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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A szigoruan védett szikes él6helyek Magyarorszagon jelentés természeti értéket
képviselnek egyediilallo geoldgiai, hidrologiai, botanikai és zoologiai sajatsagaiknak
koszonhetden. A nagy nyiltvizi feliilettel és allando vizboritottsaggal jellemezhetd Fertd és
Velencei-to mellett kiilonleges szikes kdrnyezetek a kiskunsagi ”székek”, melyek igen sekély,
nyar végén gyakran teljesen kiszarado, alkalikus és enyhén sos vizterek. Hazank masik nagy
kiterjedésti szikes térsége a Tiszantilon talalhatdo, melynek sekély vizli szikes tavait
viszonylag magas ionkoncentracio, lugossag, séfelhalmozdodas, nagyfoki egyedi és szezonalis
valtozatossag jellemzi.

A nad (Phragmites australis /Cav./ Trin et Steudel) Eurdopa és Magyarorszag
kiilonboz6 tajainak floraleird munkaiban kozonséges fajként szerepel. Nagy kiterjedésben
megtalalhaté nagy tavaink (a Balaton, a Fertd, a Velencei-t0) ¢és az alfoldi szikes tavak parti
masrészt trofikus kapcsolatokban jatszott szerepilk miatt nagyon jelentések. Az ELTE
Mikrobiologiai Tanszékén a nadasok kornyezetének megismerését célzd mikrobiologiai
kutatasok a Fertén és a Velencei-tavon esetében kezdddtek meg. Ezek a vizsgalatok
elsésorban a nadnovénnyel kapcsolatban allo aerob és anaerob baktériumko6zosségek faji
Osszetételét ¢és anyagesere aktivitdsat vizsgaltdk. Az alfoldi szikes vizterek esetében eddig
csak az tiledék aerob baktériumkozosségek feltérképezése tortént meg. A nadszarak viz alatti
részén kialakuld biofilmek aerob baktériumkdzosségeinek faji strukturajara, a nadndvénnyel
kialakitott lehetséges szerepére vonatkozo ismereteink azonban meglehetdsen szorvanyosak.
A nad biofilm szerkezetének és miikddésének ismerete az adott viztérben azért 1ényeges, mert
felépitése ¢és Osszetétele alapjan jol elkiilonithetdk a kornyezettanilag kiilonbozé élohelyek,
mindségének ¢és mennyiségének alakulasa pedig a vizmindségi allapotot, illetve annak
megvaltozasat tiikrozi. Természetes kornyezetekben betdltott szerepének ismerete nagyon
fontos lehet a szennyvizkezelési célbol létesitett mesterséges vizes ¢l6helyek mikrobiologiai
folyamatainak optimalizalasaban, hatékonysaganak névelésében.

Munkank soran hazank harom szikes tava: a Velencei-to, a kiskunsagi Kelemen-szék
és a tiszantuli Nagy-Vadas t6 nadasallomanyainak  biofilmjében  talalhatd
baktériumkozosségek metabolikus potencialjat és faji diverzitasat kivantuk feltérképezni.

Jelen munka egyik célja a vizsgalt biofilm mintak kozosségi szintii anyageseréjének és
szezonalis dinamikajanak megismerése volt. Tovabbi célként tiiztik ki a biofilm mintak

baktériumkozosségeinek  szerkezetében megfigyelhetd teriileti  kiilonbségek, illetve a



szezonalis dinamika feltarasat. Ennek érdekében tavasszal, nyaron és 6sszel végzett évszakos
mintavételeket kovetéen BIOLOG GN2 ¢és ECO lemezek felhasznalasaval kozosségi
szénforras értékesitési vizsgalatokat végeztiink. A baktériumkozosségek genetikai diverzitasat
és annak valtozasat dentaurald gradiens gélelektroforézis (DGGE) segitségével
tanulmanyoztuk.

Az elvégzett vizsgaltatok masik célja a vizsgalt nad biofilmek alkotasaban résztvevo,
tenyészthetd aerob baktériumkozosségek mennyiségi  viszonyainak — csiraszambecslés
segitségével torténd meghatarozasa, és a baktériumkozosségekbdl izolalt térzsek morfologiai,
fiziologiai és okologiai tolerancia tesztek alapjan torténd jellemzése volt.

Célul tiiztiik ki tovabba mindharom t6 esetében a nad biofilm baktériumkozosségek
filogenetikai diverzitasanak feltarasat, tenyésztésen alapuld ¢és tenyésztéstdl fiiggetlen

molekularis klonozasos vizsgalatok eredményeinek dsszehasonlitasaval.

2. AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK

Mivel a mikrobialis Okologiai kutatasokban alkalmazott moddszerek mindegyike
onmagaban csak korlatozott mértékben alkalmas a teljes mikrobialis diverzitas feltarasara,
munkank soran a rendelkezésiinkre allo tenyésztésen alapuld ¢és tenyésztést6l fiiggetlen
modszerek kombinalasan alapuld un. polifazikus megkozelitést alkalmaztunk. A mintavételi
idépontokat ¢és az egyes mintakkal elvégzett vizsgalatokat az 1. tablazat foglalja dssze.

Mindegyik mintavételi teriileten a vizfelszin aldl kb. 10 cm-es mélységbdl 5-8 db 15-
20 cm hosszt nadszalat gyiijtottiink, mind a fiatal, mind pedig a tobbéves nadasallomanybol.
A mintak bakteriolégiai feldolgozasa soran az egyes mintavételi teriiletekrél szarmazod
parhuzamos mintakbol homogenizalt preparatumot készitettiink ugy, hogy a nadszalak kiilsé
feliiletérol steril ecset segitségével fiziologias sooldatba mostuk a bevonatot. Az
1. tablazatban jelolt, megfeleléen szuszpendalt és higitott mintakbol tenyésztésen alapuld
csiraszambecslést végeztink 5 kiilonféle taptalajon, majd a kiilonallo koloniak koziil
véletlenszerien a lemezekkel azonos Osszetételii ferde agarra torzseket izolaltunk. A
baktériumtorzseket részletes kulturalis- és sejtmorfologiai, biokémiai-élettani vizsgalatoknak
vetettik ald. A tisztitott baktériumtorzsek fenotipusos tulajdonsagait hagyomanyos
tesztsorozatok segitségével vizsgaltuk. Ezt kovetden elvégeztik a torzsek genotipusos

csoportositasait ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analyses; PCR reakcioban



felszaporitott riboszomalis DNS restrikciés mintazatanak elemzése) révén. A pontos faji
meghatarozas érdekében a csoportreprezentansok 16S rDNS-ét parcialisan szekvenaltuk.

A tablazatban feltiintetett mintakra a kiindulasi szuszpenziokbol tenyésztés nélkiili, Gn.
kozosségi szénforras értékesitési vizsgalatot is végeztink BIOLOG (GN2 mindharom to,
ECO a Velencei-to harom mintavételi teriiletének esetében) lemezek felhasznalasaval. Az
eredményeket fékomponens analizis segitségével, valamint az értékesitett szubsztratok tipusa
alapjan hasonlitottuk Ossze.

A 2000 és 2001 évi mintak kivételével, az Osszes minta esetében a centrifugalassal
koncentralt nad biofilm szuszpenziokbol teljes k6zosségi DNS-t is izolaltunk. Ezek koziil a
2004. aprilisaban a Kelemen-székrél és a Nagy-vadasrdl, illetve a 2006. majusaban a
velencei-tavi Langi-tisztasrol vett mintakbol a baktériumokra (Bacteria domén) jellemzd
16S rDNS szakaszokat PCR segitségével felszaporitottuk, majd az egyes fajokra jellemz6
génszakaszokat klonozassal valasztottuk el egymastdl. Az ily moddon szeparalt DNS
szakaszokat ezt kovetden szekvenaltuk és nemzetkozi adatbazisokban elhelyezett 16S rDNS
szekvencidkkal Osszehasonlitva azonositottuk. A tobbi minta esetében (1. tablazat) a
specifikus PCR reakcioban felszaporitott 16S rDNS szakaszokat denaturaldo gradiens
gélelektroforézis (DGGE) technika révén valasztottuk szét, és az egyes mintakat az eltérd
elektroforetikus mintazataik (a csikok elhelyezkedése és intenzitasa) alapjan statisztikai

modszerekkel (Phoretix programcsomag) hasonlitottuk ossze.

Mintavételi | Mintavételi | BIOLOG | BIOLOG L . .
hely idépont GN2 plate | ECO plate DGGE | Tenyésztés | Klonozds
2000. 04. X X
Velencei-to | 2001. 07. X X
(Fiirdetd, | 2003. 05. X X
Agard- 2003. 08. X X
Gardony- | 2003. 10. X X
Hosszutisztas, | 2006. 05. X X X
Langi-tisztas) | 2006. 08. X X
2006. 10. X X
2004. 04. X X
2005. 05. X X
Kelemen- 2005. 07. X X
szék és Nagy- | 2005. 11. X X
Vadas 2006. 05. X X
2006. 07. X X
2006. 10. X X

1. tablazat Az egyes teriileteken végzett mintavételek iddpontjai és az elvégzett vizsgalatok
(Az adott minta esetében alkalmazott méodszert X jeloli.)




3. AZ ERTEKEZES EREDMENYEI ES A KOVETKEZTETESEK

A kozosségi szintl mikrobialis anyagcsere mintazatokat BIOLOG GN2 ¢és ECO
lemezek felhasznalasaval kovettiik nyomon. A Velencei-tdo esetében kétféle mintatipust
vizsgaltunk annak érdekében, hogy a nagyméretlii nadasallomanyok esetleges
elhelyezkedésbeli (nadasallomanyok belsé ¢és nyiltvizes kapcsolattal rendelkezd kiilsé
rész¢ébdl szarmazo mintak), illetve kor (egy- és tobbéves nadszar mintak) szerinti kiilonbségeit
feltarjuk a biofilm mikrobakozosségek vonatkozasaban. A fékomponens analizis eredményei
alapjan az egyes mintatipusok mikrobakézosségei nem mutattak egyértelmi elkiiloniilést
szénforras értékesitésiik alapjan, ezért a késébbi szezonalis vizsgalatokhoz mindharom to
esetében a nyiltvizzel érintkezé kiilsd nadasallomanybol gyujtottink fiatal és tobbéves
nadszarakat vegyesen. A Velencei-t6 esetében mindkét tipusu (GN2 és ECO) BIOLOG lemez
adatainak elemzése az egyes mintak szezonalis csoportosulasat eredményezte. Az ordinacios
diagramokon a vizsgalt években a tavaszi mintak helyezkedtek el a legkozelebb egymashoz,
mig a nyariak jelentés teriileti elkiiloniilése volt megfigyelhetd. Az alfoldi szikes tavak
vizsgalati eredményei alapjan az egyes évek tavaszi és nyari mintai egymashoz nagyfoku
hasonlosagot mutattak, azonban a két évet Osszehasonlitva kiilonboztek egymastol.
Valamennyi idépontban ¢és teriileten vett minta mikrobak6zosségeit a kiilonféle szubsztrat
csoportok koziil a polimerek ¢s a szénhidratok preferalt hasznositasa jellemezte.

Osszességében megallapithatd, hogy a GN2 és az ECO lemezekkel végzett
vizsgalataink egyarant a kozosségi szintli szénforrds hasznositasi mintdzatok a Velencei-to
mintavételi teriiletei szerinti eltéré szezonalis dinamikajara engedtek kovetkeztetni. Az ECO
lemezek ugyanakkor az egyes mikrobakozosségek aktivitasanak Osszehasonlitasara
alkalmasabbnak bizonyultak, mint a GN2 lemezek, mivel a GN2 lemezek szamos olyan az
ECO lemezeken nem talalhatd, de a baktériumok altal kdnnyen hasznosithatd szénhidratot
tartalmaznak, amelyek tobbségét a vizsgalt mintdk mikrobakozosségeinek mindegyike jol
értékesitette. A GN2 lemezeken mért abszorbancia adatok fékomponens analizise ezért a
mintak anyagcsere-ujjlenyomataban sokkal kisebb 6sszvarianciat eredményezett.

A BIOLOG GN2 lemezekkel végzett két éves szénforras értékesitési vizsgalatok
fokomponens értékei a Kelemen-szék és a Nagy-Vadas nad biofilm mikrobak6zosségek
esetében a velencei-tavi mintakhoz képest az Gsszvariancia kozel kétszeresét magyaraztak. A
jelenség magyarazata feltehetben az lehet, hogy a Velencei-toval Osszehasonlitva a
sz¢lsdségesen valtozo vizforgalommal és fiziko-kémiai paraméterekkel jellemezhetd alfoldi

szikes vizterek nadasallomanyan fejlodé biofilm kozosségek anyagesere aktivitasuk nagyfoka
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valtozasaban is tiikrozik mikrokdrnyezetiik valtozasat. A partszegélyén taldlhato nadasok ezen
vizterek esetében ugyanis a velencei-tavinal sokkal kevésbé Osszefliggdek ¢és kisebb
kiterjedéstiek, igy a viztestben kialakuld valtozasok kifejezettebben és kozvetlenebbiil
befolyasolhatjak a nad biofilm mikrobak6zosségeinek szerkezetét és aktivitasat.

A mindharom szikes tordl szarmazo6 nad biofilm baktériumkozosségek szerkezetében
bekovetkezé szezonalis valtozasokat és az egyes fajok relativ abundancidjat DGGE-vel
vizsgaltuk. A Velencei-td esetében az eltérd helyekrdl és kiilonbozé idopontokban gytijtott
mintak baktériumko6zosségeit reprezentald csikok mintazata és a savok intenzitasa alapjan a
legnagyobb hasonlosagot mindkét évben az ugyanarrél a mintavételi teriiletr6l eltérd
idopontokban  gylijtott mintak baktériumkozosségeinek savmintdzatai mutattak. A
korabbiakban ismertetett k6zosségi szintli mikrobialis anyagcsere nyomon kovetését célzd
BIOLOG vizsgalatok eredményei elsGsorban a szezonalis dinamikara, mig a DGGE
vizsgalatok eredményei inkdbb a mintavételi teriiletek kozti kiilonbségekre utalnak. A
latszolagos ellentmondas hatterében feltehetden a Velencei-tdo egyes teriiletein eléforduld
eltér fajosszetételli, de hasonld anyagcsere potenciallal rendelkezd, szezonalisan valtozo
baktériumkozosségek allhatnak. A kelemen-széki nad biofilm mintdk DGGE savmintazatuk
alapjan elsédlegesen a mintavétel éve szerint valtak szét, és a baktériumkozosségek egyes
tagjainak abundancia-valtozasaiban a BIOLOG eredmények fékomponens analizisével
megegyez6 csoportosulast figyelhettink meg. A Nagy-Vadasrél szarmazé mintak
baktériumkozosségei DGGE savmintazatuk alapjan kevésbé egyértelmii csoportosulast
mutattak. Megallapithatjuk tehat, hogy a kétféle kozosségi szintli vizsgald modszer
alkalmasnak bizonyult a vizsgalt nad biofilm mintak kozosségeinek vizsgalatara, azonban az
egyes teriiletek, illetve a szezonalis dinamika jellemzéséhez tovabbi részletesebb, tobb
mintavételi pontra kiterjedd, és gyakoribb mintavétellel egybekotott vizsgalatsorozatra volna
sziikség.

A Velencei-to mindharom mintavételi teriiletérol vett nad biofilm mintdkban tavasszal
a csiraszam értékek a nydriakhoz képest tobb nagysagrenddel magasabbak voltak. A velencei-
tavi teriiletek koziil tavasszal a Fiirdetd csiraszam értékei tobb esetben is egy nagysagrenddel
magasabbak voltak a masik két teriiletr6l szarmaz6 mintakénal, valamint a kétféle minta tipus
értékei is nagysagrendi eltérést mutattak a szerves anyagban gazdag taptalajokon. A
kiilonbozé teriiletekrdl szarmazo nyari mintak csiraszam értékei kozott nem volt nagysagrendi
kiilonbség, ugyanakkor volt olyan taptalaj, amelyen a vizsgalt két mintatipus becsiilt
csiraszamai mindharom teriileten egy nagysagrendnyi kiilonbséget mutattak. A négyféle

taptalajon megfigyelt értékeket dsszehasonlitva mindharom t6 mintainak esetében tobbnyire a



Caulobacter taptalajon figyeltilk meg a legmagasabb becsiilt csiraszamokat. A Kelemen-szék
és a Nagy-Vadas nad biofilm baktériumainak vizsgalataihoz a mesterséges tengervizes
taptalaj bizonyult a legalkalmasabbnak a bakterialis diverzitasanak tenyésztéses modszerekkel
torténd feltarasara.

A harom t6 nad biofilm mintaibol kitenyésztett torzsallomanyok koziil a velencei-tavi
torzsek alapvetden fakultativ fermentativ metabolizmussal birtak. Ezen beliil a Gram-negativ
dominanciaju tavaszi mintak torzseit inkabb a gyors, mig a dontéen Gram-pozitiv festédési
nyari mintak torzseit a lasst fermentativ aktivitas jellemezte. A vizsgalt szubsztratok koziil a
tavaszi torzsekre a keményitd és a tween 80 hasznositasa, a nyari mintak izolatumaira az
eszkulin és a kazein hidrolizise volt jellemzd. A kiskunsagi Kelemen-szék és a tiszantali
Nagy-Vadas t6 kitenyésztett baktériumainak tobbsége Gram-pozitiv festédésti volt, a
kitenyésztett baktériumok a vizsgalt tesztekben a velencei-taviakhoz képest alacsony
aktivitast mutattak. A velencei-tavi torzsallomanyokkal ellentétben az alfoldi torzsek
teszteredményei alapvetéen aerob 1égz0 anyagceserére utaltak. Emlitésre méltd, hogy a
Velencei-tobol egyaltalan nem, a Kelemen-szék és a Nagy-Vadas esetében is csak néhany
celluloz bontod szervezetet sikeriilt kimutatnunk. Az altalunk vizsgalt biofilm mintdk minden
esetben egészséges nadnovények szararol szarmaztak, ezért nem meglepé a cellulozbontod
szervezetek hianya/kis szama a vizsgalt biofilmek baktériumkodzosségeiben.

Az ARDRA-csoportositast kovetéen a reprezentativ torzsek azonositdsanak
eredményei alapjan mindhdrom t6 nad biofilm baktériumkozosségeinek széles diverzitasat
sikeriilt feltarnunk. Az egyes teriiletekrol szarmaz6 mintakbol azonositott taxonok szamaban
¢és egymashoz viszonyitott aranyaban jellegzetes eltéréseket tapasztaltunk, valamint az egyes
filogenetikai torzsekhez tartozd nemzetségek és fajok Osszetételében is csak részleges
atfedéseket lehetett megfigyelni.

A velencei-tavi nad biofilm mintak koziil tavasszal és nyaron is a té nyugati
természetvédelmi teriiletén talalhatd Langi-tisztasrol szarmazo mintakbol azonositottuk a
legtobb baktérium taxont, a legkevesebbet pedig a nyiltvizes teriileten taldlhaté Fiirdetd
mintaibol. A Nagy-Vadas mintajabol a Langi tisztds mintaival kézel egyezd szamu taxont
identifikaltunk. A legtobb baktérium taxont ugyanakkor a Kelemen-szék nad biofilmjébdl
hataroztuk meg. Az utdbbi két szikes tobol szarmazo torzsek koziil tobb alacsony (<97%)
szekvencia-hasonlésagot mutatott mar leirt fajokkal, ennek alapjan lehetséges, hogy ezek a
torzsek Uj fajok képviseloi.

A tavaszi és nyari velencei-tavi mintak torzseinek azonositasat Osszehasonlitva

részben atfedé faji szerkezetet allapithatunk meg. Az o-proteobaktériumok mas-mas



nemzetségeit azonositottuk tavasszal és nyaron, a B-proteobaktériumokat csak a tavaszi minta
torzsei képviselték. A y-proteobaktériumok korébe tartozd Aeromonas nemzetség mind a
tavaszi, mind a nyari nad biofilm mintak tenyészthetd kozosségalkotojanak bizonyult,
azonban a tavaszi minta térzsallomanyaban a nyariénal nagyobb szamu torzs képviselte ezt a
nemzetséget. A fenotipusos tesztek alapjan a tavaszi velencei-tavi minta gyors fakultativ
fermentativ aktivitassal rendelkez$ tenyészthetd baktériumkozosségként volt jellemezheto,
feltételezhetd, hogy a jelenség mogott tobbek kozott az azonositas révén feltart faji osszetétel,
ezen belill az Aeromonasok emlitett nagy szama allhat. A kis G+C tartalmi Gram-pozitiv
baktériumok kozé relative kevés torzs keriilt a Velencei-to tavaszi mintaiban, mig nyaron a
masodik legnagyobb szamu torzscsoport képviselte ezt a torzset. A feltart sokféleség
tekintetében azonban a tavaszi mintak bizonyultak diverzebbnek. A nyaron izolalt és ebbe a
csoportba sorolt, tobbségiikben vegyessavas fermentaciot mutatd torzsek tilnyomo részét
Bacillus pumilusként azonositottuk. A nyari mintavétel alkalmaval kitenyésztett kozosségekre
inkabb a lasst, egy héten beliil megfigyelhetd fermentativ aktivitas volt jellemzd, ennek egyik
feltételezheté oka tobbek kozott a Bacillus és rokon nemzetségekbe tartozd torzsek nagy
szama lehet.

A velencei-tavi tavaszi mintak torzsallomanyan kiviil a tobbi esetben a nagy G+C
tartalmiu Gram-pozitiv baktériumokat képviselte a legtobb torzs, és Osszességében ennek a
filogenetikai  csoportnak tartuk fel tenyésztéssel a legszélesebb (Arthrobacter,
Aureobacterium,  Cellulomonas  Dietzia, Kocuria, —Micrococcus, Microbacterium,
Nesterenkonia, Nocardiopsis, Plantibacter, Rhodococcus, Sanguibacter, Streptomyces)
diverzitasat.

A két alfoldi szikes to koziil a Kelemen-szék nad biofilm mintajabol kitenyésztett
baktériumok azonositasanak eredményei a Nagy-Vadasénal nagyobb atfedést mutattak a
velencei-tavi mintak altalunk tenyésztéssel detektalt faji osszetételével. A nagy G+C tartalmi
Gram-pozitiv baktériumok szamos, a f-proteobaktériumok Acidovorax és Hydrogenophaga
nemzetségeinek, az Agrobacterium, valamint az Enterobacteriaceae csalad egyes tagjainak
jelenlétét a Nagy-Vadas nad biofilm mintdjaban nem, csak a kiskunsagi Kelemen-szék
esetében sikeriilt igazolnunk. Az alfoldi szikes tavak esetében tobb olyan nemzetséget
(Paracoccus, Halomonas, Planococcus, Nesterenkonia) sikeriilt kimutatnunk, amelyek
képviseldinek  jelenléte a  vizsgalt szikes vizek nadon  kialakulé  biofilm
baktériumkozosségeinek szikes kornyezethez valé alkalmazkodasara utal.

A tenyésztéses vizsgalatok révén a Pseudomonas és a Bacillus nemzetségek

képviseloinek jelenlétét az Osszes vizsgalt nad biofilm minta baktériumkoézosségében



igazoltuk. A harom t6 biofilm mintaibol a Pseudomonas, a Bacillus és a vele kozelrokon
nemzetségek fajainak csak részben atfedd, de Osszességében nagy fajgazdasagat (P.
anguilliseptica, P. fluorescens, P. fragi, P. gessardi, P. marginalis, P. putida, P. stutzeri; B.
cereus, B. firmus, B. fusiformis, B. horikoshii, B. licheniformis, B. pumilus, Brevibacillus agri,
Marinibacillus campisalis, Marinibacillus marinus, Paenibacillus sp., Jeotgallibacillus sp.)
tartuk  fel. Ezek a metabolikus sokféleségiikrol ismert fajok novény-asszocialt
mikrobakozosségek tagjaként széles korben elterjedtek a kiilonféle vizi kornyezetekben.

Az egyes tavak nad biofilm baktériumkozosségeinek diverzitasat molekularis
klonozassal is feltérképeztik. A velencei-tavi Langi-tisztast a korabbi eredmények alapjan
valasztottuk a tenyésztéstdl fliggetlen vizsgalatra. Az alfoldi szikes teriiletek esetében a
tenyésztéssel is feldolgozott nad biofilm mintakbol izolalt k6zosségi DNS-b6l hoztunk 1étre
klonkonyvtarat. A klonozas révén mindharom minta esetében a nad biofilm alkotasaban
résztvevd baktériumkozosségek széles diverzitasat tartuk fel. A konyvtarak kozos sajatsaga
volt, hogy klonjaik jelent6s hanyada eddig tenyésztésbe nem vont szervezetek szekvenciaival
mutatott nagyfoku hasonlésagot. A klonok vizsgalata mindharom t6 esetében a nad biofilm
baktériumkozosségek Gram-negativ dominanciajara engedett kovetkeztetni. Egyediil a
Kelemen-szék klonjai kozott talaltunk a Gram-pozitiv Arthrobacter nemzetséghez tartozod
képviselot, melyet tenyésztéssel is sikeriilt igazolnunk a minta baktériumkozosségében. A
tenyésztéssel feltart mikrobakozosségek Osszetételében gyakran megfigyelhetd jelenség a
Gram-pozitiv, illetve endospora képzd szervezetek tulsulya. A molekularis klonozast
megel6z6 DNS izolalas soran eléfordulhat egyes baktériumok (pl. a sejtfal-szerkezeti
eltérések miatti) preferencialis feltarodasa és ennek kovetkeztében nagyobb aranya
detektalasa az adott mintaban. A harom klonkonyvtar klonjai a reprezentansok identifikacioja
révén az o-, B- és y-proteobaktériumokat és a Bacteriodetes csoportot képviselték. Ezek koziil
B-proteobaktériumokat csak a Velencei-td egyes teriileteirdl és a Kelemen-székrol sikeriilt kis
szamban kitenyészteniink. A Bacteriodetes csoportba tartozd szervezeteket kizardlag a
Kelemen-szék biofilm baktériumai kdzott azonositottuk tenyésztéses eljarassal is. A fenti két
csoport képviseldi klonozasos vizsgalatok alapjan gyakran bizonyulnak kiilonféle kornyezeti
mintak, koztiik ndvény-asszocialt mikrobidta abundans tagjainak, ahol sokréti szerepet
tolthetnek be a novény és sziikebb komyezete életében. Az adatbazisokban fellelhetd
viszonylag kevés tenyésztésbe vont Bacteriodetes baktériumot képviseld szekvencia szintén
azt jelzi, hogy a tenyésztésen alapuldo vizsgalatok tovabbfejlesztése nagymértékben

hozzajarulhat a csoport sokféleségének és aktivitasanak megismeréséhez.



A fenti csoportokon kivill mindhdrom minta esetében azonositottunk olyan
csoportokat klonozas segitségével, amelyeket az altalunk valasztott és alkalmazott tenyésztési
feltételek mellett nem detektalhattunk a nad biofilm baktériumkozosségek tagjaként. Ilyenek
voltak a Langi-tisztds esetében a Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, Spirochaetes,
Chlorobi  és  Chloroflexi  csoportok, a Kelemen-szék biofilm mintdjaban a
Fibrobacter/Acidobacteria, valamint a Nagy-Vadas nad biofilmjében a Chloroflexi csoport.

A Langi-tisztas reprezentativ klonjainak azonositdsa révén a faj/nemzetség szintjén
identifikalt taxonok egyikét sem mutattuk ki tenyésztéssel az adott minta biofilm baktériumai
kozott. A két alfoldi szikes nad biofilm minta esetében is rendkiviil csekély atfedést
tapasztaltunk ebben a tekintetben (Agrobacterium, Hydrogenophaga és Arthrobacter
nemzetségek a Kelemen-szék, Paracoccus nemzetség a Nagy-Vadas mintdjaban). Az
Agrobacterium és a Hydrogenophaga nemzetségek tagjainak mindharom t6 nad biofilmjében
valo jelenlétét csak a két diverzitas elemz6 modszer Stvozésével sikeriilt igazolnunk.

Munkank soran az alkalmazott mddszerek lehetdvé tették, hogy betekintést nyerjiink a
vizsgalt ndvény-asszocialt biofilmek baktériumainak potencialis metabolikus aktivitasaba,
valamint filogenetikai és taxonomiai diverzitasaba. A koOzOsségi szintli anyagcserét
feltérképezni hivatott BIOLOG szénforras értékesitési tesztek és a baktériumkozosségek
szerkezetének megismerésére hasznalt DGGE modszerrel kapott eddigi eredményeink alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy az egyes mintavételi teriiletek, illetve a szezonalis dinamika
megbizhato feltérképezéséhez tovabbi hosszu tavi, gyakori mintavételezéssel kivitelezett
vizsgalatok sziikségesek. A tenyésztéses ¢és a klonozasos vizsgalatok eredményeinek részleges
atfedése a két mikrobialis 6kologiai diverzitas vizsgalo modszer eltérd szelektivitasara utal. A
tenyésztéses vizsgalatok kibovitésével (pl. tovabbi taptalajok bevonasaval, a tenyésztési
technikdk ~ modositasaval) a  szikes  tavak  nadasain  kialakulo  biofilmek

baktériumkozosségeinek eddig még feltaratlan, rejtézkodé diverzitasara is fényt deriilhet.



4. A TEZISEK ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Referalt tudomanyos folydéiratokban megjelent cikkek:

Rusznyak A., Vladar P., Molnar P., Reskoné N.M., Kiss G., Marialigeti K., Borsodi
A.K. 2008. Cultivable bacterial composition and BIOLOG catabolic diversity of biofilm

communities developed on Phragmites australis. Aquatic Botany 88: 211-218.

Rusznyak A., Szabo G., Pollak B., Vagany V., Palatinszky M. 2007. Diversity of reed
(Phragmites australis) stem biofilm bacterial communities in two Hungarian soda lakes. Acta

Microbiol. Immunol. Hung. 54: 339-352.

Borsodi A.K., Rusznyak A., Molnar P., Vladar P., Reskoné N.M., Toth 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 53: 612-620.

Rusznyak A., Borsodi A., Vladar P., Molnar P., Reskoné N.M., Acs E. 2003.
Velencei-tavi nad biofilm baktériumkozosségek vizsgalata klasszikus ¢és  molekularis
modszerekkel. Hidrologiai K6zlony 83 (I-X1I): 127-129.

EGYEB PUBLIKACIOK

Referalt tudomanyos folyoiratokban megjelent cikkek:

Borsodi A.K., Micsinai A., Rusznyak A., Vladar P., Kovacs G., Téth 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.

Borsodi A., Vladar P., Rusznyak A., Szab6 G., Sipos R., Marialigeti K. 2005.
Tenyésztésen alapuld ¢és tenyésztéstol fiiggetlen molekularis biologiai vizsgalatok a
Kiskunsagi NP szikes tavainak baktériumkozosségein. Hidrologiai KozIlony 85 (6): 23-25.

Teljes kozlemény konferencia kiadvanyban:

Borsodi A.K., Vladar P., Rusznyak 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).



