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Kivonat:

A Balatonban é16 busak taplalkozasi szokasainak megismerésére iranyuld kutatasok keretében 2011-ben kezdddtek bakteriologiai

vizsgalatok az allatok béltartalméban talalhato baktériumkézosségek feltérképezésére. E vizsgalatok folytatasaként 2013-ban ta-
vasztol 6szig 5 alkalommal t6rtént mintavétel hibrid jellegli busa egyedek el6- és utobelébdl, valamint a Balaton vizéb6l. A mintak-
bal tenyésztésen alapuld modszerrel csiraszam becslést végeztiink. A baktériumkdzosségek genomi szerkezetét a 165 rRNS gén-
szakaszok denaturdlé gradiens gélelektroforézissel (DGGE) nyert savmintazatainak elemzésével hasonlitottuk 6ssze. Eredmeényeink
alapjn a vizmintakbol tenyésztéssel meghatarozott atlagos baktérium csiraszam értékek kdzel egy nagysagrenddel kisebbek voltak,
mint a busa bélszakaszokbol detektalt értékek. A DGGE mintazatok alapjan valamennyi mintavételi id6pontban a vizmintak bakté-
riumkozosségei mutattak egymassal a legnagyobb hasonldsédgot, és minden esetben elkiiloniiltek a busa béltartalom mintak baktéri-
umkzdsségeitol. Az egyes busa egyedek eldbél és utdbél szakaszabol szirmazd mintak baktériumkozdsségei egymastol tobbnyire
szintén jol elkiiloniilé csoportokat képeztek. A busa egyedek neme vagy testmérete €s a tipcsatorna szakaszok baktériumkdzossé-

geinek szerkezete koz6tt nem talaltunk &sszefliggést.
Kulesszavak: busa, bélmikrobiota, diverzitas, DGGE.

Bevezetés

A Balatonban €16 hibrid (fehér busa — Hypophthalmi-
chthys molitrix X pettyes busa - H. nobilis) dominancigji
busadllomény taplalékbazisat elsdsorban zooplankton és
detritusz képezi. A balatoni busdk taplalkozasi szokdsai-
ra jellemzd, hogy nagy mennyiségl szervetlen lebeg6 a-
nyagot is fogyasztanak, melynek szaraz tomegre vonat-
koztatott részaranya esetenként a béltartalom 80 %-at is
elérheti (Vitdl és misai, 2014). A busak taplalkozasaban
emellett az egyes bélszakaszokban eldforduld fajgazdag
és valtozatos anyagesere tulajdonsigokkal rendelkezd
baktériumkoziosségeknek is jelentds szerepe lehet, amire
a 2011-ben tenyésztésen alapulo és tenyésztéstol fligget-
len mikrobiologiai modszerekkel végzett kutatdsi ered-
mények is ramutattak (Ldszlo és misai, 2014).

Jelen Gsszehasonlitod vizsgalatunk célja az volt, hogy
tavasztol 0szig nyomon kovessiik a balatoni busak el6-
és utobél szakaszaira, valamint a tovizre jellemzd bakté-
riumk6zdsségek mennyiségi viszonyainak és genetikai
sokféleségének alakulasat.

Vizsgalati anyagok és modszerek

A bakterioldgiai vizsgalatokhoz a Balatonbol 2013 a-
prilisdban (1304), majusaban (1305), jiniusaban (1306),
szeptemberében (1309) és oktoberében (1310) méret-
szelektiv kopoltythalo fogasbol véletlenszertien gylijtott
busa egyedekbdl steril korilmények kozott preparalt el6-
és utobél tartalmat, valamint az egyidejiileg meritéssel
vett toviz mintat hasznaltuk fel.

A vizsgalatba vont 6sszesen 34 hibrid jellegii busa e-
gyed testhossza 91 és 119 cm, testtomege 11,2 és
25,1 kg, életkora § és 13 év kizott véltozott.

A tenyésztésen alapuld csiraszam becsléshez a béltar-
talom és a vizmintak felhaszndlasaval készitett tizes lép-
tékii higitasi sorozatokbdl nutrient (DSM-1) és R2A
(DSM-830) taptalajokra (www.dsmz.de) szélesztettiink,
majd a kifejlédott telepeket a 22°C-on végzett két hetes
inkubaciot kovetben szamoltuk meg.

A baktériumkozosségek genetikai diverzitdsanak osz-
szehasonlitasahoz egy tenyésztéstdl fliggetlen, molekula-
ris biolodgiai ujjlenyomat modszert, a Denaturalé Gradi-
ens Gél Elektroforézist (DGGE) alkalmaztuk (Muyzer és
Smalla, 1998). A kb. 500 mg-nyi béltartalomboél és a
szliréssel tomoritett vizmintdkbdl izolalt teljes genomi
DNS-bol eloszor Bacteria specifikus primer par (27F és

1401R) segitségével a 168 riboszomalis RNS-t kddold
gén egy nagyobb szakaszat szaporitottuk fel. Az igy ka-
pott DNS szakaszokbdl egy kovetkezd PCR reakcio so-
ran 27F-GC és 519R, illetve a ciano-baktériumok eseté-
ben CYA359F-GC és CYAT8IR primer par felhasznala-
saval hoztuk létre a DGGE futtatishoz hasznalt GC-ka-
poccsal rendelkezd, kb. 400-500 bazispar hosszisagn
terméket. Az elektroforetikus futtatasokhoz 40-60 % k-
zotti denaturald koncentracioji ureat és formamidot tar-
talmazd 7 %-os, illetve a cianobaktériumok esetében 8
%-os poliakrilamid gélt hasznaltunk. A mintak futtatasa
INGENY phor U késziilékben 1%-o0s TAE pufferben 60°
C-on, 120 V fesziiltség értéken 14-15 oran at tartott. A
kialakult savmintazatot etidium-bromidos festéssel, UV
gerjesztéssel tettitk lathatéva, majd TotalLab (TL 120)
v2006 szoftverrel értékeltik ki. A gélbdl kivagott, tiszti-
tott DNS-t a Sanger-féle modszer automatizilt valtozata-
val szekvenaltuk, majd a kapott bazissorrendeket az
NCBI GenBank internetes adatbazis segitségével érté-
keltiik ki.

Eredmények és értékelésiik

Az egyes allatok eldbél és utobél szakaszainak csira-
szam értékei a 2011-ben meghatdrozott atlagos csira-
szam értékekhez (LdszIlo és misai, 2014) hasonldk vol-
tak.

A busa el6bél és utdbél szakaszokbol 2013-ban te-
nyésztéssel kozel két nagysdgrendnyi atlagos baktérium
csiraszam érték (TKE, telepképzd egység) kiilonbséget
detektaltunk (1. tdbldzar). A becsiilt csiraszam értékek
maximumét (2,60 x 10® TKE g') az éprilisi eldbél min-
takbol nutrient taptalajon, mig a minimumét (4,07 x 10°
TKE/g) a majusi utobél mintakbol R2A tptalajon haté-
roztuk meg. A tenyésztéses vizsgalati idépontokban (4p-
rilisban, méjusban és szeptemberben) az elébélbdl atla-
gosan 2,73 x 10%, 1,48 x 10% és 7,13 x 10°, mig az ut6bél-
bél atlagosan 5,04 x 107, 1,15 x 107 és 1,50 x 10’'TKE g’'
csiraszam értéket szamoltunk. Ennek alapjdn a busa el6-
bél szakaszokban az atlagos baktérium csiraszam értékek
kozott nagyobb idébeni eltérések mutatkoztak, mint az
utobeél szakaszokban.

A vizmintakbol tenyésztéssel meghatirozott atlagos
baktérium csiraszam értékek csaknem minden esetben
kozel egy nagysdgrenddel kisebbek voltak, mint a busa
bélszakaszokbdl detektalt értékek ([I. tabldzat). A viz-
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mintdkbél a nutrient tiptalajon 4tlagosan 6,26 x 10°, az
R2A taptalajon 1,00 x 10° TKE ml” csiraszam értéket
hataroztunk meg. Az egyes idopontokban becsiilt dtlagos
csiraszam értékek 2,24 x 10°, 7,22 x 10° és 1,43 x 10° T-
KE ml” voltak, vagyis a vizminték csiraszdm értékei ko-
zitt sem a taptalajok, sem a vizsgdlati idépontok szerint
nem voltak jelentds kilonbségek.

A vizsgalatba vont busék koziil valamennyi mintavé-
teli idépontban véletlenszertien valasztott 2-2 egyed eld-
és utobél tartalom mintdibdl, valamint az 5 vizmintabol
szarmazd bakteridlis 16S rRNS génszakaszok DGGE
vizsgalata sordn nyert sdvmintdzatok Osszehasonlitd e-
lemzésének eredménye az 1. dbrdn lathato.

1305-V

Minta tipusa N R Mértékegvség
1304/ E 260x10°  286x10°  TKEg
1304/ U 675x10 333x10  TKEg
1304/ V 2,14x10° 235x10°  TKEmi.
1305/ E 217x10 275x10  TKEg
1305/ U 190x10  407x10° TKEg
1305/ V 143x10  145x10°  TKEmi
1309/ E 443%x10°  9,83x10° TKE g'1
1309/ U 198x10° 1,02x100  TKEg
1309/ V 235x10°  515x10 ___ TKEml.

1. tablazat A balatoni busak eld- (E) és utobél (U) tartalom,
valamint a toviz (V) dtlagos telepképzd’ egység (TKE) értékei
Nutrient (N) és R24 (R) tdptalajon
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L. dbra. A killonbizd mintavételi idopontokbdl szdirmazo balatoni busa egyedek eld- (E) és utébél (U) tartalmdra, valamint a
toviz mintdkra (V) jellemzd baktériumkizisségek DGGE sdvmintizata alapjdn szerkesztett UPGMA hasonldsdgi dendrogram

Az egyes mintaknak megfeleltethet gélsdvokban 1é-
v6 csikok szama és elhelyezkedése alapjan a vizmintak-
ban el6forduld baktériumkozisségek kiilon csoportot ké-
peztek és minden mintavételi idopontban egyértelmiien
elkiiloniiltek a busa béltartalom mintak baktériumk6zos-
ségeitdl (1. dbra). Ez utébbiak néhany minta (pl. 1309-3
E; 1310-5E) kivételével a busa egyedek eltérd tapcsator-

na szakaszai szerint tovabbi két (elébél és utobél) cso-
portra valtak szét. A DGGE vizsgdlatok alapjan a busa
béltartalom minték teljes baktériumkozosségére jellemzd
dominans taxonok (legerdsebben festdédd csikok) eldfor-
dulasiban idébeni eltéréseket elsGsorban az utébél min-
tak esetében lehetett megfigyelni.
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Az aprilisi (1304) és a szeptemberi (1309) mintakkal
cianobaktérium specifikus primerek felhasznalasaval
végzett DGGE vizsgalatok eredményei alapjan a busa e-
gyedek tapcsatorna szakaszai kozotti kiilonbségek egyik
idépontban sem voltak jellemzéek (2. dbra). A vizminta-
nak a busa béltartalom mintak cianobaktérium kozosse-
geitdl vald egyértelmii elkiildniilését csak a szeptemberi
minta esetében lehetett megfigyelni. A busa egyedek ne-
me vagy testmérete és a tdpcsatorna szakaszok baktéri-
umkdzdsségeinek szerkezete kozott egyik DGGE vizsga-
lat sordn sem taldltunk osszefliggést.

A DGGE modszer eldnye, hogy a gélsdvokban 1évd
kiilonalld csikokbdl kivagott és visszanyert DNS szaka-
szok bézissorrendjének elemzésével a mintdkban jelen-
1évé dominans szervezetekrdl taxondmiai informacié
nyerhetd. A busa egyedek tipcsatornajabol ily modon 5
filogenetikai torzs (Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmi-
cutes, Bacteroidetes, Fusobacteria) 14 baktériumfajanak,
mig a vizmintakbol a Proteobacteria és az Actinobacteria
torzsek két eddig tenyésztésbe még nem vont, tn. ,,Can-

didatus” fajanak képviseldit azonositottuk 97-100 %-os
szekvencia egyezéssel (2. tdblazaf).
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2. dbra. Az dprilisi és a szeptemberi busa béltartalom és bala-
toni vizmintdak cianobaktérium kizosségeinek DGGE sdvimnin-

tdazata alapjdn szerkesztett UPGMA dendrogram

Cyanobacteria Microcoleus sp. (JQ687332) 1304 U
Microcystis aeruginosa (KI746519) 1304; 1309 E; U
Synechococcus sp. (FI1763782) 1304; 1309 E:U
A]phaproteobacteria Candidatus Pelagibacter sp. (IN941972) 1304; 1305 v
Phenylobacterium jalsum (NR 042277) 1306 E
Betaproteobacteria Herbaspirillum huttiense (AB681762) 1304; 1305; 1306; 1309; 1310 E
Pelomonas aquatica (1Q659664) 1304; 1305; 1306 E
Burkholderia cepacia (JN800445) 1304 E
Gammaproteobacteria Aeromonas sobria (JX501708) 1304; 1305; 1306 E; U
Aeromonas veronii (KC210784) 1304; 1305 E; U
Shewanella putrefaciens (KC607503) 1310 U
Firmicutes Clostridium gasigenes (AF143692) 1304 u
Clostridium bartlettii (NR 027573) 1306 u
Actinobacteria Candidatus Planktophila limnetica (FJ428831) 1304; 1305; 1306; 1309; 1310 \Y%
Bacteroidetes Bacteroides sp. (JQ317227) 1310 U
Fusobacteria Cetobacterium somerae (AB353124) 1304 u

2. tdblizat A busa elé- (E) és utobél (U) tartalom mintdkbol és a vigmintdkbol (V) szirmazé DGGE csikok taxonomiai
meghatdrozdsdnak eredménye a 16S rRNS gén vizsgdlata alapjdn

A fakultativ anaerob anyageserével jellemezhetd Ae-
romonas nemzetség két fajanak (4. sobria, A. veronii) a
képviseldi a busa egyedek mindkét tapcsatorna szakasza-
ban és szinte minden tavaszi mintavételi idépontban jel-
lemzbk voltak. Az Aeromonas nemzetség fajai széles
korben elterjedtek édesvizekben (Lango és mtsai, 2002),
jelenlétiiket kiilsnb6zd meleg- ¢és hidegvérii vizi allatok-
bol (pl. halakbdl) is leirtdk, ahol esetenként sulyos meg-
betegedéseket is eloidézhetnek (Sugita és misai, 1993).
Az Aeromonas nemzetség képviseldinek a busa tapcsato-
rndban valo eléfordulasat a 2011-es tenyésztésen alapuld
és tenyésztéstdl fiiggetlen DGGE vizsgélatok soran is i-
gazoltuk (Ldszlo és mtsai, 2014).

A Herbaspirillum huttiense (Dobritsa és mtsai, 2010)
baktériumfajt a busa egyedek elobél szakasziban vala-
mennyi mintavételi iddpontban el6forduld, dominans
szervezetként hatdroztuk meg (2. tdblazaf). Ennek az el-
sésorban novény asszocidlt és nitrogén-fixaciora képes
aerob respiratorikus anyagceserét folytatd szervezetnek a
halakban vald eldfordulasardl ez idaig még nincsenek a-
datok. A busa egyedek eldbél mintdibol tovabbi két a
Proteobacteria térzsbe tartozé baktériumfaj, a Pelomonas

aquatica (Gomila és mtsai, 2007) és a Burkholderia ce-
pacia jelenlétét igazoltuk. A Pelomonas nemzetségbe
tartoz6 baktériumok jelenlétét DGGE modszerrel jarva-
nyos héjbetegségben szenvedé amerikai homar (Homa-
rus americanus) hemolimfjabol is kimutattak mar (Qui-
nn és misai, 2013). A Burkholderia cepacia baktériumfaj
dominans eléfordulasat kordbban pl. a nilusi tilapia (Or-
eochromis niloticus) utobél szakaszabol irtak le (Molina-
ri és misai, 2003).

A busa utébél mintakbol nem tudtunk azonositani va-
lamennyi mintavételi idépontra jellemzé dominéns bak-
térium taxont, de a 2011-es vizsgalati eredményekkel
megegyezben (Ldszlo és misai, 2014) egyes 2013-as
mintavételi idépontokban is jellemzd szervezetként hata-
roztuk meg a fakultativ anaerob anyageserére képes She-
wanella és a mikroaerotolerans Cetobacterium nemzet-
ségek képviseldit. A busa egyedek utébél szakaszabol is
kimutatott Firmicutes, Bacteroidetes és Fusobacterium
torzsekbe tartozo és szigoruian anaerob anyagcserét foly-
tatd (pl. Clostridium és Bacteroides) baktériumfajoknak
kiilénbszé édesvizi halak tdpcsatornajaban valo altalanos
el6fordulasarél mar kordbban is beszdmoltak (Fidopias-
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tis és mtsai, 2006, Geovanny és Balcazar, 2008; Karibi
és msai, 2013; Silva és mitsai, 2005, Tsuchiya és misai,
2008).

A Cyanobacteria specifikus primerekkel végzett DG-
GE vizsgalatok soran az aprilisi és az oktdberi busa bél-
tartalom mintakbol is a Chroococcales rend Synechococ-
cus €s Microcystis nemzetségeinek képvisel6it azonosi-
tottuk 99-100 %-os szekvencia egyezéssel. A M. aerugi-
nosa fajként azonositott DNS csikok mindkét mintavételi
idépontban minden busa egyed elobél és utobél szaka-
szdban dominans elfordulasunak bizonyultak. E faj mi-
crocisztin termelésének véltozasat egyes halfajok, pl. a
Hypophthalmichthys molitrix esetében mar vizsgaltak
(Jang és mtsai, 2004). A tavaszi mintakbol ezeken kiviil
még az Oscillatoriales rend Microcoleus nemzetségének
dominéns eldforduldsat is kimutattuk.

A valamennyi mintavétel alkalméval, de kizarolag a
tovizb6l domindns eléfordulasiként azonositott ,,Candi-
datus” Planktophila limnetica fajt az édesvizi bakterio-
plankton egyik leggyakoribb aktinobaktérium taxonja-
ként tartjdk szamon (Jezbera és misai, 2009).

Osszefoglalis

A balatoni busdk tipcsatorndjanak baktériumkozdsseé-
gei valamennyi mintavételi idépontban mind mennyiségi
viszonyaikban, mind 8sszetételiikben kiilonboztek a to-
viz baktériumkozosségeitl. A busak eld- és utobél sza-
kaszainak baktériumkdzossége jelendsen kiilonbozott
egymastol, bar egyes cianobaktériumok és a fakultativ
anaerob anyagcserét folytatd Aeromonas fajok jelenléte
mindkét tdpcsatorna szakaszra jellemzd volt. Az el6bél
szakaszokbdl foként aerob, mig utobél szakaszokbol
anaerob kemoorganotr6f anyagceseréjii baktériumfajok
dominans eléfordulasat mutattuk ki.

Koszonetnyilvanitas
Kutatasunkat az OTKA K83893 palyazat tamogatasaval végeztiik.
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Comparison of quantitative relationships and genetic structures of bacterial communities inhabiting the intes-
tinal tracts of the Asian carps living in Lake Balaton and the lake water
A. Borsodi, G. Krett, Kristof L., K. Jdger, G.Boros, A. Mozsdr, Z.Vitdl, A. Speczidr

Abstract: Bacteriological examinations on the intestinal tracts of the Asian carps living in Lake Balaton began in 2011 within the framework of a
research work aimed to explore the nutritional habits of these animals. As a continuation of these studies, from spring to autumn in 2013,
samplings were done five times from the fore-and hindgut-sections of the intestinal contents of carps and the water of the lake. Plate
count estimations were performed to determine the CFU numbers. The genomic structures of bacterial communities were compared ac-
cording to the patterns of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) obtained from the analysis of the 165 rRNA gene. CFU values
of the water samples were nearly an order of magnitude smaller than those detected from the carp intestine samples. Based on the DGGE
patterns, the bacterial communities of the water samples showed the greatest similarity to each other in each sampling time and separated
from the bacterial communities of the intestinal tracts. The bacterial communities of the foregut and hindgut sections usually also formed
distinct groups. No correlations between the gender or body size of carp individuals and the structure of bacterial communities inhabiting

the intestinal tracts was revealed.

Keywords: Asian carp, microbial community of the intestinal tract, diversity, DGGE



