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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

Az egyik legsulyosabb karokat a természetes Okoszisztémakban a kdolajszennyezések
okozzak, melyeket jol példaz a Deepwater Horizon olajfuré torony katasztrofaja (Mexikdi-6bol,
2010), amit a torténelem egyik legnagyobb olajszerencsétlenségeként tartanak szdmon. Azonban
nem csak a tengerek és Ocednok, hanem a szarazfold is érintett az kodolaj altal okozott
kornyezetszennyezésben, pl. az elmult évtized legjelentésebb szarazfoldi olaj altal okozott
kareseményét a Keystone Pipeline (Kansas, 2022) csOvezeték szivargasa altal kibocsatott kdolaj
okozta. Emellett szamos egyéb torténelmi esemény is tanusitja a kodolajszennyezés okozta
kornyezeti karok stlyossagat.

Napjainkban a kdéolaj kitermelése, széllitasa és feldolgozasa kovetkeztében keletkezd
olajszennyezés, valamint a természetes vizi €s szdrazfoldi 6koszisztémakban okozott karok egyre
nagyobb kozfigyelmet kapnak. A szénhidrogén vegyiiletek a foldtani kézeg, a felszini és felszin
alatti vizek eldvilagat is visszafordithatatlanul atalakitjak és romboljdk, emellett human
egészségkarositd hatasuk is szamottevd. Az olajszennyezés kiterjedése €s az altala okozott karok
mértéke egyrészt a kdolajalkotd komponensek, masrészt a talaj fizikai és kémiai tulajdonsagaitol
fliggenek. Bizonyos kdolajszdrmazékok toxikus és karcinogén tulajdonsaguak lehetnek, mely
vegyliletek a tiplaléklancban akkumuladlédva a mikroorganizmusokon és elsddleges termeld
szervezeteken at a fogyasztokig, igy akar az emberig is eljutnak.

Az olajszennyezések megnovekedett mértéke miatt annak felszamoldsara is egyre nagyobb
hangsuly keriil, a tudoméanyban is gyakran kozponti szerepet kapnak az ezzel foglalkozd
tanulmanyok. A fizikai és kémiai kdrmentesitési eljarasok mellett a bioremediacios tevékenységek
1s fokozottan eldtérbe keriilnek, mivel koltséghatékony és kis kornyezeti terheléssel jaro
modszerek. Ennek soran ugyanis a mikroorganizmusok szénhidrogén bont6 képességét hasznaljak
fel a szennyezett teriiletek helyredllitasara. Az olajszennyezésnek kitett Okoszisztémak
baktériumkozosségei ugyanis iddvel adaptalodnak az 0j szénforrashoz és megkezdddik a kdolaj-
szénhidrogének lebontidsa. A mikroorganizmusok kiilonb6z6 mechanizmusokkal tavolitjak el a
szennyezOanyagot, egyes baktériumok példaul rendelkeznek a kdolaj lebontasdhoz sziikséges
enzimrendszerrel, melyet kodolé gének horizontdlis géntranszfer Utjan terjednek a
mikrobakdzosségben segitve ezzel az 0 szénforrdshoz vald gyors és hatékony adaptaciot. A
mikroorganizmusok egyiittmiikddése révén a szennyezdanyagok széles spektrumat képesek
lebontani, melynek hatékonysdgat a hdmérséklet, a pH és az elérhetd tapanyagok mellett az
alternativ elektronakceptorok elérhetdsége, illetve a megfeleld elektronakceptor €s elektrondonor

arany is befolyasolja.



A benzol human egészségiigyi ¢és kornyezetvédelmi szempontbdl is a legartalmasabb
valamennyi monoaromas szénhidrogén vegyiilet koziil. Emellett azonban szdmos petrolkémiai
termék alapanyaga, ipari felhaszndldsa hatalmas mértékeket oltott, 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 stilyosbitja, hogy oxigénszegény kornyezetben perzisztens vegylilet,
emellett a talajvizben oldodva kiterjedt szennyezések esetén az ivovizhalozatot is elszennyezheti.

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

hatékony bioremediacids stratégia kidolgozasahoz és alkalmazasahoz.

Mindezek fényében kutatasunk elsddleges céljai a kdvetkezdk voltak:

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

o Ezen belill az oxigénlimitacié és 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.
baktériumok korének feltarasat stabil 1zotopos jeldlés modszerével.

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

sziikséges vizsgalatokat.



2. ANYAG ES MODSZER

Célkitlizéseinkben emlitett kutatdsi kérdések megvalaszolasa érdekében kisérleteinket két 6
irany mentén végeztik el. A vizsgalatok alapjaul szolgadlo talajviz-iiledék mintak egy
kéolajszarmazékokkal szennyezett délnyugat-magyarorszagi, Siklos varosban (45" 51”7 25.8°N,

18" 17”7 32.3°E) talalhaté karhelyrél szarmaztak.

2.1. A BTEX-bonto dusitétenyészetek osszeallitasa

Az elsé kisérletben mikroaerob, kizardlag benzol tartalmu, illetve a monoaromas
szénhidrogének keverékét tartalmazo dusitotenyészeteket hoztunk létre, melyekben a BTEX
vegyiiletek egyediili szén-, és energiaforrasként voltak jelen. A dusitotenyészetek segitségével az
oxigénlimitacio, valamint a benzol, mint kizarélagosan hasznosithatd szén-, és energiaforras a
baktériumkozosség diverzitasara gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Ezen kiviil az els6 kisérlet keretein
beliil feltartuk a tobbi aromds szénhidrogén jelenlétének hatdsara a baktériumkozosség
sokszinliségében bekovetkezd valtozast, valamint, hogy a kdzds térben jelenlévd 0sszes BTEX
vegylilet hogyan befolyasolja a benzol mikroaerob lebontasat. A  dusitotenyészetek

Osszeallitasanak részleteit az 1. dbra foglalja 6ssze.

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 ) 45 mL

Uledékes talajviz minta: Uledekes talajviz minta:
5 mL 5mL

Benzol: 3 uL Benzol: 2,5 L

Benzol koncentracio TEX: 0,5 pL (TEX=1:1:1)
60 pL/L ~ 0,675 mM BTEX koncentracio

60 pL/L ~ 0,650 mM

1. abra: A dusitotenyészetek Osszedllitdsanak sematikus abraja.



A dusitotenyészetek 1étrehozdsahoz minden szérumiivegbe 45 mL 4svanyi sokat tartalmazé
mesterséges talajviz tapoldat (Fahy et al. 2006) keriilt, ezen kiviil valamennyi dusitétenyészet
tartalmazott 5 mL siklosi iiledékes talajviz mintat és 3 pL benzolt vagy BTEX-vegyiiletek
keverékét (2,5 uL benzol és 0,5 pulL egyéb TEX vegyiilet). Mindkét esetben harom parhuzamos
dusitotenyészettel dolgoztunk. Az livegekben mikroaerob (< 0,5 mg/L oldott O») koriilményeket
tartottunk fent. A mikroorganizmusok miikodése révén elhasznalt oxigént folyamatosan potoltuk
az iivegekben steril levegd beinjektalasaval. A dusitdtenyészeteket 6t hétig, hetente atoltva
tartottuk fent, mely 1d6 alatt az livegekben a szénforrasként szolgaldé BTEX-eket is potoltuk. Az

crer

segitségével detektaltuk.
2.2. A tenyésztett baktériumkozosséghez kapcsolodé vizsgalatok

A tenyészthetd baktériumtorzsek izolalasat hagyomanyos moédszerrel végeztiik az 6todik heti
oltottuk és tartottuk fent. A torzsek faji szintli azonositasahoz a tiszta tenyészetekb6l DNS-t
izolaltunk UltraClean Microbial DNA Kit (Qiagen, Németorszag) felhasznalasaval, majd ezt
kovetéen polimeraz lancreakcod segitségével amplifikaltuk a 16S rRNS gént és a C230
funkcidgéneket kodold génszakaszt, melyet Sanger-szekvenalds segitségével azonositottunk.
Azon torzsek esetében, melyek 16S rRNS alapjan potencidlisan 0j fajjeldltként lettek azonositva,
illetve melyek rendelkeztek a PCR alapjan az 1.2.C-tipust C230 génnel, teljes genom szekvenalast
1s végeztiink Illumina NextSeq platformon a Seqomics Kft. segitségével. A teljes genom alapt
filogenetikai vizsgalatokhoz a MiGA pipeline-t (Rodriguez et al. 2018, http1), a Genome-Genome
Distance Calculator (GGDC) 2.1- es verzidjat (Meier-Kolthoff et al. 2013, http2) és az OAT
szoftvert (Lee et al. 2016) hasznaltuk. Annak meghatarozasara, hogy mely BTEX-vegyiiletek
bontéasara képesek a genom alapjan a vizsgalt torzsek, a Genoscope MAGE platform (Vallenet et
al. 2006, 2009) ¢és a CLC Genomics Workbench Tool v21 (Qiagen, Németorszag) volt
segitségilinkre. Ezt kovetden pedig az uj fajjeloltek esetében vizsgéltuk azok BTEX bonto
képességét GC-MS (Trace 1300 GC — ISQ Single Quadrupole MS; Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) segitségével 24 oranként torténd gaztér analizissel. Végiil elvégeztiik az 01j fajok leirasdhoz

sziikséges vizsgalatokat.
2.3. Uj baktériumfajok leirasahoz hasznalt modszerek

A BTEX vegyiileteket, kiilonosképpen a benzolt bontani képes 0j fajok izolalasara kiilonds

hangsulyt fektettiink a kutatdsok soran, ugyanis a megfeleld bontasi potencidllal rendelkezd
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torzsek sikeresen alkalmazhatok a késdbbiekben bioremediacios célokra. A fajleiras sorén a
baktériumtorzseket a polifazikus taxondmia modszerét alkalmazva jellemeztiik, mely szerint
fenotipusos, kemotaxonomiai, genotipusos ¢és filogenetikai szempontokat egyarant figyelembe

véve vizsgaltuk az izolatumokat (Tindall et al. 2010).
2.4. A baktériumkozosség feltarasahoz hasznalt médszerek

A dusitotenyészetekben szelektiven felszaporodott mikrobakozosség atfogd elemzéséhez
eloszor a kozosség genomi DNS-ének izolalasat végeztiik el a mar stabil szénhidrogén-bontd
baktériumkozosséget tartalmazd 6todik heti tenyészetekbdl a NucleoSpin Soil Kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co KG, Németorszag) segitségével. Ezt kovetden T-RFLP (terminalis restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus) segitségével tartuk fel a dusitotenyészetekben 1évo
mikrobak6zosség diverzitasat. A PCR soran VIC jelolt (Life Technologies™, USA) forward
primert hasznaltunk, majd a termékek restrikcids emésztését az Alul (AGYCT) (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) enzimmel végeztiik el. A T-RFLP analizis alapjan kivalasztottuk az 6todik
heti végponti mintdk parhuzamosaibdl azokat a reprezentativ tagokat, melyekbdl 16S rDNS
amplikon szekvendlas késziilt. A 16S rDNS valtozo V3 és V4 régidinak amplifikalasat [llumina
MiSeq platformon a Seqomics Kft. (Morahalom) végezte el. A filogenetikai adatelemzést ezt
kovetéen a MOTHUR szoftver (v1.41.1) segitségével végeztiik (Schloss et al. 2009) a MiSeq SOP
(Standard Operation Procedure) ajanlasa alapjan (Kozich et al. 2013, http3).

2.5. Stabil izotépos vizsgalat

A masodik kisérlet soran stabil izotopos vizsgalat segitségével azonositottuk a benzol
jelodlt benzolt tartalmaz6 mikrokozmosz kisérletek felhasznalasaval, valamint feltartuk az aerob és
a mikroaerob benzolbontd baktériumkozosségek kozott egy hét inkubdlast kovetden
megnyilvanul6 hasonlosagokat és kiilonbséget.

A kisérlethez a mikrokoszmoszokat hasonldan éllitottuk 6ssze, mint a dusitotenyészeteket (2.
abra). A szérumiivegekbe vitaminokkal kiegészitett modositott dsvanyi sO tapoldat keriilt, ezen
kiviil valamennyi mikrokozmosz tartalmazott 5 g siklosi iiledékmintat (2022 majusi mintavétel)
¢és 5 puL stabil izotdposan jelolt benzolt, illetve a harom parhuzamos kontroll esetében jeldletlen
benzolt. Harom parhuzamos iivegben aerob (7-8 mg/L oldott O2), masik haromban pedig
mikroaerob (< 0,5 mg/L oldott O2) koriilményeket tartottunk fent. Az elhasznalt levegd

folyamatos visszapotlasaval az {livegekben stabil mikroaerob allapotot tartottunk fent. A



mikrokozmoszokat egy hétig inkubaltuk razé termosztatban 28°C-on, 150 rpm-en. A hét folyaman

crer

Mintavétel: 2022 majus

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

| , Oldott O,
Oldott O, aerob: 7-8mg/L
mikroaerob: < 0,5 mg/L Mz)gons;ll_tott asvanyi so tapoldat

aerob: 7-8 mg/L

Madositott asvanyi so tapoldat: Uledék minta:

S>g
45 mL
" \ . 12C. koncentracio
Uledék minta: 6
gge minta 100 pL/L ~ 1,125 mM

3C, koncentracio
100 pL/L ~ 1,118 mM

2. dbra: A mikrokozmoszok 0sszeallitdsanak sematikus abraja.

A mikrokozmoszokbdl kivont DNS mintdkat T-RFLP analizissel vizsgéltuk, ezt kovetéen
slirliség szerint cézium-kloridos gradiens ultracentrifugalassal valasztottuk el, majd az egyes
frakciok 16S rDNS kopiaszdmat qPCR segitségével hataroztuk meg, mely alapjan kdvetkeztettiink
arra, hogy mely frakciok tartalmazzak a jelolt és a jeloletlen DNS-t. A nehéz frakciok cstcsat 1,72-
1,74 g/mL, a kdnnyt frakciokét pedig 1,66-1,68 g/mL stlirliségértéknél detektaltuk, mely megfelel
a szakirodalomban tapasztaltaknak (Lueders et al. 2004, Winderl et al. 2010). Az eredeti,
frakcionalas el6tti aerob €s mikroaerob kozosségbdl kivont DNS mintdkbol, illetve a qPCR
segitségével meghatarozott 16S rDNS képiaszamok alapjan sikeresen elkiilonitett konnyt (>Ce)
és nehéz (1*Cs) DNS frakcidk cstcsaibol, valamint a koztes frakciokbol 16S rDNS Illumina
amplikon szekvenalas tortént, hogy végiil beazonositsuk a mikrobakdzosség azon tagjait, melyek

képesek a benzolt metabolizalni aerob és mikroaerob koriilmények kozott.



3. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

3.1. Mikroaerob benzollebonto6 disitotenyészetek eredményeinek értékelése
3.2.1. A dusitotenyészetek benzol biodegradacios hatékonysaga

A 3. A abran a benzol tartalmu dusitokban és a BTEX keverék tartalmt dusitokban 1évo benzol
fogyésa lathato. Osszességében megallapithatd, hogy a benzollebontas hatékonyabb volt abban az
esetben, amikor a benzol, mint egyediili szén-¢s energiaforras volt jelen a dusitdtenyészetekben,
azonban 24 oOran beliil a keverék tartalma iivegekben nagyobb mértékben indult meg a
benzollebontas. A 3. B dbran a csak BTEX keveré¢k tartalmt dusitokban 1évé komponensek
fogyasat lathatjuk, mely alapjan a BTEX vegyiilet kozotti szubsztratinterakciokrol vontunk le
kovetkeztetéseket. Oxigénszegény kornyezetben a toluol és az etil-benzol egymadsra, valamint a
benzollebontas az elsé 24 6raban (Dou et al. 2008). Emellett megfigyelhetd, hogy az els6 nap a
xilol vegyiiletek is nagyobb iitemben fogytak, melynek hatterében szintén a toluol és etil-benzol
jelenléte lehet, ugyanis e vegyiiletek alacsony koncentracidban serkentd hatast gyakorolhatnak a
xilol izomerek lebontasara. Ugyanakkor a xilolok, foként a p-, és o-xilol kometabolikus lebontasat
is megfigyelték toluol jelenlétében (Chang et al. 1993, Oh et al. 1994, Littlejohns et al. 2008),
ugyanis a két vegyiilet hasonldsagabol adédoan lebontési Gitvonalaik atfednek egymassal (Evans
et al. 1992, Tsao et al. 1998). Az altalunk Gsszeallitott kisérletben feltételezhetéen a benzol és a
ora utan csokkend tendenciat mutatd benzol, p-, m-, és o-xilol vegytiletek lebontasa miért lassult

le annyira, hogy tovabbi 96 orara volt sziikség, hogy teljesen eltiinjenek az tivegekbdl.
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3. abra: Az 6todik heti dusitotenyészetek BTEX lebontdsdnak nyomon kovetése. A BTEX
vegyiiletek mennyiségét a kiindulasi koncentracidhoz (0. 6raban tortént GC-MS mérés) képest
%-os ardnyban abrazoltuk. A- a mikroaerob benzollebontas 0sszehasonlitdsa a benzol (BEN) és

BTEX keverék (KEV) tartalmu dusitétenyészetekben; B- a BTEX keverék tartalmu
dusitotenyészetekben (KEV) 1év6 aromds szénhidrogén komponensek fogyésa. A (B) abra
abiotikus kontrollja valamennyi BTEX vegyiilet 24 6éranként mért 4tlagabol adodott

(6sszesen 60 pL/L koncentracioban).

3.2.2. Mikroaerob dusitotenyészetek baktériumkozosségének vizsgalata 16S rDNS

amplikonszekvenalassal

A benzol és mas BTEX keverék tartalmu dusitotenyészetek baktériumkozossége
Osszetételében hasonlo volt egymashoz, azonban a dominéans fajok aranyédban jelentds eltéréseket
tapasztaltunk (4. abra). Mig a csak benzolt tartalmazo tenyészetekben a Rhodoferax nemzetség
tagjai voltak domindnsok, a keverék tartalmuakat leginkabb a Pseudomonas nemzetség uralta.
Ezen kivill az Acidovorax nemzetség is szamottevd volt €s hasonlé abundanciaval volt jelen
mindkét tipust dusitotenyészet esetében. A BEN2 mintaban a csak benzolt tartalmazé dusitd
enyészetekre jellemzd Acidovorax, mig a KEV1-es mintdkban a szintén a BTEX keveréket
tartalmazo dusitotenyészetekben dominéns Pseudomonas mutatott sokkal intenzivebb novekedést,
mely adodhatott a kezdeti tiledékes talajviz minta inhomogenitasabdl is, illetve az is eléfordulhat,
hogy ezek a fajok a szénforrasért folytatott kompeticid soran hirom mintdbol egyben
sikeresebbnek bizonyultak tarsaiknal. A legjelentdsebb nemzetségek mellett a Geothrix és a
Brevundimonas nemzetségeket is azonositottuk a keverék tartalmt dusitokbol, illetve a
Rhizobium, Azoarcus, Pseudoxanthomonas €és Xanthobacter nemzetségek detektalasara is sor

keriilt a benzollebont6 tenyészetekbdl.
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0
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4. abra: A BEN ¢és KEV dusitotenyészetek baktériumkozosségeinek nemzetség szintii
eloszlasa a 16S rRNS gén Illumina amplikon szekvenalési adatai szerint. Csak az 1%-nal

nagyobb abundanciaval rendelkez6 taxonokat dbrazoltuk.

3.2.3. A dusitotenyészetekbol izolalt tenyésztheto baktériumkozosség dsszetétele

Az 5. heti dusitotenyészetekbdl baktériumtorzsek izolalasara is sor keriilt. A hagyomanyos
tenyésztési eljards soran diverz, tiz kiilonb6z0 nemzetséget magaba foglald baktériumkozosséget
sikertilt 1étrehozni a dusitotenyészetekbdl az 6sszesen 1zolalt 26 db torzsbol (5. dbra). Tenyésztéses
eljarassal a dominans kozosségalkotd fajok koziil egyediil a Pseudomonas nemzetségbe tartozokat
sikerlilt izolalni mindkét tipust dusitotenyészetbdl. A tenyésztett baktériumkozosség két,

szamunkra legjelent6sebb tagjat a benzollebontd dusitotenyészetbdl izolaltuk. Az egyik a
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minddssze egy tipustorzset magaba foglald Pinisolibacter nemzetségbe tartozott €¢s a 16S rRNS
gén alapjan 97,4%-os hasonlésagot mutatott a P. ravus E9T tdrzzsel, mely alapjan feltételezhetd
volt, hogy az altalunk izolalt torzs a Pinisolibacter nemzetség egy 1j fajként leirhato tagja lehet,
melyet most eldszor sikeriilt tenyésztésbe vonni aromds szénhidrogénnel szennyezett felszin alatti
kornyezetbél. A mésik izolatumunk az Ideonella dechloratans CCUG 309777 torzzsel 4llt
legkozelebbi rokonsagban, a 16S rRNS gén hasonlosdga 99,15% volt a két torzs kozott,
ugyanakkor az 1.2.C. C230 génekre specifikus PCR eredménye szerint rendelkezik ezzel a
funkciogénnel, mely alapjan feltételeztiik, hogy a torzs az Ideonella nemzetség egy potencidlisan

4j fajjeloltje.

(A) benzol tartalmu dusitotenyészet

Ideonella

Pinisolibacter

Pseudomonas
Pseudoxnathomonas

Xanthobacter

Rhodococcus Brucella

Rhizobium

(B) BTEX-keverék tartalmu dusitotenyészet

Ferrovibrio

Brevundimonas

Pseudomonas

Rhizobium

Brucella

5. abra: A dusitotenyészetekbdl izolalt baktériumtdrzsek nemzetség szintli bemutatésa. A —
benzolbontd dusitdtenyészet tenyésztett baktériumkozossége; B — keverék (BTEX) tartalmu

duasitotenyészet tenyésztett baktériumkozossége

13



3.2. Stabil izotépos moédszerrel (SIP) vizsgalt benzollebonté mikrokozmoszok

eredményeinek értékelése

3.2.1. Aerob és mikroaerob benzollebonto mikrobakozosségek vizsgalata 16S rDNS

amplikonszekvenalassal

Az aerob mikrokozmoszokat a Pseudomonas nemzetség tagjai domindltdk 40-51% relativ
abundancia értékkel, ezen kiviil a Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium (10-
15%) €s a Thauera (12-15%) nemzetségek tagjai voltak kiemelkedd 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 hasonldsdgot mutatva, melyek jelentds aromaés
szénhidrogén-bontd mikroorganizmusok (Banerjee et al. 2022, Brown et al. 2017, Li et al. 2022).
Valamennyi aerob mikrokozmoszban kevésbé domindns, azonban jelentds kozosségalkotd tagok
voltak a Zoogloea (2-3%), a Sulfuritalea (~2%) és a Malikia (~1,5%) nemzetség tagjai is.

A mikroaerob mikrokozmoszok esetében a Malikia (26-40%) és Azovibrio (20-28%)
nemzetség tagjai uraltdk a kozosséget. Megfigyelhetd, hogy a Pseudomonas nemzetség
abundanciaja jelentésen csokkent az aerob mikrokozmoszokhoz képest, melynek hatterében a P.
aromaticivorans OTU 1% kortilire torténo redukalodasa allhat az aerobban tapasztalt 35-45%-hoz
képest. Az Azovibrio nemzetséget kizardlag a mikroaerob mikrokozmoszokban sikeriilt
azonositani, aerob koriilmények ko6zott nem mutattuk ki a jelenlétiiket. A nemzetség 0kologiai
szereperdl és szénhidrogénbontd képességérdl keveset tudunk. Tancsics és munkatarsai (2023)
sikeresen azonositottdk az A. restrictus fajt egy mikroaerob xilol-bontd dusitotenyészetben,
melyben a Rhodoferax nemzetséggel feltételezhetden hasonld 6koldgiai niche-t toltottek be. Ezt
ugyanis ennek a baktériumnak az Okologiai szerepe gyakran rejtve marad még a relevans
kornyezeti mikrobiologiai vizsgalatok soran is. Az Azovibrio nemzetséget képviseld6 OTU
legkdzelebbi rokona szintén az A. restrictus volt, mellyel minddssze 95,7%-0os 16S rRNS
génszekvencia hasonldsagot mutatott. Tancsics és munkatarsai (2024) alapjan a karhelyrdl izolalt
Azovibrio nemzetségbe tartozo baktérium feltételezhetden a meta-hasitasi utvonalat hasznélja a
benzol lebontdsdra. A stabil izotdposan jelolt benzolbonté mikrokozmoszok (BENSIP)

baktériumkozosségének nemzetség szintli eloszlasat a 6. abra foglalja 0ssze.
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0%

BENSIP BENSIP BENSIP BENSIP BENSIP BENSIP m Malikia
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Mikrokozmoszok B Pseudomonas

6. abra: A stabil izotoposan jelolt benzol-bontd mikrokozmoszok (BENSIP)
baktériumkozosségének nemzetség szintli eloszlasa az [llumina 16S rRNS gén amplikon
szekvenalas adatai szerint. Csak az 1%-nal nagyobb abundancidval rendelkez6 taxonokat

abrazoltuk. A- aerob; MA- mikroaerob.

3.2.2. A mikrobakézosségek alakuldasa a konnyti és a nehéz DNS frakciokban

A DNS mintdk sliriség szerinti ultracentrifugéalassal torténd elvalasztisa utan az egyes
frakciok 16S rDNS kopiaszamat qPCR segitségével hataroztuk meg, mely alapjan kovetkeztettiink
arra, hogy mely frakcidk tartalmazzak a jelolt (nehéz frakcio: A7, MAG6) és a jeloletlen (konnyti
frakcio: A10-A14, MA11-MA14) DNS-t, emellett megkiilonboztettiink koztes frakciokat (AS,
MA7-MA10) is a 16S rDNS kopiaszama, illetve a siiriség értékek alapjan. A nehéz frakcid

tartalmazza a k6z0sség azon tagjainak DNS-ét, melyek a metabolizmus soran az izotoposan jelolt
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benzolt beépitették a DNS-lancba. Az 7. abran egy jeldletlen benzolt tartalmazé aerob kontroll,

illetve az izotdposan jeldlt benzol tartalmt aerob és mikroaerob mikrokozmoszokbol elvélaszott

frakciok qPCR eredményei lathatok.

Bakterialis rRNS gén abundanciaa Bakterialis rRNS gén abundanciaa

Bakterialis rRNS gén abundanciaa

maximumhoz viszonyitva (%) maximumhoz viszonyitva (%)

maximumbhoz viszonyitva (%)

13C; aerob konny(
frakcid
120,0
A13
100,0
80,0
60,0 nehéz koztes Al12
frakcié frakcid
11
20,0
A3 A4 A5 A6 A7 A8

P

’

1,779/1,765/1,756 1,739 1,728 1,715/1,701 1,697 1,687 1,667 1,651 1,648

-% 16 30 30 31 45 33 47 106 200 50,3 100, 38,0
Gradiens siiriiség (g/mL)
13C; mikroaerob kénny(
120,0 frakcio l
MA13

100,0
80,0
600 nehéz koztes

frakeio frakcié
1 1
20,0

MA3 MA4 MA5 MAE MA7 MAS MA9 MA10
1,7731,765 1,753 1,744 1,732 1,72911,722 1,713 1,701 1,698 1,684 1,649

,

% 1,0 10 15 36 16 1,2 15 07 80 172 100, 498
Gradiens siirliség (g/mL)
12¢, aerob (kontroll)
120,0
Al4d
100,0
80,0
60,0
40,0 13
200 All Al2
A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS AlD
0,0

1,7811,761 1,753 1,728 1,736 1,713 1,7131,695 1,685 1,661 1,647 1,637
-% 02 08 09 08 03 11 10 16 84 154 37,1 100,
Gradiens siir(iség (g/mL)

7. abra: A slirliség szerint elvalasztott frakciok, valamint a konnyti és a nehéz DNS cslicsok

elkiilonitése a 16S rRNS gén abundancija 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 vizsgalatokbdl). Az x tengely alatti tdblazatban feliil az egyes frakcidkhoz

hozzarendelt gradiens siirliség értékek (g/mL), alul pedig a 16S rRNS gén abundanciajanak %-os

értékei lathatok.
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A konnyt és a nehéz DNS csucsok meghatarozéasa utan ezek frakcioibol (MA6, MA13, A7,
A13), illetve a kivalasztott koztes DNS frakciokbol (A8, MA9) 16S rDNS amplikon szekvenalast

végeztiink, melynek eredménye lathato a 8. abran.
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8. abra: A stabil izotoposan jelolt benzolbonté mikrokozmoszokbol elvalasztott konnyt és
nehéz DNS frakciok baktériumkdzosségének nemzetség szintli eloszlasa az [llumina 16S rRNS
gén amplikon szekvenalés adatai szerint. Csak az 1%-nal nagyobb abundanciaval rendelkezd

taxonokat abrazoltuk. A- aerob; MA- mikroaerob.

Az aerob mikrokozmoszokban a Pseudomonas ¢és Rhizobium nemzetségeket
benzolbontdként azonositottuk, ugyanis a nehéz DNS-frakcioban megndvekedett abundanciaval

voltak jelen (Pseudomonas: 48%, Rhizobium: 23%) a konnyl frakcidhoz viszonyitva

17



(Pseudomonas: 43%, Rhizobium: 12%), azonban ahhoz, hogy egyértelmiien kijelenthessiik a
Pseudomonas nemzetség aerob benzolbontasban betdltott szerepét, e nemzetség esetében érdemes
faj szinten is megvizsgalni, hogy melyekre vonatkozik pontosan a mennyiségi gyarapodas. A P.
aromaticivorans OTU esetében a konny(l frakcioban megfigyelt 37%-o0s abundancia 43%-ra nott
a nehéz DNS-frakcioban, azonban a P. stutzeri OTU esetében ezzel ellentétes tendencia volt
megfigyelhetd, mivel a konnyli frakcidban detektaltuk nagyobb aranyban a jelenlétét (4% és
2,7%). A tapasztalt eredmények alapjan a P. aromaticivorans baktériumfaj egyértelmiien
kiemelkedé benzolbontoként azonosithato aerob koriilmények kozott. Tovabbi érdekes
megfigyelés volt, hogy a Thauera nemzetséghez tartozd baktériumok abundancidja a koztes
frakcioban (22%) volt a legjelentdsebb. Ennek a jelenségnek pontos magyardzata nem ismert,
ugyanakkor feltételezhetd, hogy a generacios ideje hosszabb ezeknek a baktériumoknak, mint a
tobbinek, ¢és kevésbé dusul fel a DNS-likben a nehéz izotop annak ellenére, hogy képesek bontani
a benzolt. A mikroaerob mikrokozmoszok esetében a két f6 kozdsségmeghatarozo szerepld, a
Malikia ¢és az Azovibrio egyértelmien benzolbontdéként azonosithatdéak, ugyanis mindkét
nemzetség szamottevéen nagyobb abundanciat mutatott a nehéz frakcidoban (Malikia - 42%,
Azovibrio - 33%) a konnyl frakcidhoz viszonyitva (Malikia - 34%, Azovibrio - 28%). A
mikroaerob mikrokozmoszok esetében a kivalasztott MA9-es koztes frakcidoban nem tapasztaltunk

egyik taxon esetében sem jelentds feldusulast, valoban koztes frakcidként miikodott.
3.3. Uj aromas szénhidrogén lebontasra képes baktériumfajok leirasa
3.3.1. Pinisolibacter aquiterrae B13" t6rzs jellemzése és uj fajként torténd leirdsa

Az Ancalomicrobiaceae csaladba sorolt (Hyphomicrobiales; szinonimdja: Rhizobiales)
Pinisolibacter nemzetség a kozelmultban keriilt leirasra Dahal és munkatarsai altal (2018), a
csalad szerepérdl korabban nem szamoltak be kdolajszennyezett teriiletek természetes
kozosségeiben. A Pinisolibacter aquiterrae faj, mivel nemzetségének minddssze masodik
képviseldje, ezért nem csak a Pinisolibacter sp. B137 torzs jellemzésén keresztiil keriil leirasra,
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 jeldlésti, mely Dr. Sinchan Banerjee altal
keriilt izoldlasa egy xilol-izomerek azonos aranyu keverékébdl Iétrehozott mikroaerob
dusitotenyészetbdl, melyhez a mintat 2019 oktoberében gytijtottiik Siklosrol.

A 16S rRNS génszekvenciak dsszehasonlitd elemzése szerint a B13T és az MA2-2 torzsek a
Pinisolibacter ravus E9T (97,4%), a Siculibacillus lacustris SA-2797 (96,3%) és az
Ancalomicrobium adetum NBRC 102456" (94,05%) torzsekkel allnak a legkozelebbi

rokonsagban, melyekkel egy leszarmazasi d4gon klaszterezddtek.
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A B13T torzs teljes genom analizise alapjan rendelkezik a monoaromas szénhidrogének
lebontasahoz sziikséges genetikai hattérrel. Egy részleges meta-gylriihasitasi utvonalat kodold
génklaszter részeként sikeriilt azonositani az alphaproteobaktériumokra jellemz6 1.2.B tipusu
katekol-2,3-dioxigenaz (C230) gént. Az éaltalunk azonositott meta-gytriihasitasi utvonalat kodolo
génklaszter nem bizonyult teljesnek, mivel hidnyoztak bel6le a gytirti aktivaldsdhoz sziikséges
gének, csak a gyliriihasitashoz és az itvonal alsobb 1épéseinek katalizalasahoz sziikséges gének
voltak megtalalhatéak. Ugyanakkor egy, az aromas gyurt aktivacidjara képes toluol-
monooxigenazt kodolo génklasztert is talaltunk a genomban, amely potencialisan kiegészitheti a
részleges meta-gylirithasitdsi utvonalat kodold génklasztert, és aromas szénhidrogén-lebontd
képességet biztosit a B13T tdrzs szdmdra. A katekol-2,3-dioxigenazt, illetve a toluol-
monooxigenazt kddold génklasztert az MA2-2 torzsben is megtalaltuk, mely teljes mértékben
megegyezett a B13T tipustdrzsben azonositottal. Ezen kiviil a B13T és az MA2-2 térzs genomjéban
is fellelhetd az etil-benzol metabolizmus egyik lehetséges kezdeti enzimét kodold gén, az etil-
benzol-dehidrogenaz.

A Pinisolibacter sp. B13T és MA2-2 térzsek aromas szénhidrogén-bont6 képességét a GC-MS
vizsgalatok segitségével is igazoltuk, mely alapjan a hat aromas szénhidrogén koziil a B137T és
MAZ2-2 torzs egyediili szénforrasként kizardlag az etil-benzolt volt képes hasznositani. Azonban
az 0sszes BTEX vegyiilet jelenlétében végzett kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy valamennyi
aromas szénhidrogén bontdsara képes volt, melynek soran feltehetden az aromas vegyiiletek
egymas lebontasi hatékonysagat serkentik, illetve kozben kometabolikus folyamatok aktivalodtak.

A faj leirdsahoz sziikséges vizsgalatokat a nemzetkozi kovetelményeknek megfeleléen a
polifazikus taxonémia szemléletét kovetve végeztiik el. A Pinisolibacter B13" torzzsel végzett
filogenetikai, morfologiai, biokémiai és kemotaxondmiai vizsgalatok eredményei alapjan a B13"
jelll torzs a Pinisolibacter nemzetségen beliil egy 0j fajt képvisel, melynek a Pinisolibacter
aquiterrae nevet adtuk. A tipustorzset letétbe helyeztiink az LMG 32346" és az NCAIM B.02665"

azonositokkal a torzsgytijteményeknél.
3.3.2. Ideonella benzenivorans B7T t6rzs jellemzése és vj fajként torténd leirdsa

A B77 torzs a legtobb BTEX bonté nemzetséget magéaba foglalé Comamonadaceae csaladon
beliil az Ideonella nemzetség tagja, melyen beliil a teljesgenom alapt filogenetikai elemzések
alapjan az Ideonella dechloratans CCUG 308987 tdrzzsel volt a legszorosabb rokonsagban,

azonban az Ideonella nemzetségen beliil kiilon leszarmazasi vonalat alkot.
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A B77 torzs teljes genom analizise soran megvizsgaltuk, hogy rendelkezik-e a monoaromas
szénhidrogének lebontasdhoz sziikséges genetikai hattérrel, mely sordn azonositottuk a katekol-
2,3-dioxigenaz (C230) gént egy fenol-lebontasért felelds génklaszterben, amely egy
tobbkomponensii fenol-hidroxilazt (mPH) és egy teljes meta-hasitasi utvonalat kodolt. Ezen kiviil
sikeriilt azonositani az etil-benzol dioxigenaz egyik alegységének kodolasaért felelés gént, igy
feltételeztiik, hogy a B7" torzs részt vehet az etil-benzol metabolizacidjaban is. Azonban a xilolok
metil-benzil-alkoholla torténd képzodését katalizalo xilol-monooxigenaz gének hidnyoztak, igy a
torzs xilol-bontashoz sziikséges genetikai hattere hidnyosnak bizonyult.

A B77 torzs aromas szénhidrogén bontd képességérél GC-MS mérések segitségével is
meggy6zédtiink, melynek soran megfigyeltiik, hogy a B7" térzs képes volt aerob és mikroaerob
moédon egyarant lebontani a benzolt, a toluolt és az etil-benzolt, mint egyediili szén- és
energiaforrast. A B7T térzs nem volt képes a xilolokat egyediili szén- és energiaforrasként
hasznositani, azonban az 06sszes BTEX komponens jelenlétében valamennyi xilol-izomer
mennyisége csokkent 48 oran beliil, viszont miutan a benzol, toluol és etil-benzol teljesen
lebomlott a kdrnyezetiikbdl, a xilolok koncentracidja nem csokkent tovabb, melynek oka, hogy
aerob viszonyok kozott a benzol és a toluol jelenlétében a xilol vegyiiletek kometabolizal6dnak,
viszont ezek hidnyiban egyediili szénforrdsként nem volt képes a xilol vegyiiletek teljes
lebontésara a torzs.

A faj leirasdhoz sziikséges vizsgalatokat a nemzetkdzi kdvetelményeknek megfeleléen a
polifazikus taxonémia szemléletét kovetve elvégeztiik. Az Ideonella B7' térzzsel végzett
filogenetikai, morfologiai, biokémiai és kemotaxondmiai vizsgéalatok eredményei alapjan
megallapithato, hogy a B7" jelii torzs az Ideonella nemzetségen beliil egy 0j fajt képvisel, melynek
az Ideonella benzenivorans nevet adtuk. A tipustdrzset letétbe helyeztiink az LMG 32345" és az

NCAIM B.02664" azonositokkal a térzsgytijteményeknél.
3.3.3. Acidovorax benzenivorans D2M1T t6rzs jellemzése és j fajként torténd leirdsa

Banerjee és munkatarsai (2022) altal egy meta-xilol lebontd dusitotenyészetbdl izolalt
Acidovorax sp. torzs jellemzésére is sor keriilt a dolgozat keretein belill. A torzs az Acidovorax
delafieldii DSM64" torzzsel all legkdzelebbi rokonsagban a 16S rRNS gén alapjan (99,93%),
akarcsak a benzol-tartalmt (BEN) dusitotenyészetekben az Acidovorax nemzetséget képviseld
OTU. Ezek alapjan feltételezhetden a karhely egy endemikus, dominans kozdsségalkoto fajarol
van szd, mely potencidlisan részt vehet a mikroaerob benzollebontésban, igy a genomelemzés €s

az Uj fajként torténd leiras eredményei a jelen dolgozat keretin beliil keriilnek bemutatésra. A teljes
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genom alapu filogenetikai elemzések alapjan a D2M17 torzs az Acidovorax nemzetségen beliil 1j
fajként irhato le.

A genomelemzés sordn azonositottuk az 1.2.C-tipusu katekol-2,3-dioxigenaz (C230) gént egy
teljes meta-gytrtihasitasi Utvonalat kodolo fenol-lebontd génklaszter részeként, melyben az
aromas gyurl aktivacigjat a tobb-komponensii fenol-hidroxilaz (mPH) rendszer latja el. Harom, a
klasztert hatarolo IS3 és IS5 csaladba tartozo, transzpozonokat koédold ORF-et is azonositottunk
»downstream” helyzetben. Az ilyen mobilis genetikai elemek eldsegitik a horizontalis
géntranszfert, ¢€s ezaltal biztositjdk a mikoorganizmusok gyors alkalmazkodasat az 1j
szennyezOanyagokhoz és novelik a C230 gének diverzitasat (Diaz 2004). A transzpozonok
jelenléte a fenol-bontd génklaszter kozelében feltehetéen azt jelzi, hogy a D2MI1T torzs
horizontélis géntranszfer révén tett szert a génklaszterre. Az Acidovorax torzs az extradiol hasitési
utvonala mellett a teljes genom elemzése alapjan rendelkezett az aromas gytir(i intradiol hasitasaért
felelés klorkatekol 1,2-dioxigendz génnel, azonban az orto-hasitasi Utvonal egyéb génjeit nem
sikeriilt azonositani a gén kozelében. Ezek alapjan feltételeztiikk, hogy a BTEX-vegyiiletek
jelenlétének hatdsdra a meta- gylrihasitdsi utvonal génjei fejezddnek ki és az aromas
szénhidrogének lebontasa ezen keresztiil torténik. Az etil-benzol lebontas egy masik lehetséges
utja a naftalin lebontdsahoz sziikséges enzimek segitségével valosul meg (Lee és Gibson 1996,
Lee et al. 2019), melyre talaltunk bizonyitékot a genomban, mely alapjan feltételezhetd, hogy a
D2M17 t6rzs az etil-benzol lebontasara is képes lehet.

Az Acidovorax sp. D2M17 térzs aromas szénhidrogén-bonté képessége a GC-MS vizsgalatok
segitségével gy6zodtiink meg, mely mérési eredményei alapjan a D2M17 torzs képes volt aerob és
mikroaerob modon a benzolt €s az etil-benzolt egyediili szén-, €s energiaforrasként hasznositani,
mig a xilolok bontasdra nem volt képes. Mas monoaromas szénhidrogének jelenlétében egy
nagyon lassu folyamat eredményeként a toluol is lebomlott 5 napon beliil, hasonl6an a benzolhoz.
Oxigénszegény kornyezetben a toluol és az etil-benzol egymasra, valamint a benzol
benzol biodegradaciot. 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 ilitemben torténd csokkenésére.

A faj leirdsahoz sziikséges vizsgéalatokat a nemzetkozi kovetelményeknek megfeleléen a
polifizikus taxonomia szemléletét kovetve elvégeztiik. Az Acidovorax D2M1T torzzsel végzett
filogenetikai, morfologiai, biokémiai és kemotaxondmiai vizsgéalatok eredményei alapjan
megallapithat6, hogy a D2M17 jelii torzs az Acidovorax nemzetségen beliil egy 0j fajt képvisel,
melynek az Acidovorax benzenivorans nevet adtuk. A tipustorzset letétbe helyeztiink az DSM

115238" és a NCAIM B.02679" azonositokkal a torzsgytijteményeknél.
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4. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

A koolajszennyezés mértéke jelentésen megndvekedett a globalizacio és az iparosodas miatt,
igy az olaj napjaink egyik leggyakoribb kornyezetkarositd anyaga. Valamennyi BTEX vegytilet
kozil legkartékonyabbnak a benzol mondhaté humén egészségiligyi és kornyezetvédelmi
szempontbol is (ATSDR 2015, Arnold et al. 2013, Dési 2001). A mikroorganizmusok az
adaptalédik az 0) szénforrashoz és megkezdik a szennyezOanyag lebontasat enzimkatalizalt
folyamatok altal. Egy diverz enzimkészlettel rendelkezd kozosség egyiittmikodése altal
valdsulhat meg a kevert szennyezés teljes spektruménak eltavolitasa (Goldschneider et al. 2006),
emellett jelentds szerepet jatszhatnak a kometabolikus és egyéb szubsztrat-kolcsonhatasok a
lebontas sordn (Littlejohns és Daugulis 2008). Az aromas vegyiiletek lebontési folyamatanak
kulcsenzimjei altaldban olyan mono-, és dioxigendzok, melyek az aromés gylirii aktivaciojat, majd
a hasitasat végzik, végiil tovabbi atalakitasi 1épéseket kdvetden a reakciotermékek a kozponti
anyagcsereutvonalak révén hasznosulnak (Pérez-Pantoja et al. 2010). Az 1.2.C-tipusu katekol-2,3-
dioxigenaz enzimek jelentds szerepet toltenek be az oxigénszegény felszin alatti kornyezetekben
torténd aromds szénhidrogének lebontisaban, ugyanis nyomnyi mennyiségi oxigén jelenlétében
is aktivak maradnak és igy az aromas vegyiiletekkel szennyezett oxigénlimitalt kdzegekben
jelentds e gének diverzitasa a baktériumkozosségben (Eltis és Bolin 1996, Kukor és Olsen 1996,
Tancsics et al. 2012, 2013). A gének sokszinliségét fokozza, hogy a kdzdsségen beliil horizontalis
géntranszfer Utjan terjednek (Villa et al. 2019). Napjaink relevans tudomanyos célkitlizése az
olyan benzollebont6 baktériumkozosségek €s baktériumtorzsek vizsgalata, melyek a felszin alatti
oxigénszegény kornyezetben is mutatnak biodegradacios aktivitast.

Eredményeink alapjan az, hogy mely baktériumkozosség tagjai valnak dominanssa, nagyban
fligg a szénforras tipusatol, illetve attdl, hogy az aromas szénhidrogén dnmagéaban vagy egyéb
BTEX vegytiletekkel egylitt van jelen a baktériumok kornyezetében. Emellett egy szennyezett
karhely karmentesitése soran nem szabad figyelmen kiviil hagyni az aromas vegyiiletek kozti
szubsztrat interakciok biodegradaciora gyakorolt hatasat, ugyanis a természetes 6koszisztémakban
tobbségében kevert szennyezésekrdl beszélhetiink. Elvégzett kisérleteink alapjan egyértelmii
megerdsitést nyert, hogy az aromas szénvegyiilet tipusa mellett az oldott oxigén mennyisége is
nagy hatast gyakorol az aerob lebontd baktériumkozosség Osszetételére, ugyanis mas

crer

mellett. Tovabba nem csak a domindns kozosségalkotok feldiisuldsabol kovetkeztethetiink az
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egyes nemzetségek biodegradacios képességére, hanem a stabil izotopos vizsgalatok
eredményeinek kdszonhetden megerdsithetjiik azok kiemelkedd szerepét a benzollebontasban.

A dusitotenyészetes €s a mikrokozmoszok kozosségosszetételének eltéréségére magyarazatul
szolgalhat, hogy az eltéré inkubacios id0 jelentds hatast gyakorolhatott a baktériumkozosség
alakulasara, melynek sordn nem csak az szamitott, hogy 6t héten 4t benzol tartalmu kozeget
biztositottunk, hanem hogy 6t héten 4t mikroaerob koriilményeknek volt kitéve az alapkozosség,
mely alatt stabil mikroaerob benzolbont6va alakult. Egy 6t hetes dusitofolyamat soran az elérhetd
szénforrasért folytatott kompeticid révén ugyanis a gyorsabban szaporodd nemzetségek nagyobb
teret nyerhetnek, mig az egy hetes inkubacios id6 utan végzett k6zOsségmonitorozas soran
nagyobb valdszinliséggel detektalunk olyan fajokat, melyek 6t hét alatt hattérbe szorulhatnak.
Emellett a hasonl6d 6kologiai niche-t betdltd nemzetségek, mint a Rhodoferax és az Azovibrio
esetében, szintén eléfordul, hogy hol az egyik, hol a masik nemzetségbe tartozo fajok valnak
dominénssa.

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 kozdsségre, mely altal ezeken a teriileteken elterjedt baktériumfajok magas genetikai
diverzitassal rendelkeznek, igy lényegében az emlitett kéarhelyek evolicids forropontoknak
tekinthetok. A molekularis technikak fejlddésével napjainkban a tenyésztéses vizsgalatokra kisebb
hangsuly helyezddik. Ugyanakkor az altalunk izolalt 4 fajokkal végzett vizsgélatok is rimutatnak
arra, hogy a molekularis biologiai modszerekkel felallitott hipotézisek megerdsitésére, valamint
az eredmények kiegészitésére a klasszikus mikrobioldgiai modszerek ma is kivaloan alkalmasak,
mivel a baktériumok szamos, felhasznalhatosaguk tekintetében igen fontos tulajdonsagéara, 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 Ideonella 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 mitkddnek jol egyiitt a kdolajszennyezd
lebontasaban, melyek képesek egymas bontési spektrumat kiegésziteni. Ennélfogva fontos, hogy
egy perzisztens, nagy kornyezeti kockazatot jelentd vegyiilet, mint amilyen a benzol is,
onmagaban is hasznosithatd szénforras legyen a vizsgalt baktérium szdmara. Ritka, hogy egy, az
aromas vegyliletek bontasdhoz sziikséges genetikai hattérrel rendelkezd torzs csak a benzol
lebontéasara legyen képes és mas monoaromas szénhidrogént egyaltalan ne tudjon hasznositani,

azonban, ha O0nmagdban nem is, de a BTEX vegyliletek kozti szubsztrat interakciok és
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kometabolizmus révén egyéb komponensek lebontasaban is részt vehetnek a benzolbont6 torzsek,
igy a kornyezetbe kijutva is versenyképes szénhidrogén lebontdk lehetnek kevert BTEX
szennyezés esetén is. Azonban fontos megjegyezni, hogy egy dominédns kdzosségalkotot, mint pl.
az Acidovorax benzenivorans D2M1T, mely bizonyitottan képes metabolizalni a benzolt, ha
kijuttatjuk a kornyezetbe, feltételezhetéen konnyebben veszi fel a versenyt, mint egy kevésbé
kompetitiv faj.

Valamennyi elvégzett vizsgalatunk eredményének koszonhetéen ma mér pontosabb képet
alkothatunk az aromas szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti terliletek mikrobidlis
kozosségeirdl, illetve a kdzosségalkotd mikroorganizmusok szerepérdl. A molekularis modszerek
segitségével a benzollebontasban szerepet jatszo dominans kozosségalkotdkra deriilt fény, mig a
stabil izotopos vizsgalatokkal lehetdségiink nyilt arra, hogy az egyes kdzosségalkotok dkologiai
szerepét tisztdzhassuk, akarcsak a tenyésztéses modszer segitségével izolalt 1) fajok
genomanalizise altal. Tudjuk, hogy elsésorban mely taxonok megjelenésére szamithatunk a
benzollal szennyezett kozegekben mikroaerob koriilmények mellett (pl. Rhodoferax, Acidovorax,
Pseudomonas, Malikia, Azovibrio), mely tudas kicsi, de fontos részletként hozzatesz a kdolajjal
szennyezett terliletek kdrmentesitési technoldgiainak fejlesztéséhez. A klasszikus mikrobioldgia
pedig az 1) fajok szadmos tulajdonsagénak és metabolikus képességének feltdrasdban volt
segitségiinkre. Az altalunk izolalt térzsekrél bontasi kisérletek €s genomelemzésiik révén is
bebizonyosodott a BTEX biodegradacids potencialjuk, igy ezek a torzsek alapjat képezhetik egy
esetleges szabadalomnak, mely sordn Onmagéban vagy konzorciumként felhasznalasra
kertilhetnek egy aromdas szénhidrogénekkel szennyezett karhely bioaugmentacidja soran

oltdanyagként.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

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

dominans szereplok.

II. tézis: Stabil izotoposan jelolt, benzolt tartalmazd mikrokozmoszokkal folytatott
molekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy aerob kornyezetben a Pseudomonas és a Rhizobium,
mikroaerob koriilmények ko6zott pedig a Malikia és az Azovibrio nemzetségek jatszanak szerepet,
mint jelentds, baktériumkozosségben is versenyképes benzollebontdok. Az Azovibrio esetében
egyértelmii megerdsitést nyert a nemzetség aromas szénhidrogén-lebontasban betdltott okologiai

szerepe is.

III. tézis: A mikroaerob benzollebontd dusitétenyészetbdl sikeresen izoladltunk egy, a
Pinisolibacter nemzetséghez tartozo6 baktériumtorzset, mely teljes genom analizise alapjan 1.2.B-
tipusu katekol-2,3-dioxigenaz enzimmel rendelkezik. A faj leirdsdhoz sziikséges vizsgalatokat a
nemzetk6zi  kovetelményeknek megfeleléen elvégeztik. Gazkromatograffal kapcsolt
tomegspektrometria (GC-MS) segitségével igazoltuk, hogy aerob koriilmények kozott a torzs

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

IV: tézis: Sikeriilt izolalnunk a mikroaerob benzollebontd dusitotenyészetekbdl egy Ideonella
nemzetségbeli baktériumtdrzset, melynek a nemzetkozi kovetelményeknek megfeleld leirasat
elvégeztiik. A torzs rendelkezik egy olyan fenol-degradacids génklaszterrel, melyben kddolva van
az 1.2.C-tipust katekol-2,3-dioxigendz gén egy teljes meta-gylriithasitasi 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 01j fajnak az Ideonella benzenivorans nevet adtuk.

V. tézis: Molekularis genetikai vizsgalatok alapjan igazoltuk, hogy a benzolbontod
dusitotenyészetek egyik domindns kozdsségalkotd, Acidovorax nemzetségbe tartozo
mikroszervezete egy ez idaig ismeretlen baktériumfaj, mely rendelkezik az 1.2.C-tipust katekol-
2,3-dioxigenaz génnel. Gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria (GC-MS) segitségével
végzett vizsgalatok alapjan igazoltuk, hogy a torzs képes aerob és mikroaerob koriilmények kozott
is lebontani a benzolt és az etil-benzolt. A torzs nemzetkdzi kdvetelményeknek megfeleld leirasat
elvégeztiik és az 0j fajnak az Acidovorax benzenivorans nevet adtuk.
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