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1. A TEMA AKTUALITASA , JELENT OSEGE

A koolaj és szarmazékai jelenleg a leggyakoribb koretgzennyek anyagok a vildgon
és hazankban. A kérnyezetvédelmi gyakorlat egydgyakoribb kihivasa a felszin alatti
vizek és a foldtani kozeg szénhidrogén szennyexgitek felszamolasa. A szénhidrogén
szennyezeések altal érintett teriiletek aranya miedidaszités ellenére vilagszerté. i\ XXI.
szadzadban az emberiség altal teremtett civilizalhkezet szinte mindenitkddési folyamata
energiaigényes, melynek alapjat a fosszilis enbaydozok jelentik. Az &olaj iranti ndvekd
kereslet és az eddigi kiterndehelyek kimerilése olyan, eddig fel nem tart, vaghezen
elérheb készletek iranyaba hajtjak a feltarasokat, amelyelz idaig gazdasagi, vagy mas
okbdl nem tekintettek kitermeletderileteknek. Ebll kdvetkezik, hogy olyan olajmék
kiaknazasa is megkedodtt/megkezddik, ahol eddig a kdrnyezeti, természeti szempontok
szabtak gatat a kitermelésnek (pl. természetvéderiletek). Ezek a folyamatok sajnalatos
modon a jovre nézve direvetitik azt is, hogy a tovabbiakban is szamit&nkell komoly
olajszennyezésekre nem csak a vilag taverészeiben, de Eur6paban és hazankban is.

A szennyezés bekdvetkezése utan a kornyezeti eJemaimint a természeti értékek
olyan meértékben karosodhatnak, hogy azok helytasdi jeleris mennyiséfy gazdasagi
eszkoz, illetve energia befektetést igényel, hagAltalan lehetséges. Az ilyen szennyezések
felszamoldsara ma mar szamos modszer all rendsikelne. A modszerek lehetnek példaul
fizikai, kémiai, termikus, vagy szigeteléses ek@i§ valamint biolégiai mdédszerek. A
biologiai modszerek lényege a természete&fomasok, példaul prokariota szervezetek
(baktériumok) xenobiotikumbontd képességének alkalima a karmentesités érdekében.
Ennek egyik legegysziénb modszere a természetes ontisztulé képességakiasa, vagyis a
szennyezett terlleten bontd képességgel rendelkmikrobak bontasi kapacitdsanak
felmérése és alkalmazasa. Ezért a szénhidrogemyszars hatasara kialakuld6 mikrobiota
Osszetétele a karhely ontisztuld képességének megise szempontjabol meghatarozo
jelentsédi. Masik lehetséges mdodszer a bioaugmentacio, noensgazoltan szénhidrogén
bontasi kapacitassal rendelkgzaktériumok felhasznélasa torténik.

A szénhidrogének lebontasanak kulcs szervezetakgtiumok mellett a mikrobialis
gombak is. Jelen dolgozatban a szennyezett tekihatkroba populacidjanak jellemzését
csak a szerves szenngyeanyagok mikrobioldgiai biodegradacidban résztoveakterialis

kozbsseg elemzésén keresztul mutatjuk be.



2. CELKIT UZESEK, ELOZMENYEK

Munkénkkal kapcsolatban az alabbi cédlkéseket fogalmaztuk meg:

1. Szénhidrogénekkel szennyezett hazai terllétekzarmazé talajviz mintak
esetében statisztikai modszerekkel vizsgalni kiwgnhogy a szennyezés
mennyiben valtoztatja meg a bakterialis kozossegrditasat, faji 6sszetételét.

2. Molekularis biol6giai modszerek segitségével (T-RFklGnkdnyvtar) olyan
kozbsség alkotokat kerestink, amelyek ugyanazoiiletél szarmazo
szennyezett és hattér mintdkra jelléelz, vagyis a koérnyezetvédelmi
gyakorlat szamara a jélien un. biomarkerként alkalmazhatok.

3. A dolgozat mésodik részében célunk olyan szénhérdgpntd baktériumok
izolalasa volt, amelyek szintén szennyezett teeldl8kt szarmaznak és igazolt
bontasi tulajdonsagaik alapjan okgmsr felhasznalhatok lehetnek
bioaugmentacioban.

Elst két célkitizésink érdekében 3 hazai, szénhidrogénekkel szesthyterileten,
harom éven keresztil (2006-2008) bioldgiai és ged&iémonitoring rendszert ikodtettlink.
Kdvetkeztetéseinket e harom helyszin egymastdléeitépontjaiban, illetve (szennyezettség
és talajviz aramlas szempontjabodl) hattér és szzetiyteriiletein vételezett talajviz mintak
tobbcélu elemzése alapjan vontuk le a bakteriaigbkségre vonatkozéan. A harom
helyszinél szarmazo, talajvizmintak TPH és BTEX vizsgalatedményeit a mintak
Aliivibrio fischeri alapu toxikolégiai eredményeivel dsszefliggésbatisgtikai modszerekkel
elemeztik. Feltételeztik, hogy a terlleteken a rsmxeés megjelenése a bakteridlis
diverzitdsban, illetve a kdzOosség alkotd mikrob&szétételében is nyomon koévethet
Feltételezéseinket molekularis bioldgiai médszemek@-RFLP, klonkdnyvtar) alapuld
rendszer eredményei és ezeknek tobb modszerrdkelkxett statisztikai elemzései (Man
Whitney U, klaszter analizis) kivantuk igazolnivixsgalt terileteken a molekularis biologiai
vizsgélatok alapjan olyan biomarkereket kerestiamkelyek egyértelfien és kizardlagosan
egy tipusu (szennyezett vagy héattér) mintakrarjeitek.

Harmadik célkitizésinknek megfeléén 7 hazai, szénhidrogén szarmazékokkal
szennyezett helyszifir baktérium torzseket izolaltunk. Az izolalt torksesetében ebs
|épésben gravimertids, majd az eredmények alapfaml@pu kémiai analitikai vizsgalatokat
végeztink koérnyezeti mintan. Ahhoz, hogy ezeketikrahakat kéébb oltdbanyagkeént is fel
tudjuk hasznalni, ismerni kellett azok degradacipatogenitasi tulajdonsagait, ezért az

gjonnan izolalt torzseket szintén 16S rDNS alap3galatokkal faji szinten identifikaltuk.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Bioldgiai- és geokémiai monitoring rendszer

A biol6giai- és geokémiai monitoring rendszer ekwmdst dolgozatomban, a
kornyezetvédelmi gyakorlatban alkalmazott modon zhaom. Ennek megfelén a
monitoring rendszerbe tartozé mérési modszerekkaiizparaméterek (pH, dmérséklet,
oldott oxigén tartalom, redox potencial és véképesség); kémiai analitikai paraméterek
(TPH, BTEX és altalanos vizkémiai vizsgalatok)eatttiv elektron akceptorok mennyiségi
elemzése; 0Osszes 6élsejtszam és szénhidrogén bonté csiraszam meghasaroMPN

maodszerrel, OxiTop™ talajrespiracios vizsgalat ézAlert 100™Aliivibrio fischeri teszt.
3.1.1. A monitoring mintavételi helyszinek és mintazas

A monitoring helyszinek Biharkeresztes, (izemanyaftéallomas, Opusztaszer,
olajvezeték torés és Zalaegerszeg,6@dlbmas voltak. Mintavételezést Biharkeresztesen 6t
(2007. februar 22., janius 12., augusztus 28., mbex 27. és 2008. februar 19.),
Zalaegerszegen harom (2006. majus 18., november 2007. februar 6.), illetve
Opusztaszeren szintén harom alkalommal (2006. m@&jusaugusztus 15., november 21.)
végeztink A vizsgalt terlileteken azomdtes kémiai analitikai vizsgalatok alapjan mind
szennyezett, mind hattér kutakbdl vételeztink vétajnintdkat. A zalaegerszegi tertleten két
szennyezett (Z5, Z9) és egy hattér (Z4), az opssetaterileten két szennyezett (OM7,
OMB8) és egy hattér (OM3), a biharkeresztesin egyisgezett (BM7) és egy hattér (BM1)
talajviz mintavételi pontbdl szarmaztak a mintaidk.hattér mintdk nem csak a kémiai
analitikai eredmények alapjan, de a helyszinekegaftepitott talajviz aramlasi szempontbdl
(havi rendszerességgel végzett talajvizszint maliaggan) is hattérnek tekinttiét vagyis a
talajviz a hattér terlleteldraramlik a szennyezett iranyba. A felszin alaii mintazasat az
MSZ 21464:1998 magyar szabvangigdsai alapjan végeztik.

3.1.2. Kozosségi minta feldolgozas a terminalis restrikc®fragment hossz
polimorfizmus (T-RFLP) vizsgélathoz

A biolégiai és geokémiai monitoring soran a szeaettetertletek talajvizmintaibdl
izolalt kozésségi DNS-t alslépésben terminalis restrikcios fragment hossmmofizmus
(T-RFLP) modszerével elemeztik, igy kovetkeztettlak adott minta mikrobialis
diverzitdsara. Annak érdekében, hogy a k6zosségrIP kromatogramon kapott terminalis
fragment csucsokat identifikalni tudjuk (azaz hoemdelhessiik valamely taxonomiai

csoporthoz), a kozosségi DNSHb klonkonyvtarat hoztunk létre. A  kldnkdnyvtar



feldolgozasanak elslépése a klonozas, vagyis a kozosségi DBISHdividualis elemek
levalasztasa és amplifikdcidja. Ahhoz, hogy az egy- fragmenthez tartozd klionok
identifikdlasa megtorténhessen a klonok szekveraalasdt szikség. Ezt kbvette egy ujabb T-
RFLP vizsgalat, amely sordn meghataroztuk az iddadis, klénozott DNS T-fragment
hosszuséagat. Igy azonositani tudtuk az egyes makimb tartozé fragment cstcsot, vagyis
megkereshettilk, hogy az identifikalt DNS szakasdzisségi T-RFLP kromatogramon hol
helyezkedik el. A T-RFLP vizsgalathoz a PCR-t5akarboxifluoreszceinnel jeloR7f (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')VIC és 519r (5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3') 16S
rDNS primerekkel végeztik (Lane, 1991). Annak éélredn, hogy a primerekkel amplifikélt
kozosségi DNS-ek bakteridlis diverzitasarol képapjunk, a 16S rDNS PCR termékeket
Mspl restrikcids endonukledzzal emeésztettiik. A T-RFanalizis folyaman az Mspl

restrikcids enzimmel emésztett PCR terméket kaysligelelektroforézissel vizsgaltuk.
3.1.3. Klonkonyvtarak létrehozasa és feldolgozasa

A fentiekhez hasonléan PCR segitségével a kozo43B@ mintabdl a 16S rRNS
géneket 27f és 519r primerekkel amplifikaltuk. Aldtkezett PCR terméket QIAGEN PCR
Clean up Kit-tel tisztitottuk és DNS-ligaz enzimnpelGemT Easy vektorral (Promega Co.)
ligaltuk (fragmentek 6sszekapcsolasa). Ezt késmetkompetens€scherichia colisejteket
transzformaltunk ligalt vektorral. A vektort hordbzejteket kék-fehér szelekcid segitségével
szelektaltuk. A klonkoényvtarak feldolgozasat nest&®CR technikaval M13f (5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3) és M13r (5-CAGGAAACAGCTATGACS) primerek
felhasznaldsaval amplifikaltunk klénszekvenciakbatkodvetked Iépésben az eélsPCR utén
mar csak a transzformalt DNS regiobol szarmazo nieagek 27f és 519r szakaszat
amplifikaltuk és ehhez fluoreszcensen jel6lt prim¢27f VIC) hasznaltunk, majd a
tovabbiakban Mspl alapu T-RFLP segitségével vizagéh klbnokat. Ezeket szekvenaltunk
is és a megallapitott nukleotid sorrend alapjanizsgalt mikroszervezetek faj szint
identifikaciojukat elvégeztik.

3.1.4. Statisztikai médszerek

A biogeokémiai monitoring tevékenység soranijgit eredmények kozotti
kapcsolatrendszer vizsgalatat statisztikai mod&ketevégeztik. A statisztikai vizsgalatok
mindegyikét a STATISTICA 7 és Microsoft EXCEL sagdtek felhasznalasaval végeztuk el
(Microsoft Inc., Redmond, USA). Az alkalmazott nsadrek: Spearman-féle rang korrelacio,
Shannon-féle diverzitas elemzés, T-prOba, Mann-Welit U teszt, klaszter-analizis és
biomarker kereseés.



3.2. Szénhidrogén bontd mikroszervezetek izolalasa

Hét, hazai, szénhidrogénekkel szennyezett terllgtggeztink mintaveételt (1. sz.
tablazat). Azt valoszirsitettik, hogy ilyen szennyezett karhelyeken nabyaséllyel
izolalhatok olyan baktériumok, amelyek a szénhidrmket, mint szénforrast hasznositani
tudjak élet- és anyagcsere folyamataikhoz, vaggiddygradaciora képesek.

1. szamu tablazatA biodegradacidban alkalmazhaté baktériumok izetidék érdekében vett, hét, hazai,
szénhidrogénekkel szennyezett helyszilekzdrmazo mintdk bemutatasa, a mintak jeleivel

Mintavétel helye | Helyszin tipusa Minta tipusa Mint& szama | Mintak jele
Batonyterenye todallomas talaj 1db CHBT

Sasd tolballomas talajviz 4 db 4S,5S, 7S, 8S
Opusztaszer Olajvezeték torés talajviz 2db OMM;:®
Szarvas tottallomas talajviz 1db SZM5

Egykori szovjet katonai repitér biofilter 2db TBF1, TBF2
Zalaegerszeg t@éllomas talajviz 2db Z5, 279

Hazai l6olajfinomité olajipari szennyviz 2db ZFM 19, ZFM23
A mintazott teriletek szama: 7 Osszes minta (db); 4

A szelekcidhoz ets Iépésben a begjtétt mintakbol 10 mi-t, illetve a biofilter és
talajminta esetében 10 g-ot sterilen 100 ml, egyestiénforrasként 2 cfngazolaj-Kolaj
keveréket tartalmazé OIR-III taplevesbe. A szérdferstikités (csak gazolajdolaj) célja az
volt, hogy csak a szénhidrogénekkel szemben tader@setlegesen azt biodegradalni képes
baktériumok szaporodjanak fel az oldatban. A széleknikrobakkal gravimetrias bontasi

Kisérletet végeztink.
3.2.1. Mikroszervezetek faji szintii identifikacidja

A jo bontd képességekkel rendelkezizolalt mikroszervezetek faj szint
identifikaciéjat molekularis bioldégiai modszerekkehgyis részleges 16S rDNS szekvencia
analizis alapjan végeztik el. A szekvenciadkat na-linédon a NCBI GenBank és a leBibi
(Bio Informatic Bacteria Identification) adatbazisé talalhaté szekvencidkkal vetettik
0ssze. 98%-0s szekvencia hasonlosag esetén, &lvirdgset az adatbazisban fellethet

mikroba fajhoz tartozonak tekintettik.
3.2.2. Részletes biodegradacios vizsgalatok (bontasi kiset)

Az izolalt mikroszervezetek szénhidrogén bontasipakitdsat nem kizardlag
laboratoriumban 6sszeallitott, hanem szennyezetiletédl szarmazo koérnyezeti minta

esetében is igazolni kivantuk. Ennek megéael egy altalunk kidolgozott médszer alapjan



extrahdlhato alifas szénhidrogéneket (EPH) tartaimdalajvizmintat hasznaltunk a
mikrobatdrzsek bontasi képességének igazolasdaz@élések soran a szennyezett kdrnyezeti
mintat a szelekcios vizsgalataim soran izolalt wiékkal oltottuk be. A kisérletben az
tjonnan izolalt mikrobak kozul a TBF2/20.2, a ZFMR®&s 4S-8 térzsek bontasi képességet
vizsgdltuk in vitro, koérnyezeti mintan. A kisérletben negativ konk@éiit a sterilezett
kornyezeti minta szerepelt, amelyet az oltott nkkéh azonos kortlmények kdzott razattam
Ot napon at. Pozitiv kontrollként harom kulonbdmeallitasban egiy vivo bioremediacidoban

alkalmazott oltdbanyag tagjait hasznaltuk fel.

3.3. Uj baktériumfaj leirasahoz sziikséges vizsgalatok

A fent bemutatott, bontasi kapacitassal rendélkezikroszervezetek keresése soran
olyan mikroszervezetet izolaltunk (TBF2.20.2), aynek szekvencidja az alkalmazott
referencia adatbézis (NCBI GenBank, leBibi) idekéft mikroba tdrzseivel csak kb. 93%
koruli homoldgiat mutatott. Az eredmény alapjaraedrzs egy eddig ismeretlen, (j faj jelolt.
Az eredmény tudomanyos alatamasztasahoz a 16S eldyp®n elért molekularis biologiai
eredmény kiegészitésre szorult. Az 0] faj leir@ekében elvégzett vizsgalatok:

* Molekularis biologiai vizsgalatok: filogenetikai aggalatok (16S rDNS koézel
teljes szekvencia analizis), guanin és citozinyaraaghatarozas

» Fenotipusos vizsgalatok: morfologiai leiras, sejtoegan zsirsav analizis,
respiratorikus kinon és lipokinon analizis, poladgadek meghatarozasa,

elektronmikroszkdpos morfoldgiai vizsgalatok.



4, EREDMENYEK

4.1. Szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek bioldgias@eokémiai vizsgalata

Osszefiiggést kerestiink a harom magyarorszagi temjil@z akkreditalt kémiai
analitikai laboratorium altal vizsgalt szenngezomponensek (TPH, BTEX) koncentracioja
és a ToxAlert 100Aliivibrio fischeri alapt sztenderdizalt (ISO 11348) mikrobioldgiai
Okotoxikolégiai moédszer eredményei k6zott. Ennale&ében Spearman-féle rangkorrelacios
koefficiens szamitast végeztink, STATISTICA szaoftek(2. sz. tAblazat).

2. szamu tablazatA harom hazai helysziéirszarmazé szennyezett és hattér talajviz mintaB{hszennyez
anyag mennyiségének és a Tox Alert 100™ altal dodinbdxicitasanak (Ekg) 6sszehasonlitasa a
STATISTICA, matematikai statisztikai szoftverrebsaitott Spearman-féle rangkorrelacioval. A rang&ldicio
értéke -1 és +1 kozott lehet. A két valtozé koziszefliggés annal szorosabb, minél kdzelebb wadrtaérték
a +1, illetve -1 értékhez. A szoftver analizis enédye alapjan minden érték tekintetében szignifikan
Osszefliggést mutattunk ki a két valtoz6 kozott.

Kockazatos anyag EC 5
Benzol -0,617135
Toluol -0,686002

Etil-benzol -0,650600
Xilolok -0,763680
Egyéb alkil benzolok -0,766920
VAPH (C6-C12) -0,747321
VPH (C5-C12) -0,719477
VALPH (C5-C12) -0,798951
EPH (C10-C40) -0,809142
TPH (C5-C40) -0,812834

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (I. tézis, a 4.1. fejezet eredményei alapjan):
Spearman-féle rangkorrelacios szamitas alapjan haro hazai, szénhidrogénekkel
szennyezett karhely eltéé idépontokban vett hattér és szennyezett mintainak
toxikolégiai, valamint TPH és BTEX kémiai analitikai eredményei alapjan igazoltuk,
hogy a vizsgalt terliletek talajvizeinek szennyezettge ésAliivibrio fischeri alapu

mikrobioldgiai toxicitasa k6zott szignifikans, egyees aranyu dsszefliggés all fenn.

A tovéabbiakban meghatdroztuk a vizsgalt tertletelRFLP alapd Shannon-féle
diverzitds indexeit és szignifikAns 0Osszefliggésddarestiink a diverzitds értékek és a
szennyezettségi adatok kozoétt Man Whitney U tesedmeényei alapjan. A T-RFLP
eredmények alapjan klaszter elemzést is végeztAnktatisztikai elemzések eredményei
alapjan a harom hazai karhelyen vett mintaink ésgténincs szignifikdns 6sszefliggés a
mintak T-RF-ekre (mint OTU-ra) alapozott mikrobglk6zosségének diverzitdsa és a
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szennyezettség mértéke kozotit sok esetben az azonos terlletek é&liélbpontban vett
mintainak T-RFLP képe is Iényegesen eltér egym43t&z. tablazat, 1. abra)

3. szamu tablazatA harom hazai mintavételi helyszin szennyezettédhtalajviz mintainak (n=31) terminalis
restrikciés fragment hossz polimorfizmus (T-RFLRnezése alapjan szamitott Shannon-féle diveraiideaxek
atlaga és Osszefiiggéseik a szennyezettség vonsdkaréa STATISTICA szoftverrel szamitott p értékek
alapjan. A kilénbség akkor szignifikans, ha p éadls alatt van.

. Sha,nnon Hattér Szennyezett
index atlag
Hattér 2,40 0,128736
Szennyezett 2,80 0,128736

BM1.1 i ' ' '

BM1.2 7

olis g Jelmagyarazat
E: 1; Biharkeresztes:
Z5 1 —’—’_‘ BMau: hattér
=is | BM7: szennyezett
g}:;}% Opusztaszer:

BT 4 OM3: hattér

%5:5 OM7, OMS8: szennyezett
ones : Zalaegerszeg:

[ -4 - 7

741 Z4: hattér
%Eg: | 75, 79: szennyezett
BT E

BM1.3
Z4a.3A

Yy A—

BMTE

752 ‘|

oMs

743 1 |
OM3.3 !

7432 —‘
oMy :
ON7.3 '
0 10000 20000 30000 40000 50000
tavolzag

1. 4bra A harom hazai szénhidrogénekkel szennyezett teéliltarmazo szennyezett és hattér talajvizmintak
(n=31) baktérium kdzosségeinek dsszehasonlitasanélis restrikciés fragment hossz polimorfizmus (T
RFLP) alapjan végzett klaszter analizis médszedatnnyezett és hattér mintak jele a jelmagyarandaih

minta jelében I&¥ utols6é szam a mintavételiddontot jeloli)

4.1.1. Biomarkerek keresése a szennyezésfdrdulasanak megallapitasara

Az altalunk vizsgalt fragmentek kozUl k&tia 123-as és 202-es mutatott elfogadhat6
szinti pontossagot a szennyezetts&geejelzéséhez. Ezek a modszerek magas specificitasu
révén nagy valészitséggel kevés alpozitiv, ugyanakkor viszonylag alagsszenzitivitasuk
alapjan tulzottan sok alnegativ eredményt adnakmBdetesen ezt ugy képzelhetnénk el,
hogy a fragment megjelenése nem egyéfielmdonti el a minta szennyezettlenségét,

masképpen a negativnak (hattér) jelzett mintakébset sok lehet a pozitiv (szennyezett),
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ugyanakkor a modszer altal pozitivhak (szennyeek}tritélt mintak tulnyomé tobbsége
valéban pozitivhak (szennyezettnek) tekinthet

4.1.2. A bakterialis kb6zosség elemzése klonkonyvtarakkal

Céljaink megvaldsitasa érdekében klonkonyvtarakaritettiink, mintanként kb. 100-100
klén vizsgalataval. A dolgozat elkésziltéig két dwkteresztesi két zalaegerszegi valamint

harom 6pusztaszeri minta kionkonyvtaraimakiolgozasat végeztik el (4. tablazat).

4. szamu tablazatA jelents* 16S rDNS klonok meghatarozasa a vizsgalt mirdlkdz NCBI GenBank és leBibi
adatbazisok alapjan. (A tablazat folytatodik a kkeg oldalon!)
*Jelents klonok: nagy szambanégbrduld és/vagy ismert szénhidrogén bontési kepesdéendelked kionok.

** Proteobaktérium osztélyok gorog ligel jeldlve
Mintak jele utan zardjelben: A vizsgalt klonok szaaz adott minta esetében

Klénok szama Legkozelebbi rokon faj T-RF (Msp) Azo(%))ssag Osztaly
OM3.3(115)

8 Albidoferax ferrireducens 484-486 96,5 -98,7 Béth-}

6 Vogesella indigofera 424, 484 96,7 - 100 Béta-]

5 Pseudomonas jessenii 484 99,1-100 Gamma-§

4 Rhodoferax antarcticus 486, 490 97,4 -99,1 Béth-|

4 Pseudomonas anguilliseptica 484, 487,489 98,1 - 99,6 Gamma) (

3 Rhodoferax fermentans 478, 479 98,5-99,1 Bétp-|

3 Leptothrix cholodnii 132, 140 95,8 -99,5 Béth-)

1 Pseudomonas frederiksbergensigt90 100 Gammay{)
OM8.3(112)

32 Malikia spinosa 481,482 95,5-100 Béta-f

8 Dechloromonas aromatica 430, 431 99,3 Bét$<)

7 Gallionella capsiferriformans 119 92,6 — 99,5 Bét@-)

5 Albidoferax ferrireducens 488, 489 90,9-97,9 Bétp-)

4 Geothrix fermentans 484 98,0 Holophagae

3 Rhodoferax antarcticus 486, 490 95,1 -98,7 Béth-]

3 Denitratisoma oestradiolicum 485, 486 91,8 -93,0 Béth-]
ZM4.1 (106)

3 Dehalobacter restrictus 141, 489 99,0 -99,5 Epszilog)

5 Novosphingobium 150 98,0 -98,5 Alfao)

aromaticivorans

2 Flavobacterium xinjaingense 85 99,1-100 Flavobaktériumok

2 Denitratisoma oestradiolicum 486 91,7-93,3 Bét®)

1 Sphingomonas dokdonensis 150 97,9 Alfa &)

1 Sphingomonas jaspsi 150 97,0 Alfa ¢-)

1 Sphingomonas xenophaga 162 99,9 Alfa ¢-)

1 Sphingomonas mucosissima 150 96,3 Alfa ¢-)

1 Albidoferax ferrireducens 487 98,7 Bétaf()

1 Azoarcus aromaticum 79 98,5 Bétafl-)

1 Hydrogenophaga flava 162 98,8 Bétaf()

1 Malikia granosa 293 96,0 Bétaf})

1 Flavobacterium johnsoniae 85 97,9 Flavobaktériumok

1 Pseudomonas jessenii 137 100 Gammay{)
ZM9.1 (104)

4 Asticcacaulis benevestitus 436 98,1-98,5 Alfad-)

3 Albidoferax ferrireducens 488, 489 97,2-99,4 Béta-§

3 Nevskia ramosa 129, 131 92,5-97,7 Gammg)

2 Oleomonas sagaranensis 440 100 Alfa ¢-)

2 Curvibacter gracilis 485, 487 98,7-99,0 Béta-§

1 Asticcacaulis excentricus 435 97,5 Alfa ¢-)

1 Novosphingobium 150 98,5 Alfa ¢-)
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- i
Kl6nok szama Legkozelebbi rokon faj T-RF (Msp) Azo(r;/;))ssag Osztaly*
aromaticivorans
1 Rhodoferax fermentans 489 97,3 Bétaf})
1 Denitratisoma oestradiolicum 481 90,5 Bétaf()
1 Polaromonas vacuolata 480 95,3 Bétaf()
1 Hydrogenophaga atypica 472 99,9 Bétaf()
BM1.1 (68)
6 Malikia spinosa 483 99,4 - 100 Bét$-)
4 Acidovorax delafieldii 481 97,7 - 100 Bét${)
4 Pseudomonas anguilliseptica 487 99,5-99,9 Gamma-]
3 Acinetobacter lwoffii 488 98,9 - 99,2 Gamma-]
Herbaspirillum sp AKB-2008- 486 95,1-99,5 Bét®)
3
TE24
2 Acidovorax defluvii 481 98,8 -99,5 Bét®)
2 Acinetobacter beijerinckii 488 99,5-100 Gamma-f
1 Hydrogenophaga atypica n/a 99,5 Bétaf}()
BM7.1 (86)**
12 Malikia spinosa 481,482,483 99,6 - 100 Béfa)
9 Albidoferax ferrireducens 484, 489 95,2 - 98,0 Béth-]
2 Leptothrix cholodnii 131 99,5 Bétaf()
2 Pseudomonas putida 486 99,3 Gammay{)
1 Pseudomonas anguilliseptica 487 99,9 Gammay{)
1 Rhodoferax antarcticus 486 95,7 Bétaf}-)

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (Il. tézis 4.1 fejezet erednényei alapjan): Harom,
szénhidrogénekkel szennyezett hazai terllet hattéés szennyezett talajvizmintaibol
(n=31) szarmazd T-RFLP eredmények tobb iranyu stasztikai vizsgalata (Man Whitney
U, klaszter elemzés) és klonkdnyvtarainak elemzéskimutatta, hogy a talajviz
szennyezettsége és a baktérium kozosség diverzitaga@zott nincs  szignifikans

dsszefliggés.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (lll. tézis, 4.1 fejezet eredményei alapjan):
Harom, magyarorszagi, szénhidrogénekkel szennyezeltelyszin talajviz mintaiban, a
16S rDNS klonkonyvtarak alapjan meghatarozott bakteialis kozosség dsszetételében, a
Béta-Proteobaktériumok domindaltak. Az eredményeket nemzetk6zi publikaciéban
adtuk kozre (Tancsics et al., 2010).

4.2. Szénhidrogén bontd mikroszervezetek keresése

A szennyezett terlletelr 6sszesen 47 torzset izolaltunk. A gravimetriaviakgalt,
harom ismétlésben végzett, bontasi arany megalkgialapjan az izolalt 47 torégkhat
csokkentette legalabb 20%-0s mértékben kiindul@giolgj-l6olaj keverék mennyiségét a
kontroll mintdhoz viszonyitva (5. sz. tdblazat)
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5. szamu tabladzatAz Gjonnan izolalt, hét hazai szénhidrogénekkehayezett tertilet! szarmazo
baktériumtérzs (n=47) kozil vizualis vizsgalat gdapelkilonitett térzsek szénhidrogén bont6 képpssé
gravimetrias vizsgalattal

o Olajbontasi arany a kontrollhoz képest %-
Minta jele b . P
an (3 parhuzamos mérés atlaga)

Kontroll 0

TBF2/20.1 64,62

TBF2/20.2 21,09

ZFM 23.1 47,94

SZM5/4.2 44,94

OM 7-2 31,15

4S-8 33,10

4.2.1. A szénhidrogén bonto torzsek taxondémiai besorolasa

A szénhidrogén bonté képességgel rendélkkat torzset 16S rDNS szekvencia
analizissel faj szinten azonositottuk. A szekvenasdran kapott bézissorrendeket az

nemzetkdzi adatbazisok eredményeivel (GenBankbleBasonlitottuk 6ssze (6. tablazat)

6. szamu tablazatA gravimetrias mérés alapjan szénhidrogén bontéssdggel rendelkézijonnan izolalt 6
torzs faji szint identifikacidjanak eredménye 16S rDNS szekvennaliais alapjan.

Minta jele Meghatarozas Szekvencia azonossag
TBF2/20.1| Acinetobacter rhizosphaeraée 98,14%
TBF2/20.2 Olivibacter sp. nov. 93,25%

ZFM 23.1 Rhodococcus erythropolis 99,60%
SZM5/4.2 Pseudomonas mandelii 99,31%
OM 7-2 Rhodococcus erythropolis 99,55%
4S-8 Rhodococcus ruber 100,00%

4.2.2. Bontasi kisérlet

A szénhidrogén bontdé képesseég Iigazolasara szerihyégdiletbl szarmazo
talajvizminta felhasznalasavi vitro kisérlet allitottuk 6ssze, amelyeket gazkromati@ga
mérésekkel tAmasztottunk ala. A 7. sz. tAblazalneéayei alapjan a vizsgalt torzsek valéban
képesek voltak az olajszennyezéseket jeltemisszes alifas szénhidrogén (TPH)

szennye&anyag mennyisegenek jeléatcsokkentéseére.

7. szamu tablazatA szénhidrogén szarmazékokkal szennyezett korniyemetan végzett bontasi kisérlet TPH
és BTEX vizsgalatainak kémiai analitika eredményérte: Wessling Hungary Kft.). Az Gjonnan izold&itzsek
bontasi képességenek dsszevetesvo bioremediacioban mar alkalmazott torzskeverékaiag|.

* In vivo bioremediacioban mar alkalmazott térzskeverék jgritian izolalt térzsek

SK: a kezeletlen steril kontrollban mért szenréiggwag koncentracié a bontasi kisérlet végén

NCP3- | AK40- | AK38- » o | rc s
Komponens | B8~ | BRAD - | eSS | TBF2/20.2% | ZFM23.1 |4s-87| sK
Mértékegység pg/dm?
Pl 1370 345 648 592 654 55 253D
(C5-C40) |
Ul 45,.85% | 86,36%| 74,39%|  76,60% 7415% | 77.9006 -
bontasi%
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4.3. A TBF2/20.2 jeli torzs rendszertani besorolasa

A szénhidrogén bonté mikrobak izolalasa soran aZIBF.2 jelzés térzset az alacsony
szekvencia hasonlésag (93%) miatt nem lehetetisjiten azonositani, igy Uj faj jeldltnek
tekintettik. Az eredmény alatamasztasara az ,Angagmaodszer’ részben bemutatott
vizsgélatokat kellett végezni. A vizsgalatok eredgedt mutatja be a 8, 9 szadmu tablazat,

valamint 2-4. abra

8. szamu tablazatAz Uj faj jelolt TBF2/20.2. torzs fenotipusos katetksztikaja, 6sszevetve &ivibacter
nemzetség mas tagjaiv&: soli, O. ginsengisoli, O. terra®. sitiensis

Jelmagyarazat: +: ndvekedés/asszimilacid; -:nieekedés/asszimilacid; +gy: gyenge novekedés; Gt@nid és Citozin

. . O.soli  O. ginsengisoli O. terrae O. sitiensis
Tulajdonsag TBF2/20.2 chil034  GSoil 060 Jipld  AW-6

Novekedés 5°C-on + +
Novekedés 15°C-on
Novekedés 30°C-on
Novekedés 37°C-on
Novekedés 42°C-on
Novekedés 4% NaCl -
Novekedés MacConkey
agaron i i i i
Enzimaktivitas:
Zselatin hidrolizis - + +
Eszteraz (C4) - - +
Eszteraz lipaz (C8) - - -
Naftol-AS-BI-
foszfohidrolaz
S-galaktozidaz + - -
p-glikoronidaz - - -
a-mannozidaz + - - -
a-fukozidaz - + -
Asszimilacio:
D-Adonitol + + - - -
D-Lix6z +
D-Mannitol - + - - -
D-Melezitéz + +gy - -
D-Turan6z + +gy - +gy -
Inozitol - -
L-Arabin6z + + - +gy
L-Hisztidin - -
N-Acetil-glikdézamin + - - -
G+C tartalom (mol%) 41,2 39,2 43,6 40,6 45,6

+ +
+ +

+ + + +
+ + +
+ + + +

+
+
+
1
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9. szamu tablazatA TBF2/20.2 jeli térzs és a rokon fajok képviselek sejtmembran zsirsav analizis
eredménye, 0sszevetve @livibacternemzetség mas tagjaiva: soli, O. ginsengisoli, O. terra®. sitiensis

*Ismeretlen zsirsav komponens; ECL: equivalent clength: egyerdl lanchosszusagot jelol

**Qsszegzett komponensnek tekintettilk azokat @asakat, melyeket gazkromatograf nem tudott elzédas a Microbial
Identification System (Microbial ID) szoftver segfgével.

Osszegzett komponens 1: isgsgH és/vagy Gs.o 3OH.

Osszegzett komponens 3: isgs62-OH és/vagy G.107C.

Osszegzett komponens 4: ise;gl és/vagy anteiso-G.,B.

O. soli 0. O. terrae .
Zsirsav komponensek TBF2/20.2 Gsoil  ginsengisoli J.i 137 sitiensis
034  Gsoilosd P AW-6"
Ci4:0 1,57 1,12 1,59 2,10 0,34
Cis:0 4,54 4,88 5,30 4,22 4,54
Ci4:105C 0,24 - - - -
C16;1(D5C 0,54 1,53 0,58 - 1,17
Ci5106C 0,30 - - - -
iS0-Ci5:0 39,43 29,60 28,24 27,61 31,18
anteiso-Gs.o 0,30 0,66 - 0,32 -
iS0-Cy5.0 3-OH 1,94 2,51 2,51 2,49 1,87
iSO-C]_5;1 F 0,13 - - - -
is0-Cy6:0 3-OH 0,24 0,34 0,39 - -
is0-Ci7:0 0,97 0,13 0,37 0,43 0,31
is0-Cy7.03-OH 14,46 12,86 13,97 12,34 10,97
is0-C7.109¢C 1,88 1,16 0,96 1,29 1,75
C 14:02-OH 0,68 0,27 0,31 0,34 -
C 15:02-OH 0,26 - - - -
C 16:02-OH 1,68 2,23 2,62 2,87 0,59
C 16:03-OH 0,7 2,18 2,85 1,64 0,63
C 161 2-OH 0,14 - 0,33 0,48 -
C17.02-OH - 0,33 - - -
C170CYCLO 0,86 - - - -
Ismeretlen komponens*
ECL 13,565 0,71 0,64 0,80 0,80 1,21
ECL 16,582 1,18 0,96 0,91 0,92 0,81
Osszegzett
komponens**
1 0,33 - - - -
3 26,01 38,42 38,26 42,16 44,23
4 0,38 0,19 - - 0,41
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1 geotecaggaty aacgctagog goaggoctat acatgoaagt cgaacgggat ogggggotte

61l ggtcccococgtg agagtggogdc acgggtgogdt aacgcgtgag caacctgococc gtooccagggg
121 gatagcccgg agaaatcocgg attaataccg catgagaatg caggtcocgoca tgggocttog
121 tttaaatatt cataggggac ggatgggcoctc gogtgacatt agocttgttgg cggggtaacg
241 gcccaccaag gogacgatgt ctaggggotc tgagaggaga aacccccaca ctggtactga
301 gacacggacc agactoctac gggaggcage agtaaggaat attggtcaat goggggaaceo
36l ctgaaccagc catgcogodt gcaggaagac ggccctacgg gttgtaaact gottttgcac
421 gagaataacc cocggtatgta taccgggoctbg aatgtaccgt gagaataagyg atocggotaac
421 tccgtgocag cagcocogoggt aatacggagy atcogagogt tatcoggaat tattggghbtt
541 asagggtgcg taggocggogc goctaagtcag gggtgazaga coggtggctca accatcgcag
601 tgeootttgat actggogoge ttgaattgtba ccotgaggtag goggaatgtg goaagtageg
661 gtgaaatgca tagatatgcc acagaacacc gattgogaag gocagctrtacc aaagtacgart
721 tgacgctgag gocacgaaagc gthggggatcg aacaggatta gataccctgg tagtccacgo
781 cctaaacgat gaacactoga tgtoggcgat agactggtcg gogtccaagoc gaaagogtbta
841 agtgttccac ctgggagtac goocgcaagy gtgaaactca aaggaattga cgggggccocg
901 cacaagogga ggagcatgtg gtttaattog atgatacgocg aggaacctta cococgggottg
961 asagttactg aattgtccag agatggacaa ggtccttogg gacaggaaac taggtgotgo
1021 atggeotgteog tcageotogtg cogtgagotbg ttgggttaag tococogeoaacg agogocaacoo
1081 ctatgtttag ttgcoccagcocac gtcaaggtgg ggactctaaa cagactgocot gtgcaaacag
1141 agaggaaggc ggggacgacg tcaagtcatc atggoocctta cgtccgggge tacacacgtg
1201 ctacaatggg gggtacagag ggcagcgaca cogcgaggtg aagocaatct cagaaagoco
1261 ctcacagttc ggatcggggt ctgcaactog acccogbgaa gttggattocg ctagtaatocg
1321 egtatcagca atgacgoggt gaatacgtbteo cogggocttg tacacacoge cogtcaageo
1381 atgaaagccg ggggtaccta aagcatgtaa cogocaaggag coggtcagg

2. abra Az (j faj jelolt TBF2/20.2 jdl torzs 16s rDNS részleges szekvencia sorrendje&l IB€nBankban
k6zolt formaban (GenBank No.: HM021721)

[ 2um
3. a., b. &braAz (j faj jeldlt TBF2/20.2 térzs elektronmikroszkdp (EM) felvételei

A kemotaxondmiai vizsgalatatok eredménye alapjamemakinonok kdzul 98%-ban
Menaquinone 7 (MK-7) jelent meg. MK-6 komponensalkcs fennmaradd 2%-ban tudtak
kimutatni. Az, hogy a respiratorikus kinonok kozélens tdbbségben talalhaté az MK-7,
megfelel a nemzetség tobbi tagjanal tapasztaltakiaitaros lipidek kozil foszfatidil-
etanolamint (PE), aminofoszfolipideket (PN1-PN®s#folidideket (PL1-PL3), lipideket (L1-
L4) és egy atipusos glikolipidet (GL1) mutattunk ki
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85 [ Sphingobacterium anhuiense CW 186" (EU364817)
100 | = Sphingobacterium kitahiroshimense 10CT (AB361248)
49 Sphingobacterium faecum DSM 11690" (AJ438176)

Sphingobacterium siyangense SY1" (EU046272)
100 Sphingobacterium multivorum B5533" (AB100738)

Sphingobacterium spiritivorum E7288" (EF090267)

ﬁ': Sphingobacterium daejeonense TR6-04" (AB249372)

98 "
100 Sphingobacterium mizutaii ATCC 33299" (AJ438175)

Sphingobacterium composti 4M24" (EF122436)

100 l: Pseudosphingobacterium domesticum DC-186" (AM407725)
45

Olivibacter soli Gsoil 034" (AB267715)

67 84|

Olivibacter terrae Jip13' (AB267714)

62 0 ——— Olvibacter ginsengisoli Gsoil 060" (AB267716)

Olivibacter oleidegradans TBF2/20.2" (HM021726)

99 Olivibacter sitiensis AW-6" (DQ421387)

7 {arapedobacter koreensis Jip14' (DQ680836)
100

Parapedobacter soli DCY14" (EF151805)

Pedobacter saltans CCUG 39354" (AJ438173)

4 —————— Pedobacter daechungensis Dae 13" (AB26772)
99 Pedobacter terrae DS-57" (DQ889723)
Pedobacter roseus CL-GP80" (DQ112353)

68

98

99 | [ Pedobacier ginsengisoli Gsoil 104" (AB245371)

;{ Pedobacter insulae DS-139" (EF100697)
10

0 Pedobacter koreensis WPCB189" (DQ092871)

Mucilaginibacter daejeonensis Jip 10" (AB267717)

Mucilanigibacter paludis TPT56" (AM490402)

97 _‘: Mucilaginibacter kameinonensis SCK' (AB330392)
99 i

ucilanigibacter ximonensis -003 3
Mucil. b XM-003" (U729366

99

Bacteroides caccae ATCC 43185" (X83951)

—
0.02

4. abra A részleges 16S rRNS gén szekvencia alapjan sztekerzsfakiemelve az (j faj jelolt TBF2/20.2
térzs taxonémiai helyét (MEGA4 szoftverrel szerkezt

A vizsgalati eredmények alapjan egyértéém kijelenthet, hogy az altalunk izolalt
TBF2/20.2 torzs 0] faj, amely &livibacternemzetség tagja, de annak tagjaitél egyéftetm

elkllonitheé morfologiai bélyegekkel rendelkezik.

4.3.1. Az Uj baktériumfaj ( Olivibacter oleidegradansbemutatasa

Olivibacter oleidegradango.le.i.de.gra’dans., L. roleumoil; L. part. adj.degradans
visszaalakitja az eredeti formara, utalva a tipastbontd (degradald) képességére; N.L. part.
adj.oleidegradan®laj (szénhidrogének) bontasra képes].
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A torzs sejtjei Gram negativ, aerob, nem motiliégikon lekerekitett pélcikak,
amelyek flagellumokkal nem rendelkeznek és spoeat képeznek. Méretik kb. 0,6 x 1,8-
2,0um. R2A agaron a kor alaku, konvex telepek simazfelek és nem lumineszkalnak. 5
napos 30 °C-os inkubacio alatt atlatszatlan sasgadi telepeket képeznek. A torzs jol
novekedik TGE, TSA és nutrient agarokon, ezzel &memMacConkey agaron nem
szaporodik. Vizsgalataink alapjan 15-45 °C-6mérsékleten és pH 6.0-9.0 kémhatas mellett
is szaporodokeépes, az optimalis ndvekedésmidrséklet: 30-37°C pH: 6,5-7,0. Mar 2%-0s
NaCl koncentracio is gatolja a novekedését. A iid@hoz szikséges enzimatikus és
asszimilacios teszteket elvégeztik. A dominanssagak a nemzetség tobbi tagjahoz
hasonloan az iso1g, fékomponens 4 (iso4g.02-OH és/vagy &:.1 w7c), iS0-G7.03-OH ,
valamint a Ggo Vvoltak. Szintén a nemzetségre jelldemz a Menaquinon 7 (MK-7)
komponens fordult él legnagyobb mennyiségben (98%) a respiratérikusnok kozll,
emellett 2%-0s mennyiségben MK-6-ot is kimutattunR polaris lipidek kozul
foszfatidiletanolamint (PE), aminofoszfolipidekePN1-PN2), foszfolipideket (PL1-PL3),
lipideket (L1-L4) és egy atipusos glikolipidet (Ghutattunk Ki.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (IV. tézis, 4.3 fejezet erednényei alapjan): A
szenhidrogénekkel szennyezett terlletekit izolalt mikrobak kozul a TBF2/20.2 jeli
torzs U, a tudomany szamara ismeretlen faj, amelyaz Olivibacter nemzetség tagja.
Elvégeztik az U] faj nemzetkdzi kovetelményeknek ngdelelé leirdsat, melynek az

Olivibacter oleidegradansevet adtuk, utalva olajobonté képességeére.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (V. tézis, 4.2. és 4.3 fejezt eredményei alapjan): A
gravimetriAs mérések és gazkromatografids vizsgakal nyomon kovetett bontasi
(biodegradacios) kisérlet alapjan eléként igazoltunk az in vitro szénhidrogén bonto
képességet kdrnyezeti mintamaz Olivibacternemzetség esetében.

Fenti eredményeinket nemzetkdzi publikidcioban alltidte (Szabd et al, 2011).
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5. KOVETKEZTETESEK , JAVASLATOK

Dolgozatom el célkitizéseként szénhidrogénekkel szennyezett helyszinek
mikrobioldgiai diverzitasat kivantuk vizsgalni hérp magyarorszagi, karhely esetében.
Kovetkeztetéseinket e harom helyszin fent bemutadépontjaiban és tertletein vételezett
talajviz mintak alapjan, az altalunk alkalmazottdswerek eredményeképpen vontuk le a
bakteridlis k6zosségre vonatkozoan. A vizsgalt syerett helyszineken tobb alkalommal
(minimum hé&romszor) bioldgiai és geokémiai mintaleést végeztink annak érdekében,
hogy meghatarozzuk, hogy a szennyezés mennyibdonztatja meg a vizsgalt terlletek
mikrobioldgiai diverzitasat. Vizsgalatainkban nenzddlag a szennyezett teriletrégzr
szarmaz6, hanem a szennyezett karhely kémiai &aglitvalamint talajviz aramlasi
szempontbdl is hattérnek szamitd terltdtéis mintdkat vettink és a szennyezett
talajvizmintakhoz hasonloan értékeltik azokat. Atdndés a szennyezett mintak TPH és
BTEX szennyezettségi €s Afiivibrio fischeri célszervezetet alkalmazo toxikoldgiai vizsgalat
ECso értékeinek elemzése alapjan megallapitottuk, hagyizsgalt teriletek talajvizeinek
szennyezettsége eéNliivibrio fischeri alapt mikrobiologiai toxicitdsa kozott szignifikdn
egyenes aranyu osszefliggés all fenn. Fentiek alagigdként sikerilt igazolnunk ilyen
matematikai 6sszefliggéest kémiai analitikai (TPH éBTEX) és toxikologiai eredmények
k6z06tt azonos terilet6l szarmazd szennyezett €s hattér mintak esetében

A toxikologiai és kémiai analitikai eredmények gfap azt feltételeztik, hogy a
szennyezett teriletek diverzitasat is nagymértékimfolyasolja a mintak szennyezettsége.
Ennek megfelélen a toxikologiai vizsgalatokkal egydiden vett szennyezett és hattér mintak
diverzitdsat molekularis biologiai alapu, T-RFLP dsderével (genetikai ujjlenyomat)
értékeltik. A T-RFLP eredményeket tobb tipusu stéikai elemzéssel (Man Whitney U,
klaszter analizis) elemezve ugy talaltuk, hogy @mahazai karhelyen vett mintaink esetében
nincs szignifikans 6sszefliggés a mintak T-RF-ekngnt( OTU-ra) alapozott mikrobialis
kozosségének diverzitdsa és a szennyezettség méaott, 8t sok esetben az azonos
terlletek elt&F idopontban vett mintdinak T-RFLP képe is lényegesdér eigymastol.
Vagyis a harom hazai karhelyrél szarmazé hattér és szennyezett talajviz mintak
molekularis biologiai elemzése alapjan a szennyerstg nem befolyasolja szignifikans
mértékben azok mikrobiologiai 6sszetételét és gerlai sokféleségét (diverzitasat).

E megallapitasunk ellenére masodik céldisiinknek megfeléén a T-RFLP-k
alapjan keresetink olyan fragmenteket, amelyek @sazennyezett, illetve csak a hattér

mintakra jellem#ek. Célunk az volt, hogy megjeldljik azokat a frageket, amelyek
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megjelenése koth&t bizonyos tipusu (szennyezett, illetve héttér) akhbz, vagyis
biomarkerként alkalmazhat6ak. A vizsgalathoz csadkat a fragmenteket vettik figyelembe,
amelyek a vizsgalt harom helyszin és mintazaspoadtok mindegyikén a talajvizmintak
legaldbb 25%-anal kimutathatdk voltak. Eredményeildpjan a harom karhely szennyezett
és hattér részteriletéirszarmazo talajviz mintédk elemzése alapjan T-Rffa@mentek kozal
ketts, a 123-as és a 202-es mutatott elfogadhatd isziointossdgot a szennyezettség
elérejelzéséhez. E két fragment a szennyezettség sngjaipalapjan magas specifitassal és
alacsony szenzitivitassal rendelkezett. Ez alapjagy valdszitiséggel kevés alpozitiv,
ugyanakkor viszonylag alacsony szenzitivitasuk jalagulzottan sok alnegativ eredményt
adnak. A biomarker keresés eredményei alapjan t@ivétkeztetésként megallapithatd, hogy
statisztikailag kijelolhdtk olyan fragmentek, amelyek jelenléte informacidha a minta
szennyezettségélr Varhatéana szennyezett terlleteken altalam edként alkalmazott
biomarker keresés a tovabbiakban tobb mintavételi Blyszin eredményei alapjan
vezethet olyan T-RFLP fragmentekhez, amelyek az d@lunk taldltakhoz hasonléan
magas specifitdssal és nagyobb szenzitivitassal datkeznek. Ebben a témaban tehat
szélesebb korben vett mintavételezés eredménygpjaalatovabbi modszerfejlesztés
javasolhato.

A T-RFLP elemzés és a biomarker keresés eredmégpjan Uugy gondoltuk, hogy
lényeges az altalunk talalt fragmentek taxonémagntifikacidja, annak érdekében, hogy
meghatarozzuk milyen mikroszervezetek dominalnak viasgalt tertleteken. Ennek
érdekében, kiindulva a talajvizedbizolalt kézdsségi 16S rDNSéb 7 minta esetében
kldnkonyvtarakat készitettiink. Varakozasunk ellenar biomarker vizsgalatban megtalalt
fragmentek azonositasa nem sikertlt, de az elemaggan a kdzosségalkoté mikrobakrol
tovabbi ismereteket szerezhettink. Eredményeinkpjala mind a karhelyeken vett
szennyezett, mind a hattér mintakban jelen vanmgknobaktériumok, amelyek az irodalmi
adatok alapjan képesek az olajszarmazékok bontéskfardulasukat valdsziisitheten
mégsem a szenny&anyagok misége, koncentracioja hatarozza me@diegesen, hanem
mas kornyezeti tényék, akar o©nmagukban, akar kolcsbénhatasban egymassala
szennyezettség Osszetételével. Irodalmi adatoljaalajpgy gondoljuk, hogy a koérnyezeti
tényesdk kozul kiemelked jelentsége lehet a kozeg oxigén ellatottsaganak.

A dolgozat harmadik célkizésének eleget téve 7 hazai, szennyezett kaéhelyr
szénhidrogén vegyluletek bontasara alkalmas baktékat izolaltunk, amelyek bonto
képesseéguk alapjan okséen felhasznalhatok lehetnek akar az emlitett sdéodgpenekkel

szennyezett monitoring helyszineken. A szennydeeiiietek6l 47 torzset kulonitettiink el
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klasszikus mikrobiolégiai (tenyésztéses) maodszerkkiszelekcids taptalajt alkalmazva
(egyeduli szénforras gazolaj,6ddaj keverék). Gravimetrias vizsgalataink és akkédid
kémiai analitikai eredményekkel alatdmasztott beinkdsérleteink alapjan 6 mikroba térzs
bizonyultin vitro alkalmasnak szénhidrogén bontasra. Ezek kézuB&2mR0.20livibacter
oleidegradans sp. ngva ZFM 23.1,Rhodococcus erythropolidletve a 4S-8Rhodococcus
ruber torzsek esetében a bontasi képességet szenntexzdtisl szarmazo talajvizmintan

(bontési kisérlet) is igazoltuk (10. sz. tablazat).

10. szamu tablaza®A szénhidrogénekkel szennyezett hazai helyszéihékonnan izolalt szénhidrogén bonto
mikrobak 16S rDNS identifikaciéjanak eredménye @savimetrias, valamint kdrnyezeti mintan végzetttasi
kisérlet alapjan megallapitott bontasi szazalékekzehasonlitva a kisérletben alkalmazott kezal&tetrtoll
mintéakkal.

Minta jele Identifikacio eredmérlly.e Gravimetria El’(;gtr?estl
(NCBI GenBank, leBibi) —
bontasi %

TBF2/20.1| Acinetobacter rhizosphaerae 64,62 n/a
TBF2/20.2 Olivibacter sp. nov. 21,09 76,60
ZFM 23.1 | Rhodococcus erythropolis 47,94 74,15
SZM5/4.2 Pseudomonas mandelii 44,94 n/a
OM 7-2 Rhodococcus erythropolis 31,15 n/a
4S-8 Rhodococcus ruber 33,10 77,90

Az Ujonnan izolalt torzsek faji szitbesorolasat 16S rDNS alapu vizsgalatokkal és a
nemzetkozi dlirasokat betartva végeztik. A bonté torzsek idédditiojanak nem vart
eredménye, hogy az izolaliBF2/20.2 jelzési térzs az Olivibacter nemzetség eddig nem
ismert képvisebje. Az Uj mikroba a fajleirdshoz sziikséges vizsgdlak elvégzése utan az
Olivibacter oleidegradansevet kapta, utalva szénhidrogén bont6 képességékez egyben
az Olivibacternemzetség szénhidrogén bontd képességének i elslomanyos igazolasa.

Munkank eredmeényei alapjan javasoljuk:

- A T-RFLP alapu biomarker keresés tovabbi folytatasalyan fragmentekre
fokuszalva, amelyek nagy mértékpecifitdsuk és szenzitvitasuk alapjan jelezhetik
szénhidrogén szennyezések megjelenéseét.

- A fent emlitett biomarkerek megjelolése utan azdlentifikacidéjat molekularis
biologiai alapon, igy faji szinten is meghatarobhdnne, hogy mely taxonok
jelennek meg és/vagiirinek el ilyen szennyezések hatasara.

- Az izolalt bontd térzsek T-RFLP képének meghatésarda bioaugmentaciot
megebzéen, olyan genetikai marker alkalmazasat, amellyeimmon kovethét az
inokulalé torzs mennyiségi, életképességi valtozaskezelt terilet mikroba
kozbsségeében (pl. RNS alapu T-RFLP vizsgalatok).
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- A szénhidrogénbonté mikrobak kornyezeti térijdel szembeni érzékenységének és
fermentalhatésaganak vizsgélatat a bioaugmentééldak megfelélen

- Bioaugmentacio kivitelezését a monitoring tevekéggel érintett tertleteken
alapozva az ujonnan izolalt bonté mikrobakra.

- A szénhidrogén bonté képesség vizsgalataOkwzibacter nemzetség tovabbi tagjai
esetében. ADlivibacter oleidegradandontasi képességének, enzim rendszerének
feltérképezése genetikai/molekularis biologiai geatokkal.Olivibacter specifikus

primer tervezése a gyors identifikacio érdekében.
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