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Magyarorszagi szikes vizek bakterialis biodiverzitasinak megismerése,
extremofil szervezetek polifazikus taxonomiai jellemzése

Az ELTE Mikrobiologiai Tanszékén 2002 és 2006 kozott Gsszehangolt, szezondlis
mintavételezéseket kovetden részletes vizsgalatokat végeztiink magyarorszagi szikes vizek
bakteridlis biodiverzitdsanak megismerésére, extremofil szervezetek polifdzikus taxondmiai
jellemzésére. E vizsgalatok keretében a Velencei-to [Csaszar-6bol (CS), Német-tisztas (N),
Langi-tisztas (L), Agéard-Gardony Hosszu-tisztds (G), Kajakpalya (K), és Fiirdeté (F)], a
kiskunsagi Kelemen-szék (K1), Zab-szék (K4) és Boddi-szék (K7), valamint a tiszanthli
Nagy-vadas (H2) to és Fehér-szik (H3) vizének és iiledékének aerob és anaerob mikrobidlis
folyamataiban résztvevo baktériumkozosségek faji 0sszetételének, anyagcesere potencialjanak
¢s 0kologiai toleranciajanak megismerése volt a cél. A mikrobakozosségek fajgazdagsagat az
alkalmazott modszerek szelektivitasabol adodo torzitdsok csokkentésének érdekében
hagyomanyos tenyésztésen alapuld és tenyésztéstol fliggetlen molekularis bioldgiai diverzitas
elemz6 mddszerek egyidejii alkalmazasaval kiséreltiik meg felderiteni.

A kutatds Ot éve alatt a 6 mintavételi terlilet Gsszesen 26 pontjardl bakteriologiai
vizsgalatok céljara az 1. tablazatban feltiintetett teriileti és id6beni bontasban végeztiink viz
(V) és iiledék (U) mintavételezéseket, melyekkel egyidejlileg mértiikk a viz néhany fiziko-
kémiai paraméterét (vizmélység, hdmérséklet, pH, vezetoképesség, oldott O,) is.

Velencei-to KNP HNP
(CS,N, L, G, K, F) Kelemen-szék (K1) Zab-szék (K4) Boddi-szék (K7) Nagy-vadas (H2) Fehér-szik (H3)
2002 IV.15., VL.17,, VIIL. 5., X. 8. V. 19., VIL 8. V. 19, VIL 8.
2003|V. 15, VL 17, VIIL. 12, X. 8] V.8,VL21,X.29. | V.8,VL21,X.29. | V.8, VL 21, X.29. V.7.,X.27. V.7,X.27.
2004 1v.27,VIL 1., X.22.| V.27, VIL. 1., X. 22.| IV. 27., VIL. 1., X. 22.{IV. 29., VIL. 9., X. 25.| IV. 29., VIL. 9., X. 25.
2005 V. 13, VIL 18., XI. 10/ V. 13., VIL 18., XI. 10.|V. 13, VIL. 18., XI. 10|V. 5., VIL 20., XI. 14.|V. 5., VIL 20., XI. 14.
2006 V.29, VIIL 8., X. 25 V. 18., VIL 10. V. 18., VIL 10. V.24., VIL 5. V.24, VIL 5.

1. tablazat

A tenyésztésen alapuld vizsgalatok soran az alfoldi szikes tavak vizébdl és iiledékébol
szerves anyagokban gazdag (KingB, DSMZ-1, DSMZ-607), illetve szegény (oligotrof),
tovabba a tavak sokban gazdag ¢és alkalikus kornyezetét tiikr6zé (DSMZ-246, DSMZ-940)
taptalajokon 2002 ¢és 2004 kozott csaknem 600 baktériumtdrzset izoldltunk. Koziiliik a
kiskunsagi székek vizébol 96 (Kelemen-szék: 31, Zab-szék: 32, Boddi-szék: 33), iiledékébol
182 (Kelemen-szék: 96 Zab-szék: 63 Boddi-szeék: 23), a tiszantali vizterek tiledékébol 98
torzs (Nagy-Vadas: 51, Fehér-szik: 47) 0Osszesen 26 kodolt tulajdonsagot eredményezd,
részletes fenotipusos jellemzését végeztiik el (1. &bra). A kitenyésztett torzsek kozott
mindeniitt nagyon magasnak bizonyult a Gram-pozitiv szervezetek (atlagosan 75-97%) és az
aerob tenyésztési feltételeknek koszonhetden a katalaz pozitivok (62-86%) aranya. A
tisztantali torzsek szamottevéen magasabb (59-78%) oxidaz aktivitassal rendelkeztek, mint a
kiskunsagiak (0-20%). Altalaban valamennyi torzscsoportban alacsony volt a D-gliikéz
fermentacidja és a fakultativ anaerob nitrat-1égz6 aktivitas. Biopolimerek bontidsdra a KNP
tavainak iiledékébdl izolalt torzsek altalaban 30-80%-o0s, mig a tiszantuli tavak iiledékébdl
szarmazo torzsek altalaban csak 10-50%-o0s aranyban voltak képesek. A foszfataz tesztben
ugyancsak jelentds aktivitasi kiilonbséget (6-59%) észleltiik a kiilonb6zd helyrdl szarmazo
torzsek kozott.

A nagyszamu baktériumtorzs fenotipusos tulajdonsagainak Osszesitett eredményei
alapjan tobbvaltozos adatelemzést végeztiink. A hierarchikus cluster és a fékomponens-
analizis eredménye egyértelmiien a baktériumtérzsek mintavételi teriiletek szerinti
(kiskunsagi ¢és tiszantuli) elsédleges elkiiloniilésére utalt. A mintdk ezen szétvalasan kiviil
megfigyelhetd volt egy masodlagos csoportosulds is a tenyésztéshez felhasznalt taptalajok
tipusa szerint (pl. az alkalikus és a tengervizes taptalajokrdl szarmazo torzsek esetében).
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100

O Kelemen-szék (K1-V) O Zab-szék (K4-V) H Boddi-szék (K7-V)

1. abra
100

O Kelemen-szék (K1-U) O Zab-szék (K4-U) @ Boddi-szEék (K7-U)
2. abra

100

O Nagy-Vadas (H2-U) B Fehér-szik (H3-U)

3. abra
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Az izolalt torzsek Okoldgiai tolerancia tulajdonsagait NaCl és pH-tiiroképesség
tesztekkel vizsgaltuk. NaCl hidnydban a torzseknek csak igen kis hanyada szaporodott. A
(pH 8) taplevesek biztositottak, az izoldtumok mérsékelten halofil jellegére utalva. Az eltérd
pH-értékli (5 m/V% NacCl) taplevesekbe oltott torzsek nem mutattak egyértelmti novekedési
optimumot, a torzsek tulnyomo tobbsége kitlinden tolerdlta a szélsdségesen lugos
koriilményeket is fakultativ és obligat alkalofil szervezetek egyiittes jelenlétére utalva.
Mindkét vizsgalat sordn erds taptalajfliggéség mutatkozott, a szélsdségesen szikes
koriilményeket jol modellezd taptalajokrol (alkalikus, tengervizes) izolalt torzsek szélesebb
skalan toleraltdk a valtozd, illetve a kiemelkedden magas so ¢és pH-értékeket.

A hierarchikus cluster analizissel kialakitott csoportokbol a nagyfokti metabolikus
hasonlésadgot mutatd torzsek koziil valasztott reprezentansok faji szintli azonositasat a 16S
rDNS parcidlis szekvencia analizisére alapoztuk. A faji szintli azonositas eredményeinek
Osszefoglaldsat a torzsek szdrmazési helyének feltiintetésével a 2. tdblazat tartalmazza. A
kiskunsagi és tisztantuli szikes tavakbodl dsszesen 52 faj képviseldjét azonositottuk 92-100%-
os szekvencia hasonlosaggal. A KNP teriiletérdl a Kelemen-sz&ékbdl 20, a Zab-szEkbdl 14, a
Boddi-szEékbdl 20, mig a tisztantali Nagy-vadasbol 14 és a Fehér-szikbol 19 fajt hataroztunk
meg, melyek az a—, B— és y—Proteobacteriumok, valamint a Firmicutes kis és nagy G+C
tartalmti Gram-pozitivok filogenetikai csoportjaiba tartoztak.

A kiskunsagi székek viz ¢€s iiledékmintaibdl valamennyi mintavételi idOpontban és
taptalajrol dominans el6fordulasuként tenyésztettiik ki a Bacillus és kozelrokon nemzetségek
alkalofil (pl. B. horikoshii, B. pseudofirmus) és alkalitolerans (pl. B. pumilus, B. cereus) fajait.
A tiszantali iiledékmintakbdl az izolalt torzsek legnagyobb része ugyancsak fakultativ és
obligat alkalofil Bacillus (pl. B. alcaliinulinus, B. alkalogaya), illetve az alkalitolerans és
halotolerans Nesterenkonia lutea fajokkal mutatott szekvencia egyezést. Valamennyi
teriiletr6l tenyésztésbe vontuk még a Halomonas nitritophilus faj képvisel6it is. A kiskunsagi
¢s a tiszantuli szikes tavak iiledékébdl azonositott fajokat dsszevetve hasonlé metabolikus
aktivitasi és filogenetikailag kozelrokon taxonokat kaptunk. A tdrzsek fenotipusos
tulajdonsagainak Osszesitett elemzése €s a 16S rRNS gén szekvencia analizisek eredményei
egyarant arra mutattak ra, hogy a tiszantili szikes vizterek baktériumkozosségei biokémiai
tulajdonsagaik és fajosszetételiik tekintetében is kiilonboznek a kiskunsagi székektdl. A
kiskunsagrol izolalt szamos, pl. kifejezetten halofil szervezetet nem sikeriilt a tiszantuli
tiledékekbdl kitenyészteniink, mig ez utdbbi €l6helyrdl az alkalitolerans, fakultativ halofil
szervezetek sokkal nagyobb diverzitasat tartuk fel.

Kutatasi eredmények részletes bemutatasa:

Szabo G., Borsodi A., Vladar P., Cech G., Téth E., Boros E., Marialigeti K. (2004) A Kiskunsagi Nemzeti Park
szikes tavainak bakteriologiai vizsgalata. Hidrologiai K6z16ny 84 (5-6): 147-150.

Borsodi A., Vladar P., Rusznydk A., Szabd G., Sipos R., Marialigeti K. (2005): Tenyésztésen alapuld és
tenyésztéstol fiiggetlen molekularis bioldgiai vizsgalatok a Kiskunsagi NP szikes tavainak
baktériumkozosségein. Hidrologiai KozIony 85 (6): 23-25.

Pollak B., Rusznydk A., Palatinszky M., Marialigeti K., Borsodi A. (2006) Tiszantuli szikes tavak
baktériumkozosségeinek sszehasonlitd vizsgalata. Hidrologiai K6zlony 86 (6): 88-90.

A torzsek kozott szadmos feltehetéen a tudomany szamara 1j fajt sikeriilt
kitenyésztenlink, melyek a mar ismert kozelrokon alkalofil és/vagy halofil fajokkal csak
alacsony (92-95%) szekvencia hasonlosagot mutattak. Tobb olyan Bacillus nemzetségbe
sorolt és az eddig ismert fajokkal csak nagyon alacsony szekvencia egyezést mutatd torzset
sikertilt az alfoldi szikes vizekbdl tenyésztésbe vonni, melyeknek a legkdzelebbi filogenetikai
rokonat egy masik alfoldi szikes viztérbdl izolaltuk.
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Filogenetikai csoport (16S rRNS) Legkozelebbi rokon baktériumfaj  Hasonlosag Szarmazasi hely
Bacteria
Proteobacteria

a-Proteobacteria Novosphingobium hassiacum 97% H3-U
Paracoccus alcaliphilus 99% K1-v
Paracoccus carotinifaciens 99% K7-v

B-Proteobacteria Hydrogenophaga atypica 97% H2-U
Hydrogenophaga defluvii 97% H3-U

y-Proteobacteria Alishewanella fetalis 97% K7-v
Halomonas alkantarctica 97% K7-v
Halomonas boliviensis 99% K7-v
Halomonas nitritophilus 97-99% H2-U; H3-U; K1-U; K4-U; K7-U; K1-V
Halomonas desiderata 98% K1-U; K7-U; K1-V
Halomonas venusta 98% K7-V
Pseudomonas anguilliseptica 98-99% H2-U; K4-U; K7-V
Xanthomonas campestris 96% K1-v

Firmicutes

Nagy G+C tartalmi Gram-pozitivok Agromyces aurantiacus 98% K4-U
Arthrobacter ramosus 97% K7-v
Aureobacterium kitamiense 99% H2-U
Cellulomonas variformis 98% H2-U
Dietzia natronolimnea 100% K7-v
Kocuria rosea 99% H3-U
Micrococcus luteus 99% K4-U
Micrococcus terregens 96% H2-U
Myceligenerans xiligouense 98% H3-U
Nesterenkonia aurantia 95% H2-U
Nesterenkonia halobia 97% K4-U
Nesterenkonia lutea 98-99% H2-U; H3-U; K7-V
Nesterenkonia sandarakina 99% K7-v

Kis G+C tartalmi Gram-pozitivok Bacillus agaradhaerens 94% H3-U
Bacillus alcalophilus 94% H3-U; K4-U; K7-U
Bacillus alkaliinulinus 95% H2-U; H3-U; K4-U
Bacillus alkalogaya 95% H2-U; H3-U
Bacillus clarkii 92% K1-U
Bacillus cereus 99% K1-U; K4-U
Bacillus cohnii 99% H3-U; K1-U; K4-U
Bacillus firmus 95% K7-U
Bacillus horikoshii 97-98% H2-U; H3-U; K1-U; K4-U; K7-U; K7-V
Bacillus krulwichiae 98% H3-U; K1-U; K7-U
Bacillus macroides 99% K1-U
Bacillus niacini 99% K4-U
Bacillus pseudoalcalophilus 93% H3-U
Bacillus pseudofirmus 97% H3-U; K1-U; K4-U; K7-U; K1-V; K7-V
Bacillus pumilus 99% H3-U; K1-U; K4-U
Bacillus saliphilus 93% K7-v
Bacillus simplex 99% K1-U
Bacillus subtilis 100% H3-U; K4-U
Halobacillus salinus 96% K1-U
Marinibacillus campisalis 96-98% K1-U, K1-V
Planococcus alkanoclasticus 98% H2-U
Planococcus antarcticus 97% H3-U
Planococcus maritimus 98% H3-U
Sinococcus ginghaiensis 94% H2-U
Staphylococcus epidermidis 99% H2-U
Staphylococcus warneri 99% K1-U

2. tablazat

A polifazikus taxondémiai elveknek megfeleléen részletes fenotipusos €s genotipusos
analizisnek vetettiink alda harom a kiskunsagi Kelemen-szék ¢s Boddi-szék iiledékébol
kitenyésztett torzset, melyek az eddig leirt és ismert baktériumfajoktol nagymértékben eltérd
tulajdonsagaik alapjan egy a tudomanyra nézve 1j faj, a Bacillus aurantiacus képvisel6i.
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Kutatasi eredmények részletes bemutatasa:

Borsodi A. K., Marialigeti K., Szabd G., Palatinszky M., Pollak B., Kéki Zs., Schumann P., Toth E.M. (2007)
Bacillus aurantiacus sp. nov., a novel alkaliphilic and moderately halophilic bacterium isolated from
Hungarian soda lakes. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (in press)
IMP.:2.777

Hazank legnyugatibb szikes tavdnak, a Fertonek vizében dekomponaldodd nadrizomak
feliiletér6l  specidlis taptalajon korabban kitenyésztett alkalofil ¢és alkalitolerans
baktériumkozosségek vizsgalataval igazoltuk a tudomanyra nézve 0j nemzetség és faj, a
Pannonibacter phragmitetus (o-Proteobacteria) jelenlétét.

Kutatasi eredmények részletes bemutatasa:

Borsodi A. K., Micsinai A., Kovacs G., Téth E., Schumann P., Kovacs A. L., B6ddi B., Marialigeti K. (2003)
Pannonibacter phragmitetus gen. nov., sp. nov., a novel alkalitolerant bacterium isolated from
decomposing reed rhizomes in a Hungarian soda lake. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology 53:555-561 IMP: 3.187

Borsodi A. K., Micsinai A., Ruszyak A., Vladar P., Kovacs G., Té6th E. M., Marialigeti K. (2005) Diversity of
alkaliphilic and alkalitolerant bacteria cultivated from decomposing reed rhizomes in a Hungarian soda
lake. Microbial Ecology 50 (1):9-18 IMP: 2.674

Tenyésztéstol fiiggetlen diverzitas vizsgalataink soran a Kelemen-sz¢ék, a Boddi-szék, a
Nagy-vadas és a Fehér-szik iiledékmintaibol egy-egy 142, 118, 138 illetve 123 tagu 16S
rDNS klonkdnyvtarat hoztunk 1étre. A négy tobdl szarmazd dsszesen 521 klont ARDRA
mintazatuk elemzését kovetoen tavanként 66, 54, 81 illetve 49 eltér6 hasitasi mintazatu
csoportba soroltuk (3. tablazat).

Kelemen-sz¢ék (K1) Boddi-szék (K7)

O Kémyezeti klon O Kémyezeti klon

B Xenobacteria B Xenobacteria
@ Thermomicrobia
@ Cyanobacteria

O Chlorobia

@ Thermomicrobia
B Cyanobacteria
@ Chlorobia

O Proteobacteria O Proteobacteria
O Firmicutes O Firmicutes
@ Planctomycetes
B Acidobacteria

8 Planctomycetes
m Acidobacteria

B Sphingobacteria B Sphingobacteria
B Nitrospira B Nitrospira

O Gemmatimonadetes O Gemmatimonadetes

Nagy-vadas (H2) Fehér-szik (H3)

O Kornyezeti klon O Komyezeti klon

B Xenobacteria B Xenobacteria
8 Thermomicrobia
B Cyanobacteria

@ Chlorobia

B Thermomicrobia
B Cyanobacteria
@ Chlorobia

O Proteobacteria O Proteobacteria
O Firmicutes

O Firmicutes

B Planctomycetes B Planctomycetes
B Acidobacteria B Acidobacteria
B Sphingobacteria B Sphingobacteria
@ Nitrospira @ Nitrospira

O Gemmatimonadetes O Gemmatimonadetes

4. abra

A csoport reprezentans klonok szekvencia analizise a tenyésztéssel nyert
eredményekhez képest minden esetben sokkal szélesebb filogenetikai diverzitast mutatott (4.
abra). A négy tobol Osszesen 11 mar ismert filogenetikai csoport képviseldit sikerdilt
kimutatnunk a tenyésztéssel nyert kettdvel (Proteobacteria, Firmicutes) szemben. A
kiskunsagi iiledékmintdkban a kloénszekvencidk tobb mint 50%-a tartozott a Proteobacteria
torzsbe.
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Filogenetikai csoport (16S rRNS)

Legkozelebbi rokon baktériumfaj

Hasonlésag  Szarmazasi hely

Bacteria

Xenobacteria
Deinococci

Thermomicrobia
Chloroflexi

Cyanobacteria
Cyanobacteria

Chlorobia
Chlorobia

Proteobacteria
a-Proteobacteria

B-Proteobacteria

y-Proteobacteria

S—Proteobacteria

Firmicutes
Bacilli
Clostridia

Actinobacteria

Wall-less forms
Planctomycetes

Fibrobacter
Acidobacteria
Sphingobacteria

Sphingobacteria

Nitrospirae
Nitrospirae
Gemmatimonadetes

Gemmatimonadetes

kornyezeti minta klon

Deinococcus grandis

Caldilinea aerophila
Sphaerbacter thermophilus

Synechococcus sp.

Chlorobium chlorovibrioides

Bosea minetatlensis
Defluvicoccus vanus
Paracoccus sp.
Paracoccus kawasakiensis
Rhodoplanes sp.
Rhodovibrio sp.
koérnyezeti minta klon
Alcaligenes faecalis
Azoarcus sp.

Cupriavidus basilensis
Lautropia mirabilis
Rhodocyclus sp.
kornyezeti minta klon
Achromatium sp.
Cellvibrio japonicus
Ectothiorhodospira sp.
Halomonas sp.
Halomonas glaciei
Halomonas muralis
Halomonas pantelleriensis
Pseudomonas sp.
Pseudomonas azotoformans
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fulgida
Pseudomonas gessardii
Pseudomonas reactans
Pseudomonas synxantha
Serratia marcescens
kornyezeti minta klon
Desulfuromonas africanus
Desulfuromonas michiganensis
Desulfuromonas palmitatis
Geobacter hydrogenophilus
Nannocystis exedens
Polyangium vitelinum
Stigmatella aurantiaca
kornyezeti minta klon

Bacillus halodurans

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus
koérnyezeti minta klon

Actinoplanes nipponensis

Actinoplanes ianthiogenes

Actinomadura spadix

Ferrimicrobium acidiphilum

Kocuria rhizophila

Nesterenkonia lutea

kornyezeti minta klon

Pirellula sp.
kornyezeti minta klon

kornyezeti minta klon

Aequorivita antarctica
Aquiflexum balticum
Cytophaga sp.
Sphingobacterium sp.
Taxeobacter gelupurpurascens
kornyezeti minta klon

Nitrospira moscoviensis

kornyezeti minta klon

90-99% K1; K7; H2; H3
95% H2
90% H2
92% H2

98-99% K7
90% H2
94% H2
87% K1; K7
92% K1
94% K1
95% K7
95% K7

93-98% H3
98% K1; H2

93-98% K1
90% K1
94% H3
96% K7
96% K7; H3

92-97% K1;K7

94 K1
92% K7
96% K1
94% H2
92% K1
94% K1
100% K1
99% K1

98-99% K1; H2
999%, K1; H2
99% KI1; H2
99% K1
100% K1

99-100% KI1; H2
94% K7
92% H2

91-92% H2; H3
92% K1

93-94% H2
92% K7
89% K1
93% H2
94% K7
94% H3
93% H2
91% K1
88% H2
92% H2
92% H2
93% H2
92% H2
93% H2

92-94% K1; H2
90% K7

94-96% K1; H3

90-97% H3
92% K1
90% H2
92% K1

90-94% K7; H2
86% H2

88-91% K7; H2; H3

91-96% K1; H2

88-94% K1; K7; H2; H3

2007
Klénok szama (%)

K1 K7 H2 H3
66 (100) 54 (100) 81 (100) 49 (100)
11(16) 1528 9(12) 16(33)
0(0) 0(0) 1(1) 0(0)
12) 0(0) 4(5 0(0)
0(0) 4(7) 0(0) 0(0)
0(0) 0(0) 1(1) 0(0)
40(60) 27(50) 19(24) 13 (27)

3(5) 000) 11(14) 1)

1(2) 4(7) 0(0) 2(4)
0(0) 0(0) 0(0)  5(10)
8(11)  2(4) 6(7) 24

1(2) 0(0) 1(1) 1(2)

12) 24)  29(36) 9(18)

3. tablazat
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A tiszantuli iledékmintdkban a Proteobacteria mellett a Gemmatimonadetes torzs
képviseldinek dominans (18% illetve 36%) eléfordulasat mutattuk ki. Ezt a Gram-negativ
baktériumokat magaba foglalé tjonnan leirt filogenetikai torzset ezidaig egyetlen
tenyésztésbe vont faj képviseli. Kornyezeti szekvencia adatok alapjan azonban nagyon
elterjedt és meglepden széleskorti filogenetikai diverzitassal rendelkezik. Gemmatimonadetes
rokon szekvencidkat mar kordbban is azonositottak szikes tavak, illetve talajok
klénkonyvtaraibol, azonban az alfoldi szikesekhez hasonld nagy aranyban ¢és filogenetikai
diverzitasban (88-94 %) még sohasem. Csak a Nagy-vadasbdl azonositottunk Xenobacteria,
Thermomicrobia ¢s Chlorobia, a Fehér-szikb6l Acidobacteria, mig a Boddi-székbdl
Cyanobacteria szekvencidkat. Az alfoldi szikes tavak klonszekvencidinak kozel egyharmada
olyan kiilonféle kornyezeti mintakbdl szarmazé klonszekvencidkkal mutatta a legnagyobb
hasonlosagot, melyeknek filogenetikai helyzetét kitenyésztett fajok hidnyaban pontosan nem
ismerjik (4. abra). A klonkonyvtarak feldolgozasa a tenyésztésen alapuld vizsgalatok
eredményeivel a faji 6sszetételben csak kismértékii atfedést eredményezett. Egyezést csak a
kis G+C tartalmi Gram-pozitivok Bacillus, a nagy G+C tartalmi Gram-pozitivok Kocuria és
Nesterenkonia, az a-proteobaktériumok Paracoccus és a y-proteobaktériumok Halomonas és
Pseudomonas nemzetségei esetében talaltunk, az azonositott fajok és azok aranya azonban
jelentésen kiilonbozott. A 3. tablazat adataibdl kitlinik, hogy a klonszekvencidk a hozzajuk
legkozelebbi rokonsagban allo ismert baktériumfajokkal a y-Proteobacteria néhany jol
tenyészthetd képviseldjének a kivételével (Pseudomonas és Serratia fajok) altalaban csak
rovid szekvencia szakaszokon és/vagy meglehetdsen alacsony (86-96%-0s) hasonlosagot
mutattak. A klonszekvencidkkal legkdzelebbi rokon baktériumfajok kozott az altalunk is
tenyésztésbe vont €s fenotipusosan jellemzett aerob kemoorganotrof heterotroéf anyageseréju
fajokon kiviil mas, specifikus metabolizmusu fajokkal rokon szekvencidkat is talaltunk. Ezek
a klonkonyvtarakbol kimutatott és rendszerint nem, vagy csak rendkiviil nehezen
tenyészthetd, pl. obligat anaerob, kemolitotrof és fototrof szervezetek feltehetéen fontos
szerepet toltenek be az alfoldi szikes vizek lokalis nitrogén, kén és foszfor forgalmaban. A
klonkonyvtarakbol azonositott baktériumfajoknak egy részét eredetileg ugyancsak az alfoldi
szikesekhez hasonlo alkalikus és/vagy sos tavi, illetve tengeri kornyezetekbdl izolaltak.

Kutatasi eredmények részletes bemutatasa:

Borsodi A., Vladar P., Rusznyak A., Szabd G., Sipos R., Marialigeti K. (2005): Tenyésztésen alapuld és
tenyésztéstdl fliggetlen molekularis bioldgiai vizsgalatok a Kiskunsagi NP szikes tavainak
baktériumkozosségein. Hidrologiai Kozlony 85 (6): 23-25.

Pollak B., Rusznydk A., Palatinszky M., Marialigeti K., Borsodi A. (2006) Tiszantuli szikes tavak
baktériumkozosségeinek dsszehasonlitd vizsgalata. Hidrologiai Kozlony 86 (6): 88-90.

Borsodi A. K., Pollak B., Rusznyak A., Szabo G., Palatinszky M., Téth E. M., Marialigeti K.: Bacterial species
diversity in soda lakes of Kiskunsadg National Park (Hungary) compared by cultivation and 16S rRNA
gene cloning. (poster, abstract) 11™ International Symposium on Microbial Ecology, Wien, Austria, 20-25
August 2006.

Pollak B., Rusznyak A., Palatinszky M., Marialigeti K., Borsodi A.K. (2007) Comprarative studies on bacterial
communities from sediments of soda lakes located in the region of Tiszantul, Hungary. (in preparation)

A mikrobakozosségek szerkezetében és aktivitdsaban megnyilvanuld szezonalis
valtozasok nyomon kovetése céljabol a kozosséget alkotd mikrorganizmusok tenyésztése
nélkiil végeztiink Osszehasonlitdé vizsgalatokat ujjlenyomat moddszerek alkalmazéasaval. Az
anyagcsere ujjlenyomatok Osszehasonlitdsakor a mikrobakozosségek BIOLOG szénforrés
hasznositd képességének statisztikai elemzése révén, a kdzosséget alkotod fajok meghatarozasa
nélkiil 2002-ben és 2003-ban a Velencei-td egyes teriileteit, illetve 2003-ban és 2005-ben az
alfoldi szikes vizterek térbeni €s idobeli valtozasait jellemeztiik. A kiértékelések és statisztikai
analizisek alapjat az egyes mintavételi idépontokban és teriileteken vett higitott iiledék és
higitatlan vizmintdk BIOLOG GN2 mikrotiter (MT) lemezekre inokuldlt, majd adott
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inkubéacios id6é utan ODsg-nél leolvasott, az egyes szénforrasok esetében a kontrollhoz (A1)
viszonyitott abszorpcios értékei képezték. A vizsgalt paraméterek (az Osszaktivitdsi értékek,
az atlagos szinfejlddés mértéke) vonatkozasaban a lokalis kiilonbségek mellett hatarozott
szezonalitds mutatkozott. Az liledékmintdk esetében az évszakos kiilonbségek 4ltalaban
kifejezettebbek voltak, mint a vizmintakban, vagyis feltételezhetd, hogy a metabolikusan
aktiv aerob kemoorganotrof sejtek ardnya az iiledék felsd szintjében (pl. idészakos
anaerobitas, oligotrof mikrokornyezetek, stb. miatt) nagyobb mértékben ingadozik, mint a
viztestben. A hasznositott szénforrdsok tipusa alapjan a baktériumkozosségek altaldban
erdteljes szénhidrat és biopolimer bontd aktivitdssal voltak jellemezhetok. A kdzosségi
szénforras hasznositason alapuld BIOLOG vizsgalatok eredményének értékelésekor azonban
figyelembe kell venniink, hogy a laboratoriumi koriilmények kozott megfigyelt anyagcsere
mintazatok alapjan nem kovetkeztethetiink a valdjaban, in situ koriilmények kozott
megfigyelhetd szénforrds hasznositdsokra, de az anyagcsere-mintdzatok vizsgalata alkalmas
az egyes kozosségek Osszehasonlitasara és valtozasanak nyomon kovetésére.
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5. abra

A fékomponens analizis eredményei alapjan valamennyi mintavételi iddpontban
jelentdsen eltért a viz és az iiledék aerob kemoorganotrof mikréba kézosségeinek fizioldgiai
profilja (5. é&bra). Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a hazankban elsdként
alkalmazott BIOLOG rendszer els6sorban vizmintdk vizsgalata esetén alkalmas kiilonb6zo
¢lhelyek mikroba kozosségeire jellemzd ,,anyagesere ujjlenyomat” meghatdrozasara ¢és
statisztikai elemzésére, az anyagcsere aktivitads valtozasainak idobeni nyomon kovetésére és
az ¢l6hely mikrobialis aktivitdsaban jelentkezd térbeli eltérések feltérképezésére.

Kutatési eredmények részletes bemutatasa:

Borsodi A. K., Vladar P., Cech G., Gedeon G., Beszteri B., Micsinai A., Reskoné N. M., Mérialigeti K. (2003)
Bacterial activities in the sediment of Lake Velencei, Hungary. Hydrobiologia 506-509:721-728 IMP:
0.720

Borsodi A., Reskoné N. M., Gedeon G., Vladar P., Boros E., Marialigeti K.(2003) Szikes tavak
baktériumkozosségeinek szénforras értékesitési vizsgalata BIOLOG rendszerrel. Hidrologiai K6z16ny 83
(I-X1I): 25-28.

Borsodi A. K., Vladar P., Rusznydk A., Sipos R., Toth E. M., Marialigeti K. (2004) Application of BIOLOG
metabolic and DGGE genotypic fingerprint methods for studying sediment bacterial communities of
Hungarian soda lakes. In: Proceedings of the 9th Methodological workshop: Present methods for
investigation of microbial community biodiversity in soils and substrates. Chronakova A., Kristafek V.,
Elhottova D., Maly S. (eds). Institute of Soil Biology AS CR, Ceské Budgjovice. (CD pp. 73-78)

Az egyes mintavételi helyek baktériumkozdsségeinek diverzitasat, szezondlis valtozasat
¢s az egyes fajok relativ abundancigjat egy molekularis ujjlenyomat médszer, a Denaturalo
Gradiens Gélelektroforézis (DGGE) segitségével is vizsgaltuk. Magyarorszagon ezt a
modszert a jelen kutatdsi projekt keretében alkalmaztuk elészor mikrobidlis O6koldgiai
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vizsgalatokban, igy a rutinszeri alkalmazast a kutatds elsd és masodik évében a modszer
optimalizaladsa elzte meg.

Osszehasonlitd 16S rDNS alapt teljes kozdsségi molekularis diverzitds vizsgalatokat
végeztiink az alfoldi szikes tavakbol (K1, K4, K7, H2 és H3) szezonalis gyakorisdggal
gyujtott felszinkozeli {iledékmintakkal a 2003-as, 2004-es ¢s 2005-6s években. Az
iledékmintdk molekularis diverzitds vizsgalata soran a DGGE fotokat kezdetben vizualis,
majd késobb szamitogépes szoftveres kiértékeléssel elemeztiik, az egyes sdvok mintdzatainak
(a diszkrét csikok szdmanak, elhelyezkedésének és intenzitasanak) statisztikai értékelésével
(6. abra).
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6. abra

A kiskunsagi (K1, K4, K7) és tiszantali (H2, H3) tavak iiledékmintdinak diverzitas
elemzése soran megfigyelhetd volt, hogy a gélben az egyes savok (mintdk) f6 csikjainak
elhelyezkedése megegyezett, vagyis az egyes tavak meglehetdsen allandd és részben sajatos
(pl. K1) baktériumkozosségekkel rendelkeztek. Szezondlisan azonban az egyes savok
intenzitasa jelentdsen valtozott, ami arra utalt, hogy az évek soran a baktériumkozosségek
elsésorban nem a faji struktGra, hanem a kiilonb6z6 taxonok populacid aranyainak
valtoztatasaval alkalmazkodnak a szélsdségesen valtozd kornyezeti feltételekhez.

A tenyésztésen €s a klonozason alapuld vizsgélatok eredményeivel részben egyezden a
DGGE mintazatokbol is kimutattuk a y-Proteobacteria (Aeromonas, Pseudomonas, Serratia,
Microbulbifer sp. ¢és Thioalkalispira microaerophila) és az Actinobacteria (Nesterenkonia
halobia, Rhodococcus ruber és Saccharomonospora viridis) fajok jelenlétét. A minden
mintdban ¢és mintavételi iddpontban megjelend domindns csikok szekvencidi a KNP
mintakban a Spirochaeta alkalica, a Spirochaeta africana és a Spirochaeta americana obligat
anaerob, halo-alkalofil baktériumfajok, a tiszantuli tavak esetében a Gemmatimonas
nemzetség szekvenciaival mutattdk a legnagyobb egyezést. Az identifikalt taxonok tobbsége
csak nagyon kis mértékli hasonlosdgot mutatott mar ismert fajokkal, ami ugyancsak szamos
potencialisan 11 faj jelenlétére utal hazai szikes vizeinkben.

Kutatasi eredmények részletes bemutatasa:

Borsodi A. K., Vladar P., Rusznydk A., Sipos R., Toth E. M., Marialigeti K. (2004) Application of BIOLOG
metabolic and DGGE genotypic fingerprint methods for studying sediment bacterial communities of
Hungarian soda lakes. In: Proceedings of the 9th Methodological workshop: Present methods for
investigation of microbial community biodiversity in soils and substrates. Chroiidkova A., Kristafek V.,
Elhottova D., Maly S. (eds). Institute of Soil Biology AS CR, Ceské Budgjovice. (CD pp. 73-78)

Borsodi A., Vladar P., Rusznydk A., Szabé G., Sipos R., Marialigeti K. (2005): Tenyésztésen alapuld és

tenyésztéstél fiiggetlen molekularis biologiai vizsgalatok a Kiskunsagi NP szikes tavainak
baktériumkozosségein. Hidrologiai KozIony 85 (6): 23-25.
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Pollak B., Rusznyak A., Palatinszky M., Marialigeti K., Borsodi A. K.: Comparative studies on bacterial
communities from sediments of soda lakes located in the region of Tiszantl, Hungary. (oral presentation,
abstract Acta Microbiol. Immun. Hung. 52:124) 1st Central European Forum for Microbiology,
Keszthely, 2005. X. 26-28.

Borsodi A. K., Szab6 G., Pollak B., Toth E. M., Rusznyak A., Révész S., Marialigeti K.: Bacterial diversity in a
soda lake of Kiskunsag National Park (Hungary) evaluated by cultivation based and cultivation
independent methods. (poster, abstract) 2nd FEMS Congress, Madrid, Spain, 4-8 July 2006.

A szulfatredukald baktériumok (SRB) szulfattal, mint termindlis elektronakceptorral
1égz6 anaerob kemoorganotrof baktériumok, a vizi kornyezetekben a szerves anyagok anaerob
lebontdsanak fontos résztvevoi. Kiilondsen igaz ez a Velencei tora, amelynek szulfation
tartalma (2-8 mM) joval meghaladja az édesvizekre altalanosan jellemzd értéket (0,1-
0,3 mM), ezért 2004. jiniusdban innen kezdtik meg a naddasok rizoszféra kornyezetéhez
kapcsolodd dominans SRB azonositasat tenyésztésen alapuld és attol fliggetlen DNS alapu
molekularis biologiai modszerekkel. A rizoszféra mintdk legnagyobb, még pozitiv MPN
higitasi tagjaibol PMB taptalaj feliiletére szélesztettiink és 47 kiilonallo telepeket izolaltuk. A
torzseket 16S ¢és dsr (a szulfatredukalo baktériumokra specifikus deszulfit-reduktaz gén) PCR-
eket kovetden, a felszaporitott DNS szakaszok restrikciés mintdzata alapjan csoportositottuk,
majd a szekvencia analizis eredményeképpen Desulfovibrio desulfuricans, Desulfovibrio
alcoholivorans,  Desulfovibrio  fructosivorans,  Desulfovibrio  aerotolerans,  és
Desulfotomaculum halophilum fajokként azonositottuk.

A szulfatredukal6 kozosség vizsgalatat ugyanezen mintabdl klonozassal is elvégeztiik a
disszimilatorikus szulfit reduktdz enzim (szulfatlégzési kulcsenzim) funkciondlis génjére
(dsrAB gén) tervezett primer parok alkalmazéasaval. A klonkonyvtar 90 pozitiv klonjat RFLP
analizissel csoportositottuk, majd a csoportreprezentansok dsrAB génszakaszait parcidlisan
szekvenaltuk. A legkozelebbi rokon szekvenciak a Desulfovibrio aminophilus, a
Desulfovibrio fructosivorans, a Desulfovibrio burkinensis, a Desulfovibrio desulfuricans, a
Desulfobulbus elongatus, és a Desulfobulbus propionicus voltak, melyek tobbsége csak
alacsony hasonlosagi szinten egyezett meg mar leirt és az adatbazisban is megtaldlhatdé SRB
fajokkal. A kitenyésztett SRB nemzetségek (Desulfovibrio, Desulfotomaculum), valamint a
reprezentans klonjaink legkdzelebbi rokonsagi korébe tartozo nemzetségek (Desulfovibrio,
Desulfobulbus) egyarant a részleges oxidalo SRB korébe tartoznak, azaz a szerves
elektrondonorokat csak acetatig képesek oxidalni. Specifikus szénforrds hasznositd
képességiik révén sikeresek lehetnek a nad rizoszférdjaban, ahol egyrészt a gyokér exudatum
Osszetétele, masrészt a tomegesen jelen 1évo fakultativ és obligadt anaerob fermentaldk
fermentacids végtermékei biztositjak a hasznosithato szénforras kinalatot.

Anaerob szulfat-redukald baktériumkozosségek (SRB) egészséges és degradalodd
nadrizoszférakban kialakul6 diverzitdsat a Velencei-tobol szdrmaz6 mintak esetében a DGGE
futasi koriilményeinek optimalizalasat kovetden, specifikus primerparok alkalmazéaséaval is
teszteltilk. Az elvégzett vizsgdlatok eredményei alapjan nem lehetett egyértelmiien
kiilonbséget tenni az egészséges és a pusztuld allomanyu nadrizoszféra mintdk SRB
diverzitasa kozott. Valamennyi, a gélbdl kivagott DNS szakasz szekvencia analizise egy
ezidaig még nem tenyésztett, elsésorban kiilonb6zd talajokbol szdrmazo, a SRB kozott
diszkrét filogenetikai agat képviseld kornyezeti klon-szekvenciakkal mutatta a legnagyobb
hasonlosagot.

Kutatési eredmények részletes bemutatasa:

Vladar P., Vajna B., Borsodi A. K., Marialigeti K. (2004) Genus level DGGE analysis for species of
Desulfovibrionaceae derived from reed rhizosphere samples of a Hungarian soda lake. In: Proceedings of
the 9th Methodological workshop: Present methods for investigation of microbial community biodiversity
in soils and substrates. Chronakova A., Kristifek V., Elhottova D., Maly S. (eds). Institute of Soil Biology
AS CR, Ceské Budgjovice. (CD pp. 97-101)
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Vladar, P., Rusznydk, A., Marialigeti, K., Borsodi, A. K. (2007): Diversity of sulphate-reducing bacteria
inhabiting reed (Phragmites australis) rhizosphere in Lake Velencei (Hungary) revealed by a combined
cultivation-based and molecular approach. Environ. Microbiol. (in-press) IMP.:4.559

Egy korabbi OTKA palyazat (T032444) kutatasait lezarandd ¢és kiegészitendd
Osszehasonlitd vizsgalatokat folytattunk a velencei-tavi egészséges ¢s pusztuld allomanyu
nadasok rizoszférajaban ¢l6 baktériumkozosségek Osszetételével, szezonalis valtozasaval
kapcsolatban. Megallapitottuk, hogy az egészséges ¢és a pusztuld alloméanyok tenyészthetd
aerob baktériumkozosségeinek Osszetételében hatarozott kiilonbség figyelheté meg. Bar
kifejezetten korokozd szervezeteket nem azonositottunk, a pusztuld rizomakon inkabb a
vizekre ¢és iiledékekre jellemzd, szaprotréf fajok dominans eldfordulasa volt jellemzd. Az
egészséges rizomakrol tobbségében novény-asszocidlt baktériumokat, ismert ndvényi-
novekedést serkentd fajok jelenlétét mutattuk ki.

2004. aprilisaban biofilm mintdkat gy{ijtottiink a nadszarak tartdsan viz ald meriilé részérdl
a Kelemen-sz¢k (KNP) és a Nagy-Vadas-t6 (HNP) teriiletén. A mintakbol tobbféle taptalajra
sz€lesztettiink, majd Osszesen 260 torzset izolaltunk random modon. A hagyomanyos
vizsgalatokba vont 164 baktériumtorzset fenotipusos tulajdonsagaik alapjan numerikus
analizissel csoportositottuk. A 16S rDNS szekvencia analizissel faji azonositasra keriild
csoportreprezentans torzseket ARDRA mintazatuk 6sszehasonlitasat kovetden valasztottuk ki.
A tenyésztésen alapuld  vizsgalatok eredményeképpen Bacillus, Pseudomonas,
Agrobacterium, Halomonas, Nesterenkonia, Paracoccus és Planococcus nemzetségbe tartozo
baktériumokat hatdroztunk meg. A Dbaktériumkozosségek faji  diverzitdsanak tovabbi
elemzésére a mintakbol tenyésztés nélkiil kdzosségi DNS-t izoldltunk és 16S rDNS alapu
klénkonyvtarat hoztunk létre. A 140 klont ARDRA elemzésiiket kovetden 45 csoportba
soroltuk. A csoportreprezentans klonok tobbsége eziddig még tenyésztésbe nem vont
baktérium klonokkal mutatott 93 ¢és 99% kozotti hasonlosagot. A tobbi klon a
Flavobacterium, Sphingobacterium, Pseudomonas és Agrobacterium nemzetségek jelenlétére
utalt. Mintdink vizsgalatanak eredményei a nad viz alatti részén taldlhatdo biofilm
baktériumkozosségek nagyfoku filogenetikai és metabolikus diverzitdsara engednek
kovetkeztetni. A tenyésztésen és a tenyésztéstdl fliggetlen moddszeren alapuld faji szintli
identifikacié igazolta, hogy a biofilmben ¢l6 baktériumok feltehetéen anyagcsere
sokféleségiik révén segitik a kozosség egészének alkalmazkodasat a gyorsan valtozo
kornyezeti feltételekhez.

Kutatasi eredmények részletes bemutatasa:

Micsinai A., Borsodi A. K., Csengeri V., Horvath A., Oravecz O., Nikolausz M., Reskéné N. M., Marialigeti K.
(2003) Rhizome-associated bacterial communities of healthy and declining reed stands in Lake Velencei,
Hungary. Hydrobiologia 506-509:707-713 IMP: 0.720

Rusznyak A., Borsodi A., Marialigeti K. (2006) Diverzitas vizsgalatok kiskunsagi és hortobagyi szikes vizterek
nadasasinak baktériumkozosségein. Hidrologiai Koz16ny 86 (6): 98-101.

Borsodi A. K., Rusznyak A., Molnar P., Vladar P., Reskoné N. M., T6th E. M., Sipos R., Marialigeti K. (2007)
Metabolic activity and phylogenetic diversity of reed (Phragmites australis) periphyton bacterial
communities in a Hungarian shallow soda lake. Microbial Ecology (accepted) IMP.:2.674

Az OTKA palyazat 6t éves futamideje alatt a kutatdsi megbizasi szerzOdésben vallalt
feladatainknak eleget tettiink:

« Tenyésztésen alapuld és tenyésztéstol fliggetlen molekularis bioldgiai diverzitas
elemz6 modszerek egyiittes alkalmazasdval betekintést nyertlink a szikes (extrém)
¢l6helyekhez adaptalddott autochton alkalofil és halofil mikrobak6zosségek szerkezetébe.
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« A 16S rRNS ¢és a dsrAB funkcionalis gén egyidejii vizsgalatan alapuldé kombinalt
eljarassal feltartuk a szikes vizek nadasainak rizoszférajaban ¢€l6 anaerob szulfatredukalo
baktériumkozosségek eddig még ismeretlen faji struktirajat.

« Uj mikrobiolégiai médszerek (a BIOLOG kozosségi szénforras értékesités vizsgalata
¢s statisztikai elemzése, valamint a Denaturdld Gradiens Gél Elektroforézis) hazai
bevezetésével ¢s alkalmazasaval Osszehasonlitottuk a  kiillonboz6 szikes vizek
mikrobakozosségeinek szerkezetében és  aktivitasiban megnyilvanuld  valtozasokat,
kovetkeztetéseket vontunk le a mikrobakozosségek anyagforgalmi dinamikajara vonatkozoan.

« A tavi kornyezetek kémiai sajatossagainak figyelembevételével kifejlesztett szelektiv
taptalajokon a tudoményra nézve tobb 1j extremofil baktérium taxon tenyésztésbe vondsara €s
leirasara keriilt sor.

. Kutatdsaink eredményeinek megkezddédtek a biotechnoldgiai gyakorlatban torténd
alkalmazasai: az altalunk izolalt alkalofil baktériumtorzsekkel kisérletek folynak (Czéh és
mtsai, 2005; 2006) erdmiivi pernye komposztalasos artalmatlanitasara.

A kutatas soran a résztvevok Osszetételében a szerzddésben megjeldlt személyekhez képest
nem kovetkezett be valtozas, a vallalt koltségtervtdl nem torténtek jelentds pénziigyi
eltérések.

Budapest, 2007. februar 22.
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