), valamint a nemzetség tagjai dominans
kozosségalkotoként vannak jelen a kdolajjal szennyezett felszin alatti kornyezetben is (Bedics et
al. 2022, Benedek et al. 2018, Révész et al. 2020a, Banrejee et al. 2022a). Az Acidovorax fajokat,
mivel igen diverz nemzetségrél van szd, valtozatos élShelyekrdl izolaltak, tobbek kozott
kiilonb6z6 xenobiotikumokkal szennyezett teriiletekrél, mint példaul eleveniszap, PHB-val (poli-
B -hidroxibutirat) dusitott talaj és PAH-vegyiiletekkel szennyezett viztaroz6 (Willems et al. 1990,
Monferran et al. 2005, Singleton et al. 2018, Schulze et al. 1999, Heylen et al. 2008). A nemzetség
tagjai koziil kiilonosen az Acidovorax delafieldii torzsek egyes izolatumai kaptak figyelmet

------

(Banerjee et al. 2022a, Samanta et al. 1999, Aburto et al. 2009, Shuttleworth et al. 1996). A
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Comamonadaceae csalad tagjairol ismert, hogy diverz C230 génekkel rendelkeznek aromas
szénhidrogénekkel szennyezett, oxigénlimitalt, felszin alatti kornyezetben, mely C230
génszekvenciak koziil sokat az Acidovorax nemzetséggel tarsitottak (Tancsics et al. 2010, 2012,
2013). Az Acidovorax- ok jellemzéen Gram-negativ, palcika alaku, aerob baktériumok, néhany
kozilik mozgasra is képes a polaris flagellumuk révén. Kemotaxonomiai jellemzoéik, hogy a f6
zsirsav komponensiek altalaban a nem elvalo zsirsavak 3-as csoportja (Ci6:1m7¢/Cis:106¢), a Ci6:0
¢és a Cig1m7c. A DNS G+C tartalma a nemzetségen beliil pedig 60,9 és 66% kozott alakul (Willems
et al. 1990, Monferran et al. 2005, Singleton et al. 2018, Schulze et al. 1999, Heylen et al. 2008,
Choi et al. 2010, Pal et al. 2018, Li et al. 2011).

4.3.3.2. A D2M1T tirzs filogenetikai elhelyezkedése és genomelemzése

A 16S tRNS génszekvencia dsszehasonlitd elemzése alapjan megallapithat6, hogy a D2M17
torzs az Acidovorax nemzetségen beliil az Acidovorax delafieldii DSM64T torzzsel all
legkozelebbi rokonsagban (99,93% 16S rRNS génszekvencia egyezés), majd ezt kovette az A.
radicis DSM 235357 (98,765%) ¢és az A. kalamii KNDSW-TSAG" (98,761%). A D2M17 és az A.
deafiledii torzs kozotti filogenetikai kapcsolatot mindharom torzsfa megerdsitette, melyek
mindegyikén a D2M 1 torzs az A. delafieldii-vel alkotott kiilon leszarmazasi agat (29., mellékletek
8.2.5., 8.2.6. abra).

A D2M1T térzs teljes genom elemzése sordan a MiGA pipeline eredményei magas teljességi
(100%) és alacsony szennyezettségi értéket mutattak (0,9%), mely alapjan a kdzel 5,5 Mbp méretii
genom kivaloé mindséglinek bizonyult. A genom 64,2%-0s G + C tartalommal rendelkezik, ami
megfelel az Acidovorax fajokra altaldnosan jellemz6 értékeknek. A D2M1T7 torzs és legkdzelebbi
rokonai kozotti OrthoANI értékek 82,50-90,11% kozott mozogtak (30. abra), mig az in silico
dDDH eredményei szerint a D2M1T és az Acidovorax delafieldii torzs kozotti hasonlosig
minddssze 38,9%-os volt, mely szazalékos eredmények a fajelkiilonités soran hasznalt

kiszobértékek alatt maradtak.
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Acidovorax deffuvii BSB4117 (Y18618)

Acidovorax carolinensis DSM105008T (NR178354)
Acidovorax radicis N35"T (HM027578)

Acidovorax facilis CCUG2113" (AF078765)
Acidovorax benzenivorans D2M17 (MW647763)
Acidovorax delafiefdii DSMB4" (AFOT8764)

52

Acidovorax femperans CCUG11779" (AF078766)

Acidovorax caeni R-246087 (AM0O84006)

o 59 Acidovorax kalamii KNDSW-TSAET(KY425604)

Acidovorax sofi BL21T (FJ508672)

Acidovarax wautersii NF10787 (J0946385)

Acidovorax avenae ATCC 19860 (CP002521)

52
Acidovorax oryzae ATCC19882T (DQ360414)

=0 |, Acidovorax cattleyae ICMP2826" (AF137504)

Acidovorax citrulli ATCC206257 (AFQT8761)

Acidovorax vaferianeliae CFBPA7307 (AJ431731)

59 Acidovarax konjaci DSM74817 (AJ420325)
[ Acidovarax anthurii CFBP32327 (AJ007013)

Pseudomonas putida |1AM12367 (NR 043424)

—
0.020

29. abra 16S rRNS génszekvencidk alapjan létrehozott maximum likelihood filogenetikai fa,
amely a D2M1T torzs és legkdzelebbi rokonai kozotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja. A
Bootstrap értékek szazalékos értéke 1000 ismétlés alapjan lett kalkuldlva. A korrel jelolt agak
minden torzsfaalkoto algoritmus (ML, NJ, MP) esetében megegyeztek.
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Acidovorax facilis
DSM 649 (JAMXAX01) - .
e 88.77 85
. . 80
Acidovorax radicis 86.66 75
DSM 235357 (AFBGO01) : 70
65
85.68 86.77 60
M
Acidovorax mateii 85.33 86.81 50
D2M1" (JAPCKO1)
90.11 85.86 82.18
Acidovorax delafieldii
DSM 64T (VJWEOQ1) - 86.71 82.62 82.72
87.27 82.50 82.66
Acidovorax kalamii
MTCC 12652 (NOIGO1) 82.42 82.73
82.58 82.86
e ACidOVOrax carolinensis
DSM 105008 (CPO21359) 8312
—

88.06
Acidovorax soli

DSM 25157 (FNQJO1)

30. abra: Az OAT szoftverrel kiszamitott OrthoANI értékek alapjan készitett hotérkép a
D2M1T térzs és a kdzeli rokon Acidovorax fajok kozott. A szinkod a legkozelebbi rokonsagban

allo fajt pirossal a legtavolabbit zolddel jelzi.

Tovabba a D2MI1T és a legkdzelebbi rokontdrzsek felhasznalasaval egy teljes genom alapu
filogenetikai fat is rekonstrualtunk az UBCG szoftverrel (31. 4bra). A UBCG tdrzsfan a D2M1T
torzs az Acidovorax delafieldii DSM64T, Acidovorax radicis DSM23535", Acidovorax facilis
DSM649T és Acidovorax kalamii DSM 6497 torzsekkel klaszterezédott, mely dsszhangban van az
OrthoANI és dDDH eredményeivel. A kapott OrthoANI ¢s dDDH értékek, valamint a teljes
genom alapu filogenetikai vizsgalatok alapjan az D2M17 térzs az Acidovorax nemzetségen beliil

Uj fajként irhato le.
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Acidovorax wattersif DSM 279817 (FONX00000000})

Acidovorax catfleyae DSM 171017 (JADQDS00000000)

JE-3 A2

Acidoverax citruffi DSM 170607 (JXDJ0D000000)

32
&7 { Acidovorax avenae DSM 7227 (LIGOD000000)
23 Acidovorax oryzae ATCC 198227 (AFPT00000000)

S Acidovorax anthurii DSM 187457 (QLTAQ0000000)

L Acidovorax konjaci DSM 7481 (FOMQOO000000)
40

Acidovorax valerianeliae DSM 166197 (JAMBTKO0000000)

Acidovorax temperans DSM 72707 {JAFMZAD0000000)

58 56 ’— Acidovorax caroliensis DSM 105008 (NZ_CP021361)

I— Acidovorax soli DSM 251577 (JACHLKO0000000)
23

Acidovorax kafamii MTCC 126527 (JAMXHWO00000000)
3 55 Acidovorax defafiefldii DSM 647 (VIWED0000000)
16 _|: Acidovorax benzenivorans D2M17 (JAPCKIG0000000)
39 Acidovorax radicis DSM 235357 {CALAFO0000000)
_|: Acidovorax facilis DSM 649T (JAMXAXO0000000)

Acidovorax casni DSM 193277 (CYIG00000000)

Pseudomonas putida 1AM 12367 (LNNIO0000000)

31. 4bra: A D2M17 térzs taxondmiai helyzetét bemutato teljes genom alapjan létrehozott UBCG

filogenetikai torzsfa.

A genomelemzés a CLC Genomics Workbench Tool segitségével végeztiik, melynek soran
azonositottuk az 1.2.C-tipust katekol-2,3-dioxigendz (C230) gént egy teljes meta-gytriithasitasi
utvonalat kodold fenol-lebontd génklaszter részeként, melyben az aromas gylrii aktivaciojat a
tobb-komponensti fenol-hidroxildz (mPH) rendszer latja el (32. dbra). Harom, a klasztert hatarold
IS3 és IS5 csaladba tartozd, transzpozonokat kodolo ORF-et is azonositottunk ,,downstream”
helyzetben. Az aromds vegyiiletek katabolizmusat kodold génklaszterek terjedésében altalaban
mobilis genetikai elemek, példaul transzpozonok és plazmidok jatszanak szerepet, amelyek
eldsegitik a horizontdlis géntranszfert, és ezaltal biztositjdk a mikoorganizmusok gyors
alkalmazkodasat az 0j szennyezdanyagokhoz, emellett a horizontalis géntranszfer megnoveli a
C230 gének diverzitasat (Diaz 2004). A transzpozonok jelenléte a fenol-bontd génklaszter
kozelében feltehetden azt jelzi, hogy a D2M1T térzs horizontilis géntranszfer révén tett szert a
génklaszterre.

A Betaproteobacteriales rend egyes tagjainak tobbféle, olyan dioxigenaz-alapu aerob ttja van
az aromas szénhidrogének lebontasdhoz, amely alkalmazkodik az oxigén-limitalt
koriilményekhez. Igy példaul az Acidovorax nemzetség tagjai egyrészt rendelkezhetnek katekol
2,3-dioxigenazzal, ugyanakkor egy nagy oxigén-affinitasu (klor)katekol 1,2-dioxigenaz (C120)

o

enzimet is hasznalhatnak a benzol aromas gytiriijének orto-tipust (intradiol) hasitasdhoz (Kiesel
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et al. 2008). Az Acidovorax torzs az extradiol hasitasi utvonala mellett a teljes genom elemzése
alapjan rendelkezett az aromds gyur( intradiol hasitasaért felelds klorkatekol 1,2-dioxigenéz
génnel, azonban az orto-hasitasi titvonal egyéb génjeit nem sikeriilt azonositani a gén kdzelében.
Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a BTEX-vegyliletek jelenlétének hatasara a meta- gytiriihasitasi

utvonal génjei fejezddnek ki €és az aromas szénhidrogének lebontasa ezen keresztiil torténik.

transzpozonok

meta-gyiirihasitasi utvonal gének

transzkripcios reguldator gén

ferredoxin, 2Fe-28 vas-kén klaszter-, és hem-ké1d fehérje gének

1.2.C. katekol-2,3-dioxigendz gén

tébblkomponensii fenol-hidroxilaz gének —_—
egvéb funkcio I'kb

@
of peq Ep & {(@mEdEEdEaaaEam=saE Eamedm )

1 23 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26

I BREDG

32. abra: A D2M17 torzs aromas szénhidrogén lebontdsban szerepet jatszo génjei. A nyilak a
nyitott leolvasasi kereteket jelolik (ORF=open reading frame), az irdnyuk a transzkripcid iranyat
jelzi. A szinek pedig az aromas szénhidrogének lebontdsdban szerepet jatszd gének kiilonbozo
funkcionalis csoportjait jelolik. orf1:IS5 csalddba tartozé transzpozon; orf2: IS3 csalddba tartozé
transzpozon, orf3:1S3 csaladba tartozo transzpozon, orf4: haromrészes trikarboxilat transzporter szubsztratkéto
fehérje; orf5: DUF3363 domént tartalmazo fehérje, relaxdz/mobilizacios nukleaz és DUF3363 domeént tartalmazo
fehérje; orf6: 4-oxalokrotonat tautomerdaz, orf7: haromrészes trikarboxilat transzporter szubsztratkéto fehérje;
orf8: 2-oxo-hex-3-éndisav dekarboxilaz; orf9: 4-hidroxi-2-oxovalerat aldoldz, orfl0: acetaldehid dehidrogendz;
orf11:SDR csalddba tartozé oxidoreduktdz, orfl2: 2-oxopenta-4-enodt hidratdz, orfl3: 2-hidroximukonsav
félaldehid dehidrogendz; orfl4:LysR szubsztratkoté domént tartalmazo fehérje; orfl5:alfa/béta hidroldz;
orfl6:hem-kotd fehérje; orfl7:katekol-2,3-dioxigendz; orfl8: ferredoxin; orfl9: 2Fe-2S vas-kén klaszterkoté domént
tartalmazo fehérje; orf20-24: fenol-hidroxilaz komponensek, orf25: : sigma-54 dependens transzkripcios regulator;

orf26: GntR csaladba tartozo transzkripcios regulator.

Etil-benzol dioxigenazt nem sikeriilt azonositanunk az automatikus annotacio segitségével. Az
etil-benzol lebontas egy masik lehetséges utja a naftalin-dioxigenaz enzim kozremiikodésével az
etil-csoport oxidacidjan keresztiil megy végbe (Lee és Gibson 1996, Lee et al. 2019). A GenBank
adatbazisaban szamos Acidovorax faj genomjaban keriilt azonositasra korabban a naftalin 1,2-
dioxigenaz enzim, mint példaul az Acidovorax carolinensis (ART53508) és az Acidovorax kalamii
(OYDA47947) torzsekben. Valamint Benedek és munkatarsai (2020) altal izolalt Acidovorax sp.
R1.1_5 torzs, mely legnagyobb szekvencia hasonlosagot az Acidovorax delfieldii-vel mutatta,
szintén képes volt a naftalin lebontdsdra és rendelkezett a naftalin-dioxigendz reduktdz

o

komponensét (2Fe-2S) kodolé génnel. Az aromas-gytiri-hidroxilalé dioxigenazok csaladjaba
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tartozo géneket sikeriilt azonositanunk a D2M 1" genomjaban, melyhez tébbek kozott a naftalin-
dioxigenaz is tartozik. A kodolt fehérjeszekvenciat a BLAST keresOprogram segitségével (httpl1)
Osszehasonlitottunk a GenBank adatbazisban fellelheté szekvencidkkal, mely esetben az
Acidovorax sp. 94 fajhoz tartozd szalicilat-5-hidroxilaz enzimmel (RKR67561.1) 100%-0s
a szalicilat genzizatta torténd atalakulasat katalizalja (Park et al. 2007). Ezek alapjan feltételezhetd
volt, hogy a D2M1T t6rzs a naftalin lebontasahoz sziikséges enzimek segitségével az etil-benzol

bontasara is képes lehet.

4.3.3.3. A D2M1T térzs aromds szénhidrogén bontéképessége

A GC-MS mérések eredményei alapjan a D2M17 térzs képes volt aerob és mikroaerob modon
a benzolt és az etil-benzolt egyediili szén- ¢és energiaforrasként hasznositani (33. A, B dbra). Az
etil-benzol aerob lebontasa 24 6ran beliill ment végbe, mig a benzol 72 ora elteltével mutatott
jelentds csokkenést az aerob tivegekben, teljes lebontasahoz 96 orara volt sziikség. Az etil-benzol
mikroaerob lebontdsa hatékonyabbnak bizonyult a benzolénél, az elébbit a D2M1T térzs 48 6ra
alatt, az utobbit szintén 96 ora alatt hasznositotta. A D2M17 tdrzs nem volt képes a xilolokat
egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani.

Mas monoaromads szénhidrogének jelenlétében egy nagyon lassu folyamat eredményeként a
toluol is lebomlott 5 napon beliil (33. C abra). A BTEX vegytiletek keverékét tartalmazo kisérlet
esetében hatékony BTEX-bontasrol egyediil az etil-benzol esetében beszélhetiink, melyet
hozzavetdleg 24 ora alatt képes volt lebontani, azonban a benzol kezdeti mennyiségének 20% ala
torténd csokkenéséhez, hasonloan toluolhoz, szintén 5 napra volt sziikség. Egyediili szénforrasként
enn¢l joval hatékonyabban mikodott a benzollebontds aerob koriilmények kozott. Ennek
hatterében a toluolnak és az etil-benzolnak a benzol aerob biodegradaciot gatld hatasa allhat. A
toluol aerob lebontasat azonban a benzol jelenléte fokozza (Littlejohns és Daugulis 2008). A két
jelenség egylitt magyarazattal szolgalhat a toluol lebomlasara és a két vegyiilet kdzel azonos

utemben torténo csokkenésére.
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33. abra: Az Acidovorax sp. D2M1" torzs aromds szénhidrogén-bont6 képessége a GC-MS
vizsgalatok eredménye alapjan - A: D2M1T torzs benzollebonto képessége; B: D2M1T torzs etil-
benzollebonté képessége; C: A D2M1T térzs BTEX-bontd képessége az dsszes aromas

szénhidrogén jelenlétébe.

4.3.3.4. Fiziologiai, morfologiai és biokémiai vizsgalatok

A D2M1T torzs Gram-negativ, fakultativ anaerob, palcika alaku, 1,2-1,3 pum hossza ¢és
0,5-0,6 um széles sejteket képez, melyek mozgasra képesek egy monotrich polaris flagellum révén
(34. abra). Atlatszo, halvanysarga, kozepes méretii telepeket formal 1-2 napos inkubécié utan
28°C-on R2A agaron.

A D2M1" térzs minden tipusu taptalajon képes volt novekedni, de elényben részesitette a
magas tdpanyagtartalmu, alacsony sétartalmu taptalajokat, mint a TGE és a somentes nutrient. A
nutrient, TGE és LB taptalajokon a telepek sargas szine erdteljesebb volt, mint az R2A téptalajon

(35. abra).
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34. dbra: A D2M1T térzs traszmisszios elektronmikroszkopos képe 24 éra inkubacio utin R2A
taptalajon, 28°C-on (Készitette: Dr. Boka Karoly, Novényszervezettani Tanszek, ELTE).

35. abra: A D2M 17 térzs novekedési képessége kiilonbdzo taptalajokon (sajdt készitésii kép).

A torzs jol n6tt 10-28°C hémérsékleti és 6-10 kozotti pH-tartomanyban, de 1 % (w/v) feletti
NaCl tartalmu tapkozeget nem toleralta. A biokémiai és fiziologiai jellemzOk Gsszehasonlitd
elemzésének eredményeként nagy hasonldsagot tapasztaltunk a D2M1T térzs, az Acidovorax
delfieldii DSM64T és az Acidovorax radicis DSM 235357 referencia torzsek kozott. Az AP1 ZYM
tesztekben a referencia torzsekkel megegyezd enzimaktivitast észleltiink. Pozitiv reakciokat
figyeltiink meg az észteraz (C4), észteraz lipaz (C8), leucin arilamidaz, valin arilamidaz, naftol-
AS-Bl-foszfohidrolaz esetében. A D2M17 torzs képes volt a Tween 80, a karbamid, a kazein és a
zselatin hidrolizisére, illetve oxidaz és foszfataz aktivitast mutatott. Emellett a torzs képes volt a
nitratot nitrogénné redukalni, és peptonbol HoS-t termelt. Az API 20NE és API 50 CH eredményei
alapjan a D2M1T a vizsgalt szénhidratok széles skalajat tudta asszimilalni és fermentalni, mint
példaul a D-gliikézt, L-arabindzt, D-manndzt €s D-mannitot. A torzs ezek mellett képes volt

kalium-gliikonat, adipinsav, malatasav, glicerin, D-galaktoz, D-fruktoz, D-szorbit, esculin vas-
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citrat, D-fukoz és D-arabitol hasznositasara is. A D2M1T torzs anaerob koriilmények kozott is
képes volt novekedni a KNOs tartalmu R2A taplevesben, igy fakultativ anaerob szervezetnek
bizonyult. Az 8. tiblazat tartalmazza a D2M17 tdrzs biokémiai és fizioldgiai jellemzdi koziil

azokat, melyek alapjan elkiilonitheto a referencia torzsektol.

8. tablazat: Az 1. torzs (D2M17), a 2. torzs (Acidovorax delafieldii DSM64T), a 3. torzs
(Acidovorax radicis DSM235357) fobb fenotipusos és biokémiai jellemzdi; +, pozitiv; -, negativ;

W, gyenge pozitiv.

Tulajdonsagok 1 2 3

Telepek szine halvanysarga krémszinii krémszin(i
HoOmérséklet taromany (Celsius) 10-28 18-37 18-28

pH tartomany 6-10 6-10 6-10

NaCl tolerancia (% wi/v) 1 1 1

Katalaz - + -

Ureaz + + -
Denitrifikacid + - +

Nitrat redukcio nitritté - + -

Szubsztrathasznositas (API 20NE)
Eszkulin - w +
Adipinsav w - -
Szénhidrathasznositas (API S0CH)

Glicerol w - w
L-arabin6z + - +
D-galaktoz w - +
D-gliikoz + - +
D-mannoz w - W
D-szorbitol + w +
D-fukéz w - +
L-fukéz - - +
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4.3.3.5. Kemotaxonomiai vizsgadlatok

A D2M1T térzs fobb zsirsav komponensei koziil a nem elvald (summed feature) zsirsavak 3-as

(C16:1 ®7¢ vagy Cie:1 06¢) és 8- as (Cis:1 @7¢ vagy Cis:1 0w6¢) csoportja, valamint a Cie:o Voltak

nagy mennyiségben jelen, hasonléan az Acidovorax delfieldii DSM 64" és Acidovorax radicis

DSM 235357 referenciatdrzsekhez. A f6 zsirsav-Osszetétel megerésitette a D2M1T taxonomiai

helyzetét az Acidovorax nemzetségben, bar néhany mennyiségi eltérést figyeltiink meg a fobb

komponensek esetében a referencia torzsekhez képest (9. tablazat).

9. tablazat: Az 1. torzs (D2M17), a 2. torzs (Acidovorax delafieldii DSM64T), a 3. torzs

(Acidovorax radicis DSM23535") sejtmembranjanak zsirsavosszetétele. Az adatok az Osszes

zsirsav szazalékban kifejezett részeként lettek feltiintetve.

Zsirsavak 1 2 3
Telitett

Ca20 3.1 2.6 2.9
Caao 4.1 3.6 3.9
Cis0 26.2 25.1 28.7
Hidroxi

C10:0 3-OH 3.2 2.9 2.6
Cyclic

Cirocyclo 2.0 1.7 2.9
Nem elvalo zsirsavak™

3 43.6 39.4 44.2
8 16.1 23.3 13.6

* A nem elvalo (summed feature) zsirsavak két vagy harom zsirsavkomponens egyiittese, amelyek

a gazkromatografias analizis sordn nem kiiloniiltek el egymdstol a kromatogramon. Nem elvalo

zsirsavak csoportjai: 3- C16:1 @7¢ vagy Cie:1 @6¢; 8- Cig:1 @7¢ vagy Cig:1 m6C.
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A D2M1T térzsben a f8 respiratorikus kinon az ubikinon-8 (Q-8) (94,8%) volt, mig az
ubikinon-9 (Q-9) (2,5%) és az ubikinon-7 (Q-7) (2,7%) kisebb szazalékos aranyban volt jelen. A
f6 polaris lipidek a difoszfatidilglicerin (DPG), foszfatidilglicerin (PG), foszfatidil-etanolamin
(PE) voltak. Ezenkiviil egy azonositatlan polaris lipid (L) detektalasra keriilt sor a vizsgalatok

soran (36. abra).

23-96 2+ "%
L DPG
S\

PG— \PE

36. abra: A D2M17 t6rzs sejtmembranjiban eléfordulé f6 polaris lipdek. DPG=

difoszfatidilglicerin; PE= foszfatidil-etanol-amin; PG= foszfatidil-glicerint; L= lipid.

A filogenetikai és kemotaxonomiai vizsgalatok eredményei alapjan megallapithatd, hogy a
D2M17 jelii torzs az Acidovorax nemzetségen beliil egy 0j fajt képvisel, melynek az Acidovorax
benzenivorans nevet adtuk. A torzs képes egyediili szén-és energiaforrasként hasznositani az aerob
¢s mikroaerob koriilmények kozott a benzolt és az etil-benzolt, illetve kevert BTEX szennyezés
esetén a toluol lebontasara is képes lehet. A D2M1T térzset a Leibniz Institute DSMZ - German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures és a Mezdgazdasagi ¢és Ipari
Mikroorganizmusok Magyar Nemzeti ~ Gyiijteménye (MIMG)  ("National  Collection  of
Agricultural and Industrial Microorganisms (NCAIM) torzsgytijteményeknél helyeztiik letétbe a
kovetkez6 azonositokkal: DSM 115238T, NCAIM B.02679".

Uj tudomanyos eredmény a 4.3. fejezet alapjan:

III. tézis: A mikroaerob benzollebont6 dusitdtenyészetbdl sikeresen izoldltunk egy, a
Pinisolibacter nemzetséghez tartozo baktériumtorzset, mely teljes genom analizise alapjan 1.2.B-
tipust katekol-2,3-dioxigenaz enzimmel rendelkezik. A faj leirasahoz sziikséges vizsgalatokat a

nemzetk6zi  kovetelményeknek megfelelden elvégeztiik. Gézkromatograffal kapcsolt
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tomegspektrometria (GC-MS) segitségével igazoltuk, hogy aerob koriilmények kozott a torzs

képes az etil-benzol teljes lebontasara. Az 0ij fajnak a Pinisolibacter aquiterrae nevet adtuk.

Az eredményeket az alabbi publikacioban ismertettiik:

Bedics, A., Banerjee, S., Boka, K., Toth, E., Benedek, T., Kriszt, B., & Tancsics, A. (2022).
Pinisolibacter aquiterrae sp. nov., a novel aromatic hydrocarbon-degrading bacterium isolated
from benzene-, and xylene-degrading enrichment cultures, and emended description of the genus

Pinisolibacter. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 72:005229.

IV: tézis: Sikeriilt izolalnunk a mikroaerob benzollebontd dusitotenyészetekbdl egy Ideonella
nemzetségbeli baktériumtorzset, melynek a nemzetkozi kovetelményeknek megfeleld leirasat
elvégeztiik. A torzs rendelkezik egy olyan fenol-degradacios génklaszterrel, melyben kodolva van
az 1.2.C-tipusu katekol-2,3-dioxigendz gén egy teljes meta-gytriihasitasi Utvonal részeként.
Gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria (GC-MS) segitségével végzett vizsgalatok
alapjan igazoltuk, hogy a torzs képes aerob és mikroaerob koriilmények kozott is lebontani a

benzolt, az etil-benzolt és a toluolt. Az Gj fajnak az ldeonella benzenivorans nevet adtuk.

Az eredményeket az alabbi publikdcioban ismertettiik:

Bedics, A., Tancsics, A., Toth, E., Banerjee, S., Harkai, P., Kovacs, B., Kriszt, B. (2022).
Microaerobic enrichment of benzene-degrading bacteria and description of Ideonella
benzenivorans sp. nov., capable of degrading benzene, toluene and ethylbenzene under

microaerobic conditions. Antonie van Leeuwenhoek, 115(9), 1113-1128.

V. tézis: Molekularis genetikai vizsgalatok alapjan igazoltuk, hogy a benzolbontd
dusitotenyészetek egyik dominans kozosségalkotd, Acidovorax nemzetségbe tartozo
mikroszervezete egy ez idaig ismeretlen baktériumfaj, mely rendelkezik az 1.2.C-tipusu katekol-
2,3-dioxigenaz génnel. Gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria (GC-MS) segitségével
végzett vizsgalatok alapjan igazoltuk, hogy a térzs képes aerob és mikroaerob koriilmények kozott
is lebontani a benzolt és az etil-benzolt. A torzs nemzetkozi kdvetelményeknek megfeleld leirasat

elvégeztiik és az 0j fajnak az Acidovorax benzenivorans nevet adtuk.

Az eredményeket az alabbi publikdcidban ismertettiik:

Bedics, A., Tancsics, A., Banerjee, S., Toth, E., Harkai, P., Gottschall, G.G., Boka, K., Kriszt,
B. (2024). Acidovorax benzenivorans sp. nov., a novel aromatic hydrocarbon-degrading bacterium
isolated from a xylene-degrading enrichment culture. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 74(1), 006219.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A koolajszennyezés mértéke jelentésen megndvekedett a globalizacid és az iparosodas miatt,
igy az olaj napjaink egyik leggyakoribb kdrnyezetkarosité anyaga. Valamennyi BTEX vegyiilet
kozil legkartékonyabbnak a benzol mondhaté humdn egészségiigyi ¢és kornyezetvédelmi
szempontbol is (ATSDR 2015, Arnold et al. 2013, Dési 2001). A benzol és a tobbi monoaromas
vegylilet kis szénatomszama révén illékony vegyiiletek, valamint szerkezeti tulajdonsagaiknak
koszonhetben a talajvizekbe oldodhatnak, veszélyeztetve ezzel az ivovizbazisokat is (Truskewycz
ugyanis idével a mikrobialis Oskozosség adaptalodik az 0 szénforrashoz és megkezdik a
szennyezbanyag lebontasat enzimkatalizalt folyamatok 4altal. EgQy diverz enzimkészlettel
rendelkezé koOzOsség egyiittmikodése altal valdésulhat meg a kevert szennyezés teljes
spektrumanak eltavolitasa (Goldschneider et al. 2006), emellett jelentds szerepet jatszhatnak a
kometabolikus és egyéb szubsztrat-kolcsonhatasok a lebontas soran (Littlejohns és Daugulis
2008). Az aromas vegyiiletek lebontasi folyamatanak kulcsenzimjei altaldban olyan mono-, és
dioxigenazok, melyek az aromds gylrli aktivicidjat, majd a hasitdsat végzik, végiil tovabbi
atalakitasi lépéseket kovetden a reakcidtermékek a kozponti anyagesereitvonalak révén
hasznosulnak (Pérez-Pantoja et al. 2010). Az 1.2.C-tipust katekol-2,3-dioxigenaz enzimek jelentds
szerepet tOltenek be az oxigénszegény felszin alatti kornyezetekben torténd aromas
szénhidrogének lebontasaban, ugyanis nyomnyi mennyiségii oxigén jelenlétében is aktivak
maradnak és igy az aromas vegyliletekkel szennyezett oxigénlimitalt kozegekben jelentds e gének
diverzitasa a baktériumkozosségben (Eltis €s Bolin 1996, Kukor és Olsen 1996, Tancsics et al.
2012, 2013). A gének sokszinliségét fokozza, hogy a kozosségen beliil horizontalis géntranszfer
utjan terjednek (Villa et al. 2019).

Napjaink relevans tudomanyos célkitlizése az olyan benzollebontd baktériumkozosségek és
baktériumtorzsek vizsgalata, melyek a felszin alatti oxigénszegény kornyezetben is mutatnak
biodegradacids aktivitast. Az oxigénlimitacid és a benzol, mint egyediili szén-, €s energiaforras
jelenléte olyan széls6séges kornyezeti paramétereket teremtenek, melyeket csak a baktériumok
szlik kozOssége képes tolerdlni, igy a mikroaerob benzolbonté baktériumkozosségek
dinamikdjanak és 0sszetételének, valamint a torzsek teljes genomjanak vizsgalata és metabolikus
képességeinek feltarasa fontos informacioval szolgalhat a kiterjedt felszin alatti olajszennyezések
gyors ¢és hatékony felszamoldséhoz.

Valamennyi elvégzett kisérletliinkhoz a talajviz és iiledék mintédkat a Tancsics és munkatéarsai

(2012, 2013) altal részletesen jellemzett siklosi karhelyrdl vettiik észleld kutakon keresztiil. Jelen
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dolgozat keretein beliil benzollebontdé mikroaerob dusitdtenyészeteket hoztunk Ilétre annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogyan valtozik a baktériumkozosség oxigénszegény, kizardlag
benzolt tartalmazo kozegben Osszehasonlitva azokkal a dusitdtenyészetekkel, melyek egyéb
BTEX vegyiileteket is tartalmaztak kis mennyiségben a benzol mellett. Ezen kiviil a tobbi aromas
szénhidrogén vegyiiletnek a benzol-biodegradaciora gyakorolt hatasat is vizsgaltuk mikroaerob

kornyezetben.

s Megallapitottuk, hogy a benzollebontas hatékonyabb volt abban az esetben, amikor a
benzol, mint egyediili szén-és energiaforras volt jelen a dusitotenyészetekben. A
benzol-biodegradaciora a BTEX keverék tartalmil tenyészetekben foként a xilol
izomerek jelenléte volt nagy hatassal, melyek feltehetdéen gatoltdk a benzollebontast,
mig az etil-benzol és a toluol valamennyi aromds vegyiilet bontdsi hatékonysagat

novelte.

X/

% A benzol és mas BTEX keverék tartalmu dusitotenyészetek baktériumkdzossége
Osszetételében hasonlo volt egymashoz, azonban a dominéns fajok ardnyéaban jelentds
eltéréseket tapasztaltunk. Mig a csak benzolt tartalmazo tenyészetekben a Rhodoferax
nemzetség tagjai voltak dominansok, a keverék tartalmuakat leginkabb a Pseudomonas
nemzetség uralta. Ezen kiviill az Acidovorax nemzetség is szamottevd volt és hasonlo

abundanciaval volt jelen mindkét tipust dusitotenyészet esetében.

Eredményeink alapjan az, hogy mely baktériumko6zosség tagjai valnak dominanssa, nagyban
fligg a szénforrds tipusatol, illetve attol, hogy a tobbségben jelenlévd aromas szénhidrogén
onmagaban vagy egyéb BTEX vegyliletekkel egyiitt van jelen a baktériumok koérnyezetében.
Mivel a természetes dkoszisztémakban tobbségében kevert szennyezésekrdl beszélhetiink, ezért
fontos megvizsgalni, hogy hogyan hatnak egymasra és a kozdsség alakuldsira az egyes
szénhidrogénvegyiiletek. Emellett nem szabad figyelmen kiviil hagyni az aromas vegyiiletek kozti
szubsztrat interakciok biodegradaciora gyakorolt hatasat kevert BTEX szennyezés esetén.

A dusitotenyészeteken kiviil olyan aerob és mikroaerob mikrokozmoszokat is 1étrehoztunk,
melyekben az egyediili szénforrasként stabilizotoposan jeldlt benzol volt jelen. Elsdként amplikon
szekvenalassal képet kaptunk a mikrokozmoszok teljes baktériumkozosségérol, majd a jeldlt és a
jeloletlen DNS-t siirliség szerint cézium-klorid oldat segitségével, ultrancentrifugéalassal
valasztottuk el, ezt kovetden pedig a nehéz és a konnyl frakciok 16S rDNS profiljat

Osszehasonlitottuk egymassal.

R/

< Osszességében megallapitottuk, hogy a kozel egy hetes kisérleti idészakban nagyon
eltérd benzolbontd mikrobakdzosségek alakultak ki aerob és mikroaerob koriilmények

kozott.
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% Az aerob dusitotenyészetekben a Pseudomonas, Rhizobium és Thauera nemzetségek
dominaltak, mig mikroaerob koriilmények kozott foként a Malikia és az Azovibrio
nemzetség képviseldi voltak jelen nagy aranyban. Aerob koriilmények tekintetében a
Pseudomonas és a Rhizobium, mikroaerob koriilmények esetén pedig az Azovibrio és
a Malikia nemzetségek benzollebontasban bet6ltott kiemelkedd szerepe nyert
megerdsitést a frakcionalast kovetéen a nehéz DNS frakcioban mutatott jelentds
feldtsulasuk miatt.

%+ Az aerob mikrokozmoszokban a Pseudomonas nemzetséghez tartozo legjelentdsebb
OTU ezen beliil egyértelmiien egy, a duasitotenyészeteinkbdl szintén kitenyésztett,
Banerjee es munkatarsai (2022b) altal a siklosi karhelyrdl izolalt P. aromaticivorans
fajhoz volt kothetd, mely a kapott eredmények alapjan egyértelmiien kiemelkedd
benzolbontdként azonositottunk aerob koriilmények kozott.

% Emellett a kevés ismert, leirt fajt magaba foglalo Azovibrio nemzetség okologiai
szerepe €és BTEX lebontasban betoltott kiemelkedd jelentésége is beigazolddott a

stabilizotopos vizsgalat soran.

Eredményeink alapjan egyértelmii megerdsitést nyert, hogy az aromds szénvegyiilet tipusa
mellett az oxigén jelenléte is nagy hatast gyakorol a baktériumkozosségre, ugyanis markansan mas
mellett. Tovabba nem csak a dominans kozosségalkotok feldusulasabol kovetkeztethetiink az
egyes nemzetségek biodegradacios képességére, hanem a stabil izotopos vizsgalatok
eredményeinek kdszonhetéen megerdsithetjiik azok kiemelkedd szerepét a benzollebontasban.

A 2019 oktoberében késziilt benzol tartalmt dusitdtenyészetek adataival osszevetve a 2022
majusaban végzett mikrokozmosz kisérletek amplikonszekvenalasanak eredményeit azt lehet
megfigyelni, hogy a Pseudomonas és a Rhizobium nemzetségek kivételével a kozosség dsszetételét
tekintve kiilonboznek egymastol. A ket kisérlet bar alapbedllitasat tekintve hasonld, azonban a
bemért benzol mennyisége, az inkubacids idé és a kiindulasi minta sem egyezett meg a két
kisérlettipus Osszedllitasa és elvégzése sordn, mely eredményezhette a végeredményiil kapott
baktériumkozosség eltérdségét. A dusitotenyészeteket 5 héten keresztiil hetente atoltva, mig a
mikrokozmoszokat minddssze egy héten keresztiil inkubéltuk. Az eltérd inkubacids i1d6 jelentds
hatast gyakorolhatott a baktériumkozosség alakulasara, melynek soran nem csak az szamitott,
hogy 6t héten at benzol tartalmt kdzeget biztositottunk, hanem hogy 6t héten 4t mikroaerob
koriilményeknek volt kitéve az alapk6zosség, mely alatt stabil mikroaerob benzolbontova alakult.
Példaként emliteném a Malikia nemzetséget, mely esetében eddig az aerob benzolbontasban

tulajdonitottak neki kiemelkedd szerepet, a 2022-es stabil izotopos kisérlet azonban igazolta, hogy
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mikroaerob modon is képes a hasznositani a benzolt. Azonban egy 6t hetes dusitofolyamat soran
az elérhetd szénforrasért folytatott kompeticio révén egyéb, gyorsabban szaporodd nemzetségek
nagyobb teret nyerhetnek, igy fordulhatott el6, hogy a Malikia nemzetség a 2019-es kisérleti
felallitasban 1% alatti abundancidval rendelkezett. Tovabbi példaként szolgédl a fajok kozotti
versenyre a Rhodoferax és az Azovibrio nemzetségek, melyek hasonld 6koldgiai niche-t t6ltenek
be és valdszinisitheté, hogy hol az egyik, hol a masik nemzetségbe tartozd fajok valnak
dominanssa. Emellett figyelemre mélto a 2019-es és 2022-es mintavételi év iddjarasi paraméteret,
rendkiviili aszaly hatasara ugyanis magasabb volt az aromas szénhidrogének mennyisége a bemért
kiinduldsi minta esetében, mely szintén hatassal lehetett az iiledékben 1évé baktériumkozosség
Osszetételére.

A dusitétenyészetek esetében tenyésztéses modszerrel is vizsgaltuk a baktériumkozosségeket,
melynek soran harom, a tudomany szamara 01j baktériumfajt sikeriilt izolalnunk. A csak benzolt
tartalmazo dusitotenyészetekbdl izolaltuk a Pinisolibacter illetve az ldeonella nemzetséghez
tartozo baktériumtorzseinket, melyek teljes genomanalizisét elvégezve bizonyitast nyert, hogy a
két torzs rendelkezik az aromas szénhidrogének lebontasdhoz sziikséges génkészlettel. Mindkét
torzs 0 fajként torténd leirdasdhoz sziikséges vizsgalatokat a nemzetkdzi kovetelményeknek
megfeleléen végeztiik el, valamint GC-MS segitségével igazoltuk az aromas szénhidrogén bontd

képessegiiket.

< A Pinisolibacter aquiterrae B13" torzs genomjiban azonositottunk egy 1.2.B-tipust
katekol-2,3-dioxigenaz enzimet kodolo gént, mely egy részleges meta-hasitasi
utvonalat kodold génklaszter részeként volt jelen. Ezen kiviil egy toluol-
monooxigenazt kodold génklasztert is talaltunk a genomban, amely kiegészitette a
részleges meta-gyfirtihasito génklasztert. A B13T torzs aerob koriilmények kozott képes
volt az etil-benzol teljes lebontasara. Abban az esetben azonban, amikor az §sszes

crer

minimalisra csOkkentette.

R/

% Az Ideonella benzenivorans B7' torzs ezzel szemben rendelkezett egy olyan fenol-
degradacios génklaszterrel, melyben kodolva van az [.2.C-tipusu katekol-2,3-
dioxigenaz gén egy teljes meta-gytiriihasitasi utvonal részeként. A B7T torzs a GC-MS
vizsgalatok alapjan az aromas vegyliletek szélesebb skalajat tudta egyediili szén-és
energiaforrasként hasznositani, ugyanis aerob és mikroaerob koriilmények kozott is

lebontotta a benzolt, az etil-benzolt és a toluolt is. Az 6sszes BTEX vegyiiletet
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tartalmazo bontasi kisérletben a torzs aktivitasanak hatasara pedig valamennyi aromas

szénvegylilet degradalddott.

Egy harmadik, Acidovorax nemzetségbe tartozo baktériumtorzs 0 fajként torténd leirasara is
sor keriilt a jelen dolgozat keretin belill, melyet korabban szintén az altalunk vizsgalt karhely
kisérletei soran egy meta-xilol-bont6 dusitotenyészetbdl izolaltak (Banerjee et al. 2022a). A
dusitotenyészeteinkben jelenlévé Acidovorax nemzetséghez tartozé OTU az A. delafieldii fajjal
mutatta a legnagyobb 16S rRNS szekvencia hasonldsagot, akarcsak a vizsgalt €s a nemzetkdzi

kovetelményeknek megfelelden 0 fajként leirt Acidovorax benzenivorans D2M17 torzs.

< A teljes genom analizis alapjan A D2M17 torzs rendelkezik az 1.2.C-tipust katekol-
2,3-dioxigenaz génnel ¢és egy teljes meta-gyuriihasitdsi utvonalat koédold fenol-
degradacios génklaszterrel. A térzs BTEX-bontd képességét GC-MS segitségével
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy képes volt aerob és mikroaerob koriilmények
kozott is lebontani a benzolt és az etil-benzolt, valamennyi BTEX vegyiilet jelenlétében

pedig ezek mellett a toluolt is egy igen lassu bontasi folyamat soran.

A tudomany szadmara ismeretlen, Uj fajok izolalasara remek lehetdség nyilik egy aromas
szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti karhelyen, ugyanis a sok €l61ény szdmara toxikus,
nagy mennyiségben jelenlévd kdolajszennyezés erds szelekcids nyomast gyakorol az ott €16
endemikus kozosségre, mely altal ezeken a teriileteken elterjedt baktériumfajok magas genetikai
diverzitassal rendelkeznek, igy Iényegében az emlitett karhelyek evolucios forrépontoknak
tekinthetdk. A molekularis technikék fejlddésével napjainkban a tenyésztéses vizsgalatokra kisebb
hangsuly helyezddik. Ugyanakkor az altalunk izolalt 4 fajokkal végzett vizsgélatok is rAmutatnak
arra, hogy a molekularis biologiai modszerekkel felallitott hipotézisek megerdsitésére, valamint
az eredmények kiegészitésére a klasszikus mikrobioldgiai modszerek ma is kivaloan alkalmasak,
mivel a baktériumok szdmos, felhasznalhatosaguk tekintetében igen fontos tulajdonsagara, mint
pl. a metabolizacios képességiikre csak igy dertilhet fény.

Az egyes baktériumtorzsekkel végeztt bontasi kisérletek soran nagy hangsulyt kapott, hogy az
az 1 fajok egyediili szén-, és energiaforrasként is képesek legyenek egy-egy BTEX vegyiiletet
metabolizalni, az ldeonella benzeivorans B7" és az Acidovorax benzenivorans D2M17 esetében
pedig kivaltképp a benzolt hasznositani, ugyanis a természetes kornyezetben, akarcsak egy
esetleges oltdanyag konzorciumban azok a baktériumok miikddnek jol egyiitt a kdolajszennyezd
lebontasaban, melyek képesek egymas bontési spektrumat kiegésziteni. Ennélfogva fontos, hogy
egy perzisztens, nagy kornyezeti kockéazatot jelenté vegylilet, mint amilyen a benzol is,
onmagaban is hasznosithatd szénforras legyen a vizsgalt baktérium szdmara. Ritka, hogy egy, az

aromas vegyiiletek bontasdhoz sziikséges genetikai hattérrel rendelkezd torzs csak a benzol
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lebontéasara legyen képes és mas monoaromas szénhidrogént egyaltalan ne tudjon hasznositani,
azonban, ha onmagaban nem is, de a BTEX vegyiiletek kozti szubsztrat interakciok és
kometabolizmus révén egyéb komponensek lebontasaban is részt vehetnek a benzolbont6 torzsek,
igy a kornyezetbe kijutva is versenyképes szénhidrogén lebontdk lehetnek kevert BTEX
szennyezes esetén is. Azonban fontos megjegyezni, hogy egy dominans kozosségalkotot, mint pl.
az Acidovorax benzenivorans D2M1T, mely bizonyitottan képes metabolizalni a benzolt, ha
kijuttatjuk a kornyezetbe, feltételezhetden konnyebben veszi fel a versenyt, mint egy kevésbé
kompetitiv faj.

Valamennyi elvégzett vizsgalatunk eredményének kdszonhetéen ma mar pontosabb képet
alkothatunk az aromas szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti teriiletek mikrobialis
kozosségeirdl, illetve a kozosségalkotd mikroorganizmusok szerepérdl. A molekularis médszerek
segitségével a benzollebontasban szerepet jatszo dominans kozosségalkotdkra deriilt fény, mig a
stabil izotopos vizsgalatokkal lehetdségiink nyilt arra, hogy az egyes kozosségalkotok dkologiai
szerepét tisztazhassuk, akarcsak a tenyésztéses modszer segitségével izoldlt uj fajok
genomanalizise altal. Tudjuk, hogy elsésorban mely taxonok megjelenésére szamithatunk a
benzollal szennyezett kzegekben mikroaerob koriilmények mellett (pl. Rhodoferax, Acidovorax,
Pseudomonas, Malikia, Azovibrio), mely tudas kicsi, de fontos részletként hozzatesz a kdolajjal
szennyezett terliletek karmentesitési technoldgiainak fejlesztéséhez. A klasszikus mikrobioldgia
pedig az uj fajok szdmos tulajdonsdganak és metabolikus képességének feltardsaban volt
segitségiinkre. Az altalunk izolalt torzsekrél bontasi kisérletek és genomelemzésiik révén is
bebizonyosodott a BTEX biodegradacios potencialjuk, igy ezek a torzsek alapjat képezhetik egy
esetleges szabadalomnak, mely sordan Onmagaban vagy konzorciumként felhasznalasra
keriilhetnek egy aromds szénhidrogénekkel szennyezett karhely bioaugmentacidja soran

oltdéanyagként.

110



6. OSSZEFOGLALAS

Vilagszerte egyre nagyobb a kereslet a kdolajvegyliletek irant, mely a szarazfoldi és vizi
kdolajszennyezések mértékét is jelentdsen megndvelte napjainkban. Az egyik legkiemelkeddbb
petrolkémiai alapanyag a benzol, igy évente tobb, mint 50 millid6 tonnara becsiilik az ipari
felhasznaldsat, azonban valamennyi BTEX vegyiilet koziil legkartékonyabbnak a benzol
mondhaté human egészségiigyi ¢és kornyezetvédelmi szempontbol is. A  szarazfoldi
olajszennyezések kiterjedését és a kdrnyezet karositasanak mértékét nagyban befolyasolja a talaj
¢s a szennyezdanyag fizikai és kémiai tulajdonsagai, valamint a teriilet hidrogeoldgiai adottsagai.
Az olajszennyezés jelentds mértékben atalakitja és karositja az érintett terlilet 6koszisztémajat
kozvetlen vagy kozvetett toxikus hatasa révén a taplaléklancon keresztiil akkumulélodva. A benzol
€s a tobbi aromas szénhidrogén vegyiilet kdrnyezetkarositdo hatasat fokozza, hogy viszonylag
konnyen oldodnak a talajvizben, mely altal nagy tavolsagokra eljuthatnak és az ivovizbazisokat is
veszélyeztethetik, emellett oxigénlimitalt felszin alatti kornyezetben a benzol perzisztens vegyiilet.

A kornyezet regeneralodoképességében nagy szerepet jatszanak azok az Gshonos
mikroorganizmusok, melyek a szennyezdanyaghoz adaptalédva megkezdik annak lebontasat
specialis enzimkészletiik segitségével. A BTEX vegyiiletek lebontasa felszin alatti oxigénlimitalt
koriilmények kozott az alacsony oxigénkoncentracido mellett is aktiv 1.2.C-tipust katekol-2,3-
dioxigenaz enzim kozremiikddésével valdosul meg alapvetden, melyet kédold gén horizontalis
géntranszfer Utjan terjedhet a baktériumkozosségben. A fobb szénhidrogén-lebonto fajok altalaban
a Proteobacteria torzsbdl keriilnek ki, ezen beliil is a legtobb BTEX bontéo a Comamonadaceae
csaladba tartozik, melyek jelentds katekol-2,3-dioxigendz gén diverzitassal rendelkeznek az
aromas vegyiiletekkel szennyezett felszin alatti teriileteken. A bioremediacido hatékonysagat a
mikroorganizmusok metabolikus potencialja mellett szdmos abiotikus tényezd is befolyasolja,
mint a hémérséklet, nedvességtartalom, sotartalom, pH, tdpanyagellatottsdg és az alternativ
elektronakceptorok elérhetdsége.

A hatékony karmentesitési folyamatok megtervezéséhez elengedhetetlen a teriilet
adottsagainak, a szennyezett talaj fizikai-kémiai paramétereineck és az Oshonos
baktériumko6zosségek Osszetételének egylittes ismerete. Ezért célul tiztik ki az olyan
benzollebontdé mikrobakdzosségek és baktériumtorzsek vizsgalatat, melyek a felszin alatti
oxigénszegény kornyezetben is mutatnak biodegradacios aktivitast. Nagy hangsulyt fektettiink a
tudomany szdmara ismeretlen, kivalé benzolbont6d potenciéllal rendelkezd 10 fajok izolalasara,
melyek teljes genom analizisével feltarhatjuk a mikroaerob benzollebontas genetikai hatterét.

Valamennyi elvégzett kisérletiinkh6z a talajviziiledék mintdkat a Téancsics és munkatdrsai

(2012, 2013) altal részletesen jellemzett siklosi karhelyrdl vettiik észleld kutakon keresztiil.
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Els6ként mikroaerob benzol-, és BTEX vegyiiletek keverékét tartalmazd dusitotenyészeteket
hoztunk 1étre, melyek baktériumkozosségeit amplikonszekvenalas segitségével tartuk fel. A
benzol tartalmu dusitotenyészetekben a Rhodoferax nemzetség tagjai voltak dominansok, a
keverék tartalmtiakat pedig leginkabb a Pseudomonas nemzetség uralta. Ezen kiviil az Acidovorax
nemzetség 1is szamottevd volt ¢és hasonlé abundancidval volt jelen mindkét tipust
dusitotenyészetben. Emellett megallapitottuk, hogy a benzol-biodegradaciéra a BTEX keverék
tartalmtl tenyészetekben foként a xilol izomerek jelenléte volt nagy hatdssal, melyek feltehetéen
gatoltak a benzollebontast, mig az etil-benzol és a toluol valamennyi aromas vegyiilet bontasi
hatékonysagat novelte.

Ezt kovetden stabil izotdposan jelolt benzol tartalmazd aerob ¢és mikroaerob
mikrokozmoszokat hoztunk 1étre, hogy azonositsuk a benzollebontas aktiv résztvevdit a
kozosségbdl. Eredményeink alapjan aerob koriilmények kozott a Pseudomonas és a Rhizobium,
mikroaerob koriilmények esetén pedig az Azovibrio és a Malikia nemzetségek benzollebontasban
betdltott kiemelkedd szerepe nyert megerdsitést. Emellett a tapasztalt eredmények alapjan
kiemelkedé benzolbontoként azonositottuk aerob koriilmények kozott a Pseudomonas
aromaticivorans fajt, valamint a korabban ismeretlen okologiai szerepet betdltott Azovibrio
nemzetség jelentésége is beigazolodott az aromas szénhidrogének lebontasanak kapcsan.

A dusitotenyészetekbd] izolaltuk, majd 1j fajként irtuk le a Pinisolibacter aquiterrae B13"
torzset, mely rendelkezik 1.2.B-tipusi C230 enzimmel és képes aerob koriilmények kozott etil-
benzol lebontasra. Emellett az Ideonella benzenivorans B7T izol4lasara és fajleirasara is sor keriilt.
A torzs rendelkezett egy fenol-degradacidos génklaszterben kodolt teljes meta-gytriihasitasi
utvonallal és egy 1.2.C-tipusi C230 génnel, mely altal aerob és mikroaerob koriilmények kozott
is képes volt bontani a benzolt, az etil-benzolt és a toluolt. Végiil egy korabban meta-xilol
dusitotenyészetbol izolalt Acidovorax fajleirasa is megtortént, mely nagy szekvencia hasonlosagot
mutatott a duasitotenyészeteinkben feldusult Acidovorax nemzetséget képviselo6 OTU-val. Az
Acidovorax sp. D2M1" térzs képes volt aerob és mikroaerob kériilmények kozott is lebontani a
benzolt és az etil-benzolt, igy az Acidovorax benzenivorans nevet adtuk neki.

Az olajszennyezések megnovekedett mértéke miatt annak felszamoldsara is egyre nagyobb
hangsulyt fektet a vildg, igy a tudomanyban is gyakran kdzponti szerepet kapnak az ezzel
foglalkozo tanulmanyok. Jelen kutatasi eredmények hozzajarulnak az aromas szénhidrogénekkel
szennyezett felszin alatti kozegekben zajlo mikrobidlis folyamatok mélyebb megértéséhez, mely

hatékonyabba teheti a jovobeli bioremedidcios és ezen beliil a bioaugmentacios tevékenységeket.
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7. SUMMARY

Worldwide, demand for petroleum compounds is increasing, which has led to a significant
increase in the level of oil pollution on land and in water. Benzene is one of the most prominent
petrochemical feedstocks, with an estimated industrial use of more than 50 million tonnes per year,
but benzene is the most harmful of all BTEX compounds in terms of human health and the
environment. The extent of terrestrial oil spills and the severity of the damage to the environment
is considerably determined by the physical and chemical properties of the soil and contaminant, as
well as the hydrogeological characteristics of the area. Oil pollution significantly restructures and
damages the ecosystem of the affected area through direct or indirect toxic effects accumulating
through the food chain. The environmental impact of benzene and other aromatic hydrocarbon
compounds is intensified by their relatively high solubility in groundwater, which can transport
them over long distances and potentially threaten drinking water sources, and by the persistence
of benzene in oxygen-limited subsurface environments.

Endemic microorganisms that adapt to the pollutant and start to degrade it with the use of their
special enzyme set play a major role in the regenerative capacity of the environment. The
degradation of BTEX compounds under oxygen-limited subsurface is usually mediated by the
1.2.C. type catechol-2,3-dioxygenase enzyme, which is active under oxygen limited conditions and
the gene encoding this enzyme can spread through the bacterial community by horizontal gene
transfer. The main hydrocarbon-degrading species are generally found in the Proteobacteria
phylum, within this group most of the BTEX degraders belong to the Comamonadaceae family,
which have a high diversity of catechol-2,3-dioxygenase genes in the subsurface contaminated
with aromatic compounds. In addition to the metabolic potential of microorganisms, the efficiency
of bioremediation is influenced by several abiotic factors such as temperature, humidity, salinity,
pH, and the availability nutient and alternative electron acceptors.

To plan an effective remediation process, it is essential to have a comprehensive knowledge of
the site conditions, the physico-chemical parameters of the contaminated soil and the composition
of the endemic bacterial communities. Therefore, we aimed to investigate benzene-degrading
microbial communities and bacterial strains that possess biodegradation activity in oxygen limited
subsurface environments. A major focus was on isolating new species with excellent benzene-
degrading potential, which are previously unknown to science, and through analysing their whole
genome, the genetic background of microaerobic benzene degradation can be revealed.

For all of our experiments, groundwater and sediment samples were collected via monitoring
wells from the Siklos site described in detail by Tancsics et al. (2012, 2013). First of all,

microaerobic enrichment cultures containing a mixture of benzene and BTEX compounds were
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established, and the bacterial communities were revealed by amplicon sequencing. Members of
the genus Rhodoferax were dominant in the benzene-containing enrichment cultures, while the
genus Pseudomonas was the most dominant in the mixture-containing cultures. In addition, the
genus Acidovorax was also abundant and was present in similar abundance in both types of
enrichment cultures. In addition, it was observed that efficiency of benzene biodegradation in the
BTEX mixture-containing cultures was mainly influenced by the presence of xylene isomers,
which presumably inhibited the degradation of benzene, in contrast ethylbenzene and toluene
increased the efficiency of biodegradation of all aromatic compounds.

Aerobic and microaerobic microcosms containing stable isotopically labelled benzene were
then established to identify active participants of benzene degradation from the community. Our
results confirmed the prominent role of Pseudomonas and Rhizobium in benzene degradation
under aerobic conditions as well as the Azovibrio and Malikia under microaerobic conditions. In
addition, the Pseudomonas aromaticivorans was identified as a prominent benzene degrader under
aerobic conditions and the importance of the genus Azovibrio in aromatic hydrocarbon degradation
was confirmed, as the genus had an unknown ecological role previously.

Pinisolibacter aquiterrae strain B13" was isolated from the enrichment cultures and described
as a new species, possessesing the enzyme 1.2.B-type C230 and has the ability to degrade
ethylbenzene under aerobic conditions. In addition, Ideonella benzenivorans B7T was also isolated
from benzene-containing enrichment cultures and described as a new species. The strain had a full
meta-ring cleavage pathway encoded in a phenol degradation gene cluster and an 1.2.C-type C230
gene, by this genetic background the stain was able to degrade benzene, ethylbenzene and toluene
under aerobic and microaerobic conditions. Finally, the description of an Acidovorax species
previously isolated from a meta-xylene enrichment culture was perfomed. The strain was shown
high sequence similarity with that OTU representing the genus Acidovorax, which was present in
our enrichment cultures. The Acidovorax sp. strain D2M1T was able to degrade benzene and
ethylbenzene under aerobic and microaerobic conditions, thus the strain was named Acidovorax
benzenivorans.

The increasing extent of oil pollution has also led to a growing global focus on its elimination,
and studies on oil pollution are often at the centre of science. The present results contribute to a
deeper understanding of microbial processes in aromatic hydrocarbon-contaminated subsurface,

which may improve the efficiency of bioremediation activities in future.
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8.2. Tablazatok, abrak

991 Ancylobacter aquaticus ATCC 25396" (M62790)
Ancylobacter vacuolatus DSM 1277" (AY211515)
T3- Ancylobacter dichloromethanicus DM16" (EU589386)

=8 Ancylobacter polymorphus DSM 2457 (AY211516)
100 Ancylobacter rudongensis AS1.1761" (AY056830)
Ancylobacter defluvii SK15" (KC243678)
7 ol

Ancylobacter oerskovii DSM 18746 (AM778407)
Phreatobacter oligotrophus P1-21" (HE616165)

100 _I:)hrealobacler cathodiphilus S-12" (MH032761)
Phreatobacter stygius YC6-17" (LT719153)
Ancalomicrobium adetum NBRC 102456" (AB681798)
100 — Siculibacillus lacustris SA-279" (KM083137)
33 — Pinisolibacter ravus E9" (KY087994)
100 l Pinisolibacter aquiterrae MA2-2 (MZ380391)
100! Pinisolibacter aquiterrae B13' (MZ047316)

Sphingopyxis macrogoltabida 203" (D84530)

0.01

8.2.1. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan létrehozott neighbor-joining filogenetikai fa,

amely a B13T torzs és legkdzelebbi rokonai kdzotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja.

&E Pinisolibacter aquiterrae MA2-2 (MZ380391)
-Pinisolibacter aquiterrae B13' (MZ047316)
Pinisolibacter ravus E9" (KY087994)
Siculibacillus lacustris SA-279" (KM083137)
Ancalomicrobium adetum NBRC 102456" (AB681798)
100 Sphingopyxis macrogoltabida 203" (D84530)

———— Phreatobacter cathodiphilus S-12" (MH032761)
92 100 _|: Phreatobacter oligotrophus P1-21" (HE616165)

36 Phreatobacter stygius YC6-17" (LT719153)

— Ancylobacter defluvii SK15" (KC243678)
59— Ancylobacter oerskovii DSM 18746" (AM778407)
Ancylobacter rudongensis AS1.1761" (AY036830)

98

58

78

Ancylobacter polymorphus DSM 2457" (AY211516)
Ancylobacter dichloromethanicus DM16" (EU589386)
— Ancylobacter aquaticus ATCC 25396" (M62790)

97— Ancylobacter vacuolatus DSM 1277" (AY211515)

8.2.2. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan létrehozott maximum-parszimonia filogenetikai

fa, amely a B13T torzs és legkozelebbi rokonai kozotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja.
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|deonella benzenivorans BTT (MZ041034)
tdeonella dechioratans CCUG:30977" (X72724)
9 Ideonella fivida BCRC:811997 (MK371777)

80| ———————— Ideonefla azofifigens DSM:21438" (EU5425786)

Ideonella paludis BCRC:80524" {HE993549)

Azohydromonas lata NBRC:1024627 (ABG81804)

100 Rubrivivax gelatinosus ATCC:170117 (D16213)
L Rubrivivax benzoatilyticus ATCC:BAA-35T (AJ888903)

Ideoneila sakaiensis NBRC:1106867 {LC002525)

— ——————————— Calidifontimicrohium sediminis KCTC:5267 17 (MH046066)

_ ————— Piscinibacter aquaticus DSM: 189157 (DQBE4244)

100 l Fiscinibacter caeni CCTCG.AB 20172237 (KX390668)
Piscinibacter defluvii KACC:185947 (KUB67249)

Aquincola fertiaricarbonis DSM: 185127 (DO656489)

61 ———— Leptothrix mobifis DSM: 108177 (X97071)

Leptothrix cholodnii BCCMILMG: 71717 (X97070)

72— Aquincola rivuli BCRC:810107 (LT594462)

Aquabacterium pictum DSM: 1087577 (LC094488)

Kinneretia asaccharophila CCUG 53117 T(AY136099)

99 ——— Sphaerofilus hippei DSM:568" (GU591795)

Sphaerotilus nafans DSM:6575" (FR749902)

Pseudorhodoferax aquiterrae BCRC:802107 (GU721026)

—

0010

8.2.3. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan létrehozott neighbor-joining filogenetikai fa,

amely a B137 torzs és legkdzelebbi rokonai kozotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja.
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— Ideonella dechloratans CCUG: 30977 (X72724)

Idgonelta livida BCRC:81188" (MK371777)

a1 L Idecnella benzenivorans BT (MZ041034)

79

fdeonella azotifigens DSM:21438" (EUS42576)

L Ideonefla pafudis BCRC:B0524T (HE993549)

Leptothrix mobifis DSM: 106177 (X87071)

Leptothrix chofodnii BCCMILMG: 71717 (X97070)

Azohydromaonas lata NBRC: 1024627 (ABGE1804}

99 Rubrivivax gelatinosus ATCC:170117 (D16213)

L Rubrivivax benzoafifyticus ATCC:BAA-35T (AJBBR903)

fdecnella sakaiensis NBRG:110686' (LC002525)

Calidifontimicrobium sediminis KCTC:526717 (MHO46066)

71

a0 Fiscinibacter aquaticus DSM:18915" (DQG64244)

99 ——— Piscinibacter caeni CCTCC:AR 20172237 (KX390668)

L Piscinibacter defluvii KACC: 185947 (KUBE7249)

Aquincola tertiaricarbonis DSM: 185127 (DQE56489)

6 —— Aguincola mvulf BCRC:810107 (LT594462)

L—— Aquabacterium pictum DSM:1067577 {LC094486)

Kinnerefia asaccharophila CCUG:531177 (AY135099)

97— Sphaerotilus hippei DSM:566° (GUSB1795)

L Sphaerotilus natans DSM:G575T (FR749902)

Pseudorhodoferax aquiterrae BCRC:80210" (GU7210286)

8.2.4. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan 1étrehozott maximum-parszimonia filogenetikai

fa, amely a B7" torzs és legkdzelebbi rokonai kozétti filogenetikai kapcsolatokat mutatja.
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54

Acidovorax defluvii BSB411T (Y 18616}

Acidovorax carplinensis DSM105008T (NR178354)

Acidovearax radicis M35 (HMO27575)
Acidovorax facilis CCUG 21137 (AFO7BYES)
Acidovorax temperans CCUG11778' (AFO78766)
Acidovorax soff BL21' {F1598672)

o Acidavorax kalamil KNDSW-TSABT (KY425604)

Acidavorax benzenivorans D2M1T (MWE47763)

Acidovorax delaffeldii DSME4T (AFO78764)

Acidovorax caeni R-246087 (AMOB4006)

L Acidovorax waudersi NF1078T (JQD46365)
a3 | Acidovorax averae ATCC183607 (CPDO2521)

o | Acidavorax oryzae ATCC198827 (DQ360414)

s || Acidovorax calfieyae ICMP28267 (AF137504)
Acidovaorax citrulli ATCC 296257 (AFO7B761)
Acidovorax Konjaci DSM 74817 {AJ420325)

Acidovorax valerianefiae CFBP 4730 (AJ431731)

L Acidovorax anthurii CFBP3232' (AJO07013)

Fseudomonas putida IAM12367 (NR 043424)

a.c2o

8.2.5. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan létrehozott neighbor-joining filogenetikai fa,

amely a D2M1T torzs és legkdzelebbi rokonai kozotti filogenetikai kapcsolatokat mutatja.
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Acidovorax defluvii BSE4117 (Y15616)

Acidovorax carolinensiz DSM 1050087 (NR178354)
Acidovarax radicis NM3ETTHMO27578)

Acidovarax benzenivorans DZM1T [MWGE47763)
Acidovorax defafieldii DSME4' [AFOTB7E4)
Acidovarax facifis CCUG 2113' (AFOFETES)
Acidovorax temperans CCUGT1779T (AFOTBTER)

&0 Acidovorax kalamil KNDSW-TSAGT (KY425604)

Acidovorax solf BL217 {FJ509672)

53 Acidovorax caeni R-246087 (AMOS4008)

Acidoverax avonas ATCC198807 (CPO0D2521)

H

&

{At:idwomx catfleyae ICMP2826T (AF137504)

Acidovorax citrulif ATCC29625T [AFD7E761)

Acitdovorax oryzae ATCC19882 (DQ360414)

Acidovorax wauotersii NFA07ET {JQO46365)

L Acidovorax valerianeltze CFBP4730" (AJ431731)

m3 —————— Acidavorax korjaci DSM7481' (AJ420325)

L Acidovorax antthurii CFBP3232 [AJOO73)

Pseudamonas putida |AM12367T (MR 043424}

20

8.2.6. abra: 16S rRNS génszekvenciak alapjan 1étrehozott maximum-parszimonia filogenetikai

fa, amely a D2M1T torzs és legkdzelebbi rokonai kdzétti filogenetikai kapcsolatokat mutatja.
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