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1. Bevezetés és célkizések

A szikes vizterek a vildg legproduktivabb vize$hélyei kdzé tartoznak
(Duckworth et al., 1996; Jones et al., 1998; Dararet al. 2003). Ezeket a kulénleges,
alkalikus és magas sotartalommal jelleme&h@dhelyeket, tulnyomorészt alkalofil és
halofil prokaridta szervezetek népesitik be (Gra@82; Sorokin et al., 2003; Ma et al.,
2004). A Karpat-medence szikes vizterei kiemelkgelentsédi természeti értéket
képviselnek egyediilallé geoldgiai, hidroldgiai, &uikai és zooldgiai tulajdonsagaiknak
koszonheten. A nagy nyiltvizi felllettel és allando vizbottsadggal jellemezhétFert
és Velencei-t6 mellett kilonleges szikes vizterekiskunsagi székek, melyek igen
sekély, nyar végén gyakran teljesen kiszarado ringdgeenyhén sos vizterek (Dévai et
al., 2001; Boros és Vords, 2010; Varadi és Fel@EQp

A Balaton Kozép-Eurépa legnagyobb vizfellilesekély tava, és hazank
egyedulallé természeti kincse (Istvanovics et2Q7). A té vizmidségi allapotaban az
elmult évtizedekben jeletd valtozasok kovetkeztek be. A megnovekedett ckils
tapanyag-terhelés kovetkeztében eutrofizacidjayéekuplt, és a Keszthelyi-medence a
1970-es évekre hipertof allapotiva valt (Herodédg4). A to életét és idegenforgalmi
hasznositasat egyarant veszélyéztetyamatok megallitdsa és megforditasa érdekében
1983-ban &tfogd programot inditottak a Balatonb@ jidpanyagok mennyiségének
csokkentésére (Papp, 2004; Somlyody és Honti, 20@ai et al., 2008). Ennek
koszonheten mara ismét eutrof és mezotréf allapotok jellémai Balatont, de az
intézkedések utdn csak mintegy tiz év elteltéveuljavizminiség, az uUledéki a
viztestbe keridl foszfat mennyisége ugyanis még évekig fenntartatteedvedttien
trofikus allapotot (Padisak és Reynolds, 1998;dsbwics et al., 2007).

A sekély viZi 6koszisztéméakban az Uledék mikrobak6zdsségei téssliktl €s
aktivitasuktol fuggen nagymértéekben befolyasoljak azéeleges termék szadméra
hozzaférhdt tapanyagok mennyiségét (Nealson, 1997; Springd.,e2@00). A Balaton
példaja is jol szemlélteti, hogy a kéilserhelés cstkkentése utan az oligotrofizalasra
irAnyul6 torekvések sikerét iligen is kiemelten fontos a bélsfoszforterhelés
eredetének és nagysaganak ismerete (Jeppesser2608] Maassen et al., 2005, Tatrai
et al, 2008). A foszforforgalomban ko&zponti jeligsdige van a szerves
foszforvegylletek mikrobidlis lebontasanak, amekyseran ortofoszfat szabadul fel
(Jansson et al., 1988; Barik et al., 2001). Ugykarakz tledék baktériumkdzosségei a
belsy terhelés nagysagat annak jetent mérték visszatartdsan keresztll is
befolyasolhatjak, mert egyes szervezetek nagy niséglyen képesek a tapelemet



polifoszfat formajaban felhalmozni (Uhimann és Bal@88; Gachter és Meyer 1993;
Khoshmanesh et al., 2002).

Vildgszerte  szamos  mikrobiadlis  vizsgalat iranyult  abentikus
baktériumkozosségek egyes funkciondlis csoportaimaegismerésére, de az
Uledékfelszin aerob kemoorganotrof baktériumkozgmseék Osszetételdr és
szezonalis dinamikajarél még ma is kevés informadidendelkezink (Spring et al.,
2000; Tamaki et al., 2005). Keveset tudunk tovahiral is, hogy a viztest trofikus
allapota hatassal van-e a bakterialis biomasszgsaggra és a baktériumkozdsségek
aktivitasara és szerkezetére az lUledékben (Madseah, 003; Wobus et al., 2003).
Természetes vizi 6koszisztémakban az Uledéklakfopniatot felhalmozo szervezetek
diverzitdsanak vizsgalatat tudomasunk szerint eddgyzesen két kutatas célozta meg
(Gloess et al., 2007, 2008), és a polifoszfatraktarfiziologiai €s 0©kologiai
jelentbségével kapcsolatosan is hianyosak még az ismatg@achter és Meyer 1993;
Waara et al., 1993; Hupfer et al., 2007).

Mindezek alapjan két kiskunsagi szikes kistobarKédemen-szék és a Boddi-szék),
valamint a Balaton Siofoki- és Keszthelyi-medenegjbaz Uledék fels rétegének
mikrobakdzosségeire iranyuld munkam ceéljgiatém ki:

1. az Uledék fels rétegében @&l aerob, kemoorganotrof baktériumok

csiraszamanak vizsgalatat;

2. az Uledékfelszini mikrobialis k6zdsségek anyagcseidazatainak ter- és
id6beli 6sszehasonlitasat BIOLOG szénforras értéleesitgsgalatokkal,

3. a baktériumkozosseégek szerkezetében bekouettaz, idbbeli valtozasok
vizsgalatat tenyésztéstfiggetlen molekularis médszer (denaturalé graslien
gélelektroforézis) alkalmazasaval;

4. az uledékben talalhatdé aerob, kemoorganotrof bakbek faji
hovatartozasanak és metabolikus tulajdonsagainakiérképezését
tenyésztésen alapulé modszerekkel;

5. a tenyészthét Uledéklak6 baktériumok polifoszfatot felhalmozo
képességenek, és a polifoszfatraktarak fiziolGggarepének vizsgalatat.

2. Alkalmazott mddszerek

A Balatonban a Siéfoki- és Keszthelyi-medencébeihaly és Keszthely
térségében (N 46°55' E 17°53"; N 46°45' E 17°253,5 illetve 1,5-2 m mély vizih, a
Kiskunsagi Nemzeti Park (KNP) tertletén a sekély0,&m) Kelemen-székb (N
46°47° E 19°11") és a Boddi-székb(N 46°46° E 19°08") g§jtottink viz- és



uledékmintakat. A mintavételi égpontokat és az elvégzett vizsgalatokat az 1. tablaz
foglalja dssze.

1. tAblazat A viz-és lledékmintak vételének hélyédeje valamint az lledékmintakkal végzett
mikrobioldgiai vizsgalatok médszerei: BIOLOG kdzégsszénforras értékesitési vizsgalat, a

baktériumkdzosségének molekularis vizsgalata deflatgradiens gélelektroforézissel (DGGE), a

baktériumkdzosségek tenyésztésen alapuld vizsg#atadott tledékminta esetében alkalmazott
maédszert X jel6li.)

Mintavételi hely Mintavételi ilpont | BIOLOG DGGE | Tenyésztés
Balaton, Siofoki- 2004. november 17. X
(46°55' E 17°53") és 2005. majus 27. X X X
Keszthelyi-medence | 2005. augusztus 30 X X X
(N 46°45' E 17°15") 2005. november 11. X X
. 2004. oktéber 22. X
N 'Zglir;‘,eg'ig‘f‘l‘l,) 2005. majus. 13. X X X
D A2 2005. julius 18. X X
és Boddiszék
(N 46°46" E 19°08") 2005. augusztus 25 X
2005. november 10. X X

A viz és az uledék intersticialis vizének oldotakev foszfor, dsszes oldott
foszfor és a vizmintak 6sszes foszfor koncentratikplorimetrias méréssel hataroztuk
meg. A parhuzamos Uledékmagok &el®-3 cm-es rétegedh egységnyi térfogatok
felhasznalasaval homogenizalt almintakat keészfikttielb a mikrobioldgiai
vizsgalatokhoz. A bentikus mikrobialis k6zossegekndorras értékesitési mintazatat
BIOLOG GN2 (BIOLOG Inc.) lemezekkel vizsgaltuk, ayteez standardizaltisisédi
Uledékszuszpenziokat hasznaltunk fel. Az Uledékiels baktériumkozosségek
diverzitasat egy tenyésztéktfliggetlen molekularis modszer, a denaturald @nasli
gélelektroforézis (DGGE) segitéségével hasonlitotiissze. Ehhez kozvetlenll az
Uledékmintakbol genomialis DNS-t izolaltunk, és @S1rDNS egy rovid szakaszat
szaporitottuk fel polimeradz lancreakcio segitséhévVenyésztéses vizsgalatainkhoz
0sszesen hatféle taptalajt hasznaltunk. A lemezéiejiods telepek szama alapjan
csiraszambecslést végeztink, majd a kilonallé ekktpvéletlenszéen a lemezekkel
azonos 0Osszetételferde agarra izolaltuk. A baktériumtérzseket a IG&BNS régio
hasitasi mintazata (ARDRA- amplified ribosomal DN#striction analysis) alapjan
csoportositottuk. A pontos faji meghatarozas érdekévalamennyi egyedi hasitasi
mintazattal rendelkéztorzs esetén a 16S rDNS mintegy 500 bazisparrakaszan
bazissorrend elemzést végeztink. A 16S rDNS barzessb adatokat harom internetes
adatbazisban megtalalhatdo bazissorrend adatokkedbnhtottuk 6ssze. Valamennyi
baktériumtorzset részletes kulturalis- és sejtniogiai, és hagyomanyos biokémiai-
élettani vizsgalatoknak vetettiik ala. A torzsekzfagzaktivitdsat natrium-fenolftalein-



foszfat tartalmu tapagaron, a polifoszfatot felhadd képességiket Neisser-festéssel
vizsgaltuk. A foszformérés és csiraszambecslésrarrgeinek esetében egy szempontu
(one-way) variancia analizissel (ANOVA- Analysis wéiriance) vizsgaltuk, hogy a
mintavételi helyek kdzoétt milyen eltérések voltakgmzek. A foszforkoncentraciok és
csiraszam eértékek szezonalis kulonbségeit Tukey-hmas analizissel hasonlitottuk
0ssze. A bentikus mikrobialis k6z6sségek szénfagréékesitési mintazatat a BIOLOG
eredmények dkomponens analizisének segitségével, valamint a robidis
Osszaktivitas és az értékesitett szénforrasok szalagjan értékeltik. A DGGE
savmintazatokat, UPGMA (unweighted pair-group medtheith arithmetic mean)
algoritmussal elemeztilk hasonldésagi matrix és dmgrdm készitésével. Az egyes
térzscsoportok fenotipusos tulajdonsagékoimponens analizissel hasonlitottuk dssze
az egyes fenotipusos vizsgalatokban pozitiv ereglmanhd torzsek szazalékos aranya
alapjan.

3. Eredmények és értékelésik

1. A hipertréf szikes kistavak Uledékében az aetamoorganotrof
baktériumok csiraszam értékei nagysagrendileg ridgglovoltak, mint a Balaton eutréf
és mezotrof medencéjében. Eredményeink és irodadstok alapjan a sekély
kiskunsagi székek tiledékének telétegében kapott a csiraszam értékeR-(00 TKE
g~ Y nagysagrendileg a szikes tavak vizében jelierwsiraszam értékeknek feleltek
meg. A kozosségi szénforras hasznositdsi és madalekubiverzitas vizsgalatok
eredményettl eltérven, a Kelemen-székben és a Boddi-székben az Ukddeékf aerob
csiraszam értékek nem korreléltak sem adrigrséklettel, sem a vedk€pességgel, a
tenyészthét baktériumszam szezonadlisan kevéssé valtozott. 2otrd Siofoki- és az
eutrof Keszthelyi medence Uledékében a kemoorgaindtaktériumok csiraszama
jelentsen kilonbdzott egymastol. A kemoorganotréf baktaak telepszama nagyobb
volt az eutr6f (10 nagysagrend TKE g~ *értékek), mint a mezotr6f (3A0° TKE g%
medencében. Osszel Keszthely és Tihany térségében is lényegekisrbb
telepszamokat kaptunk, nagy valésmiéggel a bmérséklet csokkenése miatt.

2. A BIOLOG szénforrds hasznositasi vizsgalat edrdmai alapjan a
kiskunséagi szikes kistavakban a mikrobakozésségethbolikus aktivitdsat a csokkien
hémérséklet és a novekwszalinitds is negativan befolyasolta. Kelemen4segkés a
Boddi-székben az Uledékfelszini mikrobak6zdsségékbrtyire az alacsonyabb
dsszaktivitassal jellemezltetillapotok soran is a szénforrasok kozel azonoyduht
hasznositotték, tehat az tledékben a mikrobaktgékséetabolikus potencialja nem,
hanem a kulonbdz szénforrasok hasznositdsanak meértéke valtozotBidkoki- és



Keszthelyi-medence bentikus mikrobak6z6sségei se&s hasznositasi vizsgalat soran
a mintavételi idpontok szerint csoportosultak. Awzi mintdk mikrobialis aktivitasa
nem csokkent a tavaszi mintdkéhoz képest, enndkréiden az allt, hogy aészi
kozosségek a polimereket nagyobb aranyban értékékit mint a tobbi
mikrobakozosség. Ez alapjan felteleat a szerves anyagok rgege is jelerdisen
befolyasolhatja a mikrobakézdsségek aktivitasat. Aatréf medence bentikus
mikrobakdzosségeisszel €s nyaron nagyobb dsszaktivitas mutattaéldsdzénforrast
hasznositottak, mint a mezotrof medence mikrobassgei, mig tavasszal — amikor a
csiraszam értékekben a legkisebb a kulonbség an&dence kdzott — e szempontok
szerint a két mintavételi hely hasonlo volt. Ezdkpgn a mikrobialis aktivitas
nagysagat a szerves anyagok mellett feltedred baktériumszam is befolyasolja.

3. Annak ellenére, hogy a kiskunsagi és a balatomtavételi helyek
alapveben kulonb6znek egymastol, mégis rendelkeznek néhasgnlo tulajdonsaggal.
Szezonalis mintavételeink alapjan megallapithatjbbgy a csokkeh kornyezeti
homérséklet a kiskunsagi szikes kistavakban és adddan is eiteljesen befolyasolta
az Uledék fels rétegében élbaktériumkozosségek szerkezet@tszel a Kelemen-szék
€s a Boddi-szék, valamint a Sidéfoki- és a Keszihalgdence Uledékfelszini
baktériumkozosségei is hasonlova valtak a filogkaeszerkezetik alapjan. Tavasszal
€s nyaron a mintavételi terlleteket jellémeltés kornyezeti feltételek — a szikes
vizterekben efssorban a soétartalom, a Balatonban az &ltéofitAs — hatadsa jobban
ervéenyesult, ezaltal az uledékfelszini mikrobak82gsek szerkezete elkulonalt
egymastol. Szezondlisan nem a kodzosségek Osseetdimhem a kozosségalkotd
szervezetek aranya valtozott.

4. A kiskunsagi Uledékmintak félsrétegébl 6sszesen 279, a Balatonbdl
216 tiszta tenyészetet vizsgaltunk. A baktériungéket a Firmicutes (KNP: 78 %,
Balaton: 58 %); az Actinobacteria (KNP: 13 %, Baiat 11.5 %); a Bacteroidetes
(KNP: 1 %, Balaton: 2 %); az AlphaproteobacteriaN@K 4 %, Balaton: 4 %) és a
Gammaproteobacteria (KNP: 5 %, Balaton: 24 %) cdofdagjaiként azonositottuk. A
Betaproteobacteria osztalyt egyetlen keszthelyidspet képviselte.

A kiskunsagi kistavak Uledékéb fokéent sos szikes @&helyekre jellemé
alkalofil vagy alkalitolerans és halotolerans vauglofil fajokkal rokon szervezetek
(Bacillus, Jeotgalibacillus, Planococcus, Sporosag;i  Microbacterium,
Nesterenkonia, Kocuria, Arthrobacter, Dietzia, Bdla, Paracoccus, Agrobacterium,
Pseudomonas, Halomona&s Arsukibacteriumsp.) jelenlété igazoltuk. A Balaton
Uledékébl foleg édesvizi 6koszisztémakban gyakori, neutrofibkat mutattunk ki
(Bacillus, Sporosarcina, Lysinibacillus, Paenibaad] Arthrobacter, Kocuria,
Microbacterium, Rhodococcus, Micrococcus, LeucadracPlantibacter, Williamsia,



Flavobacterium, Agrobacterium, Sphingomonas, Myao@l Rhizobium, Ensifer,
Acidovorax, Aeromonas, Pseudomonas, Rheinheimera, hewaella,
Pseudoxanthomonas, Serratia, Lysobasie)). Egyetlen minta kivételével, valamennyi
uledékminta eseténBacillus nemzetség képvigilvoltak jelen legnagyobb aranyban a
tenyészetek kozott. A Sidfoki-medencében tavasszal Aeromonas nemzetség
képvisebit szerepeltek legnagyobb szamban a tenyészetéktkdzszikes kistavak és a
Balaton Uledékében talalhaté baktériumkozosségeklegyarant kimutattuk a
Pseudomonasa SporosarcinaaMicrobacterium azArthrobacterés azAgrobacterium
nemzetsegek képvisdl. Az eltép fiziko-kémiai sajatsagokkal jellemezbienintavételi
tertletek6l szarmazo mintak faji 6sszetétele csekély mérakedést Bacillus cereus

B. pumilus B. drentesisPseudomonas peKocuria roseaMicrobacterium kitamienge
mutatott. A Balaton Uledékéb kbzel kétszer annyi (0sszesen 63) fajt/nemzetsége
mutattunk ki, mint a Kelemen-szék és a Boddi-szieklékelsl (6sszesen 35). Ez az
eredmény 6sszhangban all azon vizsgalatok erednv@hyamelyek eltér kémhatasu
€s sokoncentracioju természetes kdrnyezetek baksediverzitasat hasonlitottak dssze,
€s azt tapasztaltdk, hogy a kémhatas és a soétartateelkedésével parhuzamosan a
baktériumkozosségek sokfélesége csokken és azedsss vizes &helyek diverzitasa
kozott kismértél atfedés van (Crump et al., 2004; Fierer and Jagk&a06; Wu et al.,
2006; Pagaling et al., 2009). Mindkéblétlyrsl tobb a tudomany szamara feltebest

0j baktériumfajok képvisé|ét sikertlt tenyésztésbe vonnunk.

A baktériumtérzsek a nagymolekuldju szerves vedglilehasznositasanak
kivételével az alkalmazott biokémiai tesztekbemlabian inaktivak voltak. Példaul a
Bacillusfajok extracellularis enzimeikkel mindkétékelyen fontos szerepet tbltenek be
a nagymolekulaju szerves anyagok lebontasabamyreadggobb aranyban a fehérjéket
ertékesitették. A fajok kis hanyadanal figyeltinkgrfakultativ anaerob anyagcserét,
fermentaciot (plBacillus Aeromonaspp.) vagy nitratredukciét (dPseudomonasp.).

5. A kiskunsagi és a balatoni Uledéklakd baktérikirfaszforforgalomban
betdltétt szerepe kulonbozott. A hipertrof szikdgterekldl szarmazd tenyészetek a
szerves foszforvegyuleteket kisebb aranyban érii@itek, mint a foszfor limitalt
balatoni szervezetek. Mindkét mintavételi tertletan baktériumtorzsek tobbsége
polifoszfatot halmozott fel, tehat a polifoszfaki@ozasa az édesvizZs a szikes vizes
elohelyeken is verseny @iyt jelenthet az Uledékfelszini baktériumok szamaka
polifoszfatraktarak fiziolégiai szerepe azonbantefeében eltéé, mig a szikes
kistavakban a kulénleges kornyezeti feltételekhgzH (é€s sotartalom) valo
alkalmazkodast segitheti, a balatoni szervezetékngrma el§sorban foszforraktarként
szolgal. A polifoszfat-felhalmozas képessége a midd filogenetikai csoportokba
(Firmicutes, Actinobacteria, Alphaproteobacteria,an@naproteobacteria) tartozo



baktériumtorzsekre egyarant jelleénzvolt. Nemzetségeken belll, az egyes
baktériumfajokba tartozé szervezetek polifoszféétitalmozo képessége kilbénbozhet,
ezt peéldaul aBacillus fajok esetében tapasztaltuk, melyek (egyéb fenstip
vizsgalatokban is) jeletis killbnbségeket mutattak.



Diversity of sediment bacterial communities and
their role in the phosphorus cycle in Lake
Balaton and soda lakes of Kiskunsag

1. Introduction and main objectives

Soda lakes are saline and alkaline aquatic envieotsnwhich are of great importance
all over the world due to their unique geologicllydrological and ecological
characteristics (Grant, 1992; Sorokin et al., 2008;et al., 2004). Soda lakes belong to
the most productive natural habitats on Earth aain dense populations of aerobic
chemo-organotrophic alkaliphilic and halophilic tea@ (Duckworth et al., 1996; Jones
et al., 1998; Doronina et aR003). Comparing to soda lakes situated elsewlseieh
environments of the Carpathian basin can be claraet by relatively low salt content
and high pH values. Kelemen-szék and Boddi-széktémtin Kiskunsag National Park
(KNP) are hypetrophic, particularly shallow, astatlkaline environments (Dévai et al.,
2001; Boros és Voros, 2010; Varadi és Feheér, 2010).

Lake Balaton is the largest (surface area: 606) lsimallow (mean depth: 3.2 m)
lake in Central Europe, and is internationally gtaed for its ecological and
recreational value, as well as for the success ffufrte to halt and reverse its
eutrophication (Malmaleus & Hakanson, 2004; Jeppesst al., 2005). The unique
morphometry, flow regime, and uneven nutrient logdiof the lake led to the
development of a sharp gradient in trophic condgialong its longitudinal axis, with
nutrient concentrations decreasing from west to @#erodek, 1984). Today, as a result
of restoration efforts ongoing since the early 198Be physico-chemical and biotic
gradients are less extreme, though they still élatlisak & Reynolds, 1998; V-Balogh
et al., 2003; Tatrai et al., 2008). At the timeaafr samplings, the conditions in the
western basin were eutrophic, whereas those iedk&rn basin were mesotrophic.

Although a strong coupling between the depositibrorganic material and
bacterial production has been shown for lake sedlisnén laboratory experiments
(Sander & Kalff, 1993; Tornblom & Rydin, 1997),tlé is known about how the trophic
state of the overlying water affects the actividgnsity and composition of sediment
bacterial communities in aquatic environments (Maast al., 2003; Wobus et al.,
2003).

Microbially-mediated biogeochemical transformatioas the sediment-water
interface influence largely the nutrient availdalilin the overlying waters (Nealson,
1997; Spring et al., 2000; Tamaki et al., 2005)di®ent-derived phosphorus loading
following reduction of external nutrient loadingteri replenishes the phosphorus pool



in the water and delays lake re-oligotrophicatidhis is also well indicated by the fact
that after the drastic decrease of external nutimading from the 1980's, the annual
mean biomass of algae decreased significantly aftgr about one decade delay in
Lake Balaton (Padisak és Reynolds, 1998; Istvasaial., 2007).

Sediment bacteria play a key role in organic phogph mineralization and the
release of P from the sediment, both directly amdiréctly (Gachter & Meyer, 1993
Nealson, 1997). It has been shown that severabmeohemo-organotrophic bacteria
take up P in great amounts and accumulate it withim cell as polyphosphate
(Jgrgensen & Pauli, 1995; Kawaharasaki et al.,, 1996viour et al., 2003).
Polyphosphate accumulating organisms can use podygblate as an energy source
under anaerobic conditions, coupled with the reeaflsorthophosphate (Mino et al.,
1998; Jenkins & Tandoi, 1991). Polyphosphate acdai@si can also serve as P reserve
for bacteria readily available when inorganic rernts become limiting (McDignum et
al., 2005; Eixler et al., 2006). It is thought tliaictuations in redox conditions at the
sediment—water interface may favor polyphosphaigngt heterotrophic bacteria, and
that bacterial polyphosphate accumulation may #amitly affect the nutrient
availability in the water column (Uhlmann & Bauet988; Gachter et al., 1988;
Davelaar, 1993). However, information on the phglog abundance and ecological
role of polyphosphate accumulating bacteria in ratsediments remains scarce (Waara
et al., 1993; Hupfer et al., 2007).

On the basis of these, | focused my research amseatl microbial communities
of two soda lakes located in Kiskunsag NationalkR#&relemen-szék és Boddi-szék)
and two basins of Lake Balaton with contrastingolio regimes and | assigned the
following main objectives:

1. to assess the spatial and temporal differenceliong counts of aerobic

chemo-organotrophic bacteria;

2. to characterize the temporal variability of micatarbon source utilization
patterns using BIOLOG GN microplates in four sit@#h contrasting
trophic regimes;

3. to characterize the seasonal and temporal changée istructure of benthic
bacterial communities using cultivation independemthod (Denaturing
Gradient Gelelectrophoresis, DGGE);

4. to indentify the cultivable aerobic chemo-organphic bacteria and to
assess their metabolic features,

5. to identify the cultivable polyphosphate accumulgtiorganisms and to
assess the physiological role of bacterial polyphate storage in the



sediment with parallel characterization of the piadase activity of
bacterial strains.

2. Methods

Three parallel water samples and sediment coreg waken with overlying
water, from the shallow (<0,5m) Kelemen-szék (N46°E 19°11") and Boddi-szék (N
46°46" E 19°08") located in Kiskunsag National P@kP) and from the open water
region of Siofoki- (Siéfok basin, N 46°55' E 17°638hd Keszthely-basins (Keszthely
basin, N 46°45' E 17°15") at water depths 2-2.5wh B5-2 m, respectively. The dates
of samplings are listed in table 1.

Table 1. Sampling sites, sampling dates and thkeabmethods: BIOLOG metabolic profiling,
investigation of bacterial diversity using denatgrgradient gelelectrophoresis (DGGE), cultivation
based investigations (X signs the applied method.)

Sampling site Sampling date BIOLOG DGGE  Cultivatip
Balaton, Siofoki- 17 November 2004., X
(46°55' E 17°53") and 27 May 2005. X X X
Keszthelyibasin 30 August 2005. X X X
(N 46°45' E 17°15") 11 November 2005. X X
Kelemenszék 22 October 2004. X
A o a- 13 May 2005. X X X
(N 46°47" E 19°11")
and Boddiszék 18 July 2005. X X
(N 46°46" E 19°08") 25 August 2005. X
10. November 2005, X X

Concentrations of soluble reactive phosphorus (SBRJ total dissolved
phosphorus in the water and interstitial water totdl phosphorus (TP) in the water
were measured spectrophotometricaly. Equal amaniritee uppermost 0-3 cm layer of
three sediment cores from each sampling were paoiddmixed with a sterile spatula
to form composite samples, which were used for ohiciogical analyses. Microbial
carbon source utilization patterns were investigaising BIOLOG GN microplates.
Prior to analysis sediment suspensions were madg asdensity standard. Spatial and
temporal variability in the diversity of surfacedbarial communities were investigated
by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)mmunity DNA was extracted
from the sediment and partial small subunit rDNAswamplified for the DGGE
investigations. Serial dilutions of samples weratgd onto six types of media
containing different carbon sources for estimatioh CFU g* and isolation and
cultivation of bacterial strains. All bacterial @tns were subjected to amplified



ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA). Repretgives from each unique
ARDRA fingerprint group were chosen and subjeciedartial sequencing of small
subunit rDNA. The sequences were aligned agaimssdguences in public databases.
All isolates were subjected to detailed phenotypigestigations using traditional
biochemical and physiological tests. The presericgotyphosphate accumulates was
tested using Neisser staining, and phosphataseitacivas investigated on organic
phosphorus compound. The original data sets weyé imsthe statistical analyses. One-
way analyses of variance (ANOVA) was used to testriull hypothesis that each set of
data of P concentrations as well as colony couihé&mbic bacteria from sediments are
not different. Tukey's multiple post-hoc test wased to compare the difference
between each pair of means (seasonal variabiliiy)e results of BIOLOG
investigations were analysed by principal comporardlysis. The sum of microbial
activity and numbers of the carbon sources utilwede also compared. DGGE band
distribution patterns were analyzed using the ugiteid pair group method with
arithmetic mean (UPGMA) algorithm and similarity ndeograms were created.
Phenotypic features of bacterial strain groups werapared using principal component
analysis on the basis of percental positive reguéin for each tests.

3. Results and discussion

1. Our results showed that the abundance of cblevaerobic chemo-
organotrophic bacteria differ between sites eximgitifferent trophic conditions, with
the highest numbers in the hypertrophic soda lakesthe lowest in the mesotrophic
Siéfok-basin. Viable counts in sediment of sodeetakvere comparable with colony
counts in the water of soda lakes located elsewl8®asonal changes in colony counts
were not characteristic in soda lakes. The badtebandance did not correlate with the
temperature and the conductivity. Abundance of ialile aerobic chemo-
organotrophic bacteria significantly differed betmetwo basins exhibiting different
trophic conditions in Lake Balaton in each seasbme lowest viable counts were
observed in autumn and the highest in spring anthveer months in both basins, which
showed that decreasing temperature had strong effielsenthic bacterial abundance in
Lake Balaton.

2. In Kelemen-szék and Boddi-sz€k, carbon sourtiézation patterns of
sediment microbial communities were similar in awtuand distinct in spring and
summer months. Microbial activity was affected riegdy by declining temperature
and increasing conductivity in soda lakes. In mmsdes similar numbers of carbon
sources were utilized by sediment microbial commesiin all season, but the intensity
of utilization changed. On the basis of their metabprofile microbial communities of



Siofoki- and Keszthely-basin grouped according e sampling dates. The sum of
microbial activities did not decrease in autumng arilization of different types of
carbon sources varied remarkably seasonally. Miat@gtivity was probably affected
by quality of organic carbon and the colony cowftbenthic bacteria in Lake Balaton,
but further investigations are needed to proveelwesrelations.

3. The DGGE profiles revealed that sediment baateommunities of the
two soda lakes and the two basins of Lake Balatersimilar in autumn and could be
distinguished in spring and summer months. Thugehgerature had strong effect on
sediment bacterial diversity and site specific emvwnental factors — like contrasting
conductivity and trophy — resulted distinctive coomty structure in warm periods. In
most cases, similar band richness suggested diyndarerse community composition
in all the samples and seasonally not the compaosdf the communities rather than the
abundance of different genotypes changed.

4. A total of 279 and 216 bacterial strains weresgtigated from soda lakes
and Lake Balaton, respectively. The isolates wdfidated with six major bacterial
lineages: Firmicutes (KNP: 78 %, Lake Balaton: 58 %ctinobacteria (KNP: 13 %,
Lake Balaton: 11.5 %); Bacteroidetes (KNP: 1 %, d. &alaton: 2 %); Alpha- (KNP:
4 %, Lake Balaton: 4 %), Beta- (Lake Balaton: 0.)petd Gammaproteobacteria (KNP:
5%, Lake Balaton: 24 %). Betaproteobacteria wagmesented by a single strain
isolated from the Keszthely-basin. Strains reldteBacillus sp. were most abundant in
all but one sample. Isolates affiliated wAlrromonassp. prevailed in the sample taken
from the Siofok-basin basin in spring. Altogethé&r &hd 63 taxa were identified from
the sediment of soda lakes and Lake Balaton, réspBc Candidates of possibly new
bacterial species were also isolated. Presencerob@&, chemo-organotrophic species
adapted to saline and/or alkaline habitats (alkaliant or alkaliphilic and halotolerant
or halophilic species) was proven with cultivataependent methods of the soda lakes
(in generaBacillus, Jeotgalibacillus, Planococcus, Sporosas;i Microbacterium,
Nesterenkonia, Kocuria, Arthrobacter, Dietzia, Bdla, Paracoccus, Agrobacterium,
Pseudomonas, HalomonasdArsukibacteriumh Most of the strains isolated from Lake
Balaton were identified as closest relatives oftroghilic species (in genemacillus,
Sporosarcina, Lysinibacillus, Paenibacillus, Artbexter, Kocuria, Microbacterium,
Rhodococcus, Micrococcus, Leucobacter, PlantibacWilliamsia, Flavobacterium,
Agrobacterium, Sphingomonas, Mycoplana, Rhizobiuinsifer, Acidovorax,
Aeromonas, Pseudomonas, Rheinheimera, Shewanskad®xanthomonas, Serratia,
Lysobactey. Among the taxa represented by at least threlatesy only a few were
cultivated exclusively from one soda lake or onesitbaof lake Balaton. Several
members of potentially new species were also isdl@®seudomonasSporosarcina



Microbacterium,Kocuria, Arthrobacterand Agrobacteriumspp. were cultivated from
the soda lakes as well as Lake Balaton. Only adpecies were identified from KNP
and well as from Lake BalatoBdcillus cereusB. pumilus, B. drentesis, Pseudomonas
peli, Kocuria rosea, Microbacterium kitamiense

The isolates were fairly inactive in most of thenegentional biochemical and
physiological probes. Several strains were abldetmlbompose large organic compounds,
especially the proteinase activity was widespread;Bacillus species play important
role in the degradation of polymers. Facultativ@eanbe activity, like fermentation
(e.g. Aeromonassp.) and nitrate reduction (el§seudomonasp.) were observed only
on few isolates.

5. The presence of polyphosphate accumulates veisdteising Neisser
staining, and phosphatase activity was investigate@rganic phosphorus compound.
The majority of the strains from each samples (KNB:%, Lake Balaton: 66 %)
showed excess polyphosphate accumulation. Therenwadear association between
the Neisser staining and phosphatase activity resilts in the case of soda lakes
isolates. Polyphosphate probably helps in the @wlapif sediment bacteria to the
special environmental conditions (pH and salinitigaturing the soda lakes.
Characteristically lower rates of strains hydrolyzee organic phosphorus compound
in the case of the hypertrophic soda lakes thaharcase of Lake Balaton. Association
of Neisser staining and phosphatase activity tesults suggested that excess
polyphosphate accumulation serves as phosphonagstéor sediment bacteria in Lake
Balaton. Our results indicate that excess polyphatgstorage can provide a selective
advantage as phosphorus reserve for benthic baatetihe well-aerated sediment, thus
bacterial polyphosphate probably acts primarilyaasink for the nutrient and not
significantly contributes to the internal phosptoioad in Lake Balaton. Our study
implied that polyphosphate accumulation is wideagreamong the members of
Firmicutes, Actinobacteria, Alphaproteobacteria @&ammaproteobacteria. Phosphorus
metabolism of species related to a single genus @y remarkably, e.g. we
experienced remarkable differences in polyphosphetemulating potential dacillus
species.
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