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Roviditések jegyzéke

BamB-I: ATP independent benzoyl-CoA reductase subunits (ATP fiiggetlen benzoil-
CoA reduktdz alegységek)

BcrA-D: ATP-dependent benzoyl-CoA reductase subunits (ATP fiiggd benzoil-CoA
reduktdz alegységek)

Bss: benzylsuccinate synthase (benzil szukcinat szintaz)

BTEX: benzol, toluol, etil-benzol és xilolok

C230: catechol 2,3-dioxigenase (katekol 2,3-dioxigenaz)

CCA: canonical-correlation analysis (kanonikus korrelacio elemzés)

dNTP: deoxynucleotide triphosphates (dezoxinukleotid trifoszfatok)

OTU: operational taxonomic unit (operativ rendszertani egység)

PAH: polycyclic aromatic hydrocarbon (policiklikus aromas szénhidrogének)

PCA: principal component analysis (fékomponens elemzés)

PCR: ploymerase chain reaction (polimeraz lancreakcid)

SIP: stable isotope probing (stabil izotdpos jeldlés)

SNUPE: single nucleotid primer extension (differencialt dideoxi primerhosszabitas)
sp.: species (faj)

spp.: species (fajok)

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

T-RFLP: terminal-restriction fragment length polymorphism (terminalis restrikcios

fragmethossz polimorfizmus)
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1. Bevezetés

Napjainkra elértiikk az olajkitermelés csucsat, valoszinii, hogy a szarazfoldon mar nem fognak
ujabb oriasmezoket feltarni. Azonban a kitermelés, feldolgozas radikalis csokkenése még
évtizedeket varathat magara, és amig kdolaj van, addig az altala okozott szennyezésekkel is
szamolnunk kell. A legtobb kornyezeti szennyezést, akarcsak a vildgon, hazankban is az
kdolajszarmazékok okozzak (Barétfi 2000). A kdolaj és szarmazékai szdmos olyan komponenst
tartalmaznak, amelyek karosak az emberi egészségre, karcinogén, teratogén és mutagén hatastiak
lehetnek. Szennyezés esetén a szénhidrogének kozvetleniil vagy a foldtani kozegen keresztiil
elérhetik a felszin alatti vizet, majd azzal egyiitt mozogva nagy tavolsagokra is eljuthatnak,
elszennyezve az addig tiszta terilileteket, ivovizkészleteket. Hazankban a szénhidrogén
szennyezéseket fOleg tarolas és szallitds soran bekdvetkezd hibdk okozzdk, csak az Orszagos
Kérnyezeti Karmentesitési Program Volt Szovjet Ingatlan alprogramja soran 2,7-3,0 millié m®
talaj és 1,0-1,2 millid m? felszin alatti vizkészlet elszennyez6dését mutattak ki (OKKP 2005).
Amennyiben a karhely és a szennyezés tulajdonsagai lehetdvé teszik, a bioremediacids
technologidk alkalmazéasa kornyezetkiméld és koltséghatékony megoldas lehet a szénhidrogén
szennyezések felszamolasara.

Annak ellenére, hogy a BTEX-vegyiiletek aerob és anaerob koriilmények kozti biodegradacidja
széleskorlien kutatott, a hipoxikus kozegekben lejatszodo lebontasi folyamatokrol igen kevés
informaci6 all a rendelkezésiinkre. Mivel a mélyen fekvd talaj illetve talajviztablak oldott oxigén
koncentracioja legtobb esetben alacsony, sziikségszerli azon mikroba kozosségek vizsgalata,
melyek anyagcsere-utvonalai a hipoxikus koériilményekhez adaptalodtak.

Ennek megfelelden célul tiztiik ki:

e egy BTEX-vegyiiletekkel szennyezett hipoxikus karhely mikroaerob
mikrobako6zosségének valamint az altaluk hordozott aromés szénhidrogének bontasaban
résztvevo egyes funkciogének hossziutdvi monitorozasat.
részt vevo baktériumok, valamint funkcidgének azonositasat,

e tovabba a lebontd mikroszervezetek feldusitasat és izolalasat okologiai szerepiik

pontosabb megértése érdekében.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 Afelszin alatti viz jelentdsége

A felszin alatti vizek fontossaga az emberiség szamara megkérddjelezhetetlen, leszamitva a sarki
jégsapkakat és gleccsereket, ezek adjak az édesviz készletek 97%-at. E vizkészletek emberek
milliardjai szamara szolgaltatnak ivovizet; az Eurdpai Unid polgarainak kozel 75%-a fedezi
talaj- és rétegvizbél mindennapi sziikségleteit. A viziigyi nyilvantartas szerint hazank 1771
ivovizbazisabol 1663 felszin alatti, melyeknek kozel fele a szennyezddéssel szembeni
veszélyeztetettség szempontjabol sériilékenynek tekintheté (M-VGT 2009). A felszin alatti
vizek ipari (hitévizként és oldoszerként), valamint mezégazdasagi (Ontozévizként és
allattartasban) felhasznalasa is jelentds. Az elmult 40 évben a talaj- és rétegvizek okologiai €s
tarsadalom-gazdasagi megitélése sokat valtozott, napjainkban egyre nyilvanvalobba valik, hogy
e rétegekre, nemcsak mint édesvizforrasra kell tekinteniink, hanem természeti értékként is
védeniink kell azokat. Fontos szerepet toltenek be a hidroldgiai ciklusban, mocsaras-, lapos
teriiletek €s folyok puffereként szolgalva a szaraz periddusokban. Vildgszerte szamos folyd éves
vizhozaménak tobb mint fele szarmazik felszin alatti vizekbdl.

A kornyezeti hatdsok, legféképpen az antropogén eredetlieck nagymértékben befolyasoljak a
talaj- és rétegvizek mindségét €és mennyiségét, € hatasok varhatdban még évtizedekig
fennmaradnak. Napjainkban els6sorban a harmadik vilag orszagaiban kozel masfél milliard
ember nem jut megfeleld mennyiségli vagy mindségii ivovizhez és még tobben élnek nem
megfeleld higiénés kortilmények kozott. Fertdzott, szennyezett viz fogyasztasa és az azzal valo
tisztalkodas kovetkeztében kozel négymillio ember hal meg évente. A népességndvekedésen tul
az urbanizaci6 okozta koncentralt vizhasznalat szintén jelentGs terhet 16 az egyes vizadokra (2.1.
abra). Mig két évszazaddal ezeldtt csupan a népesség 3-5 %-a élt varosokban, az ezredfordulora
ez az ardny 47%-ra novekedett, 2030-ban az ENSZ eldrejelzései szerint a teljes népesség
legalabb 60% lesz varoslako. Egyes nagyvarosok koncentralt vizigényét mar napjainkban sem
képesek kielégiteni a kozeli vizadokbol, példaul Szingaptr ivoviz sziikségletének kozel 40%-at
malajziai importbol fedezi.

Az ipari szennyezés, mezOgazdasagi termésnoveld anyagok, kemikalidk valamint a nem
megfeleld6 modon kezelt szennyviz mind-mind veszélyeztethetik a talajvizek tisztasagat, mig a
demografiai ndvekedés, a klimavaltozas okozta hatasok drasztikusan csékkenthetik mennyiségét

(Szalkai 2009, Gleeson et al. 2012, Danielopol et al. 2003, McDonald at al. 2014).
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Vizlabnyom értéke
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2.1. Abra Az egyes orszagok vizlabnyom értékei (Mekonnen és Hoekstra 2011)

2.2 Szénhidrogén szennyezések

Hazankban, akarcsak vilagszerte a szénhidrogének okozzdk a legtobb kornyezeti szennyezést.
Az emberiség energiafelhasznalasanak kozel egyharmadat a nyersolaj szolgaltatja, 2013-ban
naponta tobb mint 9 millié tonna nyersolajat termeltek ki vilagszerte, ehhez hazank 1638
tonnaval jarult hozza (ksh.hu alapjan). Az olajipar kozvetleniil a vilag GDP-jének 2,5%-ért
felelds, hazai vallalatok koziil a MOL allitja el6 a hazai GDP 2%-at, ezzel az orszagos lista elsd
helyén szerepel, ezen tal a GDP hatodat eldallitéo transzport szektor milkkddése szinte teljes
mértékben a nyersolajra épiil (Carlyle 2013, portfolio.hu). Az elmult 20 évben a szénhidrogén
szennyezések mértéke és gyakorisdga nagymértékben lecsokkent. A biztonsagi intézkedések
szigoritasa €s azok koOvetkezetes betartdsa sajnalatosan tobbnyire vilagszinti havaridkhoz
kothetd. Az 1989-es Exxon Valdez katasztrofat kovetéen az Amerikai Egyesiilt Allamokban
(USA) megalkottak az Oil Pollution Act jogszabalyt, mely szerint a szennyezd kdotelezhetd az
altala okozott karok teljes megtéritésére. A katasztrofa nemcsak az USA-ban, hanem a
nemzetkdzi szabalyozasban is nagy visszhangot valtott ki. Az eldvigyazatossag ellenére az
asvanyolaj termékek feldolgozasa, széllitdsa, tdroldsa ¢és hasznalata soran tovabbra is
bekovetkezhetnek technoldgiai hibdk, emberi mulasztdsok, anyagfiradasok, igy az altaluk
okozott szennyezések megjelenésével sajnos szinte mindenhol szamolnunk kell (Etkin 2001,
Carlyle 2013). Globalisan, atfogd tanulmanyok hianyaban, a foldtani kézegben és felszin alatti
vizekben hatramaradt szennyez6dések gyakorisagat még megbecsiilni is nehéz. Az Amerikai
Egyesiilt Allamokban 1984 ota kozel 1,5 millio -elsésorban szénhidrogéneket tartalmazo-

foldalatti tartaly lett felszamolva (Global Soil Forum 2012). Az Europai Kérnyezetvédelmi

10
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Ugyndkség 39 tagorszagaban a karhelyek szama megkdzelitheti a 2,5 milliét, a 2013-as JRC
(Joint Research Center) jelentés idépontjaban az azonositott szennyezéteriiletek szdma 342 ezer
koril alakult, melybdl csupan 80 ezren végezték el a remediaciot. A remedidcios projektek
legtobb esetben 50 és 500 ezer eurd kozotti koltségtartomanyba esnek, de eléfordultak mar 50
millié eurdt meghaladd karmentesitések is. A szennyezések tobb mint felét nyersolaj, BTEX ¢és
klérozott szénhidrogén vegyiiletek okozzak. Hazankban az Orszagos Kornyezeti Karmentesitési
Program (OKKP) 2005-6s jelentése alapjan a szennyezett teriiletek és szennyezéforrasok szama
30 ezer koriil alakul. A kérok mérséklésének, felszamolasanak koltségigénye 0sszességében tobb
mint 1.000 milliard Ft-ra, id6tartama 30-40 évre becsiilhetd. Az allam éves koltségvetésbol 10-
20 milliard Ft kozotti Osszeget biztosit évente az OKKP mikddtetésére. A Nemzeti
Kérmentesitési Prioritasi Lista alapjan 2012-ig 500 teriileten kozel 150 milliard forint értékben
valosult meg karmentesités.
Hazank felszin alatti vizkészleteinek védelmét a 219/2004. (VII. 21.) Kormanyrendelet
szabalyozza. ,,A rendelet célja a felszin alatti vizek:
a) jo allapotanak biztositasaval és annak fenntartasaval,
b) szennyezésének fokozatos csokkentésével és megelézésével,
c) hasznosithato készleteinek hossza tava védelmére alapozott fenntarthatd vizhasznalattal,
d) a foldtani kozeg karmentesitésével Osszefiiggd feladatok, jogok és kotelezettségek
megallapitasa.”
A 2004-es rendeletet kiegésziti a 6/2009. (IV. 14.) KvVM-EiM-FVM egyiittes rendelet a
foldtani kozeg ¢és a felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez sziikséges
hatarértékekrol és a szennyezések meéréseérol.
A szénhidrogén szennyezések négyféle allapotban fordulhatnak eld a felszin alatti kozegben:
e szabad fazisban a talajban
o felszin alatti vizben oldva (illetve az oldhatosagi hatart meghaladva feliiltisz6 fazist
képezve)
e talajszemcsék felszinéhez kototten
o gizfazisként a talaj szabad porusaiban
A talajfelszinre kiomlott olaj szétteriil, majd a nehézségi eré hatasara egyre mélyebbre hatol a
foldtani kozegben. Végiil, amennyiben a beszivargd szénhidrogén mennyisége nagyobb, mint a
kozeg olajvisszatartdo képessége, a felszin alatti vizbe keriilhet, elszennyezve azt. A talajviz
vertikalis és horizontdlis mozgasaval a szénhidrogének tovabbterjedhetnek, illetve kiparolgassal
atkeriilhetnek mas, addig nem érintett kozegekbe. A hazai jogi szabalyozasnak megteleléen, a
szennyezeés bekovetkezte utan elsddleges a szennyezéssel kapcsolatos informaciok dsszegytiijtése

¢s kornyezetvédelmi célu értékelése. A tervezési és Kkivitelezési szakaszban a helyi
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adottsagoknak megfelelden kell eljarni, hogy a szennyezés felszdmolasa minél hatékonyabban
menjen végbe. A szennyezés veszélyességének meghatirozdsa és az alkalmazandd
karmentesitési technoldgia kivélasztadsa szempontjabol tehat fontos az aldbbi tényezdk ismerete:

e aszennyezbanyag kémiai és fizikai tulajdonsagai

e az ¢rintett terlilet hidrogeologiai adottsagai

e akornyezeti, egészségligyi kockdzat nagysaga

e a hatélyos kornyezetvédelmi kdvetelményrendszer

e arendelkezésre all6 anyagok, forrasok

e hatosagi és lakossagi akceptalhatosag, szakvélemény

e teriileti jelleg, tavlati funkcio (Anton et al. 2006, Bar6tfi 2000)

2.3 A kdolajalkoto szénhidrogének jellemzése

A koolaj 0Osszetétele rendkiviil heterogén, paraffinok (egyszeres kotést tartalmazd, nyilt
szénlancu vegyiiletek), olefinek (egy vagy tobb kettds kotést tartalmazd szénhidrogének),
naftének (kettds kotés nélkiili, telitett gylirlis vegyliletek, cikloalkdnok) ¢€s aromas
szénhidrogének alkotjak, melyeknek ardnya nagymértékben valtozhat a szdrmazasi helytdl €s a
feldolgozas technologiajatol fiiggden. A tobb széz, esetenként ezer vegyiilet fobb alkotoelemeit a
szén (81-87%), hidrogén (10-14%), oxigén (0-7%), kén (0-7%) és a nitrogén (0-2%) adja.
Megkiilonboztetlink paraffin dus (pl.: amerikai), nafténbazisu (pl.: orosz) és atmeneti jellegii (pl.:
roman, francia) elegyeket. Az olajipari termékek eldallitdsanak lényege ezeknek az
OsszetevOknek az elvalasztasa, vagyis a finomitds. A kbolaj finomitas elsGsorban frakcionalt
desztillacioval torténik. A folyamat soran felhevitett kdolajat vezetnek a frakcionald oszlopba,
un. kolonnaba. A szénhidrogének kozti forraspontkiilonbségek alapjan a kiilonb6z6 hossziisagt
szénlanct vegyiiletek elkiiloniilnek egymadstol, és az adott kolonna megfeleld hémérsékletii
talcain kivalnak. Az illékony anyagok (mint pl.: metdn, etan, propan, butdn) eltdvoznak a
kolonna felsd részén (gaz frakcid Ci-C,). A tovabbi fobb termékeket szénatom szdm szerint a
nyers és konnylibenzin C4-Cyg, a kerozin Cq-Cyg, a gazolaj Ci5-Cys, a kend és fiitéolaj Cap-Cro

frakcio alkotja, végiil a maradékot az aszfalt képezi (Bruckner 1952, Furka 1991).

2.3.1 Osszes alifas szénhidrogének — TPH (Total Petroleum Hydrocarbon)

A kiilfoldi gyakorlatban a Cs-Cgo-ig minden kodolaj eredetli szénhidrogént, mig a hazai
jogszabalyokban csak az alifas, 5-40 szénatomot tartalmazé vegytileteket soroljak e csoportba. A
fent emlitett vegylileteket mind a kdolajban, mind annak szarmazékaiban megtalalhatjuk.

Kémiailag telitettekre (a szénatomok kozott csak egyszeres kotés talalhato) és telitetlenekre
12
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(kettes, harmas kotéseket is tartalmaznak) oszthatjuk dket, ezen beliil lehetnek egyenes, elagazo
¢és gyuris lancuak.

A TPH csoporton beliil elkiilonitiink VALPH (Volatile Aliphatic Petroleum Hydrocarbon) -
illékony alifas/aliciklusos szénhidrogén vegyiileteket, melyek 5-10 szénatomot tartalmaznak ¢€s
nagy mennyiségben megtalalhatéak gazolinban, benzinben, valamint a kerozinban.

A masik csoportot az EPH (Extractable Petroleum Hydrocarbon) - extrahalhat6 szénhidrogének,
kevésbé vagy nem illékony vegyiiletek alkotjak, amelyek pl.: a gazolaj, fiitéolajok, kenéolajok f6
alkotorészei (Szoboszlay és Kriszt 2008).

2.3.2 Aromas szénhidrogének
Telitetlen gytirtis, konjugalt kettds kotést tartalmazo vegyiiletek. Egyes benzolszdrmazékokat
régebben illatos ndvényi gyantakbol, balzsamokbol nyerték ki, innen kapta a csoport az

elnevezését (Furka 1991).

2.3.2.1 BTEX-vegyiiletek - Benzol és alkilbenzolok

[11ékony, monoaromas vegyiiletek, melyek koziil a legjelentésebbek a csoport névadoi: benzol,
toluol, etil-benzol és xilol (2.2. abra). Természetben megtalalhatoak a nyersolajban 4 g/l-es
koncentracioban, kis mennyiségben (0,8 ppb) kimutathatoéak tengerek, 6ceanok vizébdl a gaz- és
olajmezdk kozelében.

A BTEX-vegyiiletek a leggyakrabban eloallitott vegyi anyagok kozott szerepelnek, éves szinten
vilagszerte 8-10 milli6 tonna benzolt, 5-10 millié tonna toloult, valamint etil-benzolt és 10-15
millié tonna xilolt termelnek. Felhasznalasuk széles teriileten (pl.: oldészerként, festékek,
lakkok, gumitermekek, benzinek adalékanyagaiként, szerves szintéziseknél,
gyogyszergyartasban) torténhet. A BTEX-vegyiiletek legfoképpen autdk, repiilégépek
vegyiiletei mar kis koncentracidban mérgezdek, ezen feliill a benzol emberben bizonyitottan

rakkelto hatasu.

5 US
4
benzol toluol etil-benzol orto-xilol meta-xilol para-xilol

2.2. abra A BTEX-vegyiiletek szerkezeti képlete
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Mind a négy Osszetevd az idegrendszer karosodasat okozhatja, tovabba a benzol kéaros hatassal
lehet a csontveld vérképzo sejtjeire és akut myeloid tipust leukémiat okozhat (ATSDR 2004).
Egy Kindban készitett atfogd tanulmény alapjan a 100 000 foére vetitett leukémids halalozasok
szama a benzollal érintkez6 munkavallalok esetében 14, mig a benzolt nem alkalmazo6 tizemek
dolgozoi kozott 2 16 volt.

Azon munkavégzok kozott, akik korabban atestek benzolmérgezésen, a tapasztalt leukémids
halalozasi rata 701/100 000 f6 (Yin et al. 1987). A B szennyezettségi hatarértéket (a jogszabaly
altal meghatarozott kockazatos anyag koncentracid) benzol esetében felszin alatti vizekre 1 pg/l,
mig a toluol, etil-benzol és xilolok esetében 20 pug/l koncentracioban hatarozza meg a 6/20009.

(IV. 14.) KvwWM-EiUM-FVM egyiittes rendelet.

2.3.2.2 PAH-vegyiiletek - Policiklikus aromds szénhidrogének

Kdolaj képzddése, ndvényi, allati szervezetek bomlésa, tokéletlen égés soran keletkezd
vegyiiletek. Ebbe a csoportba 19, tobb (2-7) aromas gylrit tartalmazé szénhidrogén tartozik,
melyek a naftalinok kivételével nem illékonyak. A PAH-vegyiiletekbdl 7 bizonyitottan rakkeltd
hatasta (WHO 2010).

2.4  Karmentesitési technologiak

A szénhidrogének €s egyéb szennyezok kozegbdl valo eltavolitdsara ma mar sokféle technologia
ismert. Ezek a karmentesitési modszerek lehetnek fizikai, kémiai, termikus, izolacios, illetve
biologiai eljarason alapulok. A bioldgiai mddszerek esetében az egyes €16 szervezetek, legtobb
esetben mikroorganizmusok, szénhidrogén bontd képességét kihasznalva lehetdség nyilik arra,
hogy az emberi tevékenység soran kijuttatott szennyezdanyagokat kornyezetkiméld modon
elimindljuk, a szennyezéseket megsziintessiik. Az amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal (EPA —
Environmental Protection Agency) a biologiai modszerek alkalmazéasat részesiti eldnyben
minden olyan esetben, ahol az lehetséges (Szoboszlay et al. 2002). A karmentesitést végezhetjiik
in situ, vagy ex situ moédszerekkel. Az in situ technolégiakrol akkor beszéliink, amikor az
elszennyezett kozeget olyan moddszerekkel tisztitjdk meg, mely sordan azt nem termelik ki,
valamint a tisztitott felszin alatti vizet visszanyeletik, szikkasztjak a teriileten beliil. Az ex situ
technologidk esetében a szennyezett kozeget, illetve felszin alatti vizet kitermelik, és csak
kitermelés utan  altaldban jo  kontroldlhato  koriilmények  kozott mentesitik a

szennyezdanyag(ok)tol. (Vidali 2001, Khan et al. 2004).
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2.5 A mikroorganizmusok szerepe a szénhidrogénbontdsban

A felszin alatti kdzegek altaldban tdpanyagszegénynek tekinthetdk, mivel a felszinrdl korlatozott
mennyiségii szerves vegyiilet jut el a mélyebben fekvd rétegekbe. Igy nem meglepd, hogy a
mikroorganizmusok szama és aktivitasa nagysagrendekkel alacsonyabb, mint a felszini vizekben,
vagy talajrétegekben (Goldscheider et al. 2006, Griebler és Lueders 2009). A szerves
szennyezOanyagok bemosodasukkal tapanyagot visznek a kozegbe ¢és az altaluk okozott
képes organizmusok valnak dominanssd. A szénhidrogén bontdsi képesség széles korben
elterjedt a mikroszervezetek kozott, tobb kiilonb6zo baktérium- és gombacsoport is rendelkezik
ezzel a tulajdonsaggal. Azonban meg kell jegyezniink, hogy egyik mikroszervezet sem képes a
szennyezOanyagok teljes spektruméanak bontdséara, ezért a komplex szennyezések, mint példaul
nyersolajszennyezés, teljes degradacidjara csak tobbtagu, kiilonféle enzimrendszerekkel
rendelkez6 mikrobakozosség lehet képes. Atlas mar 1981-ben 22 baktérium, egy alga és 14
gomba nemzetséget emlit, melyek mind vizi kdrnyezetbdl lettek izolalva és szénhidrogén bontési
képességgel rendelkeznek. Az altala emlitett legjelentésebb szénhidrogén bontd taxonok:
Acinetobacter, Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus, Nocardia, Pseudomonas, Vibrio,
Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Candida, Rhodotorula és Sporobolomyces
(Atlas 1981). Austin és munkatarsai (1977) az el6z6 mikroszervezeteken kiviil még a Bacillus,
Comamonas, Rhodococcus, illetve Sphingomonas nemzetségeket tartja szénhidrogének
bontdsdra képesnek. Ma mar joval tobb nemzetségrél ismert, hogy képes e vegyiiletek
lebontasara, pl. a Deepwater Horizon okozta szennyezés eliminacidja mogott egy, az
Oceanospirillales rendbe tartozé mikrobat gyanitanak a kutatok (Hazen et al. 2010).

A szennyezbanyagok lebontasaban szerepet jatszo enzimek gyakran plazmidokon kodoltak, igy a
torténd terjedése. A Pseudomonas nemzetség tagjai korében szamos ilyen plazmid ismert, és
nagymértékben kutatott. Az egyik, miikodésében legjobban feltart plazmid, az tn. TOL plazmid,
amely szinte kizar6lag Pseudomonasokban talalhaté meg, és a toluol lebontas enzimeit kodolja
(Burlage et al. 1989). E plazmid 115 kilobazis nagysagii és mivel transzpozon eredetii
szekvencidkat is tartalmaz, konnyen atadodik, nagy mobilitassal rendelkezik. A horizontélis
géntranszfer in situ megfigyelése azonban sok nehézségbe litkozik és emiatt ritkan dokumentalt
folyamat (Thomas ¢és Nielsen 2005). Tovabba a Pseudomonasok mas fajokkal egyetemben
feliiletaktiv anyagokat is termelnek, melyek novelik a hidrofoéb szénhidrogén szennyezdk
vizoldhatosagat. Tobbek kozott egyes P. fluorescens és Bacillus sp. torzsek lipopeptideket, a P.

aeruginosa rhamnolipideket mig a Rhodococcus fajok glikolipideket és poliszacharidokat
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termelhetnek (Banat 1995). Vasredukald baktériumok koérében kimutattak, hogy egyes fajok

vas(ll)-kelatorokat bocsajtanak a kozegbe, ezaltal a szamukra hasznosithatatlan oldatlan
vasoxidok elérhetévé valnak, igy kozvetve stimuldlva a szennyezdanyagok anaerob lebontasat
(Lovley 2003).

Osszetételére, és azon beliil az egyes fajok funkcidira 6sSzpontosit, az elmult évtizedben kezdték
csak feltarni a protozodk és a bakteriofdgok szerepét ezen Okoszisztémakban. Noha szamos
protozoa baktériumokkal taplalkozik, az altaluk kibocsajtott vegyiiletek képesek lehetnek a
bakterialis metabolizmust stimulalni, tovabba a szénhidrogének bioldgiai hozzaférhetdségét
novelni. A pozitiv példak mellett, azonban szdmos esetben semleges vagy negativ hatést is
megfigyeltek a kutatok (Griebler et al. 2014, Biagini et al. 1998, Strauss és Dodds 1997).
Mattison és munkatarsai altal beallitott kisérletben (2005) a Heteromita globosa nevii protozoa
ugyan lecsokkentette a kisérletben alkalmazott Pseudomonas torzs csiraszamat, azonban ez a
kisebb populacid is ugyanannyi id6 alatt képes volt a benzol biodegradacidjara, mint az, amely
nem allt protozoa “szabalyzas” alatt. Cunningham és munkatarsai (2009) eredményei alapjan a
koncentracidja elérte a protozodkra nézve toxikus értéket, vagy azokat sziiréssel eltavolitottak a
rendszerb6l a biodegradacié végbement. A bakteriofagok szennyezett Okoszisztémakban
betoltott szerepének vizsgalatara csak néhany kutatas irdnyult, a ,killing the winner” hipotézis
szerint bizonyos esetekben a fagok lehetnek felelések a mikrobakozdsségben bekovetkezett

dominciaviszonyok megvaltozasaért (Griebler et al. 2014).

2.6  Kornyezeti tényezok hatdsa a szénhidrogén biodegraddciora

2.6.1 A hémérséklet hatasa a szénhidrogének biologiai lebontasara

A kiilonb6zd kornyezeti feltételek nagymértékben befolydsoljadk a kdolajkomponensek
allapotara, megvaltoztatja az olaj viszkozitasat, valamint az illékony komponensek kiparolgasat,
masrészt hat a kozegben €16 mikrobakozosségre €s annak diverzitdsara. A mikrobdk széles
hémérsékleti tartomanyban (-5°C - +120°C) képesek szaporodasra. Megkiilonboztetiink
hidegkedveld (pszihrofil), kdzepes hémérsékletet preferdldo (mezofil) és hokedveld (termofil)
mikroszervezeteket. Noha a szennyezd szénhidrogének biodegradaciojardl a legtobb informaciot
a mezofil mikrobadk szolgéltatjdk a tudoméany szamara, a fent emlitett mindhdrom csoportbol

crer

igazolja, hogy a 20-30 °C kozotti értékek tekinthetdek optimalisnak (Atlas 1981, Okoh 2006).
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Karmentesités soran azonban a kozeg hémérsékletének megvaltoztatasara csak ex situ
alkalmazasok soran nyilik lehet6ség, konnyen belathatd, hogy egy 10-16 C° hdmérsékletii

talajviztabla felmelegitése szinte lehetetlen vallalkozas.

2.6.2 Tapanyagellatas

Az enzimek megfelelé miikodéséhez, a szénforrason kiviil makro- mikro- és nyomelemekre is
szilkség van. Fontos limitalo tényezd lehet a nitrogén, foszfor, kalium jelenléte. Ezen
makroelemek aranyanak helyes megvalasztasaval (pl.: C:N=10:1, C:P=100:1), illetve a
szennyezett kdzegbe torténd keverésével a degradacio jelentdsen meggyorsithatd. A tapanyagok
kisérletek szerint a talajban zajlé lebontd folyamatok szaméra 50-70%-os viztartalom a

legmegfeleldbb (Dibblef és Bartha 1979).

2.6.3 A pH hatasa a kéolajszarmazékok biodegradaciojara

A kozeg pH-ja befolyasolja a tdpanyagok mobilizalhatosdgat, ezen keresztiil a mikroszervezetek
anyagcseréjét. SzélsOséges kémhatas esetén az érzékeny enzimreakciok lelassulnak, illetve
leallnak (Anton et al. 2006). A vizes él6helyek és talajok pH-ja széles spektrumban alakulhat,
mig egyes banya meddék pH-ja 2,5, addig a szikes pusztak, tavak pH értéke akar a 11-et is
elérheti. A legtobb baktérium a semleges koriili pH értéket preferalja, a mikroszkopikus gombak
tolerdnsabbak a savas iranyba elmozdulé pH-val szemben. Verstraete és munkatarsai (1976)
kutatasaiban kimutatta, hogy a gazolaj lebontasdnak mértéke megkétszerez6dott, miutan a
szennyezett talaj pH értekét 4,5-r61 7,4-re emelték, 8,5-6s pH fol6tt azonban a biodegradacio

crer

7,8-nal hatdrozta meg.

2.6.4 Az oxigén és alternativ elektron akceptorok szerepe a szénhidrogének
A tobbi szénhidrogén szarmazékkal szemben a BTEX-vegyiiletek vizoldékonysaga magasnak
tekinthetd, igy a talajviz tablaban a szennyezési csova gyorsan kialakul (Chakraborty és Coates
2004). E szennyezOk biodegradacidja soran az elektron akceptor elsédlegesen az oxigén, mivel a
lebontasuk legfobb 1épése, az aromds gylirli hasitasa legtobbszor oxigenadz enzimekkel valosul
meg (Harayama et al. 1992). Noha a szénhidrogének Ilebontasa megvalosulhat anaerob
koriilmények kozott is, az acrob degradacié sebessége joval meghaladja azt (Anton et al. 2006).
A nagy mennyiségben jelen 1év6 szennyezdanyag azonban gatolhatja az oxigén beoldodasat a
vizekbe, ezzel parhuzamosan a szennyezddé¢s lebontdsa miatt a mikroszervezetek oxigénigénye
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jelentésen megndvekszik. Az oxigénszegény, mikroaerofil kornyezetben a fakultativ anaerob
mikroszervezetek keriilnek eldtérbe, hiszen megfeleld mennyiségii O, jelenlétében aerob
lebontasi utakat hasznalnak, de az oxigénszint lecsokkenése esetén atvaltanak az alternativ
elektron akceptorokra. A biodegradacios folyamatok gyorsitisa érdekében, hianya esetén az
oxigén mennyiségét a karmentesitési eljarasok soran olyan fizikai beavatkozasokkal novelik,
mint a talajlazitas, atforgatas, befivas, aramoltatds vagy a nyeletés. Mindazonaltal e mddszerek
igen sok energiat igényelnek, legfoképpen a felszin alatti szennyezések esetében, ahol gyakorta
anaerob koriilmények és az azok altal meghatarozott mikrobak6zosségek dominalnak. Az oxigén
jelentds hanyada ilyen esetekben az anaerob iiledékben talalhaté redukalt allapota szulfid, vas és
egyéb ionokkal fog elGszor reakcioba 1épni. Klorozott szénhidrogének, vagy friss
gazolajszennyezés esetén az In Situ bioventillacids eljaras nem alkalmazhatd, mivel az az
illékony, sok esetben toxikus komponenseket kihajtja a szennyezett kozegbdl a levegdbe (Philp
¢s Atlas 2005, KVVM 2010). Egyes karmentesitési eljarasok soran a kozegbe hidrogén-
peroxidot kevernek az oxigénszint novelése érdekében, azonban e vegyiilet konnyen reagalhat az
ott talalhatd szerves anyagokkal, szennyezokkel. Szélsdséges esetekben akar a szénhidrogén
bontdsara képes mikroszervezetek populadcioméretét is lecsokkentheti, igy is veszélyeztetve a
biodegradacié sikerességét (Maier 2000).

Vastag agyag vizzar6 rétegek, vagy szénforrdsban gazdag talajok hatdsira természetesen is
eléfordulhatnak anaerob talajvizrétegek, azonban legtobbszér mégis valamilyen szennyezddés
hataséara alakulnak ki oxigénhidnyos kozegek. Az erésen szennyezett talajvizek esetében (akar
100 mg/l szénhidrogén koncentracid), az elektron donor szénhidrogének mennyisége joval
meghaladhatja a rendelkezésre allo elektron akceptorok szintjét, ilyen esetekben a szennyezés
ilyen nagymértékii szerves szennyezések hatasara a vizadokban redox zonak alakulnak ki (2.3.
abra). A redox zonacio elmélet Iényege az, hogy az alternativ elektron akceptorok hasznositasa
redoxpotencialjuk alapjan torténik, igy a szennyezési csova kozéppontjdban leggyakrabban
metanogén kondiciok, majd a csova pereme felé haladva szulfat-, majd vas- és manganredukald,
végiil denitrifikald zonakat figyelhetiink meg. Azaz a nitrat-, vas- és manganredukald kozeg
altalaban kozepesen, mig a szulfatredukcié és metanogenezis erésen redukald koriilmények
kozott alakul ki. Az uralkodd redox kondiciok meghatirozasa szennyezett felszin alatti kozeg
esetében nehézkes. Amennyiben a nitrat koncentraci6 meghaladja a 0,5 mg/l-es értéket,
nitratredukcio valdszinisithetd. Alacsony nitrat valamint magas redukalt vas (Fe(Il)) és mangan
(Mn(I1)) koncentraciok esetében mangan- ¢és vas-redukalé korilményekrél beszélhetiink.
Tovabba ha a hidrogén-szulfid koncentraciéo meghaladja a 0,05 mg/I-t szulfatredukalo, 0,2 mg/1

szén-dioxid koncentracio felett pedig metanogén koriilmények valdszintsithetéek. Egyes
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elektron akceptorok, mint példaul a vas vagy mangan, konnyen bemosodhatnak a felszini
rétegekbdl, valamint elvandorolhatnak talajviz aramlasaval, igy megnehezitve az egyes zondk
hatarainak meghatarozasat (Wiedemeier és Chappelle 1998, Christensen et al. 2000, 2001).

Az Gjabb csova perem (plume-fringe) elmélet alapjan az oldott elektron akceptorok a
szennyezési csova kozéppontjdban nagy koncentracidji szennyezés hatdsara gyorsan
kimeriilnek, és a talajviz aramlas iranyaban 1évé teriileteken nem, vagy csak nagyon lassan
tudnak visszatoltédni, hiszen a keresztiranyt diszperzidé mértéke igen alacsony (2.3. abra). Ennek
megfelelden a szennyezés kdzéppontjaban ¢és az az alatt elhelyezkedo teriileteken metanogén
degradacio, oldatlan vas(lll)-, valamint mangan(lIV)-redukcié képzelhet6 el. Az elektron
akceptorok ilyen jellegii kimertilését a kozelmultban tortént vizsgalatok igazoljak (Anneser et al.
2008, 2010). Amennyiben a szennyezOGanyag koncentracidja csekély és nem meriti ki a
rendelkezésre allo elektron akceptorokat, az aramlas iranyaban kialakulhat bizonyos mértékii

zonacid, ahol eldszor nitrat- és szulfatredukcio, majd metanogenezis jelenhet meg (Tischer et al.

2013, Fahrenfeld et al. 2014).

Redox zonacio elmélet Cséva perem elmélet
tano-
e Fe**red. /
- genezis iatroa) NO. Fetred
SO, red. ( -) NOyred. i SO, red. NOjred.

(Mn*red.)
(metanogenezis)

Talajviz aramlasi irany

Talajviz dramlasi irany

2.3. abra A redox zonacio és cséva perem elméletek modellezése (Meckenstock et al. 2015)

Azonban a nagymértékben szennyezett talajvizek esetében az elektron donorok mennyisége
joval meghaladja az elektron akceptorok oxidacios kapacitdsat. Ezen esetekben valdszintibb,
hogy az egyes elektron akceptorok elérhet6sége, és nem azok termodinamikai elonyossége
mozgatja a lebontasi folyamatokat. A csdva perem elmélet alapjan az oxigénnel, nitrattal és

szulfattal torténd biodegradacid elsésorban a szennyezési csova peremén valdsul meg, ahol a
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kornyez0 tiszta talajvizbOl ezen anyagok diffuzidval és diszperzioval bekeriilhetnek. Azon a
teriileten pedig, ahol az oldott elektron akceptorok kimeriiltek a biogeradacids folyamatokat a

vas- és mangan redukcio, valamint a metanogenezis mozgatja (Meckenstock et al. 2015)

2.7 Az aromds szénhidrogének aerob lebontdisdaban kulcsszerepet jatszo enzimek

Az aerob lebomlashoz sziikséges anyagcsere utvonalakat kétféle enzim: a monooxigenazok és a
dioxigenazok rendszere biztositja. A monooxigenazok, melyek az ugynevezett ,,tol” utvonalhoz
kapcsolhatoak, a metil és etil szubsztiticios csoportokat tamadjak (Tsao et al. 1998, Khan et al.
2001). A dioxigenazok, melyek az ugynevezett ,tod” utvonalhoz kapcsolhatéak, az aromas
gylrli tamadasa soran 2-hidroxil csoportot hoznak 1étre azon (Tsao et al. 1998, Jindrova et al.
2002, Khan et al. 2001). A metabolizmus soran minden esetben katekol intermedierek
keletkeznek. A benzol lebontasa csak a ,,tod” utvonalon ismert és f6 kozti terméke a katekol. A
toluol és etil-benzol més-mas utvonalakon bomlanak le, mely Gtvonalak f6 koztitermékei a 3-
metilkatekol, illetve 3-etilkatekol (Tsao et al. 1998, Johnson et al. 2003, Zhang et al. 2013). A
xilolok metabolizmusa soran mono-metilalt katekolok keletkeznek, példaul a m-xilol bontasa
soran 3-metilkatekol (Stephens 2011). A katekol koztitermékek aromas gytriije a lebontas
kovetkezd 1épésben felhasad, ezt a reakciot katalizaljak a katekol-dioxigendz enzimek, melyek
mononuklearis, nem-hem vas-tartalmti enzimek. Ebben a gytrlihasitd reakcioban résztvevéd
dioxigendz enzimek két f6 csoportba sorolhatok aszerint, hogy a szubsztratként funkcionalo
katekol, illetve katekol-szarmazék aromas gytir(ijét melyik szénatom mellett hasitjadk. Az
intradiol dioxigenazok a katekol gylirlijét a hidroxilcsoportot hordozé két szénatom kozott
hasitjak (,,0rto”-tipusu hasitas), valamint nem-hem Fe(Ill) iont tartalmaznak kofaktorként
(Vaillancourt et al. 2006). A katekolbdl igy 1étrejovo termék a cisz,cisz-mukonsav (2.4. abra).

Ebbe a csoportba tartoznak példaul a katekol 1,2-dioxigenaz enzimek is.

OH Katekol 1,2 -dioxigenaz
O 2H*
OH 772

2.4, abra A Kkatekol 1,2-dioxigenaz enzim ,,orto” tipusiu gyiiriihasitasa (sajat abra)

Az extradiol dioxigenazok ugyanakkor nem-hem Fe(Il) iont (esetleg mas kétértékii fémiont)
tartalmaznak kofaktorként, és a katekol aromas gytr(ijét a hidroxil-szubsztituensekt6l meta

iranyban hasitjak (Siegbahn és Haeffner 2004). A reakcidé soran létrejové termék katekol
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szubsztrat esetén a 2-hidroximukonsav-félaldehid (2.5. abra). Ebbe a csoportba tartoznak példaul

a katekol 2,3-dioxigenaz enzimek.

OH OH

OH
Katekol 2.3 -dioxigenaz / COOH

.

O,

N CHO

2.5. abra A Kkatekol 2,3-dioxigenaz enzim ,,meta” tipusu gyiriihasitasa (sajat abra)

Az intradiol és extradiol dioxigendz enzimek strukturdlis szempontbol, illetve az aminosav
szekvenciajukat tekintve nagyban kiilonboznek egymastdl, €s evolucios szempontbdl is két kiilon
csoportba tartoznak. Mig az intradiol dioxigenazok monofiletikus csoportot alkotnak, addig az
extradiol dioxigenazok polifiletikus eredetiick, és tobb alcsoportjukat lehet elkiiloniteni (Eltis és
Bolin 1996, Vaillancourt et al. 2006).

2.7.1 A katekol 2,3-dioxigenaz gének diverzitasa

Azok az enzimek, amelyek a BTEX-vegyiiletek aerob lebontasaban jatszanak szerepet, az

aminosav-szekvenciak alapjan négy alcsaladon beliil oszlanak meg: az 1.2 csaladon beliil az

[.2.A, 1.2.B és 1.2.C, mig az 1.3 csaladon beliil az [.3.A alcsaladban taldlhatoak meg.

Az 1.2.A alcsaladban kizardlag a Gamma-proteobaktériumok kozé sorolt Pseudomonas

nemzetség egyes tagjaihoz kotheté C230 (katekol 13 A Pseudomonas spp.

2,3-dioxigenaz) enzimek szekvenciai talalhatdak,

mig [.2.B alcsalad szekvenciai nagy részben

Sphingomonas baktériumokhoz kothetéek. Ezzel

szemben az [.2.C alcsaladd C230 szekvenciai 1.2 C Comamonas spp.. Ralstonia spp.
Burkholderia spp. . Pseudomonas spp.

szamos  taxonhoz  kapcsolhatdéak, igy a

Bétaproteobaktériumokhoz tartoz6 Comamonas, / 1.2B Sphingomonas spp.

Burkholderia,  Ralstonia ¢ a  Gamma-

proteobaktériumokhoz sorolt Pseudomonas 1.2 A Pseudomonas spp.

nemzetség egyes fajai altal kodolt C230 szekvenciak 2.6. ibra Az extradiol dioxigenaz enzimek

egyarant megtalalhatoak ebben az alcsaladban (2.6,  filogenetikai helyzete (Téncsics 2009 alapjin)

abra). Az 1.2.C alcsaladba tartozd6 C230 enzimekrél Kukor és Olsen (1996) kimutatta, hogy

megnovekedett oxigén affinitassal rendelkeznek, igy a BTEX-vegyiiletek hipoxikus kdzegben
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torténd lebontasdban nagy szerep juthat azon baktériumoknak, amelyek ezt az enzimet kddold
gént fejezik ki.

Az utobbi évek kutatdsainak kdszonhetden egyértelmiivé valt, hogy alacsony oldott oxigén
koncentraciok mellett is lejatszodik a BTEX-vegyiiletek aerob biodegradacidja (Olsen et al.
1995, Yerushalmi et al. 2002, Aburto et al. 2009). Diverzitasukat kihasznalva az extradiol
dioxigenazokat kodold géneket gyakran hasznaljak aromds szénhidrogénekkel szennyezett
kozegekben biomarkerként a mikroba kozosségek anyagcsere képességeinek monitorozasara
(Brennerova et al. 2009, Iwai et al. 2010, Tancsics et al. 2010, Muangchinda et al. 2015, Nafian
et al. 2016). Az azonban a mai napig nem tisztazott, hogy az ezeket az enzimeket kodold gének
mennyire elterjedtek a baktériumok kozott, illetve mely baktériumok hordozhatjdk ezeket a

géneket

2.8 A BTEX-vegyiiletek anaerob lebontdsa

Az 1980-as évek elétt szinte csak az acrob mikrobialis BTEX lebontast tanulmanyoztak, és csak
az utobbi két évtizedben keriilt a kutatasok kozéppontjaba a hipoxikus és anoxikus kozegek
vizsgalata. Abban az Gsszes kutatd egyetért, hogy a benzol anaerob lebontasa a legbonyolultabb,
mig a toluolé aranylag egyszeriien végbemegy. Ezen ténybdl fakaddan a toluol biodegradacidja a
leginkabb kutatott és feltart teriilet. Nitrat, Mn(IV), Fe(Ill), szulfat, CO, és perklorat, klorat
til a toluol szénforrasként torténd hasznositasat anaerob fototr6f mikroorganizmusok esetében is
leirtak (Zengler et al. 1999, Harwood és Gibbson 1998). A talajok mélyebb rétegeiben, tavak,
tengerek oxigénmentes iledékeiben is talalhato fakultativ-, illetve obligat anaerob
mikroszervezetek kitenyésztése, a sokszor specialis életkorilmények miatt nehézségekbe
iitkozik, ezért gyakran dusité tenyészetekben, illetve mikrokozmosz kisérletekben vizsgaljak e
mikrobak6zosségek szénhidrogén-lebontasat (Edwards et al. 1992, Herrmann et al. 2007, Musat
¢s Widdel 2008, Sun et al. 2012).

Jelenleg harom f6 stratégia ismert az anaerob mikroorganizmusok szénhidrogének
csoporthoz glicil gyok enzimek segitségével. (i) Oxigén fiiggetlen hidroxilacid, mely az etil-
benzol és a hozza hasonld vegyiiletek lebontasaban jatszik fontos szerepet (Johnson et al. 2001,
Kniemeyer-Heider 2001). (iii) Karboxilacio, mely feltehetéleg az alkanok (Callaghan et al.
2006), metil-naftalin (Sullivan et al. 2001), naftalin, benzol (Meckenstock és Mouttaki 2011) és

crer
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2.7. abra A BTEX-vegyiiletek anaerob lebontasa (Perei et al. 2013- Zhang 2005 alapjan)

Tovabba fontos megemliteni, hogy a kozelmultban felfedeztek egy olyan oxigenaz enzimet,
mely egy elméleti modell szerint a denitrifikacios koztitermékekbol felszabaduld oxigént
hasznalja a szénhidrogének oxidalasara. A mechanizmus pontos megértése azonban még varat
magara (Zedelius et al. 2011, Ettwig et al. 2012).

2.8.1 A benzol anaerob biodegradacidja

Anaerob kozegben terepi €s laboratdriumi kisérletek alapjan a BTEX-vegyiiletek koziil a benzol
a leginkabb perzisztens (Aronson ¢s Howard 1997). Nagyon kevés ismeret all rendelkezésiinkre
azon mikroorganizmusokrol, melyek képesek a vegylilet biodegradacidjara. Ezidaig két
Dechloromonas (RCB, JJ) és két Azoarcus torzset (DN11 és AN9) sikertilt tiszta tenyészetben
fenntartani, melyek rendelkeznek e képességgel (Coates et al. 2001b, Kasai et al. 2006). A
leginkébb kutatott RCB torzs nitrat, perklorat, klorat és oxigén jelenlétében is képes a benzol
hasznositasara. Az Azoarcus torzsek nitrat jelenlétében voltak képesek a benzol

c sy

kozeli rokon Azospira fajok szintén fontos szerepet tolthetnek be a benzol vegyiiletek
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crer

Ferroglobus placidus esetében is beszamoltak benzolbontd képességrol.
Anaerob koriilmények kozott az aromds gylrli aktivizacidja, majd lebontdsa a mai napig
ismeretlen. A lehetséges kezdeti 1épésként hidroxilacid, karboxilacid és metilacio folyamatait

emlitik a kutatok (Weelink 2010).

2.8.2 A toluol anaerob biodegradacioja

a Bétaproteobaktériumok osztilyaba tartozo Azoarcus és a Thauera nemzetségbe sorolhatd
fakultativ anaerob, tigymint a Thauera aromatica T1 (Evans et al. 1991) és K172 torzsek
(Anders et al. 1995), vagy az Azoarcus tolulyticus Tol4 és Td15 (Fries et. al 1994), valamint az
Azoarcus sp. EbN1 (Rabus és Widdel 1995) és T (Dolfing et al. 1990) torzsek, melyeket
tobbnyire anaerob szennyviziszapbol, vagy talajviz iiledékekbdl izolaltak. Itt meg Kkell
jegyeznlink, hogy az EDNI1-es torzs genomszekvenalasat kovetéen atkeresztelték azt
"Aromatoleum aromaticumra” azonban a mikroorganizmus nem tekinthet6 valid fajnak, mivel
leirasa a mai napig nem tortént meg (Rabus et al. 2005). A fent emlitett két nemzetség esetében
szamos vizsgalat irdnyult az anaerob toluol lebontds genetikai és biokémiai hatterének
megértésére. A reakcio kezdeti 1épését kodolo benzil szukcinat szintaz funkcidgéneket (bssABC)

az ezredfordulod kornyékén fedezték fel. Az altaluk kodolt enzimek a glicil-gyokot tartalmazo

crer

crer

segitségével benzil-szukcinil-CoA ¢és benzoil-CoA keletkezik. Az utdbbi fontos kozponti
anyagcsereterméke az anaerob aromas szénhidrogén lebonto utvonalaknak (Harwood et al. 1999,
Fuchs et al. 2011; Bharadwaj et al. 2013, Rabus et al. 2016). A kovetkez6 1épésben az aromas
gylrli bontasa torténhet ATP fiiggd benzoil-CoA reduktazzal (BcrA-D), vagy ATP fiiggetlen
benzoil-CoA reduktazzal (BamB-I; Fuchs et al. 2011). Az elébbi tobbnyire fakultativ anaerob,
mig az utoébbi foként szigorian anaerob és fermentdldé mikroorganizmusokban talalhatdé meg
(Boll et al. 2014). Tobb 1épést kovetden a gyiirii hasitasat végiil a BamA, vagy az azzal homolog
oah (Laempe et al. 1999), valamint bzdY (Lopez Barragan et al. 2004) gének altal kodolt 6-
oxociklohex-1-én-1- karbonil-CoA hidrolaz végzi (2.8. abra).
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2.8. abra Benzoil-CoA metabolikus ttvonala (Porter és Young 2016 alapjan)

Annak ellenére, hogy a bss (benzil szukcinat szintaz) utvonalat el@szor a nitratredukalo
Azoarcus és Thauera nemzetségbe tartozo fajok esetében irtak le, ma mar altalanosan elterjedt
lebontasi utvonalnak gondoljdk a kiilonbozd redox koriilmények kozott bontod taxonok kozott.
2009-ben Weelink és munkatarsai egy 0j taxonba tartoz6 baktériumot irtak le, mely nitrat, Fe(III)
vagy Mn(IV) redukalasa mellett is képes a toluol hasznositasara. A Georgfuchsia toluolica
obligat anaerob mikroszervezet, melyet BTEX-vegyiiletekkel szennyezett talajvizbdl izolaltak.

A Geobacter nemzetség tagjait szintén gyakran kimutatjak szénhidrogénekkel szennyezett
karhelyeken, az elsék kozott irtdk le a vasredukalo Geobacter metallireducens toluol
biodegradacios képességét. Ez a szigortian anaerob mikroszervezet a Deltaproteobaktériumok
osztalyaba tartozik és a Fe(Ill)-on kiviil képes nitrat, Mn(IV) és humusz vegyiiletek elektron
akceptorként torténd hasznalatara (Lovley et al. 1993). A Geobacter grbiciae, Geobacter sp.
TMI1 és a Desulfitobacterium aromaticivorans baktériumok esetében is beszamoltak a toluol
biodegradacigjar6l vasredukald koriilmények kozott (Coates et al. 2001a, Winderl et al. 2008,
Kunapuli et al. 2010). A szintén Deltaproteobaktériumokhoz tartoz6 szulfatredukalod
Desulfobacula toluolica és Desulfotignum toluenicum is képes a toluol lebontasara (Rabus et al.
1993, Ommedal és Torsvik 2007). Mig a Bétaproteobaktériumokhoz sorolt Dechloromonas
aromatica RCB (Chakraborty et al. 2005) fakultativ anaerob mikroszervezet klorat-perklorat, a
Clostridia csoportba tartozé Desulfosporosinus Y5 torzs (Liu et al. 2004) arzenat elektron

akceptorok jelenlétében hasznositotta a toluolt.

2.8.3 Az etil-benzol anaerob biodegradacioja

Anaerob etil-benzol degradacios képességet szamos nitrat-, valamint egy szulfat-redukalod
baktérium esetében irtak le. A toluollal valod kémiai hasonlosag ellenére az etil-benzol lebontasa
tobbnyire eltérd lebontasi utvonalakon megy végbe. Az Azoarcus nemzetségbe tartozo €s ahhoz
kozeli EB1, EbN1 és PbNl1-es torzsek, valamint a Georgfuchsia toluolica nitrat redukcidja

mellett a vegyiilet teljes biodegradacidjara képesek (Ball et al. 1996, Rabus-Heider 1998,
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Johnson et al. 2001, Rabus et al. 2002, Weelink et al. 2009). A fenti baktériumok esetében a

lebontas kezdeti 1épését az etil-benzén-dehidrogenaz (EBDH) katalizalja, mely reakcid soran (S)-
1-fenil-etanol keletkezik. A fenil-etanol oxidaciot kdvetden acetofenonna alakul, majd benzil-
acetatta karboxilalodik, melybdl végsd soron benzoil-CoA keletkezik. Az EBDH fehérje pontos
szerkezetét a kozelmultban Heider és munkatarsai (2016) irtak le.

A szulfatredukalé Deltaprotobakétriumokhoz tartoz6 EbS7 torzs esetében az etil-benzol
biodegradacidja, azonban hasonloan a toluoléhoz, fumarat addociéval megy végbe (Kniemeyer

et al. 2003).

2.8.4 Axilolok anaerob biodegradacidja

Szamos kutatas igazolta, hogy a harom izomer koziil a meta-xilol bomlik le a leggyorsabban,
mig a para-xilol sok esetben perzisztens lehet anaerob koriilmények kdzott. Azonban mind nitrét-
, szulfat- és vasredukald dusitdsi kisérletekben leirtak olyan mikrobakozosségeket, melyek
nitrat- (Fries et al. 1994, Rabus- Widdel 1995, Hess et al.1997) és szulfatredukalé (Harms et al.
1999) koriilmények kozott képes volt a meta-xilol hasznositasara, mig az orto izomer lebontasat
csak egyes Desulfosarcina és a Desulfotomaculum torzsek esetében mutattak ki. A meta-xilol
lebontasi Utvonalat elsdsorban egy Azoarcus torzsben vizsgaltdk. Az eredmények alapjan
valoszintisithetd, hogy a meta-xilol degradacidja szamos reakcié soran hasonléan a toluol
lebontashoz fumarat addicioval torténik. Morsach és Meckenstock (2005) xilolokkal végzett
dustasi kisérletek soran a toluol fumarat addicidja soran keletkezd metabolitokkal homolog
vegylileteket mutattak ki. Herrmann és munkatérsai (2009) pedig detektaltdk a benzilszukcinat

szintaz funkciogéneket a legtobb xilol bontési kisérletiik soran.
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3. Anyag és modszertan

A kornyezeti mikrobiologia egyik legfobb célja hogy kapcsolatot talaljon az egyes mikroba
kozosségek és a kornyezeti folyamatok, tényezdk kozott. A tenyésztéstdl fiiggetlen modszerek
szerepe az elmult két évtizedben egyre hangstlyosabb lett a mikrobioldgidban, olyannyira, hogy
napjainkban mar rutinszertien alkalmazzak az rRNS gén alapt technikakat kiilonb6z6 mikroba
kozosségek Osszetételének és dinamikdajanak vizsgalatahoz. Azonban meg kell jegyezni, hogy e
technikdk alkalmazasa nem minden esetben teszi lehetdvé, hogy a vizsgdlni kivant mikroba
kozosségek 0koszisztémaban betdltott szerepét, anyagesere-uitvonalainak miikodését kelloképpen
megérthessiik (Morales és Holben 2011). Ahhoz, hogy megtaldlhassuk a kézvetlen kapcsolatokat
a mikroorganizmusok ¢€s azok kornyezetben betoltott szerepe kozott, valamint hogy a vizsgalni
kivant Okoszisztéma rendszerek interakcidit megérthessiik, komplex technikdk alkalmazasa
sziikséges. A mikroba diverzitds valamint a funkciogének vizsgalata, illetve a tenyésztéses és
tenyésztéstol fliggetlen technikdk egyiittes alkalmazédsa segithet a felszin alatti kozegek
biogeokémiai folyamatainak pontosabb megértésében. Ennek megfeleléen, hogy célkitlizéseinket
teljesithessiik, doktori munkam sordn harom kiilonb6z6 vizsgalatot, kisérletet hajtottunk végre.
Az els6 soran egy BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, kordbbi munkaink alapjan jol ismert,
hipoxikus talajviz mikrobakozosségét és az aromas szénhidrogének bontasdban szerepet jatszo
funkcidgéneket monitoroztuk 13 honapon keresztiil havi rendszerességgel. Ezt kovetéen
részt vevé mikroorganizmusokat. Végiil pedig anaerob mikrokozmosz kisérleteket allitottunk
Ossze, hogy egyes feltételezett fakultativ anaerob lebontd mikroszervezeteket feldusitsunk a
kozosségbdl. A doktori munka alatt a kisérleti mintakbol és egyéb karhelyekr6l is folyamatosan
probaltunk klasszikus mikrobioldgiai modszerekkel olyan torzseket izoldlni, amelyek

rendelkeznek az aromas szénhidrogének hipoxikus bontasaért felelés enzimekkel.

3.1  Mintavételezés

A vizsgalt talajvizmintak egy BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, délnyugat magyarorszagi
karhelyr6l szarmaztak. A mintavételezést minden esetben az MSZ 21464:1998 magyar
szabvanyban leirtak betartasaval végeztiik. Az oldott oxigén koncentracidkat, valamint a redox
potencial értékeket HANNA HI 9828 (HANNA Instruments®, USA) késziilék helyszini
alkalmazasaval allapitottuk meg. Az egyéb vizkémiai paraméterek és szennyezdanyag
koncentraciok meghatarozasait a Wessling Hungary Kft. végezte. A nitrat ¢és szulfat

koncentraciok megallapitisa a MSZ EN ISO 10304-1:2009; a Fe®* mennyiségének
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maghatarozasa az EPA 200.8:1999 és a MSZ EN ISO 17294-2:2005, mig az oldott metan
meghatarozasa a WBSE-27:2002 modszerek analitikai eldirasai alapjan torténtek. A BTEX-
vegyiiletek mérése HP 6890 GCMS 08-5975 tipusu miiszerrel tortént az MSZ 1484-4:1998;
MSZ EN ISO 15680:2004 szabvanyok szerint. A mintakat a laborban torténd feldolgozasig 4°C-

on, kevés gaztért alkalmazva 1 literes iivegekben, sotétben taroltuk.

3.2 DNS és RNS izoldlds

Célunk a BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, hipoxikus talajviz mikroba kozosségének ¢és az
altaluk kodolt monoaromas szénhidrogén bontasaért felelds funkciogének vizsgalata volt. Egyes
esetekben a kornyezeti mintakbol RNS-t izolaltunk, tettiik ezt azért, mivel az RNS gyors
bomlasa révén csak a jelenlevd, és aktiv mikroszervezetekbdl nyerhet6 ki, szemben a DNS-sel,
mely a mikrobdk pusztuldsa utan, valamint inaktiv mikroszervezetekben is megtalalhato. A
talajvizmintakbol fél litert steril, 0,2 pm poérusatmérdji celluldz-acetdt membranon Millipore
vakuum pumpa segitségével szlrtiik le. A membranokrol az RNS izolalast a PowerSoil Total
RNA Isolation Kit-tel végeztik (MoBio Laboratories Inc., USA), a gyartdo altal megadott
protokoll szerint.

Mas esetekben, példaul tiszta tenyészetekbdl, tobbszori atoltast igényld, vagy stabil izotopos
szénforrast alkalmazé mikrokozmosz kisérletek soran a mintakbol DNS-t izolaltunk. Tehettiik
ezt azért, mivel a szelekcid hatasara a mikrokozmoszokban tobbszori atoltast kovetden csak az
aktiv mikroorganizmusok szaporodhattak fel, illetve a stabil izotopos jeldlés mddszere soran
csak a specialis szubsztratot hasznositani képes baktériumok DNS-e ,,jel6l6dott” az stabil
izotoppal. A DNS izolalast szintén a MoBio Laboratories Inc. (USA) altal forgalmazott
PowerSoil DNA ¢és UltraClean Microbial DNA Isolation Kitekkel végeztiik a gyartdi protokoll

alapjan.

3.3 Agaroz gélelektroforézis

A nukleinsav izolalas sikerességét minden esetben agardz gélelektroforézis segitségével
ellendriztiik. Ehhez 100 ml 1 x TBE (10,8 g Tris; 10,5 g bérsav; 0,93 g Na-EDTA; 1000 cm®-re
desztillalt vizzel kiegészitve) pufferben magas hdmérsékleten 1 g nagy tisztasagi agarozt
oldottunk fel, majd kézmelegre hiitve az oldatba 5 ul 10 mg/ml-es etidium-bromid festéket
pipettaztunk, végiil az egészet egy féslisorokat tartalmazé futtatokadba ontottikk. Az etidium-
bromid beépiil a nukleinsav-szdlba és UV fény alatt fluoreszkal, lehetévé téve a konnyed

detektalast. A gél megszilardulasat kovetden a féslisorokat eltavolitottuk, az igy kialakult
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zsebekbe 5 ul nukleinsav eluatum és 3ul festék (18,6g EDTA; 20g sarcosyl; 600ml glicerin; 0,59
bromfenolkék; 1000ml desztillalt viz) elegyét pipettdztuk. Minden egyes mintasor mellé
standardként 4 pl DNS markert (Gene Ruler Mix DNA Ladder, koncentracio: 0,5 ug/ul,
Fermentas, Litvania) vittiink fel. A mintakat 110 V fesziiltségen 30 percig futtattuk, majd UV

fény alatt ellenOriztiik.
3.4 Az RNS dtirasa komplementer DNS-sé

A tovabbi vizsgalatokhoz az izolalt RNS-t reverz transzkriptaz enzim segitségével cDNS-sé
kellett atirni. Els6é 1épésben az RNS-t RiboPure Bacteria RNS izolalo kit (Applied Biosystems,
USA) DNaz enzimével kezeltiik, hogy az esetlegesen jelenlévé DNS-t eliminaljuk. Az ily modon
megtisztitott RNS-t a RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas,

Litvania) segitségével irtuk at cDNS-sé a gyarto altal megadott protokol szerint.
3.5 PCR (Polimeraz lancreakcio)

A PCR segitségével tetszéleges DNS templatbol, a reakcidhoz megfelelé koriilményeket
biztositva, igen nagyszamu masolatot készithetlink két inicialo primer (oligonukleotid) és DNS-
polimeraz enzim segitségével. A folyamat harom 1épcs6bdl épiil fel. Els6 1épésben a DNS-t
magas hdmérsékleten denaturaljuk, mely soran a purin és pirimidin bazisok kozti hidrogénhidak
felbomlanak, a templatunk egyszaluva valik. Masodik 1épésben a hdmérséklet csokkenésével
lehetove valik a primerek templathoz torténd hibridizacidja. Harmadik 1épésben a hdmérséklet
megemelésével a polimerdaz enzim a kapcsolodd primerek végeit 5°-3° iranyban elongalja, igy
elkészitve templat DNS-iink kiegészit6 szalat. A 3 fazist 32 ciklusban alkalmazva a kiindulasi
DNS-bdl exponencidlisan novekedve megfeleld szamti amplikonunk (10°-10° kopia) keletkezik.

A munka folyaman ellendrzésként negativ (DNS templat nélkiili mastermix) és pozitiv kontrollt
(elozdleg sikeres PCR reakcidt eredményezd mintat hasznalva templatként) is hasznaltunk, igy
az egyes mastermix alkotok esetleges hibait, valamint a keresztszennyezédéseket konnyebben

bizonyithattuk, vagy kizarhattuk.
3.6  Terminadlis restrikcios fragmethossz polimorfizmus vizsgdlat (T-RFLP)

3.6.1 DNS szakaszok felszaporitasa PCR segitségével a kozosségi T-RFLP analizishez
A T-RFLP egy olyan DNS mintazatot vizsgalé modszer, amely alkalmas egy mikroba kozosség

Osszetételbeli valtozasainak gyors nyomon kovetésére, elemzésére.
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A cDNS-bél, vagy DNS-b6I elsé 1épésben a 16S rRNS génre specifikus PCR-t készitettiink. A

baktériumok esetében a 16S rDNS koriilbeliill 1500 bazispar hosszusagu, rdadasul e bazispar
sorozatnak egyes szakaszai minden egyes baktériumban megegyeznek, vagyis konzervalt régiok.
Ezen konzervalt szakaszok kozott taldlhaté variabilis szakaszok Osszehasonlitasa altal
becsiilhetjiik az egyes fajok genetikai kapcso-latat. A 16S rDNS PCR terméket restrikcids
endonukledzzal emésztettiikk. A restrikcios enzimeket kiilonbozé baktériumok termelik az 6ket
megtamado virusok DNS-ének lebontasara, tobbnyire néhany bazis hossziisagat DNS motivumot
ismernek fOl €s ott szétvagjak a DNS szalat. Baktériumok DNS-én alkalmazva a hasitasi helyek
jellemzéek lehetnek egyes nemzetségekre, esetenként fajokra. Itt meg kell jegyezniink, hogy a T-
RFLP moddszere nem csak 16S rDNS alapu PCR termékek, hanem példaul egyes funkciogén
tipusok elkiilonitésére is alkalmazhato (az egyes funkciogének kimutatasat lasd a 3.11
fejezetben).

A PCR-hez hasznalt primer par egyik

Ko6zosségi komplementer DNS Fluoreszcensen jelolt PCR termék
tagja fluoreszcensen jelolt. A jelolés

lehet6vé teszi az emésztés utan a & g
h \>\ 168 tDNS PCR
termindlis  fragment  hosszanak s 27£VIC fluoreszcens
primerrel
kaplllérls gélelektroforé21s l Emeésztés A/ul restrikcios
endonukledzzal
segitségeével torténd meghatarozasat P —_—
] Kapillaris
(3.1. 4bra), ezutan a mintankat a mar £ gelelekirotontaly
azonositott hasitési hellyel 3
rendelkezd taxonokhoz hasonlitva —*l————"—7——
J4 o . Fi thy
képet kaphatunk a  kornyezeti S
mintank diverzitasarol, faji 3.1. abra A T-RFLP vizsgilat sematikus menete (Vajna,

2010 alapjan)
Osszetételérol.

A PCR mastermix egy mintara szamitva 16S rDNS PCR esetén:

5 ul 10x PCR puffert (Fermentas, Litvania), 2 mM MgCl,-ot (Fermentas, Litvania), 0,3 uM
forward VIC fluoreszcensen jelolt 27f 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ (Lane 1991,
Integrated DNA Technologies, Belgium) ¢és 0,3 uM reverse primert 519r 5'-
GTNTTACNGCGGCKGCTG-3’ (Turner et al. 1999), 1 U DreamTaq™ DNS polimerazt, 0,8
uM dNTP-t (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok) (Fermentas, Litvania), 2 ul templatot és 50 pl

végtérfogatra kiegészitve MQ vizet tartalmazott.
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kezdeti
denaturacio denaturacio anellacio elongacio extenzio hités
N - . : |
" ) | 94°C [ [ [ | | | |
1 ! 1 | | ' I i
| I r_4 I I | I I : |
! ! ! ! [ [ I 720c ! 1 720(C | |
| | | I Ve il I - | fis™ | |
| | | | | 52°C = = P = |
| | | | b | | | | |
| | | | | | | | [ | |
| | | | | | | | | | |
| | | | | | | | | | | 40C
: 5 perc : : 30mp : : 30 mp. : f 1 perc : : 10 perc ! 1
L J | ! | | | | L
| ] ] &£ & i [ 1
32 ciklus

3.2. abra A 16S rDNS PCR soran hasznalt héprofil
A PCR az Applied Biosystem ProFlex késziilékben zajlott egy el6zetesen kidolgozott program
alapjan, amit a 3.2. &bra szemléltet. A PCR terméket a 4.3-as pontban ismertetett agardz

gélelektroforézissel detektaltuk.

3.6.2 Akozosségi PCR termék emésztése restrikciés endonukleazzal T-RFLP-hez

A fluoreszcensen jelolt PCR termékeket jellemzéen Alul (AG|CT hasitasi hely), Rsal (GT|AC),
vagy FspBl (C|TAG) enzimmel 37 °C-on emésztettiik 1,5 6ran keresztiil. A reakciéo 2 pl
restrikcios enzim puffert (Fermentas, Litvania), 1 U restrikcids enzimet (Fermentas, Litvania), 10

ul templatot €s 20 pl végtérfogatra kiegészitve MQ vizet tartalmazott.

3.6.3 Az emésztett PCR termék tisztitasa és analizise

Az emésztett PCR terméket 3 ul 3M-0s Na-acetat oldattal; 14,5 ul MQ vizzel, valamint 62,5 pl
abszolut etanollal alaposan Osszekevertiik €s szobahdmérsékleten 10 percig inkubaltuk. Az
alkohol vizelvond hatasa segit a DNS kicsapddasaban, mig a natrium acetdt megakadalyozza,
hogy a DNS-el egyiitt a reakci6é utan megmaradt dNTP is kivaljon az elegybdl. Ezt 20 perces
centrifugalas kdvette 4600 g-n, 4 °C-on. A feliiluszo ledntése utan a mintdkra 180 ul 70 Y/, %-0s
etanolt pipettaztunk, majd azokat 15 percig 4600 g-en ismét centrifugaltuk. A fels6 fazist ismét
leontottiik, majd a pelletet vizmentesre szaritottuk. Az emésztett PCR termékek hosszanak
meghatdrozasahoz a tisztitdsa utdn 30 pl steril desztillalt vizben szuszpendaltuk a pelletet. A
tisztitott és emésztett DNS-b6l 0,5-1,5 pl-t adtunk 17 pl HI-DI formamid (Promega, USA) és 0,4
ul standard meghatarozott hosszisagua DNS fragment (Genescan LIZ 500, Applied Biosystems,
USA) keverékéhez, végiil az elegyet 5 percig 95 °C-on denaturdltuk. A kapillaris
gélelektroforézis ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, USA) segitségével tortént. A

7TM

mintafelvétel 20 masodpercig tortént, majd a 30 perces futtataishoz NanoPOP- polimert
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(NimaGen B.V., Hollandia) hasznaltunk 1,8 kV-on. Az eredményként kapott elektroferogramot
GeneMapper 4.0 program segitségével dolgoztuk fel (Applied Biosystem, USA).

3.7 DNS klonkonyvtarak létrehozasa és feldolgozasa

Ahhoz, hogy a T-RFLP elektroferogramok egyes cslicsait beazonosithassuk, vagy csak
egyszeriien a mintank pontos bakteridlis diverzitdsait meghatarozhassuk, szilikségiink van a
kozosségi DNS termékiink szétvalasztasara, melyre az egyik megfeleld modszer a
klonkonyvtarak létrehozéasa lehet. A kozosségi PCR termékeket egy kék-fehér szelekcios elv,
valamint antibiotikum rezisztencia alapjan miikodé vektor-kompetens sejt rendszer segitségével
valasztjak unikélis egységekre. Az amplifikalt DNS szakaszt a bakteridlis gazdasejtben
replikalodni képes vektorba épitik, a klonozas helye a lacZ génben talalhatd, amely a -
galaktozidaz enzimet kodolja. Az enzim a laktozt gliikozra és galaktozra bontja, valamint az X-
Gal (5-brom-4-klor-3-indolin-f-D-galaktozid) kromogén szubsztrat hidrolizisét is katalizalja. A
lacZ génbe ékel6dott inzert miatt a rekombinans sejtek nem képesek az X-Gal hasitasara és fehér
telepeket hoznak 1étre, mig azok a sejtek, amelyek inzert nélkiili vektort vettek fel, kék szinnel
festédnek. A plazmidokban talalhatdé még egy szelekcios marker gén, amely ampicillin-
rezisztenciaért felelés, és lehetévé teszi, hogy az antibiotikum tartalmu taptalajon csak azon
sejtek szaporodjanak, melyek felvették a vektort. A transzformalas soran kisszami PCR terméket
tartalmaz6 rekombinans vektort adnak nagysagrendekkel tobb kompetens sejthez, igy biztositva,
hogy egy sejtbe csak egy plazmid keriilhessen be. A klonozashoz legtobb esetben az Escherichia

coli-t hasznaljak, mivel egyszeri felépitésti és gyorsan osztodik (Nyitray et al. 2013).

3.7.1 AKkléonkonyvtarak létrehozasa

A kozosség Osszetételének €s a katabolikus diverzitdsdnak feltardsa sordn cDNS vagy DNS
elegybdl a 3.6.1. fejezetnek megfeleléen 16S rDNS és funkciogén PCR-eket készitettiink, azzal a
kiilonbséggel, hogy a forward primerek nem tartalmaztak fluoreszcens jelolést. A tovabbi
felhasznalashoz a PCR termékek tisztitasa sziikséges, hogy a primer dimereket, maradék dNTP-t
eltavolitsuk a reakciomixbdl, ehhez NucleoSpin Extract Il. (Macherey-Nagel, Németorszag)
kittet hasznaltunk, a gyart6 altal megadott protokoll szerint. A tisztitds eredményét ismét
gélelektroforézissel ellendriztiik.

A klonkodnyvtarak létrehozasait TOPO® TA Cloning® Kittel (Invitrogen, USA) végeztiikk. A
ligalo reakcié osszetétele: 1 pl 10x ligalo puffert, 2 pl pCR*2.1-TOPO®™ kl6nozoé vektor, 3 pl
PCR termék, 1 pul T4 DNS ligaz enzim ¢és 3 ul MQ viz. A reakci6 4°C-on, egy €jszakan at zajlik.
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A vektorokat kompetens TOP10 Escherichia coli sejtekbe (Invitrogen, USA) t6rténé
transzformalasanak menete:

e A ligalasi reakciomixb6l 50 ul kompetens sejthez 3ul ligatumot adtunk, majd jégen 20
percig, 42°C-on 1 percig, végiil ismét jégen 3 percig inkubaltunk.

e A kovetkezd 1épésben 0,5 ml SOC médiumot mértiink a transzformalasi reakcidomixbe,
melyet egy oran keresztiil 37°C-on és 180 rpm-en razétermosztatban inkubaltunk. A SOC
médium alkalmazasa a sejtek regeneralodasat segiti, dsszetétele: 20 g tripton, 5 g éleszt6-
kivonat, 0,5 g NaCl, 2,5 ml (1M) KCI, dH,0 1000 ml-re kiegészitve.

e A sejtek ezt kovetden a korabban el6készitett, IPTG-vel (100 mM, 100 pl/Petri csésze,
izopropil-tio-galaktozid, Promega, USA), X-Gal-lal (20 pug/ml, 20 pl/Petri csésze, 5-
brom-4-klor-3-indolin-B-D-galaktozid, Promega, USA) és ampicillinnel (100pg/ml,
Sigma-Aldrich, USA) kiegészitett LB (1000 ml vizhez; 5 g éleszt6, 10 g tripton, 9 g
NaCl, 20 g agar) taplemezre szélesztettiik, majd 37°C-os termosztatban inkubaltuk egy
¢jszakdn at. Az IPTG a [B-galaktozidaz szintézisét indukalja. A vektor felvételével a
gazdasejtek rezisztenciat nyernek ampicillinre, az inzert sikeres beépiilésével megszlinik
a B-galaktozidaz aktivitasa és a telepek fehér szinnel jelennek meg az LB lemezeken.

e A pozitiv telepeket steril fogpiszkaldval atoltottuk egy 1, ampicillines LB taplemezre,
majd 37°C-os termosztatban inkubaltuk egy napig. A telepeket steril fogpiszkaloval 30ul
MQ vizben szuszpendaltuk.

e A szuszpenziot 5 percig 98°C-on inkubaltuk, majd 5 percig, 4600 g-n centrifugaltuk. Az
igy nyert felilluszo tartalmazta az inzertet hordozo plazmid DNS-t. A lizatumot
tartalmaz6 PCR csoveket -20 C°-on taroltuk a késébbi felhasznalasig.

A klonkonyvtar 1étrehozasanak folyamatat a 3.3. dbra szemlélteti.

27f-519r PCR

&w ligalas a vektorba
K \I’ mm) O

fragmentek
‘ \

()

Kok Fakis aaplalacit H-colisegtekbe

3.3. abra A 16S rDNS klonkonyvtar kialakitasa
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3.7.2 Az inzert visszanyerése a klonokbol PCR segitségével

A klonkonyvtarak feldolgozasanak elsé 1épéseként amplifikaltuk az egyes DNS szakaszokat
M13f és M13r primerek segitségével, amelyek az inzertet kozrefogd vektorszekvencidkhoz
illeszkednek (Promega, USA). A PCR reagensek ¢s koriilmények megegyeztek a fent leirtakkal
(4.6.1 pont). A PCR terméket agaroz gélelektroforézissel detektaltuk. A tovabbi felhasznalashoz
a PCR termékeket a korabban is emlitett NucleoSpin Extract 11. (Macherey-Nagel, Németorszag)

kittel tisztitottuk. A tisztitds eredményét ismét gélelektroforézissel ellendriztiik.

3.8 Sanger-féle dideoxi szekvendalds

Ahhoz, hogy a PCR termékek bazissorrendjét meghatarozhassuk azok szekvenalasara van
sziikség, melynek elve az ugynevezett dideoxi-, vagy Sanger-féle lancterminaciés modszer. A
reakcioelegyben normadl és fluoreszcens festékkel jelolt modositott dideoxi-nukleotidok (a riboz
2’ és 3’ helyér6l is hianyzik az oxigén) is talalhatok. A dideoxi, vagy A/T/G/C stop-
nukleotidokat a polimeraz enzim nem kiillonbdzteti meg a normal bazisoktol €s azokat is beépiti
a komplementer szalba, a hianyzé kapcsolodasi pont (3°-H csoport) miatt azonban ezen a ponton
a komplementer lanc szintézise megszakad. A reakci6 eredményeképpen a templat DNS
kiilonb6zé hosszisdgi fragmentjei jonnek 1étre, végikon a modositott fluoreszcens
nukleotidokkal. A szekvenalo reakcioelegy Osszetétele a kovetkezd, egy reakciora (végtérfogat
10 pl) szamitva:

e BigDye (Applied Biosystems, USA) - 1 ul

e BigDye Buffer (Applied Biosystems, USA) - 1,5 ul

e Primer (271) - 0,5 ul

e templat DNS — 5-20 ng (1-7 pl)

e  MQ viz végtérfogatra kiegészitve
A reakci6 egy 10 masodperces, 94 °C-os denaturacidval kezdddik, majd 54 °C —on 15 mésodperc
alatt a primer a templatokhoz hibridizal, végiil 72 °C -on, 4 percig folyik a DNS sz4l szintézise.
A harom szakaszbol all6 ciklus 28-szor ismétlédik, majd a gép 4 °C -ra hiti a mintakat. A
szekvenalo reakcio termékét etanol-precipitalassal tisztitottuk. Az etanol-precipitalas a 4.6.3-as
pontban leirtak szerint tortént, a kiszaritott mintakat 20ul Hi-Di formamidban oldottuk vissza. A
szekvenalas ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer géppel tortént (Applied Biosystems, USA) A
mintafelvétel 10 masodpercig tortént, majd a 45 perces futtatishoz NanoPOP-7™
(NimaGen B.V., Hollandia) hasznaltunk 1,4 kV-on.

polimert
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3.9 Bazissorrend és filogenetikai elemzés

A szekvenalas eredményeként kapott elektroferogramokat MEGAS program (Tamura et al.,
2011) segitségével értékeltiik ki. A taxonokat a GenBank adatbazis adatai alapjan a BLAST
algoritmus (Altschul et al. 1990) segitségével, valamint 2014-et megel6z6en LeBibi (Bio
Informatic Bacteria Identification) szoftver (Devulder et al. 2003), majd a késébbiekben
EzTaxon server 2.1 hasznalataval identifikaltuk (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon, Chun 2007,
Kim et al. 2012).

A PCR-ek soran esetleges kiméra szekvenciakat az online elérhet6 Bellerophone program
(Huber et al. 2004) alkalmazasaval szirtik ki. A kimérak az eredetitdl eltéré szekvenciak,
melyeket a bazisok olyan karosodasa eredményezhet, melyek blokkoljak a Taq polimeraz enzim
mikodését igy az egy masik templatrol folytatja a szintézist.

A funkciogének filogenetikai fainak szerkesztéséhez a tavolsagmatrix alapt neighbor-joining,
mig a 16S rDNS alapt fahoz karakter alapti maximum likelihood médszert is alkalmaztuk Bray-
Curtis hasonlosagi index felhasznaldsaval 1000 ismétléssel (bootstrap). A klonkdnyvtarak
klaszter analizisét az UNIFRAC program (Lozupone és Knight 2005) segitségével végeztiik.

A T-RFLP elektroferogramok alapjan a mintak Klaszter analizisét, valamint az egyes 16S rDNS
alapu elektroferogramokon feltiintetett Shannon diverzitas értékeket a Paleontological Statistics
szoftver (Hammer et al. 2001) segitségével végeztiik. A T-RFLP futasok egymashoz illesztését
0,5 bp konfidencia intervallummal a T-Align online program (Smith et al. 2005) segitségével

végeztiik, az elemzésbdl kizartuk azokat a csucsokat, amik nem érték el az ossztertilet 1%-at.

3.10 Csoportreprezentins klonok terminalis fragment (T-RF) hosszinak meghatdrozasa

Annak érdekében, hogy a T-RFLP elektroferogramokon kapott csucsokat be tudjuk azonositani,
a klonkonyvtarak reprezentas tagjainak 16S rDNS-ét restrikcios fragment analizisnek vetettiik
ala. Az egyes klonok restrikcios enzimmel torténé emésztése utan kapott cstcsokat

Osszehasonlitottuk a kozosségi, vagy fukcidgén T-RFLP cstcsaival.

3.11 Katekol 2,3-dioxigendz és benzil szukcindt szintiz gének kimutatisa a kozosségi

mintakbol

Az aromdas gyliri meta-tipusi hasitasaért felelds katekol 2,3-dioxigendz gének expresszio
vizsgalata fontos része volt munkanknak, hiszen igy képet kaphattunk arrél, hogy a vizsgalt

hipoxikus kdzegben mely enzimek jatszanak szerepet az aromas szénhidrogének lebontasaban.
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Tovabba az anaerob dusitd tenyészetek esetén vizsgaltuk a toluol anaerob lebont4saban szerepet
jatsz6 benzil szukcinat szintaz funkcidgének jelenlétét is. A funkcidgén PCR-ekhez szintén a
kozosségi cDNS vagy DNS elegy szolgalt templatként. A Pseudomonas nemzetséghez kothetd
I.2.A alcsaladba tartozé katekol 2,3-dioxigenaz (C230) enzimeket kodold gének kimutatasara a
XYLEI forward ¢és reverz primereket (Hendrickx et al., 2006) hasznaltuk, 61 °C-os anellacios
hémérséklettel. A pozitiv PCR reakcid esetén ~250 bazispar hosszusagi DNS fragmenteket
kaptunk (3.1. tablazat). Az 1.2.B alcsalad funkcidogénjeinek detektalasara a szintén Hendrickx és
munkatarsai (2006) altal tervezett XYLE2 primerpart alkalmaztuk. E funkcidégén jelenléte foleg
a Sphingomonas fajokhoz kothetd. A primerek optimalis anellacios homérséklete ebben az
esetben 64 °C volt és ~900 bazispar hosszisagi PCR terméket vartunk (3.1. tablazat).

Ahogyan azt a 2.7.1. fejezetben is irtuk az 1.2.C alcsaladban a Bétaproteobaktériumokhoz tartozo
Comamonas, Burkholderia, Ralstonia és a Gammaproteobaktériumokhoz sorolt Pseudomonas
nemzetség egyes fajai altal kodolt C230 szekvencidk egyardnt megtalalhatéak. Ezen nagyfoki
heterogenitasnak koszonhetéen a szakirodalomban nem talalhatéak e funkciogén alcsaladra
altalanosan hasznalhaté primerek. Hendricks és munkatarsai (2006) példaul az egyes Ralstonia
¢s Pseudomonas torzsek altal kodolt C230 génekre terveztek specifikus primerpart. Tancsics és
munkatarsai (2010) pedig a Comamonadaceae csaladra altalanosan hasznalhatoé primereket
alkottak meg a Comamonas testosteroni (AY568279), Comamonas sp. (U93090), Acidovorax sp.
JS42 (CP000539), Delftia acidovorans (AB177545) és Delftia sp. (DQ661649) baktériumtorzsek
altal hordozott 1.2 C tipusu szekvencidk alapjan. Azonban a nagyfokt variabilitas ellenére,
munkank soran megkiséreltink egy olyan degenerelat primerpart tervezni, amellyel
amplifikalhat6 az ezidaig ismert 1.2.C alcsaladba tartozé C230 gének Osszessége. A “XYLE3”
primerpar tervezés soran az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
adatbazisaban fellelhet6 1.2. C tipust funkciogéneket tartalmazo genomszekvenciakat hasznaltuk
fel (3.4. abra), valamint az OligoAnalyzer 3.1-es online programot alkalmaztuk (PrimerQuest®
program, IDT, Coralville, USA, 2012).

Comamonas sp. JS765 catE [U93090] TGCTGGGACGAATGGGACAA. « v e s v ssennsessenananns ."rCAGGTITAlACIIcIGTGAA'
Comamonas testosteroni TA441 aphB [AB006479] TGITGGGACGATGGGACAA . v vvvvvnrsennssannas GGTGTACACHTCEGTHAA
Alcaligenes faecalis 1S-46 [EF540866) TGCTGGGACGAATGGGACAA. ¢ v evvvencerasssnnns CABGTGTACACCTCGGTGAA
Acidovorax sp. JS42 [CP000539] TGCTGGGACGAATGGGACAA. . . . ..rcaceTRrABACErcBoTcAA
Delftia acidovorans 7N [AB177545] TGCTGGGACGAATGGGACAA. . . . TCABGTGTACACCTCGGTGAA
Delftia tsuruhatensis AD9 tadCl [AY940090] TGCTGGGACGABTGGGACAA. . . . GGTHETABACETCEGTGAA
Diaphorobacter sp. PCA039 (FJ601374] TGCTGGGACGAATGGGACAA .+t e vevnaranscnnnns CAGGTETABACETCEGTGAA
Leptothrix cholodnii SP-6 [CP001013] TGCTGGGACGANTGGGACAR. e cevveerccsscnscnn GGTGTAGACCTC!
Ralstonia pickettii PKOl tbuE [U20258]) TGCTGGGACGABTGGGACAA. GGTGTACAC
Ralstonia pickettii 12D [CP001645] TGCTGGGACGABTGGGACAA. GGTGTACAC
Ralstonia eutropha JMP 134 [CP000091] TGCTGGG. TGGGACAA.

Cupriavidus metallidurans CH34 dmpB [CP000352] TGCTGGGACGAATGGGACAA . cccasessassnssasens
Burkholderia cepacia phnE [DQ191058] TGCTGGGACGAATGGGACAA . et evsesessvassasans

Burkholderia vietnamiensis (pBVIE04) [CP000620] TGCTGGGACGAATGGGACAA.

Burkholderia sartisoli RP007 phnE2 [AF112137] TGCTGGGACGAATGGGACAA. ...

Pseudomonas putida MT15 cdo (U01826] TGlircecaAllcAATGGGARAA. . . .

metagenome clone s67 D-Tnl [EUS555077) ".'GCTGGGACGF\‘."FGGGACAA ....................
metagenome clone wllTn2R6F [EU555108] TGCTGGGACGARTGGGACAR s:svs s s s v /s o s o s slore s st nisio /el w70

XYLE3 primer set forward primer TGYTGGGAYGARTGGGAYAA reverse primer TCASGTRTASACITCSGTRAA

3.3. abra XYLE3 primer par tervezési folyamata. A *-al jelolt részek konzervativnak bizonyultak a
vizsgalt szekvencidkban, mig a sziirkével jelolt szakaszok variabilitast mutattak.
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Az 1j primerpar esetén az annelacid 50°C-on tortént, valamint ~800 bazispar hosszusagu
fragmenteket detektaltunk (3.1. tablazat). A primerpar specifitasat mind az NCBI Primer-BLAST
(Ye et al. 2012) nevli alkalmazasaval, mind pedig az 3.3. abran feltiintetett és Német
Torzsgytijteménybdl megrendelt referenciatorzsek segitségével ellendriztiik. Mivel az etil-benzol
volt az egyik legfobb szennyezOanyag az altalunk vizsgalt karhelyen ezért a Brennerova és
munkatarsai (2009) altal leirt 3-izopropilkatekol (3-1PC) 2,3-dioxigenaz gének expresszidjat is
vizsgaltuk, ehhez az éltaluk fejlesztett EXDO-K2 primerpart hasznaltuk. A benzil szukcinat
szintaz (bssA) funkciogének kimutatasahoz a Winderl és munkatarsai (2007) altal tervezett 7772f

és 8546r primereket alkalmaztuk.

3.1. tablazat Az egyes szénhidrogének bontasaban szerepet jatszé enzimeket kodolé funkciogének
kimutatasara altalunk alkalmazott primerparok

Annelacios  PCR termék
Primer par Célszekvencia Primerek bazissorrendje hémérséklet hossza(bp)

1.2.A alcsaladba ) Py
XylEL fir tartozd C230 5’CCGCCGACCTGATCWSCATG-3 61.5°C 242

funkciogének 5"TCAGGTCAKCACGGTCAKGA-3’

1.2.B alcsaladba 5’GTAATTCGCCCTGGCTAYGTICA-3’
XyIE2 fIr tartozo C230 64 °C 906

funkciogének 5’GGTGTTCACCGTCATGAAGCGBTC-3’

1.2.C alcsaladba
5’TGYTGGGAYGARTGGGAYAA-3’
XylIE3 fIr tartoz6 C230 50 °C 800

funkcidgének 5'TCASGTRTASACITCSGTRAA-3’

3-izopropilkatekol , 2>
EXDO-K2-fir (3-1PC) 2.3- 5’GAAAAAGTGGGTTTGATGGAGG-3 62°C 810

dioxigenaz 5’CGCTTATGCCKCGTCATCACCC-3’

Benzil szukcinat , 2o
7772 f/8546r szintaz S’GAC ATG ACC GAC GCS ATY CT-3 52°C 794

funkcidgének 5TC GTC GTC RTT GCC CCA YTT-3’

3.12 Differencialt dideoxi primerhosszabitas - Single Nucleotid Primer Extension

Az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének id6beni diverzitasanak vizsgalatahoz a SNuPE (Single
Nucleotid Primer Extension) modszert hasznaltuk. A SNUPE-t kezdetben pontmutaciok okozta
genetikai elvaltozasok rutin diagnosztizalasara (Sokolov 1990, Syvanen et al. 1990, Piggee et al.
1997), valamint igazsagiigyi orvosi kutatasokhoz fejlesztették ki (Vallone et al. 2004). Az utobbi
idében azonban a mikrobiologidban egyes baktériumtorzsek gyors identifikdldsara és
genotipizalasara is elkezdték alkalmazni (Hommais et al. 2005, Scott et al. 2007). Az eljaras
hasonlé a Sanger-féle dideoxi szekvenalashoz, azonban itt a reakcidelegyben jelen 1év6 Gsszes
szabad nukleotid dideoxinukleotid (ddNTP), tehat a célszekvencidhoz hibridizalodott
oligonukleotid csupan egyetlen nukleotiddal hosszabbodik meg. A szabad 3> OH csoportok
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hianya miatt ugyanis a lanchosszabbitas megszakad. A reakcidelegyben jelen 1évé négyféle
dideoxinukleotid (A, T, G, C) kiilonb6z6 fluoreszcens jelolést hordoz (Nikolausz et al. 2009),
igy a beépiilt dANTP filogenetikai informaciét hordozhat. Ehhez persze az oligonukleotid
probankat olyan célszekvenciara kell tervezniink, ahol a beépiilé nukleotid jelenti az eltérést a
kiilonbozé szekvencia variansok kozott. A PCR termékek SNuPE iranya felhasznaldsa
megkoveteli, hogy a be nem ¢épiilt nukleotidokat és primereket magas hatasfokkal tavolitsuk el.
Emiatt a PCR termék NucleoSpin Extract Il. (Macherey-Nagel, Németorszag) kittel torténd
tisztitasa utan még egy enzimatikus tisztitast is alkalmaztunk. Ennek soran 42 pl tisztitott PCR
termékhez adtunk 12 U alkalikus foszfatazt, 6 U exonukleaz I-et (SAP enzim; Exol; Fermentas,
Litvania), majd a reakcioelegyet 60 pl-re egészitettiik ki az SAP enzim pufferével. Az igy kapott
reakcioelegyet 37 C°-on inkubaltuk 1 orén keresztiil, majd az enzimek inaktivacidja 75 C°-on
tortént 15 percig.

A SNuPE reakcio Osszetétele a kovetkezo: 1,2 pl SNaPshot multiplex kit reagens (Applied
Biosystems, USA), 1,8 ul 5x puffer, 0,5 ul primer vagy primer keverék (az 4.1.5. fejezet 1.2 C
tipusi C230 klonkonyvtar eredményei alapjan tervezett primereket a 8.2. mellékletben
ismertetem), 0,75 pl tisztitott PCR termék, végil MQ vizzel a reakcidelegyet 10 pl-re
egészitettiik ki. A 20 cikluson keresztiil ismétlédé hdprofil a kdvetkezd volt: 96°C 10 mp, 55°C 5
mp, 60°C 30 mp. A reakciot kdvetéen a felesleges nukleotidok eltavolitasara 1 U SAP enzimet
adtunk a reakcidelegyhez, majd 37C°-on, 1 6ran keresztiil inkubaltuk, végiil 15 percig 75C°-on
inaktivaltuk az enzimet.

A SNuPE termékek kapillaris gélelektroforézise a 3.6.3. fejezetben leirtak szerint zajlott,
azonban a L1Z 500-as size stadard helyett, a 1ényegesen rovidebb fragmentek miatt ez esetben
LIZ 120-asat (Applied Biosystems, USA) alkalmaztunk.

3.13 Stabil izotopos jelolés (SIP)

A stabil izotopos jeldlés (stable isotope probing-SIP) modszere lehetdséget ad arra, hogy egyes
egyedi tapanyagokat (esetlinkben a BTEX-vegyiiletek valamelyikét) hasznositani képes
mikroorganizmusokat azonosithassuk a kornyezeti mintdkban. A modszer sordn a
mikrokozmoszokhoz a legtsbb esetben *C nehéz szénizotopot tartalmazo vegyiiletet adnak,
azonban akadnak példak °N és 0O izotopok alkalmazasara is (Dumont és Murrell 2005,
Cadisch et al. 2005, Bell et al. 2008, Hungate et. al 2015). Az adott vegyiiletet hasznositani
képes baktériumok a nehezebb izotdpokat anyagcseréjiik sordn beépitik a szervezetiikbe, igy e

sejtalkotok (RNS, DNS, fehérjék) gradiens ultracentrifugalas modszerével elvalaszthatdoak a nem
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aktiv mikroorganizmusok azonos inkubscié, és DNS izollds
13C- toluol (2C & 13C)

sejtalkotoitol (3.4. abra). A kisérletek L] 1] s
soran kontrollként minden esetben az @ - ‘%&
adott vegylilet izotoposan nem jelolt W

cézium-kloridos

valtozatat adjak a mikrokozmoszokhoz. ultracentrifugalds

§

kimutatasa

. qPCR-el frakcionalas

A mi vizsgalatunkhoz '°C;, vagyis i frakciok
minden  szénatomon  jeldlt  toluolt g
hasznaltunk egyedi szénforrasként, az

inkubécios 1d6 elteltével a mintabol gl
DNS-t izolaltunk a korabban ismertetett

o
modon. A kisérlet pontos koriilményeit a
konnyebb ¢érthetdség miatt az

eredmények fejezetben  részletezem

kénnyi DNS (1>C)

nehéz DNS (1°C)

3.4. abra A stabil izotopos vizsgalat folyamatabraja
(4.2. fejezet). A DNS koncentracidjat (Young et al 2015 alapjéan)

Qubit 2.0 fuorométert és Qubit® dsDNA BR Assay Kit-et (Invitrogen™) hasznalva allapitottuk
meg. A kit egy ultraszenzitiv DNS festéket tartalmaz, melynek fluoreszcencidja a nukleinsavhoz
kotédve a tobbszorosére novekszik, ezt a valtozast detektaljuk a fluorométerrel. A DNS-b6l 1
ug-ot gradiens pufferrel (0.1 M 8 pH-ju Tris-HCI, 0.1 M KCI, 1 mM EDTA) elegyitettiink, amit
végiil a cézium-kloridos gradiens médiummal (atlagos siiriség 1.71 g/mL, Calbiochem, Merck,
Darmstadt, Németorszag) 5 ml-es poliallomer ultracentrifuga csévekbe toltottiink (Beckman,
USA). Ezt kovette a 180000 g-n és 65 oran keresztiil tartd ultracentrifugalas Beckman VTI 65.2
(USA) vertikalis rotor segitségével Centrikon T-2190 centrifugaban (Kontron Instruments,
Milano, Olaszorszag).

Perfusor V tipusi fecskend6 pumpa segitségével (Braun, Melsungen, Németorszag)
frakcionaltuk a mintdkat, amelyek stirliségét refraktométerrel hataroztuk meg. Az egyes
frakciokbol a DNS-t 30%-o0s polietilénglikol (PEG) és glikogén keverékével, majd 70%-0s
alkohol hozzaadésaval precipitaltuk. Végiil a tisztitott DNS mennyiségét az egyes frakcidkban
SYBR Green alapti 16S rDNS qPCR segitségével allapitottuk meg. A real-time, azaz valos ideji,
vagy mas néven kvantitativ PCR moddszert az amplifikalt DNS mennyiségének reakcid kozbeni
pontos meghatarozasara fejlesztették ki. Az eljaras sordn a PCR termékek detektalasa a
kettdsszali DNS-hez altalanosan kotédo fluoreszcens festékekkel, vagy szekvenciaspecifikus
oligonukleotid probakkal torténhet. Az altalunk hasznalt SYBR Green egy kett6sszalit DNS-hez
kotddd fluoreszeens festék, melynek fluoreszcencidja a szalakhoz kotddve nagymértékben

crer

ben a SYBR Green fluoreszcencidjanak detektalasa a lanchosszabbitési 1€pés végén torténik.
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A bakterialis 16S rRNS gének kvantifikaciojat BaS19f (5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG-3) és 907r (5’-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT-3") primerekkel (Muyzer és Smalla
1998) végeztik Mx3000P késziilékben (Stratagene, La Jolla, CA, USA). A PCR reakcio
Osszetevoi 50 pl-re a kovetkezok voltak: 1 x PCR puffer, 1.5 mM MgCl, , 1.25 U Taq
polymerase, 0.1 mM dNTP (Fermentas, St. Leon-Rot, Németorszag) , 10 mg BSA (Roche,
Penzberg, Németorszag), 0.1 SYBR Green és ROX festékek (ThermoFischer Scientific), 0.25
mM forward és reverse primer, és 2 ul DNS templat. A PCR 40 cikluson keresztiil ismétlddo
héprofilja a kdvetkezd volt: 94 °C, 30 mp; 52 °C, 30 mp; 70 °C, 30 mp. Standardként az
Echerichia coli teljes hosszlisagh 16S rRNS génjét hasznaltuk 107 és 10° kopia/ ml
koncentracidban.

Az egyes kisérleti beallitasok gradienseibdl az eredmények alapjan 8-8 frakciot valsztottunk ki
16S rDNS T-RFLP analizisre. A PCR reakcidbhoz FAM fluoreszcensen jelolt Ba27f és 907r
primereket hasznaltunk, majd a termékeket Rsal restrikcids enzimmel emésztettiik. A kapillaris
gélelektroforézis utan az elektroferogramok kiértékelését a 3.6.3 fejezetben leirtak szerint
végeztik. Az egyes frakciok 16S rDNS diverzitdsanak feltarasa piroszekvendlds moédszerével

tortént, melynek leirasat a 3.14.1 fejezetben ismertetem.

3.14 Ujgenerdciés DNS-szekvendldisi médszerek

Az ezredfordulot kovetéen ujgeneracios szekvenalasi technologidk (pl. piroszekvenalas,
félvezetd alapu szekvenalas, reverzibilis terminator alapt szekvenalas) jelentek meg. Ezek kozos
vonasa, hogy egyszerre szamtalan szalon parhuzamosan folyik a DNS szekvenalasa.
Osszehasonlitva e technoldogidkat a korabban ismertetett Sanger féle modszerrel, az eldbbiek
esetében altalaban a rovidebb leolvaséasi hossz és bizonytalanabb bazispontossag ellenére, a
szamos parhuzamos reakcionak koszonhetden a végteljesitmény nagyobb. Az egyes platformok
leolvasasi sebessége akar tobb ezer bazis IS lehet masodpercenként, valamint az egy bazisra
szamolt koltség is joval alacsonyabban alakul (Pettersson et al. 2009, Mardis et al. 2008). Az
ujgeneracios modszerek koziil mi a kutatasunk soran a 454 Life Sciences altal kifejlesztett
piroszekvenalas és a DNA Electronics Ltd. altal kidolgozott, majd az lon Torrent Systems
Incorporation révén tovabbfejlesztett félvezetd alapu szekvenalasi technologidkat alkalmaztuk,

igy a tovabbiakban ezeket részletezem.

3.14.1 Piroszekvenalas
A piroszekvenalas modszerét két évtizede dolgoztak ki, alapelve, hogy a DNS- polimeraz

aktivitasat valos idoben detektaljak egy kemilumineszcens vegyiilet segitségével. Amikor egy
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nukleotid beépiil a DNS széalba, pirofoszfat és hidrogénion keletkezik, az el6zonek a
mennyiségét mérik egy kapcsolt reakcioval. Egyszerre csak egyféle nukleotidot adnak a
rendszerhez, ha ebbdl tobb is beépiil a szintetizalt szalba, akkor a fényintenzitds novekedése
aranyos lesz a felhasznalt nukleotidok szamaval.

Els6 1épésben a DNS szalat egyszalusitjak, majd ugynevezett emulziés PCR-t készitenek. A
piroszekvenalas két tipusat kiilonboztetjiik meg: a szilard és a folyadékfazisut. A folyamat
lényege, hogy az egyszali DNS templatot eldszor egy primerrel hibridizéltatjdk, majd DNS-
polimeraz, ATP-szulfurilaz, luciferaz, apiraz, adenozin-5’-foszfoszulfat és luciferin jelenlétében
inkubaljak. Els6 1épésben egyféle dNTP-t adnak a rendszerhez. Ha az beépiil a szalba, akkor
levalik rola a pirofoszfat, ezt a szulfurilaz megkati és az APS-b6l ATP-t allit eld.

Az ATP-bdl luciferin jelenlétében, a luciferaz oxiluciferint hoz 1étre (3.5. abra), amely egy

fényvillanassal jard folyamat (kemilumineszcencia). Fontos megjegyezni, hogy az ATP-nek egy

modositott valtozatat, (ATPaS)
alkalmazzak, melyet a DNS-polimeraz igen, DN pokeni,
. . emplat DNS » —_—
de az ATP-szulfurilaz nem tud hasznositani. e d;»rimcr e 8GGA ‘
Ennek megfeleléen a keletkez6 ATP a / : "
pirofoszfatbol szarmazik, és a szulfurilaz dGTP A <ATP-szulfurilaz
, <@ATP-szulfuri
nem a mesterségesen hozzaadott ATP-t apiraz ATP
hasznélja fel. Minden egyes felvillanast a ' ( (l)\t1!P X ‘ﬁg'\;g_g;{'
‘-{!{‘_‘\E‘ oxiluciferin

szaloptika egy kamerahoz vezet, ami
detektalja és rogziti a képet (Nyitray et al. 35 abra A piroszekvenalds sémaja (Nyitray et al. 2013)
2013).

A piroszekvenalast a Zhang és Liiders altal ismertetett modon a miincheni Helmholtz Zentrum
munkatarsai végezték (2017). A multiplex PCR a 454 GS FLX+ protokol (Roche) alapjan Ba27f
(5>-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) ¢s Ba519r (5°- TAT TAC CGC GGC KGC TG-3)
primerekkel, Lib-L adapterekkel és MID (multiplex identifier) azonositd oligokkal tortént. Az
amplikonokat 1,5% agar6z gélen vizualizaltdk. Végiil tobbszori tisztitds és kvantifikalast
kovetden az emulzios PCR és a piroszekvenalas a GS FLX Titanium protokolljai alapjan tortént.
A szekvencidkat a GREENGENES online adatbazis és applikacio (DeSantis et al. 2006)
segitségével szerkesztették. Az atlagosan 450 bazispar hosszusdgli szekvencidk elemzését a

SILVAngs internetes adatbazis segitségével végeztiik (Quast et al. 2013).

3.14.2 Félvezet6 alapu szekvenalas
Ahogyan azt az el6z6ekben ismertettik a DNS szal felépiilése soran egy bazispar

kapcsolodasakor kovalens kotés alakul ki és a reakcio soran pirofoszfat molekula valamint egy
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hidrogén ion szabadul fel (3.6. abra). Az félvezetd alapa
szekvenalas a felszabadulé hidrogénion okozta
valtozasok mérésén alapul. A felszabadul6 hidrogén ion
megvaltoztatja a kozeg pH-jat melyet a mikrozsebek
aljan taladlhatd 1ion szenzitiv szenzor detektal. A
félvezetd chipekbdl az elektromos jelek sorozatat egy il

szamitogép felé kozvetitik, amely ebbdl kozvetlen

generalja a DNS szekvenciat, a folyamat soran nincs

elektromos
sziikség jelolt dNTP  alkotokra, vagy koztes szilikon szubsztrit szignal
szignalatalakitasokra (Nyitray et al. 2013). 3.6. abra A félvezetd alapu (lon torrent)
szekvenalas sémaja
A szekvenalast és az abbol kapott adatok feltoltését a (http://www.genomics.cn alapjin)

Seqomics Kft végezte el, lon Torrent PGM™ platformon. A kdrnyezeti minta 1 pug-nyi DNS-ébél
konyvtart készitettek lon Xpress Plus Fragment Library Kit segitségével. Az adaptereket lon
Shear Plus Reagents Kit hasznalataval ligaltak, a méretszelekciot pedig 2 % agardz gélen
végezték. A konyvtar amplifikalasat Platinum® PCR SuperMix segitségével végezték, majd az
azt kovetd kvantifikaciohoz ION Library TagMan qPCR-t hasznaltak. Az emulziés PCR lon
PGM 200 Xpress Template kittel késziilt, mig a szekvenalast Ion 316 chipen, Ion PGM 200 seq.
kittel végezték.

A feltoltott adatok kiértékelését az MG-RAST (Metagenomics Rapid Annotation using
Subsystem Technology) online szoftvercsomag (Meyer et al. 2008) segitségével végeztik. A
taxonomiai értékeléshez az online felillet M5nr protein és riboszomalis RNS adatbazisait

egyarant hasznaltuk.

3.15 Uj baktériumfaj leirdsdhoz szitkséges vizsgdlatok

A doktori munkédm alatt a kisérleti mintakbol és egyéb karhelyekrdl is probaltunk klasszikus
mikrobiologiai modszerekkel olyan torzseket feldusitani, izoldlni, amelyek rendelkeznek a
monoaromas szénhidrogének hipoxikus bontasaért felelés enzimekkel. Az izoldlashoz dontd
tobbségben R2A taptalajt (0,5 g élesztd kivonat; 0,5 g protedzpepton; 0,5 g kazein hidrolizatum;
0,5 g gliikkoz; 0,5 g keményito; 0,3 g KoHPOy; 0,05 g MgSO4 x 7H,0; 0,3 g natrium-piruvat; 20
g agar; 1 liter desztillalt viz), vagy annak modositott gliikkoz nélkiili valtozatat hasznaltuk. A
probalkozasok soran szamos konnyen tenyésztheté Pseudomonas és egyéb mar jol ismert fajt
izolaltunk, ezen eredmények ismertetésére dolgozatomban nem térek ki. Azonban egy esetben
sikertilt egy ezidaig ismeretlen baktériumfajt izoldlnunk, mely rendelkezik egy szdmunkra fontos

1.2 C katekol 2,3-dioxigenaz enzimtipussal. A kovetkezOkben szeretném bemutatni, hogy milyen
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vizsgalatok sziikségesek egy ilyen, a tudomany altal még nem ismert mikroorganizmus
leirasahoz.

Az elmult 100 évben szdmos modszert alkalmaztak a prokariota rendszertanban, azonban még
jelenleg is mind a tradicionalis, mind az 0j tipust technikdk komplex alkalmazasa ajanlott annak
érdekében, hogy eldonthessiik, valoban egy 1) fajt sikeriilt-e izolalnunk. Meg kell jegyezniink,
hogy az ujgenerécios technikak fejlédésével a kozeljovoben varhatd, hogy e modszerek egy
részének alkalmazésat felvaltja az egyes torzsek genomszekvenaldsa és az az alapjan torténd
rendszertani besorolas.

Az egyes baktériumtorzsek azonositdsa napjainkban egyértelmiien a 16S rRNS gének
szekvenciajanak meghatarozasan alapul. Tobb kutatas is kimutatta, hogy abban az esetben, ha
két torzs ezen génje kevesebb, mint 97%-0s hasonldsagot mutat egymassal, akkor azok kiilon
fajba sorolhatoak. A 95% alatti homoldgia esetén pedig szamba kell venniink annak lehetdségeét,
hogy egy 0j nemzetséggel van dolgunk (Martinez-Murcia és Collins 1990, Collins et al. 1991,
Amann et al. 1992, Fox et al. 1992, Martinez-Murcia et al. 1992). Ahol az egyezés meghaladja a
97%-ot és mégis gyanunk van, hogy 10 fajrél beszélhetiink, szdmos olyan vizsgalatra van
sziikkség, mint @ DNS-DNS hibridizacio (DDH), vagy az egyéb géncsoportok (Multi Lokusz

Szekvencia Analizis) dsszehasonlitasa.

3.15.1 DNS-DNS hibridizacio

A DDH értékek esetében tobbnyire 70% alatti egyezés esetén beszélhetiink 0j fajrol (Brenner
1973, Johnson 1973, 1984, Wayne et al. 1987). A modszer 1ényege, hogy a kérdéses torzs DNS-
¢t rovid szakaszokra tordelik, majd valamilyen modon (pl. radioizotoposan) megjeldlik. Tobb
hibridizacids, és tisztitast tartalmazo lépés utan, a jelolt DNS-ét az Gsszehasonlitando torzs
hasonlé modon eldkészitett jeloletlen DNS-ével egyiitt hidroxiapatit oszlopra viszik fel. Az
oszlopot vizflirddben 2,5 °C-onként a 60-90 °C-os hdmérsékleti tartoméanyon beliil melegitik. Az
egyes emelések utdn a denaturalt DNS-szalakat lemossak €és azok mennyiségét a hdmérséklet
fliggvényében dabrazoljak. Végil az ugyanabbol a fajbol szarmazdé DNS molekulak és a
hibridizalt molekuldk olvadasi hdmérsékletének kiilonbsége jellemzi a hasonlésag mértékét.

A doktori munkam soran leirt baktériumfaj esetében e vizsgalatot a DSMZ GmbH — Német
Mikroorganizmusok ¢és Sejtkultarak  Gytijtemények Leibniz-Intézetében (Braunschweig,
Németorszag) Dr. Cathrin Sproer és munkatarsai végezték, melyhez 3 g tomegii nedves
biomasszat kiildtiink 1:1 v/v aranyu izopropanol és viz keverékében. A DDH-hoz az egyes
torzsek sejtjeit Constant Systems TS 0.75 kW tipusu géppel roncsoltak (IUL Instruments), majd
a DNS-t a nyers lizatumbol a Cashion és munkatarsai (1977) altal leirt modon, kromatografiasan

hidroxilapatit segitségével tisztitottak. A DNS-DNS hibridizaciét a De Ley ¢és munkatarsai
43



10.14751/SZIE.2017.091

(1970) altal kidolgozott és a HuBl és munkatarsai (1983) altal javasolt modositasok alapjan
végezték. A modszerhez Cary 100 Bio tipusa UV/VIS-spektrofotométert alkalmaztak.

3.15.2 A guanin és citozin szazalékos aranyanak meghatarozasa

A teljes genomi DNS guanin és citozin (G+C) tartalméanak vizsgalatat szintén a DSMZ végezte
el. Az altalunk kiildott 2 g tomegli nedves sejtmasszabdl a DNS izolalasa az el6z6 fejezetben
ismertetett mdodon tortént. A DNS-t P1 nukledz és szarvasmarhabol szdrmazoé alkalikus
foszfatazzal valasztottak nukleotid alkotokra (Mesbah et al. 1989), majd azokat Tamaoka és
Komagata (1984) moddszere alapjan reverz fazisu HPLC késziiléken szeparaltak el egymastol.
Kontrollként Lambda DNS-t (az E. coli bakteriofagja) és harom ismert genonszekvenciaju DNS-
t hasznaltak, melyek G+C értéke 43-72 mol% kozott alakult. A G+C értékeket a deoxiguanozin

¢s timidin aranyabol szamitottak Mesbah és munkatarsai (1989) alapjan.

3.15.3 Fenotipusos és kemotaxonomiai vizsgalatok

crer

crer

motilitasat az MTA Anyag és Kornyezetkémiai Intézetében Dr. Szabd Laszlo segitségével
faziskontraszt-mikroszkoppal és  transzmisszids  elektronmikroszkoppal — vizsgaltuk. A
transzmisszios elektronmikroszkopos analizishez a sejteket 1 % (w/v) uranil acetat oldattal
kontrasztositottuk (Szoboszlay et al. 2008).

A hémérsékleti optimum megéllapitaséhoz a tenyészeteket 5 és 45 °C kozott inkubaltuk R2A
agaron, mig a pH toleranciat (pH 3-11, 0,5 egységenként emelve) ugyanilyen tipusu folyékony
taplevesben vizsgaltuk.

Az oxidaz aktivitast Tarrad és Groschel (1982), mig a katalaz aktivitast Cowan ¢és Steel (1974)
altal leirt modszerekkel az ELTE Mikrobiologia Tanszékén Dr. Téth Erika és munkatarasai
vizsgaltak. A D-gliikoz savtermelést Hugh és Leifson (1953) klasszikus tesztje alapjan végezték.
Az uredz aktivitast, nitratredukciot, a keményitd és Tween 80 hidrolizisét, valamint a zselatinaz
¢s foszfataz aktivitast Smibert és Krieg (1994) modszerei alapjan szintén az ELTE
Mikrobiologiai Tanszékén vizsgaltak.

A tovabbi asszimilacios teszteket, valamint enzimaktivitdsok mérését az API 50 CH, API 20 NE
¢s API ZYM (bioM¢érieux) kitekkel végeztiik a gyartd eldirasai alapjan. Az anaerob koriilmények
kozotti tenyésztést 0,15% (w/v) KNO3z hozzaadasaval, valamint anélkiill R2A tapoldatokban
vizsgaltuk 28 °C-on. Az anaerob koriilmények biztositdsahoz 100 ml-es szérum iivegekbe

(Glasgerdatebau Ochs) 75 ml steril tdpoldatot toltottiink, lezartuk, majd nitrogén gazzal
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kihajtottuk az oxigént. Az oldott oxigén koncentraciokat az iivegben PSt3 szenzor spotokkal

(PreSens) és Fibox 3 trace v3 fibre optikai oxigén mérdvel non-invaziv modon vizsgaltuk.

3.15.4 Sejtmembran zsirsav analizis
Az 0j faj jelolt sejtmembran zsirsav analizisét a DSMZ végezte. A zsirsav-metil-észterek

vizsgalatat a Microbial Identification System (MIDI; Microbial ID) eldirasai alapjan végezték.

3.15.5 Respiratorikus és lipokinonok analizise

Az analizist szintén a DSMZ végezte. A respiratorikus kinonok és lipokinonok elvalasztasa 100
mg fagyasztva szaritott biomasszabol a Tindall (1990a, 1990b) altal leirt kétlépcsés modszerrel,
a respiratorikus lipokinonok (menakinonok, ubikinonok, stb.) elvalasztasat szilikagélen
(Macherey-Nagel Art. NO. 805 023) végezték vékonyréteg kromatografia segitségével. A
vékonyréteg lemezr6l izolaltak a kiilonbozo kinon tipusoknak megfelelé UV elnyeld savokat,
majd ezeket HPLC késziilékkel analizaltak. A mérést LDC Analytical (Thermo Separation
Products) HPLC késziilékhez kapcsolt reverz fazisi kolonnan (Macherey-Nagel, 2 mm x 125
mm, 3 mm, RP18) végezték, eluensként metanol és heptan 9:1 aranyu keveréket hasznaltak. A

respiratorikus lipokinonokat 269 nm hulldmhosszon detektaltak.

3.15.6 Polaris lipidek meghatarozasa

A poléris lipidek meghatarozasat szintén a DSMZ végezte. A respiratorikus lipokinonok és
kinonokhoz hasonldan ezek szeparacidja is 100 mg fagyasztva szaritott biomasszabol tortént a
Tindall (1990a, 1990b) altal leirt kétlépcsés modszer segitségével. A polaris lipidek elvalasztasat
kétdimenzios szilikagélen (Macherey-Nagel Art. NO. 818 135) vékonyréteg kromatografia
segitségével végezték. Az elsd vizsgalat kloroform:metanol:viz (65:25:4, v/v/v), mig a masodik
kloroform:metanol:ecetsav:viz (80:12:15:4, v/v/v/v) elegyével tortént. A teljes lipidtartalom
meghatarozasa foszformolibdénsav, mig a funkcionalis csoportok meghatarozdsa az azokra

specifikus reagensekkel tortént (Tindall et al 2007).

3.15.7 Szénhidrogénbonté képesség meghatarozasa

Mivel a vizsgalt baktériumtorzset szénhidrogénnel szennyezett karhelyrdl izolaltuk, klasszikus

gravimetrids és molekularis biologiai modszerekkel is vizsgaltuk a biodegradacios képességét.

A gravimetrias méréshez a baktériumot 3 napig 28 °C-on R2A taptalajon felszaporitottuk. Ezt

kovetéen 5 ml sejtszuszpenziot 100 ml OIR III tapoldatba [5 g (NH4)2SOg4, 0.5 g KH2PO4, 1 g

K2HPOy, 0.5 g MgSQOy4,x 7 H,0, 0.2 g CaCl, x 6H,0, 0.01 g FeSO4x 7 H,0, 0.5 g pepton, 0.5 g
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¢leszté kivonat, 1000 ml dH,O] oltottunk, melyet 2 ml gazolaj-kbolaj (3:2, v/v) keverékkel
egészitettiink ki. A tenyészeteket 5 napon keresztiil 20 °C-on 150 rpm sebességgel razattuk. Az
inkubaciot kovetden a maradék szénhidrogén keveréket 50 ml n-hexannal extrahéaltuk az OIR II1
tapoldatbol. A fazisok kiilonvalasa utdn a vizes fazist leengedtilk, majd az olaj-olddszer
keveréket leszilirtiik. A Diiren 619 G Y4 tipust szlirdpapirra egy kevés NaSOs-et helyeztiink,
ezzel megkdtve az olajos fazisban esetlegesen megmaradt vizet. A vizes fazist a razotdlcsérbe
toltottiik, majd megint Osszekevertilk n-hexannal, az olajos fazist ismét leszirtiik, végil a
folyamatot még egyszer megismételtiik. A kezelés utin a még vizes fazisban maradt
szénhidrogén komponenseket kloroformmal oldottuk ki. A rdzds utan a kloroformos fazis
fajsulyanal fogva a vizes alatt helyezkedik el, megkonnyitve az elvalasztist. Az atszirt
oldoszeres olajat eldzetesen analitikai mérleggel lemért gomblombikba toltottiikk, majd az
oldoszereket és a szénhidrogéneket Heidolph tipusu beparlokésziilekkel forraspont kiilonbség
alapjan szétvalasztottuk. A beparlas utdn a gdmblombikokat szaritoszekrényben 65°C-on 45
percig szaritottuk, igy eltavolitva az esetlegesen visszamaradt vizet, illetve olddszert.
Kontrollként a gazolaj-kdolaj keveréket szintén 3:2 ardnyban tartalmazd, rézatott, de
baktériumtenyészettel be nem oltott tdpoldatot hasznaltunk.

Mivel az izolalt torzsink a Bétaproteobaktériumok osztalyaba tartozott és e baktériumok
rendelkezhetnek az 1.2.C tipusu katekol 2,3-dioxigenaz funkcidgénekkel (Tancsics et al. 2012,
2013), ezért megvizsgaltuk, hogy az 0j faj jelolt rendelkezik-e ezen funkcidgénekkel. A PCR
reakcid soran a mar kordbban ismertetett XYLE3F és XYLE3R primereket hasznaltunk
(Téncsics et al. 2013).
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4. Eredmények

4.1 A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett,

hosszutavu monitoringja

4.1.1 A mintavételi teriilet jellemzése

A kutatas céljara kivalasztott siklosi karhelyen a
szennyezést egy korabbi benzinkuat foldalatti
tarolotartalyainak a szivargasa okozta. Az altalunk
vizsgalt talajvizmintdk a teriilet monitoring
rendszerének ST2-es jeli kutjabol szarmaztak,
amely a szennyezési csova kozepén helyezkedik el
(4.1 abra). A kémiai analitika eredményeit a
szennyezetlen SKV hattér kut esetében is
megkaptuk. A BTEX komponensek mindegyike
kimutathatd volt az ST2-es kutban, mindazonaltal a

fo6 szennyezoOforrast a benzol, xilol, etil-benzol és

hipoxikus talajviz mikrobakézosségének

GW-monitoring 0572010 A
A

Xilolok pg/l

SKV
°

4.1. abra A karhely xilol szennyezettségi
térképe (2010)

egy¢b alkilbenzol vegyiiletek alkottdk (4.1-es tabldzat). Az SKV kut esetében a BTEX-

vegyiiletek mennyisége minden esetben a kimutathatosagi hatarérték alatt maradt.

4.1. tablazat Szennyezdéanyag koncentraciok az ST2 mintavételi kitban

Szenn(y:gz/‘l’f”yag 2010 m4j. | 2010 aug. | 2010 nov. |2011 febr.|2011 maj.
benzol 340 616 320 565 788
toluol 64 102 54 75 71
etil-benzol 966 1330 2420 1570 801

ilol 6700 7450 6880 5030 5320
egyeb alkil 6710 8790 8220 6130 7030
benzolok

A talajviz hdmérséklete mindkét kit esetében 14-17 C° kozott, a pH 6,8 és 7,3 kozott alakult a

mintavételi idOszakban, tehat e paraméterek viszonylag allandonak tekintheték a vizsgalt

teriileten. Hidrogeologiai szempontbdl a mintavételi idoszak két 6 részre oszthato: mig 2010

majusa és decembere kozott a teljes csapadékmennyiség 788 mm-nek adodott és a havi

csapadékdsszeg kovette a Karpat-medencében jellemzd szezondlis dinamikat, addig 2011

januarja €s majusa kozott extrém szaraz iddjaras uralkodott, a teljes csapadékmennyiség

minddssze 85 mm volt, kozel egyenletes eloszlasban. Ennek megfeleléen 2010 decemberétdl

folyamatos csokkenést tapasztaltunk a talajviztabla szintjében, mignem az a monitoring iddszak
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végére extrém alacsony szintet ért el. Nem meglepé modon a havi csapadékmennyiség és a
talajviz szintje, valamint a redox potencial (Ep) értékek kozott pozitiv korrelacié adodott (r =

0.717, P = 0.006 és r = 0.718, P = 0.006). A novekvd csapadékmennyiség a redox potencial
értékek novekedését okozta (pl. 2010 szeptemberében), mig a szaraz iddszakban folyamatos
csokkenést tapasztaltunk.

Az oldott oxigén koncentraciok a szennyezett kutban - ST2 - alacsony 0,17 és 1 mg/l, mig a
hattér katban — SKV — magasabb 1,9 és 3,5 mg/l értékek kozott alakultak a vizsgalt idészakban

(4.2. abra). Tehat az altalunk vizsgalt monitoringkutban hipoxikus koriilmények uralkodtak,

mivel ha egy kozeg oldott oxigén koncentracidja kisebb, mint 2 mg/l, az hipoxikusnak nevezhetd
(Kukor és Olsen, 1996).

—SKV kit (hattér)

oldott oxigén mg/l
[S¥]
h

—ST2 kit
1.5 (szennyezett)
1
0.5 ________‘\\\w////~u‘h_____’,—f\\\\v///’_———ﬂff’“*maﬁ
0 ‘ .

2010 2010 2011 2010 2010 2010 2010 2010 2011 2011 2011 2011 2011
maj jun jul aug szept okt nov dec jan febr marc apr m§j

srer

crer

talajviz mintai kozott egyértelmiien a szénhidrogén szennyezésbdl adodott. A felszin alatti vizek
ugyanis altalanossagban véve oligotréfnak, azaz tidpanyagban, szénforrasban szegénynek
tekinthetoek. A szénhidrogén szennyezés hatasdra azonban megnovekszik a mikrobdk szamara
hozzaférhetd szénforrds mértéke a kdzegben, ezéltal megnovekszik a mikrobidlis anyagcsere
A szennyezett ST2-es kuatban nagysagrendileg kisebb volt a nitrat koncentracidja is a
hattérkathoz képest, egyediil 2010 majusaban detektaltak mérhetd mennyiséget. Az alacsony
nitrdt koncentraciokbol arra kovetkeztettiink, hogy az ST2 kat mikroba kozdsségében
nitratlégzés is megfigyelhetd. Az ST2-es és SKV kutak vizkémiai paramétereit az 4.2-es tablazat
foglalja Ossze. A tablazatban feltiintetett Fe(Il) a vasredukal6, a metan a metanogén
mikroszervezetek 1égzési terméke, mig a S0,% elektron akceptorként funkciondl a
szulfatredukciot végzé mikrobdk szdmara.
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4.2. tablazat A mintavételi és a hattér kutak vizkémiai paraméterei

2010 | 2010 | 2010 | 2011 | 2011
paraméter maj. aug. nov. febr. maj.
Nitrat (mg/1) 2 <1 <1 <1 <1
ST? Fe(ll) (mg/l) 4 3 3,1 3,7 2
(szennyezett) | SO,> (mg/l) 24 <5 <5 <5 <5
CH, (mg/l) 1,90 1,24 1,69 1,97 1,84
pH 6,88 6,96 6,98 7,28 7,07
En (MmV) 148 8 127 -216 -214
vizszint (mm) | -2530 | -3120 | -3190 | -3300 | -3940
Nitrat (mg/1) 61 70 64 73 67
Fe(ll) (mg/l) | <0,02 [ <0,01 | <0,02 | <0,02 | <0,02
2-
SKV (hattér) SO,” (mg/l) 71 79 78 83 90
CH, (mg/l) | <0,04 | <0,04 | 0,09 | <0,04 | <0,04
pH 7,65 7,25 7,27 7,38 6,78
Eu (MV) 126 388 252 -11 76
vizszint (mm) | 2480 [ 2720 | 2790 | 2920 | 3590

Ezen paraméterek elemzésébdl valdsziniisithetd, hogy a szennyezési cséva kdzéppontjaban a
szediment oxigénmentes rétegeiben nitratredukcion tal vas-, szulfat-légzés, valamint
metanogenezis is megfigyelhetd. Az SKV hattér kutban a metan és Fe(II) koncentraciok egy
honaptol eltekintve a kimutathatdsagi érték alatt maradtak, mig a szulfat koncentracioja 70 és 90
mg/l kozott alakult. A vizkémiai eredmények 0sszességiikben aldtamasztjak, hogy a szennyezett
ST2-es kat mintai oxigénlimitalt kozegbdl szdrmaznak, ahol mar nem kizardlag az oxigén
szerepel 1égzési szubsztratként a mikroba kozO0sség szamara. A szennyezés altal nem érintett
SKV hattér kutban ezzel szemben tobbé-kevésbé aerob koriilmények uralkodtak a monitoring
teljes ideje alatt, és nincs nyoma annak, hogy az oxigénen kiviil mas, alternativ elektron
akceptorok is szerepet jatszananak, mint 1égzési szubsztrat.

A kutatasunkban szerettilk volna kideriteni, hogy a fent bemutatott, szénhidrogénekkel
szennyezett hipoxikus talajvizben milyen a mikrobakozdsség Osszetétele, valamint annak
hosszutavi dinamikaja. Ennek érdekében a beérkezett talajviz mintakat kiilonb6z6 molekularis

biologiai modszerekkel vizsgaltuk (T-RFLP, molekularis klénozas) RNS alapon.
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412 Az ST2-es kut mikroba kozosségének feltarasa 16S rDNS Kklonkonyvtarak

segitségével
A talajviz mikroba kozosségének pontos faji Osszetételét, annak iddbeli valtozasat oly modon
probaltuk feltarni, hogy 16S rDNS klonkonyvtarakat hoztunk 1étre a kezdeti 2010. méjusi, egy
koztes 2010. decemberi, illetve a végponti, 2011. majusi mintak esetében. Ehhez a mintakbol
RNS-t izolaltunk, amelyet reverz transzkriptdz enzim segitségével cDNS-sé, azaz komplementer
DNS-s¢ irtunk at. Az igy nyert kozosségi cDNS-t templatként hasznalva PCR segitségével
felszaporitottuk a mikrobidlis 16S rDNS szakaszokat, majd klénkonyvtarakat hoztunk Iétre.
Mindharom klonkonyvtar esetében legalabb 100-100 klonszekvenciat elemeztiink. A
klonkonyvtarak csoportreprezentansainak filogenetikai besorolasat, valamint abundancidjukat a

4.3-as abran és tablazatban foglaltuk dssze.

4.1.2.1 AKkiindulasi, 2010. majusi minta mikroba kézosségének osszetétele

A 2010. majusi kiinduldsi mintdban a Bétaproteobaktériumok dominanciaja (72%) volt
megfigyelhetd. A klonok 19%-a a  Gammaproteobaktériumokhoz, 6%-a az
Epszilonproteobaktériumokhoz, 2%-a az Alfaproteobaktériumokhoz, valamint 1%-a a
Deltaproteobaktériumokhoz tartozott. A Bétaproteobaktérium klonok 87%-a a Comamonadaceae
csaladba, mig 13%-a a Rhodocyclaceae csaladba tartozott (4.3. abra). Az 6sszes klon 58%-at az
elébbi taxonba tartozo Rhodoferax antarcticus és Rhodoferax ferrireducens fajokkal 97%-o0s 16S
rDNS homoldgiat mutatd baktérium alkotta (4.3. abra), valamint a klénok tovabbi 1%-a teljes
azonossagot mutatott az utobbi fajjal. A Rhodoferax antarcticus bibor nem-kén baktériumot
nevének megfelelden eldszor antarktikus teriiletrdl izolaltak Madigan és munkatérsai (2000). A
mikroba 0 és 25 °C kodzott sotétben oxigén respiracidja mellett kemoorganotréf modon, mig
anoxikus kozegben fény jelenlétében fototrof modon névekszik. A Rhodoferax ferrireducens
ellenben Fe(IIl) redukalasara képes fakultativ anaerob baktérium, igy gyakran dominans tagja a
hipoxikus talajvizek mikroba kozosségeinek. E fajok kozeli rokonait tobb esetben is kimutattak
oxigénlimitalt, BTEX komponensekkel szennyezett karhelyek vizsgalata soran (Finneran et al.
2003, Fahy et al. 2006, Aburto et al. 2011, Tancsics et al. 2010), igy feltételezhetd, hogy Szerepet
jatszanak az aromds szénhidrogének hipoxikus koriilmények kozotti lebontasaban. Ezt latszik
megerdsiteni Eriksson és munkatdrsainak (2005) a mikrokozmosz kisérlete, mely soran
megfigyelték, hogy egy oxigénlimitalt, propil-benzol lebontdo dusitd tenyészetben e
mikroorganizmusok voltak az egyeduralkoddak, igy a szennyezOanyag lebontasa is valdszinii e
mikrobakhoz kothetd.
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A 0Osszes klon 5%-a a Rhodocyclaceae
csaladba tartozo Azoarcus PbN1-es torzzsel mutatott
kozeli rokonsagot, a mikroorganizmust 1995-ben
izolalta Rabus ¢és Widdel. E torzs anaerob
koriilmények kozott képes az etil- és propil-benzol
nem mutatott novekedést. Fontos megjegyezni, hogy
e mikroszervezet aerob koriilmények ko6zott nem
volt képes az alkil-benzolok hasznositasara. A
nemzetség egyes torzsei, ahogyan ezt a 2.8.
fejezetben is bemutattam, gyakran fordulnak el6
anaerob koriilmények kozott, szénhidrogénekkel
szennyezett talajvizekben, iiledékekben. Anaerob
kozegben a  nitratot  hasznaljak  elektron
akceptorként, azt nitrogén gazza redukalva.

A Gammaproteobaktériumok Pseudomonas
nemzetségébol detektalt Pseudomonas
extremaustralis és Pseudomonas fluorescens fajokat
(az Osszes klon 9 és 1%-a), mint tipikus BTEX-

crer

vegyiiletek biodegradacigjara alkalmas
mikroszervezeteket tartjdk szamon. Szinte alig akad
olyan szénhidrogénnel szennyezett karhely, ahonnan
a Pseudomonas nemzetség tagjait ne izolalnak
(Hendrickx et al. 2005). A Pseudomonas
extremaustralis-t els6 izben az Anktartiszrol
izolaltak, azodta kideriilt, hogy a tipustorzs genomja
szamos kiilonb6z6 anyagcsere utvonalat kodol a
rideg kornyezetben vald  thlélés  érdekében,

beszamoltak biofilm képz6 tulajdonsagarol, valamint

aromas szénhidrogén bontd képességérdl is (Tribelli
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4.3. abra Az ST2-es kit mikroba
kozosségének alakulasa a klonkonyvtarak
alapjan

Firmicutes

et al. 2012). Egyes Pseudomonas fluorescens torzsek esetében ismert, hogy anaerob

koriilmények kozott is (a nitratot elektron akceptorként hasznalva) képesek lehetnek egyes

aromas szénhidrogének bontasara (Mikesell et al. 1993). A mintdban kimutattunk az

Alkanibacter difficilis mikroszervezettel csupan 95%-o0s hasonlosagot mutatd klonokat, amelyek

51



10.14751/SZIE.2017.091

az Osszes klon 9%-at alkottak. A Sinobacteraceae csaladjaba tartozo baktériumot Friderich és
Lipski izolalta elsoként egy hexannal kezelt biofilterbdl (2008).
Az Gsszes klon 6%-at alkotd, Epszilonproteobaktériumok kozé tartozo anaerob Sulfurospirillum

multivorans tipustérzse képes a tetraklor-, illetve tetrabrom-etén dehalogenacidjara. E

mikroszervezet a nitratot, nitritet, elemi ként is hasznositja elektron akceptorként (Luijten 2003).

4.1.2.2 A 2010. decemberi minta mikroba kézosségenek osszetétele

A 2010. decemberi mintabol kimutatott baktériumok 78%-a a Bétaproteobaktériumok, mig 18%-
a a Gammaproteobaktériumok, valamint 3%-a a Delta- és 1%-a az Epsilonproteobaktériumok
osztalyaba tartozott. Az Alfa-proteobaktériumok osztalyat e mintaban nem tudtuk kimutatni. A
Béta-proteobaktérium  klonok tobbsége, ellentétben a majusban tapasztaltakkal, a
Rhodocyclaceae csaladba tartozott, de még mindig jelentds csoportot képviseltek a
Comamonadaceae csalad tagjai is (4.3. abra).

A Rhodocyclaceae csaladbol az Azoarcus PbN1-es torzzsel nagy hasonlosagot mutatd
baktériumot mar a kiindulasi mintdban (4.1.2.1. fejezet) is detektaltuk. 2010. majusban az 6sszes
klén csupan 5%-at alkotta e mikroszervezet, mig a decemberi mintdban ez az arany mar a
kozosségi dominancidt jelentdé 39%-ra novekedett (4.3. tablazat). A nemzetségbdl egy tovabbi
fajt, az Azoarcus buckelii-t is kimutattuk, ennél a mikroorganizmusnal is megfigyelték, hogy
Rabus 2001, Mechichi et al. 2002).

A szintén Rhodocyclaceae csaladba tartozo, az Osszes klon 6%-at alkotd6 Dechloromonas
aromatica, ahogyan azt az irodalmi attekintésben is irtam, oxigén hianyaban, nitratredukcio
mellett is képes a benzol teljes lebontasara, valamint a nitraton és oxigénen kiviil klorat és
perklorat iont is képes elektron akceptorként hasznalni (Coates et al. 2001b). Oxigén vagy klorat
jelenlétében valoszinil, hogy dioxigendz enzimek végzik az aromas gylirli hasitasat (Chakraborty
et al. 2005).

A korabban dominans, Comamonadaceae csaladba tartozo Rhodoferax-okkal koézel rokon fajt
ezen klonkonyvtarban nem sikeriilt detektalnunk. A csaladot legnagyobb szamban egy Delftia
tsuruhatensis-el 93%-0s hasonlosagot mutatd mikroorganizmus képviselte. A tavoli rokon
baktériumot Shigematsu és munkatarsai (2003) egy eleveniszapos szennyviztisztitdo {izembdl
izolaltdk ¢€s vizsgalataik soran kimutattdk, hogy képes az aromds gytiriit tartalmazo tereftalat
metabolikus tulajdonsagait még becsiilni is nehéz.

A Gammaproteobaktériumok koziil decemberben is csak a Pseudomonas nemzetség tagjait

tudtuk detektalni, melyek koziil a fent ismertetett Pseudomonas extremaustralis volt a dominans
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faj, az Osszes klon 9%-at alkotta e mikroszervezet. A mintaban kimutattunk Pseudomonas
syringae kozeli klonokat is, € mikroszervezet esetében a szakirodalom nem szamol be aromas
szénhidrogén bonto képességrol, azonban Green és munkatarsai (2000) dusitasos kisérletekkel ki
tudtak mutatni a mikroszervezetet benzol és egyéb aromas vegyiiletekkel szennyezett talajbol. A
nemzetséget az aromas klor-szalicilsav bontasara képes Pseudomonas moorei képviselte még a
mintaban (Camara et al. 2007).

A majusi mintdban mar kimutatott Epszilonproteobaktériumok kozé tartozd anaerob
Sulfurospirillum multivorans egyetlen egy klon erejéig megjelent a decemberi mintankban is.

A Deltaproteobaktériumokat képvisel6 klon legkozelebbi ismert rokona a Geobacter
toluenoxydans, olyan Fe(lll)-redukalé baktérium, mely az altala hordozott benzil szukcinat
szintdz funkcidogén révén jelentds szerepet jatszik a toluol anaerob koriilmények kozotti
lebontasaban (Kunapuli et al. 2010).

Az egyediil ebben a mintaban kimutathaté Firmicutes osztalyt a Gram-pozitiv Anaerovorax
odorimutans-szal 86%-0s hasonlosagot mutaté klon képviselte. Ezen anaerob fermentativ
metabolizmussal rendelkezé mikroszervezetet anoxikus, enyhén sos viz iiledékébdl izolaltak
Matthies és munkatérsai (2000), azonban az alacsony hasonldsdg miatt az altalunk kimutatott

mikroorganizmus anyagcseréje ettdl teljesen eltérhet.

4.1.2.3 A 2011. mdjusi minta mikroba kozosségének osszetétele

A 2011. majusi mintabol kimutatott baktériumok 90%-ban a Bétaproteobaktériumok kozé
tartoztak. Az el6z6 klonkonyvtarakban 17-18%-ban jelenlévé Gammaproteobaktériumok
osztalyanak teljes hianyat tapasztaltuk, ugyanakkor 10% gyakorisaggal ismét megjelentek az
Alfaproteobaktériumok. A Bétaproteobaktérium klonok tobbsége a Rhodocyclaceae csaladba
tartozott, de még mindig jelentds csoportot képviseltek a Comamonadaceae csalad tagjai is (4.3.
abra és 4.3. tablazat).

A mintdban domindns klén (az 0Osszes klon 37%-a) a szekvencia analizis soran a
Bétaproteobakériumok Rhodocyclaceae csaladjaba tartozo Uliginosibacterium gangwonense-vel
mutatta a legkdzelebbi rokonsagot, azonban ez a 16S rDNS homoldgia nagyon alacsony 92,5 %-
0s értéket mutatott. Az Uliginosibacterium nemzetség aromdas szénhidrogén degradald
képességérdl nincsenek informacioink, azonban meg kell jegyezni, hogy a kovetkez6 rokonfajok
a Thauera és Zoogloea nemzetségekbe tartoznak, ahol mar ismerésen cseng ez a tulajdonsag
(Song et al. 2001). A kismértékii, hasonlosdg miatt azonban az altalunk detektalt mikroba
anyagcsere-képességeit illetden még becslésekbe sem bocsatkozhatunk.

Az Azoarcus PbN1-el nagy hasonlosagot mutatd mikroorganizmust az el6z6 mintakhoz

hasonloan itt is sikeriilt kimutatnunk, azonban mig decemberben az 0Osszes klon 39%-at e
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mikroba alkotta, 6t honappal késobb ez az arany csupan 3%-ra csokkent. A mintaban sikertilt
detektalnunk a szintén nemzetségbeli Azoarcus anaerobius és Azoarcus buckelii, valamint egy a
Zoogloea nemzetséggel legkdzelebbi (csupan 91,4%) rokonsagot mutatd baktériumfajt is.

4.3. tablazat. Az egyes klonok gyakorisaga, filogenetikai besorolasa, valamint Rsal enzimmel végzett emésztés
soran kapott T-RF hosszak

Klénkonyvtarakban képviselt arany (%) T-R(';::)OSSZ
2010. 2010. 2011.
Filogenetikai besorolas majus december majus becsiilt mért
Bétaproteobaktériumok 70 75 78
Rhodoferax spp. 58 1 12 433 430
Albidiferax spp. 1 5 0 433/477  429/472
Azoarcus spp. 5 45 16 120 119
ismeretlen Rhodocyclaceae
(Uliginosibacterium) 0 9 39 122 120
Dechloromonas spp. 0 7 5 120 121
ismeretlen Rhodocyclaceae (Delftia) 0 5 1 120 117
Hydrogenophaga flava 0 0 1 431 428
Acidovorax spp. 0 0 1 431 428
Sulfuritalea spp. 4 3 1 120 118
Thiobacillus spp. 1 0 2 122 120
Sulfuricella spp. 1 0 0 475 472
Gammaproteobaktériumok 18 17 0
Pseudomonas spp. 10 17 0 521/472 522/472
ismeretlen Alkanibacter 8 0 0 462 457
Alfaproteobaktériumok 2 0 7
Rhizobium spp. 2 0 2 111/483  111/478
Oleomonas sagaranensis 0 0 5 120 119
Epszilonproteobaktériumok 7 1 2
Sulfurospirillum multivorans 7 1 2 448 449
Deltaproteobaktériumok 1 2 1
Geobacter spp. 0 1 0 243 243
Desulfopila spp. 1 0 0 226 223
ismeretlen Desulfobacteraceae 0 0 1 258 258
Clostridia 0 3 0
ismeretlen Clostridia (Anaerovorax) 0 3 0 492 490
Egyéb 0 1 9

A Comamonadaceae csaladot képviseld, decemberi klonkonyvtarbol hianyzoé Rhodoferax
antarcticus-szal és ferrireducens-szel kozel rokon faj ismét megjelent a mikroba kdzosségben,

igaz kozel sem olyan aranyban, mint az egy évvel kordbbi mintaban. A mikroszervezet az dsszes
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klon 5%-at alkotta. A szintén e csaladba sorolt, és a klonok 1%-at alkoté Hydrogenophaga flava
mikroszervezetet Fahy és munkatarsai kimutattak és izolaltak egy a benzol bontasara képes
mikroba kozosségbdl, kutatasuk szerint az altaluk izolalt torzs tiszta tenyészetben is képes a
benzol bontasara (2006).

Az altalunk ugyancsak kimutatott, az Osszes klon 5%-at alkotd, Alfa-proteobaktériumokhoz
tartozo Oleomonas sagaranensis novekedést mutatott olyan aromas szénhidrogének jelenlétében,
mint a benzol, toluol és fenol (Kanamori et al. 2002). Tancsics és munkatarsai 2010-ben szintén
kimutattak e mikroszervezetet szénhidrogénekkel szennyezett talajvizbol (2010).

A 2011. majusi mintaban, akarcsak az el6z6 két minta esetében, ismét a fakultativ anaerob
szervezetek dominaltak a klonkonyvtarat, valamint kis szamban szintén képviseltették magukat

az obligat anaerob mikroszervezetek. A Klonkonyvtarak szekvenciait a JX028875-JX029043.

4.1.3 AKklonkonyvtarak statisztikai elemzése, 6sszehasonlitasa

A klonkonyvtarak 0Osszetétele alapjan jol lathatd, hogy néhany taxon alland6 szerepldje a
kozosségnek, igy példaul az Azoarcus vagy a Rhodoferax nemzetség tagjai, bar gyakorisaguk
valtozd képet mutat. Altaldnossagban elmondhatd, hogy mindharom minta esetében a
Bétaproteobaktériumok uraljadk a kozosséget, azonban amig a kiinduldsi minta esetében a
Comamonadaceae csalad dominalt, addig a 2010. decemberi, illetve a 2011. majusi mintakat a
Rhodocyclaceae csaladba tartoz6 mikroszervezetek uraltak.

A klonkonyvtarak UniFrac program segitségével végzett Osszehasonlitdsa is azt mutatja (4.4.
abra), hogy bar faji Osszetétel alapjan mindhdrom kozOsség szignifikdnsan kiilonbozik
egymastol, a klaszter analizis szerint a 2010. decemberi és a 2011. majusi mintdk mikroba
kozossege kozott kisebb a kiilonbség, koszonhetéen annak a ténynek, hogy mindkét minta

kozosségét a Rhodocyclaceae csalad tagjai dominaltak.

EUniFrac

< St 5 T
(<0.001) erdsen szignifikans 2010. majus

(0.001-0.01) szignifikans
(0.01-0.05) mérsékelten szignifikans

100
8 2010. december

2010. december

2010. majus

Ié 2011. majus

o 2011. majus
2010. majus

2010. december —
2011. majus 0.05

E

(0.05-0.1) szuggesztiv

&
=
S

|~

(> 0.1) nem szignifikans

4.4. abra 16S rDNS klonkonyvtarak szignifikancia és klaszter elemzésének eredménye

4.1.4 A mikroba kozosség dinamikajanak vizsgalata T-RFLP segitségével
Amint azt fentebb mar emlitettiikk, a Rhodocyclaceae csaladba tobb olyan nemzetség is tartozik,
amelyrdl ismert, hogy oxigénlimitalt, illetve anaerob kozegekben nagy szerepet jatszanak az

aromas szénhidrogének lebontasaban (pl. Azoarcus, Thauera, Dechloromonas nemzetségek).
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Kérdés, hogy a dominanciaviszonyoknak ilyen szinti megvaltozasa, tehat a Comamonadaceae —
Rhodocyclaceae atmenet mikor tortént meg a vizsgalt idoperiddusban, illetve ez kothetd-e
valamilyen kdrnyezeti valtozohoz. Ahhoz, hogy ezeket a kérdéseket megvalaszoljuk, T-RFLP
vizsgalat segitségével tartuk fel a kozosség dinamikdjat. A 13 hoénapon at tartdé T-RFLP
monitoring eredményeként kapott kromatogramokat a 4.5. abra szemlélteti. A T-RFLP
elektroferogramok elemzése soran szintén megfigyelhetjiik a klonkonyvtarak értékelésénél
kapott eredményt, miszerint a mikroba kozOsséget a monitoring teljes ideje alatt a
Bétaproteobaktériumok uraltdk. Azon beliil is a Rhodoferax (430 bp) és Azoarcus (119 bp)
nemzetségek képvisel6i, valamint a Rhodocyclaceae csalad ezidaig ismeretlen tagja (120 bp) a
dominans mikroszervezetek. A mintak tobbségében ezenfeliil a Gammaproteobaktériumok kozé
tartoz6 Pseudomonasok (522/472 bp) szintén nagy aranyban voltak jelen. A klonkonyvtarak
eredményei alapjan feltételezett Comamonadaceae-Rhodocycaceae dominanciavaltas, az
elektroferogramokat elemezve sokkal arnyaltabb, a fent emlitett taxonok abundanciaja, akér
hoénaprol-honapra igen valtozo képet mutat. Az egyes aromas vegyiiletek koncentracidja, azok
egymashoz viszonyitott aranya, valamint a talajviz homérséklete és pH-ja sem valtozott
jelentésen a monitoring ideje alatt. A 1égzési szubsztratok szintjében és a redox potencidlban
azonban lényeges valtozas volt megfigyelhets. A legkisebb oldott oxigén koncentracié 2010
augusztusaban volt mérhetd, kozel anaerobba valt a kozeg, mikozben a nitrat és a szulfat
koncentracioja a kimutatasi hatarérték ala csokkent, valamint a redox potencial is igen alacsony
érteket (8mV) mutatott. Elképzelhetd tehat, hogy e koriilmények indukaltdk a kozosség egyes
dominanciaviszonyaiban bekovetkezett valtozasokat. Ahhoz azonban, hogy e feltételezésiinket
ala tudjuk tdmasztani, mikrokozmosz kisérletekre, vagy még gyakrabban végzett mintavételekre

¢és nagyobb klonkonytarakra, esetleg metagenom elemzésekre lenne sziikség.

4.1.5 A szennyezés lebontasaban szerepet jatszé katekol 2,3-dioxigenaz funkciogének
kimutatasa
Mivel a mikroba kdzosséget olyan fajok uraltdk, amelyekrdl elsésorban az ismert, hogy anaerob
uton bontjadk a BTEX-vegyiileteket (pl. Azoarcus nemzetség képviseldi), kérdéses volt az, hogy
ebben az egyébként hipoxikus kozegben aktivak-e az aerob lebontdsi utvonalak. Ez tobb
szempontbol is fontos kérdés, hiszen ismert, hogy az aromas szénhidrogének biodegradacioja
aerob koriilmények kozott a leggyorsabb, rdadasul a benzol anaerob koriilmények kozott
perzisztens vegyiiletnek szamit lassti biodegradacidja miatt. Ahhoz, hogy ezt a kérdést
megvalaszoljuk, meg kellett vizsgalnunk az aerob lebomlési Utvonalak kulcsenzimeit kddold

gének aktivitasat.
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Az egyes katekol dioxigenaz alcsaladok aktivitasat funkciogén PCR-ekkel vizsgaltuk, majd
diverzitasuk feltarasara klonkonyvtarakat hoztunk létre a 2010. majusi, decemberi, valamint
2011. majusi mintak esetében, melyekbdl 48-48 klonszekvenciat hataroztunk meg. A katekol
2,3-dioxigenaz enzimek génjeinek atirodasat, tehat aktivitasat vizsgalva azt az eredményt kaptuk,
hogy a hipoxikus biodegradacioért felelos enzimeket kodold 1.2.C alcsaladba tartozé géneket
minden minta esetében sikeriilt PCR segitségével detektalni. A klonkonyvtarak alapjan az 1.2.C
alcsalad reprezentansait aminosav szekvenciaik alapjan 6 kiilonb6z6 klaszterbe soroltuk be (4.6.
abra).

A 2010-es majusi minta esetében a f6 szekvencia tipus (61%, A klaszter) 98,8%-o0s hasonlosagot
mutatott a P. putida MT15 C230 Il proteinjével. Ezt a C230 enzimet Keil és munkatarsai (1985)
irtak le, mikor észrevették, hogy a pWWI15 TOL plazmidon két nem homoldg, egymastol
fiiggetlentil szabalyozott C230 gén kodolt. A masodik legabundéansabb tipus (15%, B klaszter)
szintén a P. putida MT15 C230 II proteinjével mutatott rokonsagot, azonban az egyez9ség ez
esetben mar csak 91,4% volt. A C klaszterbe sorolt klonok (12%) az s67 D-Tnl (GenBank
azonosité szam: EU555077) metagenom klonnal mutattak 97,3 és 98,8% kozotti hasonldsagot.
Ezen szekvencidkat Brennerova és munkatarsai (2009) irtak le egy korabbi légitamaszpont
(Hradcany, Csehorszag) mintainak vizsgalata soran. Egy korabbi munkankban ezt az
enzimcsaladot mar kimutattuk a teriiletrdl egy specifikus nem degeneralt primerparral mely a
Comamonadaceae csalad altal hordozott C230 gének kimutatasara alkalmas (Téancsics et al.
2012). A D klaszterbe sorolt klonok (10%) a szintén Brennerova és munkatarsai (2009) altal
végzett metagenom szekvenalasbol szarmazd klonokkal, az s202 és s186 (GenBank azonositd
szam: EU884812 és EU884810) mutattak a legnagyobb homolégiat (98,3-99,2%). Az aminosav
szekvenciak egy kis része (F klaszter) 100%-os hasonlésagot mutatott a Pseudoxanthomonas
spadix BD-a59 C230 enzimjével. E baktérium torzs harom kiilonb6z6 1.2.C alcsaladba tartozo
C230 enzimmel rendelkezik és képes mind a hat kiilonb6z6 BTEX komponens bontasara (Kim
et al. 2008, Lee et al. 2012).

A 2010. decemberi minta esetében majdnem mindegyik tipusu szekvenciat ki tudtuk mutatni,
azonban azok gyakorisdga megvaltozott. Az A klaszter dominancidja megszlint, csupan a mintak
7%-a tartozott ide, mig a B tipusu szekvencidk abundancidja 65%-ra novekedett. A C klaszter a
minta 4%-at adta, mig a D tipust klonok gyakorisaga megduplazodott (20%). Ezen feliil egy 0j
szekvencia tipus jelent meg (E klaszter, az 0sszes klon 4%-a), mely szintén a korabban emlitett
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 C230 szekvenciaival mutatott hasonldsagot, azonban csak
joval alacsonyabb 89,9%-0s szinten.

A monitoring iddszak végén a B klaszterbe sorolt klonok valtak dominansséa (85%), mig az E

tipusti szekvenciak gyakorisaga 13%-ot tett ki. A C klaszter jelenléte tovabb csokkent, 2011
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majusaban mar csak a minta 2%-4t alkottak e klonok, tovabba az A és D klaszter klonjai teljesen

hianyoztak.

&7 | M2010-X3-C1 (87 (JX861106)@
411 M2011-X3-C1 B2 (JX861109) A

100 |* metagenom Kén 567 D-Tnl (EU555077) | C
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1001 'D2010-X3-A BFA (JX861101)m

M2010-X3-A [IRA (JX861100)e
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4.6. abra A katekol 2,3-dioxigenaz 1.2.C alcsaladjanak kiilonb6z6 klaszterei aminosav szekvencia alapjan. Az
altalunk kimutatott klénok félkovér betiitipussal szerepelnek, a 2010. majusi klonokat ®, a 2010. decemberi
klonokat M, mig a 2011. majusi klonokat A szimbélumokkal jeloltiik. A fekete négyzetekben az egyes

erer

genotipusok %-os abundanciajat tiintettiik fel.
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Az 1.2.B alcsaladhoz tartozé6 C230 géneket nem sikeriilt egyik mintab6l sem kimutatni. E
funkcidgén jelenléte foleg a Sphingomonas fajokhoz kothetd, melyeket a klonkonyvtarak
segitségével sem sikeriilt kimutatnunk, ez nem meglepd, hiszen e fajok szigoruan aerob
koriilmények kozott fordulnak elo.

Az 1.2 A alcsaladba tartozo katekol 2,3-dioxigenaz funkcidogéneket a monitoring idészakban nem
tudtuk minden mintabdl kimutatni, meg kell azonban jegyezniink, hogy a PCR termékek pozitiv
esetben is gyengének mutatkoztak. Ahhoz, hogy az 1.2.A alcsalad diverzitasat feltarjuk, két
klonkonyvtarat készitettiink a 2010. decemberi és a végponti, 2011. majusi mintakbol. Az
aminosav szekvencidk alapjan a klonkonyvtarak osszetétele meglepé modon mindkét esetben
teljesen hasonloan alakult (4.7. abra). A dominans klonok (56-56%) 100%-0s hasonlésagot
mutattak a P. putida MT53 térzs TOL pWWS53 plazmidjan a XylEIl funkciogén altal kodolt
C230 proteinnel. A mintdk tovabbi része (44-44%) szintén teljes egyezOséget mutatott a
pWWS53 plazmidon a xylEI gén és a pWWO plazmidon a xylE gén altal kodolt C230
enzimekkel. A diverzitaselemz6 rarefaction analizis alapjan a funkcidogén klonkonyvtarak

mintaszama megfeleld volt mind a 3 tipusu dioxigenaz funkcidgén esetében.

M2011-X1-B EERA (JX861125) A

64 |D2010-X1-B EEPA (JX861124)m
XyIEl 2 putida TOL plazmid pWW53 (AF102891)

XVIE P putida TOL plazmid pWWO0 (M64747)
M2011-X1-A (JX861123) A
D2010-X1-A (JX861122) m A
XylEIl 22 putida TOL plazmid pWWS53 (AB238971)

C230 Pseudomonas sp. KB35B (DQ265742)
C230 P. aeruginosa J1104 (D83057)
PhlH P. putida ATCC 11172 (DQ131592)
PhhB P. putida P35x (X77856)
64 "NahH P2 sturzeri NA1(AB234618)
Cdo P. putida MT15 (U01826)
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e |
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4.7. abra L.2.A alcsalad kiilonb6z6 klaszterei aminosav szekvencia alapjan. Az altalunk kimutatott klénok
félkovér betiitipussal szerepelnek, a 2010. majusi klonokat ®, a 2010. decemberi klonokat M, mig a 2011.
majusi klonokat A szimbdélumokkal jeloltiik. A fekete négyzetekben az egyes genotipusok %-0s
abundanciajat tiintettiik fel.

Mivel az etil-benzol volt az egyik legfobb szennyezbanyag az altalunk vizsgalt karhelyen, ezért a
Brennerova és munkatarsai (2009) altal leirt 3-izopropilkatekol (3-1PC) 2,3- dioxigenaz gének
expresszigjat is vizsgaltuk (3.11 fejezet alapjan). A 3-izopropilkatekol 2,3-dioxigenaz
funkciogén PCR-ek minden minta esetében erds pozitiv terméket adtak. Az aminosav
szekvenciak kiértékelése alapjan a klonkonyvtarak diverzitasa konstans alacsonynak mutatkozott

(4.8. abra). A dominans klonszekvenciak (92%, 96% ¢és 100%-os arany a klonkonyvtarakban)
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99,2%-0s homolodgiat mutattak a Pseudomonas sp. JR1 torzs ipbC génjével (GenBank
azonositészam. U53507), amelyet Pflugmacher és munkatarsai (1996) irtak le. A 2010. majusi és
decemberi mintdk esetében a tovabbi szekvencidk 99,2%-os hasonldsagot mutattak az s179
(GenBank azonositoszam EU884905) metagenom klonnal, melyet szintén Brennerova és
munkatarsai (2009) irtak le a mar korabban emlitett csehorszagi 1égitamaszpontrol.
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61 "' BphC Ppseudoalcaligenes KF707 (M83673)
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98 ' BnzC R. opacus B4 (APO11117)

DbfB Terrabacter sp. DBF63 (AB004563)
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P
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4.8. abra A kimutatott 3-izopropilkatekol 2,3-dioxigenaz klaszterek aminosav szekvenciak alapjan. Az
altalunk kimutatott klonok félkovér betiitipussal szerepelnek, a 2010. majusi klonokat ®, a 2010. decemberi
klénokat M, mig a 2011. majusi klonokat A szimbolumokkal jeloltiik. A fekete négyzetekben az egyes
genotipusok %-os abundanciajat tiintettiik fel.

4151 Az1.2.C tipusu C230 gének expressziojanak monitorozasa SNUPE modszerrel

A Single Nucleotid Primer Extension modszer mar szamos kutatasban bizonyitotta, hogy
alkalmazasa hasznos lehet a molekularis biologiai kutatasokban (Cichocka et al. 2010, Hong et
al. 2008, 2009, Nikolausz et al. 2008, 2009, Smith et al. 2005). Jelen vizsgalataink soran mi is a
SNUPE modszert alkalmaztuk, hogy az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének aktivitasat a teljes
monitoring idészak alatt kimutathassuk. A cél érdekében a harom klonkonyvtarbol kimutatott hat

klaszterre specifikus SNuPE primereket terveztiink.

61



62

Fluoreszcencia intenzitas

° ° § e e e e e e

4000

10

10.14751/SZIE.2017.091

70

2010 majus

2010 junius

2010 julius

2010 augusztus

2010 szeptember

2010 oktober

2010 november

2010 december

2011 janudr

2011 februdr

2011 mércius

2011 dprilis

B
A‘C p E
oA

B

2011 méjus

e i

4.9.

Fragment hossz (bp)

abra 1.2.C alcsaladba tartozé C230 gének aktivitasa SNuPE elektroferogramok alapjan



10.14751/SZIE.2017.091

Az eredmények alapjan a Pseudomonas-okhoz kotheté A klaszter a monitoring iddszak elsd
felében volt meghatdrozo, aztdn a mintdkban betdltott aranya joval csekélyebb lett. Ezzel
szemben a B Klaszterbe sorolt C230 enzimek dominancidja 2010 szeptemberét6l szinte
folytonos volt. A C klaszterhez tartozé funkcidogének aktivitasa valtozatos képet mutatott, noha
mindvégig kimutathaté volt a mintakban, egyediil 2010 augusztusaban volt csak dominans. A
masik harom klaszter kevésbé mondhat6 szignifikdnsnak. A D és az E tipusokat néhany honapot
leszamitva folyamatosan detektaltuk, de a SNuPE cstcsok alapjan aktivitasuk relativ
alacsonynak mutatkozott. Végiil a Pseudoxanthomonas-hoz koéthet6 F klaszter funkciogénjeinek

aktivitasat detektaltuk a legkevesebbszer (4.9. abra).

4.1.6 Osszefiiggések vizsgilata a mikrobakozosség osszetétele és az 1.2.C alcsaladba
tartozé C230 gének expresszidja kozott

Annak érdekében, hogy az expresszids mintdzat és a bakterialis kozOsség valtozasai kozott

Osszefiiggéseket talaljunk, elvégeztik a 16S rDNS T-RFLP ¢és C230 SNuPE adatok

klaszteranalizisét.

Azokban a honapokban, melyek soran a kozosség Osszetétele nagyban megegyezett (4.10. a

abra), az 1.2.C alcsaladba tartozdé C230 funkcidgének expresszids mintdzata szintén hasonléan

alakult (4.10. b abra).

(a) hasonldsag (b) hasonlosag
= ° e o ° ° ° e e © © o © o o o
£ § § 8§ 5 8 B § § 8 5 % B & & 8
majus 2011 szeptember2010
julius 2010 oktdber 2010
E mircius 2011 mércius 2011
februdr 2011 majus 2010
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janudr 2011 janudr 2011
e m3&jus2010 februar 2011
szeptember2010 majus 2011
{ oktéber 2010 | jilius 2010
jinius 2010 | augusztus 2010
augusztus 2010 unius 2010

4.10. abra a 16S rDNS T-RFLP (a) és az 1.2 C alcsaladba tartoz6 C230 SNuPE adatok (b)
klaszteranalizise

Ez a jelenség jol megfigyelhetd a 2010. novemberi, decemberi és 2011. januari, tovabba a
szeptemberi €s az oktoberi mintdk esetében is. Ezzel szemben egyes hasonld funkciogén
mintézattal rendelkez6 csoportok (pl. 2010. junius, julius és augusztus) nagyon elkiiloniiltek a
kozosségi Osszetételiiket illetben. Hogy a T-RF-ek és az 1.2.C alcsaladba tartoz6 C230

klaszterek kozotti sszefliggéseket meghatarozhassuk, fékomponens analizist végeztiink el (4.11.
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abra). Az analizis soran szignifikans korrelaciot (0.0284) talaltunk a C klaszter és a Rhodoferax
klonokhoz kothetd 430-bp T-RF jelenléte, illetve abundanciaja kozott. A B és az E klaszterek
pedig ez eddig ismeretlen Rhodocyclaceae klonokhoz kotheté 120-bp T-RF-el mutattak szoros
kapcsolatot (0.0256 és 0.0409 szignifikancia). Sajnos a masik harom funkciogén tipus aktivitasa

(A, D és F klaszterek) nem mutatott Osszefiiggést a bakterialis kozosség egyik tagjaval sem.
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4.11. abra Osszefiiggések az 1.2.C tipusti C230 gének expresszioja és a mikrobakozosség osszetétele

kozott.

4.1.7 Diszkusszio

Az aromas szénhidrogének oXigénlimitalt koriilmények kozotti lebontasa egyre inkabb vizsgalt
teriilet, napjainkban szdmos kutatds irdnyult a mikroaerob biodegradacioban fontos szerepet
betdltd mikrobakdzosségek megismerésére (Smith et al. 2005, Fahy et al. 2006, Nestler et al.
2007, Balcke et al. 2008, Kiesel et al. 2008). Mindezek mellett a katekol dioxigenazok szerepe e
folyamatokban még kevéssé megértett. Kutatasunk soran 13 hénapon keresztiil igyekeztiink
feltarni egy mikrobakozdsség dinamikdjat €s a meta gylrthasitdsi utvonal dioxigenaz
enzimeinek aktivitasat. A vizsgalt talajviz igen sekély fekvésii, ezért az abiotikus paraméterek

nagymeértékben fliggenek a csapadékmennyiség szezonalis dinamikéjatol. Ezt az Osszefiiggést
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legjobban a havi csapadékmennyiség ¢és a talajviz redox potencial értékeinek Szoros
Osszefliggése bizonyitottak, mely szerint a monitoring idészak masodik felében tapasztalt extrém
szaraz id6jaras a redukalt allapot tartdos fennmaradasat okozta a talajvizben. Fahy és munkatarasi
szerint (2006) az ilyen erésen redukalt felszin alatti vizeket az aromas szénhidrogének
talajvizet a Bétaproteobaktériumok, els6sorban a Rhodoferax, Azoarcus és egy ismeretlen
Rhodocyclaceae csaladba tartozd genusz tagjai dominaltak. Az éves monitoring alatt jelentds
dominanciabeli valtozasokat figyeltink meg a fent emlitett mikrobacsoportok koézott. E
valtozasok hatterében valosziniileg, a talajviz sekély mivoltdbol fakaddan, a kiilsd kornyezeti
paraméterek valtozasa allhatott. Ezt a jelenséget, amely altalanosnak vélt a hasonlé kozegekben,
Zhou és munkatarsai (2012) is megfigyelték egy hidrodinamikailag aktiv talajviz mikrobioldgiai
Osszetételének vizsgalatakor. Annak érdekében, hogy az ilyen kozosségbeli valtozasok pontos
okait sikeresen feltarhassuk még gyakoribb mintavételekre, és a mikroorganizmusok, valamint
az abiotikus paraméterek szélesebb korli, mélyrehatobb vizsgalatara lenne sziikség.

Az eredményeinkhez hasonléan mas kutatasok is igazoltdk a Bétaproteobaktériumok
gyakorisagat az oxigénlimitalt, aromas szénhidrogénekkel szennyezett talajvizekben (Fahy et al.
2006, Nestler et al. 2007, Tancsics et al. 2010, Martin et al. 2012). Szamos Rhodocyclaceae
csaladba sorolt baktériumrol mar jol ismert, hogy képes az aromas szénhidrogének bontasara
nitratredukalé koriilmények kozott (Anders et al. 1995, Zhou et al. 1995, Song et al. 1999, 2001).
A Comamonadaceae csaladban a Rhodoferax és azzal kozeli rokon mikroszervezetek e
képességét csak a kozelmult vizsgalatai valoszinlisitik. A nemzetségbe tartozo
mikroorganizmusok tulajdonsagai meglehetésen valtozatosak, megtalalunk koztiik fototrofokat,
anaerob fermentaldkat, aerob kemoorganotréfokat és vasredukald baktériumokat egyarant.
Martin és munkatarsai (2012) stabil izotoposan jelolt fenantrén biodegradacidja soran
Rhodoferax  rokonsagi korbe tartozd  mikroorganizmusokat azonositottak  lebontod
szervezetekként. Aburto és Peimbert (2011) aerob benzol és toluol bonté6 mikrokozmosz
kisérletei alapjan a Rhodoferax antarcticus-rokon fajok szerepét valoszinlisiti az aromas
szénhidrogének bontasaban. Tovabba az altalunk kimutatott Rhodoferax klonok 100%-0s 16S
rRNS hasonlosagot mutattak a szintén BTEX-vegyiiletekkel szennyezett és oxigénlimitalt angliai
SIReN karhelyrél (Fahy et al. 2006), és 99,7-100% homologiat a szintén szénhidrogén
kontaminalt németorszagi Zeitz karhelyrél (Alfreider és Vogt 2007) azonositott klonokkal. A
nemzetségbe tartozd mikroorganizmusok ilyen jellegii képességét tovabb valdszinisiti, hogy mas
bibor nem-kén Bétaproteobaktériumok (példaul Rubrivivax benzoatilyticus) is rendelkeznek

aromas szénhidrogénbonté képességgel (Ramana et al. 2006).
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A Rhodocyclaceae csaladba tartozé Azoarcus klonok legtobbje 100%-0s 16S rRNS gén

hasonlosagot mutatott a nitratredukald koriilmények kozott etil- és a propil-benzol bontasara
képes Azoarcus sp. PbN1-el, ahogy ezt egy korabbi vizsgalatunkban is tapasztaltuk (Tancsics et
al. 2012). A szintén Rhodocyclaceae csaladba sorolt és a monitoring id6szak végén dominanssa
valo klon az Uliginosibacterium nemzetséggel mutatta a legnagyobb hasonlésagot. Tovabba e
klonok azonosak voltak szamos kornyezeti szekvenciaval, mint példaul a Casper karhelyen (WY,
USA) Callaghan ¢és munkatarsai altal (2010), vagy a Diisseldorf-Flingern teriileten
(Németorszag) Pilloni és munkatarsai altal kimutatott szekvenciakkal (2011).

A Bétaproteobaktériumok utan a masodik legnagyobb csoportot a Gammaproteobaktériumok
alkottak, azon beliil is foként a Pseudomonas nemzetség tagjai. A leggyakoribb Pseudomonas
klonok 100% hasonlosagot mutattak az Arktiszrol izolalt P. extremaustralis baktériummal,
melynek kimutattak biofilm képz6, valamint aromas szénhidrogén bontd képességét is (Tribelli
et al. 2012.). A tobbi Proteobaktérium osztaly nem volt egyik mintadban sem meghatarozo
szamban jelen.

A meta gylrthasitasi Gitvonal dioxigenaz génjeinek atirodasat monitorozva azt tapasztaltuk, hogy
az 1.2.C C230 ¢és 3-IPC 2,3-dioxigenaz gének expresszidja folyamatos volt. Az Gjonnan tervezett
XYLE3 nevii degeneralt primer szett (a tervezési folyamat a 3.11-es fejezetben) az 1.2.C
alcsaladba tartozd C230 gének széles skalajat volt képes amplifikalni a PCR soran, még ezidaig
ismeretlen, kitenyésztett baktériumokhoz nem kothetd tipusokat is. Az eredményeink alapjan a
Brennerova és munkatarsai (2009) altal leirt 3-IPC 2,3-dioxigenaz gének is széleskoriien
elterjedtek a BTEX-vegyiiletekkel szennyezett talajvizekben. Ezenfeliil, tudtunk szerint ez volt
az elsd alkalom, hogy e funkcidogének mRNS transzkriptumait kimutattak kdrnyezeti mintakbol.
Az |.2.A alcsaladba tartozdo C230 gének aktivitasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy egy TOL
plazmidon hordozott két homoldég C230 gén jelenléte valosziniisitheté a kozosségben. Ismert,
hogy egyes Pseudomonas torzsek TOL plazmidjukon két homoldg, vagy két nem homolog
C230 funkciogént is hordozhatnak (Chatfield et al. 1986). Amikor a TOL plazmidon két
homolég C230 gént taldlunk, mindkettd 1.2.A alcsaladba tartoz6 C230 enzimet kodol (pl.
pWWS53). Ellenben amikor két nem homolog C230 gént hordoz, akkor az egyik az [.2.A, mig a
masik az 1.2.C alcsaladba tartozd6 C230 enzimet kodol (pl. pWW15). A funkciobeli
kiilonbségeket a mai napig kutatjak. Keil és munkatarsai (1985) szubsztratspecifitasbeli
kiilonbségeket tapasztaltak. Kukor és Olsen (1996) szerint szubsztrat affintitasbeli kiilonbségek
is adodhatnak, igy valoszintsitik, hogy az [.2.C tipust C230 enzimek megndvekedett
oxigénaffinitassal rendelkeznek, igy lehetdvé téve a hipoxikus koriilmények kozott az aromas
szénhidrogének bontasat. A P. putida mt-2 torzs pWWO0 TOL plazmidjan kodolt 1.2.A C230

enzimeket vizsgalva Martinez-Lavanchy és munkatarsai (2010) azt tapasztaltak, hogy az oxigén
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crer

lenne megvizsgalni, hogy van-e kiilonbség nem homoldég C230 funkcidgének expresszidjaban
mikroaerob koriilmények kozott.

Mivel az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének nagy diverzitasat és eltéré expresszidjat
tapasztaltuk a klonkonyvtarak alapjan, SNuPE probakat (az egyes probakat lasd a 8.2.
mellékletben) terveztiink az egyes klaszterekre, hogy a gének atirodasat feltdrhassuk az egész
monitoring id0szak alatt. A B és C klaszter aktivitdsa folyamatosan kimutathat6 volt, igy ezen
C230 gének ¢s az altaluk kodolt enzimek szerepe a BTEX-vegyiiletek lebontasaban
valosziniisitheté. Eredményeink alapjan a B klaszter jelenléte valdsziniileg a Rhodocyclaceae
csaladba tartozd ezidaig ismeretlen baktériumhoz, mig a C klaszteré a szintén ismeretlen
Rhodoferax (Comamonadaceae) fajhoz kothetd. Ugyanakkor az egyértelmiien Pseudomonas-
okhoz kothetd A klaszter nem mutatott szignifikans korrelaciot a kozosség egy tagjaval sem. E
korrelacio hianya abbol adodhat, hogy legalabb két T-RF csucs is a Pseudomonas nemzetség
fajaihoz kothetd.

Kutatasunk soran kisérletet tettiink arra, hogy a BTEX-vegyiiletek mikroaerob lebontasaban
szerepet jatszo mikroorganizmusok €s a meta gytiriihasitdsi utvonal dioxigendz enzimei k6zotti
Osszefiiggéseket feltarjuk. Kimutattuk, hogy a bakterialis k6zosséget a Comamonadaceae és
Rhodocyclaceae csaladok dominaltak, valamint az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének széles
spektrumat és folyamatos aktivitdsat detektaltuk. A SNuPE modszer alkalmasnak bizonyult a
funkciogének expresszidjanak monitorozasara, az altala kapott eredményeket kombindlva a 16S
rDNS T-RFLP adatokkal szignifikans korrelaciokat talaltunk a kozosség Osszetétele és egyes
funkcidgének aktivitdsa kozott. Két, ezidaig ki nem tenyésztett Rhodoferax nemzetséghez és
Rhodocyclaceae csaladhoz kothetd baktériumot, valamint két nem-homolog C230 dioxigenazt
hordozd Pseudomonas torzset azonositottunk, mint lehetséges hipoxikus BTEX-lebonto

mikroszervezetet.

Uj tudomdnyos eredmény az 4.1-es fejezet alapjin: Az Gjonnan tervezett XYLE3 nevii
degenerdlt primer szett az 1.2.C alcsaladba tartoz6 C230 gének széles skalajat volt képes
amplifikalni a PCR soran, még ezidaig ismeretlen, kitenyésztett baktériumokhoz nem kdothetd
tipusokat is.

Az eredményeinket a Systematic and Applied Microbiology szakfolyodiratban publikaltuk
(Téncsics et al. 2013).
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4.2 A siklosi mikrobakizosség stabil izotépos toluol lebonto vizsgdlata hipoxikus

koriilmények kozott

4.2.1 A stabil izotépos dusitas koriilményei

Korabbi vizsgélataink soran lathattuk, hogy a siklosi karhelyen az 1.2.C tipusu katekol 2,3-
dioxigenazok nagy diverzitasat tudtuk kimutatni. A mikrobialis k6zosséget a Comamonadaceae
¢s Rhodocyclaceae csaladba tartozé baktériumok dominaltdk. Az el6bbibe féleg a BTEX-
vegyiileteket aerob moddon bontd, 1.2.C tipusa C230-al rendelkezd baktériumok, tgymint
Acidovorax, Comamonas, Delftia, Diaphorobacter, Hydrogenophaga, Polaromonas és
Variovorax nemzetségek tagjai tartoznak. A Rhodocyclaceae csaladba inkabb az aromas
vegyiileteket anaerob uton hasznosit6 mikroorganizmusokat — Azoarcus, Dechloromonas,
Thauera spp. — ismeriink. Azonban a kozelmultban Jechalke és munkatarsai (2013) azonositottak
olyan Zoogloea fajt, tovabba Corteselli és munkatarsai 2017-ben leirtak egy Rugosibacter fajt,
tipusi C230 gének altalanosan elterjedtek a hipoxikus karhelyeken, a legtobb genotipus nem
kothetd ismert baktériumfajhoz, ennek megfeleléen a degradacidban betdltott szerepiik is sok
esetben tisztazatlan. Ahhoz, hogy kordbbi eredményeinket aldtdmaszthassuk és még pontosabb
képet kapjunk az egyes mikroszervezetek biodegradacidoban betoltott szerepérdl, stabil izotdpos
(SIP) vizsgalatot végeztiink.

A siklési mintateriilet ST2-es kutjabol 2015 aprilisaban vettiink tiledékben gazdag talajviz mintat
a korabban ismertetett moédon. A kisérlet soran Osszesen 15 darab harom-hdrom parhuzamos
mikrokozmoszt allitottunk be 100 ml-es szérumiivegekben. 5-5 g nedves tomegli homogén
iiledékhez 50 ml natrium-hidrogénkarbonat alapti mesterséges talajviz tapoldatot mértiink,
melyet vitamin €s asvanyi tapanyag torzsoldatokkal egészitettiink ki (a tdpoldat részletes leirasat
lasd a 8.3.1 mellékletben). A mikrokozmoszokbdl az oxigént N/CO, 80:20 térfogat aranyt

gazkeverékkel hajtottuk ki, majd 0,2 pm porusatmérdjii szlirén keresztiil levegdt juttatva a

crer

crer

iivegekbe ragasztott lumineszcens spotok, Fibox 3 Oxygen Meter miszer, valamint OxyView-
PST3-V7.01 szoftver (PreSens, Németorszag) segitségével detektaltuk.

Hat-hat mikrokozmoszhoz 5 pl jeldletlen (**C;), illetve minden szénatomon izotoposan jeldlt
(13C7) toluolt adtunk. Tovabbi harom mikrokozmoszhoz, melyek autoklavozéas utan abiotikus
kontrollként szolgaltak szintén 5 pl jeldletlen toluolt mértiink. Hogy a baktériumok aktivitasat
noveljiik, az tivegekbe 5 mM ciklikus adenozin monofoszfatot (cAMP) adtunk. Az igy elkészitett

mikrokozmoszokat 16°C hémérsékleten 145 rpm razatds mellett inkubaltuk. Az aromas
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szénhidrogén fogyasat a gaztérb6l ISQ Single Quadruapole GC-MS miiszerrel (ThermoFischer
Scientific), SLB-5ms kapillarist alkalmazva (Supleco Analytical) detektaltuk. A miszert 3
perces 40 °C induldsi hémérsékletét percenként 20 °C-al noveltik 190 °C-ig, a tomeg
spektrométert (MS) 250 °C full scan mdédban iizemeltettiik.

422 A toluol fogyisa a mikrokozmoszokban, valamint az egyes DNS frakcidk
elkiilonitése

Ahogy azt wvartuk, a toluol gyors

biodegradacidja volt megfigyelheté a k2

biotikus mikrokozmoszokban, a 10

harmadik napon a  hozzaadott = 0.8 e
mennyiségnek mar csak  30%-at E 0.6 o igiﬁ}‘;‘;}iﬁiﬁ‘;ﬁ
detektdliuk (4.12. bra). Ekkor, hogy 2 Dol S e
elkertiljiik a masodlagos metabolitokkal . - it
taplalkozo mikroorganizmusok -

felszaporodasat harom-harom jelolt és "0 3 7
jeléletlen toluolt tartalmazo 4.12. abra A toluol fogyasa a mikrokozmoszokban

mikrokozmoszbol DNS-t izoldltunk. A hetedik napon mar egyaltalan nem tudtunk mérhetd
mennyiséget kimutatni, mig ezzel parhuzamosan az abiotikus kontrollokban mért veszteség
elenyészd volt. Ekkor a maradék dusito tenyészetek DNS-ét is kinyertiik. Az egy hétig inkubalt
dusitdé tenyészeteket Osszesen ~7,8 mL oxigénnel lattuk el az inkubacio alatt, mivel a
sztbchiometriai szamitasok alapjan a kozmoszokhoz adott 4,7 x 10 mol toluol aerob
lebontaséhoz (~1 mM koncentracié) 3,1 x 10™* mol oxigén sziikséges. Ez az oxigén mennyiség az
egyetemes gaztorvény szerint 25°C-on 7,5 mL oxigén gaznak felel meg. Szamitasaink
helyességét igazolta az is, hogy a kisérlet végén az oxigén fogydsa nagymértékben lelassult és a
6. napon hozzdadott mennyiség jelentds hanyadat 24 oraval késobb is ki tudtuk mutatni a
mikrokozmoszokbol. A dusitd tenyészetek mikrobakozosségét 16S rDNS T-RFLP moddszerrel
elemeztiik és azt tapasztaltuk, hogy a parhuzamos mikrokozmoszok elektroferogramjai szinte
tokéletesen megegyeznek. A nagymértékli hasonlosag miatt az ultracentrifugdlast csak egy
harmadik napi és egy hetedik napi jel6l6dott minta esetében végeztiik el. A cézium-kloridos
gradiensbdl a 3.13-fejezet alapjan visszaizolalt ,,nehéz” és ,,konnyli” DNS frakciok egyértelmiien

elkiilonithetéek voltak (4.13. abra), tovabba koztes frakciokat is meg tudtunk kiilonboztetni.
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4.13 abra A nehéz és konnyii DNS csiucsok elkiilonitése a 16S rRNS gén abundanciaja alapjan

4.2.3 A mikrobakozosség diverzitasa

A kiilonb6z6 frakcidokbol készitett 16S rDNS T-RFLP mintazat egyértelmi kiilonbségeket tart fel
a konnyt, koztes, valamint nehéz DNS mintakban. A nehéz frakciokban az uralkod6 T-RF-ek
117 bp, 119 bp valamint a 475 bp hosszisdgot mutattak mindkét mintavételi pont esetében. A
konnytl frakcioban a 242 bp, 306 bp és a nehéz frakcioban szintén megfigyelhetd 117 bp, mig a
koztes frakcioban a 430 bp hosszsagu T-RF-ek voltak a dominansak (4.14. abra). Az amplikon
piroszekvenalast mindharom frakcid esetében, mindkét mintavételi ponton, valamint a kiindulési
minta esetében is elvégeztik (4.4. tablazat). A szekvenalas adatai az NCBI BioSample
konyvtaraban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample) SAMNO07673532- SAMNO07673540

azonositoszam alatt érhetok el.
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4.14. abra A 16S rDNS T-RFLP elektroferogramok (Rsal enzim) diagram alapu abrazolasa a 3-10 frakciok
esetében- a piroszekvenalasra kivalasztott frakciokat a nyilak jeloli
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4.4, tablazat A 16S rRNS amplikon piroszekvenalas soran kapott eredmények

A piroszekvenalasok soran képviselt arany (%)
zardjelben a szekvencidk szdma
Filogenetikai besorolas 3. napi DNS frakciok 7. napi DNS frakciok

Kiindulasi . . S . . N
nehéz kozepes konnyl nehéz kozepes konnyl

(Z‘Etga) (6869) (10302) (7927) (8107) (9091) (10247)
Proteobaktériumok 86,3 99,9 99,7 88,3 99,9 99,1 90,2
Bétaproteobaktériumok 58,4 99,4 96,1 41,7 99,2 93,6 65,7
Rhodocyclaceae 45,9 95,1 56,1 26,6 79,6 55,8 39,8
ismeretlen Rhodocyclaceae 2,4 8,8 34 0,5 8 2,7 1
Azoarcus spp. 14,8 0,1 0,8 14,8 0,4 7,3 19
Quatrionicoccus spp. 13,5 65,5 40,8 4,2 56,2 29,9 8,2
Zoogloea spp. 11,8 194 10,9 2,1 13,8 13,5 6,4
Dechloromonas spp. 0,2 0,3 0,2 0,8 0,1 0,3 0,8
Sulfuritalea spp. 2,1 0,0 0,1 2,5 0 0,3 2,4
Ferribacterium spp. 0,5 1,0 0,7 0,3 1,1 1,2 0,7
Comamonadaceae 10,9 4,2 37,9 13,7 17,7 36,6 24,4
ismeretlen Comamonadaceae 1,9 0,3 1,6 1,3 4,4 3 1,4
ismeretlen Rhodoferax 5,7 2,8 33,7 6,8 10,7 26,2 12,7
Rhodoferax spp. 0,4 0,8 0,8 0,8 0,2 2,5 3,3
Acidovorax spp. 0,5 0,2 0,4 15 0,5 0,8 1,4
Polaromonas spp. 1,7 0 0,7 2,2 0,2 2,7 25
Simplicispira spp. 0,2 0 0,5 0,4 1,6 0,6 0,8
Variovorax spp. 0,2 0 0 0,2 0 0,2 1,7
Gallionellaceae 0 0 1,2 0 1,5 0 0
ismeretlen Gallionellaceae 0 0 1,2 0 15 0 0
Gammaproteobaktériumok 4,6 0,3 1 9,5 0,2 1,0 6,7
Aeromonas spp. 0,7 0 0 4.8 0 0,2 3
Pseudomonas spp. 3,0 0,1 1 34 0,2 0,5 2,7
Pseudoxanthomonas spp. 0,3 0 0 0,2 0 0,1 0,3
Deltaproteobaktériumok 11,4 0,1 2,2 22,3 0,3 3,2 9,9
Geobacter spp. 7,7 0,1 1,5 18,5 0,2 2 7,5
Desulfocapsa spp. 0,9 0 0 0,6 0 0 0,4
Epszilonproteobaktériumok 10,9 0,1 0,3 13,2 0,1 0,7 6,6
Arcobacter spp. 7,7 0,1 0,2 2,4 0 0,5 4
Sulfurospirillum spp. 1,1 0 0 8,8 0 0,1 1,8
Sulfuricurvum spp. 1,8 0 0 19 0 0,1 0,7
Firmicutes 2,2 0 0 1,6 0 0 1
ismeretlen Clostridiales 0,5 0 0 0,7 0 0 0,5
Bacteroidetes 7 0 0,1 6,7 0,1 0,5 6,4
Egyéb 45 0,1 0,3 3.4 0,1 0,9 2,4

Az eredmények alapjan a nehéz frakcio 117 bp hosszisaga T-RF-je Quatrionicoccus

nemzetséghez kothetd, mig a 119 bp és 475 bp-os fragmentek a Rhodocyclaceae csalad ezeddig
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ismeretlen tagjahoz (Uliginosibacterium gangwonense 92%-os homologia), valamint Zoogolea
fajokhoz tartoznak.

A koztes frakcioban zOomében szintén Bétaproteobaktériumokhoz kothetdé 16S rDNS
szekvencidkat figyeltink meg, melyeknek tobbsége a Rhodocyclaceae csaladhoz tartozott,
azonban itt mar magas szamu Comamonadaceae szekvenciat is detektaltunk. E szekvenciak
donté szazalékban egy ez idaig ismeretlen altalunk korabban is kimutatott Rhodoferax
baktériumhoz kothetéek.

A konnyii frakcioban a Bétaproteobaktérium rokon mikroszervezetek aranya lecs6kkent, noha
még mindig a Rhodocyclaceae csalad dominanciaja volt kimutathatd, azonban ezt mar nem a
Quatrionicoccus, hanem az Azoarcus nemzetség tagjai okoztak (117 bp hosszisag fragmentek),
mig a 242 bp és 306 bp-0s T-RF-ek a Geobacter nemzetség ¢s a Bacteriodetes torzs egyes
tagjaihoz kothetéek. Az Aeromonas és Pseudomonas (Gammaproteobaktériumok), valamint az
Arcobacter nemzetséghez ¢és a Sulfurospirillum (Epszilonproteobaktériumok) csaladhoz, kéthetd

szekvencidkat is foként e frakciobdl tudtuk kimutatni.

4.2.4 Az1.2.C tipusu C230 dioxigenazok kimutatasa a SIP frakciokbol

Annak ellenére, hogy az 1.2.C tipusti C230 dioxigenazok diverzitasat kutatocsoportunk mar tobb
izben 1s vizsgalta a siklosi karhelyen, szamos genotipust még nem tudtunk ismert
baktériumfajhoz kotni. Ezért a SIP vizsgalatok soran T-RFLP vizsgalattal igyekeztiink feltarni e
funkcidgének diverzitasat az egyes DNS frakcidokban. A nehéz és koztes frakciok esetén a
katekol dioxigenaz funkciogének mintdzata nagyon hasonléan alakult. A 333 bp és 806 bp
hosszuisagu fragmentek mindkét mintavételi iddpontban domindnsnak mutatkoztak. A 157 bp és
469 bp hosszusagu T-RF-ek kisebb aranyban voltak jelen, az utobbi a konnyti frakciobdl teljesen
hidnyzott. A konnyl frakcidban a 802 bp méretli volt a dominans T-RF, tovabba a 778 bp, 101
bp és 446 bp hossziusagu T-RF-eket is csak innen tudtuk kimutatni (4.15. abra).
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4.15. abra Az 1.2.C tipusti C230 T-RFLP diagramjai az egyes frakciékban és mintavételi idépontokban

Hogy az egyes T-RF-eket azonosithassuk klonkonyvtarakat készitettiink a kiinduldsi mintabol,
valamint a harmadik napi mintavétel konnyl €s nehéz frakcidibol. A nehéz frakcioban dominans
333 bp méretli 1.2 C tipusu C230 fragment egyértelmiien az altalunk egy BTEX-vegyiiletekkel
szennyezett karhelyrol izolalt és leirt Zoogloea oleivorans fajhoz kothetd, az uj baktériumfajt a
4.4. fejezetben részletesen fogom bemutatni.

A szintén jel616dott 806 bp hosszasagu T-RF-hez tartozd szekvencia nagyon alacsony, 86%-0S
hasonlésagot mutatott a Pseudomonas putida MT15-6s torzs cdo génjével, valamint kézel 100%-
0s hasonlésagot az egy éves monitoring soran kimutatott B klaszter C230 génjével (4.16. abra).
A B Kklaszter el6z0 fejezet eredményei alapjan valoszinlileg az ezidaig ismeretlen
Rhodocyclaceae csaladba tartozé baktériumhoz kothetd. A nehéz frakcioban taldlhatd tovabbi
1.2.C-tipusu C230 szekvenciak (157 és 469 bp hosszusagi T-RF-ek) szintén nem voltak ismert
fajokhoz kothetéek. A konnyli frakcioban a 802 bp méreti dominans T-RF-hez tartozo
szekvencia 99%-os homologiat mutatott egy Brennerova és munkatarsai (2009) altal jol leirt
funkcidgén tipussal. A frakcioban detektalt tovabbi 778 bp, 101 bp és 446 bp hosszuisagh T-RF-
ekhez tartozé amplikonok nagymértékben hasonlitottak a Pseudoxanthomonas spadix harom
1.2.C tipusu katekol dioxigenaz szekvenciaihoz, azonban meg kell jegyezniink, hogy a 101 bp és

778 bp méretli csucsokat tobb eltérd szekvencia is eredményezte.
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4.16. abra Az 1.2.C tipusu C230 diverzitasa a kiindulasi mintaban, valamint a 3 napos kénnyii és nehéz
frakciokban neighbor-joining modszer alapjan. A jelen vizsgalatban kimutatott klonokat félkévér
betiitipussal jeldltiik, a nevekben az egyes T-RF hosszakat is megjelenitettiik. A nehéz frakcié genotipusait

sziirke hattérrel emeltiik ki.
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4.2.5 Diszkusszio

Noha a siklosi karhely baktériumkozosségét és az 1.2.C alcsaladba tartozo katekol 2,3-
dioxigenaz funkcidégének diverzitasat mar tobb esetben is megprobaltuk feltarni (Tancsics et al.
2012, 2013), a degradacioban valo részvételilk még tovabbra is kérdéses volt szamunkra. Hogy
minden kételyt kizaroan igazolhassuk az egyes funkcidgének, valamint baktériumfajok
aktivitasat oxigénlimitalt koriilmények kozott, stabil izotdpos toluol bontasi kisérletet allitottunk
Ossze. A mikrokozmoszok kozosségét két idopontban vizsgalva a 16S rDNS amplikon
piroszekvenalds a Rhodocyclaceae csaladba tartozd baktériumok dominancidjat mutatta ki a
nehéz frakciokban. Els6sorban egy Quatrionicoccus rokon baktériumfajt azonositottunk, mint
legfobb mikroaerob toluol lebontdé mikroszervezetet (65%-a a jeloloédott frakcionak). A
nemzetségben egyetlen baktériumfajt taldlhatunk, a szigoruan aerob, Gram-negativ coccus Q.
australiensist, melyet egy eleveniszapos szennyviztisztitd rendszerbdl izolaltak. Sajnos a
tipustorzs szénhidrogén bontd képességérdl nincsenek informacidk, valamint a leiroktol és az
altaluk megjeldlt torzsgylijteményekbdl a faj nem beszerezhetd. A szerzok altal ismertetett
taptalajon megprobaltuk a torzset izolalni, azonban eziddig nem jartunk sikerrel (Maszenan
2002). A két legkozelebbi nemzetség a Ferribacterium és a Dechloromonas, az utobbiban
talalhatjuk a széleskorien kutatott Dechloromonas aromatica mikroorganizmust, amely
dioxigenaz enzim (nem [.2.C tipusu) és részleteiben még nem ismert anaerob utvonalakon
szamos elektron akceptor (nitrat, klorat, perklorat) jelenlétében képes az aromas szénhidrogének
bontasara (Salinero et al. 2009).

A piroszekvenalas eredményei alapjan a Zoogloea fajok szintén jelentés aranyban (a szekvenciak
19,4%-a) voltak jelen a jel616dott frakciokban. A funkcidgén klonkonyvtarak eredményei és T-
RFLP mintazata alatamasztotta ezt, mivel az altalunk leirt Zoogloea-hoz koéthet6é 1.2.C-tipust
katekol 2,3-dioxigenazok jelenlétét szintén ki tudtuk mutatni a nehéz DNS frakciokbol. A
nemzetség tagjai elsésorban pehelyképzd tulajdonsagairdl ismertek, mely képességét foként
szennyviztisztitasi folyamatoknal hasznaljak ki. Azonban a Mohn és munkatarsai altal leirt
(1999) Z. resiniphila és az altalunk identifikalt Z. oleivorans (Farkas et al. 2015) is képes egyes
szénhidrogének bontdsara. Tovabba Jechalke és munkatarsai (2013) a kozelmultban egy RNS-
SIP vizsgalat soran Zoogloea rokon baktériumfajok benzolbontd képességét mutatta ki aerob
biofilmekben. Tehat kutatasunk eredményei jol alatamasztjak az altalunk és mas kutatok altal
leirt megallapitdsokat, miszerint e baktériumok fontos szerepet jatszanak az aromas
szénhidrogének bontdsaban a felszin alatti kozegekben.

Egy ezidaig ismeretlen Rhodocyclaceae rokon baktériumot szintén magas aranyban tudtunk
kimutatni a nehéz frakciobol. E faj a legk6zelebbi rokonsagot (~93%-0s 16S rDNS hasonldsag)

Uliginosibacterium gangwonense-vel mutatta ¢és ugy tlnik széleskoriien elterjedt a
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szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kozegekben. A mikroorganizmus jelenlétét az egy
éves monitoring iddszak alatt is kimutattuk (dominans volt a 2011., majusi mintdban) és
statisztikai elemzéseink alapjan valosziniisitettiik, hogy rendelkezhet 1.2.C tipust katekol 2,3-
dioxigenazzal. Az, hogy ez a funkciogén genotipus (B klaszter) jelen dusitasunk soran a masodik
legabundansabbnak mutatkozott (806 bp) a nehéz DNS frakcidoban szintén aldtamasztja korabbi
feltevésiinket. Természetesen tiszta tenyészetek hidnyaban sajnos még mindig fenntartasokkal
kell kezelni ezen Gsszefliggéseket.

Az ultracenrifugalas utan a konnyt és a nehéz DNS frakciok jol elkiilonithetdek voltak, azonban
mindkét mintavételi id6pontban egy-egy koztes frakciot is tudtunk detektalni. E frakcidok
elkiiloniilését egy a Rhodoferax ferrireducens-szel 96%-os 16S rDNS homologiat mutatd
baktérium jelenléte okozta. A mikroorganizmust mi és masok is gyakran mutattak ki anaerob
vagy oxigénlimitalt szénhidrogénekkel szennyezett karhelyekrdl (Callaghan et al. 2010, Tancsics
et al. 2010, Tancsics et al. 2013, Larentis et al. 2013, Tischer et al. 2013). Tovabba DNS stabil
izotopos kisérletek igazoltdk, hogy e baktérium képes a fenantrén ¢és naftalin aerob
nem jelolddott olyan mértékben, mint a kordbban emlitett baktériumok, valosziniisithetd, hogy
szerepet jatszik a toluol mikroaerob lebontasaban. Kaden és munkatarsai (2014) alapjan egyes
Rhodoferax fajok nagyon lassan novekednek. Tovabba azt is kimutattak, hogy a R. ferrireducens
szemben a vele kompetitor Geobacter fajokkal inkabb a lassabb, de energiahatékonyabb
novekedést részesiti eldnyben. A masik magyardzata az alacsony jelolédésnek az lehet, hogy a
mikroszervezet nem a toluol, hanem az egyes metabolitok bontaséban vallal szerepet.

A konnyli DNS frakciokban legféképp a Geobacter és Azoarcus nemzetség fajaival talalkoztunk,
e taxonokban szamos anaerob toluol lebontd mikroorganizmus ismert (Lueders és Muyzer 2017).
E baktériumok inaktivitdsa nem volt meglepd, hiszen a kisérlet sordn a mikrokozmoszokhoz
folyamatosan oxigént adagoltunk, hogy fenntartsuk a hipoxikus allapotot. A Pseudomonas fajok
passzivitdsa azonban furcsa lehet, hiszen szdmos torzsiikrol ismert, hogy igen jo ardnyban
modellszervezet e témakorben (Martiez-Lavanchy et al. 2010). Masrészrél a nemzetséghez
kothetd 1.2.C tipusu funkcidgéneket, melyek lehetdvé tették volna szamukra a toluol hipoxikus
lebontasat, nem tudtuk kimutatni a mintakbol.

Szintén meglep6 moédon a jeloletlen frakcioban detektaltuk a Pseudoxanthomonas spadix
baktériumfajt és a hozzéa kothetd katekol dioxigenaz géneket, e mikroorganizmus genomjaban
harom kiilonb6z4 1.2. C tipustt C230 funkcidgén is kodolt.

A konnylt DNS frakcidkban leginkabb dominéns katekol 2,3-dioxigenaz genotipus (802 bp T-

RF) a legnagyobb hasonlésagot egy Brennerova és munkatarsai (2009) altal kimutatott
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metagenom klonnal mutatta. A kutatasuk soran megallapitottak, hogy a funkciogén altal kodolt
enzim a toluol aerob degradécidja soran keletkezd 3-metilkatekol koztitermékének bontasdban
jatszik szerepet. Ennek ellenére az ezt a tipust hordoz6é baktérium nem vett rész a
ezen ismeretlen baktériumok oxigénlimitalt koriilmények kozott inkabb nitratot hasznalnak
elektron akceptorként és a minimalis mennyiségli oxigént csak a gyirii hasitasahoz hasznaljak
fel (Wilson et al. 1997). Mivel a mikrokozmoszokhoz nem adtunk nitratot és a vizsgalt talajviz
alapvetden nitratszegény volt, ezért az ilyen modon metabolizaldo baktériumok inaktivak
maradhattak a kisérlet alatt. Eredményeink alapjan ez a genotipus a kiindulasi és a konnyli DNS
frakciok mintdiban volt jelentds, mely Osszefliggésbe hozhatd a szintén e mintdkban hasonld
abundanciat mutatd Azoarcus fajokkal. Jelenleg is folyik az ezt a kérdést megvalaszolni hivatott

anaerob toluol-lebontasi dusito kisérletem.

Uj tudomdnyos eredmény az 4.2-es fejezet alapjdn: Stabil izotopos kisérletekkel igazoltuk, hogy
az egyes Quatrionicoccus és Zoogloea nemzetségbe, valamint a korabbi eredményeink alapjan is
feltételezett ismeretlen, Rhodocyclaceae csaladba tartozo baktériumfajok részt vesznek a toluol
mi mutattunk réd el6szor annak aromdés szénhidrogén bontd képességére. Az eredményeink

publikalasa folyamatban van.

4.3 Vasredukdlo mikroorganizmusok dusitisa a siklosi, BTEX-vegyiiletekkel szennyezett

karhelyrol

Ahogy az el6z6 fejezetekben bemutattuk, a siklosi karhely monitoringja soran a szennyezési
csovaban tobbek kozott egy, a Rhodoferax nemzetséghez kothetd, feltehetden fakultativ anaerob
baktérium valtozd6 dominancidjat tudtuk kimutatni. A hosszutdvi monitoring sordn végzett
statisztikai elemzések alapjdn e mikroszervezet szerepet jatszhat a BTEX-vegyiiletek
lebontasaban (Tancsics et al. 2013), azonban a stabil izotopos kisérlet eredményei nem
feltétleniil tdmasztjdk ala ezt a lehetdséget. Ezen feliil a folyamatos monitoring tevékenység
soran 2013-t61 a teriileten a Geobacter nemzetség jelenlétét is detektaltuk. Az utobbi nemzetség
tagjai jol ismertek uran(VI) és vas(Ill)-redukalo képességiikrol (Shelobolina et al. 2008) illetve
arrol, hogy szerves vegyiiltek oxidalasa soran grafit elektrodot is tudnak elektron akceptorként
hasznositani (Bond et al. 2002, Bond és Lovley 2003). Jelenlegi ismereteink szerint a nemzetség

crer

vasredukalo koriilmények kozott (Kunapuli 2010). Lényegesen kevesebbet tudunk a hasonlo
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kornyezeti feltételek mellett szintén sokszor kimutathato Rhodoferax-rokon fajok Okologiai
szerepérdl. Ez részben annak is koszonhetd, hogy a genusz minddssze négy valid fajt hordoz
magaban (Kaden et al. 2014). E mikroorganizmusok tulajdonsagai meglehetésen valtozatosak,
megtalalunk koztiik fototrofokat, anaerob fermentdlokat, aerob kemoorganotrofokat &s
vasredukald baktériumokat egyarant. Urdaniummal és/vagy szénhidrogénekkel szennyezett
felszin alatti kozegekben a Rhodoferax ferrireducens és Rhodoferax antarcticus fajok vagy
azokkal kozel rokon klonszekvencidk jelenléte gyakori (Alfreider és Vogt 2007). Mi alapvetéen
az ismeretlen mikroorganizmus vasredukal6d képességét feltételeztiik és a doktori kutatomunkam
e részében kisérletet tettliink arra, hogy a Geobacter nemzetség tagjaival egyetemben szelektiv

mikrokozmosz kisérletekkel feldtsitsuk e baktériumokat a karhely mikrobak6zosségébdl.

4.3.1 A mikrokozmosz kisérlet koriilményei

A kiindulasi talajviz mintat a mar el6z6ekben bemutatott siklosi teriilet ST2-es kutjabol vettiik,
mely a szennyezési csova kozéppontjdban helyezkedik el. A talajviz mintakat steril 1 literes
szérumiivegekbe (Glasgeratebau Ochs) toltottiik gaztér nélkiil, hogy elkeriiljiik az oxigénszint
novekedését. Az tivegeket butilgumi dugoval és fémgyiiriikkel hermetikusan lezartuk és s6tétben
15°C-on 2 hétig inkubaltuk, hogy a nitrat fogyasat eldsegitsiik a dusito tenyészetek elkészitése
elott.

Mivel az elsédleges cél a Rhodoferax nemzetség egyes fajainak feldusitasa volt, ezért alapvetden
a bibor nemkén baktériumok izolalasara hasznalt szakmai Gtmutatasokat probaltuk kovetni. A
dusito tenyészetekhez Fahy és munkatarsai (2006) altal kidolgozott minimal asvanyi tapoldatot
alkalmaztunk kisebb modositasokkal. A tapoldathoz szénforrasként sterilre sziirt acetatot adtunk.
Madigan ¢s munkatarsai (2000) azt tapasztaltdk, hogy kis mennyiségli ¢élesztd jelenléte
serkentheti egyes Rhodoferax fajok felszaporodasat, ezért alapesetben ezt és fix nitrogén forrast
(NH,") is tartalmazott a tapoldatunk. Tovabba a magnézium forrast MgSO,4 helyett MgCl,
hozzaadéasaval biztositottuk, hogy elkeriiljik a szulfatredukaldo baktériumok esetleges
feldusulasat. Mivel a R. ferrireducensnek és R. antarcticusnak is sziiksége van tiaminra (B;
vitamin) valamint biotinra (B; vitamin) a megfelelé novekedéshez (Finneran et al. 2003,
Madigan et al. 2000), 1 mg/] tiamint €s 15 pg/l biotint tovabba 20 pg/l B, vitamint is adtunk a
dusito tenyészetekhez.

A fentieknek megfelelden négy kiilonb6z6 foszfat puffer alapu tapoldatot allitottunk dssze eltérd
nitrogénforrassal. A taplevesek 0Osszetétele a kovetkezd volt: 1. tipusiban 0,05% (w/v)
¢lesztékivonatot és NH4Cl-ot (1 g/L) alkalmaztunk; a Il. tipusuban kizardlag élesztokivonatot; a
I11. tipusuban kizarolag NH4Cl-ot, mig a IV. tipustbdl hianyzott mind az éleszt6kivonat mind a

fix nitrogén forma. A tapoldatok alapjait képzd oldatokat 121°C-on, 15 percen at autoklavban
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sterileztiik. Ezt kovetden sziirve adtuk a B; Bj, vitaminokat, a biotint és az asvanyi anyag
komplexet a tapoldatokhoz (a taptalaj pontos Osszetételét a 8.3.2 szamu mellékletben

részletezem).

4.17. abra A négy kiilonb6z6 disitotenyészet egy héttel a beoltas utan. A z6ld szin megjelenése minden
esetben vas(l11)-redukciora utal.

A tapoldatokat 100 ml-es szérumiivegekbe, 50 ml-enként szétosztottuk, majd butil-gumidugdval
¢s aluminium zarokupakkal Iégmentesen lezartuk. Az anaerob kornyezetet az oxigén 8-10 perces
nitrogéngazzal vald kihajtdsdval teremtettiik meg. Az igy elOkészitett mikrokozmoszokba
oltottunk 1-1 ml-t a talajvizbdl, majd 5 mM Fe(III)NTA (nitrilo-triecetsav-vas(l11)) komplexet
egyhetes, 16°C-on torténé razasmentes inkubacio kovetkezett, mely alatt a vasredukald
baktériumok felszaporodhattak. A dusitd tenyészeteket 6t héten keresztiil hetente atoltottuk, a
baktériumokkal teli tapoldatokat minden esetben lecentrifugaltuk és DNS-t izolaltunk beldliik. A
dusitd tenyészetek mikrobakozosségének heti dinamikajat T-RFLP modszerrel, FSpBl enzim
segitségével (C|TAG) kovettiik nyomon. A kiinduldsi minta, valamint az 6todik heti dusitd
tenyészetek bakterilalis diverzitasat 16S rRNS klonkonyvtarakkal (~50-50 klon) tartuk fel. Hogy
az egyes baktériumcsoportok jelenléte és a tapoldatok Osszetétele kozotti Osszefiiggéseket
megismerjlik kanonikus korrelacidelemzést végeztiink.

Korabbi eredményeink alapjan a feldusitani kivant Rhodoferax rokon mikroszervezetek
rendelkezhetnek 1.2.C-tipusu katekol 2,3-dioxigenaz (C230) funkcidogénekkel. A szintén
vasredukalo Geobacter nemzetség egyes fajai hordozhatnak benzil szukcinat szintdz (bss)
funkcidégént (Kunapuli et al. 2010). E funkciogének jelenlétét a 3.11-es fejezetben ismertetett
modszerrel detektaltuk. Hogy pontosabb képet kapjunk a kiindulasi minta mikrobak6zosségérol,
azt lon Torrent PGM platformon (Life Technologies) térténé shotgun metagenom szekvenalas

segitségével is vizsgaltuk. A metagenom analizis soran 221267 db, atlagosan 203 nukleotid
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hosszusaglh DNS szekvencia elemzését végeztiik el. A szekvenciak az az MG-RAST szerveren
kérésre elérhetéek. A 16S rRNS gének szekvenciait a KT728574 - KT728623, KT728624 -
KT728675 és KT808885 - KT809025, mig a funkcidgén szekvencidkat a KT948693 - KT948708

azonositészam alatt deponaltuk a GenBank adatbazisban.

4.3.2 AKkiindulidsi minta bakterialis diverzitasa
Az eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy a kiindulasi
minta igen diverz képet mutatott.

A mikrobakozosséget a Bétaproteo-
baktériumok dominaltak (47%),
oket  kovették a Gamma-
proteobaktériumok (20%), Delta-
proteobaktériumok  (7%), Alfa-
proteobaktériumok (4%), Clostridi-
ak (2%) és végiil a Bacteroididk
(1%).

A legnagyobb  szamban a

4.18. abra A kiindulasi minta metagenom analizise 221267 db,

Dechloromonas (18%) nemzetség atlagosan 203 nukleotid hossziisagi DNS szekvencia alapjan

képvisel6i voltak jelen, ezt kovették a Pseudomonas (12%), Acidovorax (4%), Geobacter (3%),
"Aromatoleum” (3%), Burkholderia (2%), Thauera (2%), Polaromonas (2%), Azotobacter (2%),
Rhodoferax (1%) ¢és az Azoarcus (1%) nemzetségek képviseldi (4.18. abra).

A metagenomikai vizsgalat soran nemzetség szinten természetesen nem sikeriilt minden
csoportot azonositani, a szekvenciak 11%-a ismeretlen eredetiinek adodott. Az eredeti
talajvizmintabol készitett klonkonyvtar eredményei Osszecsengenek a metagenom analizissel,
mivel a klonok tobbsége a Bétaproteobaktériumok osztalyaba (69%) tartozott, azon beliil pedig
legféként a Rhodocyclaceae és a Comamonadaceae csaladokba (4.5. tablazat). Ugyanakkor a
legtobb klont a Quatrionicoccus nemzetségbdl tudtuk kimutatni, ellenben a metagenom elemzés
soran tapasztalt Dechloromonas-szal. Ez az ellentmondas azzal magyarazhato, hogy ezek a
nemzetségek nagyon kozeli rokonsagban alnak a Rhodocyclaceae csaladon beliil, igy a Sanger-
féle szekvenalas sordn kapott hosszabb szekvencidk alapjan pontosabb képet kaphattunk a
taxondmiai hovatartozasrol.

Hasonléan a metagenom adatokhoz, a klonkdnyvtarban is kimutattuk az altalunk feldusitani
kivant Geobacter és Rhodoferax, tovabba a Pseudomonas, "Aromatoleum™ / Azoarcus és

Acidovorax nemzetségek jelenlétét.
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4.5. tablazat Az egyes klénok gyakorisaga, filogenetikai besoroliasa, valamint FsSpBI enzimmel végzett
emésztés soran kapott T-RF hosszak

Klénkoényvtarakban képviselt arany T-RF hossz (bp)

(%)
Filogenetikai besorolis ..\ . Disito tenyészetek ) ’
: becsiilt mért
minta- o v
Bétaproteobaktériumok 66 11 7 2 2
Quatrionicoccus spp. 42 0 0 0 0 235 237
Azoarcus spp. 8 11 7 2 2 235 232/236
Rhodoferax spp. 4 0 0 0 0 239 239
Acidovorax spp. 10 0 0 0 520 520
Brachymonas spp. 2 0 0 0 0 524 525
Gammaproteobaktériumok 16 46 48 31 13
Citrobacter spp. 0 42 46 0 0 241 240/241
Pseudomonas spp. 16 4 2 31 13 111 111
Deltaproteobaktériumok 6 10 O 67 85

85/122/  85/122/

N
(=Y
o
o
)]
\‘
[o¢]
(3]

Geobacter spp.

252 254
Desulfobulbus spp. 2 0 0 0 0 274 275
Negativicutes 4 0 0 0 0
Veillonellaceae spp. 4 0 0 0 0 237 237
Bacilli 2 0 0 0 0
Bacillus spp. 2 0 0 0 0 257 258
Clostridia 0 10 37 0 0
Clostridium spp. 0 10 37 0 0 185/236  185/236
Cytophagia 2 0 0 0 0
Meniscus spp. 2 0 29 0 0 29 NM
Bacteroidia 0 23 4 0 0
Bacteroides spp. 0 21 2 0 0 29 NM
Sunxiuginia spp. 0 2 2 0 0 29 NM
Synergistia 0 0 2 0 0
Cloacibacillus spp. 0 0 2 0 0 94 94
Egyéb 4 0 2 0 0 -

NM - nem meghatérozott

4.3.3 A dusitast koveté mikrobialis diverzitas

A 16S rDNS T-RFLP analizis és a klonkonyvtarak eredményei megmutattak, hogy a fent
részletezett kiindulasi bakterialis kozosség szamottevéen megvaltozott a dusitasok hatasara (4.5.
tablazat). Az 6t egymast kovetd atoltas soran, a fakultativ anaerob nitratredukald baktériumok
jelentés csokkenését figyelhetjik meg. A kiinduldsi mintaban dominans Quatrionicoccus
nemzetséghez kothetd 237 bp-os T-RF teljesen eltlint a dusitasok végére. Az Azoarcus

81



10.14751/SZIE.2017.091

nemzetség egyes tagjainak (236 bp-0s T-RF) gyakorisaga szintén csokkent az 1. és a II. tipust
dusitas esetében, mig a IIl. és a IV. tipusu dusitasban e fajok teljesen eltiintek. A 111 bp-0s
Pseudomonas-okhoz ko6theté T-RF kisebb mértékben, de tovabbra is minden esetben kimutathatd
maradt.

A T-RFLP elektroferogramok alapjan, a I. és II. tipusu dusitdsok nagyon hasonld Osszetételi
kozosséget mutattak (4.19. abra). Ezekben a Citrobacter (240-241 bp T-RF) és Clostridium (186
¢s 236 bp T-RF) nemzetségek tagjai voltak nagy mennyiségben jelen. A kanonikus
korrelacidelemzés szerint (4.20. abra) e fajok feldasulasa els6ésorban az éleszt6 jelenlététol fiigg.
Bar a Citrobacter fajok elsésorban fermentald baktériumok, egyes torzsek képesek Fe(IIl)- vagy
perklorat redukcidjara (Bardiya és Bae 2004, Liu et al. 2016). A legtobb Clostridium rokon
klonszekvencia a Clostridium tunisiens-hoz hasonlitott 96,2%-ban. Ez az obligat anaerob
baktérium képes az acetatot kizardlagos szén- €s energiaforrasként hasznélni, mikzben az elemi
ként redukalja (Thabet et al. 2004). Sajnos, a Fe(Ill)-redukald képességét eddig még nem
vizsgaltak.

A legfontosabb kiilonbség a két tipusu dusitas bakterialis k6zossége kozt az, hogy mig a 85 bp-
0s T-RF dominans volt az I. tipusi dusitasban, a II. tipusibol teljesen hidnyzott. A 16S
klonkonyvtarak alapjan ez a T-RF a Geobacter nemzetséghez kothetd. A klon a III. tipust
dusitasban szintén dominans volt és a legkdzelebbi rokona a G. lovleyi, amellyel csupan 95%
szekvencia hasonlésagot mutat. Erdekes médon, egy masik, 122 bp hossza T-RF a III. tipusa
dusitobol szintén egy Geobacterrel rokon szekvenciat mutat. A klonok a G. metallireducens-re
hasonlitanak a legjobban, de az egyezdség csak 96,3%-0s.

A lll. tipusu duasitas a Geobacter-rokon baktériumok talstlya, és a Citrobacter- vagy
Clostridium-szerti klonok teljes hianya miatt a CCA diagramon teljesen elszeparalva jelenik meg
(4.20. abra). A Geobacter nemzetség dominanciaja feltételezhetéen a fix nitrogén (ammonium-
klorid) forrasnak volt kdszonhetd.

A IV-es tipusu dusitas esetében csak egyetlen dominans T-RF volt megfigyelhet6 (254 bp T-RF)
(4.19. abra). A 16S klonkonyvtar elemzésével kideriilt, hogy ez a T-RF is a Geobacter
nemzetséghez kothetd. A legkozelebbi rokona a G. luticola, mely a 16S rDNS szekvencidban
97,5% hasonldsagot mutat. Ennek a baktériumnak a feldasulasa a nitrogénkotd koriilményekhez

kothetd, mivel a IV. tipust dusitasban csak a gaznemi N volt az egyetlen nitrogénforras.
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4.19. abra A kiindulasi és a dusito tenyészetek 16S rDNS T-RFLP elektroferogramjai FspBI enzimmel

tortént emésztés eredményeként, H’: a Shannon diverzitas index értéke

A Geobacter fajokrol ismert, hogy ammonium hidnyaban altalaban képesek a nitrogénfixaciora

(Zhuang et al. 2011). Elemezve a rendelkezésre all6 genom szekvencidkat nyilvanvalova valt,

hogy a nitrogenaz gének széles korben elterjedtek a Geobacter fajokban. Azonban a nitrogenaz

gének jelenléte nem sziikségszerlien igaz minden Geobacter-re, példaul a Geobacter soli

GSS01" nemrégiben feltart genomszekvencidja (Yang et al. 2015) is hijan van az adott

funkcidégénnek. Ezért a Geobacter fajok differencialis dusitasara az egyik lehetséges magyarazat

az, hogy az 1. és III. tipusu dusitasban dominans Geobacter baktérium nem volt képes megkotni

a nitrogént. Masrészt ez még mindig nem magyarazat arra, hogy a IV. tipusi dusitasban

tulsulyban 1évé Geobacter baktérium miért hidnyzott az ammonium kloridos dusitasokbol.
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4.20. abra A 16S rDNS T-RFLP adatok kanonikus korrelaciéanalizise az egyes disité tenyészetekben

Koztudott ugyanakkor, hogy a legkisebb kdrnyezeti valtoztatasok is kiilonbozé szervezetek
dominanciajahoz vezethetnek (Zhuang et al. 2011). Nemrégen a ,,subsurface 1”-es kladba tartozo
Geobacter bemidjiensis genomszekvenciajat 6ss zehasonlitottak mas, nem ,,subsurface 1” kladba
tartoz6 Geobacter-ekével és nagymértékli metabolikus, valamint fiziologiai eltéréseket talaltak
(Aklyjkar et al. 2010). A kutatasunk eredményei kdzelebbi rokonok esetében is feltételezik az
esetleges nagyfoku kiilonbségeket.

Elemezve a négy dusitas baktérium kdzosségeit sajnos nyilvanvalova valt, hogy az alkalmazott
dusitasi feltételek nem voltak alkalmasak arra, hogy a Rhodoferax-szal rokon baktériumokat
feldusitsuk.

Meg kell jegyezniink, hogy a Pseudomonas nemzetség tagjai (111-bp T-RF a
elektroferogramokon), tovabba valdszinilleg egy ismeretlen Azoarcus-okkal tavoli rokon

baktérium (232 bp hosszisagi T-RF) minden esetben kimutathat6 volt a dusitasokban.

4.3.4 AIL2.C tipusi C230 és bssA gének detektalasa és diverzitasa

Az 1.2.C-tipusu C230 alcsaladot, bar a kiindulasi mintaban jelen volt, egyik féle dusitasbol sem
tudtuk kimutatni. Azonban bssA géneket mind a kiinduldsi, mind a dusit6 tenyészetekben
detektaltuk. A legnagyobb bssA gén diverzitas a kiindulasi talajviz mintaban volt megfigyelhetd.
A bssA szekvenciakat a klonkonyvtarak alapjan kilenc OTU-ba (Operation Taxonomic Unit) —
operativ rendszertani egységbe lehetett sorolni (4.21. abra), és legtobbjiik Bétaproteobaktérium
eredetii génekkel mutatott rokonsagot.
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I tipusi dusité bss4 OTU1 [100%)] (KT948701)
100 |11 tipust disité bssA OTU1 [98%] (KT948702) A dusitasokban dominans
111 tipust dusit6 bss4 OTU1 [98%] (KT948703) bssA genotipus
IV tipust disité bss4 OTU1 [98%] (KT948704)

zoarcus aromaticum EbN1 bssA (CR555306)

Thauera aromatica K172 bssA (AJ001848)
Ismeretlen baktérium klon LAO7bs16 bss4 (Gul33304)
98" Kiinduldsi talajvizminta bssA OTU2 [23%] (KT948694)
100 Kiindulasi talajvizminta bss4 OTU1 [36%] (KT948693)
Ismeretlen baktérium klon F3B22 hssA (Jx219289)
Kiindulasi talajvizminta bss4A OTU7 [2%] (KT948699)
Olsmcrctlen baktérium klon La07bs04 hssA (Gul33294)
Thauera sp. DNT-1 bss4 (AB066263)
Thauera aromatica T1 tutD (AF113168)
Kiindulasi talajvizminta bss4 OTUS [2%] (KT948697)

IV tipusi dusité bss4 OTU2 [2%] (KT948707) A duasitasokban Kis szazalékban

II tipusi disité bssA OTU2 [2%] (KT948705) Kimutatott bssA genotipus
50" 111 tipusu disité bssA OTU2 [2%] (KT948706) 8

Kiindulasi talajvizminta bssA OTUY [2%] (KT948700)
zoarcus sp. CIB bssA (DQ988527)
100 “ Azoarcus sp. Dnll bssA (AB285034)
Kiindulasi talajvizminta bss4 OTU4 [10%] (KT948696)
Ismeretlen baktérium klon F3A10 bssA4 (Jx219282)
[ Kiindulasi talajvizminta bssA OTUG6 [2%] (KT948698)

100 Ismeretlen baktérium klén C07 bssA (Fj810628)

Magnetospirillumsp. TS-6 bssA (AB167725)

Desulfobacterium cetonicum DSM 7267 bssA (EF123662)
Szulfatredukalo baktérium bss4 TRM1 (EF123667)
10 Szulfatredukald baktérium bss4 PRTOL1 (Eu780921)

Geobacter daltonii FRC-32 bssA (CP001390)

99[" Ismeretlen baktérium klon LAO7bs14 bss4 (GU133302)
55 Asmcrellen baktérium klon La07bs13 bssA (Gul33301)
Ismeretlen baktérium klon D12 31 bssA4 (Ef123685)
Geobacter toluenoxydans TMI1 bssA (EF123666)
Ismeretlen baktérium klon D12 56 bssA (Ef123686)
Geobacter metallireducens bssA (AF441130)
Geobacter grbiciae DSM 13689 bssA (EF123664)

Ismeretlen baktérium klon B49bss 087 bss4 (EF123671)

100

35
99

55

100 Ismeretlen baktérium klon B49bss 012 hssA (EF123668)
96 [ Kiindulési talajvizminta bss4 OTU3 [19%] (KT948695)
100 e Ismeretlen baktérium klon B49bss_020 bss4 (EF123669)
100 Kiindulasi talajvizminta bss4 OTUS [2%] (KT948708)
Ismeretlen prokaridta klon X1-assA41 putative alkylsuccinate synthase (Km229504)

100 4’7 Szulfatredukald baktérium AK-01 alkilszukcinat szintaz assA1 (Dg826035)
100 Azoarcus sp. HXN1 masD (AM748709)

0.1

4.21. abra A disitasokbol és a kiindulasi mintakbél kimutatott bssA funkciégének diverzitasat és rokonsagi

erer

korét bemutaté neighbor-joining médszerrel késziilt filogenetikai fa, az egyes OTU-k abundancidjat a

zardjelekben tiintettiik fel.

Egyértelmiien a Geobacter-ekhez kothet6 bssA géneket nem lehetett kimutatni a kiindulasi minta

klonkdnyvtarabol. Meglepé modon a 3-as OTU-ba tartozo szekvencidk (19%-a a klonoknak)

nagyon alacsony hasonldsagot mutattak az eddig ismert szekvencidkkal. A legkozelebbi rokont

egy kornyezeti mintabol szarmazo klon (“Testfeld siid”, Németorszag, 83.3% hasonlosag)

jelentette.

A dusitott tenyészetekben jelentésen csokkent a bssA diverzitdsa a kezdeti talajviz mintahoz

képest. Mi tobb, a tenyészetekbdl detektalt bSSA szekvencidk nem egyeztek meg egyik kiindulasi

mintaban 1évé egyik szekvencia tipussal sem. Az Osszes tipusu dasitasban ugyanaz a bssA

genotipus volt dominans, ¢és egy kornyezeti klonnal ("Testfeld Siid", Németorszagi
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szénhidrogénekkel szennyezett karhely) mutatta a legnagyobb, 89,1%-0s szekvencia-
hasonlésagot, tovabba 88,7%-ban egyezett az "Aromatoleum aromaticum” EbN1
funkciogénjével.

A 16S rDNS adatokbol valamit a funkcidgén klonkonyvtarak eredményeibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az Osszes dusitasban jelenleg még ismeretlen, valdszintileg Fe(IIl)-
redukald, az Azoarcus-szal tavoli rokonsagban allo, bssA gént hordozé baktériumok voltak jelen.
Bar a Geobacter fajok dominaltak az 1., Ill. és IV. tipusi dusitasokban, a Geobacter

nemzetséghez kothetd bssA géneket ezekbdl a baktérium kdzosségekbdl sem tudtunk kimutatni.

4.3.5 Diszkusszio

A siklosi karhelyen végzett metagenom analizis sordn a szennyezési csdva mikrobakozdsségében
jelentds Geobacter és Rhodoferax populaciot figyeltiink meg. A kiindulasi mintakban ezentul a
benzil szukcinat szintaz funkcidgének nagy diverzitasat is kimutattuk. A bssA szekvenciak donto
hanyada a Bétaproteobaktériumokhoz volt kéthetd, mig meglepé modon a Deltaproteobaktérium
(Geobacter) eredetti klaszterek hianyoztak. Noha a négy kiilonb6z6 dusitod tenyészet egyikében
sem sikeriilt a Rhodoferax-rokon és mas 1.2.C-tipusi C230 funkciogénnel rendelkezd
mikroorganizmusok felszaporitasa, harom esetben Geobacter nemzetség tagjai valtak
dominanssa. S6t, a kiilonbozo nitrogénforrasok mas-mas Geobacter-filotipusok felszaporodasat
eredményezték, azonban tovabbra is csak Bétaproteobaktériumokhoz, feltehetéen az Azoarcus-
okkal tavoli rokonsagban allo baktériumokhoz kotheté bssA szekvencidkat azonositottunk

mindegyik tenyészetben. Ezen eredményeink alapjan valoszinilisithetd, hogy a siklosi karhely

crer

Uj tudomdnyos eredmény az 4.3-as fejezet alapjdn: Sikeriilt olyan dsitasi koriilményeket
létrehoznunk, melyek alkalmasak voltak az altalunk vizsgalt kdzegbdl kiillonbozé Geobacter
fajok feldusitasara. Igazoltuk, hogy a Geobacter populacié nem jatszik szignifikans szerepet a
Eredményeinket a nemzetkézi Folia Microbiologica folyodiratban adtuk koézre (Farkas et al.
2017).
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4.4 Az vj baktériumfaj -Zoogloea oleivorans sp nov.- leirdsanak bemutatdsa

A doktori munkam sordn a kisérleti mintakbol és egyéb karhelyekrdl is folyamatosan probaltunk
olyan baktériumtorzseket izolalni, amelyek rendelkeznek a BTEX-vegyiiletek hipoxikus
bontasaért felelés enzimekkel. Egy esetben sikeriilt egy ezidaig ismeretlen Zoogloea
nemzetségbe tartozd baktériumfajt izoldlnunk, mely rendelkezik a 1.2.C alcsalddba tartozo
katekol 2,3 dioxigendaz enzimtipussal. A Zoogloea nemzetség tagjait elsésorban
szennyviztisztitok eleveniszapjabol izolaltak. Pehelyképz6 tulajdonsagainak koszonhetden
szennyvizkezelés soran szemcsés szerkezetl iiledéket képeznek, ez a sajatsag elonyds a fonalas
szerkezetet kialakito baktériumokkal szemben (Shao et al. 2009, Weissbrodt et al. 2013, Zhao et
al. 2013). A sejt aggregatumok kocsonyas allagl, tigynevezett zoogloea matrixba agyazottak
(Dugan et al. 1992), ami jo alapjat képzi a mikrobidlis biofilm kialakuldsdnak. Ez idaig a
Zoogloea nemzetségen beliil négy fajt irtak le: a Zoogloea caeni-t (Shao et al. 2009), a Zoogloea
ramigera-t (Crabtree és McCoy 1967), Zoogloea resiniphila-t (Mohn et al. 1999) és a Zoogloea
oryzae-t (Xie és Yokota, 2006). A szennyviztisztitasi
folyamatokon tal a  mikrobialis  biofilmek

kulcsszerepet jatszhatnak a szennyezett teriiletek

------

meglepd, hogy a Zoogoea genusszal kozeli rokon
mikroszervezetek  korében a  kdzelmultban
benzolbontd fajokat is kimutattak (Jechalke et al.
2013). Az 1j fajt is egy a szénhidrogén szennyezést L R
eltavolito biofilteren kialakult biofilmbdl izolaltuk.
A biofilmbdl higitasi sorokat készitettiink 0.9 %
(w/v) sooldattal, majd a higitasi tagokbol 100-100

ul-ert R2A agar lemezekre szélesztettink (DSM
medium No. 830, lasd 3.15-6s fejezet). Ot napig
tartd, 28 °C-on torténd inkubaciot kovetden a
kiilonb6z6 morfologidju telepeket izoldltuk és

azokat Ujabb 5 napig inkubaltuk. Az izolatumok

koziil az egyik baktériumtorzs alacsony 16S rDNS

hasonldsagot mutatott a legkdzelebbi Zoogl ~5000m
SOMIOSago utato ceroze cbb oogloea 4.22. 4bra A Buc' torzs elekronmikroszkopos

rokon fajokkal, ezért esetében elvégeztiikk az 0j faj  képe. A képeken jol megfigyelheté a sejteket
koriilvevd, kevésbé elektrondenz vastag tok,

leirdsahoz sziikséges vizsgalatokat. valamint a polaris flagellum.
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A ,Buc” laborjelzésti torzs 5 és 35 °C, valamint 6 és 9 pH kozott mutatott ndvekedést, a
tenyészhémérséklet optimumat 25-30 °C kozott, pH optimumat 6,5-7,5 pH kozott hataroztuk
meg. Az R2A agaron a telepek a torzs altal termelt zoogloea matrixnak koszonhetéen néhany
nap alatt viaszos allagot vettek fel, tapoldatban pedig szabad szemmel is lathatdo pelyhek
képzodtek. A 1,2-1,4 um széles és 2,5-3 um hosszu, palca alaka sejteket vastag tok veszi koriil.
A sejtek Gram-negativan festddnek ¢és aktiv helyvaltoztatasra képesek, amihez polaris
flagellummal rendelkeznek (4.22. abra).

A torzs a nitratot nitritté¢ redukalja, de nitrogén gaz képzodése nem volt kimutathat6. Anaerob
ndvekedést az R2A tapoldatokban (részletes leiras a 4.15.3. pontban) 7 napos 28 °C-on torténd
inkubaci6 alatt csak nitrat jelenlétében figyeltiink meg. Az acetatot és a legtobb szénhidratot

(API 20 NE, API 50 CH) a torzs nem tudja egyediili szénforrasként hasznositani.

4.6. tablazat Zoogloea nemzetségre jellemzo egyes fenotipusos jellegek. 1, Buc' (sajat adatok); 2, Z. caeni
EMB43" (sajat adatok, valamint a G+C% Shao et al. 2009); 3, Z. resiniphila DhA-35" (Mohn et al., 1999;
Shao et al., 2009); 4, Z. oryzae A-7" (Xie és Yokota, 2006); 5, Z. ramigera ATCC 19544" (Unz, 1984; Xie és
Yokota, 2006).

Z. ramigera
Z.oleivorans  Z. caeni Z. resinipila Z. oryzae ATCC
Buc’ EMB43" DhA-35" A-TT 195447
Sejt Atmérb pum 12-14 0.6-0.9 0.5-0.7 1.0 1.0-12
Telepek szine sziirkésfehér  sargasfehér fehér szintelen  szlrkésfehér
37°C-on vald névekedés - + + + +
45°C-on valé ndvekedés - - + - -
N, torténd denitrifikacid - + - + +
Katalaz + + - + +
Ureaz gyenge + - - + ¥
Denitrifikacid + + - + +
Zselatin hidrolizise - - + - +
Kazein hidrolizise - - + - +
Acetat hasznositas - + + - +
Citrat hasznositas - - - - +
Gliik6z hasznositas - - + - -
Mannitol hasznositas - - + - +
G+C (mol%) 63.2 64.9 n.i. 65.1 65.3

A Zoogloea nemzetségre jellemz6 egyes fenotipusos jellegeket az 4.6. tablazatban foglaltuk
5ssze. Annak ellenére, hogy a Buc' jelzésli torzs és a Z. oryzae A-7' sok metabolikus
hasonlésdgot mutat, hdmérsékleti optimumukban, telepmorfologidjukban kiilonboznek, tovabba
az Z. oryzae a nitrat nitrogén gazza torténd redukciodjara is képes (4.6 tablazat).
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Az 1j faj nitrogénfixacios képességét a nifH gén molekularis biologiai vizsgalataval mutattuk ki.
A PCR soran a PolF, 5-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3’ forward és  PolR, 5’-
ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3’ reverse primereket alkalmaztuk (Poly et al., 2001), pozitiv
kontrollként a Z. caeni EMB43" t6rzsbél izolalt DNS-t hasznaltuk. Mindkét esetben a vért 340
bp hosszusagu PCR terméket detektaltuk.
Mivel az 1) fajt szénhidrogénekkel szennyezett karhelyrdl izolaltuk kivancsiak voltunk annak
biodegradacios képességére. A Buc' és a Z. caeni EMB43" torzsek szénhidrogén bontd
képességét OIR 1l tapoldattal (lasd 3.15.7 fejezet) vizsgaltuk. A méréseket haromszoros
ismétlésben végeztik. A 120 Ords razatds soran a Buc' torzs a kdolaj-gazolaj keverék
18.6+1.6%-4t volt képes bontani a vizsgalt idé alatt, mig a kozeli rokon Z. caeni EMB43"
torzsnél nem figyeltiink meg degradacios képességet.
Ahogyan az el6z0 fejezetekben is bemutattuk, a Bétaproteobaktériumok nagy szerepet tolthetnek
be az aromas szénhidrogének bontidsaban, mivel rendelkezhetnek az 1.2.C tipusu katekol 2,3-
dioxigenaz funkcidogénekkel (Tancsics et al. 2012, 2013). Ezért megvizsgaltuk, hogy az uj faj
jelolt izolatumunk rendelkezik-e ezen funkciogénnel. A PCR reakcié soran a mar korabban
ismertetett XYLE3F és XYLE3R primereket hasznaltam (Tancsics et al. 2013). A Buc' t6rzson
kiviil a Z. caeni EMB43" torzs DNS-¢bél is megprobaltam amplifikalni a 800 bp hossziisagu
szakaszt, azonban ezt csak az eldbbi baktériumban sikeriilt detektalni. Az 1.2.C tipusu katekol
2,3- dioxigendz funkciogén szekvencidjat KJ433487 azonositdszammal deponaltam a
GenBankban.
A Buc' torzs sejtmembranja hasonldéan a nemzetség tobbi fajdhoz foként Cig.0, C10:0 3-OH, Ci2
¢és 3 (Ci6:1007¢ és/vagy is0-Cis.0 2- OH) zsirsavakat tartalmaz. A legfébb kimutatott 1égzési kinon
az ubikinon-8 (Q-8), valamint az ubikinon-7 (Q-7) is detektalhat6 volt kis szazalékban. A polaris
lipid vizsgalatok alapjan a f6 komponens a foszfatidil-etanolamin. A torzs DNS-ének G+C
tartalma 63.2 mol%-nak adodott. A kemotaxonomiai adatokrol Osszességében elmondhatjuk,
hogy a torzs értékei 0sszhangban vannak a nemzetség mas tipustorzseiben detektaltakkal (Unz
1984, Mohn et al. 1999, Xie és Yokota 2006, Shao et al. 2009).
A 16S rRNS gén amplifikalasa és szekvendlasa univerzalis 27f, 803f és 1492r primerekkel
tortént (Lane 1991). A 1405 bp hosszusdgu szekvencia mas tipustorzsekkel torténd
Osszehasonlitasdhoz az EzTaxon server online feliiletét hasznaltam
(http://lwww.ezbiocloud.net/eztaxon, Kim et al. 2012). A szekvencia hasonlosagi értékek
meghatarozasdhoz a Buc' torzs és a rokon fajok kozott a FASTA3 programot hasznaltam
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/nucleotide.html). Az 0 faj rendszertani elhelyezéséhez
filogenetikai torzsfat szerkesztettem a MEGA 5.0 szoftver (Tamura et al. 2011) segitségével. A

torzsfa megalkotasahoz mind a tavolsag-alapu neighbor-joining (Saitou és Nei 1987) és karakter-
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alaptt maximum-likelihood (Felsenstein 1981), valamint a maximum-parszimoénia (Kimura 1980)
modszereket alkalmaztam, a fa topologiaja mindharom esetben hasonldan alakult. A kapott fa
topologidjanak és tavolsagértékeinek pontossagat 1000 ismétlésen alapuld bootstrap analizissel

vizsgaltuk (4.23. abra).

‘BQE Thauera aromaticaK 172" (X77118)
97

Thauera selenatis ATCC 55363" (Y17591)

96 Thauera linaloolentis47LolT' (AJ005816)

78 Thauera terpenica58Fu' (AJ005817)
Azoarcus indigensVb32' (AF011345)

85 54 4:1:0(”-@“; evansiiKB740" (X77679)
99 Azoarcus anaerobiusDSM 12081" (Y14701)
= zoarcus communisSWub3' (AF011343)
Sterolibacterium denitrificansChol-1 S" (AJ306683)
;_' A:()nexu.\'ﬁmgiphi/u,\'BSS-S‘ (AF011350)
52 Azovibrio restrictusS5b2" (AF011346)
[ Zoogloea oleivoransBuc' (KF667502)
6 [ Zoogloea caeniEMB 43 (DQ413148)
%0 Zoogloea resiniphilaDhA-35" (AJ011506)
86 Zoogloea ramigeraATCC19544' (X74913)
98 Zoogloea oryzaeA-T (AJ201043)
Vogesella indigoferaATCC 19706 (AB021385)
83 Comamonas denitrificans123" (AF233877)
0.02

4.23. abra BucT torzs filogenetikai helyzetét bemutaté maximum likelihood fa

A 16S rRNS gén szekvencia analizise alapjan a Buc' a legnagyobb, 97,2%-os homologiat a Z.
caeni EMB43" tipustorzzsel mutatta, majd ezt kdvette a Z. oryzae A-7', Z. ramigera ATCC
195447 ¢s végiil a Z. resiniphila DhA-35" 95,9; 95,5 és 95,4 %-0s egyezdséggel. A DNS-DNS
hibridizacio mértéke a Buc' és a Z. caeni EMB43" torzsek kozott 31,6 %-al alakult, mely
egyértelmiien a kiilon fajba sorolhatosaghoz megallapitott 70%-os hatar alatt talalhatoé (Wayne et
al. 1987). A fiziologiai, biokémiai és filogenetikai eredmények alapjan az altalunk izolalt térzs uj

fajnak tekinthet6, melynek végiil a Zoogloea oleivorans nevet adtuk.

Uj tudomdnyos eredmény a 4.4-es fejezet alapjdn: Sikeriilt egy ezidaig ismeretlen Zoogloea
baktériumfajt izolalnunk, mely rendelkezik az 1.2.C alcsaladba tartozo katekol 2,3 dioxigenaz
enzimtipussal. Elvégeztiik az 0j faj nemzetk6zi kovetelményeknek megfeleld leirasat, mely soran
a mikroorganizmusnak a Zoogloea oleivorans nevet adtuk.

Az eredményeink az International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology
szakfolyoiratban jelentetek meg (Farkas et al. 2015).

90



10.14751/SZIE.2017.091
5. Kovetkeztetések

A siklosi, BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, oxigénlimitalt karhelyet vizsgalva nyilvanvalova
valt szamunkra, hogy a Bétaproteobaktériumok, azon beliil is els6sorban a Zoogloea-,
Quatrionicoccus-, Rhodoferax-nemzetségbe és egy ezidaig kitenyésztetlen, Rhodocyclaceae
csaladba tartoz6 mikroorganizmusok lehetnek a dominans mikroaerob BTEX lebontd
szervezetek. Egy altalunk izolalt, a karhelyen is fellelheté uj Zoogloea fajrol bebizonyitottuk,
hogy rendelkezik 1.2.C tipusa katekol 2,3 dioxigendz funkcidgénnel. Az ilyen tipusa
funkciogének altal kodolt enzimek a szakirodalmi adatok alapjan megnovekedett oxigén
affinitassal rendelkeznek, igy nagy biodegradacios szerep juthat az 6ket hordozé baktériumoknak
a hipoxikus kozegekben. Vizsgalataink soran ezt megerdsitve szamos 1.2.C alcsaladba tartozo
C230 gentotipust tudtunk kimutatni a szennyezési csévabol, tovabba kettét koziilik sikertilt
statisztikai modszerekkel az ismeretlen Rhodocyclaceae ¢és a Rhodoferax rokon
mikroszervezethez kotniink. Azonban ahhoz, hogy kétséget kizaréan eldonthessiik, hogy e
funkciogéneket mely fajok hordozzak, sziikséges azok kitenyésztése. A Rhodoferax nemzetség
esetében erre probat is tettiink. Nehezitette torekvésiinket, hogy a genuszban taldlhatod
mikroorganizmusok tulajdonsagai meglehetdsen valtozatosak, megtaldlunk koztiik fototrofokat,
anaerob fermentalokat, aerob kemoorganotrofokat és vasredukald baktériumokat egyarant. Mi
alapvetden az ismeretlen mikroorganizmus vasredukéald képességét feltételeztiik, azonban az
izolalas sikertelen volt. A tovabbiakban megprobalunk a nemzetség fototrof tulajdonsagat
kihasznalva 0j dusitasi technikat fejleszteni.

Az 1.2.C alcsaladba tartozd funkcidgéneket monitorozva azt is tapasztaltuk, hogy a stabil
izotopos kisérlet soran az egyes genotipusok (pl. Pseudoxanthomonas spadix-hoz koétheté C230)
a hipoxikus koriilmények ellenére inaktivak maradtak. Ennek egy magyarazata lehet, hogy az
ilyen genotipusokat hordozo baktériumok oxigénlimitalt koriilmények kozott inkdbb nitratot
hasznalnak elektron akceptorként és a minimalis mennyiségli oxigént csak a gyliri hasitasdhoz
hasznaljak fel. Tovabb arnyalja a képet azonban az, hogy a Pseudoxantomonas spadix-hoz
tartozo genotipus aktivitasat, ha kis aranyban is, de a hossztdvi monitoring alatt ki tudtuk
mutatni.

A Pseudomonas nemzetségbe tartozé mikroorganizmusok szerepe sem egyértelmii a hipoxikus
kozegekben. Sok esetben a kozosségben igen jelentds aranyban (~10%) voltak jelen e
baktériumok és a 2010. majusi-jiniusi mintdkban a hozzdjuk kdothetd C230 funkcidgének
aktivitasat is ki tudtuk mutatni, azonban a stabil izotopos kisérletek sordn a genusz tagjainak
DNS-¢ét a konnyt frakcioban detektaltuk. Igaz, ebben az esetben a nemzetséghez kothet6 1.2.C

tipusu katekol 2,3 dioxigendz genotipusokat sem tudtunk kimutatni. Lathat6 tehat, hogy az 1.2. C
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tipusu katekol 2,3-dioxigenazok megléte sziikségesnek tiinik a BTEX-vegyiiletek mikroaerob
lebontdsdban, azonban az enzim ¢és az 6t hordozd baktérium szerepvallaldsa az adott

kozosségben szamos mas kornyezeti tényezotol is fiigg.
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6. Osszefoglalas

Annak ellenére, hogy a BTEX-vegyiiletek aerob €s anaerob koriilmények kozti biodegradacioja
sz¢éleskortien kutatott, a hipoxikus koézegekben lejatsz6do lebontasi folyamatokrol igen kevés
informaci6 all a rendelkezésiinkre. Mivel a mélyen fekvd talaj illetve talajviztablak oldott oxigén
koncentracidja legtobb esetben alacsony, sziikségszerli azon mikroba kozosségek vizsgalata,
melyek anyagcsere-utvonalai a hipoxikus koriilményekhez adaptalodtak.

Eredményeink alapjan az altalunk feltart talajvizet mindvégig a Bétaproteobaktériumok
Comamonadaceae ¢s Rhodocyclaceae csaladjai, azon beliill is els6sorban a Rhodoferax,
Azoarcus, Zoogloea, Quatrionicoccus és egy ismeretlen, a Rhodocyclaceae csaladba tartozo
genusz tagjai dominaltdk. A Gammaproteobaktériumokhoz tartozd6 Pseudomonas és a
Deltaproteobaktériumokhoz tartozd Geobacter nemzetségek tagjait is jelentdés szamban
detektaltuk az egyes mintdkban.

Vizsgalataink alapjan a fent emlitett genuszok koziil a BTEX-vegyiiletek hipoxikus lebontasaban
a Zoogloea, Quatrionicoccus és az ismeretlen Rhodocyclaceae mikroorganizmus minden
kétséget kizardan nagy szerepet jatszik. A Zoogoea nemzetségbdl sikeriilt is izoldlnunk és
leirnunk egy a tudomany szamara ezidaig ismeretlen mikroorganizmust, mely rendelkezik a
BTEX-vegyiiletek mikroaerob lebontasat lehetdové tevé enzimtipussal. A Rhodoferax csalad
képviseldjének szerepvallalasa eredményeink és a nemzetkozi irodalom alapjan sem egyértelmdi,
am valoszinlisithetd, hogy e mikroorganizmus is szerepet jatszik a toluol, vagy egyes
metabolitjainak mikroaerob lebontasaban.

A Pseudomonas fajok a vizsgalt id6szak kezdetén aktivnak mutatkoztak, majd a késGbbiekben
passzivitasukat meglepve tapasztaltuk, hiszen szamos fajukrol kozismert, hogy igen jo aranyban
katekol 2,3 dioxigendz genotipust, mely lehetdvé tette volna szdmukra a toluol hipoxikus
lebontésat, a stabil izotopos vizsgalatok sordn mar nem tudtuk kimutatni a mintakbol.

Az Azoarcus fajok hipoxikus koriilmények koézott inaktivak maradtak, ismerve a szakirodalmi
adatokat ez egy vart jelenség volt, hiszen e mikroorganizmusok biodegradacios szerepe fOleg
nitratredukald koriilmények kozott igazolt. E baktériumok karhelyen betoltott szerepét
tisztazando nitratredukal6 toluol-lebontasi kisérletem jelenleg is zajlik. A szakirodalom alapjan a
Geobacter nemzetség egyes fajai az altaluk hordozott benzil szukcinat szintaz funkciogének
révén nagy szerepet toltenek be a BTEX-vegyiiletek anaerob lebontasaban. Kutatasunk alapjan

azonban valdsziniisithetd, hogy a siklosi karhely Geobacter populacioja nem jatszik szignifikans

crer

93



10.14751/SZIE.2017.091



10.14751/SZIE.2017.091

7. Summary

Despite the fact that the aerobic and anaerobic degradation of BTEX compounds have been
widely studied little is known about these processes under microaerobic conditions. Since the
aviability of oxigen is often limited in contaminated soil and groundwater ecosystem,
investigation of functional diversity of bacterial communities adapted to the microaerobic
conditions is required. It was demonstrated that the bacterial community at the investigated site
was dominated mainly by Betaproteobacteria, such as members of the genera Rhodoferax,
Azoarcus, Zoogloea, Quatrionicoccus and unknown bacteria related to Rhodocyclaceae. The
Gammaproteobacteria related Pseudomonas and Deltaproteobacteria related Geobacter genera
were also detectable.

In summary, results of studies clearly revealed the central role of Zoogloea, Quatrionicoccus and
unknown Rhodocyclaceae bacteria in hypoxic toluene degradation at the contaminant plume.
Furthermore we isolated and describe a novel Zoogloea species which possess subfamily 1.2.C
catechol 2,3-dioxygenases gene, which could have enabled this bacteria to take part in the
degradation of toluene under hypoxic conditions.

According to our result and the available literature the role of Rhodoferax bacteria in miroaerob
degradation of toluene, or its metabolites is still unclear.

The Pseudomonas species were active only at the beginning of the monitoring period. During the
stable isotope experiment the inactivity of these species can be surprising due to the fact that it is
wildly known that several members of the genus are capable of degrading aromatic
hydrocarbons. On the other hand, Pseudomonas-affiliated subfamily 1.2.C-type C230 genes
were absent from the community at this time.

As it was expected the Azoarcus and Geobacter species remained inactive in hypoxic conditions.
The former species are usually reported as excellent toluene degraders under nitrate reducing
conditions. Accordingly nitrate reducer toluene degrading microcosms had been set up to clarify
the role of these bacteria in Siklos aquifer, however the results still need to be evaluated.
Numerous studies have suggested that Geobacter species take an important part in the anaerob
removal of BTEX hydrocarbons. According to the results, it is highly assumed that although a
notable Geobacter population can be observed at the Siklés BTEX contaminated site, these

bacteria may not play significant role in the anaerobic degradation of toluene.
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8.2 Az éves monitoring sordan tervezett SNuPe primerek

vart termék detektalt hossz beépiil

cél primer szekvencia
hossza (bp) (bp) bazis*
A 5" CTT GAT CAC ATT GCA
22 28 |
klaszter CTT GTA 3
B 5’ (T)3s CGG CAT CAA GAC
25 30 A
klaszter AGA CCT GCT 3°
C 5’ (T)s CAT AGA GGC CTA
28 32 A
klaszter CGG TATCGC ¥’
D 5’ (T)yGTT GGC CGC ATG
31 36 A
klaszter CTG AAATTT 3
E 5’ (T)12CAG GCC GCC ACA
34 38 |
klaszter TGG CTG ACA 3’
F 5" (T)1s TGG CCA AGA ACC
37 40 |
klaszter GCA CCCGCA ¥

8.3 A kisérletek soran hasznalt specidlis taptalajok

8.3.1 A stabil izotépos dusitasnal hasznalt tapoldat 6sszetétele

A SIP kisérlet soran hasznalt tdpoldat az aldbbi 6sszetevdkbdl all:

20 ml anaerob médium: 1 literre; 50 g NaCl, 20 g MgCl; x 6H,0, 10 g KH,PO,, 12.5 g NH,CI,

25 g KCl.
30ml NaHCO3 (1M) puffer: 1 literre 84 g NaHCO3
1ml vitamin oldat: 200 ml-re: 10 mg-10 mg B, B1o, B1, 2 mg B7, 20 mg nikotin, 50 mg Bg és
5 mg Bs,

2ml szelenit-volfram oldat: 1 literre: 0,59 NaOH, 3g Na,SeO3 x 5 H,0, 4mg Na,WO, x 2H,0

2 ml asvanyi tapanyag oldat 1 literre: 10.00 ml HCI (25%; 7,7M), 1,5 g FeCl,x 4 H,0O, 70 mg
ZnCl,, 100 mg MnCl, x 4 H,0, 36 mg H3BO, 190 mg CoCl;, x 6
H,0, 2mg CuCl; x 2 H,0, 24 mg NiCl; x 6 H,0, 36 mg Na,MoO,x
2 H,0

1 ml 10mM cAMP oldat
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8.3.2 A vasredukalé mikroorganizmusok dusitasara hasznalt tapoldatok osszetétele

A tapoldat Osszetétele alapesetben: 0,55 g K,HPOy; 0,125 g KH,PO4; 0,5 g NH4CI; 0,25 g
¢lesztokivonat; 450 ml desztillalt viz. Az elegyet 121°C-on, 15 percen at autoklavban sterileztiik.
A téapleveshez ezutan 0,2 pm-es porusatmérdjii fecskenddszliron keresztiill vagy 0,05 g
CaClyx2H,0 és 0,2 g MgCl, 50 ml-es vizes oldatat adtuk.

A baktériumok megfeleld novekedése érdekében az 500 mL térfogati elegyekhez vitaminokat:
0,5 ml Bi(1 mg/ml), 5 ul Biz (2 mg/ml), 5 ul biotin (1,5 ng/ml) és 0,5 ml asvanyi anyag
komplexet kevertiink.

Az asvanyi anyag komplex dsszetétele: 14 g FeCl, x 4H,0; 0,1 g ZnCly; 0,015 g H3Bos; 0,175g
CoCl; x 6H20; 0,159 Na;MoO,4 x 2H,0; 0,029 MnCl; x 4H,0; 0,01g NiClx6H,0; 1000 ml
dH,0.

A szénforrasként hasznalt acetat oldat 6sszetétele: 0,415 g C,H3NaO, 5 ml dH,0, melyet sziirve
adtunk a tapoldathoz.

FeNTA(nitrilotriecetsav) elkészitése:

100 mM-os oldat: 1,64 g NaHCOs-ot feloldunk 80 ml vizben, majd hozzdadunk 2,56 g
nitrilotriecetsav-trinatriumsot és 2,7 g FeClz x 6H,0-t.

Az oldatot filteren keresztiil sterilizaljuk, majd nitrogéngazzal kihajtjuk beléle az oxigént.
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