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1. A munka előzményei, célkitűzések 
 

A népesség és az emberi igények növekedésével folyamatosan nő az 

emberiség által felhasznált energiamennyiség is. Bár számos alternatív megoldást 

ismerünk, energiaellátásunkat ma még jórészt a fosszilis energiahordozók – 

kőszén, kőolaj, földgáz – elégetéséből nyerjük. A kőolajszármazékok ezenkívül 

fontos alapanyagként és oldószerként szolgálnak az iparban és a 

mindennapokban. Kitermelésük, szállításuk, tárolásuk és felhasználásuk során a 

szabályozások ellenére nagyon gyakran következnek be balesetek, illetve 

figyelmetlenségből adódó szennyezések. Ezek alapján nem meglepő, hogy 

hazánkban és a világon is a kőolajszármazékok számítanak a leggyakrabban 

előforduló környezetszennyező anyagoknak. A környezetbe kerülve évtizedekre 

hatással lehetnek a környező ökoszisztémára, teratogén és karcinogén hatásaik 

miatt pedig különösen veszélyesek az élővilágra, beleértve az embert is. A legjobb 

megoldás a szennyezések megelőzése lenne, azonban, ahogy a gyakorlat is 

mutatja, ez sajnos számos esetben nem valósul meg. 

Ha a szennyezés már bekövetkezett, rendelkezésünkre állnak olyan 

módszerek, melyekkel megfékezhetjük a problémát, esetenként pedig helyre is 

állíthatjuk az eredeti állapotokat. Alapvetően három kármentesítési útról 

beszélhetünk, melyek lehetnek fizikai, kémiai, illetve biológiai, más néven 

bioremediációs eljárások. Utóbbiak napjainkban fokozottan előtérbe kerültek, 

hiszen amellett, hogy ezen eljárások jelentik környezetünkre a legkisebb veszélyt, 

ezek a legköltséghatékonyabb módszerek is. A bioremediációs beavatkozások 

során a prokarióta szervezetek xenobiotikumbontó képességét használjuk ki. A 

baktériumok mérhetetlen sokszínűsége és az azonosítás korlátai miatt a fajoknak 

csak töredékét ismerjük. Ahhoz, hogy a kármentesítési eljárásokat 

továbbfejlesszük, hatékonyságukat növeljük, ismereteink bővítésére van szükség. 

Míg az aerob körülmények között „dolgozó” mikroorganizmusokat már sikerrel 

alkalmazzuk a kőolajszennyezések biodegradációjában, addig a mikroaerob 

körülmények között is aktív mikroszervezetek kármentesítés során betöltött 
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szerepére viszonylag kevés figyelem jutott, pedig a mélyen fekvő, oxigénlimitált 

talajrétegekben nagy szükség lehet rájuk. Egyes baktériumok olyan 

enzimrendszerrel rendelkeznek, amely lehetővé teszi számukra, hogy alacsony 

oldott oxigénkoncentráció mellett is hatékony anyagcserét folytassanak. Ezeknek 

az enzimeknek a termelését speciális funkciógének kódolják, melyek vizsgálata 

hatékony eszköz lehet a környezetben zajló metabolikus aktivitás, illetve egyes 

baktériumok anyagcseréjének vizsgálatára.  

 

Mindezek fényében kutatásunk során szerettük volna feltárni, hogy:  

• faji összetétel, illetve metabolikus képességek terén milyen mértékben 

térnek el egymástól az aromás és alifás szénhidrogének lebontásában 

szerepet játszó mikroba közösségek aerob és a mikroaerob körülmények 

között; 

• az aromás és alifás szénhidrogének lebontásában résztvevő funkciógének 

mely fajokhoz köthetők, illetve mely komponensek lebontásában van 

szerepük. 

Célunk volt továbbá, hogy a kísérletek során minél több új, szénhidrogén-

lebontásra képes baktérium törzset izoláljunk. 
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2. Anyag és módszer 
 

2.1. Dúsítási kísérletek körülményei 

 

Annak érdekében, hogy vizsgálni tudjuk az oxigénlimitáció hatását a 

szénhidrogének lebontásában résztvevő baktériumközösségek összetételére és 

metabolikus képességeikre, két dúsítási kísérletet végeztünk el. Mind a kettőben 

aerob (7-8 mg/L oldott oxigén koncentráció) és mikroaerob (≤ 0,5 mg/L oldott 

oxigén koncentráció) dúsítókat hoztunk létre. Az egyik kísérletben aromás 

szénhidrogének (toluol vagy benzol), a másik kísérletben pedig alifás 

szénhidrogének (kőolaj/gázolaj keverék) szolgáltak egyedüli szén- és 

energiaforrásként a baktériumok számára (1. ábra). 

 

1. ábra: A dúsítási kísérletek sematikus ábrája (szürke hátterű szövegdobozokban: az 

alkalmazott szénforrás típusa) 

2.2. Baktériumközösségek feltárásához használt módszerek 

 

Dúsítási kísérleteinkhez mindkét esetben egy kőolajszármazékokkal – 

főként alifás és monoaromás vegyületekkel – szennyezett, közép-magyarországi 

kárhelyről vettük a kiindulási inokulumként szolgáló biofilm mintákat. 

Tápoldatként ásványi anyagokat és vitaminokat tartalmazó mesterséges talajvíz 
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oldatot használtunk. A dúsító tenyészeteket hetente, öt héten keresztül oltottuk át, 

a szénforrás fogyását ez idő alatt GC-MS segítségével követtük nyomon. Az így 

kialakult baktériumközösségeket mikrobiális vizsgálatoknak vetettük alá (2. 

ábra). 

 

2. ábra: A dúsítási kísérletekhez kapcsolódó eljárások egymásra épülésének vázlatos 

ábrája (feketével szedett szövegek: mindkét kísérletben elvégzett módszer; 

narancssárgával szedett szövegek: csak a benzollal és toluollal kiegészített dúsító 

tenyészetek esetében elvégzett módszer; kékkel szedett szövegek: csak a kőolaj/gázolaj 

keverékkel kiegészített dúsítók esetében elvégzett módszer) 

 

16S rDNS amplikon szekvenálást végeztünk a kiindulási biofilm 

mintákon, valamint az ötödik heti, végponti minták párhuzamosainak egy-egy 

tagjából. A V3 és V4 régiók amplifikálása a Seqomics Kft. által, Illumina MiSeq 
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platformon történt. Az alifás szénhidrogének lebontását vizsgáló dúsító 

tenyészetek esetében metagenom szekvenálást és metagenom asszociált genom 

analízist is végeztünk annak érdekében, hogy azonosítsuk a dúsítókban talált 

ismeretlen alkán-1 monooxigenáz (alkB) genotípust. Az aromás szénhidrogén-

lebontást vizsgáló kísérlet során teljes genom szekvenálást végeztünk az aerob 

benzol-lebontó dúsítóból izolált Malikia spinosa AB6-os törzsön. A dúsító 

tenyészetek végponti mintáiból hagyományos módszerekkel baktériumtörzseket 

izoláltunk.  

Megvizsgáltuk a szénhidrogének lebontásában kulcsszerepet játszó 

funkciógének diverzitását a dúsító tenyészetekben, illetve azok jelenlétét a tiszta 

tenyészetekben. Ehhez az aromás szénhidrogének lebontását vizsgáló dúsítók 

esetében az I.2.C típusú katekol 2,3-dioxigenáz (C23O) gének szekvenciáit 

sokszoroztuk fel a Táncsics és munkatársai (2013) által kifejlesztett XYLE3F és 

XYLE3R primerek segítségével.  Az alifás szénhidrogének lebontását vizsgáló 

dúsítók esetében az alkB gén szekvenciáit sokszoroztuk fel az alkB 1f_deg és alkB 

1r_deg primereket alkalmazva (Kloos et al. 2006, Pérez-de-Mora et al. 2011). 

A mikrobaközösség összetételének, valamint a funkciógének 

diverzitásának vizsgálatára és a dúsítókban történő változások nyomon 

követésére a T-RFLP (terminális restrikciós fragmenthossz polimorfizmus) 

módszerét alkalmaztuk. A PCR termékek emésztéséhez a következő restrikciós 

enzimeket használtuk: a 16S rDNS szakaszok vizsgálata RsaI (GTAC) 

enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.), az I.2.C-típusú C23O génszakaszok 

vizsgálata AluI (AGCT) enzimmel (Thermo Fisher Scientific Inc.), az alkB 

génszakaszok vizsgálata HPyCH4V (TGCA) enzimmel (New England BioLabs 

Ltd.) történt. A C23O és alkB funkciógének T-RFLP elektroferogramjain 

megjelenő T-RF-ek azonosításához, vagyis a közösségi PCR termékek unikális 

egységekre történő szétválasztásához klónkönyvtárakat hoztunk létre. 

Paleontological Statistics szoftver segítségével elkészítettük (Hammer et al. 2001) 
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a 16S rDNS és funkciógén alapú fák dendrogramjait, melyekhez Bray-Curtis, 

illetve Jaccard hasonlósági indexeket alkalmaztunk. 

 

2.2. Tenyésztési előkísérlet körülményei 

A dolgozatomban tárgyalt dúsítási kísérleteket megelőzően különféle 

táptalajok alkalmazására tettünk próbálkozást annak érdekében, hogy a lehető 

legtöbb fajt tudjuk majd a dúsítókból tenyésztésbe vonni. Az előkísérlet során 

vizsgált talajvízminták egy korábban részletesen feltárt (Táncsics et al. 2012, 

Táncsics et al. 2013, Táncsics et al. 2018), délnyugat magyarországi, 

kőolajszármazékokkal szennyezett kárhelyről származtak. A tenyésztéshez agar-

agarral vagy gellán gumival szilárdított táplemezeket használtunk, plusz 

szénforrásként acetátot vagy almasavat adtunk a táptalajokhoz, azonban 

tapasztalatunk szerint ezek nem növelték meg a lemezeken kifejlődött telepek 

diverzitását. Legmegfelelőbbnek a hagyományos, agar-agarral szilárdított R2A 

táplemezek bizonyultak, így később ezt a táptalajt használtuk a dúsítókból történő 

tenyésztéshez. A vizsgálatok egyik fontos eredménye volt, hogy sikerült egy, a 

tudomány számára addig ismeretlen, Alfa-Proteobaktériumokhoz, azon belül 

pedig a Sphingobium nemzetséghez tartozó törzset azonosítani, melyet a 

továbbiakban Sphingobium aquiterrae néven írtunk le (Révész et al. 2018). 

 

2.3. Új baktériumfaj leírásához elvégzett vizsgálatok 

A kutatások során mindvégig célunk volt olyan fajok izolálása, amelyek 

képesek egyes szénhidrogénvegyületek lebontására. Ez lehetővé teszi 

metabolikus képességeik alapos vizsgálatát, így később akár potenciálisan 

alkalmazhatóak bioremediációs célokra is. Ahhoz, hogy igazolni tudjuk, hogy az 

általunk izolált törzs valóban új fajhoz tartozik, számos vizsgálatot kellett 

elvégezni. Szükség volt a fenotípusos bélyegek meghatározására, valamint 

molekuláris biológiai és kemotaxonómiai vizsgálatokra. Ezek elvégzéséhez J. B. 

Tindall és munkatársai (2010) előírásait vettük alapul. 
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3. Eredmények 
 

3.1. Oxigénlimitáció hatása benzollal és toluollal kiegészített dúsító 

tenyészetek mikrobaközösségeire 

 

 Első dúsítási kísérletünkben megvizsgáltuk, hogy benzol és toluol 

lebontás mellett milyen baktériumközösségek alakulnak ki aerob és mikroaerob 

körülmények között, illetve azt, hogy mely I.2.C típusú C23O gének játszanak 

kulcsszerepet a mikroaerob benzol- és toluol-lebontásban. A 16S rDNS amplikon 

szekvenálás eredményei alapján megállapítottuk, hogy a kiindulási biofilm minta 

mikrobaközösségét döntően a Gamma-proteobaktériumok uralták, az amplikonok 

47%-a volt idesorolható. Ezen belül a Betaproteobacteriales rendbe tartozó 

nemzetségek voltak uralkodóak, melyek közül számos nemzetségben találhatóak 

olyan fajok, melyek jól ismert lebontói az aromás szénhidrogéneknek (Prince et 

al. 2018), egy részüket pedig gyakran kimutatják szénhidrogénekkel szennyezett 

felszín alatti környezetben (Sperfeld et al. 2018). Mindezek fényében a biofilmből 

előállított inokulum megfelelőnek bizonyult a benzol- és toluol-lebontó dúsító 

tenyészetek létrehozásához. 

Az ötödik heti átoltást követően a dúsítók gázterében egy héten keresztül 

monitoroztuk a szénforrás mennyiségét. Az aerob dúsítókban mind a benzol-, 

mind a toluol-lebontó tenyészetek esetében gyors fogyást tapasztaltunk. 

Mikroaerob lebontást ezzel szemben csak a toluollal kiegészített dúsítókban 

tudtunk megfigyelni, habár az aerob körülményekhez képest a lebontás itt jóval 

lassabban zajlott. A mikroaerob, benzollal kiegészített dúsítókban nem történt 

jelentős mértékű lebontás. 

Az aerob, benzol-lebontó dúsítótenyészetben (AB1, 3./A ábra) azonosított 

16S rDNS szekvenciák 94%-a a Malikia nemzetséghez volt köthető. E csoporton 

kívül 0,5%-nál magasabb abundanciával mindössze a Pseudomonas, az 

Acidovorax és a Flavobacterium nemzetségek voltak jelen. Habár Malikia a 

nemzetséget gyakran kimutatják BTEX-vegyületekkel szennyezett felszín alatti 
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közegekben (Aburto – Ball 2009, Táncsics et al. 2010), izolálni ez idáig egyetlen 

törzsét sem sikerült szennyezett kárhelyről, így pontos szerepük a szénhidrogének 

lebontásában ismeretlen volt. Az aerob, toluol-lebontó dúsító tenyészetek (AT2, 

3./B ábra) mikrobaközösségét döntően a Pseudomonas nemzetség (66%) uralta, 

mellette nagy számban voltak kimutathatóak a Malikia (18,9%), a 

Flavobacterium (10,2%) és az Acidovorax (1,5%) nemzetségek. A Pseudomonas 

fajok szerepe az aerob toluol-lebontásban jól ismert. A Malikia nemzetséghez 

köthető szekvenciák nagy száma arra enged következtetni, hogy ezeknek a 

baktériumoknak szintén szerepük lehet a toluol aerob körülmények közötti 

lebontásában.  

 

3. ábra: Ötödik heti, végponti minták (AB1, AT2, MB1, MT3) mikrobaközösségeinek 

összetétele Illumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenálás eredményei alapján. 

Az „Egyéb” kategóriába a 0,5% alatti abundanciával rendelkező taxonok kerültek. 
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A mikroaerob, benzollal kiegészített dúsító tenyészetek (MB1, 3./C ábra) 

16S rDNS szekvenciái szinte kizárólag egyetlen filotípushoz tartoztak, amely a 

Pseudomonas nemzetséghez volt köthető. Mivel a dúsítókban a benzol fogyását 

nem lehetett kimutatni, feltételezhető, hogy ezek a baktériumok csupán a 

kismennyiségű sejttörmelékek és másodlagos anyagcsere termékek lebontásával 

maradhattak fenn. A mikroaerob, toluol-lebontó dúsítók (MT3, 3./D ábra) 

mikrobaközössége némileg diverzebb képet mutatott, habár túlnyomó többségben 

itt is a Pseudomonas nemzetség volt az uralkodó (81%), melyet a Simplicispira 

(9,1%), a Herminiimonas (4,9%) és az Acidovorax (3,3%) nemzetségek követtek.  

 

3.1.1. A benzollal és toluollal kiegészített dúsító tenyészetekből kimutatott, I.2.C 

alcsaládba tartozó klónszekvenciák diverzitása 

 

 Az aerob benzol-lebontó dúsító tenyészetek (AB1) esetében a 

klónkönyvtár segítségével azonosított I.2.C típusú C23O génszekvenciák 

egyetlen operatív (aminosav-szekvencia alapú) filogenetikai egységbe 

(Operational Protein Unit – OPU) voltak sorolhatók. Egy ezzel 100%-os 

hasonlóságot mutató szekvenciát korábban Benedek és munkatársai (2018) 

BTEX-lebontó dúsítási kísérleteik során azonosítottak és feltételesen a Malikia 

nemzetséghez kötötték. Meglepő módon ugyanez a szekvencia volt 

megfigyelhető az aerob toluol-lebontó dúsító (AT2) mikrobaközösségében is. 

Annak ellenére, hogy a mikroaerob benzollal kiegészített dúsító 

tenyészetben (MB1) nem volt megfigyelhető szignifikáns mértékű benzol-

lebontás és a diverzitás is itt volt a legkisebb, mégis ebben a mintában volt a 

legdiverzebb az I.2.C típusú C23O gének jelenléte; a szekvenciák öt különböző 

OPU-t alkottak, melyek ismeretlen baktériumfajokhoz, illetve a Simplicispira és 

Acidovorax nemzetségekhez voltak köthetők. Feltételezhető tehát, hogy a 

Pseudomonas nemzetségen kívül igen kis mennyiségben, de más baktériumok is 

jelen voltak a dúsítókban. A mikroaerob toluol-lebontó dúsítóban (MT3) az I.2.C 

típusú C23O klónszekvenciáknak három csoportját tudtuk megfigyelni, melyek 
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nagy része átfedésben volt a benzollal kiegészített mikroaerob dúsítókban is 

kimutatott szekvenciákkal. 

 

3.1.2. A benzollal és toluollal kiegészített dúsító tenyészetekből izolált 

baktériumtörzsek ismertetése 

 

 Az Illumina 16S rDNS amplikon szekvenálással vizsgált végponti 

mintákból hagyományos tenyésztési módszerekkel törzseket izoláltunk. 

Mindössze négy nemzetség nyolc fajához tartozott az a 22 darab törzs, amelyet 

azonosítani sikerült. Az aerob, benzol-lebontó dúsítókból (AB1) a Pseudomonas, 

az Acidovorax és a Malikia nemzetséghez tartozó fajokat tudtunk azonosítani. 

Sikerült két, Malikia spinosa 83T típustörzzsel 99,7% és 99,9%-os hasonlóságot 

mutató baktériumot izolálni, melyeket megvizsgálva kiderült, hogy rendelkeznek 

az I.2.C típusú C23O génnel is. Megvizsgáltuk, hogy az AB6-os jelölésű, Malikia 

spinosa-val közeli rokon törzs mely aromás vegyületek aerob lebontására képes 

és azt találtuk, hogy hatékonyan bontja a benzolt, a toluolt és az etilbenzolt, míg 

a xilolok izomerjeit nem képes lebontani. A szakirodalomban ez idáig nem volt 

található olyan eset, melyben bizonyítást nyert volna, hogy egy Malikia spinosa 

fajhoz tartozó törzs képes egyes aromás szénhidrogének lebontására. Jelen volt a 

dúsítóban az Acidovorax delafieldii-ként azonosított AB5-ös törzs, mely szintén 

rendelkezik az I.2.C típusú C23O génnel. Vizsgálataink szerint a hat aromás 

vegyület közül a törzs a benzol hasznosítására képes. Az aerob, toluol-lebontó 

dúsítóból a Pseudomonas és Flavobacterium nemzetséghez tartozó törzseket 

tudtunk izolálni, melyek közül egyik sem rendelkezett az I.2.C típusú C23O 

génnel. A mikroaerob dúsítókból kizárólag a Pseudomonas veronii és P. 

extremaustralis fajokhoz köthető törzseket sikerült izolálnunk. Annak ellenére, 

hogy nem rendelkeztek az I.2.C típusú C23O génnel, úgy tűnik sikeresen 

adaptálódtak az oxigénlimitált körülményekhez. A P. veronii-hoz igen közeli 

rokonságban álló P. extremaustralis például bizonyítottan képes az alkánok 

mikroaerob körülmények közötti lebontására (Tribelli et al. 2018). 
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3.1.3. Malikia spinosa AB6-os törzs teljes genomjának feltárása 

 

Mivel ez idáig nem született egyetlen olyan kutatásról szóló publikáció 

sem, amiben a Malikia nemzetséghez tartozó törzset sikerült volna 

szénhidrogénekkel szennyezett területről izolálni, érdemesnek tartottuk alaposan 

megvizsgálni az általunk izolált Malikia spinosa AB6-os törzsének teljes 

genomját. Mivel a faj típustörzsének (Malikia spinosa 83T) teljes genomja 

szabadon hozzáférhető, lehetőségünk nyílt arra, hogy összevessük azt az általunk 

izolált M. spinosa AB6-os törzzsel. Legalább 148 olyan fehérjét tudtunk 

azonosítani, amellyel kizárólag az AB6-os törzs rendelkezik, ezen fehérjék 

jelentős része az aromás vegyületek lebontó folyamataihoz kapcsolható. Az AB6-

os törzs részletes elemzése során kiderült, hogy az I.2.C típusú C23O gén egy 

olyan klaszter része, amely a fenol lebontásában játszik szerepet. Figyelemre 

méltó, hogy a klasztert transzpozonok, azaz mozgékony genetikai elemek 

határolják, melyből arra következtethetünk, hogy az általunk izolált AB6-os 

törzsbe horizontális géntranszfer (HGT) útján kerülhetett. A genomban ezen kívül 

nem találtunk benzol- vagy toluol-lebontásban szerepet játszó mono- és 

dioxigenázokat, tehát nagy valószínűséggel az általunk azonosított génklaszter 

felelős e két vegyület lebontásáért. Annak ellenére, hogy AB6-os törzs kitűnően 

bontja az etilbenzolt, a genomjában nem találtuk meg az erre utaló etilbenzol 

dioxigenáz géneket. A vegyület lebontása végbemehet azonban az etilcsoport 

oxidációjával is, melyben a naftalin dioxigenázok vesznek részt (Lee – Gibson 

1996, Lee et al. 2019). Átkutatva a genomot, egy teljes génklasztert (nag operon) 

találtunk, amely a naftalin dioxigenázok mellett a szalicilát-5-hidroxiláz és 

gentizát 1,2-dioxigenáz enzimeket kódoló régiókat is tartalmazza. Utóbbiakat a 

Polaromonas naphthalenivorans CJ2 és Ralstonia sp. U2 törzsekben, mint a 

naftalin-lebontás kulcsenzimeit írták le (Park et al. 2007; Pumphrey – Madsen 

2007, Zhou et al. 2001). Mindezek alapján feltételezzük, hogy az AB6-os törzs a 

nag operonnak köszönhetően képes az etilbenzol lebontására, továbbá 

rendelkezhet a naftalin-lebontás képességével is.  
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Új tudományos eredmény (I. tézis): Először sikerült szénhidrogénekkel 

szennyezett területről a Malikia nemzetséghez tartozó törzset izolálni. A 

Malikia spinosa AB6-os törzsről kimutattuk, hogy I.2.C-típusú C23O génnel 

rendelkezik, és képes a benzolt, a toluolt és az etilbenzolt egyedüli szén-, és 

energiaforrásként hasznosítani tisztán aerob körülmények között. 

Megerősítést nyert, hogy e baktériumok, annak ellenére, hogy I.2.C-típusú 

extradiol dioxigenáz enzimet kódolnak, csak tisztán aerob körülmények 

között válnak domináns szervezetekké aromás szénhidrogént lebontó dúsító 

tenyészetekben. 

 

3.2. Oxigénlimitáció hatása kőolaj/gázolaj keverékkel kiegészített 

dúsítótenyészetek mikrobaközösségére 

 

Második dúsítási kísérletünkben az alifás szénhidrogének lebontásában 

résztvevő baktériumközösségeket vizsgáltuk aerob és mikroaerob körülmények 

között, illetve megvizsgáltuk az alkánok lebontásában kulcsszerepet játszó alkB 

gének diverzitását is a dúsítókban. Illumina 16S rDNS amplikon szekvenálás 

segítségével feltártuk a kárhelyről származó, újonnan mintavételezett kiindulási 

biofilm mikrobaközösségét, melyet továbbra is a Gamma-proteobaktériumok 

körébe tartozó Betaproteobacteriales rend uralt. A legnagyobb számban 

azonosított 16S rDNS szekvenciák a Sulfuritalea (16%), az Azoarcus (4,8%), az 

Acidovorax (2,6%), a Simplicispira (0,9%), a Thiobacillus (0,9%), a 

Hydrogenophaga (0,7%), a Thauera (0,6%), a Zoogloea (0,6%) és a Rhodoferax 

(0,5%) nemzetségek voltak.  

A 16S rDNS amplikon szekvenálási eredmények alapján elmondható, 

hogy a vizsgálatra kiválasztott, kőolaj/gázolaj keverékkel kiegészített, aerob 

dúsító (AER2) mikrobaközösségét a Betaproteobacteriales rendhez tartozó 

baktériumok uralták, a leolvasott szekvenciák 36,5%-a sorolható ide (4. ábra). A 

leggyakoribb nemzetség a Betaproteobacteriales rendbe tartozó Polaromonas 

(14%) volt, a renden belül jelen voltak még az Acidovorax (6,7%) és a 
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Janthinobacterium (4%) nemzetségek. A Polaromonas nemzetségnek több olyan 

tagját ismerjük, amely képes a szénhidrogének, például a benzol és a toluol 

lebontására (Sun et al. 2010, Xie et al. 2011). Hasonlóan, az Acidovorax 

nemzetség is gyakran domináns tagja a szénhidrogén-lebontó 

baktériumközösségeknek (Popp et al. 2006, Daghio et al. 2015). Nemzetség 

szinten a dúsítóban a második leggyakoribb (10,5%) nemzetség a Pseudomonas 

volt, melynek szerepét a szénhidrogének lebontásában már jól ismerjük. Az Alfa-

proteobaktériumok közül a Sphingobium nemzetséget (2,3%) érdemes kiemelni, 

mivel több olyan tagját ismerjük, amelynek szerepe van a szénhidrogének aerob 

körülmények közötti lebontásában (Lloyd-Jones – Lau 1997, Pinyakong et al. 

2003, Liang – Lloyd-Jones 2010, Révész et al. 2018). A leolvasott 16S rDNS 

szekvenciák 5,5%-át tette ki a Rhodococcus nemzetség (Aktinobaktériumok 

osztálya), melynek alkán-lebontásban is résztvevő tagjait jól ismerjük. A 

nemzetségnek szinte minden tagja rendelkezik alkB génekkel, az úgynevezett 

“erythropolis” klád tagjai pedig aerob környezetben igen hatékony alkán-lebontó 

baktériumok (Táncsics et al. 2015). 

 

4. ábra: Aerob, kőolaj/gázolaj keverékkel kiegészített dúsító tenyészet (AER2) 

mikrobaközösségének összetétele Illumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenálás 

eredményei alapján. Az „Egyéb” kategóriába a 0,5% alatti abundanciával rendelkező 

taxonok kerültek. 
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Érdekes módon, az aerob dúsítókban viszonylag nagy abundanciával (4,5%) 

voltak jelen a Candidatus Saccharibacteria törzshöz tartozó 16S rDNS 

szekvenciák. Korábban egy bizonyos csoportjukat (3. szubdivízió) nagy számban 

mutatták ki szénhidrogénekkel szennyezett talajban (Winsley et al. 2014), 

továbbá stabil izotópos kísérletekkel bizonyították szerepüket a toluol és a benzol 

aerob körülmények közötti bontásában (Luo et al. 2009, Xie et al. 2011).  

 A mikroaerob dúsító tenyészet (MIK1) baktériumközössége nem volt 

annyira diverz, mint az aerob dúsító tenyészeteké, 98,8%-ban a Gamma-

proteobaktériumok uralták (5. ábra). Nemzetség szinten az Acinetobacter-hez 

köthető 16S rDNS szekvenciákat tudtuk legnagyobb számban (66,3%) kimutatni 

a dúsítóból. A nemzetség tagjai között találhatóak olyan fajok, amelyek aerob 

körülmények között képesek az alkánok és az aromás vegyületek lebontására (Lal 

– Khanna 1996, Di Cello et al. 1997, Margesin et al. 2003, Czarny et al. 2019). 

Az Acinetobacter nemzetséghez tartozó fajok igen gyakoriak lehetnek a felszín 

alatti kőolaj rezervoárokban, mely jelenségről azt feltételezik, hogy a kitermelés 

során bejuttatott vízzel kerülhetnek ezekbe a közegekbe (Orphan et al. 2000, Zhao 

et al. 2012).  

 

5. ábra: Mikroaerob, kőolaj/gázolaj keverékkel kiegészített dúsító tenyészet (MIK1) 

mikrobaközösségének összetétele Illumina paired-end 16S rDNS amplikon szekvenálás 

eredményei alapján. Az „Egyéb” kategóriába a 0,5% alatti abundanciával rendelkező 

taxonok kerültek. 
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A Gamma-proteobaktériumokhoz tartozó Pseudomonas nemzetséget is igen nagy 

számban (11%) lehetett kimutatni a mikroaerob dúsítókból. Ismert olyan 

Pseudomonas törzs (P. extremaustralis 14-3T), amely hatékonyan alkalmazkodott 

az alkánok mikroaerob körülmények közötti lebontásához (Tribelli et al. 2018). 

A Betaproteobacteriales rendet az Acidovorax (11%), a Variovorax (1,9%) és a 

Simplicispira (1,5%) nemzetség képviselte a dúsítókban. Az Acidovorax és a 

Variovorax nemzetségnek ismertek olyan tagjai, melyek képesek az aromás 

szénhidrogének lebontására (Sydow et al. 2016, Posman et al. 2017, Singleton et 

al. 2018). Benedek és munkatársai (2018) dúsítási kísérletében egy Acidovorax 

nemzetséghez tartozó baktérium jelentősen fel tudott szaporodni BTEX-

vegyületekkel kiegészített, mikroaerob dúsítókban.  

 

3.2.1. A kőolaj/gázolaj keverékkel kiegészített dúsító tenyészetekből kimutatott 

alkB gének diverzitása 

 

A három-három párhuzamos dúsítóban azonosított alkB T-RF-ek 

abundanciáit a 6. ábrán látjuk. A mikroaerob dúsítókban az 523 bázispár 

hosszúságú T-RF volt a leggyakoribb, míg az aerob dúsítókban azt figyelhettük 

meg, hogy az AER2 és AER3 jelzésű mintában igen domináns 89 bázispár 

hosszúságú T-RF a harmadik – AER1 jelzésű – mintából teljes egészében 

hiányzik. Annak érdekében, hogy a kimutatott fragmenteket konkrét 

szekvenciákhoz tudjuk kötni, az AER2 és MIK1 dúsítókból alkB gén 

klónkönyvtárakat hoztunk létre.  

Az aerob dúsítóban (AER2) az alkB génszekvenciáknak hat csoportját 

(OPU) tudtuk elkülöníteni. A klónok 63%-át kitevő és ezzel a legnagyobb klaszter 

igen kis hasonlóságot mutatott az idáig ismert alkB genotípusokkal, így nem 

sikerült azt ismert, kitenyésztett baktériumfajhoz kötni. Legközelebbi 

hasonlóságot (76-80%) az Agitococcus lubricus DSM 5822T törzs alkB génjével 

mutatott, valamint kőolajjal szennyezett, tengeri környezetből származó 

szekvenciákkal (Powell et al. 2010; Wang et al. 2014). Ezt a klónt a 89 bázispár 
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hosszúságú, dominánsan kimutatott T-RF-hez lehetett kötni. A többi alkB 

génszekvencia nagy része a Pseudomonas (P. putida és P. chlororaphis subsp. 

aureofaciens) és Rhodococcus nemzetségekhez voltak köthetőek. 

 

6. ábra: A kőolaj/gázolaj keverékkel kiegészített dúsító tenyészetekből kimutatott alkB 

gén T-RF-ek relatív abundanciája az ötödik heti, végponti dúsító tenyészetek 

mikrobaközösségeiben. 

 

 A mikroaerob dúsító (MIK1) alkB génszekvenciáit öt csoportba lehet 

osztani. A legnagyobb (71%) csoportot az 523 bázispár hosszúságú T-RF-ek 

alkották, melyek nagy hasonlóságot (98,4%) mutattak Pseudomonas veronii 

törzsek alkB szekvenciáival. A P. veronii legközelebbi rokona, a P. 

extremaustralis képes az alifás szénhidrogének mikroaerob körülmények közötti 

lebontására (Tribelli et al. 2018). Annak ellenére, hogy a 16S rDNS szekvenciák 

alapján a mikroaerob dúsítóban (MIK1) az Acinetobacter nemzetséghez köthető 

baktériumok voltak dominánsak, az ugyanide köthető alkB szekvenciák a 

klónoknak mindössze 10%-át tették ki. Ezek a 376 bázispár hosszúságú T-RF-ek 

legközelebbi hasonlóságot (97,8%) az A. calcoaceticus CA16-os törzs alkB 
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génszekvenciájával mutatták. Meg kell azonban jegyezni, hogy a kutatás során 

használt PCR primerek nem amplifikálják az Acinetobacter fajok által kódolt 

alkB gének minden típusát (Jurelevicius et al. 2013). A klónszekvenciák 16%-a a 

Pseudomonas nemzetséghez volt köthető (548 és 238 bázispár hosszúságú T-RF-

ek). A Rhodococcus nemzetséghez köthető alkB génszekvenciák egy része azonos 

volt az aerob dúsító tenyészetekben is kimutatott szekvenciákkal. 

 

4.2.3. Az ismeretlen alkB genotípus filogenetikai azonosítása metagenom 

asszociált genom analízis segítségével 

 

 A klónkönyvtár segítségével feltárt alkB genotípusok közül az AER-OPU 

1 és AER-OPU 5 jelölésű klasztereket nem sikerült baktériumokhoz kötni. Mivel 

az AER-OPU 1-be tartozó aklB gén szekvenciákat tudtuk a legnagyobb számban 

kimutatni az aerob dúsító tenyészetben (AER2), fontosnak tartottuk a minta 

további vizsgálatát. Ehhez az úgynevezett metagenom adatok alapján történő 

genom összeszerelést („genome-resolved metagenomics”) választottuk, melynek 

során az aerob dúsító tenyészetek metagenomjából sikeresen felépítettük a 

számunkra ismeretlen alkB genotípust hordozó baktérium genomját. A genomnak 

csaknem a teljes (>99%) összeszerelése sikerült, ami alapján egy ezidáig 

ismeretlen Gamma-proteobaktériumokhoz tartozó baktérium genomját kaptuk 

meg, azonban a 16S rRNS génszakaszt nem sikerült hozzárendelnünk a 

genomhoz. A baktérium filogenetikai helyzetét 16S rRNS gén hiányában a 

riboszómális fehérjék alapján állapítottuk meg, mely szerint az Agitococcus 

lubricus (Franzmann – Skerman 1981) áll hozzá legközelebbi rokonságban. A 

baktériumot az NCBI (National Center for Biotechnology Information – Nemzeti 

Biotechnológiai Információs Központ) a Firmicutes törzsbe sorolja, azonban a 

teljes genom alapján az valójában a Gammaproteobacteria osztály Moraxellaceae 

családjába tartozik. 

 Az alkB gént tartalmazó génklaszter vizsgálata feltárta, hogy az alkB 

géntől upstream helyzetben, ellentétes orientációval megtalálható egy AraC 
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családba tartozó transzkripciós regulátort kódoló gén is. E gént alkR néven írták 

le az Acinetobacter sp. ADP1-es törzs esetében, és azt találták, hogy jelenléte 

esszenciális fontosságú az alkán-lebontás képességéhez. Ez alapján joggal 

feltételezhetjük, hogy az AER2_Gammaproteobacteria_44_116-jelű baktérium 

egy jelentős alkán-lebontó baktérium szerepét töltötte be az AER2-es aerob dúsító 

tenyészetben. 

 

Új tudományos eredmény (II. tézis): A kőolaj/gázolaj keveréket tartalmazó 

dúsító tenyészetekkel folytatott molekuláris genetikai vizsgálatok 

rámutattak arra, hogy a kiváló alifás szénhidrogén-lebontó képességgel 

rendelkező Rhododoccus nemzetségbe tartozó baktériumok az általunk 

vizsgált dúsító tenyészetekben kizárólag tisztán aerob körülmények között 

váltak abundáns közösségalkotókká. Ezzel szemben mikroaerob 

körülmények között inkább az Acinetobacter és a Pseudomonas 

nemzetségbeli mikroszervezetek váltak dominánssá. 

 

Új tudományos eredmény (III.  tézis): Metagenom szekvenálás és metagenom 

asszociált genom analízis segítségével sikerült a tudomány számára eddig 

ismeretlen és kitenyésztetlen, Moraxellaceae családba tartozó baktériumfajt 

azonosítani, amely rendelkezik az alkánok lebontásában kulcsszerepet játszó 

alkán-1 monooxigenáz génnel. 
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3.3. Új, aromás szénhidrogének lebontására képes baktériumfaj 

(Sphingobium aquiterrae sp. nov.) leírása 

 

Általánosságban elmondható, hogy kutatásaink folyamán mindig 

igyekszünk a kőolajszármazékokkal szennyezett területekről érkező mintákból 

„megfogni”, azaz laborkörülmények között tenyésztésbe vonni a potenciálisan 

szénhidrogén-lebontó baktériumtörzseket. Ez lehetővé teszi metabolikus 

képességeik alaposabb megismerését, valamint egyes törzsek bioremediációs 

célokra történő felhasználását. Az általunk újonnan leírt baktériumtörzset (SKLS-

A10T) előkísérleteink során, egy kőolajszármazékokkal – benzollal, xilolokkal, 

etil-benzollal és egyéb alkilbenzol vegyületekkel – szennyezett, délnyugat 

magyarországi kárhelyről (Siklós) sikerült izolálnunk. Az SKLS-A10T törzs az 

Alfa-proteobaktériumok osztályába, azon belül pedig a Sphingobium 

nemzetségbe sorolható.  

Mivel az SKLS-A10T jelű törzset BTEX-vegyületekkel szennyezett 

talajvízből izoláltuk, megvizsgáltuk, hogy mely monoaromás vegyületek 

lebontására képes. A vizsgálat során a BTEX komponenseket külön-külön, 

egyedileg alkalmaztuk egyedüli szénforrásként. Azt találtuk, hogy hatékonyan 

képes lebontani a toluolt, a meta- és para-xilolt. A nemzetközi követelményeknek 

megfelelő vizsgálatok elvégzése után az új fajt Sphingobium aquiterrae néven 

írtuk le. 

 

Új tudományos eredmény (IV. tézis): Sikerült egy, a tudomány számára új, 

Sphingobium nemzetséghez tartozó baktériumtörzset izolálnunk, melynek 

leírásához szükséges vizsgálatokat a nemzetközi követelményeknek 

megfelelően elvégeztük. Gázkromatográffal kapcsolt tömegspektrometria 

(GC-MS) segítségével igazoltuk, hogy aerob körülmények között a törzs 

képes a toluol, a meta- és para-xilol teljes lebontására. Az új fajnak a 

Sphingobium aquiterrae nevet adtuk. 
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4. Következtetések és a javaslatok 
 

 Számos kutatás bizonyította, hogy a szénhidrogénekkel szennyezett 

közegek mikrobaközösségét jellemzően a Betaproteobacteriales rend tagjai, azon 

belül is a Comamonadaceae és Rhodocyclaceae család nemzetségei uralják 

(Alfreider et al. 2002; Fahy et al. 2006; Alfreider – Vogt, 2007; Nestler et al. 2007, 

Martínez-Lavanchy et al. 2015). A szénhidrogének lebontásában résztvevő 

funkciógéneket azonban nem sikerült egyértelműen ismert baktériumfajokhoz 

kötni, illetve kérdéses volt az is, hogy az I.2.C típusú C23O gének megléte a 

genomban egyértelműen bizonyítja-e, hogy az adott törzs képes a mikroaerob 

körülmények közötti szénhidrogén-lebontásra. Kíváncsiak voltunk arra is, hogy 

faji összetétel, illetve metabolikus képességek terén milyen mértékben térnek el 

egymástól az aromás és alifás szénhidrogének lebontásában szerepet játszó 

mikrobaközösségek aerob és a mikroaerob körülmények között. 

Dúsítási kísérleteink során jelentős különbségeket tudtunk felfedezni az 

aerob és a mikroaerob dúsítók mikrobaközösségeinek összetételében és a vizsgált 

funkciógének diverzitásában. Első kísérletünk során aerob és mikroaerob 

dúsítókat hoztunk létre, melyekhez egyedüli szén- és energiaforrásként benzolt 

vagy toluolt adtunk, kiindulási mintaként pedig egy korábban is vizsgált, 

szénhidrogénekkel szennyezett területről származó biofilm minta szolgált. Az 

aerob, benzollal kiegészített dúsítókat főként a Betaproteobacteriales rendbe 

tartozó Malikia nemzetség uralta, melynek két, Malikia spinosa-hoz köthető 

törzsét (99,7% és 99,9%-os 16S rDNS szekvencia hasonlóság) izolálni is sikerült 

a mintákból. Annak ellenére, hogy a nemzetség tagjai igen gyakori képviselői a 

szénhidrogénekkel szennyezett területek mikrobaközösségeinek, a 

szakirodalomban nem találtunk olyan adatot, amelyben szennyezett területről 

sikerült volna tenyésztésbe is vonni őket. Az általunk izolált M. spinosa AB6 jelű 

törzs képes volt a benzol, a toluol és az etilbenzol aerob biodegradációjára. 

Feltárva a törzs teljes genomját lehetőségünk adódott alaposabban megvizsgálni 

annak metabolikus képességeit, illetve összevetni tulajdonságait a faj 
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típustörzsével. A típustörzshöz képest az AB6-os törzs genomja 300 kilobázissal 

nagyobbnak bizonyult, amely elsősorban az aromás szénhidrogének lebontásában 

szerepet játszó gének feldúsulásának köszönhető. Az általunk izolált törzs 

rendelkezik az I.2.C típusú C23O génnel is, amely a fenol lebontásában szerepet 

játszó génklaszterben helyezkedik el. A klasztert mozgékony genetikai elemek 

határolják, melyből arra következtethetünk, hogy a törzsbe horizontális 

géntranszfer útján kerülhetett. Bár az AB6-os törzs rendelkezik az I.2.C típusú 

C23O génnel, a M. spinosa-t csak az aerob dúsítókban tudtuk kimutatni. A törzs 

nem rendelkezik olyan génnel, amellyel a benzolgyűrűt képes lenne mikroaerob 

körülmények között hidroxilálni, mely nélkül az aromás vegyületek mikroaerob 

lebontása sem kezdődhet meg. A kutatás alátámasztotta a korábbi feltételezéseket 

(Táncsics et al. 2010, Benedek et al. 2018), miszerint a Malikia nemzetségbe 

tartozó baktériumok a szénhidrogénekkel szennyezett területeken részt vesznek a 

BTEX-vegyületek lebontásában, azonban kizárólag aerob környezetben. Fény 

derült arra is, hogy az I.2.C típusú C23O gén megléte nem jelenti feltétlenül azt, 

hogy az adott baktérium képes a monoaromás vegyületek mikroaerob 

körülmények közötti lebontására. Ráadásul, a Malikia spinosa AB6-os törzs teljes 

genomjának elemzése alapján elmondhatjuk, hogy az I.2.C típusú C23O gének 

horizontális géntranszfer útján könnyedén terjedhetnek a Betaproteobacteriales 

rend tagjai között. Mikroaerob körülmények között a benzollal és a toluollal 

kiegészített dúsítókat is a Pseudomonas nemzetséghez köthető baktériumok 

uralták. A benzollal kiegészített dúsítókban a közösség nem volt képes a 

szénforrás lebontására, azonban a toluol fogyását sikerült kimutatni. 

Eredményeink alapján arra következtethettünk, hogy a Pseudomonas 

nemzetségnek egy köre (a P. veronii/extremaustralis leszármazási vonal) 

sikeresen adaptálódott az oxigénlimitált körülményekhez.  

Második dúsítási kísérletünkben ismét aerob és mikroaerob dúsító 

tenyészeteket hoztunk létre, azonban egyedüli szén- és energiaforrásként 

kőolaj/gázolaj keveréket alkalmaztunk. Megvizsgáltuk, hogy az oxigénlimitáció 

milyen hatással van a baktériumközösségek kialakulására, illetve az alkánok 
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lebontásában kulcsszerepet játszó alkán-1 monooxigenáz gének (alkB) 

diverzitására. Az aerob és mikroaerob dúsító tenyészetek mikrobaközösségeinek 

kutatásunk során feltárt különbségei a jövőben hasznos információval 

szolgálhatnak a szénhidrogénekkel szennyezett közegek bioremediációja során. 

Láttuk, hogy a Rhodococcus nemzetséghez tartozó baktériumok kizárólag aerob 

környezetben tudtak jelentősen felszaporodni. Ez a megfigyelés azért is fontos, 

mivel diverz metabolikus képességeik miatt a nemzetség tagjait előszeretettel 

alkalmazzák szénhidrogénekkel szennyezett területek kármentesítésére 

(Kuyukina – Ivshina 2010, Kis et al. 2017). Ezzel szemben a mikroaerob 

környezet az Acinetobacter és Pseudomonas nemzetségek képviselőinek 

kedvezett. A mikroaerob dúsító tenyészetekben a dominánsan jelenlévő alkB 

gének a Pseudomonas nemzetséghez, azon belül is a P. veronii-hoz köthetőek. 

Mivel tudjuk, hogy az igen közeli rokon P. extremaustralis az alkánokat 

mikroaerob körülmények között bontja, feltételezhető, hogy a Pseudomonas fajok 

egy bizonyos csoportja ezekhez az oxigénlimitált körülményekhez adaptálódott, 

így fontos szerepük lehet az alkánok felszín alatti közegekben történő 

lebontásában. Az aerob dúsító tenyészetek közül kettőben olyan alkB gén vált 

dominánssá, amelyet nem lehetett ismert baktériumfajhoz kötni. Metagenom 

szekvenálással és bioinformatikai alkalmazások segítségével sikerült egy 

Moraxellaceae családba tartozó, ez idáig kitenyésztetlen baktériumfaj genomját 

felépíteni, így fény derült arra is, hogy az eddig ismeretlen, domináns alkB gén 

ehhez a baktériumfajhoz tartozik. A jelen kutatás rávilágított arra, hogy 

ismereteink az alkán-lebontó baktériumokról még mindig hiányos. 

 Kutatásaink során mindig szem előtt tartjuk, hogy lehetőleg minél több 

olyan baktériumfajt vonjunk tenyésztésbe, amely képes a szénhidrogének 

lebontására. Tenyésztéses előkísérletünk során sikerült is egy, a tudomány 

számára új, Sphingobium nemzetséghez tartozó baktériumtörzset izolálnunk, 

melyről igazoltuk, hogy aerob körülmények között a törzs képes a toluol, a meta- 

és para-xilol teljes lebontására. Az új fajnak a Sphingobium aquiterrae nevet 

adtuk. 
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