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1. A munka el6zményei, a kitizott célok

Egyes clorejelzések szerint napjainkra elértiik az olajkitermelés cstcsat,
valdszinii, hogy a szarazfoldon mar nem fognak wjabb déridasmezdket feltarni.
Azonban a kitermelés, feldolgozas radikdlis csokkenése még évtizedeket
varathat magara, és amig kdolaj van, addig az altala okozott szennyezésekkel is
szamolnunk kell. A legtobb kornyezeti szennyezést, akarcsak a vildgon,
hazénkban is a kdolajszarmazékok okozzék. A kdolaj és szarmazékai szdmos
olyan komponenst tartalmaznak, amelyek karosak az emberi egészségre,
karcinogén, teratogén és mutagén hatasuak lehetnek.

Annak ellenére, hogy a BTEX-vegyiiletek aerob és anaerob koriilmények kozti
biodegradacidja széleskorien kutatott, a hipoxikus kdzegekben lejatszodo
lebontasi folyamatokrol igen kevés informacio all a rendelkezésiinkre. Mivel a
mélyen fekvd talaj illetve talajviztabldk oldott oxigén koncentracidja legtobb
esetben alacsony, sziikségszerli azon mikroba kozosségek vizsgalata, melyek
anyagcsere-utvonalai a hipoxikus koriilményekhez adaptalodtak.

Ennek megfelelden célul tiiztiik ki:

e egy BTEX-vegyiiletekkel szennyezett hipoxikus karhely mikroaerob
mikrobakozosségének  valamint az  altaluk  hordozott aromads
szénhidrogének bontasdban résztvevd egyes funkcidgének hosszitava
monitorozasat.
részt vevo baktériumok, valamint funkcidgének azonositasat,

e tovabba a lebontd mikroszervezetek feldusitasat €s izolalasat dkologiai

szerepiik pontosabb megértése érdekében.



2. Anyag és modszer

Célkitlizéseinknek megfeleléen harom kiilonb6z6  vizsgalatot, kisérletet
hajtottunk végre. Az elsé soran egy BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, korabbi
munkdink alapjan jol ismert, hipoxikus talajviz mikrobakdzosségét €s az aromas
szénhidrogének bontasaban szerepet jatszo extradiol dioxigenaz funkciogéneket
monitoroztuk 13 honapon keresztiil havi rendszerességgel. Ezt kovetden
oxigénlimitalt, stabil izotdpos dusitdé tenyészetekkel azonositottuk a toluol
anaerob mikrokozmosz kisérleteket allitottunk Ossze, hogy egyes feltételezett,
fakultativ anaerob lebontd mikroszervezeteket feldusitsuk a kozosségbdl. A
doktori munka alatt a kisérleti mintdkbol és egyéb karhelyekrdl is folyamatosan
probaltunk klasszikus mikrobioldgiai mddszerekkel olyan tdorzseket izolalni,
amelyek rendelkeznek az aromas szénhidrogének hipoxikus bontasaért felel6s

enzimekkel.

2.1  Hipoxikus talajviz mikrobakozosségének hosszutavi monitoringja

A kutatas céljara kivalasztott siklosi karhelyen a szennyezést egy korabbi
benzinkut foldalatti tarolotartalyainak a szivargasa okozta. Az altalunk vizsgalt
talajvizmintdk a teriilet monitoring rendszerének ST2-es jelii kutjabol
szarmaztak, amely a szennyezési csova kozepén helyezkedik el. Az oldott
oxigén koncentracid, redox potencial, pH és hdmérséklet értékeket HANNA HI
9828 (HANNA Instruments®, USA) késziilék helyszini alkalmazéasaval
allapitottuk meg. Az egyéb vizkémiai paraméterek ¢és szennyezOanyag
koncentraciok meghatarozasat a Wessling Hungary Kft. végezte.

Az éves monitoring sordn a teriiletrél havi rendszerességgel mintat vettiink,
majd abbdl RNS-t izolaltunk. Az RNS-bdl a tovabbi vizsgalatokhoz reverz

transzkriptaz enzim segitségével cDNS-t készitettiink.
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Az extradiol dioxigenaz gének aktivitasanak vizsgalata soran a Pseudomonas
nemzetséghez kotheté 1.2.A, valamint a nagy részben Sphingomonasokhoz
kothetd 1.2.B alcsaladba tartoz6 katekol 2,3-dioxigendz (C230) enzimeket
kodold gének kimutatasara a XYLEIL és XYLE2 forward és reverz primereket
(Hendrickx et al., 2006) hasznaltuk. Az 1.2.C alcsaldd kimutatdsara az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) adatbazisaban fellelhetd
funkcidgén szekvencidk alapjan egy 0j degeneralt, “XYLE3” nevii primerpar
terveztiink. Mivel az etil-benzol volt az egyik legfébb szennyezbanyag az
altalunk vizsgalt karhelyen ezért a Brennerova és munkatarsai (2009) altal leirt
3-izopropilkatekol (3-IPC) 2,3-dioxigenaz gének expresszidjat is vizsgaltuk,
chhez az altaluk fejlesztett EXDO-K2 primerpart hasznaltuk.

A 16S rDNS szakaszok amplifikacidja a klonkonyvtarakhoz a 27f (Lane 1991)
€s 519r (Turner et al. 1999) primerekkel tortént, a T-RFLP esetében a forward
primernél VIC fluoreszcens jel6lést alkalmaztunk. A molekularis ujjlenyomatok
elkészitéséhez Rsal (GT|AC) enzimet (Thermo Scientific) alkalmaztunk. A 16S
rDNS klonkdnyvtarak soran tobb mint 100, a funkciogén konyvtarak esetén 48-
48 klont szekvenaltunk meg. A klonkonyvtarak 6 kiilonb6z6 1.2.C alcsaladba
tartoz6 Kkatekol 2,3-dioxigenaz csoport jelenlétét mutattak ki. E gének havi
expresszios dinamikajanak feltarasahoz a SNuPE (Single Nucleotid Primer
Extension- differencialt dideoxi primerhosszabitas) ujjlenyomat modszert
alkalmaztuk. Végiil a 16S rDNS T-RFLP és 1.2.C C230 SNuPE adatok kozti

Osszefiiggéseket fokomponens analizissel vizsgaltuk.

2.2 A stabil C izotopot tartalmazo toluol biodegraddcios vizsgalatanak

koriilményei

A siklosi mintateriilet ST2-es kutjabol 2015 aprilisaban vettiink {iledékben
gazdag talajviz mintat. A kisérlet sordn Osszesen 15 darab, harom-harom

parhuzamos mikrokozmoszt allitottunk be 100 ml-es szérumiivegekben. 5-5 g
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nedves tomegli homogén iiledékhez 50 ml natrium-hidrogénkarbonat alapt
mesterséges talajviz tdpoldatot mértiink, melyet CAMP, vitamin és asvanyi
tapanyag torzsoldatokkal egészitettiink ki (Winderl et al. 2010, Bruns et al.
be és mindvégig 0,5 és 0 mg/L kozott tartottuk. Hat-hat mikrokozmoszhoz 5 ul
jeloletlen (*2Cy), illetve minden szénatomon izotoposan jeldlt (*3C;) toluolt
(Sigma-Aldrich)  adtunk. Tovabbi harom mikrokozmoszhoz, melyek
autoklavozas utan abiotikus kontrollként szolgaltak szintén 5 pl jeldletlen toluolt
mértiink.

Ahogy azt vartuk, a toluol gyors biodegradacioja volt megfigyelhetd a biotikus
mikrokozmoszokban. Hogy elkeriiljiik a masodlagos metabolitokkal taplalkozo
baktériumok felszaporodasat a harmadik és a hetedik napon a dusité tenyészetek
DNS-ét kinyertiik, majd cézium-kloridos ultracentrifugéldsnak vetettilk ald
(180000 g, ~68 h). A cézium-kloridos gradiensekbdl tizenkét DNS frakciot
izolaltunk vissza a ,,nehézt6l” a ,,konnyiiig”. Kiilonbdz6 mennyiségi és mindségi
ellendrzések utdn a gradiensekbdl nyolc-nyolc frakcio 16S rDNS T-RFLP
mintazatat készitettik el FAM fluoreszcensen jelolt Ba27F ¢és 907R
primerekkel (Muyzer és Smalla 1998), valamint Rsal enzimmel. A 16S rDNS
amplikon piroszekvendlast harom frakcio (konnyti, kdzepes €s nehéz) esetében,
mindkét mintavételi ponton (3. és 7. nap), valamint a kiindulasi minta esetében
is elvégeztik. A piroszekvenalasra kivalasztott mintakbol katekol 2,3-
dioxigenaz funkcidogén klonkonyvtarakat is készitettiink XYLE3F/XYLE3R

primerek segitségével.
2.3 Vasredukdlo mikroorganizmusok dusitasanak koriilményei
Eredményeink alapjan a szennyezési csévaban tobbek kozott egy, a Rhodoferax

nemzetséghez kothetd, feltehetéen fakultativ anaerob baktérium valtozo

dominancigjat tudtuk kimutatni. A statisztikai elemzések szerint e



mikroszervezet szerepet jatszhat a BTEX-vegyiiletek lebontadsaban. Ezen feliil a
folyamatos monitoring tevékenység soran 2013-t6l a teriileten a Geobacter
nemzetség jelenlétét is detektaltuk. Ahhoz, hogy e mikroorganizmusok szerepét
tisztazhassuk vas(IIl)-redukalé mikrokozmoszokat hoztunk létre. A kiindulasi
talajviz mintat a mar elézéekben bemutatott siklosi teriilet ST2-es kutjabol
vettiilk. A mintavételi tiveget hermetikusan lezéartuk és sotétben 15°C-on 2 hétig
inkubaltuk, hogy a nitrat fogyasat eldsegitsiik a disitd tenyészetek elkészitése
elott.

Mivel az els6dleges cél a Rhodoferax nemzetség egyes fajainak feldusitasa volt,
ezért alapvetéen a bibor nemkén baktériumok izoldldsara hasznalt szakmai
utmutatasokat probaltuk kovetni. Négy kiilonbozo, foszfat puffer alapu, acetéatot
tartalmazd minimdl tidpoldatot allitottunk Ossze eltéréd nitrogénforrassal. A
taplevesek 1. tipusaban 0,05% (w/v) élesztOkivonatot és NH4Cl-ot (1 g/L)
alkalmaztunk; a Il. tipusaban kizardlag ¢élesztékivonatot, a III. tipusaban
kizarolag NH4Cl-ot, mig a IV. tipusbdl hianyzott mind az élesztékivonat mind a
fix nitrogén forma. Az oldatokhoz 5 mM Fe(II)NTA (nitrilo-triecetsav-
vas(IIl)) komplexet adtunk, biztositva a sziikséges elektron akceptor megfeleld
koncentraciojat. A dusitd tenyészeteket Ot héten keresztiil hetente atoltottuk,
majd végiil a baktériumokkal teli tapoldatokat lecentrifugaltuk és DNS-t
izolaltunk bel6liik. A kiindulasi minta, valamint a dusitd tenyészetek
mikrobakdzosségét T-RFLP modszerrel FSpBI enzim segitségével (C|TAG) és
16S rRNS klonkonyvtarakkal (~50-50 klon) tartuk fel.

Hogy pontosabb képet kapjunk a kiindulasi minta mikrobialis Osszetételérdl azt
lon Torrent PGM platform (Life Technologies) segitségével is vizsgaltuk.

Az egyes baktériumcsoportok jelenléte és a tapoldatok Osszetétele kozotti
Osszefiiggések feltarasat kanonikus korrelacidelemzéssel végeztik. Az 1.2.C
tipusu katekol 2,3-dioxigenazok jelenlétét a XYLE3F/XYLE3R primerekkel

vizsgaltuk. A benzil szukcinat szintaz (bssA) funkciogének kimutatasahoz, majd



a klonkonyvtarak készitéséhez a Winderl és munkatarsai (2007) altal tervezett

7T72F és 8546R primereket alkalmaztuk.



3. Eredmények

3.1 A siklosi BTEX-vegyiiletekkel szennyezett, hipoxikus talajviz

mikrobakozosségének hosszutavi monitoringja

Az altalunk vizsgalt talajvizet a Bétaproteobaktériumok, elsésorban a
Rhodoferax, Azoarcus és egy ismeretlen Rhodocyclaceae csaladba tartozo
genusz tagjai dominaltak. Az éves monitoring alatt jelentés dominanciabeli
valtozasokat figyeltink meg a fent emlitett mikrobacsoportok kozott. E
valtozasok hatterében valdszinlileg, a talajviz sekély mivoltabol fakadoan, a
kiils6 kornyezeti paraméterek valtozasa allhatott.

Az  eredményeinkhez hasonléan mds kutatdsok is igazoltak a
Bétaproteobaktériumok gyakorisagat az oxigénlimitalt, aromas
szénhidrogénekkel szennyezett talajvizekben (Fahy et al. 2006, Martin et al.
2012, Nestler et al. 2007, Tancsics et al. 2010). Szamos Rhodocyclaceae
csaladba sorolt baktériumrél mar jol ismert, hogy képes az aromas
szénhidrogének bontasara nitratredukald korilmények kozott (Anders et al.
1995, Song et al. 1999, 2001, Zhou et al. 1995). A Comamonadaceae csaladban a
Rhodoferax és azzal kozeli rokon mikroszervezetek e képességét csak a
kozelmult vizsgalatai valoszintsitik (Martin et al. 2012, Aburto és Peimbert
2011). Az altalunk kimutatott Rhodoferax klonok 100%-0s 16S rRNS
hasonlésdgot mutattak a szintén BTEX-vegyliletekkel szennyezett é&s
oxigénlimitalt angliai SIReN karhelyr6l (Fahy et al. 2006), és 99,7-100%
homologiat a szintén szénhidrogén kontaminalt németorszagi Zeitz karhelyrdl
(Alfreider és Vogt 2007) azonositott klonokkal.

A Rhodocyclaceae csaladba tartozé Azoarcus klonok legtobbje 100%-0s 16S
rRNS gén hasonlésdgot 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
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Rhodocyclaceae csaladba sorolt és a monitoring idészak végén dominanssa valo
klon az Uliginosibacterium nemzetséggel mutatta a legnagyobb hasonlosagot.
Tovabbd e klénok azonosak voltak szdmos 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 belil is féként a Pseudomonas
nemzetség tagjai. A leggyakoribb Pseudomonas kloénok 100% hasonlosagot
mutattak az Antarktiszirdl izolalt P. extremaustralis baktériummal, melynek
kimutattdk biofilm képzd, valamint aromds szénhidrogén bontd képességét is
(Tribelli et al. 2012). A tobbi Proteobaktérium osztaly nem volt egyik mintaban
sem meghatarozo szamban jelen.

A meta gytriihasitasi utvonal dioxigenaz génjeinek atirodasat monitorozva azt
tapasztaltuk, hogy az 1.2.C C230 és 3-IPC 2,3-dioxigenaz gének expresszidja
folyamatos volt. Az ujonnan tervezett XYLE3 nevii degeneralt primer szett az
[.2.C alcsaladba tartozo 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
els6 alkalom, hogy e funkcidogének mRNS transzkriptumait kimutattak
kornyezeti mintakbol. Az [.2.A alcsaladba tartozd C230 gének aktivitasat
vizsgélva azt tapasztaltuk, hogy egy TOL plazmidon hordozott két homolog
C230 gén jelenléte valoszintisithetd a kozdsségben.

Mivel az 1.2.C alcsaladba tartozé C230 gének nagy diverzitasat és eltérd
expressziojat tapasztaltuk a klonkonyvtarak alapjan, SNuPE probakat terveztiink
az egyes klaszterekre, hogy a gének atirddasat feltarhassuk az egész monitoring

iddszak alatt. A B és C klaszter aktivitasa folyamatosan kimutathato volt, igy

11



ezen C230 gének és az altaluk kodolt enzimek szerepe a BTEX-vegyiiletek
lebontasaban valosziniisithetd. Eredményeink alapjan a B klaszter jelenléte
valoszinileg a Rhodocyclaceae csaladba tartozd ezidaig ismeretlen
baktériumhoz, mig a C klaszteré a szintén ismerctlen Rhodoferax

(Comamonadaceae) fajhoz kothetd.

Uj tudominyos eredmény (L. tézis): Az tijonnan tervezett XYLE3 nevii
degeneralt primer szett az 1.2.C alcsaladba tartozo C230 gének széles
skalajat volt képes amplifikalni a PCR sorian, még ezidaig ismeretlen,

kitenyésztett baktériumokhoz nem kotheté tipusokat is.

3.2 A siklosi mikrobakizdsség stabil izotopos toluol lebonto vizsgdlata

hipoxikus koriilmények kizott

Noha a siklosi karhely baktériumkozosségét és az 1.2.C alcsaladba tartozo
katekol 2,3-dioxigenaz funkcidgének diverzitasat mar tobb esetben is
megprobaltuk feltarni (Tancsics et al. 2012, 2013), a degradacioban valo
részvételik még tovabbra is kérdéses volt szamunkra. Hogy minden kételyt
kizaroan 1gazolhassuk az egyes funkciogének, valamint baktériumfajok
aktivitasat oxigénlimitalt koriilmények kozott, stabil izotopos toluol bontasi
kisérletet allitottunk 6ssze. A mikrokozmoszok kozosségét két iddpontban
vizsgalva a 16S rDNS amplikon piroszekvenalas a Rhodocyclaceae csaladba
tartoz6 baktériumok dominancigjat mutatta ki a nehéz frakciokban. Elsdsorban
egy Quatrionicoccus rokon baktériumfajt azonositottunk, mint legfobb
mikroaerob toluol lebonté mikroszervezetet. A nemzetségben egyetlen
baktériumfajt talalhatunk, a szigorian aerob, Gram-negativ coccus Q.
australiensist, melyet egy eleveniszapos szennyviztisztito rendszerbdl izolaltak

(Maszenan et al. 2002). Sajnos a tipustdrzs szénhidrogén bontd képességérol
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nincsenek informaciok, valamint a leiroktol ¢és az altaluk megjeldlt
torzsgyljteményekbdl a faj nem beszerezheto.

A piroszekvenalas eredményei alapjan a Zoogloea fajok szintén jelentds
aranyban voltak jelen a jel6l6dott frakciokban. A funkcidogén klonkonyvtarak
eredményei és T-RFLP mintazata alatimasztotta ezt, mivel az altalunk leirt
Zoogloea-hoz kathetd 1.2.C-tipust katekol 2,3-dioxigenazok jelenlétét szintén ki
tudtuk mutatni a nehéz DNS frakciokbol. A nemzetség tagjai elsdsorban
pehelyképzé  tulajdonsagairol  ismertek, mely  képességét  foként
szennyviztisztitdsi folyamatoknal hasznaljdk 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 bontasara. Tehat
kutatdsunk eredményei jol aldtdmasztjdk az altalunk és mas kutatok altal leirt
megallapitdsokat, miszerint e baktériumok fontos szerepet jatszanak az aromas
szénhidrogének bontasaban a felszin alatti kozegekben.

Egy ezidaig ismeretlen Rhodocyclaceae rokon baktériumot szintén magas
aranyban tudtunk kimutatni a nehéz frakciobol. E faj a legkdzelebbi rokonséagot
(~93%-o0s 16S rDNS hasonlésag) Uliginosibacterium gangwonense-vel mutatta
¢és ugy tlinik széleskoriien elterjedt a szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti
kozegekben. A mikroorganizmus jelenlétét az egyéves monitoring iddszak alatt
is Kimutattuk és statisztikai elemzéseink alapjan valoszinUsitettikk, hogy
rendelkezhet 1.2.C tipusu katekol 2,3-dioxigenazzal. Az, hogy ez a funkciogén
genotipus (B klaszter) jelen dusitdsunk sordn a masodik legabundansabbnak
mutatkozott a nehéz DNS frakcioban szintén alatamasztja korabbi feltevésiinket.
Az ultracentrifugalas utan egy-egy koztes frakciot is tudtunk detektalni. E
frakciok elkiiloniilését egy a Rhodoferax ferrireducens-szel 96%-0s 16S rDNS
homologiat mutatd baktérium jelenléte okozta. A mikroorganizmust mi €s
masok is gyakran mutattadk ki anaerob vagy oxigénlimitalt szénhidrogénekkel
szennyezett karhelyekrdl (Callaghan et al. 2010, Téancsics et al. 2010, Téancsics
et al. 2013, Larentis et al. 2013, Tischer et al. 2013). Annak ellenére, hogy a
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mikroszervezet nem jel6lddott olyan mértékben, mint a korabban emlitett
baktériumok, valdsziniisithetd, hogy szerepet jatszik a toluol mikroaerob
lebontédsaban.

A konnyli DNS frakciokban legféképp a Geobacter és Azoarcus nemzetség
fajaival taldlkoztunk, e taxonokban szdmos anaerob toluol Ilebontd
mikroorganizmus ismert (Lueders 2017). E baktériumok inaktivitdsa nem volt
meglepd, hiszen a kisérlet soran a mikrokozmoszokhoz folyamatosan oxigént
adagoltunk, hogy fenntartsuk a hipoxikus allapotot. A Pseudomonas fajok
passzivitadsa azonban furcsa lehet, hiszen szdmos torzsiikrdl ismert, hogy igen jo
leginkabb kutatott modellszervezet e témakorben (Martiez-Lavanchy et al.
2010). Masrészrdl a nemzetséghez kothetd 1.2.C tipusu funkcidgéneket, melyek
lehetové tették volna szamukra a toluol hipoxikus lebontasat, nem tudtunk
kimutatni a mintakbol.

Szintén meglep6 modon a  jeloletlen frakcioban  detektiltuk a
Pseudoxanthomonas spadix baktériumfajt és a hozza kothetd katekol dioxigenaz
géneket, e mikroorganizmus genomjaban harom kiilonb6z6 1.2. C tipusa C230
funkciogén is kodolt (Kim et al., 2008; Lee et al. 2012).

A konnyli DNS frakciokban leginkabb dominans katekol 2,3-dioxigenaz
genotipus (802 bp T-RF) a legnagyobb hasonldsagot egy Brennerova és
munkatéarsai (2009) altal kimutatott metagenom klonnal mutatta. A kutatdsuk
soran megallapitottak, hogy a funkciogén altal kodolt enzim a toluol aerob
degradacioja soran keletkez6 3-metilkatekol koztitermékének bontasaban jatszik
szerepet. Ennek ellenére az ezt a tipust hordoz6 baktérium nem vett rész a
lehet, hogy esetleg ezen ismeretlen baktériumok oxigénlimitalt koriilmények
kozott inkabb nitratot hasznalnak elektron akceptorként és a minimalis
mennyiségli oxigént csak a gylrli hasitdsahoz haszndljak fel (Wilson et al.

1997). Mivel a mikrokozmoszokhoz nem adtunk nitratot és a vizsgalt talajviz
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alapvetden nitratszegény volt, ezért az ilyen modon metabolizald baktériumok

inaktivak maradhattak a kisérlet alatt.

Uj tudoményos eredmény (IL. tézis): Stabil izotépos 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 oxigénlimitalt koriilmények

erer

mutattunk ra elészor annak aromas szénhidrogén bonto6 képességére.

3.3 Vasredukadlo  mikroorganizmusok dusitisa a  siklosi, BTEX-

vegyiiletekkel szennyezett karhelyrol

A siklési karhelyen végzett metagenom analizis soran a szennyezési csova
mikrobak6zosségében jelentés Geobacter és Rhodoferax populaciot figyeltiink
meg. A mintdkban ezentil a benzil-szukcinat szintdz funkcidgének nagy
diverzitdsat 1is kimutattuk. A DbssA szekvencidk dont6 hanyada a
Bétaproteobaktériumokhoz  volt  kothetd, mig meglepd modon a
Deltaproteobaktérium és azon beliill Geobacter eredetli klaszterek hianyoztak.
Noha a négy kiilonboz6 dusitd tenyészet egyikében sem sikeriilt a Rhodoferax-
rokon és mas [.2.C-tipusi C230 funkcidgénnel rendelkezé mikroorganizmusok
felszaporitasa, harom esetben Geobacter nemzetség tagjai valtak dominanssa.
S6t, a  kilonb6zé  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 valdszinisithetd, hogy a sikldsi

karhely Geobacter populacidja nem jatszik szignifikans szerepet a toluol

crer
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Uj tudomanyos eredmény (I11. tézis): Sikeriilt olyan dusitasi kériilményeket
létrehoznunk, melyek alkalmasak voltak az altalunk vizsgalt kozegbol
kiilonboz6 Geobacter fajok feldusitasara. Igazoltuk, hogy a Geobacter
populacié nem jatszik szignifikans szerepet a siklosi karhelyen a toluol

anaerob biodegradaciojaban.

3.4 Az uj baktériumfaj -Zoogloea oleivorans sp nov.- leirasdanak bemutatdsa
A doktori munkam sordn a kisérleti mintdkbol és egyéb karhelyekrdl is
folyamatosan préobaltunk olyan baktériumtorzseket izoldlni, amelyek
rendelkeznek a BTEX vegyliletek hipoxikus bontasaért felelés enzimekkel. EQy
esetben sikeriilt egy ezidaig ismeretlen Zoogloea nemzetségbe tartozo
baktériumfajt izolalnunk, mely rendelkezik a 1.2.C alcsaladba tartozo katekol 2,3
dioxigendz enzimtipussal.

Elvégeztik az uj faj nemzetkozi kovetelményeknek megfeleld leirasat, mely

soran a mikroorganizmusnak a Zoogloea oleivorans nevet adtuk.

Uj tudomanyos eredmény (IV tézis): Sikeriilt egy ezidaig ismeretlen
Zoogloea baktériumfajt izolalnunk, mely rendelkezik az 1.2.C alcsaladba
tartozo katekol 2,3 dioxigenaz enzimtipussal. Elvégeztiik az uj faj
nemzetkozi kovetelményeknek megfelelé leirasat, mely soran a

mikroorganizmusnak a Zoogloea oleivorans nevet adtuk.
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4. Kovetkeztetések és a javaslatok.

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 mikoorganizmusok
lehetnek a dominans mikroaerob BTEX lebontd szervezetek. Egy altalunk
izolalt, a karhelyen is fellelheté j Zoogloea fajrol bebizonyitottuk, hogy
rendelkezik 1.2.C tipust katekol 2,3 dioxigenaz funkciégénnel. Az ilyen tipusu
funkciogének altal kodolt enzimek a szakirodalmi adatok alapjan
megnovekedett oxigén affinitdssal rendelkeznek, igy nagy biodegradacios
szerep juthat az Oket hordozo baktériumoknak a hipoxikus koézegekben.
Vizsgélataink soran ezt megerdsitve szamos 1.2.C alcsaladba tartozo C230
gentotipust tudtunk kimutatni a szennyezési csovabol, tovabba kettot koziilik
sikerlilt statisztikai modszerekkel az ismeretlen Rhodocyclaceae ¢és a
Rhodoferax rokon mikroszervezethez kotniink. Azonban ahhoz, hogy kétséget
kizaroan eldonthessiik, hogy e funkciogéneket mely fajok hordozzék sziikséges
azok kitenyésztése. A Rhodoferax nemzetség esetében erre probat is tettiink.
Nehezitette torekvésiinket, hogy a genuszban talalhatdé mikroorganizmusok
tulajdonsagai meglehetdsen valtozatosak, megtalalunk koztiik fototrofokat,
anaerob fermentalokat, aerob kemoorganotréfokat és vasredukald baktériumokat
egyarant. Mi alapveten az ismeretlen mikroorganizmus vasredukalo képességét
feltételeztiik, azonban az izolalas sikertelen volt. A tovabbiakban megprobalunk
a nemzetség fototrof tulajdonsagat kihasznalva 0j dusitasi technikat fejleszteni.

Az 1.2.C alcsaladba tartozo funkciogéneket monitorozva azt is tapasztaltuk,
hogy a stabil izotopos kisérlet soran az egyes genotipusok (pl.
Pseudoxanthomonas spadix-hoz kothetdé C230) a hipoxikus koriilmények
ellenére inaktivak maradtak. Ennek egy magyarazata lehet, hogy az ilyen

genotipusokat hordozé baktériumok oxigénlimitalt koriilmények kozott inkabb
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nitratot hasznalnak elektron akceptorként és a minimalis mennyiségli oxigént
csak a gyliri hasitasahoz hasznaljak fel. Tovabb arnyalja a képet azonban az,
hogy a Pseudoxantomonas spadix-hoz tartozé genotipus aktivitasat, ha kis
aranyban is, de a hosszitavi monitoring alatt ki tudtuk mutatni.

A Pseudomonas nemzetségbe tartoz6 mikroorganizmusok szerepe sem
egyértelmii a hipoxikus kozegekben. Sok esetben a kdzdsségben igen jelentds
aranyban (~10%) voltak jelen e baktériumok és a 2010. majusi-juniusi
mintakban a hozzajuk kotheté C230 funkciogének aktivitdsat is ki tudtuk
mutatni, azonban a stabil izotopos kisérletek sordn a genusz tagjainak DNS-ét a
konnyl frakcioban detektaltuk. Igaz ebben az esetben a nemzetséghez kothetd
1.2.C tipust katekol 2,3 dioxigenaz genotipusokat sem tudtunk kimutatni.
Lathat6 tehat, hogy az 1.2. C tipust katekol 2,3-dioxigenazok megléte
sziikségesnek tlinik a BTEX vegyiiletek mikroaerob lebontasaban, azonban az
enzim és az 6t hordozd baktérium szerepvallalasa az adott kozdsségben szdmos

mas kornyezeti tényezotol is fiigg.
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