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1 Bevezetés és célkikzés

A szikes vizterek a vilag legproduktivabb vize$hélyei kozé
tartoznak (Duckworth et al., 1996; Jones et al98l®oronina et al2003).
Ezeket a kilbnleges, alkalikus és magas sotartalmpellemezhei
élohelyeket, tulnyomoérészt alkalofii és halofil prokKda szervezetek
népesitik be (Grant, 1992; Sorokin et al., 2003; é¥lal., 2004). A Karpat-
medence szikes vizterei kiemelkedjelentsédi természeti értéket
képviselnek egyedulalldé geologiai, hidrolégiai, dmukai és zooldgiai
tulajdonsagaiknak koszonkden. A nagy nyiltvizi felUlettel és &llandé
vizboritottsaggal jellemeziietert es Velencei-té mellett kllonleges szikes
vizterek a kiskunsagiszékek, melyek igen sekély, nyar végén gyakran
teljesen kiszarado, hipertréf, enyhén sos vizt¢bevai et al., 2001; Boros
és Voros, 2010; Varadi és Fehér, 2010).

A Balaton Ko6zeép-Eurdpa legnagyobb vizfelilesekély tava, és
hazank egyedilallo természeti kincse (Istvanovitsale 2007). A t6
vizminéségi allapotdban az elmult évtizedekben jélentvaltozasok
kovetkeztek be. A megnodvekedett Killspanyag-terhelés kovetkeztében
eutrofizacioja felgyorsult, és a Keszthelyi-medead®70-es évekre hipertof
allapotuva valt (Herodek, 1984). A té életét egyaldorgalmi hasznositaséat
egyarant veszélyeztetfolyamatok megallithsa és megforditasa érdekében
1983-ban atfogé programot inditottak a Balatonbdd juapanyagok
mennyiségének cstkkentéseére (Papp, 2004; SomlyHipskti, 2005; Tatrai
et al., 2008). Ennek készonlieh méra ismét eutrof és mezotrof allapotok
jellemzik a Balatont, de az intézkedések utan csalegy tiz év elteltével
javult vizminsség, az Uledékdh a viztestbe keridl foszfat mennyisége
ugyanis meg évekig fenntartotta a kedsten trofikus allapotot (Padisak és
Reynolds, 1998; Istvadnovics et al., 2007).

A sekély vizi oOkoszisztémakban az Uledék mikrobak6zdsségei
Osszetételukl és aktivitasuktol fugéen nagymeértékben befolyasoljak az
elsvdleges termék szamara hozzaférléet thpanyagok mennyiseégét
(Nealson, 1997; Spring et al., 2000). A Balatondp@ is jol szemlélteti,
hogy a kul$ terhelés csokkentése utan az oligotrofizalasranyuid
torekvések sikerét illéen is kiemelten fontos a bélsfoszforterhelés
eredetének és nagysaganak ismerete (Jeppessen2®i0al Maassen et al.,
2005, Tatrai et al., 2008). A foszforforgalombarzénti jelenésége van a
szerves foszforvegyilletek mikrobialis lebontasanamelynek soran
ortofoszfat szabadul fel (Jansson et al., 1988kRaral., 2001). Ugyanakkor
az Uledék baktériumkozosségei a belsrhelés nagysagat annak jetent
mértéki visszatartadsan keresztil is befolydsolhatjak, rgyes szervezetek
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nagy mennyiségben képesek a tapelemet polifosafiatajaban felhalmozni
(Uhlmann és Bauer 1988; Géachter és Meyer 1993; khasesh et al.,
2002).

Vilagszerte szamos mikrobidlis vizsgalat iranyult tentikus
baktériumkozésségek egyes funkcionalis csoportiamegismerésére, de az
Uledékfelszin aerob kemoorganotréf baktériumkozjmsék osszetételdr
és szezonalis dinamikdjar6l még ma is kevés infoidwal rendelkeziink
(Spring et al., 2000; Tamaki et al., 2005). Keveasdunk tovabba arrdl is,
hogy a viztest trofikus allapota hatassal van-e alitdridlis biomassza
nagysagara €s a baktériumkozosseégek aktivitasaraszékezetére az
Uledékben (Maasen et al., 2003; Wobus et al., 2008)mészetes vizi
Okoszisztéemakban az Uledéklaké polifoszfatot felleald szervezetek
diverzitasanak vizsgélatat tudomésunk szerint eddigzesen két kutatas
célozta meg (Gloess et al., 2007, 2008), és agsaliitraktarak fiziologiai és
Okoldgiai jelentségével kapcsolatosan is hianyosak még az ismaketei
(Gachter és Meyer 1993; Waara et al., 1993; Hugtfat., 2007).

Mindezek alapjan két kiskunsagi szikes kistobaKékemen-szék és
a Boddi-szék), valamint a Balaton Sidfoki- €és Khs#ti-medencéjben az
Uledék fel$ rétegének mikrobakdzésségeire iranyuld munkanawétijztem
ki:

1. az uledék fels rétegében élaerob, kemoorganotréf baktériumok
csiraszamanak vizsgalatat;

2. az  Uledékfelszini  mikrobidlis  kdzOsségek  anyagcsere
mintazatainak tér- és dbeli oOsszehasonlitasat BIOLOG
szénforras értékesitési vizsgalatokkal;

3. a baktériumkozosségek szerkezetében bekouetiaz, idbeli
valtozasok vizsgalatat tenyésztéstfliggetlen molekuléris
modszer (denaturald gradiens gélelektroforézisglalkzasaval,

4. az uledékben taladlhatd aerob, kemoorganotrof biakbé@k faji
hovatartozasanak és metabolikus tulajdonsagairiekiéépezéseét
tenyésztésen alapulé modszerekkel;

5. a tenyészthét Uledéklakd baktériumok polifoszfatot felhalmozo
képességének, és a polifoszfatraktarak fiziologiaerepének
vizsgalatat.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Szikes vizek és mikrobakozosségeik

A vilagszerte elszortan talalhatd kontinentalis sosek becsult
viztérfogata (104 000 kipmegkozeliti az édesvizekét (125 000°kifBoros
eés Voros, 2010). A soOs vizek kozé tartozé szikezeket a natrium-,
hidrogén-karbonat- és karbonat-ionok tulsulya jelie és a karbonat soék
pH 12 is lehet (Jones et al., 1998; Boros és Vd2040). Az uralkodo a
natrium-, hidrogén-karbonat- és karbonat-ionok etelebfordulé egyeb
ionok aranya a tavak kialakulasatol, a medencétotalkkbzetek
Osszetételét, a vizutanpotlas miségébl és az éghajlati adottsagoktol
fuggoen valtozatos, és a tavak egyedi jellegét okozzahagai szikes
vizekben a kationok kozil a dominans natrium- ntebekalcium-ion van
jelen legnagyobb mennyiségben, az anionok kodzdhtogén-karbonat- és
karbonat-ionok mellett a szulfatfpl. tiszantuli szikesek, Velencei-t0)
esetenként a Kklorid-ionok koncentracioja lehet nle (pl. Szelidi-to)
(Boros, 1999; Tamasné, 1999; Schmidt, 2003; Vaadiehér, 2010).

Az atalasszohalin szikes vizek a meérsékelt vagpusd éghajlati
Ovezetben széaraz, illetve mérsékelten szaraz eghajgllett alakulnak ki
(ilyenek pl. a torokorszagi Van-td, a Kelet-afrild@apkrendszer nagy tavai,
az egyiptomi Wadi Natron, a kinai Baer-t0). A topioa sekély tomedrek
kozos jellemdje a felszini lefolyas hianya, ahol azoéwljes parolgas
nagyfoku sofelhalmozodast eredményez (Grant, 1988ps et al., 1998;
Doronina et al., 2003; Sorokin et al., 2003; Malet2004).

A Karpat-medence szikes vizterei kiemelkgelentsédi természeti
értéket képviselnek egyedulallé geoldgiai, hidrid@igbotanikai, zooldgiai
tulajdonsagaiknak kdszonlden. Megrzésiuk erdekében 1996-ban minden
hazai, természetkdzeli allapotban fennmaradt, szikézet orszagos
jelentbsédi védett teriletnek nyilvanitottak (Boros, 1999).

A magyarorszagi szikes vizek tobbsége a nagytasaszérazfoldek
kozotti atmeneti jelleg vizes ébhelyek (wetland) csoportjaba sorolhato.
Viztér tipoldgiai szempontbdl jol elkilonitided két allandd vizboritottsagu,
viszonylag nagy kiterjedésferts és sekély to tipusu szikes viziink, a &ert
és a Velencei-t6, valamint a kopolya tipusu holtenedk mihsuls Szelidi-
t0. A hazankban éforduld tobbi szikes viz a kistavak — ezeket szokda
kéznapi szOhasznélatban ,szikes tavakként” emlitgrhi a kiskunségi
Kelemen-szék és Bdoddi-szek, valamint a tiszant@gyNVadas — a szikes
mocsarak és a kisvizek kategoridkba sorolhatd (Déwval., 2001; Boros,



1999; Boros és Vords, 2010). Hazank szikes viztererilag méas szikes
vizes ébhelyeihez képest a viszonylag alacsonyabb sétamalés a
nagyfoku lagossag (pH 9-10) jellemzi. A nemzetkt@iminologia szerint
szikes vizeink zbme a sotartalom alapjan a szuinsgedzoszalin
tartoményba sorolhat6 (Boros és Voros, 2010).

A viz szine alapjan az alfoldi sekély szikes kiatanak két tipusat
kalonboztethetjuk meg. Az @&telyek szukcesszios folyamataban a
Jfehérvizii tavak” fiatalabb képmmények, tejfehér vizik a kolloid
mészsoktol dllandban zavaros. Fény csak & feds centiméteres rétegbe tud
behatolni, és ez nagymértékben korlatozza a fottetizalé szervezetek
elterjedését. A ,feketeviz tavak” lebed anyagban szegények, vizik
atlatszo, és az oldott szerves anyagoktél sotidasharna szin Ezekben a
viztestekben méar gazdag vizi €és mocsari novénglaiik meg. A két forma
egyazon mederben is megjelenhet az edyenl feltdlivdés kdvetkeztében
(Boros, 1999; V-Balogh et al., 2010).

A Duna-Tisza kozi Kelemen-szék (1. fotd) és Bodihks (2. fotd)
0,3 méter atlagos vizmélység460 illetve 134 hektar felUhet tipikus
fehérvizi szikesek, amelyek nyaron gyakran teljesen kisrétadAljzatukat
szurkésfehér karbonat-mésziszap boritja, szezdkidtigaradaskor medrikon
Kivirdgzik” a szikso.

1. foté A Kelemen-szék nyaron, szaradaskor. A kedtameder fellletén jol
lathato a szurkésfehér karbonat-mésziszap beva@@b(augusztus, sajat
felvétel)



2. foté A Boddi-szék 2005 augusztusaban, nyar wegdoddi-szék
viztérfogata is jeledsen lecsokkent (2005. augusztus, sajat felvetels |
megjelent a szlrkésfehér karbonat-mésziszap bevameaty a képen
kevéshé lathato.

A Kelemen-szék és a Boddi-szék medrétéaz Duna-volgyben a
folyd és a szél egyuttes munkgja alakitotta ki. thffiua Duna elhagyta
Szeged felé tarto folyasiranyat, a Duna-Tisza kéaduolyodvizi feltdlbdés
megs#int, és futbhomok, helyenként 16sz rakodott le. Adereéket absi
folybdgak pangé vize toltbtte meg, vizutanpotldsighenleg egyrészt
csapadek eredgtmasrészt a j6 vizatere§ztomokbuckak féll a mederbe
aramlo talajvizbBl szarmazik. A szikesedési folyamatok 8-10 ezereévv
ezebtt indultak meg, a tavak meszes-szodas jellege mohkbdl kioldott
kalcitnak kdszonhét(Boros, 1999; Megyeri, 1999; Tamasné, 1999).

A Kelemen-szék és a Boddi-szék vizében a natriurbewat
(N&COs), a natrium-hidrokarbonat (NaHG)) a kalcium-hidrokarbonat
[Ca(HCG),] disszocialt allapotban és a kalcium-karbonat (Ogldatlan
allapotban tart egyensulyt (Boros, 1999; Schmi@@3). A vizek kémhatasa
viszonylag allandé (pH 9-9,5), sotartalma azonban viaboritottsag
fliggvényében ételjesen ingadozik (a vezé®pesség 500-16500 uS¢tm
kozott valtozhat) (Somogyi et al., 2010; V-Balogh &., 2010),és az
erdteljes parolgads kovetkeztében rendszerintéltéliszig ,tdményedik”
(Varadi és Fehér, 2010). A parolgas és a csapasigkwok a szerves
anyagok koncentraciojat is jelésen befolyasoljak (V-Balogh et a010).
A terlleten évente fészKelés atvonuld tbbb ezer vizimadar miatt a
kistavakban rendkivil magas a foszformak konceidj@gqBoros, 2000;
Véaradi és Fehér, 2010).



A szikes tavak a vilag legproduktivabb vizesshéllyei kozé
tartoznak. Kilonleges (extrém) oéklyek, amelyeket tulnyomorészt
prokariéta szervezetek népesitenek be (Doronina aét 2003).
Karbonatokban rendkivil gazdag vizik gyorsan fedgstik; az intenziv
napsugarzas és a nagy napfénytartam idedlis koniiekét biztositanak a
fotoszintetizald baktériumok szamara (Grant 199dckKworth et al., 1996;
Jones et al., 1998).

Az ersen lugos viszonyok kozott szaporodasra  képes
mikroorganizmusokat keét 6f csoportra oszthatjuk. Az alkalitolerans
szervezetek képesek ndvekedni lugos kémhatasu ézeg, de maximalis
novekedést semleges kortli pH értékeknél mutatAalalkalofilek szamara
a pH 9,0 vagy e feletti értékek a legkedidzek. Az obligat alkalofilek
pH 8,5 alatti novekedésre mar nem képesek, migkaltédiv alkalofilek
neutralis viszonyok k&zott is szaporodnak (HamangstdHorikoshi, 1992).
Az alkalofil baktériumok az ésen lugos viszonyokkal szemben a sejten
beluli pH-t neutralishoz kozeli értékeken képesakani. A folyamatban
kulcsfontossagu tényéza natrium-hidrogén (N#H") antiport rendszer. A
Na'/H" antiport rendszeren keresztil a hidrogén-ionokvételével
egyidejileg natrium-ionok aramlanak ki a séjtbEzaltal a sejtmembran két
oldala k6zo6tt natriummozgatddejon Iétre, amely kilonféle szubsztratumok
natrium-ionnal valé kotranszportjat teszi lehet az intracelluléris térbe
(Krulwich et al., 2001; Padan et al.,, 2005). A Beleomeosztazis
fenntartdsdban passziv mechanizmusok is szeregsetrfak. Az alkalofil
baktériumok sejtfalaban a neutrofilekhez képesyraagnyban fordulnak &l
savas polimerek (pl. teikuronsav, galakturonsawtaghinsav, foszforsav). A
karboxil csoportok a sejtfal kifls felszinén negativ toltés felesleget
kialakitva gatat szabnak a hidroxid-ionok bejutagarés egyben segitik a
kationok felvételét. A sejtfal belsoldala ugyanakkor feltehideg fémionok
megkotése altal pozitiv tobblettel rendelkezik, ésegakadalyozza a
membran fealli protonvesztést (Hamamoto és Horikoshi 1992; kushi,
1999).

A kevesbé alkalikus vizekof fototrof szervezetei a nitrogénkot
cianobaktériumok (plSpiruling ChroococcusCyanospird, mig az efsen
ligos vagy soés vizekben a cianobaktériumok med#ettanoxikus fototrof
baktériumok (pl.Ectothiorhodospira Halorhodospirg is megjelennek. A
hatalmas mérték elgsdleges termelésre (>10g Cfmap ’) aerob és
anaerob kemoorganotrof baktériumok valtozatos k&g épul, altalaban a
10°- 10° telepképs egység (TKE) mt csiraszam értéket is elérve (Grant,
1992; Duckworth et al., 1996; Jones et al., 1998).

A szikes vizterek aerob kemoorganotrof kozossegeideGram-
pozitiv. és a Gram-negativ szervezetek egyarant qgigk Az
Actinobacteria [nagy gunanin+citozin (G+C) tartalm@ram-pozitivok]
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torzset példaul aStreptomycesDietzia €s Nesterenkonianemzetségek
képviselik (Ma et al., 2004), mig a Firmicutes slre (kis G+C tartalmu
Gram-pozitivok) tartozé szervezetek jetentésze altalabanBacillus fajok
kozé tartozik (Jones et al., 1998; Rees et al.4R08z alkalofil Bacillusok
16S rRNS gén szekvencia-analizisek alapjan a neggm belll kilonallé
genetikai csoportokba sorolhatok (6-os és 7-es rRN&oort) (Nielsen,
1994; Jones et al.,, 1998). Az aerob Gram-negatimokeganotrofok
tobbségében a gamma-proteobaktériumok Kalomonas Pseudomonas
Aeromonasés Alteromonasnemzetségek) kozul kertilnek ki (Duckworth et
al., 1996, 2000; Jones et al., 1998).

A szikes tavak vizében és az uUledékfelszinen ikayaz oxigén
limitaltsag a lebontd folyamatok intenzitasa miédty az anyagkorforgalmi
folyamatokban az anaerob baktériumkozosségek isntjsl szerepet
tolthetnek be. Az anaerob kemoorganotrof kézossélgekinans biopolimer
bontd képvisdli kozul (az an. ekdleges fermentalokként aClostridium
€s aSpirochaetanemzetsegeket azonositottak (Jones et al., 1898ltaluk
termelt hidrogént szulfatredukalé szervezetek (Pesulfonatronovibrio
hydrogenovorans valamint alkalofil metanogének (gdWlethanohalophilus
zhilina®, és homoacetogén szervezetek (Patrionella acetigenp
hasznositjak (Zhilina és Zavarzin, 1994; Kevbrialet1998).

Kevésbé ismertek a szikeseket benépdsiimolitotrof kdzosségek,
melyek kozll a Proteobacteria torzsbe tartozé éblaptotrof kén-oxidalo
baktériumokat Thioalkalimicrobium Thioalkalivibrio és Thioalkalispira
spp.) és nitrifikalo litrosomonas halophila, Nitrobacter alkaligugjokat is
kimutattak (Khmelenina et al., 1997; Sorokin et 2001, 2003).

A soigény alapjan megkulonboztetjuk a nem halofidafil és
haloalkalofil baktériumokat. Utébbiak szamara a ynhagkoncentracioju
alkalikus viszonyok a legmegfetddbek, ahol a soétartalom akar a 33
vegyes % NaCIl/N&ZLO; értéket is elérheti. A nagy oldott sGkoncentracioj
vizekben a haloalkalofil 6sbaktériumok (pl. Natronobacterium
Natronococcus Natronomonas csiraszama akar a 100° TKE mlt-es
ertékeket is elérheti. Ezek a szervezetek noOveké&tlég a szerves
tapanyagok kiléndsen nagy mennyiségét igénylikddlin1988; Zhilina és
Zavarzin, 1994; Kamekura, 1998). A halofil baktémok jelenléte
felteheten a tavak sdkoncentricidjanak ingadozasaval fisggged Amikor
az es$zések kovetkeztében a tavakban a sékoncentracienatiteg
lecsokken, lehéwvé valik a kevesbé halofil autotréf szervezetek
elszaporodasa. Azokban a®sdakokban pedig, amikor a csapadékhiany és
a nagyaranyu parolgas miatt a sokoncentracié tmeamerre érzékeny algak
elpusztulnak, és elhalt anyagaik szénforraskéngalmtnak a haloalkalofil
kemoorganotrof mikroorganizmusok szamara (Kroll 9@9 Krulwich és
Guffanti, 1989; Hamamoto és Horikoshi, 1992; Joetes., 1998).
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A Duna-Tisza kozi szikes vizekben az fotoszintdfizézervezetek
tulnyomé részét az atlagosan 1um atlagos rinéegysejti coccoid
pikocianobaktériumok (pl.Cyanobium, Synechococciisés pikoeukariota
algak (pl.Choricystig teszik ki (Voros et al., 2005; Felfoldi et al.0(GB,
2010; Somogyi et al., 2009). Az étieges termeléshez kisebb mértékben
ugyan, de hozzajarulnak az anoxikus fotoszinteiizdll. bibor nem-kén
(RhodoplanesRhodovibrio Rhodobacter és bibor kénThiorhodococcus
Ectothiorhodospirg baktériumok is, amelyek az anaerob viszonyok &Go
szulfatredukdlé szervezetek Aaltal termelt kénhidmg hasznositjdk
elektrondonorkéent (Borsodi et al., 2005, 2010; Sgyn@t al., 2010). Erre
utalhat az is, hogy a Boddi-székben 2008 nyaran atgavirdgzas
alkalmaval az anoxikus biborbaktériumok tomegprothjit lehetett
megfigyelni, ami az Uuledék felszinén bibor ¢zibevonatot képezett
(Somogyi et al., 2010).

A kiskunsédgi Kelemen-szék, BoOddi-szék és Zab-szé&kahbi
mikrobioldgiai vizsgalata soran az ulledék felsetegebl kitenyésztett
alkalitolerans vagy alkalofil illetve mérsékelteraldfil baktériumtdrzsek
tobbsége a Bacillus és kozelrokon nemzetségekHalobacillus és
Marinibacillus) korébe tartozott (Szabo et al., 2004; Borsodalet 2005,
2010). A kiskunsagi székek uledéekélkét, a tudomany szamara Uj faj, a
Bacillus aurantiacusés a Bacillus alkalisediminisleirdsara kerilt sor
(Borsodi et al., 2008, 2010). A Gram-negativ kergaaotréf szervezeteket
foként a Halomonas nemzetség, kisebb szamban Rseudomonas
Micrococcus Nesterenkoniaés Agromyces korébe tartozé tenyészetek
képviselték. A tenyésztédtfliggetlen molekuléris biologiai mdédszerekkel
végzett vizsgalatok soran a legtdbb klonszekvefrc&0 %) a Proteobacteria
torzsbe tartozott (pl. a vas-légzGeopsychrobacter Geoalkalibacter
szulfatredukal®esulforomonasmetanotréMethylocaldum tepidurés kén-
oxidalé Thiohalophilus szervezetekkel rokon klonok), mig a denatural6
gradiens geélelektroforézis (DGGE) vizsgalatok azligdlb anaerob
Spirochaetanemzetség dominanciajat mutattdk (Borsodi et 8052 2010).
Emellett a Kelemen-székben és a Boddi-székben lien jevoltak a
Bacteroidetes és Actinobacteria, mig szérvanyosaabbi 5 filogenetikai
torzs (Nitrospira, Planctomycetes, Gemmatimonadetastinobacteria,
Chloroflexi) képvisabi. A tenyésztéssel és tenyésziéstfliggetlen
vizsgalatokkal kimutatott szervezetek tobbek kdadkbrabban kbzép-azsiai
(pl. kinai Baer-td), a kelet-afrikai szikes tavaklfpl. Lake Bogoria, Lake
Magadi), valamint a kaliforniai Mono-t6bol kitenystt haloalkalofil
baktériumfajokkal mutattak a legnagyobb genetikibnsagot (Szabdé et al.,
2004; Borsodi et al., 2005, 2010).



2.2 A Balaton és mikrobakozosségei

A Balaton Kozép-Eurépa legnagyobb sekély tava, rjkitése
596 knf, atlagos vizmélysége 3,2 méter (Istvanovics et28107). Hazank
egyik legbbb termeészeti kincse nemzetkdzileg is jol ismemrmosak
egyedulallé 6koldgiai és rekreacios értékeinek &beten, hanem a tavon
veégzett, kiterjedt tudomanyos kutatdsok és a karadkédvedtlen
vizminéségi allapot javitasara iranyuld torekvések sikéltal (Herodek,
1984; Padisdk és Reynolds, 1998; Malmaleus és IHéoka 2004;
Jeppessen et al., 2005; Istvanovics et al., 2007).

A Balaton keletsl nyugat felé haladva négy viztestre oszthato:
Siofoki- (3. fotd), a Szemesi-, a Szigligeti- éKaszthelyi-medencére (4.
fotd). Legjelenbsebb taplalo vizfolyasa a Keszthelyi-medencébeothirk
Zala foly6, amely a to vizutanpotlasanak kozel tfedgallitja, az allando
vizfolydsok zdme a Szigligeti-medencébe érkezikydign kifolyasa az
1863-ban épult és a Dunaba torkollé Sio-csatonmt, @ totol egy zsilip zar
el, igy a Balaton vizszintje szabalyozhat6 (V-Balag al., 2003; Téatrai et
al., 2008).

A Balaton vizében a kalcium-, magnézium- és hidnekgrbonat-
ionok tdlstlya jellemé, vezetképessége 600-700 uS &m Kémhatasa
stabil, enyhén lugos (pH 8,3-8,6) (Voros et alQ@0 A sekély tbmederben a
szél rendszeresen felkavarja a meszes Ulledékdtaleaaviz atlatszosaga
gyakran csekély (Luettich et al., 1990). A viztegigén ellatottsdga jo,
oxigénhianyos viszonyokat atmenetileg, nyugodt iny@tészakokban
figyeltek meg az Uledékfelszinen, a hipertrof &aldp Keszthelyi-
medencében, vizviragzas alkalmaval (Istvanovic93L9Az uledék Tihany
térségében és helyenként a déli parton homokogbkégnt agyagos, iszapos
jellegi (Istvanovics, 1993). Az Ulledék asvanyi anyagokbelsisorban
kalciumban rendkivil gazdag, a szerves anyagokekuracioja mindossze
2-4 % (6sszes szerves C 12-14 mb) ¢G-T6th et al., 1994; Reskoéné et al.,
2006). Az uledékben az 6sszes foszfor mintegy 49 Ralciumhoz kdtdik
(Herodek és Istvanovics, 1986). A lietdpanyag-terhelés lgidib forrasa a
szél keltette Uledék felkeveredés, és a foszforatpsio (Luettich et al.,
1990; Istvanovics et al., 2007). Az ortofoszfat gPOkoncentracidja a
vizben alacsony, a foszfor limital a fito- és baiktglankton versengése
kovetkeztében (Herodek és Istvanovics 1986; Padisakeynolds, 1998).



3. foté A Tihanyi-félsziget, az egyik nyilt vizi mtavételi helylink a Siofoki-
medencében (Fotd: Szanyi Gé&rg
http://www.geographic.hu/index.php?act=kepgal&t)7)

4. fotd A Zala-torkolat, a masik mintavételi hel\a Balatonon Keszthely
térségében. A képen jél lathat6 a keszthelyi-meglemtorkoll6 Zala folyd
huminanyagoktol sétét vize (Fotd: Szanyi Gerg

http://www.geographic.hu/index.php?act=kepgal2GQ7)

Az 1950-es évek elefdt a vizgyijton egyre intenzivebbé valé
mezgazdasagi termelés, a fokoz6do iparosodas és usikGvetkeztében a
tavat €6 kulsd tapanyag- (efssorban foszfor-) terhelés megndvekedett
(Herodek, 1984; Padisak és Reynolds, 1998; Istvaa®t al., 2007). Ennek
kovetkeztében a  Balaton eutrofizalédasa  felgyorsulaminek
legszembéindbb megnyilvanulasa a mikroszkopikus algak témeges
elszaporodasa, és a 70-es évek gélyakori vizviragzas volt. A
legjelenbsebb  problémat a fonalas nitrogérikot (heterocisztas)
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cianobaktériumok kozul, dlsorban az invaziv Cylindrospermopsis
raciborskii tomeges elszaporodasa jelentette (Présing €it98lg; Kovacs et
al.,, 2003). A tébmeder hosszukas alakja, editlm eloszlasu viz- és
tapanyag-ellatdsa miatt a Balaton hossztengelyetémerles trofikus
gradiens alakult ki (Herodek, 1984). A Keszthelygdancében a 1970-es
évekre mar hipertéf allapotok (>75 pg Iklorofill-a; OECD mirbsités)
voltak jellemzk (Herodek, 1984). A t6 életét és idegenforgalmi
hasznositasat egyarant veszélyéztetyamatok ellensulyozasa érdekében,
1983-ban atfogd programot inditottak a vizésiégi allapot javitasara, amit
elsssorban a lokalis és diffiz kifls thpanyag-terhelés csokkentésével
terveztek megvalésitani (Papp, 2004; Somlyody éstiHa005). A Balaton
vizgyijtojen tett intézkedések (pl. szennyviztisztitok kiépe és fejlesztése
a Zala vizgyjt6jén, a Kis-Balaton rekonstrukcidja, szennyviz
csatornarendszer kiépitése a to koril) mintegy 5l #sokkentették a toba
juté tapanyagok mennyiségét. A killdapanyag-terhelés csokkenéséhez
1989. utdn a mégazdasagi termelés dsszeomlasa is hozzajarulta(Teittr
al., 2008). A vizmifiség azonban csak mintegy tiz év elteltével jaadt,
Uledéki®l a viztestbe kerdl foszfat mennyisége ugyanis még évekig
fenntartotta a kedvétden vizmirbségi allapotot (Padisak és Reynolds, 1998;
Istvanovics et al., 2007). A béldoszforterhelést a medencék kotrasaval
igyekeztek csokkenteni (Papp, 2004)

Az utolsO algaviragzast 1994-ben figyelték meg g et al.,
1996). A 90-es évek kozepétkezdve az algék, kulondsen a nitrogedkot
cianobaktériumok mennyisége drasztikusan csokksra, Balatont korabban
jellemzs, foként eukariota algakbdl (kovamoszatok, dinoflagéka pl.
Ceratium hirundinella allé algatarsulasok uGjjaszerveitek (Kovacs et al.,
2003). Napjainkban a Keszthelyi-medence eutrof riny@aximalis klorofill-

a koncentracié 30-60 pg'), a Siéfoki-medence mezotréf allapotd (10-
20 pg I'* klorofill-a) (Voros et al., 2009). A t6 hosszatengelye mentén a
korabban éles kémiai (pl. a szerves vegyuletek, zfdormak
koncentracidja) és bioldgiai gradiensek (pl. bargik mikrobidlis
Osszaktivitas, fitoplankton mennyisége, arvaszunyagvak és halak
biomasszaja) ma méar nem olyan kifejezetten, debtmeais léteznek (G-
Toth et al., 1994; Padisak és Reynolds, 1998; Vét@d., 1998; V-Balogh et
al., 2003; Reskoné et al., 2006; Tatrai et al. 3200

A Balatonon korabban végzett mikrobiologiai kutatasobbsége a
viztestre iranyult, igy az Uledékben talalhaté widakdzosségek — melyek
OsszetételUkl és aktivitasuktol fuggen nagymértékben befolyasoljak a
belsy tapanyag-terhelést — a mai napig is nagyrészt retteaek. A
bakterioplankton, tenyésztésen és fenotipusos d&hgm alapuld,
taxondmiai  vizsgalata a Micrococcus Flavobacterium Proteus
Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter (Siofoki-medence) és
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Aeromonas Si6foki- és Keszthelyi-medencehemzetségekbe tartozé
kemoorganotrof szervezetek jelenlétét igazolta ¢ksot1982; Téth, 1996;
Lango et al., 2002).

Szabo (1982) gentamicin termiebugargombakatMicromonospora
sp.) mutatott ki a Balaton lledékbLangd (1987) aBacillus nemzetségbe
tartozd sporakégiz szervezetek éfordulasat vizsgalta toparti hordalékban
(Badacsony, Tihany és Keszthely térségében) égtastthen (Tihanynal).
Eredményei alapjan Bacillus nemzetség képvis@l a nyilt vizben csak
szorvanyosan, a toparti hordalékban azonban nagylsm voltak jelen. A
baktériumtorzseket fenotipusos tulajdonsagaik atappként a Bacillus
megateriumfaj, kisebb aranyban B. pumilus B. subtilis B. licheniformis
B. cereusesB. thuringiensidajok tagjaiként azonositotta (Lango, 1987).

A Kozép-dunantali Kérnyezetvédelmi, Természetvéd@mVizugyi
Feligyebség (KD-KTVF) munkatarsai 1998 6ta folyamatosan nooozzak
a to Uledékének tap- és szervesanyag tartalmatkkdRés et al., 2006).
Kezdeményezésikre 2004 nyaran kerllt sor a Balatederiledékének 6t
pontjarél (Siéfok, Balatonakali, Szigliget és Kesy tokdzép, valamint a
Zala-torkolat) szarmazé Uledékfelszini mintak réss ©sszehasonlito
jellegi kdrnyezetbakteriologiai vizsgalatara. Az aerokagaerob 6sszcsira-
€s sporaszam a Zala-torkolatban és a Keszthelyenoed Gledékében, a
tobbi mintavételi terlilethez képest nagyobb volnikogén korforgalomban
résztvev ammonifikalé szervezetek Keszthelyi-medencébent rkirgro
csiraszama mellett, valamennyi medencében kozelnoszovolt a
tenyészthét deszulfuradld és tioszulfat-oxidald baktériumok reaa A
szigorlan anaerob szulfatredukalé baktériumok szfrma a legmélyebb
Siofoki- (4-5 m), és a sekélyebb (3-4 m), tébb befeal taplalt Szigligeti-
medencében volt a legnagyobb, ami feltélegt a mélyebb viz és a nagyobb
allochton szervesanyag-terhelés kovetkeztében kkilaoxigénhianyos
viszonyokra utal. A fekdlias szennyest indikdlo koliformok csak
szorvanyosan, a té nyugati medencéiben fordultak &eskoné és
munkatarsai (2006) a medencék baktériumkozossdgesmerkezetét és
Osszetételét ket tenyesztddtiggetlen mikrobiologiai médszer, a denaturald
gradiens gélelektroforézis és a kemotaxonomiaradk alkalmazasaval is
0sszehasonlitottak. A DGGE savmintazatok alapjaegges medencékben a
bentikus bakteridlis kozosségek Osszetétele nagyialsonlésagot mutatott.
Az eljarassalNitrospira nemzetségbe tartozd szervezeteket mutattak ki,
melyek kemolitotrof nitrifikdld anyagcseréjuk révéelteheten fontos
szerepet jatszanak a t0 nitrogén kdrforgalmaban.mdaxonomiai
modszerekkel tipikusan vizi, illetve Uledékbensfetduld, el$sorban
kemoorganotrof szervezeteket, pBacillus,az Aeromonasa Leptospiraés
a Spirochaetasnemzetségek képvigdi azonositottak (Reskoné et al., 2006).
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2.3 A bakteridlis polifoszfat-felhalmozas szerepe és okbgiai jelentésége

A foszfor (P) minden élény szamara nélkilozhetetlen tapelem. A
természetben anorganikus foszfat-ionként, kondeno@zfatként (piro-,
meta-, polifoszfatok), valamint szerves és szeewetfoszforvegylletek
alkotojakent fordul & (Felfoldy, 1981; Selig et al., 2002). A bioszféra
foszfor készletének daht része foszfortartalmu &svanyokban (apatit,
fluorapatit, aragonit) talalhato (Filippelli, 2008)A tdbbi el$dleges
tapelemdl eltérsen gaz fazisban csak atmenetileg, és az atmosafécak
szorvanyosan (pl. szerves térmelékek és szervel®ranyi szemcsék
formajaban) van jelen. Igy a tobbi éeges tapelem ciklusahoz képest a
foszforforgalom (1. abra) légkori fazisa elhanyhgod, és a tapelem
mozgasa a litoszféra és a hidroszféra kozott sadnbioldgiai rendszerek
kozbeiktatasaval valosul meg (Hurst et al., 1999 Meester, 1999).

A vizi okoszisztémakban a makrofiton és a mikrogikios algak
szamara hozzafertietoszfor hianya az elslleges produkcié csokkenéséhez,
feldUsulasa viszont eutrofizdlodashoz vezethet @Dév al., 2001; Elser et
al.,, 2007). Az elkdleges termék szamara kozvetlendl hasznosithato
foszforforma az ortofoszfat (R®), de egyes algak képesek felvenni a
foszfort szerves vegyullete#db is (Cotner és Wetzel, 1992). Vizeink
természetes eredetfoszfortartalma dként a foszfat tartalmu dketek
mallasabdl szarmazhat, emellett nagy jélsé@ge van az antropogén erédet
(pl. mitragya, szennyviz, detergensek) Kiulgszforterhelésnek is (Smith et
al., 1999; Carpenter, 2005). A kélserhelés csokkentése utan azélsges
termebk szadmara hozzafértietoszfor elérhdiségét doriten az lledékdll a
viztestbe jutd oldott reaktiv foszfor (SRP- Soluliteactive Phosphorus)
koncentracidja befolyasolja (Istvanovics et al.020Jeppessen et al., 2005;
Maasen et al., 2005).

Az Uledék foszforkoncentracidja rendszerint tébb8gé a viztestben
meérteknek (Golterman, 2004). A foszforforgalom saeghtacios fazisa
lassu, ugyanis a foszfat az uledékalkotokkal kémgaikcidba |épve az
elsvdleges termék szamara hozzaférhetetlen és oldhatatlan allapptba
hosszu idre kikeriilhet a korforgalombdl. Az tledékben gya#kra foszfor
kalciummal, vassal, magnéziummal és aluminiummiadtatt vizoldhatatlan
vegyuletei (Herodek és Istvanovics, 1986; Goltern2204). Sokaig tartotta
magat az a feltételezés, hogy a balpanyag-terhelést élsorban a kémiai
folyamatok, és ezen belll is az oxigén koncentragiéresztil befolyasolt
redoxi potencial viszonyok szabalyozzak (Einse@36l Mortimer, 1941).
Eszerint, az elissorban Einsele és Mortimer nevéhézétlo6 modell szerint
az uledekbl felszabadul6 foszfor mennyiségéként a vasfoszfatok (ferri-,
ferro-ion atmenet) anaerob redukcidja hatarozza rlemsele, 1936;
Mortimer, 1941). Késbbi kutatdsok alapjan azonban vilagossa valt, reagy

13



a mechanizmus sztdchiometrikusan nem magyaraziaatiel$ terhelés
nagysagat az elt®ruledék osszetétellel jellemezbetizterek tdbbségében
(Bostrom és Petterson, 1982; Montigny és Prairg®31 Golterman, 2001;
Hupfer és Lewandowski, 2008). A mai nézet szermtfoszfor bel§
terhelésének nagysagat a fizikai (pl. szél keltaitedék felkeveredés,
hémérséklet), a kémiai (pl. vasfoszfatok redukci@eszorpcid/reszorpcio,
pH) és a bioldgiai (pl. mikrobialis aktivitas, bimbacid) tényeidk egylttese
és azok kolcsbnhatasa hatarozza meg (Istvanov@&8; 1L uettich et al.,
1990; Gachter és Meyer, 1993; Tatrai et al., 2@&edkoop és Petterson,
2000).

kilss P terhelés

: —_
fitoplankton
\ fogyasztok

szerves (oldo#>
oldott reaktiv

partikulalt) P

(szervetlen) P

N |

mikroorganizmusok

oldhatatlan szervetlen|P |_> tovabb nem bonthatd
(Fe, Ca, Mg, Al) szerves tormelék

1. &bra A vizi 6koszisztémak foszforforgalmanakiat@z(Jones, 2000
nyoman)

A vizi foszforforgalom kozponti eleme a szerveszfosvegytuletek
bakterialis lebontasa, amelynek soran a baktériusmdrvetlen foszfatot
szabaditanak fel. A felszabadulé ortofoszfat egréé felhaszndljak sajat
életfolyamataikhoz, masik része a porusvizbe, majthn a viztestbe juthat,
vagy az uledék szerves és szervetlen alkotdin dosalddva az tledékben
raktarozédik (Jansson et al., 1988, Barik et al0013. A szerves
foszforvegylletek lebontasa soran tovabb mar neszruwsithatd szerves
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foszfor melléktermékek szintén az Uledékben rekidtke(Jones, 2000). A
baktériumok a szerves anyagok aerob lebontasa saigént fogyasztanak,
anoxikus viszonyok kozott nitratot, a vas-, a mangés a szulfat-ionokat
hasznositjak elektronakceptorként (Nealson, 199vin§ et al., 2000). Ezek
a folyamatok az oldhatatlan, szervetlen foszforidggpekben kotott
ortofoszfat felszabadulasahoz vezetnek (Bostromederson 1982; Gachter
és Meyer 1993).

Az Uledék baktériumkozosségei a ldelfoszforterhelés nagysagat
nemcsak a foszfat felszabaditasa révén, hanem tgslemérték
visszatartdsan keresztul is befolyasolhatjak. Egyesktériumok (pl.
Acinetobacter sp.) jelenés, akar a szarazanyag tartalom 20 %-anak
megfeleb mennyiségben halmozhatnak fel foszfort polifosfGatnajaban
(Jogrgensen és Pauli, 1995; Sidat et al., 1999;08ewt al., 2003). A
polifoszfat el$ésorban a polifoszfat-kinaz enzim segitségével &épz
polimer, amelyben akar tobb szaz foszfat-ion kaldchmt O0ssze nagy
energiaju foszfoanhidrid kotésekkel. A polifoszfat citoplazmaban, un.
metakromatikus granulumokban raktarozédik. A polinmagy energidju
vegyulet lévén, fontos szerepet jatszik a sejt gitabéztartasaban, emellett
jelens foszforraktarként is @kodik (Kornberg, 1995; Kulaev és
Kulakovskaya, 2000).

A baktériumok polifoszfat-akkumulaciora valé képagst régdta és
nagy hatékonysaggal alkalmazzak a szennyvizek ddszfalmanak
csokkentésére. A bioldgiai eljarason alapulé szeimtigztitds soran a
szennyvizet aerob és anaerob medencéken aramoltigéesztil. Az
anaerob reaktorban a baktériumok a polifoszfatoergaforrasként
hasznositjak és rovid szénlancu anyagcsereteshéib zsirsavak, cukrok
és alkoholok) polB-hidroxi-alkanoat tartalékot képeznek. Az aerob
medencében, ahol a szennyviz oldott szerves amytajnta mar kisebb, a
szervezetek a  pofi-hidroxi-alkanoat raktarakat tapanyag- és
energiaforrasként hasznositjak, mikézben polifdastfdalmoznak fel a
granulumaikban. A szennyviziszapban a polifoszfatéglhalmozo6
baktériumok tulsulyat tehat a szerves anyagok gsmoldoszfat ciklikus
raktdrozasa és hasznositadsa biztositja. Az aemib ¥agén az eleveniszap
kitlepitésével a szennyviz foszfor tartalma jélsah csokkenthét(Mino et
al., 1998; Kawaharasaki et al., 1999; Seviour .e2&l03).

A természetes vizi &helyeket tekintve a szennyviztisztitassal
kapcsolatos kutatasok alapjan feltételezték, hagilledék-viz hatarfeliletet
jellemz, véaltakoz6 aerob és anaerob viszonyok kedveznp&litoszfatot
akkumulalé szervezetek szamara, és a mikrobialifopefat-felhalmozas és
a polifoszfatraktarak felszabaditasa a ®el®szforternelés meértekét
jelentbsen befolyasolhatja (Gachter et al., 1988; UhimésrBauer, 1988;
Davelaar, 1993). Napjainkra ezt az elméletet szavirsgalati eredmény is
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alatamasztja. A polifoszfat az Uledék telsétegében az 6sszes foszfor
jelentbs hanyadat (akar 11 %-at) teszi ki (Hupfer et2004; Reitzel et al.,
2006), és koncentracidja a bakteridlis biomassz&al a mikrobialis
aktivitassal valtozik (Tornblom és Rydin, 1997; @keop és Petterson,
2000). Feény- és transzmisszidés elektronmikroszképassgalatokkal
igazoltak, hogy a bentikus baktériumok nagy aranyldartalmaznak
metakromatikus illetve elektrondenz granulumokathithann és Bauer,
1988; Khoshmanesh et al., 2002; Gloess et al., )20@8granulumok
alkotéelemei a foszfor mellett a kalcium, a magugriés a kalium,
hasonlban a szennyviziszapot benépesipolifoszfatot felhalmozé
baktériumok sejtalkotéihoz (Goldberg et al., 2001).

Mindazonaltal kevés informacioval rendelkezink alifpszfatot
felnalmoz6 baktériumok faji hovatartozdsardl, éspalifoszfatraktarak
funkcionalis és 0©koldgiai jeletsegedl természetes vizek Uledékében
(Gachter és Meyer 1993; Waara et al., 1993; Hugffeal., 2007; Gloess et
al., 2008). Folyami és mocséari Uledékmintak labmratni vizsgalata soran
Khoshmanesh és munkatarsai (2002) aerob viszongaktk nagymérték
bakterialis polifoszfat-felhalmozast tapasztaltAkaerob viszonyok kozatt,
a biogén eredétfoszfat-felszabaditas mértéke szoros dsszeflggétstott
az alkalmazott szerves tapanyag éségével. Az Uledékmintak foszfat
felszabaditasa elenyésyolt glikdéz adagolasa esetén, ezzel szemben acetéat
hasznalata mellett — akarcsak a szennyviziszapetele=n — jelelds
mértéki volt (Khoshmanesh et al.,, 2002; Fleischer, 1986¢hEer et al.,
1988). Waara és munkatarsai (1993) egy tavi Uletlékdzarmazo
Pseudomonadaktériumtorzs esetében is nagyméitédszfat-felhalmozést
tapasztaltak aerob viszonyok ko6zott, ugyanakkor aaofoszfat nem
szabadult fel szamottéwmértékben anaerob viszonyok kozott.

Az Uledéklakd polifoszfatot felhalmozd mikroorgamizsok
filogenetikai vizsgalatat tudomasunk szerint eddsszesen két kutatas
célozta meg. Ezek alapjan a szennyviziszapokbarkrgyyadominans
polifoszfatot felhalmoz6Rhodocyclussp. (Betaproteobacteria) mintegy
nyolc t6 lUledékében atlagosan minddssze az Oss#adribmszam 1 %-at
tette ki (Gloess et al., 2007). Az eleveniszapads tiledék dsszehasonlitd
vizsgalata soran mindkét éBlelyen jelenis aranyban voltak jelen az
Actinobacteria (51 %) és Alphaproteobacteria (20 %plifoszfatot
felhalmozo fajai (Gloess et al., 2008). A termésgatizi 6koszisztémakban
a polifoszfat nagymérték felhalmozasat idézheti &l az atmeneti
foszfathiany is, amelynek hatasara intenziv fosigigetelt, és polifoszfat-
akkumulaciét figyeltek meg, disorban cianobaktériumok esetében
(McDignum et al., 2005; Eixler et al., 2006). A #ésrraktarak a foszfatban
szegény viszonyok kozott jelést verseny ényt jelenthetnek polifoszfatot
felhalmoz6 mikroorganizmusok szamara.

16



3 Vizsgalati anyagok és modszerek

3.1 Mintavétel

A bentikus mikrobialis kézdsségek metabolikus ésgénetikai
sokféleségenek tenyésztéses és tenyesliztégpetlen modszerekkel tortén
vizsgalatdhoz, és az Uledéklaké baktériumok fofafgalmi szerepének
jellemzéseéhez viz- és Uledékmintakat vettiink atBakmn és a Kiskunsagi
Nemzeti Park terlletén |8vkét szikes viztédd (2. abra). A foszfor
koncentraciok meghatarozasahoz a vizmintakat at@ddan a Siofoki- és
Keszthelyi-medencében, Tihany és Keszthely térafgél 46°55' E 17°53';
N 46°45' E 17°15"), 2-2,5 illetve 1,5-2 m mély Wkba teljes vizoszlopot
reprezentald oszlop mintauxexel (d= 5,6 cm) vettik. A Kiskunsagi Nemzeti
Park tertletén a sekély (< 0,5 m) Kelemen-sakkl 46°47" E 19°11") és a
Boddi-székl (N 46°46° E 19°08") foszformentesitett polietil@alackba
gyujtottik a vizmintakat. Az Gledékmintakat mind a &ahban, mind pedig
a kiskunsagi Kelemen- székbés a Bdoddi-széldh, foszformentesitett
Gilson-core mintavewel vettik. A vizlsl és az uledékld is 3-3
parhuzamos mintat @jtottink, valamennyi mintavételi helyen és
idépontban. A mintavételekkan situ Water Quality Checker (U-10, Horiba
Co) miszerrel mértik a legfontosabb kdrnyezeti paramiébere
(vizhomeérseéklet, pH, vezéképesseqg).

A mintakat Hitve, 8-10°C-on szallitottuk laboratériumba, aholgmé
aznap feldolgoztuk azokat. A mintavételigpbntokat és az elvégzett
vizsgalatokat az 1. tablazat foglalja 6ssze.

A laboratériumban elslépésként a parhuzamos tledékmagoksfels
0-3 cm-es rétegetlh, egységnyi térfogatok felhasznalasaval homogéniza
almintakat készitettink @&l a mikrobiologiai vizsgalatokhoz. Az
Uledékmintakat steril spatula segitségével keveri8kze. A denaturald
gradiens gélelektroforézishez a homogenizalt mimtélsteril Eppendorf-
csovekben részmintdkat fagyasztottunk le, amelyeketbbi felhasznalasig
—20°C-on téaroltunk.
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és a kiskunsagi Kelemen-székBs Boddi-székdl

18



1. tAblazat A viz-és lledékmintak vételének hélyédeje valamint az
uledékmintakkal végzett mikrobiologiai vizsgalatokbdszerei: BIOLOG
kozbsségi szénforras értékesitési vizsgélat, a&hakikdzosségének
molekularis vizsgéalata denaturalo gradiens géledédtézissel (DGGE), a
baktériumkozéssegek tenyésztésen alapulo vizsg@atadott Gledékminta

esetében alkalmazott modszert X jel6li.)

Mintavételi hely Mintavételi ipont BIOL DGGE Ten,yeszt
oG es
Balaton, Si6foki- | 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
Kel N 2004. oktober 22. X
Kelemen- (N = 5555 " 12ius. 13, X X X
46°47 E 19°11) és
4 2005. jalius 18. X X
Boddi-szék (N
46°46" E 19°08") 2005. augusztus 25. X
2005. november 10 X X

V4

uledékmintakban

A viz és az Uledék intersticidlis vizének oldottak#v foszfor
(Soluble Reactive Phosphorus, SRP) 6sszes oldstfdio (Total Dissolved
P, TDP), valamint az 0sszes foszfor (Total P, TR)ndentracidjat
kolorimetrias méréssel, aszkorbinsavas eljarasdaroztuk meg (Mackereth
et al.,, 1978). Az eljaras alapja, hogy savas koeega foszfat-ion és a
molibdenat-ion heteropolisavat képez. A komplexeizkarbinsavval
foszformolibdénkékké redukaljuk, amelynek koncecitijt
spektrofotometriasan meérjuk. Az igy kapott abszocim érték aranyos a
minta ortofoszfat PO,>) koncentracidjaval. Mivel a molibdenat reagenssel
donen csak az ortofoszfat reagal, a tobbi Un. nemtired@szforformat
oxidativ roncsolassal (,nedves égetésseldpklortofoszfatta kell alakitani
(Mackereth et al., 1978).

Az Uledékmintakat 3000 rpm-el 10 percig centriftigldl és a
fellluszokeént kinyert intersticialis viz foszfort@mat hataroztuk meg. Az
SRP méréséhez a tavi vizmintakat és az interssicidket 0,45um-es
membranfilteren (GF/C filter, Whatman) istilk. A TDP koncentraciot
0,45um-es membranfilteren éa vizbol és intersticialis vizél hatarozzuk
meg. A meéréseket hdrom parhuzamban, savkezeltyeillioszformentes
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mososzerrel mosott, ioncserélt vizzel eldblitebdotatdériumi eszkdzokkel
veégeztuk.

A foszfatkoncentracié méréséhez az alabbi oldatoarnaltuk fel:
e Kalium-antimonil-tartarat oldat
K(SbO)GH40sx1/2 HO 1,379
desztillalt viz 500 ml

«  Ammonium-molibdenat oldat
(NH4)MO7024X4H20 20 g
desztillalt viz 500 ml

» Foszfat reagens

12%-0s kénsav (}$0O) oldat 50 ml
kalium-antimonil-tartarat oldat 20 ml
ammaonium-molibdenat oldat 10 ml
aszkorbinsav (§HgOs) 1,35¢g
desztillalt viz 20 ml

Legalabb 10 perc, legfeljebb 30 perc inkubéaciés alteltével a
mintak abszorbancigjat 882 nm-es hullamhosszonrdmtk meg. Ismert
vettlnk fel az abszorbancia adatok értékeléséhez.

Az 0sszes oldott P és 6sszes P koncentraciok nm&zse viz- és
intersticialis vizmintakat perszulfatos roncsoldsmatettiik ala, amelyhez a
kovetked oldatot allitottuk dssze:

kalium-perszulfat (KS,Os) 5¢9
desztillalt viz 100 ml

10 ml vizmintdhoz 2 ml roncsolé elegyet mértiink jdnaz elegyet
30 percre autoklavba helyeztilk. Az oldatot szébadrsékleten hagytuk
kihiilni, majd az ortofoszfat koncentraciét azozl pontban ismertetett
modon hataroztuk meg.

3.3 Kozosségi szénforras értékesitési vizsgalat
A BIOLOG mobdszer ismertetése

A bentikus mikrobialis kdzOsségek szénforras édi&si
mintazatanak vizsgalatdhoz BIOLOG GN2 (BIOLOG Indemezeket
hasznaltunk (3. &bra).
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3. abra BIOLOG GN2 lemez, amellyel a mikrobidliz&éségek szénforras
értékesitési mintazatat hasonlitottuk 6ssze

A BIOLOG gyors identifikacios teszttel 95 kulonkibzszénforras
egyideji hasznositasat vizsgalhatjuk. A 3. 4bran lathatratiter lemezek
mélyedései a dehidratalt szerves anyagokon Kiviiiteden tetrazélium-
ibolya redoxindikatort tartalmaznak. A redoxindikataz adott tdpanyag
oxidacidja soran lilasrézsasdifiormazanna redukalédik. A lemezeken Al-
es pozicibban talalhatdo kontroll &gz (mely szénforrdst nem, csak
indikatort tartalmaz) viszonyitott szinintenzitasaluaz adott szénforras
hasznositadsanak mértékére (Garland és Mills, 1@@iorio et al., 1996).

A BIOLOG lemezeket eredetileg baktériumtenyészetmnositasara
hasznaltdk, kébb a mikrobiologiai gyakorlatban a mikrobidlis k&zégek
anyagcsere mintazatanak vizsgalatara is elterjedtseerré valt (Haack et
al., 1995; Konopka et al., 1998; Smalla et al.,89%hoi és Dobbs, 1999). A
BIOLOG GN2 lemez szénforrasainak (fliggelék, 23ajhitnt tdbbségét
szénhidratok (31), szerves savak (24) és aminos&2@k mig kisebb
mennyiségét polimerek (5), aminok/amidok (6) ésébggzénvegylletek
(észterek, alkoholok, aromas vegyuletek) (9) tesiKGarland és Mills,
1991). A BIOLOG lemezek eredeti felhasznalasi w&dlbl, vagyis a
baktériumok gyors identifikacidjabdl addéddan a fedtt szénforrdsok sem
Osszetételikben, sem aranyaikban nem tikrézik amétaretes
Okoszisztémakban &ltalanosansfetdulé és a mikrobak szdméra szén
és/vagy energiaforrasként szolgalé szerves anyagdigg ezeknek a
szénforrasok alkalmazasaval nem nyerhetiink betstiaz adott mikrobidlis
k6zbsség ténylegana situ szerves anyag hasznositasaba (Garland és Mills,
1991; Victorio et al., 1996). Victorio et al. (1996gyanakkor kisérletesen
igazoltak, hogy — mivel a mikrobak6ztsségek nagyrdzan tartalmaznak a
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kérdéses szerves anyagok hasznositasara képeszeteket — a természetes
Okologiai rendszerekre jelleizszénforrasok alkalmazasaval, a kozésségek
metabolikus képességeiben fenndllé kilonbségekzeehleimutathatéak. A
mikrobakdz6sségek anyagcsere mintazataban, aktigdn bekovetkézer-

és idbeli valtozasok jobban jellemezlikt ha olyan szénforrdsok
hasznositasanak képességét is vizsgaljuk, amiredziskéget alkotd
baktériumfajoknak csak viszonylag kis hanyada képes

BIOLOG GN2 lemezek hasznalata

A Dbentikus mikrobialis kozosségek anyagcsere mattamk
vizsgalatdhoz az Uledékmintakbdl 20 ml steril fiagdas soéoldatban
szuszpenziokat készitettiink, amelynekiriségét turbidiméterrel gy
allitottuk be, hogy az a Gram-negativ nonenteri®@i©LOG standard
oldattal megegyezzen. Az igy kapott szuszpenzistaail mianyag kddakba
ontottik, és 150-15Ql-t pipettaztunk a BIOLOG GN2 lemezek minden
csovecskéjébe. A lemezeket ezt kéeet 28°C-on tartottuk. A lemezeken az
egyes szénforrasok hasznositasaval aranyos abse@rbatékeket 24, 48,
72, és 96 Ora elteltével ELISA Reader berendezésabbystems Multiscan
PLUS) OD 590 értéken olvastuk le.

3.4A baktériumkozosségek diverzitasanak tenyészté#t fliggetlen
vizsgéalata

A denatural6 gradiens gélelektroforézis modszer éstatése

Tenyészté$l fuggetlen molekularis mikrobioldégiai modszerek
segitségével a baktériumkdzossegek diverzitasa eklémil becsilhét
(Spring et al., 2000; Tamaki et al.,, 2005). A dargt gradiens
gélelektroforézis (DGGE) egy vertikalis poliakrilamgélelektroforézisre
(PAGE) alapulé molekuléris ,ujjlenyomat” modszemely alkalmas azonos
hosszusagu, de eltérmazissorrenl DNS szakaszok szétvalasztasara. A
vizsgalat el§ lépéseként a kornyezeti mintabdl kinyert kevert 5N
univerzalis primerekkel felszaporitjuk. A primerpggyik tagja az 5° végén
egy 30-50 bazispar hosszusagu guanin és citozisdidmn gazdag régiot
tartalmaz, ezaltal a DNS szakaszok egyik végérenapia-citozin (GC)
kapocs szintetizalodik. Az azonos hosszusagu, derkéCR termékeket
viszonylag magasdmérsékleten (60°C) formamid és urea denaturalOszere
lineéris gradiensét tartalmazd poliakrilamid gélbémamoltatjuk. A
gélelektorforézis soran a DNS molekulak — baziséesaliknek
megfeleben a denaturaldészerek ettéroncentracidja mellett — fokozatosan
szettekerednek, és mozgasuk a gélbénekesen lelassul. A GC kapocs
megakadalyozza a két polimer szal teljes elkild@éilégy a denaturalt DNS
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molekuldk egy-egy elektroforetikus csikként valnathatova. A megjelen
elektroforetikus csikok szama a kozOsségek genetsakfeleseget
(fajgazdagsagat) reprezentélja, a DGGE savmintiézdg¢szehasonlitasaval
pedig  kovetkeztethetink a  baktériumkézosségek — tidshenek
hasonlésagara (Muyzer et al., 1993, 1999; Koizural.e2003).

Kdzosségi bakterialis DNS izolalasa és tisztitasilezdékmintakbol

Az Uledékmintakbdl kozosségi DNS-t a Fast DNAit for Soil (Q-
BIOgene) segitségével izolaltunk a gyartd altal megadottufitnd szerint
kémiai és fizikai feltard lépéseket alkalmazva. Agy nyert DNS-t
tartalmaz6 oldatot a tovabbiakban GeneCléaBpin kit (Q-BlOgene)
segitségével tisztitottuk meg a PCR-t gatlé anyajoks a kisebb DNS-
daraboktél és RNSsL

A DNS izolalds hatékonysaganak ellérzése agar6z

gélelektroforézissel

A DNS izolalds hatékonysagat agar6éz gélelektrofesét

ellervriztik az alabbiaknak megfetan:

« 1%-0s agardz gélt 100 ml 1xTBE puffer [107,8% trisz,
5591t borsav, 7,4gT etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA),
pH 8,3] és 1g agar6z felhasznalasaval készitettiamkely
5,0ul etidium-bromidot adtunk,

5ul mintat 3ul téltépufferrel (30 térfogat % glicerin, 0,25 mM
brémfenolkék) kevertiink 6ssze, majd a zsebekbéttik,

e 1ul DNS molekulasuly markertffag EcoRl és Hindlll
restrikciés enzimekkel hasitott DNS-e; Fermentas)egyik
szél$ zsebbe mértink,

. 20 percig 100 V-on futattuk a gélt 1xTBE pufferben,

» az elektroforetikus csikokat etidium-bromidos fest@veten
UV fényben detektaltuk. Az etidium-bromid a DNS wag
arkaba kot, igy UV fényben lathatova teszi a malku

A 16S rDNS szakasz felszaporitasa polimeraz lankocga
segitségével

A 16S rDNS egy rovid variabilis szakaszat Escherichia colil6S
rDNS-ének 338-as és 519-es pozicidi kdzott) Eubaespecifikus, 338 GC
kapcsos forward
(5 CGCCCGCCGCGLCGLCGGLCGGGLGGGGCGGGGGLCACGGGGGGLL
TACGGGAGGCAGCAG 3’; Lane, 1991; Muyzer et al., 1993 519 reverz
(5" G(T/A)ATTACCGCGGC(T/G)GCTG 3'; Stackebrandt éd.iesack,
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1993) primerek segitségével szaporitottuk fel. Ainperaz lancreakciéhoz
(PCR) mintanként a kovetk&ékeveréket allitottuk 6ssze:

10xPCR puffer (Fermentas) b
MgCl,-oldat (Fermentas) dl
1 mM dNTP keverék (Fermentas) b
338 forward (GC) primer (0,g ml™) 0,5l
519 reverz primer (0,Ag ml™) 0,54l
steril dHO 26 ul
templat DNS dul

A PCR-t Biometra T Personal Thermocycler (Biometra
Biomedizinische Analytik GmbH) berendezésben végeztA kezdeti
denaturacios Iépés (98°C, 5 percig) utan a 94°@Gséoterséklet elérésekor a
1ul Tag polimerazt (LC Tag, 14l™ Fermentas) adtunk a
reakcioelegyhez, és az alabBphofil mellett 31 ciklust futtatunk le:

1. Primer anellacio 52°C 30 nip

2. Extenzid 72°C 30 mp 31x
3. Denaturacié 94°C 30 mp

4. Veégs extenzio 72°C 10 perc.

A PCR reakcié hatékonysagat etidium-bromidot taréd 1 %-o0s
agar0z gélben gélelektroforézissel eblertik. A mintakat tovabbi
felhasznalasig 4°C-on taroltuk.

A denatural6 gradiens gélelektroforézis kivitelegés
A DGGE-t Muyzer és munkatarsai (1993) munkajana&pjah,
Ingeny PhorU Gel-Electrophoresis (GRI Molecular IBgy) készulékben
8 %-0s poliakrilamid (PAA) gélben végeztik 60°C-oA. denaturalo
poliakrilamid gél készitéséhez az alabbi reagensekeldatokat hasznaltuk
fel:
40 %-os akrilamid (Bio-Rad) oldat
50xTAE puffer (2 M trisz, 1 M ecetsav, 0,5 M EDTpYl 8,0; Bio-Rad)
urea (Bio-Rad)
formamid (Bio-Rad)
tetrametil-etilén-diamin (Bio-Rad)
10 %-0s ammonium-perszulfat (Bio-Rad) oldat
steril dHO

A DGGE gélek készitéséhez &lslépésként négy kilénbéz
torzsoldatot allitottunk 6ssze, amelyek 6sszetételt tablazat tartalmazza.

24



2. tablazat A DGGE gél elkészitéséhez felhasziglyiele tdrzsoldat
O0sszetétele

Of - 04 -
6 %-0SPAA | 6 %-0spAa | 1C%-0s | 10%-0s
torzsoldatok PAA PAA
.. . 0%-0s 10C %-0s 0%-0s 10C %-0s
0sszeted e 1z s s
denaturalé | denaturdalé | denaturdld | denaturald
koncentracid koncentracio| koncentracio| koncentracid
40 %-0s
akrilamid oldat 15 mi 15 ml 25 ml 25 ml
50x TAE 2ml 2 mi 2 ml 2ml
puffer
urea _ 42 g _ 42 ¢g
formamid _— 40 ml _— 40 ml
dH,0 83 ml 100 ml-re 73 ml 100 ml-re
kiegészitve kiegészitve

Az urea és formamid denaturdldé szerek 40-70 %-cadignsét
tartalmazo gélt, INGENY PhorU (GRI Molecular Biolgg gélént
rendszerrel gradiens pumpa segitségével készitettigyartdé utasitasai
szerint. A DGGE gélt 3. tablazatban a négyfélesdidatbol a 3. tablazatban
leirtaknak megfeléen allitottuk 6ssze.

3. tablazat Az DGGE soran hasznalt gél 6ss#etera gél készitésehez az
0sszetedikbol haszndlt térfogatok

y 8 %-0s PAA gél tot gél
térzsoldatok 20% 20% 0%
6 %-0s PAA
0 %-0s denatural6 koncentracio 7,2 mi 3,6 ml 3ml
6 %-0s PAA
100 %-o0s denaturald koncentracio 4.8 m 84 ml
10 %-0s PAA
0 %-o0s denaturalé koncentracio 7.2ml 3,6 m 3ml
10 %-o0os PAA 100 %-os denaturalo
gy 4.8 ml 8,4 ml _—
koncentracié
tetrametil-etilén-diamin 20l 20 ul 6 ul
10 % os ammonium-perszulfat oldat 100l 100ul 27 ul

A polimeriz4ciét megindité ammonium-perszulfat dtta csak
kozvetlendl a gél ontésesll adtuk az oldatokhoz. A gél tetejére denaturald
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szert nem tartalmazdé tégélt rétegeztiink. A zsebekbeuBtoltépufferrel

(70 % (glicerin, 0,05 % brémfenolkék, 0,05 % xiléarml; Bio-Rad)
Osszekevert 4pl-nyi PCR termékeket adtunk Hamilton-fecskénel. A

gélelektroforézist 60°C-on, 1 %-0os TAE pufferben alAbbi fesziltség
ertékek mellett végeztik: 15 perc 60 V-on, majddatfuttatas 100 V-on.

Az elektroforézist kbvéen a geélt 45 percig etidium-bromid oldatban
(0,5ug ml™), festettilk, majd felesleges festék eltavolitasekében a gélt
15 percig desztillalt vizben aztattuk. A kialak@éavmintazatot UV-fény
alatt, digitalis képrogzitéssel dokumentaltuk.

3.5 Csiraszadmbecslés és baktériumtorzsek izolalasa

Vizsgalatainkhoz 6sszesen hatféle taptalajt hasamial Valamennyi
mintavétel esetében alkalmaztuk,

- a szerves anyagokban gazdag nutrient (DSM-1al@ptamelyet a
mikrobioldgiai gyakorlatban rutinszien és széles korben hasznalnak
(www.dsmz.de);

- az NM-1 téptalajt, amelyet a polifoszfatot felnalzé
Gemmatimonas aurantiacdgnyésztésénél fejlesztettek ki (Zhang et al.,
2003);

- a csokkentett foszfor (és szerves anyag) tartathdaptalajt,
amelyet eleveniszapbanérduld polifoszfatot felhalmoz6 baktériumok
tenyésztéséhez alkalmaztak (Heyman et al., 1989).

A fentieken kivil a kiskunsagi tledékmintaknal aafek-féle (Difco
Manual, 1977) és a glukozos alkalikus (DSM-940)tatgpt (Horikoshi,
1991), a Balaton esetében az oligotrof taptalajpin@exter, 1991)
hasznaltuk. A DSM-940 taptalajpan a nagy natriurs- karbonat-ion
koncentracié valamint a lugos kémhatas a szikeskvikémiai sajatossagait
tukroézi, a nagy szerves anyag tartalmu Czapekitghalajt a kiskunsagi
székek hipertréf jellege miatt valasztottuk. Azyolirof taptalaj a természetes
elohelyekre jellemé oligotrof allapotokat modellezi alacsony szervegas
tartalmaval. Az eredeti kdrnyezeti paraméterek diggnbe vételével a
tapagarok pH-jat a Kiskunsagrol vett mintak esedéme, mig a balatoni
mintadknal 8-ra Allitottuk be. A taptalajokat az bdliaknak megfeléen
készitettuk:

Nutrient (DSM-1) taptalaj (www.dsmz.de)

haskivonat 5,09
pepszinnel emeésztett pepton 50
agar 20,09
NacCl 1049
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desztillalt viz

sterilizalas: 121°C, 1 atm. tdlnyomas, 15 perc

NM-1 taptalaj (Zhang et al., 2003)
glukéz
polipepton
Na-glutaminat
KH.PO,
(NH4)2SOy
MgSQO, x 7 HO
vitaminoldat
agar
desztillalt viz

sterilizalas: 121°C, 0,7 atm. tdlnyomas, 40 perc

C taptalaj (Heyman et al., 1989)
Na-acetat
ammonium-szulfat
MgSOy x 7 H,O
CaCbhx 2 HO
NapCO3
haskivonat
agar
desztillalt viz

Czapek-féle taptalaj (Difco Manual, 1977)
szacharéz
pepton
éleszbkivonat
NaNG;
KoHPO,
MgSQO, x 7 HO
KCI
FesSQ x 7 H,O
agar
desztillalt viz

sterilizalas: 121°C, 1 atm. tdlnyomas, 15 perc
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1000,0ml

0,59
0,59
0,59
0,44 g
0,149
0,19
1,0ml
15,09
1000,0ml

1,09

0,5
0,59
059

0,35 g

0,59
15,09

1000,0ml
sterilizalas: 121°C, 1 atm. tilnyomas, 15 perc

30,@
5,09
209
3049
1049
0,549
054¢g
0,019
15,09
1000,0ml



Glukézos alkalikus (DSM-940) taptalaj (Horikosh@al)

glukdz 10,09
pepszinnel emeésztett pepton 50
eleszbkivonat 500
K2HPO, 1049
MgSOyx7 H,O 0,29
NaCOs 5,09
agar 20,09
desztillalt viz 1000,0ml

sterilizalas: 121°C, 0,7 atm. tdlnyomas, 40 perc

Oligotrof taptalaj (Poindexter, 1991)

pepszinnel emésztett pepton 40
éleszbkivonat 109
MgSOyx7 H,O 0,29
agar 15,09
desztillalt viz 1000,0ml

sterilizalas: 121°C, 1 atm. tdlnyomas, 15 perc

A homogenizalt Gledékmintakbdl higitasi sorozatésaitettiink, és
annak egyes tagjaibdl 0,1-0,1 ml-t szélesztettiiditdsi fokonként 3-5
taplemezre.

Egy hetes 25°C-o0s inkubéacié utan a lemezeken &déjlelepek szadma
alapjan csiraszambecslést végeztink, majd a kidondklepeket
véletlenszdien a lemezekkel azonos Osszetétielde agarra izolaltuk. A
baktériumtorzsek elnevezésében a mintavételi helkegére a kovetkéz
roviditéseket hasznaltuk:

- K1 - Kelemen-szék

- K7 - Bdddi-szék

- B1 - Siéfoki-medence

- B2 - Keszthelyi-medence.

A mintavételi idpontnak megfelélen, azészi izolatumokat 1-99-ig,
a tavasziakat 100-199, a nyariakat 200-299 k6zéineztuk.
3.6 A baktériumtorzsek genotipusos jellemzése

A baktériumtorzseket a 16S rDNS régid hasitasi &zisia (ARDRA-
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) al@pj csoportositottuk
(Massol-Deya et al.,1995). A pontos faji meghatarozas érdekében
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valamennyi egyedi hasitasi mintazattal rendeikgzzs esetén a 16S rDNS
mintegy 500 bazisparnyi szakaszan bazissorrendzélgmégeztink.

Genomialis DNS kinyerése és tisztitasa baktériumsisl

Munkank soran tébb genomialis DNS izolalo mddszert
alkalmaztunk. A DNS izolalast 24 oras baktériumsekthl kiindulva
végeztik. Az egyes modszerek eredményesséeguketntvieki nem
kilénboztek egymastdl, valasztdsunk az aktudlioribriumi gyakorlat
szerint tortént. Biszor a Prep Maff ULTRA (Applied Biosystems), a
Bacterial Genomic DNA Mini-prep Kit-et (V-GENE) éa G-spin™
Genomic DNA Extraction Kitet (Boca Scientific) has#tuk a gyartok
utmutatdsanak megfeten. Ké$bb az epidemioldgiai gyakorlatban elterjedt
natrium-hidroxidos (NaOH) eljarasra tértink at, nmed- és koltségkimé|,
és hasonléan j6 hatékonysaggalikddott, mint a korabban emlitett
modszerek.

A NaOH-os feltarast a kovetk&zeppen végeztik:

e 25ul 0,5M NaOH oldatban szuszpendaltunk egy kacsnyi
baktériumtomeget, asztali razogéppel O©sszekevertéi,
15 percig inkubaltuk szob&mérsékleten,

o 25ul TRIS-puffert és 30Q steril desztillalt vizet mértink a
mintahoz.

Végul dveggyongydés DNS izolal6 mbdszert hasznaltuak
alabbiaknak megfeléén:

e (Uveggyongyre 10Ql steril desztillalt vizet mértiink steril
Eppendorf- c8ben és egy kacsnyi baktériumtémeget adtunk
hozza,

» sejtmalomban 2 percig 30 Hz-en fizikai feltarasgezink,

» amintdkat 10000 rpm-mel 1 percig centrifugaltuk,

» PCR készulékben 99°C-on 5 percig folyattuk a sejtek
feltarasat,

e Vvégul a mintdkat 10000 rpom-mel 3 percig centrifugdl a
polimeraz lancreakciohoz a fellilisz6t hasznaltuk.

A DNS mintékat minden esetben —20°C-on taroltulDIRS izolalas
hatékonysdgat agar6éz gélelektroforézissel éfletik a DGGE
vizsgalatoknal ismertetett modon.

A 16S rDNS szakasz felszaporitasa polimeraz lankcgaval
A PCR soran univerzalis bakterialis 27  forward

(5" GAGTTTGATCCTGGCTCA 3’; Lane, 1991) és 1492 rexe
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(5 TACGGC/TTACCTTGTTACGACTT 3’; Lane, 1991) primeket
hasznaltunk. A PCR-t a DGGE vizsgalatoknal leirtskrmegfeleben
végeztik, azzal az eltéréssel, hogy 1 perces aaterdbt alkalmaztunk. A
polimerdz lancreakci6 eredményességét agar6z getdlerézissel
ellendriztik.

A PCR termék ARDRA mintazatanak elemzése

A PCR termékek restrikcios emésztésdtl és Hin6l enzimekkel
veégeztik Massol-Deya és munkatafd&95) munkaja alapjan.

- - -
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4. abra Egy ARDRA gél képe, amelyet a baktériuns&kzyenotipusos
csoportositasahoz hasznaltunk. Adedsrban lathatdé az egyes
baktériumtérzsek Alul enzimmel kapott, az als6 aarh Hin6l enzimmel
kapott hasitasi mintazata. Mindkét sorban kozépkthiaté a DNS
molekulasuly marker, amely a hasitasi mintazatesizélsasonitasat segitette.

A baktériumtérzsek ARDRA (4. abra) analizisehez eggkciora

szamolva az alabbi keveréket készitettiik el:

Y+/Tango puffer (Fermentas) 2,5ul
Alul vagyHin6l enzim (Fermentas) 012
steril dHO 15,3ul

Az ARDRA analizist a kovetkéképpen végeztik:
o 7l tisztitott 16S rDNS PCR terméket adtunk a csteekb
széetmert reakcioelegyekhez,
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* legalabb 12 éran at 37°C-os vizftibén inkubaltuk a
mintakat,

* 100 ml 2 %-0s agarOz gélt készitettiink, amely @tidium-
bromidot tartalmazoitt,

e 20ul emésztett PCR terméket és O tolté puffert
O0sszekevertlink és a gélzsebekbe toltottlink,

 2ul DNS molekulasuly markertiffag Ecarl és HinDIII
restrikciés enzimekkel hasitott DNS-e; Fermentas)egyik
k6zép$ zsebbe mertink,

» 80 V-on 70 percig futtattuk a gélt 1xTBE pufferben,

e a DNS fragmentumok altal létrehozott savmintazait
fényben detektaltuk, és digitalis képrogzitéssel
dokumentaltuk.

A PCR termék tisztitasa

Az egyedi hasitasi mintazattal rendelketbrzsek esetében a PCR
terméket a szekvendald reakci®telViogene PCR-M Clean Up System kit
(Viogene) segitségével tisztitottuk a gyartd utrraganak megfeléén. A
tisztitott PCR terméket agar6z gélelektroforézisddroriztilk, és a DNS
mintakat tovabbi felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

A ciklikus szekvenald reakcié

A tisztitott 16S rDNS PCR termékek parcialis bazissnd elemzését
a jeldlt terminatora ciklikus szekvenalas modszerérégeztik, 519 reverz
primer (Stackebrandt és Liesack, 1993) alkalmazdsawv eljaras soran Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reactiont KRerkin Elmer) és
ABI PRISM 310 automata szekvenatort (Perkin Elmtea¥znaltunk. PCR
csovekbe az alabbi keveréket ésul6(-10 pl) tisztitott PCR terméket
mértink:

Big Dye Terminator Ready Cycle Sequencing

Kit v 3.1 (Perkin Elmer) 2,0u
5x higito puffer (Perkin Elmer) 3yd
519 reverz primer (0,Ag mi?) 1,0l
steril dHO 6,5ul

A mintakat 96°C-on PCR készilékbe helyeztik, éalalabi dprofil
mentén szaporitottuk fel a DNS szakaszt:
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denaturécio 96 C 10 mp

primer anellacio 50°C 5 mp(28x

extenzid 60 C 4 perd

A termékeket az eljaras folytatasaig 4°C-on takoltu

A szekvenald reakcid termékének tisztitasa

* 0,5ml-es Eppendorf-6be az alabbi 0sszetéielelegyhez
20,0l szekvenald reakcio terméket pipettdztunk:

95% etil-alkohol 62,54l
3 M Na-acetat-oldat 3,0l
steril dHO 14,5ul

» amintakat 15 percig szob@hérsékleten tartottuk,

e 4°C-on 20 percig 14000 rpm-en centrifugaltuk, éelaliszot
Ovatosan leszivtuk,

* a pellethez 25@1 70 %-o0s etanolt adtunk, és asztali razégéppel
0sszekevertuik,

 ismételt centrifugalas utan (10 perc, 14000 rpmC)4°a
feltluszot pipettaval eltavolitottuk,

* a csapadékot vdkuumcentrifuga segitségével bestpakit(15—
20 perc),

* a mintdkat és szikség esetén ebben a formaban -€20°C
taroltuk.

A szekvenal6 reakcioé termékének futtatasa

* A beszaritott terméket 2@ formamidban vettik fel, majd
szekvenator csévekbe vittik at,

. PCR készllékben 3 percig 95°C-on denaturaltuk a QNS
amig a szekvenalé berendezésbe (ABI PRISM 310 attom
szekvenator, Perkin Elmer) helyeztik jégen tarkottu

A 16S rDNS bazissorrend adatok elemzése

A 16S rDNS bézissorrend adatokat az EzTaxon szerver
(http://www.eztaxon.org/; Chun et al.,, 2007), az RRDI (Ribosomal
Database Project II; Cole et al.,, 2007) és az NQ¥dtional Centre for
Biotechnology Information; www.ncbi.nim.nih.gov)ta@inetes adatbazisban
megtalalhat6 bazissorrend adatokat hasonlitottekedBLAST (Basic Local
Alignment and Search Tool; Altschul et al., 199Igpatmus segitségével.
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3.7 A baktériumtorzsek fenotipusos jellemzése

A baktériumtorzseket részletes kulturalis- és sajtatogiali,
biokémiai-élettani vizsgalatoknak vetettilk ala. ényészetek fenotipusos
tulajdonsagait hagyomanyos tesztsorozatok segitsbgeizsgaltuk. A
tesztek egy részét éorban taxonomomiai bélyegként alkalmaztuk (pl.
oxidazaktivitas, citrathasznositas), vizsgaltuk atdvd a tenyészetek
fakultativ anaerob anyagcseréjét (pl. fermentatiliikaghasznositas,
disszimilativ nitratredukci6), fehérje- és cukorhassitdsat (pl. eszkulin
hidrolizis), és a nagy molekulaja szerves anyagotekésitéséet (pl
kemeényib-, zselatinbontas).

Kulturalis-morfoldgiai vizsgalatok

» alakja

* szine

» konzisztencigja

» 0ldédo pigment jelenléte

Sejtmorfoldgiai vizsgalatok

* sejtek mérete
* sejtek alakja
» Gram-szerinti fe$idés (Claus, 1992)

Biokémiai-élettani vizsgalatokSmibert és Krieg, 1994)

» oxidazaktivitas

» katalazaktivitas

* Hugh-Leifson-teszt: a glukdéz oxidativ és fermentati
értékesitése

» kénhidrogén termelése cisztedihb

* indol termelése triptofanbdl

* metilvoros reakcio

» Voges-Proskauer-reakcio

* eszkulin hidrolizise

e disszimilativ nitratredukcié (nitrat redukcioja i,
ammoniaig, denitrifikacio)

* lipolitikus (észteraz-) aktivitas

* keményib hidrolizise

» kazein hidrolizise

» zselatin hidrolizise
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« foszfatazaktivitas
e uredzaktivitas
« citrat hasznositasa.

Tovabbi két teszttel a baktériumok foszforforgal@mbbetdltott
szerepéil kaptunk informaciot:

» foszfatazaktivitAis vizsgalata szerves foszforvegtgil
(Barrow és Feltham, 2003)

» polifoszfat-felhalmozas vizsgalata Neisser-festég3denkins
et al., 2004).

A torzsek foszfatazaktivitasat natrium-fenolftaléaszfat tartalma
tapagaron vizsgaltuk, ahol pozitiv reakcié sordelszabaduld fenolftalein
ligos kozegben piros elszideldst mutat. A polifoszfat felhalmozasat
Neisser-festéssel detektéltuk egy napos tenyésreteR festés @kt
valamennyi baktériumtorzset nutrient taptalajraottlink at, hogy az
alkalmazott taptalaj a teszt kimenetelét ne begmijd. A Neisser-festés
soran a baktériumsejtek sargas-barnads szinezetgnhaka mig a
polifoszfatszemcsék piros szinnel jelennek meg. ésder-festést gyakran
hasznaljak a sejten bellli polifoszfatszemcsék kat@isara, amelyeket
metakromatikus vagy volutin granulumoknak is needzr{Jgrgensen és
Pauli, 1995; Jenkins et aR004). Ez a festési eljaras hatékonyabb, mint az
egyéb fénymikroszképos festési modszerek (pl. keofitle metilénkék,
toluidinkék), mert a sejt és a volutin szemcsektkbhnagyobb kontrasztot
eredmeényez. A polifoszfatszemcsék kimutatdsara lmbkerdk a DNS
festékként jol ismert DAPI-t (4',6'-diamino-fenitial) is, amellyel a polimer
élénksarga szinben jelenik meg. A polifoszfatgramdk fluoreszcens
festékkel valo elklilonitését azonban megnehezitigyha sejt egésze
halvanysarga szinezetet kap (Serafim et al., 200B)el azonban egyik
alkalmazott festékanyag sem &dik kizarolagosan a polifoszfathoz, ezért
valamennyi  optikai mikroszképos moddszer  segitsdgévesak
valoszirisithetjik a baktériumok polifoszfatot felhalmozo pkéséget,
mindaddig, amig a tapanyag granulumok kémiai 6észét meg nem
hatarozzuk (Kulaev és Kulakovskaya, 2000; Hupfex ¢2008).

3.8 Alkalmazott statisztikai médszerek

A foszforkoncentraciok és csiraszambecslés eredragmk

értékelése
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A foszformérés és csiraszambecslés eredményeirstiébes egy
szempontl (one-way) variancia analizissal (ANOVAalsis Of
VAriance) vizsgaltuk, hogy a mintavételi helyek ktizmilyen eltérések
voltak jellemzek. A null hipotézis a kovetkéz volt: a viz- és az
intersticialis viz SRP, TDP, TP koncentracioi Meta bentikus csiraszam
ertékek kozott nincs kilonbség az egyes adatsommANOVA tesztelés
elétt az adatsorokat lagalapon transzformaltuk. A foszforkoncentraciok és
csiraszam értékek szezonalis kulonbségeit Tukeyt-hmms analizissel
hasonlitottuk 6ssze. A statisztikai elemzést SYSTAILO for Windows
(SYSTAT Inc.) programcsomaggal végeztik el.

A baktériumkozosségek szénforras értékesitési nziat@nak
dsszehasonlitasa

A bentikus mikrobialis k6zdsségek szénforras edit&si mintazatat
a BIOLOG eredményelkbkomponens analizise (PCA- Principal Component
Analysis) (Podani, 1997) alapjan hasonlitottuk éssa fékomponens
analizist SYN-TAX 2000 programcsomaggal (PodanB7)9végeztik el, a
hasonlosagi matrixot euklideszi tavolsagok szarmitdis hoztuk létre. A
fokomponens analizis @t az egyes szénforrasok értékesitésével aranyos
abszorbancia értékesb levontuk az adott lemez kontrol csévében meért
abszorbancia értéket, és azokat hasznaltuk fdeazzéshez.

A DGGE savmintazatok 6sszehasonité értékelése

A kapott savmintazatokat TL 120 v2006 (Nonlinear nBmics)
szoftverrel, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method ttwiArithmetic
mean) algoritmussal elemeztik hasonlésagi matrix dendrogram
készitésevel.

Az  egyes  torzscsoportok  fenotipusos  tulajdonsagaina
O0sszehasonlitasa

Az egyes torzscsoportok fenotipusos tulajdonsaffddbmponens
analizissel hasonlitottuk 6ssze az egyes fenot$pussgalatokban pozitiv
eredmeényt add torzsek szazalékos aranya alapjdékamponens analizist
SYN-TAX 2000 programcsomaggal végeztik el, a hasagi matrixot az
euklideszi tavolsagok alapjan késztettik (Podes9,7).
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4 Eredmeények és értékelésik

4. 1A kiskunsagi szikes kistavakbdl szarmazé Uledékmiak
vizsgalatanak eredményei

4.1.1Vizkémiai tulajdonsagok és az tledékmintak foszforrtalma

A kiskunsagi Kelemen-szék és Boddi-szék vizébeQa 2oktdber és
2005. november koz6tt, mintavételeink alkalmaval PHLO és 4120-
7890 puS cm’ fajlagos elektromos vezétépesség értékeket mértink (4.
tablazat). 2004 oktoberében, valamint 2005 majusabs juliusaban a
Bdddi-szék vizében a Kelemen-székhez képest sokkalgyobb
vezebképesség értékeket mértink. A kistavak vizmélysEgeés 50 cm
kozott valtozott.

A Kelemen-szék és a Boddi-szek lledékének intédiiorizében az
oldott reaktiv foszfor (SRP) és dsszes oldott fms£TDP) koncentracidja
nem kulonb6zott egymastol (ANOVA; SRP: df= 1, F9,(p= 0,350 és TDP:
df= 1, F= 1,7, p= 0,200). A viz SRP, TDP és 6sdmesfor (TP) tartalma
azonban a Kelemen székben szignifikdnsan nagyolib mnt a Boddi-
székben (ANOVA; SRP: F= 7,42, p= 0,012; TDP: F=584= 0,009 és TP:
F= 10,02, p= 0,004) (4. tablazat). A foszforfoman&entracioja mindkét
kistbban szignifikans eltérést mutatott az egyesitamiteli idpontok
alkalmaval (Tukey post hoc teszt, p < 0.05).

4. tablazat Az egyes mintavételek alkalméaval, kuasagi székek vizébeés
az Uledek fels retegebl mért fizikai-kémiai paraméterek (atlag + 1sd, h=3

Mintavételi hely Kelemen-szék Boddi-szék

Mintavételi idpont 2004.10.22. 2005.05.13. 2005.07.18. 2@8525. 2005.11.10. 2004.10.22. 2005.05.13. 5200.18. 2005.08.25. 2005.11.10.
Mintak kodja Ki- 6 K1-T K1-N K1-N K1- O K7-0 K7-T K7-N K7-N K7- O

Viz

Vizhsmérséklet (°C) 10,2 182 191 225 100 104 193 234 232 001
Vizmélység (cm) 30 50 15 28 50 30 35 15 17 35

pH 95 9.1 98 96 9,32 9,0 9.2 9,7 9,9 9,32
VezeBkepességus cni') 41200 4650,0 5650.0 4510,0 5210,0 5040,0 7340,0 7930,0 50,67 5100,0

Oldott reaktiv foszfor (SRP)§ ) nincs adat 962,0+£221 1302,7+1784 1609,6+46,0401+109,3 nincs adat 637,9 £56,4 997,8+137 90480 114721434
Osszes oldott foszfor (TDR) I'l) nincs adat 1241,8+2522 1411,0+265 1722,1+341862,8+110,7 nincs adat 638,2+5,7 1096,7+12,6 502811 13959 + 24,5

Osszes foszfor (TP I'J) nincs adat 16975+ 8,5 1628,6 +44,9 1894,3+44,26078+ 1494  nincs adat 818,1+10 13747+11,8 169729 1624,9+8.3
Uledék, intersticialis viz

SRP (g 1™ nincs adat 2149,9+397 22466657  2543,7+23 60,53 17,2 nincs adat 2699,7+£817 21149991 948312 19780339
TDP g 1) nincs adat 26065+ 56,9 28223+1266 3177,3+331392+399 nincs adat 2821,0+£555 2751,2+51,8 2378579 2395777
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4.1.2 A baktériumkdzosségek csiraszama az lledék félsétegében

A Kelemen-szék és a Boddi-szék medertledéekének (€18 cm-es)
rétegében az aerob és fakultativ anaerob kemodrgénbaktériumok
szamat lemezes telepszamlalas modszerével becgbiltifiblazat).

5. tablazat TKE (telepképzgység) g értékek a Kelemen-szék és a Boddi-
szék uledékének féig0-3 cm) rétegében (atlag + 1sd, n=3)

Mintavételi hely Kelemen-szék Boddi-szék

Mintavételi idspont 2004. 10. 22. 2005. 05. 13. 2005. 08. 25. 200422. 2005. 05. 13. 2005. 08. 25.
Mintak kodja K1- O K1-T K1-N K7- 0 K7-T K7-N
Gliikézos akalikus taptalaj (A) (1,6 £0,0) x*10 (7,4 +0,2) x 10 (1,9+0,1) x 18 (4,6 +0,3) x 10 (6,4+0,5)x 10 (24+04)x10
DSM-1 taptalaj (D) @17+00)xf0  (95+01)x18  (20:01)x16  (86+19x18  (61+03)x18  (29+07)x18
NM-1 taptalaj (N) (89+01)xT0  (54+0,3)x 18 (1,0£0,1) x 18 (59+0,9) x 18 (1,6+0,1)x 16 (1,5+0,1)x 18
C taptalaj (C) (40+02)x10 (78+05)x18  (41:09x10  (1,1:02)x18 (@1+01)x18  (32+05)x18
Czapek-féle taptalaj (C2) (90£03)x10  (89+03)x10  (1,7:02)x10  (152x01)x10  (52:01)x18 (27209 x10

A kiskunsagi szikes kistavak tledékéberr 88 16 nagysagrend
csiraszam értékeket hataroztunk meg. A két kistGdmrotféle taptalajon
becsiilt telepkéfz egység (TKE ) értékek atlaga szignifikdnsan nem
kulonbozott egymastdl (ANOVA,; df= 1, F= 0,09, p761). A Boddi-szek
Uledékében a bakteridlis csiraszam az egyes mistakéalkalméaval kozel
azonos volt (Tukey- féle tébbsz6éros 6sszehason|it&s0,05). A Kelemen-
szék Uuledékében majusban szignifikansan nagyoblh &olnovemberi
allapothoz képest (Tukey- féle tdbbsz6ros Osszettidgds, p < 0,001), de a
majusi és az augusztusi mintdban nem kilonbozarmesitew mértékben
(Tukey-féle tbbbszorés 0Osszehasonlitas, p=0,139).legalacsonyabb
csiraszam értékeket a glukézos alkalikus taptalagtaroztuk meg.

4.1.3Az lledék mikrobakozosségeinek szénforras — értékeédi
vizsgalata

A Kelemen-szék és Boddi-szék Uledédéb2005 majusaban,
juliusdban és novemberében vett mintdk mikrobidkézésségeinek
szénforrds hasznositasat BIOLOG GN2 lemezek feft#@dzaval
hasonlitottuk 6ssze. A BIOLOG moddszer soran stahi@t <irisédi
Uledék szuszpenzidkat haszndltunk fel, és az eggeénforrasok
hasznositasaval aranyos abszorbancia értekekdi8242, 96 6ra elteltével
olvastuk le. Az eredmények kiértékeléséhez a legptay abszorbancia
ertékkel jellemezhét96 oras adatokat hasznaltuk fel.

A mikrobakdzosségek szénforrds értékesitését aeseqgyntakbol
kapott adatsorokékomponens elemzeésével (5. abra), valamint a mittisbi
0sszaktivitds és az értékesitett szubsztratok safapgn hasonlitottuk 6ssze
(6. &bra).
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5. abra Kelemen-szék és Boddi-szek tledékmintaisakortosulasa a
mikrébakozosségek szénforras értékesitési mintatapgan (K1: Kelemen-
szek, K7: Boddi-szél): 6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

A foékomponens analizis soran az ditémintavételi helyekil
szarmazé Uledékmintak szolgéltak objektumként, @rikéle szénforrasok
pedig valtozokként. A vektorok iranya €s hosszaegyes szénforrasok
hasznositdsanak viszonylagos mértékét mutatja. Rtorak kodjanak
megfeleb szénforrasok a figgelékben szerepelnek.

A Kelemen-székl 2005 tavaszan (K1-T) és nyaran (K1-N) vett
mintak mikrobaktzosségei a legtdbb szénforrast oialgy mertékben
hasznositotték, és szénforras értékesitési mintéektsen elkulondlt a tobbi
mintaétél az els fokomponens mentén (Axis1>1). Kuilénésen a
polimereket és az aminosavakat hasznositottételgrsebben, mint a tébbi
mikrobakdz6sség. A Kelemen-sz&kt2005. 6sszel vett minta (K1) a
Boddi-szék (K7) Uledékmintaival csoportosult, és eg fékomponens
negativ tartomanyaban jelentek meg. Ezekben a kiam a
mikrobako6zosségek a felkindlt szénforrasokat kiselmhértékben
hasznositottak.
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A mikrobialis 0sszaktivitdst az egyes BIOLOG lenileze mért
abszorbancia értékek 0sszegeként hataroztuk meglaf@a 1997). A
hasznositott szénforrasok szamat dket azokat vettiik figyelembe, ahol a
kapott abszorbancia érték meghaladta az adott B®l€nezen az atlagos
szinfejbdés mértékét [AWCD =(i = 1, 95) (RC)/95; ahol C a kontroll
csvben (Al) mért adszorpcié érték; Rz i-edik c8ben (A2-H12) mért
adszorpcio érték] (Gomez és mtsai, 2004).

80
70
60 -
50 ~
I §sszaktivitas
40 (abs)
30 1 ==hasznositott
szénforrasok
20 - szama (n
W ®
10 -
0 m

K1-T K7-T KI1-N K7-N K1-O0 K7-0

6. abra A BIOLOG szénforras értékesitési vizsgadatiményei alapjan
szamitott mikrobialis 6sszaktivitasi értékek eémbalmazott szénforrasok
szamanak 0sszehasonlitasa a kiskunsagi mintakiétedik és idpontok
figgvényében (K1: Kelemen-szék, K7: Boddi-s2ék¢szi minta, T: tavaszi
minta, N: nyari minta)

A kapott abszorbancia értékek dsszegét tekintuetészia Kelemen-
szek tavaszi és nyari mintajanak mikrobialis akdisa volt a legnagyobb. A
legkisebb dsszaktivitast a Kelemen-s#8ki és a Boddi-szék nyari mintgja
mutatta. Az egyes kdzossegek a felkinalt szénfokrkézel azonos hanyadat
(29-36 %) tudtak hasznositani, kivéve a Boddi-séEldzarmazd tavaszi
mintat, amely a szénforrasok kevesebb, mint 6toxielalta.

4.1.4Az Uledékben éb baktériumkozosségek tenyésztésit fliggetlen
diverzitas vizsgalata

A Kelemen-szék és Boddi-szék Uledékében a bakt&baissegek
filogenetikai  diverzitasdét €és szezonalis dinamikdja BIOLOG
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vizsgalatokkal megegyéz id6pontokban, denaturald gradiens
gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk. Az Uked@kteriumkdzossegeit
reprezentdld DGGE  savmintazatok alapjan  TotalLab oftwar
felhasznalasaval hierarchikus (UPGMA- Unweightedr Rzroup Method
with Arithmetic mean) dendrogramot szerkesztett{ihlébra).

K7-N
K

| |
2 4l I |
K7-0 [ [ HIIT |
K10 | |
KI-N [ T |
KT | |
J.}:till {}:Ifrﬂ ‘.}:l'.-‘ll G:ISE {}:IQE E:!i}ﬂ

7. abra A Kelemen-szélkbées Boddi-szekdl vett tledékmintak
DGGE savmintazata alapjan szerkesztett UPGMA denéno (K1:
Kelemen-szék, K7: Boddi-szék, 6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari
minta)

A DGGE vizsgalatok értekeléskor az egyes elektaifious
mintazatokban (gélsavokban) a DNS csikok szaméielyezkedését és
intenzitasat vettuk figyelembe. A dendrogramon ngg@gihet), hogyossszel
a Kelemen-széki és a Boddi-székih szarmazé tledékmintak (K@; K7-
0) DGGE savmintazatuk alapjan ugyanazon csoporthifltkk. A tavaszi és
nyari mintdk a mintavételi helyek szerint nagyolasdnldésagot mutattak. A
Kelemen-székll majusban és jaliusban vett mintak (K1-T és KI1-N)
mutattak a legnagyobb egyezést (69 %), a Boddi-saekszi (K7-T) és
nyari (K7-N) mintdja 65 %-al csoportosult. Az egygsotipusokra jellentz
elektroforetikus csikok kozil csak néhany (az és&mvesebb, mint 1 %-a)
volt jelen kizar6lag egy mintazatban. Az elektrefitus csikok intenzitasa
azonban jelesen kilonb6zott az egyes gélsavokban. A kelemeki-§zai
minta molekularis ujjlenyomataban tudtuk a legkelds DNS csikot
elklléniteni (22), a tobbi mintazatban koézel azospdmu, 31-36 DNS csik
jelent meg.

4.1.5A baktériumtorzsek 16S rDNS alapu filogenetikai rolonsaga

A Kelemen-szék és Boddi-szék Uledékének tenyésztédapuld
bakterioldgiai vizsgalatdhoz 2004 novemberéberamalt 2005 majusdban
€s augusztusaban vegeztink mintavételezest. Agkitedtak fel$ 0-3 cm-
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es rétegél Osszesen 279 (K1:142, K7:137) baktériumtorzsiaerilt
fenntartanunk. A baktériumtorzseket ARDRA mintdkatualapjan
csoportositottuk, és az egyedi hasitasi mintazagtalelked tenyészeteket a
16S rDNS egy variabilis szakaszanak béazissorrenémadsével
azonositottuk.

A szikes kistavakbdl szarmazd baktériumtérzsek @ddbbsége
(78 %) a Firmicutes torzsbe, azon belll iBaxillus nemzetségbe tartozott.
A tobbi kiskunsagi baktériumtdrzs az Actinobactgfi8 %); Bacteroidetes
(1 %); Alpha- (4 %) és Gammaproteobacteria (5 ¥%szdemazasi vonal
képvisebje volt (8. abra).

100% -
90% -
80% -
70% -
60% - O Gammaproteobacteria
50% - @ Alphaproteobacteria
40% - B Bacteriodetes
30% - B Actinobacteria
20% - B Firmicutes
10% -
0% - . . . : ;

K1-0 K1-T K1-N K7-O0 K7-T K7-N

8. abra A kiskunsagi szikes kistavak Uledékmintészadrmazé
baktériumtorzsek szadzalékos megoszlasa a nagyolerietikai csoportok
kozott (K1: Kelemen-szék, K7: Boddi-szél, 6szi minta, T: tavaszi minta,

N: nyari minta)

A Kelemen-székl és Boddi-szék#l szarmazo tenyészetek kérében
35 fajt/nemzetséget azonositottunk. A baktériunsgkkel legkdzelebbi
rokon taxonok felsorolasat és az egyes taxonokpvigehb tenyészetek
izolalaséra vonatkoz6 adatokat a 6. tablazat ragata.

Az ARDRA csoportok 6todét nem tudtuk faji szintemomositani,
mert a kapott bazissorrend adatok a mikrobiologigiakorlatban a
fajmeghatarozas soran alkalmazott 97 %-os hasagildseszobnél kisebb
hasonlésagot mutattak az internetes adatbéazisdkti@Bl, RDPII, EzTaxon
szerver) szerepl bazissorrend adatokkal (6. tablazat). Legalab8o96s
bazissorrend egyezés alapjan, a tudomany szanitiafaeften UjBacillus és

41



Belliella fajok képvisebit sikerilt tenyésztésbe vonnunk. Egy kelemen-széki
tbrzset nemzetség szinten sem tudtunk meghatarenia tenyészet
Micrococcaceae csaladba tartozott (94 %-os hasagbds mutatott a
Nesterenkonia albdajjal). A Kelemen-szék és a Boddi-szék tledékéb
kozel ugyanannyi faj (30-28) képviggt sikerilt tenyésztésbe vonnunk (6.
tablazat).

6. tAblazat A kiskunsagi kistavakbdl szarmazo brakigorzsek 16S rDNS
alapu filogenetikai rokonsaga, az egyes taxono&pviseb torzsek szama,
az izolalas soran alkalmazott taptalaj, és a baktgodrzsek eredete a
mintavételi hely és i@lszerint (K1: Kelem-szék, B2: Boddi-szék, A:
glukézos alkalikus taptalaj, D: DSM-1 t4ptalaj, NM-1 taptalaj, C:
Heyman-féle C taptalaj, Cz: Czapek-féle taptald®BE: European
Molecular Biology Laboratory Nucleotide Sequencddbase)

baktzt:‘iﬁﬁf;;?:; dia A baktériumtérzsek eredete
és bazissorrend Parciélis 16S rDNS

adatainak EMBL Legkozelebbi rokon faj és areferencia bazissorend  Torzsek Mintavételi

hivatkozasi szama  bézissorend adatok EMBL hivatkozési szama hasonloséag szama Taptalaj hely Osz Tawasz Nyar
Firmicutes
K7-246 FN357191 Bacillus horikoshii(X76443) 97,7% (462/473) 78 A,D,N,C,Cz K1,K7 + + +
K1-110 FR746048 Bacillus pseudofirmugx76439) 96,7% (466/482) 32 A,D,N,C,Cz K1,K7 + + +
K7-251 FN357194 Bacillus pseudofirmugx76439) 99,8% (459/460) 1 C K7 - - +
K1-215 FN357179 Bacillus cereugAE016877) 100,0% (440/440) 24 A,D,C Cz K1, K7 + + +
K7-230 FN357189 Bacillus pumilus(AY167879) 99,3% (427/430) 15 A,D, N, Cz K1, K7 + + +
K7-229 FN357188 Bacillus soli (AJ542513) 97,1% (440/453) 14 A,D,N,C,Cz K1,K7 + + +
K7-123 FR746059 Bacillus akibai (AB043858) 97,7% (422/432) 1 A,D,N,Cz K1, K7 + + +
K1-218 FN357180 Bacillus akibai (AB043858) 96,8% (457/472) 3 , N K1, K7 +
K1-208 FR746053 Bacillus alkalisediminigAJ606037) 99,8% (466/467) 4 A,D,N K1 + - +
K1-43 FR746047 Bacillus oceanisedimini§GQ292772) 99,8% (420/421) 7 D,C,Cz K1, K7 + + -
K1-41 FR746046 Bacillus horikoshii (X76443) 96,5% (474/491) 7 A,D,N,Cz K1, K7 + - +
K7-249 FN357193 Bacillus shackletoniiAJ250318) 96,0% (427/445) 5 A,D,N,C K1, K7 +
K7-126 FR746057 Bacillus aurantiacugAJ605773) 99,8% (463/464) 3 A, Cz K1, K7 - + -
K7-204 FN357185 Bacillus simpleXAB363738) 99,6% (455/457) 1 A K7 - - +
K7-235 FR746060 Bacillus drentensis(AJ542506) 97,1% (402/414) 1 N K7 - - +
K1-117 FE746049 Jeotgalibacillus campisali$AY190535) 96,7% (464/480) 6 D,N K1, K7 - + -
K7-214 FN357186 Planococcus maritimus( AM902210) 97,7% (465/476) 5 D,CCz K1, K7 - - +
K1-141 FR746051 Sporosarcina antarcticdEF154512) 99,1% (346/349) 2 C,Cz K1, K7 - + -
Actinobacteria
K1-245 FN357182 Microbacterium kitamienséAB013919) 99,8% (412/413) 10 N, C K1, K7 - + +
K1-223 FN357181 Nesterenkonia lute$AY588278) 99,5% (435/437) 6 D,N,C K1, K7 - + +
K7-124  FR746056 Nesterenkonia jeotgalfAY928901) 99,3% (439/442) 6 D, N, Cz K1, K7 - + +
K1-251  FM179648 Nesterenkonia albdEU566871) 94,2% (426/452) 1 N K1 - +
K1-213 FN357178 Kocuria rosea(X87756) 99,3% (410/413) 6 D,N, Cz K1, K7 - + +
K7-248 FN357192 Kocuria polaris (AJ278868 ) 99,1% (451/455) 1 C K7 - - +
K7-111 FR746055 Arthrobacter luteolugAJ243422) 99,6% (444/446) 3 D, Cz K7 - +
K7-140 FR746058 Dietzia natronolimnaegx92157) 99,5% (404/406) 2 C K1, K7 - + -
Bacteriodetes
K1-260 FR746054 Belliella pelovolcani(EU685336) 99,1% (466/470) 1 C K1 - - +
K1-255  FM179649 Belliella baltica (AJ564643) 96,0% (428/446) 1 N K1 - - +
Alphaproteobacteria
K1-202 FR746052 Paracoccus carotinifacienfAB006899) 97,9% (375/383) 8 AN, Cz K1, K7 - -
K1-249 FN357183 Paracoccus aminovoran@32240) 98,2% (391/398) 1 N K1 - - +
K1-206 FN357177 Agrobacterium albertimagn{DQ363142) 99,8% (403/404) 2 A K1 - - +
Gammaproteobacteria
K7-236 FN357190 Pseudomonas pe(AM114534) 99,1% (443/447) 7 D,N,C,Cz K1, K7 - +
K7-221 FN357187 Pseudomonas alcalophilfAB030583) 99,6% (466/468) 2 D,N K1, K7 - - +
K1-122 FR746045 Halomonas desiderat§X92417) 99,1% (423/427) 2 CCz K1 - + -
K1-118 FR746050 Arsukibacteriumikkens (DQ112664 97,9% (415/424) 2 A, Cz K1, K7 - + -
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A legdiverzebb kozosségeket mindkét szikes viztamtém a nyari
mintak tenyésztéses vizsgalata soran tartuk felféXkertult eb mindkét
kistobol). A legtobb taxont (18-21-et) a nutriert BM-1 taptalajokrodl, a
legkevesebbet (13-t) a glukézos alkalikus taptalajikitenyésztett
baktériumtdrzsek korében azonositottuk. A Heymdam-€& taptalajrél és a
Czapek-féle taptalajrol 16-18 faj képvigét tenyésztettik ki. A legalabb
harom torzzsel képviselt fajokat tobbféle taptalajs izolaltuk, és domst
tobbséguket mindkét széktkimutattuk (6. tablazat). Kizarélag a Kelemen-
széklbl azonositottuk @Bacillus alkalisediminidajjal és egyedil a Boddi-
szekldl az Arthrobacter luteolusfajjal rokon szervezeteket. Szamos fajt
egyetlen tenyészet képviselt.

A kiskunsagi szikes kistavak tenyésztéses vizsgalabran a
legkevésbé diverz kozosségeket (cBcillus sp.) az 6szi mintakbdl
mutattuk ki (9. abra)

100% 1 l —
= Pseudomon:
90% -
1 B Halomonas
80% - B Arsukibacterium

B Agrobacterium

0 -
70% —_— W Paracoccus

60% - OBelliella
ODietzia
50% A B Micrococcaceae

B Nesterenkoni

40% A

OKocuria
30% A = Microbacterium
O Arthrobacter
20% B Planococcus
10% - O Sporosarcin.
OJeotgalibacillus

0% T T T T T ' BBacillus
K1-60 K1-T K1-N K7-O K7-T K7-N

9. abra Az egyes kiskunsagi tledékmintakbdl izolalt
baktériumtorzsek szadzalékos megoszlasa az azomositozetségek kozott
(K1: Kelemen-szék, K7: Boddi-szé®; 6szi minta, T: tavaszi minta, N:

nyari minta)

Szintén Bacillus fajokkal rokon szervezetek voltak toébbségben a
Kelemen-szék tavaszi és a Boddi-szék nyari torpsmgdban is. A
kelemen-széki Uledékmintakbol tavasszal és a Bszékidl nyaron izolalt
torzsek kevesebb, mint fele tartozotBacillus nemzetséghez. Legnagyobb
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szadmban @acillus horikoshii (78 torzs) B. pseudofirmug32 torzs) eB.
cereus(24 torzs) fajokkal rokon szervezeteket azondsikotA Firmicutes
(kis G+C tartalmu Gram-pozitivok) térzsben tovalebdeotgalibacillus a
Planococcuses aSporosarcinaspp. képvisédli voltak jelen a tenyészeteink
kozo6tt. Az Actinobacteria (nagy G+C tartalmi Graoeipivok) leszarmazasi
vonalat aMicrobacterium Nesterenkoniakocuria, ArthrobacterésDietzia
nemzetségek képviselték. A Kelemen-szék nyari Ueddajabol
tenyésztettik ki Bacteriodetes torzBelliella nemzetségével rokon
szervezeteket. Ugyancsak nyéaron izolaltuk az Alpbtapbacteria osztaly
képvisebit, amelyeket aParacoccusés az Agrobacterium nemzetségek
tagjaiként azonositottunk. A Gammaproteobacteriatdbgoan 8ként a
Pseudomonagajok, tavasszal, két-két torzzsel pedigHalomonasés az
Arsukibacteriutmemezetségek jelenlétét mutattuk ki.

4.1.6Az Uledékbsl szarmazé  baktériumtorzsek  fenotipusos
tulajdonsagai

Valamennyi  torzset sejtmorfolégiai és  biokémiaitiiei
vizsgalatoknak  vetettik ala. Az egyes mintdk temyet
baktériumkozdsségeinek  fenotipusos  tulajdonségait. (tablazat)
fokomponens analizis segitségével hasonlitottuk qéfzeébra).

7. tdblazat A kiskunsagi szikes kistavak Uledéké&mlalt
baktériumtdrzsek fenotipusos tesztekben mutataitipeeredmeényeinek
szazalékos megoszlasa az egyes torzscsoportokbhaKékemen-szék, K7:

Boddi-szék: 6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)
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Axis 2

60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60
Axis 1

10. &bra A kiskunsagi mintakbdl izolalt térzscsaphrelkilonilése a
hagyomanyos biokémiai élettani tesztekben adottipcaredmeényeik
szazalékos arénya alapjan (K1: Kelemen-szék, KdoBszék,0: 6szi

minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta, az egyekterok melletti szamok a
7. tablazatban felsorolt fenotipusos tulajdonsadek#tnek meg.)

A fenotipusos teszteredmények alapjan készult acitiis diagramon
az 6szi térzscsoportok (KD, K7-0) az el$ fskomponens (Axis 1) mentén
egyértelnien elkiloniltek a tobbi torzscsoporttdl (10. abrA).masodik
fokomponens (Axis 2) mentén a Kelemen-szék tavastiTKés a Boddi-
szek nyari (K7-N) torzscsoportja kulonult el a tobfintatél. A Kelemen-
szék nyéri (K1-N) és a Boddi-szék tavaszi (K7-Tyzs@soportja a
fenotipusos teszteredmények alapjan nagyon hasgaoldnutatkozott.
Osszességében a K1-T minta térzscsoportja adaglevesebb tesztben
pozitiv eredményt. Adszi torzscsoportok Gram-pozitiv tenyészetei a tobbi
torzscsoporthoz képest aktivabbak voltak az eszladimetilvords tesztben,
szamos tenyészet redukalta a nitratot nitritig vagynoniaig. A Boddi-szék
nyari mintajabol szarmazd tdrzseket a viszonylaggyobb aranyu
kataldzaktivitas és a glukoéz fermentativ hasznsaitjellemezte. A
kiskunségioszi tenyészetek Gram-festéssel készilt preparatuené&brzsek
jelentbs hanyadanal (46 %) tapasztaltuk centralis defarmaporak
jelenlétét, mig a tobbi mintavételi ddontban csak néhany (6sszesen 6)

45



tenyészetnél figyeltik meg sporak jelenlétét. A kWissagi mintak
fokomponens analizise soran a triptofanbdl td@ri@aol termelés vizsgalatat
nem vettik figyelembe, mert ebben a tesztben etgyids sem adott pozitiv
eredményt. Csak néhany toérzs termelt a kénhidrogésateinltél, végzett
gaztermeléssel kisért fermentaciot és denitrifildaci

A kiskunséagi szikes tavak Uledékélkitenyésztett baktériumfajok
fenotipusos tulajdonsagait az 8. tablazat tartatmaz;\z aldbbiakban a
legaldbb 6t torzzsel képviselt fajok fenotipusofajtlonsagait foglaljuk
dssze.

8. tablazat Az egyes fajokat képviselaktériumtorzsek fenotipusos
tulajdonsagai. Az egyes tesztekben a pozitiv tirgzézalékos aranyat
tuntettik fel (+: 6sszes pozitiv, -: 6sszes negdtilz kokkusz, 1,2: palca,
2,2: fonalas sejtmorfoldgia)

= i)
=S % = s
3 % g % & 2 P
£ £ & ¢ ¢ g g
e 38 3§ % g £ 3 £
§: 3 3z g 2 g 3
2 g £ © g F 2 g o
g gz, 8888352 e 8 288 g
£8 5 8eg: 885 2453 572,82 E § 5y 5§ 2 E 5
Legkozelebbi rokon fajés a  Parcialis 165 IDNS 53 £ 58 ¢g gL T 55 G £33 2oz £ £ % O£
referencia bazissorend adatok EMBL  bazissorend  Tomsek 5 4 % E § S 2 Zz 3 3 B £ 2 5 £ 8 2 § = 8 3 £ § £ § g
hivatkozési széma hasnosdg _ szma 3 ¢ 8 5 & 5 & 2 & £ § £ ¢ 2 8 & F £ 8 2 & s 8 % 5§
Fimicutes
Bacillus horikoshii (X76443) 97.7% (462/473) 78 12 40 23 + 55 9 3 1 35 37 1 56 23 6
Bacillus pseudofirmugX76439 ) 96.7% (466/482) 32 12 37 34 + 51 23 26 349 80
Bacillus pseudofirmugX76439 ) 99.8% (459/460) 1 12+ - + + - - - - - - - - - - - - - + - + +
Bacillus cereus(AE016877) 100,0% (440/440) 24 12 75 + + 9% 75 - - 79 75 - - - - 887 83 + - 79 42 71 9% 96 - 21
Bacillus pumilus(AY167879) 99.3% (427/430) 15 12 87 33 + + 67 40 40 87 80 7 - - -3 793 93 - - 20 471 7 + 80 - 60
Bacillus soli (AJ542513) 97.1% (440/453) 14 12 43 29 + 64 - - 50 - - 7 - - - - 506 3 - - 64 - 21 93 - 7
Bacillus akibai (AB043858) 97.7% (422/432) 11 12 4 27 + 73 9 - - - - - - - - - - 914 6 - 9 - 18 - -
Bacillus akibai (AB043858) 96.8% (457/472) 3 12 67 33 + 67 67 - - 67 67 - - - - - - +- - - 3 - 33 67 - 33
Bacillus alkalisediminis(AJ606037) 99.8% (466/467) 4 12 75 50 + 25 25 - - - - - - - - - - 50 -- 25 - - - 50 -
Bacillus oceanisedimini§GQ292772)  99.8% (420/421) 7 12 + 8 + 8 + - - 29 - - - - - - - 29 14 86 71 - 57  +
Bacillus horikoshii (X76443) 96.5% (474/491) 7 12 14 + 71 14 - - 14 14 - - - - - - 29 14 - - - 29 86
Bacillus shackletoni{AJ250318) 96,0% (427/445) 5 12+ + 40 80 - - 20 - - - - - - - + + -- 60 - - 60
Bacillus aurantiacugAJ605773) 99,8% (463/464) 3 12 33 33 + + - - - 33 - - +
Bacillus simpleXAB363738) 99.6% (455/457) 1 12 - + + + + - - + + +
Bacillus drentensis(AJ542506) 97.1% (402/414) 1 12+ 4+ o+ B +
Jeotgalibacillus campisali§AY190535 96.7% (464/480) 6 12 8 67 + 50 83 +
Planococcus maritimus( AM902210)  97.7% (465/476) 5 11 - + + + 20 20 20- 20 80 80
Sporosarcina antarcticdEF154512)  99.1% (346/349) 2 12+ -+ -
Actinobacteria
Microbacterium kitamiens¢AB01391¢ 99.8% (412/413) 10 12 + - + 60 20 60 60 90 - - 50 - 70 - -
Nesterenkonia lutegAY588278) 99.5% (435/437) 6 11 67 33 + 83 17 - - - - - =17 - 17 50 33 17
Nesterenkonia jeotgaljAY928901) 99.3% (439/442) 6 11+ 33 + + 33 17 17 17 17- - - - - - 67 - -
Nesterenkonia alb4EU566871) 94.2% (426/452) 1 12+ - + + - - - + + - - - - - - + - - - - + - -
Kocuria rosea(X87756) 99.3% (410/413) 6 11 50 50 + + 17 - - + + 17 - - - - - - 17 - -50 17 - 67 17 17
Kocuria polaris (AJ278868 ) 99.1% (451/455) 1 11 - - + + - - - - - - - + + - - - +
Arthrobacter luteolus(AJ243422) 99.6% (444/446) 3 12 67 33 + + 33 33 - 33 67
Dietzia natronolimnaegX92157) 99,5% (404/406) 2 12+ 50 + + + - 50 +
Bacteriodetes
Belliella pelovolcani(EU685336) 99.1% (466/470) 1 22 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - + + -+
Bellia baltica (AJ564643) 96,0% (428/446) 1 12 - + - - - - - - + - - - - - - + - - - - - -+
Alphaproteobacteria
Paracoccus carotinifacienAB00689¢ 97.9% (375/383) 8 12 75 - - 13 25 - - - - - - - - - - 13 - - - 13 - - 13 13 13
Paracoccus aminovoran32240)  98.2% (391/398) 1 T T e
Agrobacterium albertimagn{DQ3631: 99.8% (403/404) 2 12 50 + - - + - - - + - + - - - - - - - - 50 - - - + 50
Gammaproteobacteria
Pseudomonas pe(AM114534) 99.1% (443/447) 7 12 71 29 - 57 29 - - - - - no - - - - - 71- 29 - 29 43 14 - 71
Pseudomonas alcalophildAB030583) 99.6% (466/468) 2 12 - + - + + - - + - - - - - - - - + - - 50 - 50 50 - +
Halomonas desiderat§X92417) 99.1% (423/427) 2 12 + 50 - + 50 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +
ikkensgDQ112664) 97.9% (415/424) 2 12 + + - - 50 - - - - - - - - - - - - - 50 50 50 + +

A kis G+C tartalmu Gram-pozitiv palca alaBacillus szervezetek a
nagy molekuldju szerves vegylletek koézil leginkalab zselatint
hasznositottdk, lipdz-, amildz- és kazeéz- aksvitkevesebb tenyészet
mutatott. Szamos faj hasznositotta az eszkulinta églikozt. A Hugh-
Leifson, Voges-Proskauer és metilvoros tesztbemndatativ aktivitast
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figyeltink meg aB. cereusés B. pumilus fajoknél. A nitratot nitritté
redukaltak példaul 8. cereus, B. pumilus, B. shackletpaimmoniava 4.
oceanisediminisképvisebi. A Jeotgalibacillus nemzetség képviseéte a
nagyaranyu zselatin hidrolizis és a nitrat nitrittgtérd redukcidja volt
jellemz. A Planoccussp. tenyészetek a kazeint és a zselatint értéktekit
Az Actinobacteria tbérzs katalaz pozitiv szervezedki fenotipusos
tulajdonsagai a hasonléak voltak a kis G+C tartall@fam-pozitiv
tenyészetekéhez. Az egyes fajok képvisalagy aranyban bontottak a
zselatint, aMicrobacterium kitamienseKocuria roseattérzsek fermentativ
aktivitast mutattak. AVl. kitamiensdajjal rokon tenyészetek jellegzetes lila
szini telepeket képeztek. A Bacteriodetes torzset msmkeBelliella sp.
torzs képviselte, amelyek a legtdbb biokémiai-akatizsgalatban inaktivak
voltak. A tobbi Gram-negativ tenyészet is kevésttemn adott pozitiv
eredmeényt, a nagy molekuldju szerves anyagokasiektorzs bontotta. Az
Alphaproteobacteria csoportot az urea, a Gammapvatdéeria fajokat
elsssorban a citrat hasznositasa kilonboztette medla tényészetl. A
Paracoccussejtek a tobbi palca alaki Gram-negativ szervézettérsen
kokkoidalis és kokkoidalis rovid palca alakuak weélt A Pseudomonas
fajoknal ammonifikaciét és nitratredukciét figyatimeg.

4.1.7A baktériumtdrzsek foszforforgalommal kapcsolatos
vizsgalatanak eredményei

Osszel sem a Kelemen-székbsem a Boddi-székb szarmazé
tenyészetek tobbségénél nem tapasztaltunk pol#&bszthalmozast, a
Neisser-pozitiv tenyészetek aranya 39-24 %-os(taltabra).

A tavaszi és nyari Uledéekmintakbol szarmazé tersiégzttbbsége
ugyanakkor polifoszfatot halmozott fel (69-87 %)natikét mintavételi hely
esetében. A Kelemen-széklszarmazo tenyészetek valamennyi mintavételi
idépontban nagyobb aranyban hasznositottdk a szeoszfofvegylletet,
mint a Boddi-szekil szarmazo szervezetek K1: 46-53 %, K7: 27-33 %). A
foszfatazaktivitast mutatd tenyészihetszervezetek ardnya az egyes
mintavételi helyek szezonalis mintaiban nem kil@dd szamottey
mértékben.
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11. &bra A foszfatdzaktivitast és polifoszfat-féthezast mutato
baktériumtdrzsek szazalékos aranya az egyes kiggutiszscsoportokban
(K1: Kelemen-szék, K7: Boddi-szé; 6szi minta, T: tavaszi minta, N:

nyari minta)

A kiskunsagi tenyészetek egyharmadanal sem fogziiigitast, sem
polifoszfat- felhalmozast nem figyeltink meg (1Bra. A torzsek tovabbi
harmada a Neisser-festés sordn pozitiv eredméngtt,ade a szerves
foszforvegyuletet nem hasznositotta. A torzsek kéggnegyede adott mind
a foszfatdz teszt, mind a Neisser-festés sorantipaaiedmeényt. A tobbi
tenyészet (14 %) a szerves foszforvegyulletet hastoita, de polifoszfatot
nem halmozott fel.

ENeisser -, foszfataz @Neisser +, foszfataz -

ONeisser -, foszfataz @Neisser +, foszfataz +

12. abra A foszforforgalommal kapcsolatos vizsgiddtsszesitett
eredményei a Kelemen-székles a Boddi-szekid kitenyesztett
baktériumtorzsek esetében
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Az 6szi mintdkban a polifoszfatot felhalmozé szervezet®nt
tobbsége foszfatazaktivitast is mutatott, és szamas egyik tesztben sem
adott pozitiv eredményt (13. abra).
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13. abra A foszfataz teszt eredményeinek szazalékgeszlasa a Neisser-

festés soran pozitiv illetve negativ eredménytlzaldériumtdrzsek kérében

az egyes kiskunsagi mintak szerint (K1: Kelemerksk&: Boddi-szék():
6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

A Kelemen-szék uledékébmajusban izolalt tenyésztek és a nyari
torzscsoportok esetében a polifoszfatraktarral nemndelked torzsek
nagyobb aranyban hasznositottdk a szerves fosafastp mint azok,
amelyek polifoszfatot halmoztak fel. A Boddi-székvdszi mintajaban a
Neisser-festés soran pozitiv és negativ eredmétdyt@azsek hasonléan kis
aranyban mutattak foszfatazaktivitast.

A Fimicutes nemzetségben aleotgalibacillus tenyészetek
tobbségénél polifoszfat felhalmozésat tapasztaltdakegyesBacillus fajok
polifoszfatot felhnalmoz6é képessége jetesgin kilonbozoétt. Példaul B.
cereus,a B. pumilus a B. shackletoniia B. oceanisedimini$ajok rokonai
kozott, a torzsek dodttobbsége polifoszfatot halmozott fel, viszonBa
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horikoshii aB. pseudofirmusaB. solitenyészetek tobbsége a Neisser-festés
soran negativ eredmeényt adott. A Neisser-pozitiyédszetek nagy szamban
voltak jelen az ActinobacteriaMicrobacterium, Nesterenkonia, Kocuria,
Arthrobacter Dietzia sp.) torzsek kozott (80 %), valamint az
Alphaproteobacteria (73 %) és a Gammaproteobad@9i&o) csoportokban.

A legtobb polifoszfatot felhalmozé Gram-negativ yiészet aParacoccus
carotinifaciensés aPseudomonageli fajokkal rokon szervezet volt. A
Bacteriodetes csoportot képvisédet térzsnem tartalmazott metakromatikus
granulumokat.

50



4.2 A kiskunsagi szikes kistavakbdl szarmazo uledékmiak vizsgalati
eredményeinek értékelése

4.2.1Vizkémiai tulajdonsagok, és az tuledékmintak foszfeartalma

Boros és Voros (2010) hazai sekély szikes vizélsedyek vizsgalata
soran szignifikans korrelaciot talaltak a fajlagdsktromos vezéképesség
€s az 0sszes ionkoncentracio értékei kozott. Embeghjan a hazai szikes
vizekben az 6sszes iontartalom (md)la fajlagos vezéképesség értékek
(US cmY) 0,774-szorosaként hatarozhaté meg. Az altalunksgélt
idépontokban tehat a Kelemen-szék és Boddi-szék abtert 3197-
6107 mg I ! volt, ami alapjan a kontinentalis vizek osztalysia felallitott
nemzetkozi terminoldgia szerint a hiposzalin (3@0000 mg %) sés vizek
kategoridjaba tartozott. A hiposzalin A&llapot mef§hazasat csak a
mintavételi idpontokra vonatkoztathatjuk. Az asztatikus Kelemegksés
Boddi-sz€ék viztérfogata és sotartalma is nagymBetiékngadozik, €s ennek
megfeleben vizkémiai besorolasa is sokszor valtozo az éans(Boros és
Voros, 2010).

A vizmintdkban meért 6sszes P koncentraciok alapgm,OECD
(Organization for Economic Co-Operation and Devalept) mirbsités
szerint (Vollenweider és Kerekes, 1982) a vizsghiiszakban a Kelemen-
szék és a Boddi-szék hipertréf allapota volt.

4.2.2 A baktériumkozosségek csiraszama az lledék félsétegében

Eredményeink és irodalmi adatok alapjan, az aeshdorganotrof
baktériumok csiraszam ertékei a sekély kiskunségkek tledékének feis
rétegében nagységrendileg a szikes tavak vizébBemp csiraszam
értékeknek (1010° TKE ml~Y) felelnek meg (Jones et al., 1998; Duckworth
et al., 1996). A szikes vizterekben az uledéklaképélagikus heterotrof
szervezetek magas sejtszam értékeit a nagyniestéidleges termelés tartja
fenn, és a fiziko-kémiai paraméterek (pl. szals)itazéléséges ingadozasa
ellenére a mikrobialis biomassza nagysaga az é&arthn kozel allandé
(Grant, 1992; Humayoun et al., 2003; Mesbah et24lQ7). A k6zOsségi
szenforras hasznositasi és molekularis diverziizsgalatok eredményéit
eltéen, a kiskunsagi szikes tavak uledékfelszini caémas értékei nem
korrelaltak sem a vizZimérseéklettel, sem a vedkepességgel. Mivel kébb
valamennyigszi tenyészetet Bacillus nemzetség tagjaiként azonositottuk,
bebizonyosodott, hogy a&szi tenyésztés ételjesen szelektiv volt, és a
magas csiraszam értékek részben a sporas allapjiesae\s Bacillus
szervezetek sejtszamat tukroztek (Felske et aB9)lQvalamennyi minta
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esetén a glukézos alkalikus taptalajon becsiltik legalacsonyabb

baktériumszamokat, aminek feltebeh az volt az oka, hogy ezen a
kifejezetten alkalikus, ésen szelektiv taptalajon az alkalitolerans
mikroorganizmusok nem képeztek telepet (Horiko891).

4.2 .3Az tledék mikrobakozosségeinek metabolikus ujjlenymata

BIOLOG szénforras hasznositasi vizsgalat eredmémyapjan a
Kelemen-szék tavaszi és nyari Uledék mikrobakozjisséaz 6szi
kozosségekhez és a Boddi-szék azonépadtban vett mintdihoz képest
jelentbsen nagyobb Osszaktivitdssal rendelkeztek és tobénfaras
értékesitéseére voltak képesek. Az Uledékfelszinikrabakdzosségek
metabolikus szempontd csoportosulasanak okaikéntjulausban és
augusztusban a Boddi-szék magas sokoncentraaiopemberben pedig az
alacsony HBmeérsékletet jelolhetjlk meg. Vizi 0©koszisztémakban
hémérseklettel parhuzamosan a mikrobidlis aktivitésedes csokkenésélr
szamolnak be (White et al., 1991; Shiah és Duckl®®4; Giorgio és Cole,
1998; Christian és Lind, 2007), a s6éh&@lyeken a metabolikus aktivitast a
novekw szalinitds is negativan befolyasolja (Compeau asth@, 1987;
Cunha et al., 2000).

Az bdddi-szeki nyari minta kivételével az Uledékfh mikrobialis
kozbsségei az alacsonyabb dsszaktivitassal jelleeieallapotok soran is a
szenforrasok kozel azonos hanyadat hasznosita#élét az Utledékben a
mikrobakozosségek metabolikus potencidlja nem, thare kilonbo#
szenforrasok hasznositdsanak meértéke valtozottroNya Boddi-székben,
amikor a legnagyobb volt a viz sékoncentraciojagraekesitett szénforrdsok
kore is besikilt.

4.2 .4Az tledékben éb baktériumkozosségek molekularis ujjlenyomata

A denaturdlé gradiens gélelektroforézis eredméngkipjan, a
Kelemen-szék és Boddi-szék tledékében a baktérindss@gek szerkezete
alacsony timérsékleti értékek mellett a két viztérben hasenl§ tavasszal
és nyaron a foldrajzilag kozeli székekben részbégroe szerkezdt
k6zosségek voltak jelen. Eredményeink megegyeznagkainsagi kistavak
Uledéklaké kozosségeire iranyuld kordbbi (2003-2008vi) DGGE
vizsgalatok eredményeivel, amelyek a bentikus k&zgesk szerkezetében
erdteljes szezonalis atrend@ést jeleztek (Borsodi et al., 2005; Borsodi et
al., 2010b). A Boddi-szék vizében, majusban esighlan is a kelemen-széki
vizmintdkhoz képest magasabb véképesséeg értékeket mértink. Ez arra
utal, hogy a melegebb ddzakokban az egyes viztereket jellémz
mindenekedtt az eltéé szalinitasbdl adddd - sajatos fiziko-kémiali
viszonyok hatadssal vannak a szikes kistavak Ulduog¥ké éb
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baktériumkozosségek szerkezetére. A két Kkistd ibatd az egyes
genotipusokat képviseklektroforetikus csikok szama és az elektrofoustik
csikok gélben val6 elhelyezkedése juliusban és shaju is hasonld volt,
azonban az egyes elektroforetikus csikok intereijggentsen valtozott.
Tehat a szikes kistavakban a baktériumkdzosségkilnazkodasat a
szel$segesen valtozd koérnyezeti feltételekhezésgbhan nem a faji
Osszetétel, hanem a kodzosségalkotd szervezetekydaddn valtozasa
biztositja. Eredményeinkhez hasonléan a nééelszalinitdas mentén
hasonléan diverz k6zdsségek jelenlétét, de a kégdatkotd szervezetek
aranyanak valtozasat tapasztaltak példaul kétdkaldi szikes t6 (Kulp et
al., 2007), tibeti szikes tavak (Wu et al., 200€9, brakk vizes torkolatok
bakterioplankton vizsgéalata soran (Bouvier és Giprg002). A szikes
kistavakban a magas sotartalommal ésisem Iigos kémhatéssal
jellemezhed allapotok kozoétt az obligat alkalofil és 8 szervezetek
kertilhetnek tulsulyba (Hamamoto és Horikoshi, 199@ntosa et al., 1998;
Oren, 2008). Osszel feltehéen a pszichrofii és a pszichrotolerans
szervezetek domindlnak, és hasonlo kbzosségszejkbemzi a tavakat. Az
6szi baktériumkozosségek diverzitasat det csak a Kelemen-szék
novemberi mintajaban tapasztaltuk kevesebb germfidanlétét. A szikes
kistavak hosszabb tavu tenyészikstfliggetlen vizsgalata azo6szi
kozbsségekben a tavaszi és nyari allapotokhoz kékesesbé diverz
k6zosségek jelenlétét igazolta (Borsodi et al., 001

4.2 .5A tenyésztésen alapuld vizsgalatok eredményeinektékelése

A Kelemen-szék és Boddi-szék  Uledé#eb létrehozott
torzsgyijteményekben a legtobb baktériumtérzsBacillus nemzetségbe
tartozott. A Bacillus szervezetek az alkalikus 68kelyek jellegzetes
k6zosségalkotoi (Grant, 1992; Hamamoto és Horikasd®2; Duckworth et
al., 1996). A nemzetségnek szamos kifejezetteriadikéaja van, amelyek
szaporodasahoz a pH 9 és afeletti értékek a legkéolvek (Nielsen et al.,
1995). A Fer®, a Velencei-td, a Kelemen-szék és egy masik kiskgn
szikes viztér, a Zab-szék uledékének, korabbi gizasg soran a tenyészetek
tobbsége szintén Bacillus nemzetségbe tartozott (Borsodi és Sallai, 1997,
Borsodi et al., 2003, 2005; Szabo et al., 2004%zkes kistavakbol izolalt
baktériumtdrzsek iséként alkalofil (pl. B. horikoshii, B. pseudofirmus, B.
aurantiacus, B. alkalisediminigs alkalitolerans (pB. pumilus, B. cereus,
B. shackletonii, B. simplgxfajokkal mutattdk a legnagyobb genetikai
egyezest (Fritze et al., 1990; Nielsen et al., 19995; Logan et al., 2004,
Nogi et al.,, 2005; Heyrman et al., 2005). A kiskagfisszikes vizterek
korabbi vizsgalata soranBacillus szervezetek alkalofil vagy alkalitolerans
valamint mérsékelten halofil (maximdlis nodvekedés7 5Svegyes %
sokoncentracional) életmadjat dkologiai toleranigaztekkel is igazoltunk
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(Szabo et al. 2004). A hazai sekély szikes viztétedekébl napjainkig ket
alkalofil faj, aBacillus aurantiacug®sB. alkalisediminideirasara kertlt sor.
A B. aurantiacudaj tipustorzsei a Kelemen-szék és a Boddi-szédékebl
szarmaznak, ennek a fajnak a polifazikus taiomomzsgalataiban magam
is részt vettem (Borsodi et al., 2008)BAalkalisediminidaj el képvisebi

a Kelemen-széldh és a tiszantuli Nagy-Vadasbol kerultek €éBorsodi et
al., 2010a).

A Bacillus fajok extracellularis enzimeikkel és a nagymol&kiul
szerves anyagok bontasa altal fontos szerepetnédltbe a tapanyagok
kérforgalmaban (Krulwich és Guffanti, 1989; Slepgd&s Hemphill, 1999).
Ezt tamasztotta ala, hogy a biokémiai-élettani gddatok soran szamos faj
képvisebjenél nagyaranya proteolitikus aktivitast tapadatéd, az
észterazaktivitds kevesebb fajra, de a tobbi neségektépvisélihez képest
szintén nagy aranyban volt jellethz Az alkalofil Bacillusok lugos
viszonyok kozott mikods extracellularis enzimeit az ipari folyamatokban
(pl. mosészerek alkotéjaként, papirgyartasban)iterjgdten alkalmazzak
(Ito et al, 1998; Horikoshi, 1999). A keményithidrolizist, az
eszkulinbontast és glukdzertékesitést vizsgalddkszredmenyei alapjan a
kiskunsagi székelBacillus kbzdssége inkabb a monomer, nem a polimer
szénhidratokat eértékesiti. Macillus sp. szervezetek gyakran fakultativ
anaerob anyagcserére is képesek (Nielsen et &5),18mit egyes fajoknal
nagyaranyua fermentacios aktivitasB.( cereus B. pumiluy és a
disszimilatérikus nitratredukcié jelzett (pB. cereus B. akibai fajokkal
rokon tenyészetek).

A Bacillus fajok gyakorisagat a valtozékony fiziko-kémiai
paraméterekkel jellemezlietgyakran teljesen kiszaradd szikes vizterekben
sporaképzésik és sokszinmetabolikus képességik is 6sbgiti. A
kedvedtlen viszonyok kdzo6tt aszimmetrikus osztodassakééfp endospora
a vegetativ sejt felszakadasaval valik szabaddanétmbolikus aktivitas
nélkil biztositia a szervezet tulélését. Tartosaegimzi €életképességét
szarazsag esetén, shéisges timérsékleti, pH értékeknél (Nakayama et al.,
1996; Chada et al., 2003).

A tenyésztéses vizsgalatok sordn tavasszal és myérmdkét
szekben diverzebb kdzosséget tartunk fel, és aebakitorzsek tdbbségét
szikes és sOs terlletekre jelleinzZfajok rokonaiként azonositottuk.
Eredményeinkhez hasonléan, Dimitru és munkatag208) a Washington
allambeli Soap Lake szezondlis vizsgalatakor aingiiszakban azszi
allapotokhoz képest valtozatosabb 6sszedidiékosséget tartak fel. Annak
oka, hogy 2004 novemberében csakBacillus fajokat mutattunk Kki,
valésziriileg az, hogy ezek a szervezetek jobban alkalmaakadtenyésztés
korilményeihez, és aiszi kdzosségek lassabban noveka tenyésztéshez
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nehezebben alkalmazkodo6 szervezetei rejtve maradtéksgalataink soran
(Felske et al., 1999; Bussmann et al., 2001).

A Bacillus fajok kozeli rokonai aPlanococcus maritimues a
Jeotgalibacillus campisalis(kordbban Marinibacillus campisaliy fajok,
amelyeket tengervidh és soO leparlobdl irtédk le, és képviskl gyakran
jelennek meg tengervigb és sos, szikes tavakbol szarmazo tenyészetek
kozott (Claus et al., 1999; Yoon et al., 2003, 2010

Az Actinobacteria torzshoz tartozBlesterenkonia, Dietzidajok
szintén szikes terlletek jellegzetes kolonizal@bbségik mérsékelten
halofil kemoorganotrof szervezet (Duckworth et d1998; Collins et al.,
2002; Li et al., 2005; Yumoto, 2007). Az aerob restprikus anyagcseréj
Kocuria, Arthrobacterfajok tipikus ebfordulasuak talajokban, vizben és
Uledékben, ahol az egyes kornyezeti téfilgertékeinek (pl. sbkoncentracio,
pH, hbmérséklet) széles skalajat képesek toleralni (Tiegal., 2004). A
Kelemen-szék és a Boddi-szék Uled#éikkimutatott nagy G+C tartalmu
Gram-pozitiv nemzetségek tébbsége a kiskunsagaudkt vizébl és a
nadasok biofilm mintaibol is é&kerdlt, és tobb hazai szikes viztér
tenyészthét baktériumkozosségében is jelen volt (kdztik a Nedeto, a
Fer®, és tiszantuli szikes tavak) (Rusznyék et al..82@brsodi et al., 2005,
2010b). A hortobagyi szikesek (Fehér-szik, Nagy-d3&d Uledékének
tenyésztésen alapulé vizsgalatakor Nesterenkonia nemzetség tagjai
dominans kdzosségalkotok voltak (Pollak et al.,600

Tenyésztéél fliggetlen vizsgalatok alapjan a sés, szikéhd&lyeken
a szalintas novekedésével parhuzamosan a Protedhaés Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteriodetes (CFB) baktériumok gyesdga novekszik
(Benlloch et al., 2002; Wu et al., 2006).

A Bacteriodetes torzs tagjai a laboratoriumi temy€shez altaldban
nehezen alkalmazkodnak (Jooeste és Hugo, 1999)s EdesoOs vizes
éldhelyekre egyarant jelleiz aerob mikroorganizmusok (Cottrel és
Kirchman, 2000; Rees et al., 2004; Nercessian .et2805). A Belliella
nemzetségbe csupan két faj tartozik, a kiskunsfigrészetekkel rokoB.
baltica és B. pelovolcani amelyeket a Balti-tenger vizélbés egy tajvani
iszapvulkanbdl vontak tenyésztésbe (Brettar et2@04; Arun et al., 2009).
Az egyik, a Belliella baltica fajjal rokon kelemen-széki torzset csak
nemzetség szinten tudtuk azonositani. Reméljiky leogek a szervezetnek
polifazikus taxonomiai jellemzésével a nemzetségndrasan egy Uj,
alkalikus ébhelyekhez alkalmazkodott fajjabill.

A CFB-csoporthoz hasonldéan éterban tenyésztégt fliggetlen
vizsgalatokkal igazoltédk, hogy az Alphaproteobdat&irzs abundans szikes
tavak vizében és uledékfelszini kozésségeiben (xrad., 2006). Az alfa-
proteobaktériumok az  alkalmazott biokémiai-élettantesztekben
megleheaisen inaktivak voltak. A Kelemen-szék ulledékekitenyésztett
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Agrobacterium nemzetség tagjai filogenetikailag aRhizobiunok
legkdzelebbi rokonai. Eisorban névenyi kommenzalistaként (nitrogéikot
baktériumok) vagy patogénként ismertek, de az Atidceanbdl és a Balti-
tengerlél is izolaltak Agrobacteriumfajokat (Ruger és Hofle, 1992). A
Paracoccusk halofil szervezeteitsként talajbdl és tengeri @lelyekl
mutattak ki (Tsubokura et al., 1999; Berry et 2003; Kim et al., 2006).

A szikes tavak baktériumkdzosségeinek Gram-negsairvezetei
donen a Gammaproteobacteria osztalyba tartoznak, gyakiHalomonas
ésPseudomonaspp. tagjai (Ma et al., 2004; Dong et al., 2006nto et
al., 2007). AHalomonasés Pseudomonadajok jelenlétét a kiskunsagi
kistavak Uledékében korabban tenyés#tédiiggetlen vizsgalatok is
igazoltak (Borsodi et al.,, 2005). Alalomonask foként a soOs, szikes
élohelyekre jelleméek, de a soétartalom igen széles tartomanyat képesek
toleralni (0,1-30 % NaCl{Duckworth, 1996; Jones, et al., 1998; Ventosa,
1998). A Pseudomonak tipikus szervezetek édes- és tengervizekben,
talajokban, és rizoszféra kozésségekben egyaramt € al., 2001; Micsinai
és mtsai, 2001; Page et al., 2004). Mindkét nerégetsgjai kemoorganotrof
respiratorikus anyagcsetiépaktériumok. Egyes fajok — nitrat jelenlétében—
anaerob viszonyok kodzott is ndvekednek, amelyéskuksagiPseudomonas
tenyészetek kdzott nitratredukcio jelzett (Vreelah@d9, Palleroni, 2008).

4.2 .6 A baktériumtorzsek foszforforgalmi szerepe

A kiskunsagi szikes kistavak Uledékében tavasszalngaron a
baktériumtenyészetek d@nttobbsége polifoszfatot halmozott fel. Ez
megle eredmény annak ismeretében, hogy a hipetrof shékekaz
Uledékek foszfatkoncentracioja igen magas, tehgdoldoszfatnak, mint
foszforraktarnak kevéssé lehet szerepe. Ezt tajaasi az is, hogy a
kiskunsagi tenyésztek esetében a polifoszfat-felbahs és a
foszfatdzaktivitds kozott nem tapasztaltunk szorgsszefiiggést. A
polimerraktarak energiaraktarként isikbdhetnek és a valtakozé aerob és
anaerob viszonyokhoz valé alkalmazkodast is seifthdasonloan a
szennyviziszap baktériumkdzésségeinek adaptacj@iiono et al., 1998;
Kawaharasaki et al., 1999; Seviour et al., 2003t 8 kiskunsagi sekély
kistavak Uledékfelszine nyaron algavirdgzas eset@aerobba valhat,
azonban az év nagy részében az oxigénhianyos yiszarem jelleméek
(Boros, 1999; Tamasne, 1999; Somogyi et al., 20tEhiat a polifoszfatot
felhalmozo6 baktériumok dominanciajaban feltéleet egyéb tényéknek is
szerepe van. A polifoszfatraktarak fontos szergfsizanak a szdiséges
fizikai és kémiai feltételekhez val6é alkalmazkoddshs (Kim et al., 2002;
Brown és Kornberg, 2004; Seufferheld et al., 20@8)olimer példaul a
nehézfém rezisztenciaban, mint kelator, <w#iges pH és ozmotikus
viszonyok, efs UV sugarzas esetén, mint a stressz valaszok datodal
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szerepel (Kornberg, 1995; Kulaev és Kulakovskag®02 Seufferheld et al.,
2008). A kiskunsagi szikes kistavak Uledékeben ttedapolifoszfatot
felhalmozo6 baktériumok nagy aranyat a sasdges és gyakran szeszélyesen
valtozo fiziko-kémiai feltételekhez val6 alkalmazi&s is indokolhatja.

A kiskunsagi torzsek tobbsége a szerves foszfofiletgt nem
hasznositotta, tehat a hipertrof székek Uledékfaldzaktériumkdzossegei
foszforigényiket dként szervetlen foszfat felvételével elégitik kiof@er és
Wetzel, 1992; Kirchman, 1994). A foszfatdz tesztamoa laboratoriumi
feltételek nem tikrozték a vizterekben jellénfaszfatkoncentracidkat, de
emlitésre érdemes, hogy az alkalikus foszfataz nesket a nagy
foszfatkoncentraciéo gatolja (Barik et al., 2001;adf et al., 2007). Az
alkalikus foszfataz enzimek repressziojat a vizeefikus allapotanak
indikatoraként is alkalmazzak (Rose and Axler, 199yong et al., 2002).

Az Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Gammaprioseteria
torzsben is a tenyészetek jelethanyadanal polifoszfat-felhalmozast
tapasztaltunk, tehat a polifoszfat-raktarozas @lugfikailag és
metabolikusan is diverz szervezetek szamara s&ggtiligos viszonyokhoz
valo alkalmazkodast.
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4.3 A Balatonb6l szarmazo6 uledékmintak vizsgalatanak exdményei

4.3.1Vizkémiai tulajdonsagok, a toviz és az lledék intsticialis vizének
foszfor tartalma

A Keszthelyi-medence lledékének intersticialis bea® valamennyi
mintavételi idpontban szignifikansan nagyobb oldott reaktiv fosZ5RP)
eés Osszes oldott foszfor (TDP) koncentraciét méstimint a Siofoki-
medencében (ANOVA; SRP: df=1, F=5,441 p=0,029T&P: df=1,
F=6,842, p=0,019) (9. tdblazat). A viz SRP, TBP6t6szes foszfor (TP)
tartalma szintén az eutrof Keszthelyi-medencébdh nagyobb (ANOVA;
SRP: F=11,534, p=0,002; TDP: F=98,629, p=0,660TP: F= 36,042,
p=0,000). A foszforformadk koncentracidja mindkét edancében
szignifikans kilénb6zott az egyes mintavétetipdntok alkalmaval (Tukey
post hoc teszt, p < 0,05).

9. tablazat Az egyes mintavételek alkalmaval, &dliés az tledék fets0-3
cm-es rétegében vizsgalt fizikai-kémiai paramété&elzok mérési
eredménye (atlag + 1sd, n=3) a Balatonban

Mintavételi hely Siéfoki-medence Keszthelyi-medence

Mintavételi idépont 2004.11.17. 2005.05.27. 2005.08.30. 2005111 2004.11.17. 2005.05.27. 2005.08.30. 200511.
Mintak kodja B1-O B1-T B1-N B1-0 B2-0 B2-T B2-N B2-0

Viz

Vizhsmérséklet (°C) 57 231 232 9,0 46 22,0 235 9,0
pH 89 8,0 89 9,0 88 7.9 85 85
VezetképességyS cn') 507,0 493,0 485,0 500,0 487,0 476,0 400,0 450,0
Oldott reaktiv foszfor (SRPg 1™ 2,0£02 43+0,1 39+0,2 37+06 45£02 736 7,8+09 57+04
Osszes oldott foszfor (TDR) 1™) 57+02 14,400 12,9+0,3 9,4+09 12,7+£0,7 ,3¥04 29,4£02 17,0£03
Osszes foszior (TPpg 1™ 181402 254402 22,7+0,7 238+0,4 30,7425 595%0,1 715402 416+ 07

Uledék, intersticidlis viz
SRP (g 1™ 443+26  1004+41  90,6+32 60,0%2,3 58661, 1619+25  1802%27 736+ 22
TDP (ug I nincs adat _ 1811+56  130,3+2,1 84,7+38 nincg ada2715+34  3168+28  1102+472

4.3.2 A baktériumkozosségek csiraszama az tledék félsétegében

A Balaton mederiledékének fél§0-3 cm-es) rétegében az aerob és
fakultativ. anaerob kemoorganotrof baktériumok szamiemezes
telepszamlalas moédszerével becsiltik. A kapotassam értékek atlaga
Tihany térségeben szignifikansan nagyobb volt, mikészthelynél
(ANOVA; df= 1, F= 49,402, p= 0,000) (10. tabl4zat)
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10. tablazat Telepképzgység (TKE) g* értékek a Balaton iledékének
felsd rétegében (0-3 cm) (atlag + 1sd, n=3) a t6 kétanedjében 2004-
2005. evekben

Mintavételi hely Siéfoki-medence (B1) Keszthelyi-medence (B2)

Mintavételi id 6pont 2004, 11.17. 2005. 05. 27. 2005. 08. 30. 2004171 2005. 05. 27. 2005. 08. 30.
Mintak kédia B1-0 B1-T B1-N B2-0 B2-T B2-N
Oligotr6f taptalaj (O) 1,3+01)xf0 (25+02)x10 (38+04)x10 (25+02)x10 (9,8+05)x10 (1,1+0,2)x 10
DSM-1 taptalaj (D) (7,2+05)xf0 (3,1+04)x10 (@5+05x10 (10£01)x10 (9,7+05)x10 (2,9+0,5) x 10
NM-1 taptalaj (N) 6,1+04)xf0 (99+10)x10 (12+05x16 (1,2+01)x10 (1,5+01)x10 (3,2+0,1)x 10
C taptalaj (C) (94£07)x10 (20£02)x10 (7615 x16 (1,1+01)x10 (3,4+06)x10 (63+0,2)x 18

A Keszthelyi-medencében a négyféle taptalajon bBeasiraszam
ertékek atlaga@sszel kozel 16-szorosa, tavasszal 2-szerese, nydirdegy
8-szorosa volt a Siéfoki-medencében becslilt értéddek A bentikus
bakteridlis csiraszam jeléist szezonalis kulonbséget mutatott. Az egyes
medencékben becsllt csiraszam értékek az egyesvétieli idbpontok
alkalmaval is jelerdtsen kulonb6ztek egymastél (ANOVA, Siofoki-medence:
df=2, F=95,882, p=0,000; Keszhelyi-medence: E38, p= 0,000).
Mindkét medencében legnagyobb telepkéenység értékeket (TKE §
tavasszal és nyaron, mig a legkisebb telepszantaisaiel kaptuk. Tihany
térségében a harom mintavétebpont k6zott a csiraszamokban szignifikans
volt az eltérés (Tukey-féle t6bbszoros Osszehassnlip < 0,001). A
csiraszam Keszthelynél majusban és augusztusbgnifi@nsan nagyobb
volt a novemberi allapothoz képest (Tukey-féle g#ilvds dsszehasonlitas,
p <0,050), de a tavaszi és nyari mintakban nendridzott szamottév
meértékben (Tukey-féle tobbszorés Osszehasonlitasy 0,p39). A
legalacsonyabb csiraszam értékeket az alacsonytasgzaémi NM-1
tapagaron hataroztuk meg.

4.3.3Az lledék mikrobakozosségeinek szénforrds — értékeédi
vizsgéalata

Az Uledékfelszini mikrobialis koz6sségek metabdikulajdonsagait
a BIOLOG lemezeken kapott adatsorékdmponens analizisével, valamint
a mikrobialis 6sszaktivitds, €s a hasznositott fezgaisok szama alapjan
hasonlitottuk 6ssze.

A fokomponens analizissel kapott ordinaciés diagramidn dbra) a
balatoni  baktériumkdzosségek a  mintavételi 6pohtok  szerint
csoportosultak.
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14. abra A balatoni tledékmintak csoportosulasakaoimak6zdsségek
szénforras értekesitési mintazata alapjan (B1okighedence, B2:
Keszthelyi-medence): 6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

Az el fétengely mentén a nyari mikrobak6zdsségek (B1-NNB2-
kulondltek el a tobbi mikrobakdzossét (Axis<1l). Az augusztusi
mikrobakozosségek a felkinalt szénforrasok tobliséggyobb mértékben
hasznositottdk, mint a tavaszi észi mintak kozosségei. A masodik
fékomponens mentén egy masodlagos elkulonilés isigyetiieth az 6szi
mintak (B1O, B2-0) és a tavaszi mintak kdzétt (B1-T, B2-T).

A kapott abszorbancia értékek 0Osszegét tekintveiGols és
Keszthelyi-medence nyari mintainak mikrobialis witéisa volt a
legnagyobb (15. &bray)sszel és nyaron a Keszthelyi-medence mikrobialis
k6zosségeinek Osszaktivitasa nagyobb volt, és tésbenforrast
hasznositottak, mint a Siofoki-medence mikrobakéegei. Az egyes
k6zosségek 6sszessegeben a felkinalt szénforrdsdg %-at értékesitették.
Legnagyobb ardnyban a polimereket hasznositott@i6(4%), az amin és
amid tipusu szénforrasokat egyaltalan nem oxidaltak
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15. abra A BIOLOG szénforras értékesitési vizsgalatmeényei alapjan
szamitott mikrobialis 6sszaktivitasi értékek eéabalmazott szénforrasok
szamanak dsszehasonlitasa a balatoni mintavétgdikhés idpontok
fliggvényében (B1: Si6foki-medence, B2: Keszthelgidence(): §szi
minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

4.3.4Az uledékben é6 baktériumkozosségek tenyésztésit fliggetlen
diverzitas vizsgalata

A Sibéfoki- (B1) és a Keszthelyi-medence (B2) bensik
baktériumkozosségeinek genetikai diverzitasat ad 2@vemberében, 2005
majusaban és augusztusabanijijyt lUledékmintdk DGGE savmintazata
alapjan  hasonlitottuk  6ssze, amelyhez UPGMA  dendrogt
szerkesztettiink (16. abra). Az elektroforetikuskalsiszama valamennyi
mintazatban kozel azonos volt (B1: 35-38, B2: 3)-48s az egyes
genotipusoknak megfeleltetlietlektroforetikus csikok tdbbsége valamennyi
mintaban megjelent. Azonban az egyes elektrofarstiésikok intenzitasa
jelentbsen kulonbozott a gélsavokban.
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16. abra A balatoni tledékmintak DGGE savmintaatapjan szerkesztett
UPGMA dendrogram (B1: Siéfoki-medence, B2: Kesathriedence(:
6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

A hasonléségi dendrogramon a Keszthelyi-medencaszaés nyari
mintajanak (B2-T és B2-N) DGGE savmintazata mutatdegnagyobb,
85 %-0s hasonlésagot, és ez a két minta a dendnograegy kulén
csoportban jelent meg. A masik csoportot a Siofokdence mintai és a
Keszthelyi-medencészi mintdja alkotta. A Siofoki-medence lledékében a
baktériumkozosségek Osszetétele a tavaszi és nyataveételi idpontok
kozott (B1-T és B1-N) nagyobb mértékben kilonboeggmastél (65 %-os
hasonlosag), mint a Keszthelyi-medencében. Az tud a mezotrof
medencétl 2005 novemberében gjgott mintak (B1O és B20) 71 %-os
egyezest mutattak.

4.3.5A baktériumtorzsek 16S rDNS alapu filogenetikai rolonsaga

A Balaton Uledékéil a tenyészthét baktériumkdzosségek
megismerése céljabol 2004 novemberében, valamifit 204jusaban és
augusztusiban vettink mintakat. A Siofoki- és a zKedyi-medence
Uledékeének fets 0-3 cm-es rétegéb osszesen 216 (B1: 86, B2: 130) tiszta
tenyészetet vizsgaltunk. A baktériumtorzseket ARDRMtazatuk alapjan
csoportositottuk, és az egyedi hasitasi mintazegtadelke# izolatumokat
16S rDNS szakaszuk bazissorrend adatai alapjaroa#otiuk.

Megallapitottuk, hogy a balatoni baktériumtorzset magyobb
filogenetikai csoportba tartoztak: Firmicutes (58 %Actinobacteria
(11.5%); Bacteroidetes (2 %); Alpha- (4 %), Betd0.5%) és
Gammaproteobacteria (24 %) (17. abra).
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17. &bra A balatoni Gledékmintakbdl szarmazé bakt@brzsek szazalékos
megoszlasa a nagyobb filogenetikai csoportok kd&itt Sidfoki-medence,
B2: Keszthelyi-medenc&): 6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

A Balaton Uledékének vizsgalata soran 0sszesen EDRA
csoportot azonositottunk (11. tablazat). Tiz ARDRgoportot (az 6sszes
ARDRA csoport tobb mint egy hatodat) nem tudtunki fazinten
azonositani. Mintegy 38 tOrzset csak nemzetségtesrir(pl. 96 %-0s
hasonlosag aMicrobacterium testaceumSphingomonas xenophagas
Serratia marcescenfajokkal) tudtunk meghatarozni. Harom térzset gedi
nemzetseg feletti szinten tudtunk csak azonosi{@hi%-os hasonlosag a
Planococcus rifietoensis94 % a Flavobacterium succinicans95 % a
Rhodobacter sphaeroidéajok bazissorend adataival). A tudomany szamara
felteheten Uj baktériumfajok képvis@t valamennyi taptalajrél sikerilt
tenyésztésbe vonni. Osszességében a legtobb fajet(3az oligotrof
taptalajrol, a legkevesebbet (18-at) a Heyman-féle taptalajrol
kitenyészetett baktériumtérzsek kozott azonositottu

A taxonok 66 %-a a Siofoki- és a Keszthelyi-medence
baktériumkozosségeiben egyarant jelent volt (1lblawat). Mintegy
masfélszer tdbb taxont azonositottunk a Keszthmbdilence Uledéknek
vizsgalata soran, mint a Siofoki-medendébltt azonban meg Kkell
jegyeznink, hogy az eutr6f medenéébmintegy masfélszer tobb
baktériumtorzset is izolaltunk. A fajok 60 %-at miissze egyetlen izolatum
képviselte.
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11. tablazat A balatoni baktériumtorzsek 16S rDNS alapgdiletikai rokonsaga,
az egyes taxonokat képviéebrzsek szama, az izolélas soran alkalmazott tptalaj,
és a baktériumtdrzsek eredete a mintavételi helyéészierint (B1: Siéfoki-
medence, B2: Keszthelyi-medence, O: oligotréf taptalapudxient taptalaj, N:
NM-1 taptalaj, C: Heyman-féle C taptalaj, EMBL: Europeanédalar Biology
Laboratory Nucleotide Sequence Database)

Reprezentans

baktériumtérzs kédja A baktériumtérzsek eredete

és bazissorrend Legkozelebbi rokon faj és areferencia Parcidlis 16S rDNS

adatainak EMBL bézissorrend adatok EMBL hivatkozési béazissorend Torzsek Mintavételi

hivatkozasi szama szama hasonldsag szama Taptalaj hely Osz  Tavasz  Nyar
Firmicutes
B1-229 FM208197Bacillus pumilu (AY456263) 99,8% (433/434) 56 O,D,N,C B1,B2 + + +
B1-3 FM875879Bacillus idriensis(AY904033) 99,3% (434/437) 16 O,D,N B1,B2 + + +
B2-145 FM209204Bacillus barbaricus (AY422145) 96,8% (448/463) 14 0,D,C B1, B2 + + +
B1-227 FM209191Bacillus megateriui (D16273) 99,3% (428/431) 7 O,D,N B1, B2 + + +
B2-21 AM911014Bacillus mycoide§AF155956) 99,8% (474/475) 7 o,D,C B2 + + +
B1-228 FM875868Bacillus muralic (AJ628748) 98,6% (425/431) 5 O,D,N B1,B2 + - +
B1-57 FM208192Bacillus weihenstephanen (AB021199) 99,8% (465/466) 4 D,N,C B1,B2 + + +
B2-86 AM911017Bacillus thuringiensi (AF290545) 100,0% (472/472) 3 o,C B2 + + +
B2-54 FM209192Bacillus drentens (AJ542506) 100,0% (388/388) 3 D, N B2 + - -
B1-6 FM208187Bacillus incidus(AJ583158) 99,5% (432/434) 2 o Bl + - +
B1-11 FM208186Bacillus marisflav (AF483624) 99,8% (503/504) 1 o B1 + -
B2-227 AM911024Bacillus patagoniens (AY258614) 99,4% (463/466) 1 D B2 - - +
B2-222 FM208208Bacillus clausii (X76440) 98,6% (415/421) 1 D B2 - - +
B2-2 FM208199Sporosarcina macmurdoen (AJ514408) 98,0% (443/452) 1 o B2 + - -
B1-113 FM209202Sporosarcina saromen: (AB243859) 98,7% (439/445) 1 D B1 - + -
B2-64 FM208203Lysinibacillus fusiformi: (DQ339678) 99,0% (402/406) 1 N B2 + - -
B2-228 FM209197Paenibacillus lacti (AY257868) 97,8% (451/461) 1 D B2 - - +
B2-147 FM875882Planococcus rifietoens (AJ493659) 91,2% (405/444) 1 C B2 - + -
Actinobacteria
B2-209 FM875875Arthrobacter pascer (X80740) 98,7% (373/378) 4 O,N,C B2 + - +
B2-129 FM209194Arthrobacter pascer (X80740) 97,4% (339/348) 3 O,D,N B1, B2 - + +
B2-201 FM209205Arthrobacter protophormis (X80745) 99,6% (452/454) 1 [e] B2 - - +
B2-139 FM209195Arthrobacter sulfurer (X83404) 97,8% (453/463) 1 C B2 - + -
B1-126 FM208193Arthrobacter sulfuret (X83409) 98,2% (433/441) 1 N B1 - + -
B2-132 FM208206Microbacterium kitamiens¢AM181505) 100,0% (436/436) 2 N, C B2 - + -
B2-108 AM911018Vicrobacterium maritypicul (AJ853910) 99,6% (453/455) 2 0,D B1,B2 + + -
B1-117 FM209203Microbacterium testaceu (X77445) 96,3% (418/434) 1 D B1 - + -
B2-133 AM91102Kocuria rosea(X87756) 99,8% (437/438) 3 O,N B2 - + +
B2-49 AMB911016Micrococcus lutet (AJ536198) 99,8% (439/440) 2 D B2 + + -
B1-237 FM208198Rhodococcus globerul (X80619) 100,0% (435/435) 1 Cc B1 - - +
B2-33 AM911015Rhodococcus koreens(AF124343) 98,4% (422/429) 1 D B2 + - -
B2-50 FM875873Leucobacter tardt (AM940158) 99,8% (438/439) 1 D B2 + - -
B1-109 FM875878Plantibacter flavus(AJ310417) 96,8% (438/455) 1 o Bl - + -
B2-256 FM875876Williamsia murali: (Y17384) 96,9% (405/418) 1 C B2 - - +
Bacteriodetes
B1-108 FM875871Flavobacterium chenia (EF407880) 100,0% (422/422) 1 [e] B1 - + -
B2-18 AM911013Flavobacterium psychrolimn: (AJ585428) 99,5% (438/440) 1 (e] B2 + - -
B1-128 FM208194Flavobacterium succinicar (AM230492) 99,1% (451/455) 1 N B1 - + -
B2-111 FM209193Flavobacterium psychrolimn: (AJ585428) 96,2% (407/423) 1 (¢} B2 - + -
B2-53 FM875881Flavobacterium succinicanéAM230492) 94,3% (430/456) 1 N B2 + - -
Alphaproteobacteria
B1-145 AM911011Agrobacterium tumefacie (M11223) 100,0% (407/407) 2 C B1 + + -
B1-235 FM209196Sphingomonas pan (AJ575818) 97,6% (405/415) 1 C B1 - - +
B1-105 FM209188Sphingomonas xenophadx94098) 96,9% (412/425) 1 o B1 - +
B1-101 FM209187Mycoplana bullatz (D12785) 98,6% (412/418) 1 [e] B1 - + -
B1-46 FM208191Rhizobium huautlen (AF025852) 99,8% (538/539) 1 N B1 + - -
B2-243 FM209198Ensifer adhaeren$AF191739) 98,8% (413/418) 1 N B2 - -
B2-240 FM875877Rhodobacter sphaeroid (X53853) 95,1% (387/407) 1 N B2 - - +
Betaproteobacteria
B2-252 FM209199Acidovorax defluvi (Y18616) 98,6% (416/422) 1 N B2 - - +
Gammaproteobacteria
B1-231 AM911012Aeromonas veror (X74684) 100,0% (460/460) 8 0O,D,N B1,B2 + + +
B2-12 FM208200Aeromonas allosaccharoph (S39232) 99,4% (495/498) 7 O,N B1,B2 + + +
B1-147 FM208196Aeromonas sobri (X74683) 100,0% (463/463) 3 O,N,C Bl - + -
B1-110 FM209189Aeromonas popoffii(AJ224308) 97,8% (491/502) 2 0,D Bl - + -
B2-67 FM208204Pseudomonas pt (AM114534) 98,3% (462/470) 9 O,D,N,C B1, B2 + + +
B2-216 FM208207Pseudomonas savasta (AB021402) 99,2% (373/376) 4 o,D B1,B2 - + +
B1-17 FM208188Pseudomonas mendocifRQ178224) 100,0% (422/422) 1 D B1 + - -
B1-26 FM208187Pseudomonas putit (D37923) 99,0% (415/419) 1 D B1 + - -
B2-122 AM911021Pseudomonas jessel (AF068259) 100,0% (428/428) 1 D B2 - + -
B2-204 FM209207Pseudomonas trem (AJ492826) 97,6% (445/456) 1 N B2 - + -
B2-131 AM911020Pseudomonas plecolossic (AB009457) 97,9% (411/420) 1 Cc B2 - - +
B2-267 FM209200Rheinheimera chironom{DQ298025) 97,2% (453/466) 7 O,N B1,B2 + + +
B1-129 FM875869Rheinheimera chironon (DQ298025) 99,0% (412/416) 1 B2 - + -
B2-103 FM875870Shewanella putrefacie (X82133) 99,1% (455/459) 3 N, C B1 - + -
B1-146 FM208195Pseudoxanthomonas mexica(®-273082)  100,0% (346/346) 1 [e] B2 - - +
B2-254 FM875872Serratia marcescel (AJ233431) 96,6% (401/415) 1 C B2 - - +
B2-206 FM875874Lysobactersp. (DQ462462) 97,8% (450/460) 1 [¢] B2 - - +
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A legalabb harom torzzsel képviselt fajok kozil kesaéhdnyat
azonositottunk kizarélag az egyik mederidéB1: Shewanella putrefaciens
ésAeromonas sobriaB2: Bacillus mycoidesB. thuringiensisB. drentensis
Kocuria rosed, vagy kizarGlag egy mintavételi ddontban (pl. az
Aeromonas sobriaképvisebit a tavasszal). Tovabba az egyes taxonok
esetében a tenyésztéshez medfeléptalaj tekintetében sem tapasztaltunk
kizarélagos preferenciét (11. tablazat).

A balatoni baktériumtdrzsek dd@nttébbsége aBacillus (56 %),
Aeromonag9 %) ésPseudomonag8 %) nemzetségekbe tartozott (18. abra).

100%
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90% A - 0 Pseudoxanthomon
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A Rheinheimera

80% A . B Serratia
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@ Rhizobium

60% A
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18. abra Az egyes balatoni Gledékmintakbdl izddaktériumtorzsek
szazalékos megoszlasa az azonositott nemzetsépetk (@1: Siofoki-
medence, B2: Keszthelyi-meden€e,6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari
minta)
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A 2005 méjusaban a Siofoki-medence uledékédyijtott mintak
kivételével, valamennyi minta térzsei kdzotBacillus fajok (B. pumilus B.
idriensisésB. barbaricu3 fordultak eb legnagyobb szamban.

A Firmicutes torzsben egy-egy izolatum képviseltSmorosarcina
macmurdoensjs S. saromensjs Lysinibacillus fusiformis Paenibacillus
lactis fajokkal rokon és a Planococcaceae csaladba taspervezeteket. A
mezotrof Siofoki-medence tavaszi baktériumkozosséétenyésztésen
alapulé vizsgalata azAeromonas fajok tulsulyat mutatta (a mintabdl
szarmazé torzsek 30 %-a). Az veroniifaj képvisebit foként nyaron, aa.
popoffii, A. sobriafajokkal rokon torzseket pedig tavasszal izolallukany
térségébl. Az A. allosacharophila faj képvisebi minden mintavétel
alkalmaval kozel azonos szamban szerepeltek a deeigk kozott. A
Pseudomonasiemzetségben &. peli P. mendocinaP. savastanqiP.
jessenij P. plecolossicidaP. putidafajok képvisebit sikerilt tenyésztésbe
vonnunk. A Gammaproteobacteriaosztalypan aPseudomonasés az
Aeromonasiemzetségek képvigelmellett aRheinheimeraa Shewanellaa
Pseudoxanthomonaa Serratiaés aLysobacterfajokkal rokon szervezeteket
mutattunk ki. Egyetlen tenyészet képviselte a Bet@obacteria osztalyt,
amelyetAcidovorax defluvifajként azonositottunk a Keszthelyi-mederidtéeb
a nyari mintavétel soran. Az Alphaproteobacteriszdéemazasi vonalhoz
tartozo Agrobacterium SphingomongsMycoplana Rhizobium Ensifer sp.
€s a Rhodobacteriaceae csalad tagjait jorészt edyaktériumtorzsek
képviselték, amelyeket a mérsékelt szerves anyagral oligotrof, NM-1
és a Heyman féle C taptalajokrol, nagyobb résztetkemedencétd
izolaltunk. Hasonloképpen az alacsony szerves atgmgimu oligotréf és
NM-1 taptalajokrol tenyésztettiik ki a Bacteriodetédrzsbe tartozé
szervezeteket, amelyek a legnagyobb genetikai égyézavobacterium
fajokkal mutattak. Az Actinobacteria térzsbdéthodococcusWilliamsia,
Microbacterium Leucobacter Plantibacter Arthrobacter Kocuria, és
Micrococcusfajokkal rokon szervezeteket hataroztunk meg.

4.3.6Az Uledékbsl szarmazé  baktériumtérzsek  fenotipusos
tulajdonsagai

Valamennyi, a balatoni Uledékbizolalt térzset sejtmorfolégiai és
biokémiai-élettani vizsgalatoknak vetettik ala. Agyes torzscsoportok
fenotipusos tulajdonsagait (12. tablazé&hoimponens analizis segitségével
hasonlitottuk 6ssze (19. abra).
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12. tAblazat A Balaton Uledék#hizolalt baktériumtorzsek fenotipusos
tesztekben mutatott pozitiv eredményeinek szazalélegoszlasa az egyes
torzscsoportokban (B1: Si6foki-medence, B2: Kedgttmedence0: szi

minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)
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112 3| 4| 5| 6| 7| 8 9 10 11 1p 18 14 15 16 {17 A8 |19 |20 |21|22]| 23| 24{ 25
B1-O|72| 78/ 89 44 24 of 3 4 3 q 4 B 19 B y2 {11 |0 [0 |61 |8 [89(89 6| 53
B1-T | 63| 63| 44 63 44 26 26 52 41 22 @4 41 Q15 [11 |7 |52 (59| 0 | 41| 67| 22| 67 83 1% 15
B1-N| 78| 78| 61] 91 52 22 2P 3p 22 22 4 BO P2 [22 |30 |57 (39| 0| 30| 70| 300 79 87 9 30
B2-O|58| 54| 69 29 49 12 4 1p 4 4 b6 B B8 [8 #0 [23 [0 |6 (54 (23| 63| 88| 10| 35
B2-T | 73] 771 60 93 20 7/ Q 1y ( B D B B 43 A7 (3 |33 (43 [20 (53] 83| 23| 13
B2-N| 88| 60| 73| 89 33 6 4 1p 4 12 b P 21 15 |71 [25 [8 (19 |56 (10| 60 90 13 13

A Siofoki-medence tavaszi és nyari mintdjabdl sz
tenyészeteknél tobb vizsgélt tulajdonsag esetétukkmozitiv eredményt,
mint a tobbi térzscsoportnal (19. abra, 12. talijaza Siodfoki-medence
tavaszi és nyari torzsei a kdvetkeaesztekben jéval nagyobb aranyban adtak
pozitiv eredményt: D-glikéz fermentativ hasznositégoges-Proskauer-
teszt, ciszteinl kénhidrogén-, triptofanbdl indoltermelés, nitetukcid
nitritig, ammoniaig. A Gram-negativ torzseket a f8kb-medence tavaszi
mintdjaban izolaltuk a legnagyobb aranyban. A iBfoedence 6szi
mintajat a Gram-pozitiv térzsek kiugréan magas yaajellemezte. A
Keszthelyi-medencészi tbrzsei a citrat hasznositasaval kuilonultek w@lbbi
torzscsoporttol. A nagy molekuldju szerves anyamk lipid, keményid,
kazein, zselatin) kozil valamennyi torzscsoportlategkisebb aranyu a
keményib, a legnagyobb aranyd a fehérjek hasznositasaDveititrifikaciot
csak néhany keszthelyi tbrzs végzett, és az amikacid is csak elvétve
volt jellemz.
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19. abra A balatoni mintakbdl izolalt tdrzscsophréikilonilése a
hagyomanyos biokémiai élettani tesztekben mutptititiv eredményeik
szazalékos aranya alapjan (B1: Siéfoki-medenceKB&zthelyi-medence,
O: 6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta, az egyektorok melletti
szamok a 12. tablazatban felsorolt fenotipusogdinesagnak felelnek meg.)

A fenotipusos teszteredmények alapjan készlilt acitis diagramon
a Siofoki-medencéth tavasszal és nyaron izolalt térzscsoportok (BBI;

N) az el$ fokomponens (Axis 1) mentén élesen elkilonultek &oRio
medence6szi torzseidl és a Keszthelyi-medence toérzscsoportjaitol. A
balatoni torzscsoportok kozoétt egyértélmmasodlagos elkulondlés is
megfigyelhed. A masodik 8komponens mentén (Axis 2) a Keszthelyi-
medence tavaszi €s nyari mintajanak (B2-T, B2-K)sisoportjai képeznek
a tobbitl elkilénul csoportot.

A kulonbdz fajokba tartozé baktériumtorzsek fenotipusos
tulajdonsagait a 13. tablazat tartalmazza. Az adddlan a legaldbb 6t
torzzsel képviselt nemzetségek fenotipusos tula@gait foglaljuk dssze. A
torzsek tobbsége az alkalmazott biokémiai-élettmsiztek tobbségeben
inaktiv volt. A teszteredmények kozll azokat enielki, amelyekben az
egyes nemzetségekbe tartozé tenyészetek legaléblpdeitiv eredményt
adott.
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13. tAblazat Az egyes fajokat képvisbbkteriumtérzsek fenotipusos
tulajdonsagai. Az egyes tesztekben a pozitiv térgzézalékos aranyat
tintettik fel (+: 6sszes pozitiv, -: 6sszes negatil. kokkusz, 1,2:palca,
2,2: fonalas sejtmorfoldgia)

= g
z 33§ 23
S g £ g £
PR B A
§ 3 3 % ¢ 2 2
£ £ 8 £ ¢ R 2
e g g3 2 2 3 -
§ £ £ £ 3§ & g s
4 = 3 3 Z $ = g T
o S 8 £ 8 % 3T g g9 I s T 8 @
« £ 4 2 3 8 2 8 % oo £ 3 ¢ 3 & § 3 g
£ 582 , ¢ 8¢ E S E 8 228 E E s e £ 8 22 g 3
g £ 853 %2 3 fs sy B EEGE oSy 8Os z 3§
Pacidis 1I6SINS ¥ 5 5 £ ¢ § ® ¢ 8 ¢ ¢ E £ S 5 5 % £ 3 £ 3 2 2 £ T £
Legkazelebbi rokon faj és a referencia bazssoend & E 4 % E Tz § 2 2 2 Z 2 E 2 5 2 % 2 § 2 8 3 £ g9 g =
a adatok EMBL siszima__ hasonosag £ § 2 £ &5 & 5 & & & &8 & ¢ E 2 S § 5 8 5 5 ¢ & S 3
Fimicutes
Bacilus pumius(AYA56263) 90.8% (433434) 56 12 89 77 100 88 30 - - 4 - - 2 481 98 7 - 7 93 4 98 9% - 39
Bacilus idriensis(AY904033) 90.3% (4341437) 16 12 69 31 100 50 - - - - - - - - - - -83 13 10 - 88 e - -
Bacilus barbaricus(AY422145) 96.8% (448/463) 14 12 86 20 100 57 21 - - - - - - - - . -467 - 14 7 7 9 100 - -
Bacilus megaterium(D16273) 903% (428/431) 7 12 14 100 100 43 7L - - - - - - - - 14 71 14 - - 20 100 100 100 43
Bacillus mycoidefAF155956) 99.8% (474/475) 7 12 14 100 100 71 57 - - - - - - - - 57 43 71 - 57 57 - 100 - -
Bacillus muralis (AJ628748) 98.6% (425/431) 5 12 60 80 100 60 60 - 20 60 20 - -0 20 20 - 60 100 - - 100 20 60 100 - 20
Bacillus weihenstephanensi8B021199) 99.8% (465/466) 4 1,2 25 100 100 75 - - - - - - - - - 75 -50 75 100 50 50 50 25 100 - -
Bacilus thuringiensis (AF290545) 100.0% (472/472) 3 12 38 100 100 100 - - - 67 - - -3 3- 33 - 67 33 33 33 100 33 33 100 67 -
Bacilus drentensigAJ542506) 100.0% (388/388) 3 12 - 100 66 - 66 - - - - - - - - 3 -333 - - - 3 3 100 - -
Bacilus incidus(AJ583158) 99.5% (432/434) 2 12 100 - 100 50 - - - - - - - - - 50 5 50 - 5 50 100 100 100 - -
Bacilus marisflavi(AF483624) 90.8% (503/504) 1 12 100 100 100 - - - - - - - - - - - 001 - - - - - - 100 - -
Bacillus patagoniensigAY258614) 99.4% (463/466) 1 22 100 100 - 100 - - - - - - - - - - - 001 - - - 100 - - 100 - -
Bacillus clausii (X76440) 98.6% (415/421) 1 1,2 100 - 100 100 100 - - - - - - - - - -100 - - - 100 - 100 100 - -
Sporosarcina macmurdoensi$J514408) 98.0% (443/452) 1 22 100 - 100 - 100 - - - - - - - - - - -- - - - - 100 - - -
Sporosarcina saromens(#B243859) 98.79% (439/445) 1 22 100 - - 100 100 - - - - - - - - - - .. - 100 - - 100 100 100 -
Lysinibacillus fusiformis (DQ339678) 99.0% (402/408) 1 12 100 100 100 - - - - - - - - - - 100 100 100 - - 100 - 100 100 - -
Paenibacilus lactis(AY257868) 97.8% (451/461) 1 12 100 100 100 - 100 - - - - - - - - - - - - . 100 100 - 100 - -
Planococcus rifietoensigAJ493659) 91.2% (405/444) 1 22 100 - - - - - - - - o ..o - @ - - - e -
Actinobacteria
Arthrobacter pascengx80740) 98.7% (373/378) 4 12 100 50 100 50 25 - - - - - - - - - - 225 - - - - 25 100 25 25
Arthrobacter pascen§X80740) 97.4%(339/348) 3 12 100 100 - 100 338 - - - - - - - - - . - .. . 33 33 33 100 66 -
Arthrobacter protophormiae(X80745) 99.6% (452/454) 1 12 100 100 100 100 - - - - - - - - - - - - - . 100 - - 100 - -
Arthrobacter sulfureugX83404) 97.8% (453/463) 1 12 100 - 100 100 - - - - - - - - - - . . . .. . . . 100 100 -
Arthrobacter sulfureugX83409) 98.2% (433441) 1 12 100 - 100 100 - - - - - - 100 - - - - .- - - - - - 100 100 -
Microbacterium kitamiens¢AM181505) 100.0% (436/436) 2 1,2 50 - - 100 - - - - - - - - - - - 100- - - - 50 - 100 - -
Microbacterium maritypicun(AJ853910) 99.6% (453/455) 2 1,2 100 50 50 50 - - - - - - - - - - - 01050 - - - - 50 50 - 50
Microbacterium testaceunX77445) 96.3% (418/434) 1 1,2 100 100 100 100 - - - - - - - 100 - -- 100 100 - - 100 - - 100 100 -
Kocuria rosea(X87756) 99.8% (437/438) 3 1,1 33 100 100 100 - - - - - - - - - - - - 001 - - 33 - - - -
Micrococcus uteus(AJ536198) 90.8% (439/440) 2 11 - 50 100 50 50 - - - - - - - - - - .- - . 50 - 100 100 100 -
Rhodococcus globerulu&80619) 100.0% (435/435) 1 12 100 100 100 100 - - - - - - = 100 .- - - - - - - - - - 100 -
Rhodococcus koreens(@F124343) 98.4% (4221429) 1 12 100 - 100 - - - - - = = - 100 - - - - - o oo
Leucobacter tardugAM940158) 90.8% (438/439) 1 12 100 100 - 100 - - - - - - - - - - . .. . . . . . 100 - -
Plantibacter flavus(AJ310417) 96.3% (438/455) 1 1,2 100 - - 100 - - - - - - - - - - - 100 - - - - - - - -
Williamsia muralis (Y17384) 96.9% (405/418) 1 1,2 100 100 100 100 100 - - - - - - - - -- - - - - - - - - 100 -
Bacteriodetes
Flavobacterium cheniae(EF 407680) 1000% (4221422) 1 12 - 100 - 100 100 - - - - - - - - - .o . . . - . 100 100 - -
Flavobacterium psychrolimnagAJ585428) 99.5% (436/440) 1 12 100 - - - - - - - ..o
Flavobacterium succinicandAM230492) 99.1% (451/455) 1 12 - 100 - - - - - 100 100 - - 00 - - - 100 - - 100 - -
Flavobacterium psychrolimnagAJ585428) 96.2% (407/423) 1 1,2 100 100 - 100 - - - - - - - - - - - . - - - 100 - 100 - -
Flavobacterium succinicangAM230492) 94.3% (430/456) 1 12 100 100 100 - - - - - - - - - - - - .- - . 100 100 - 100 - -
Alphaproteobacteria
"Agrobacterium tumefacier®111223) 100.0% (407/407) 2 12 100 - 100 50 50 - - 50 - - - 100 - .- 50 - - - - - - - 100 50
Sphingomonas pann(AJ575818) 97.6% (405/415) 1 12 100 100 - - - - - - - - - 100 - - 400 - - - 100 - - - - -
Sphingomonas xenophagd#94098) 96.9% (4121425) 1 12 100 100 - 100 - - - - - - - - - - - 100 - - 100 - - - - -
Mycoplana bullata(D12785) 98.6% (412/418) 1 12 - 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - oa - -
Rhizobium huautlensgAF025852) 99.8% (538/539) 1 1,2 100 - - - 100 - - 100 - - - - - - -001 - - - - - - - 100 -
Ensifer adhaerengAF191739) 98.8% (413/418) 1 1,2 100 - 100 - - - - - - - - - - - - 100- 100 100 - - - - 100 -
Rhodobacter sphaeroidg¥53853) 95.1% (387/407) 1 12 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 100 -
Betaproteobacteria
‘Acidovorax defluvii (V18616) 98.6% (416/422) 1 12 - 100 100 100 - - - 100 - - 100 - -001 - 100 100 - - 100 100 100 100 - -
Gammaproteobacteria
Aeromonas veroni{X74684) 100.0% (460/460) 8 1,2 63 100 25 75 63 88 8 88 88 63 WS 75 13 63 38 100 - 38 100 63 88 88 - 100
Aeromonas allosaccharophils39232) 99.4% (495/498) 7 1,2 71 43 14 43 57 100 100 100 100 57 71 86 57 29 57 86 - 71 100 29 100 100 - 43
Aeromonas sobridX74683) 100.0% (463/463) 3 12 67 - - 67 33 67 67 100 100 100 -7 6- 67 - 33 67 - 33 100 33 100 100 - 33
Aeromonas popoffi(AJ224308) 97.8% (491/502) 2 1.2 100 100 100 100 100 100 MWD 100 - 100 100 - 100 - 100 - 100 100 50 100 100 -
Pseudomonas pel{AM114534) 98.3% (462/470) O 12 33 67 - 33 44 33 - 56 - - 22 - - -- - 11 22 22 5 - 44 67 - 89
Pseudomonas savastan@B021402) 90.2% (373376) 4 12 50 75 - 100 50 25 - 75 - 25 - - .- - - 25 50 25 - 5 75 - 100
Pseudomonas mendocifBQ178224) 100.0% (422/422) 1 12 - 100 - 100 100 - - - - - - - - - -- 100 - - 100 - 100 - - 100
Pseudomonas putid¢D37923) 99.0% (415/419) 1 1.2 - - - - 100 - - - - - 100 - - - - - 100 - - - - - - - -
Pseudomonas jessenfAF068259) 100.0% (428/428) 1 1,2 100 100 - 100 100 - - 100 - - - - - - - - 100 - - 100 100 - 1
Pseudomonas treméJ492826) 97.6% (445/456) 1 12 - 100 - 100 100 100 - 100 - - = - - - - . 100 100 - 100 100 100 100
Pseudomonas plecolossicidaB009457) 97.9% (411/420) 1 12 - 100 - - 100 - - - - - 100 - - - - -- - - - - . 100 - -
Rheinheimera chironom{DQ298025) 97.2% (453/466) 7 12 20 100 14 - 57 - - - - - - - - . . 529 - 43 100 8 57 100 - -
Rheinheimera chironom{DQ298025) 99.0% (412/416) 1 12 100 100 - - - B - 100 - - 100 100 100 100 - -
Shewanella putrefaciengx82133) 99.1% (455/459) 3 12 33 67 33 33 100 - - 100 6 - - 67 - - 33 100 - 67 67 - 100 - -
Pseudoxanthomonas mexicai-273082) 100.0% (346/346) 1 12 - 100 - 100 - - - 100 - - - 100 - -- 100 - - - - - 100 100 - -
Serratia marcescenfA\J233431) 96.6% (401/415) 1 1,2 - 100 - 100 100 - - - - - - - - - -001 - - - - - 100 100 - -
L (DQ462462) 97.8% (450/460) 1 12 - 100 - 100 100 - - - - - - 100 100 - - - - 01000 - -
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A Bacillus nemzetségbe tartozd baktériumtorzseket (6sszesen

120 térzs) a nagyaranyua fehérje-, lipid- és esrmkasznositas jellemezte.
Fermentativ aktivitdst mutattak 8. muralis torzsek a Hugh-Leifson
tesztben, &. indicusés aB. pumilustenyészetek a metilvorés és Voges-
Proskauer reakcioban. Szamos t6rzs redukalta aatatitrnitritig és
ammoniaig, aB. weihenstephanensés aB. thuringiensisfajokba tartozo
torzsek pedig denitrifikaciot végeztek. A 25 nemyientativ Gram-pozitiv
Actinobacteria torzs kozul 10 aArthrobacter nemzetségbe tartozott,
amelyek zselatindz- és ureazaktivitast mutattakGram-negativ palcika
alaku Flavobacteriumfajokat mindéssze 6t torzs képviselte, és a zselat
hidrolizisét vizsgalé tesztben adtak nagy aranypamitiv eredmeényt. A
tobbi nemzetséghez képestAaromonadajokat képvisdi 20 torzs esetében
tapasztaltuk a legnagyobb fokd metabolikus soks#get: eiteljes
gazképzéssel kisért fermentativ cukorhasznositagrégedukcio jellemezte
a tenyészeteket. A ciszteint kénhidrogén, a triptbfindol termeléssel
hasznositottdk. A nem-fermentativ  Gram-negafiseudomonastdrzsek
(6sszesen 18 torzs) pozitiv oxidaz reakcidval é&strat hasznositasa altal
kulontltek el a tobbill. A Rheinheimera chironomifajjal legnagyobb
genetikai egyezést mutatd 8 tenyészetet az eszliddira biopolimerek
bontdsa jellemezte. AzAeromonas nemzetség képvisal mellett a
Rheinheimerdajok mutattak nagyaranyu amilazaktivitast.

4.3.7A baktériumtorzsek foszforforgalommal kapcsolatos
vizsgalatanak eredményei

A tenyészeteken a polifoszfat felhalmozasat Neiesstessel
vizsgaltuk. A torzsek legalabb fele valamennyi b#n foszfatazaktivitast
mutatott és/vagy polifoszfatot halmozott fel (2bra).

A balatoni tenyészetek mintegy harmada mind a &ézfteszt, mind
a Neisser-festés soran pozitiv eredményt adottgBda). A torzsek tovabbi
harmada polifoszfat felhalmozaséara képes, de szdoszforvegyuletet nem
hasznositd szervezet volt. A torzsek kozel egyndgyekizardlag
foszfatazaktivitast mutatott. Az 6sszes baktériumgdminddssze 5%-anal
sem foszfatazaktivitast, sem polifoszfat-felhalmsdtzéem figyeltiink meg.
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20. 4bra A foszfatazaktivitdst mutatd és polifosféelhalmozo
baktériumtdrzsek szazalékos aranya az egyes balétascsoportokban
(B1: Siofoki-medence, B2: Keszthelyi-medenéebszi minta, T: tavaszi

minta, N: nyari minta)

B Neisser, foszfata:- ENeisser +, foszfaté-
O Neisser -, foszfatdzm Neisser +, foszfataz +

21. 4bra A foszfor kdrforgalommal kapcsolatos véatpk dsszesitett
eredményei a Balatonbdl kitenyésztett baktériunsgkzsetében
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Valamennyi torzscsoport esetében a polifoszfatredta nem
rendelked torzsek jeleriisen nagyobb aranyban hasznositottak aokuls
foszforforrast (22. abra), mint azok, amelyek msl#fatot halmoztak fel.

90% - I
80% -

70% -

60% -

50% -

40% - OFoszfataz -

B Foszfataz +
30% -

20% A
10% o

0% -
+ p +

EEREE AR R

B1-O| B1-O| B1-T| B1-T| B1-N B1-N B2-O B2-O B2-T B2-T B2-N B2-

22. abra A foszfataz teszt eredményeinek szazalékegeszlasa a Neisser-

festés soran pozitiv illetve negativ eredménytlzaldériumtdrzsek kérében

az egyes mintak szerint (B1: Siéfoki-medence, B&sxhelyi-medence):
6szi minta, T: tavaszi minta, N: nyari minta)

A Firmicutes torzsbe tartozé tenyészetek tobbséghfopzfatot
halmozott fel (13. tablazat). Macillus nemzetségbe sorolt szervezetek
67 %-a volt Neisser-pozitiv. Az Actinobacteria ®rképvisedi kozott az
Arthrobacter Microbacterium, Rhodococcuseucobacter Plantibacter és
Williamsia nemzetségek tagjai tartalmaztak metakromatikusujmanokat.
Az alfa-proteobakétriumokhoz tartozé fajokat jotésmyedi izolatumok
képviselték, aMycoplana bullatekivételével valamennyi faj esetében pozitiv
volt a Neisser reakcidé. A gamma-proteobaktériumokik aRheinheimera
a Shewanella a Pseudomonass az Aeromonasnemzetségekbe tartozo
torzsek halmoztak fel polifoszfatot, de az egyesnzeiségek tagjai
viszonylag alacsony aranyban (<50 %) adtak poatadményt a Neisser-
festés soran. APseudomonasttrzsek mintegy 33 %-a rendelkezett
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polifoszfatraktarral. A gamma-proteobaktériumokédign kivételt képeztek
az Aeromonasiemzetség képvise| amelyek 70 %-a Neisser-pozitiv volt. A
béta-proteobaktériumok osztélyat képuisetgyetlen tenyészet Neisser-
negativ volt. AFlavobacteriumnemzetségbe sorolt szervezetek variabilis
eredményt adtak a Neisser-festés soran.
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4.4 A Balatonbdl szarmazé Uledékmintak vizsgalati eredményeinek
ertékelése

4.4 1A viz- és az tledékmintak foszfortartalma

Az OECD (Organization for Economic Co-Operation and
Development) mibsités szerint (Vollenweider és Kerekes, 1982) a
vizmintdkban mért TP koncentraciok alapjan 200452@¥ekben a Siéfoki-
medence mezotrof, a Keszthelyi-medence eutrof @tilapvolt. A TP
koncentraciékhoz hasonl6an az altalunk mért olttszforformak (SRP és
TDP) koncentracioja is nagyobb volt a Keszthelydergce vizében és
Uledékében, mint a Siofoki-medencében valamenngtanételi idpontban.

A Balatonon végzett korabbi vizsgalatok is, a Si¢fmedencéhez képest, a
Keszthelyi-medence  vizének és  lledékének  nagyobbszfdo
koncentracidjarél szamolnak be (Istvanovics, 1998rai et al., 2008).

4.4.2 A baktériumkozosségek csiraszama az tUledék félsétegében

Megallapitottuk, hogy a Siofoki- és Keszthelyi mede Gledékében a
kemoorganotrof baktériumok csiraszama jélsen kulonbozik egymastol.
A kemoorganotrof baktériumok telepszama nagyobl apleutrof, mint a
mezotrof medencében. Korabban Reskéné és munkaZd6&) is nagyobb
csiraszam értékeket mutattak ki a Keszthelyi-megldiledékében, mint a
Siofoki-medencében. Irodalmi adatok szerint szamdustikus és biotikus
ténye®d befolyasolhatja a tavi Uledékben a baktériumszatibbek kdzoétt a
vizmélység, a émérseéklet, az lUledékszemcsék mérete, az Uledékeszer
anyag tartalma és a szerves anyagokosdge (C:N aranya) (Sander és
Kalff, 1993; Schallenberg és Kalff, 1993; Goedkaipal., 1997; Térnblom
és Rydin, 1997). Ugyanakkor a bentikus baktériunmo&nnyisége nem
feltétlendl korrelal a trofitasal, példaul a vizokdfill-a koncentracidjaval
(Maasen et al., 2003; Wobus et al.; 2003), mertaatochton szerves
anyagok tulnyomo részét a bakterioplankton hasgapsigy a bentikus
baktériumkozosségek nagysagat inkabb az allochterves anyagok
mennyisége hatarozza meg (Currie, 1990; Giorgoats, @998 Eiler et al.,
2003). Ezek alapjan felteléein az allochton szervesanyag-terhelésnek
tudhaté be, hogy a sekély Balatonban a Keszthetgence Uledékében
taladltunk nagyobb telepszamot 0sszehasonlitva fol@idnedencével ott,
ahol nagyobb a kitsszervesanyag-terhelés (Istvanovics, 1993; Reskbné
al., 2006).

Az intersticidlis viz SRP és TDP koncentracidja &éssiraszam
ertékek kozott a Keszthelyi-medence és a Siofoldenee esetében sem
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taldltunk szoros Osszeflggést. Annak hatterébergy hoovemberben
Keszthely és Tihany térségében kozel egy nagysddedn kisebb
telepszamokat kaptunk nagy valés@éggel a mérséklet csokkenése all.
Vizi és vizes dlhelyeket tekintve jOl ismert, hogy @inérséklet diteljesen
befolyasolja a bakteridlis sejtszamot és biomas§iétite et al., 1991;
MacGregor et al., 2001; Agarwal és Rajwar, 2010).

4.4.3Az tledék mikrobakozosségeinek metabolikus ujjlenymata

A BIOLOG szénforras hasznositasi vizsgalat eredmiéalapjan a
balatoni baktériumkdzésségek dderban mintavételi igpont szerint
csoportosultak. Az irodalmi adatokkal ellentétbamelyek a mikrobialis
aktivitas és a dmeérseklet k6zott szoros dsszefliggést mutatnak @/¢hial.,
1991; Shiah és Ducklow, 1994; Giorgio és Cole, 19CRBristian és Lind,
2007), az 6szi mintak mikrobialis aktivitasa nem csokkent avati
mintdkéhoz képest,66 a Keszthelyi-medence esetében magasabb is volt.
Ennek hatterében az allt, hogy é&zi kd6zosségek a polimereket nagyobb
aranyban értékesitették, mint a tobbi mikrobakézgsé nyari mintak nagy
Osszaktivitasat efsorban a szénhidratok intenzivebb hasznositasa
magyarazza. Ez alapjan feltebet a szerves anyagok régege is jelerdisen
befolyasolhatja a mikrobakdzésségek aktivitasabgghazt korabban vizi
Okoszisztémak vizsgalata soran igazoltdk (Karneralet 1992; Bott és
Kaplan, 1995; Hoppe et al., 1998). Mindazonaltatehnem rendelkezlink
adatokkal az Uledék szerves anyag tartalmat és axroéségét illeben
ennek igazolasara mindenképpen tovabbi vizsgalatedn szikség.

Az eutr6f medence bentikus mikrobaktzosséggszel és nyaron
nagyobb 6sszaktivitast mutattak és tdbb szénfohlrasknositottak, mint a
mezotrof medence mikrobak6zdsségei, mig tavasssadmpontok szerint a
két mintavételi hely hasonlo volt. A csiraszam lkdben 2005 tavaszan volt
a legkisebb a kulonbség a két mintavételi hely KHznig 2005 nyaran a
tavaszi allapothoz képest négyszer nagyobb voltilankség a telepszam
értékekben a két medence kozott. Ezek alapjan aobiddis aktivitas
nagysagat a szerves anyagok mellett feltehreta baktériumszam is
befolyasolja (Friedrich et al., 1999).

4.4 4 Az tledékben éb baktériumkozosségek molekuléris ujjlenyomata

A DGGE vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogyBalaton két
medencéjeben a bentikus baktériumkozosségek didesz(fajgazdagsaga)
nem kulonbozik. Ezzel megegyen Wobus és munkatarsai (2003) éltér
trofitasu vizterek Uledékének vizsgalatakor azasamltak, hogy a trofitas
fokaval a genotipusos sokféleség nem valtozik,zdelta trofikus allapotu
vizterekben filogenetikailag kulonb®zosszetétél baktériumkdzéssegek

75



vannak jelen. A bentikus baktériumkozosségek szetke tavasszal és
nyaron eltés, 6sszel hasonlo volt a Balaton két medencéjében.oBaézan
foként a kozosségalkoto szervezetek ardnya valtozott.

A Keszthelyi-medence baktériumkdzosségének szekdagasszal
és nyaron nagymértékben megegyez@tiszel azonban az eutré6f medence
baktériumkozosségének Osszetétele jékmrt eltért a tavaszi €s nyaron
tapasztalt allapotokhoz képest, és hasonlova valezotréf medence
k6zosségeihez. Ennek hatterében feltedretaz all, hogy az lUledékésszel
kisebb tapanyag-terhelés éri, amelyet vizsgélataokan a tavasszal és
nyaron tapasztalt értékekhez képésiszel kisebb foszforkoncentraciok
jeleztek az Uledékben és a vizben egyardnt. A kahtaeprezentdlod
gélsavokban a csikok szama azonban a novembeidkhart sem csokkent,
ami arra utal, hogy a Balaton Uledékében az évbbélkre a szakaszaban is
fajgazdag baktériumkdzosségek voltak jelen. Ezeketkdzdsségeket
felteheten hidegkedveél és/vagy hidediré baktériumfajok alkotjak. A
Siofoki-medence bentikus baktériumkdzéssége nagghierszezonalis
atrende#dést mutatott a tavaszi és nyarivsdakban is. A legjobban a
Siofoki-medence molekularis ujjlenyomata kilénbdzéttébbi mintaétol.
Ezt az eredményt k&b a tenyésztéses vizsgalatok is alatdmasztottak,
hiszen egyedul ebben a mintdban tapasztaltuk a Ganoteobacteria
baktériumtdrzsek dominanciajat a tenyészetek kozott

4.4 .5A tenyésztésen alapuld vizsgalatok eredményeinektékelése

A mederiledék tenyésztésen alapuld bakteridlisrzités vizsgalata
soran a Keszthelyi-medendghiobb fajt/nemzetséget hatdroztunk meg, mint
a Sioéfoki-medenceét, ami eltért a tenyésztéstfliggetlen vizsgalatok soran
kapott eredményekt Ma mar jol ismert tény, hogy barmely természetes
élohelyen a jelenléy, és metabolikusan aktiv baktériumkozosségeket@lko
fajoknak csak toredéke tenyészthébecslések szerint minddssze 0,1-10 %-
a). A tenyésztéses eredmeények alapjan az egysds ifajgitu abundanciaja
kozvetlenil nem becslllet(Amann et al., 1998; Spring et al., 2000,
Bussmann et al., 2001). Ezért a baktériumkdzosséfjeenetikai
sokféleségédl pontosabb képet kaphatunk a tenyésétédtiggetien
molekularis biolégiai eljarasok, igy példaul az tés&ben alkalmazott
DGGE moddszer segitségével (Felske et al., 1999ehhugtz et al., 1998;
Rappé és Giovannioni, 2003). Annak egyik oka, hagyeutréf Keszthelyi-
medencében fajgazdagabb kdzosségek jelenlététztékria tenyésztéses
vizsgalatok valdszilleg az, hogy mintegy masfélszer tobb torzset
vizsgaltunk a Keszthelyi-, mint a Siéfoki-medensetében. Erre utal az is,
hogy a nagyobb térzsszammal képviselt taxonokatlaflan mindkét
medence uledékébkimutattuk.
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Mindazonaltal a molekularis biolégiai technikak rmaas mddon és
meértékben, mint a tenyésztéses eljarasok, de ugghrszelektivek, példaul
a DNS izolalds vagy az alkalmazott primerek egyaktdyiumcsoportokra
nézve elt& hatekonysaga miatt (Vallaeys et al., 1997; Wirgenode et al.,
1997; Sipos et al., 2007). A hagyomanyos tenyésatégapuld eljarasok
tovabbra is alapvét fontossaggal birnak a mikrobialis 06kologiai
kutatasokban, hiszen csak altaluk nyilik léségink az adott @&helyen
eloéforduld baktériumok metabolikus és fiziologiai talansagainak, és ez
altal az életkdzosségekben betdltott szerepénekismegesére (Nealson,
1997; Tamaki et al., 2005; Smit et al., 2001).

A tenyésztésen alapulé vizsgalatok soran a Baldimuekél!
szamos, a tudomany szamara potencialisan U] fgviseb szervezetet
sikerlilt tenyésztésbe vonnunk. A valasztott tajiklaehat alkalmasak
voltak a laboratoriumi feltételekhez nehezen alledkodo szervezetek
tenyésztésére is. Osszességében az oligotrof apptailzonyult a
leghatékonyabbnak a balatoni bentikus baktériumgsegek tenyésztésére,
mert a legtobb fajt et a taptalajrél azonositottuk. A csdkkentett foszfo
tartalmu C taptalaj bizonyult a legszelektivebbnek.

A balatoni torzsek kozott legtobb tenyészettel kgl Bacillus,
Aeromonasés Pseudomonagajok kdzoénséges @ordulasuak vizi és vizes
élohelyeken, valamint a talajpban egyarant (Monfort Baleux, 1990;
Nealson, 1997; Felske et al., 1999, lvanova eR8D]1; Tamaki et al., 2005;
Joshi et al., 2008). AAeromonasés Bacillus fajok jelenlétét korabban a
Balaton tUledékében és vizében is kimutattak (TX206; Lango et al., 2002;
Reskoné et al., 2008Bacillus, AeromonasgsPseudomonafajok széleskdr
elterjedését sokoldali metabolikus képességeikkiéstzetivé. A tenyésztés
korilményeivel és a tapanyagok ieggével szemben meglebstn
igénytelen szervezetek (Felske et al., 1999; Tareiadi., 2005).

Langd (1987) 8acillusnemzetségbe tartozé spérak&pzervezetek
eloéfordulasat a Balaton parti hordalékban és Tihansegeben a viztestben
vizsgalta. Eredményei alapjarBacillus nemzetség képvisela nyilt vizben
csak sporadikusan, a toparti hordalékban azonbgy saamban voltak
jelen. A Gram-pozitivBacillus fajok sporas allapotban szarazsag esetén,
szel$seges Bmeérsekleti, illetve pH értékeknél képesek Gremi
életképesséegiket, nagymértékben ellenallbak a kbessigarzdssal és a
kulonbo® kéemiai agensekkel szemben (Slepecky és Hemph@fol
Edesvizi tavakban a tipikusan mezofleromonadajok az tiledék mellett a
bakterioplanktonban is k6zonségesek (LeChevaltied.e 1982; Monfort és
Baleux, 1990; Rhodes és Kator, 1994). Vizsgalatankan Aeromonas
nemzetségbe tartozd baktériumtdrzseket legkisebdnyban az 6szi
mintakbol izolaltunk.A. veroniitorzseket §ként nyaronA. popoffii ésA.
sobria fajokként azonositott torzseket tavasszal tengéisikt ki Tihany
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térségeébl. Az A. allosacharophilatdrzsek kdzel egyetilaranyban keriltek
elé valamennyi mintavételi tgpontban, ami arra utal, hogy ez a faj talan
jobban tolerédlja az alacsonyabbniérsékleti értékeket. Korabbi vizsgalatok
soran Toth (1996) a Balaton bakterioplanktonjabkifioedulé Aeromonas
fajok abundancigjaban szintén szezonalis kulonkstégeutatott ki. Rhodes
és Kator szerint (1994) akeromonasszervezetek gyakorisaga, valamint a
foszfat, a nitrogén, a szerves anyagok és a klbeofikoncentracio
novekedése kozott egyenes aranyossag, mig az okdgén vonatkozasaban
forditott aranyossag figyelleteg, ezért aAeromonadajok abundaciajat a
viz trofikus allapotat jekz biologiai indikatorként is javasoltakas szerak
adatai alapjan ageromonadajok ebfordulasa és a vizterek trofikus allapota
ko6zott nincs szoros Osszefliggés, €s a nemzets@ntdg elterjedését a
hémérseklet mellett egyéb vizkémiai tén§lez(pl. az ammodnium-ion
koncentraciéja) hatarozzak meg (Monfort és Balel®90). Ezt mutatja az
is, hogy Aeromonas fajok a legkulonfélébb tap- és szerves anyag
koncentraciokkal jellemezhevizekben jelen vannak, az ivovizékkezdve

a szennyvizekig (LeChevallier et al., 1982; Jgrgarss Pauli, 1995; Brandi
et al., 1999; Kersters et al., 1996).

A Balaton lledékében Bacillus ésAeromonadajok fontos szerepet
tolthetnek be a nagy molekuldju szerves anyagokc@dluldéz, keményit,
fehérjék) lebontdsaban extracellularis enzimeikkégzdonheten (Nealson,
1997; Borsodi és Sallai, 1998). Ezt j6l tukrozighi@Bacillus ésAeromonas
torzsek fenotipusos vizsgalata soran nagyaranyérjieh keményit- és
lipidhasznositast tapasztaltunk. Egyecillus fajok és azAeromonadajok
tobbsége anoxikus viszonyok kodzott fermentativ gogarére is képesek
(Nealson, 1997). A balatoacillus tenyészetek inkabb lassu vegyes savas
fermentaciot végeztekB( indicus B. pumilu§, az Aeromonastorzsek
koérében a D-glikéz bontasat vizsgaldo Hugh-Leifsesztben is intenziv
fermentativ aktivitast tapasztaltunk. Vizsgalataisdran a fermentativ és
nitratredukalGAeromonagenyészetek tobbséegét Tihany térséyetmlaltuk.

Ez 6sszhangban &ll Reskoné és munkatarsainak (2é&@inéenyeivel, akik a
szigoruan anaerob szulfatredukalo baktériumok nalgygyakorisaga alapjan
a Siéfoki-medence Uledékének felsdtegében oxigénhianyos viszonyokat
jeleztek.

Valamennyi lUledékmintdban jelen voltak a szigoréespiratérikus
anyagcserdj Pseudomonasiemzetség kepvisel melyek kdzoétt irodalmi
adatok alapjan hidefytd szervezetek is éordulnak (Smit et al., 2001). A
Pseudomonafajok a biopolimerek bontasara rendszerint nene&eék, de az
oldott szerves anyagok széles skalajat képesek nbsisani. Ezt a
fenotipusos vizsgéalatok soran a glikéz oxidativzhasitasa jelezte, de a
torzsek Osszességében meglébet inaktivak voltak a biokémiai-élettani
tesztekben. EgyeBsedomonagajok, mint az altalunk is tenyésztésbe vont
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P. putidg irodalmi adatok alapjan a mikrobialis lebonté ékenységnek
nagymértékben ellenalld6 aromas vegyuletek (pl. lfesaarmazékok)
hasznositasara is képesek (Spanggord et al., Mahd et al., 1997). A
fentiek mellett aBacillus Aeromonasés Pseudomonadajoknak fontos
szerepe lehet a té nitrogén korforgalmaban is, amidisszimilatorikus
nitratredukcioban kapott pozitiv reakciok nagy ggéamutatott.

A Rheinheimera chirnomiiajt elsként Chironomida larvak petéir
izolaltdk (Halpern, et al.,, 2007). Az arvaszunyo@gvék a Balaton
makrobentoszanak is uralkodd szervezetei (Déva0;1Specziar, 2008),
ezért aRheinheimera chirnomifaj képvisebinek ebfordulasa a Balaton
mederiledékében nem lehet véletlen. Shewanella putrefacienfajhoz
tartozd szervezetek az oxigén alacsony parcialsndga mellett alternativ
elektronakceptorokat  (nitrat-, vas-, mangan- és If&zionokat)
hasznalhatnak. Ennek kdvetkeztében fontos szetéjteétnek be a vas, a
mangan és a kén biogeokémiai ciklusdban, és ezataiajarulhatnak az
Uledékben rekedt foszfor felszabaditasahoz is (@idd Pfenning, 1992;
Vogel et al, 1997). Vizsgalataink soran @hewanella tenyészetek
nitraredukald képességét mi is igazoltuk.

Az egyedi tenyészetekkel képviselt Alphaproteohiatefajok
tbbbségét  korabban néveny-asszocialt Rhigobium huautlense,
Agrobacterium tumefaciens, Ensifer adhaejdigang és Martinez-Romero,
2000), terresztrikus és vizilvizessleelyekol irtak le Sphingomonas spp.,
Mycoplana bullaty (Long et al., 2009).

A nagy G+C tartalmi Gram-pozitiv baktériumok (Aciracteria) a
talajok és vizi 6koszisztémak jellegzetes kolorizgFelske et al., 1999;
Warnecke, et al., 2004; Tamaki et al., 2005). Migranicutes fajok doriten
az uledékre jellemtek, addig az Actinobacteria csoport az lUledékben és
pelagikus régidban is jelgis hanyadat teszi ki a vizi ©koszisztémak
bakteridlis kozosségeinek (Nold és Zwart, 1998). Balaton vizében
korabban a Sidéfoki-medencében Arthrobacter és aMicrococcus fajok
jelenlétét mutattak ki (Téth, 1996). Irodalmi adatdapjan (Hertkorn et al.,
2002) azArthrobacter és Rhodobacterfajok az Uledék fels oxigénben
gazdag rétegében specialis szerepet tolthetnek béurinanyagok
lebontasaban.

Tenyésztést fuggetlen modszerekkel végzett vizsgalatok alama
vizi ©Okoszisztémakban igen gyakoriak a Cytophagedbacterium-
Bacteroidetes (CFB) filogenetikai csoportba tartszérvezetek (Kirchman,
2002; O’'Sullivan, et al., 2002; Nercessian et 2005). A csoport — mivel
tagjainak tobbsége specialis tenyésztési feltéelégényel — kevés leirt
fajjal rendelkezik (Jooste és Hugo, 1999). A Baotistes torzset a balatoni
mederlledék vizsgalata sordn csak kevés tenyésgmtiskelte, amelyek
kozil kett felteheten a tudomany szamara (] faj tagja. A CFB szeregzet
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az Uledékben és a pelagikus régiobékent formalt szerves anyagokhoz
kotodnek (Nold és Zwart, 1998). A balatoni torzsek aynanolekulaju
szerves anyagok kozil ékorban a fehérjéket hasznositottak.

4.4 6 A baktériumtorzsek foszforforgalmi szerepe

A Neisser-festés eredményei alapjan a balatoni élleeh a
tenyészthét aerob heterotrof szervezetek tobbsége képes &oguihtot
felhalmozni. Eredményeink alatamasztjak a korabbizsgélatok
eredményeit, amelyek a tavi tUledékbendlg@olifoszfat mérésével indirekt
modon, illetve a bentikus kb6zosségekbenosfaetuld  polifoszfat
kimutatasaval pedig kozvetlenll is igazoltdk a foslfatot felhalmozo
szervezetek széleskbelterjedését (Uhlmann és Bauer, 1988; Khosmanesh
et al.,, 2002; Hupfer et al., 2007; Gloess et &008). Az egyes balatoni
mintakbol szarmazd torzscsoportokban a polifostfai@halmozo és
foszfatazaktivitast mutatd torzsek aranya a trcfilkdllapottal és az egyes
foszforformak koncentraciojaval nem mutatott kosmeisszefliggést.

A polifoszfatraktarak funkciondlis szerepét tekmtveltételeztik,
hogy amennyiben a polifoszfatraktarak a bentikusztkéégekben az
eleveniszaphoz hasonl6éan energiaforrasként szalgalnakkor a
baktériumtdrzsek foszfatazaktivitasa és a Neissses eredmenyei kozott
nem tapasztalunk szoros 0sszefliggést. Ezzel dbentéazonban, ha a
polifoszfattartaléek foszfatraktarkéent wkodik, akkor a tenyészetek
foszfatazaktivitasa és polifoszfat felhalmozasaokiinverz osszefliggés
allhat fenn.

Eredményeink alapjan a Balatonbard @s tenyészthét bentikus
baktériumok nagy hanyada képes a szerves foszigiletigk hidrolizisére
és a polifoszfat felhalmozaséara is (a foszfatazties és a Neisser-festés
soran egyarant pozitiv térzsek). Azok a torzsek nbaa, amelyek
polifoszfatot nem halmoztak fel, jelésen nagyobb ardnyban voltak aktivak
a foszfataz tesztben, mint a polifoszfatraktareaidelke? tenyészetek. A
balatoni Uledékben &l baktériumkdzosségek szédmara tehdt a
polifoszfatraktarak nem vagy nem kizardlag eneagr@kként, hanem
foszfattartalékként is szolgalnak. Azok a baktéolmamelyek a szerves
foszforvegylleteket nem hasznositjak, de polifastfafelhalmoznak,
valoszirileg kozvetlenll ortofoszfatot asszimilalnak, haéanl az
eleveniszapban zajl6 bioldgiai foszfatkotéshez. skté tavakban a
pelagikus és a bentikus heterotréf baktériumkozjdge is a foszfat
intenziv felvétele jellemz(Cotner és Wetzel, 1992; Gachter és Meyer, 1993;
Kirchman, 1994). Istvanovics és munkatarsai (199a@poratoriumi
kisérletben bizonyitottak, hogy a Balaton Uledékébdaktériumkozosségek
tobb foszfatot asszimildlnak az anorganikus fo&ekletlbl, mint az
Uleped szerves anyagbol. Az Uledéklakd mikrobak szamératt ebnyt
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jelenthet, ha a j6 tdpanyag ellatottsaglsimhkban felvett foszfatot
polifoszfat formajaban elraktarozzak, és foszfatlsaegeny kortlmeények
esetén a raktarozott foszforkészletiket hasznksifa az alkalmazkodas
hasonlo a planktonikus mikroorganizmusok (pl. clzaddériumok) foszfor

anyagcseréjéhez, amelyek foszforéheztetés utafogeititot halmoznak fel

akkor, amikor a kil foszfatkoncentracio meg¢n(Jacobson és Halmann;
1982; Bolier et al., 1992; Eixler et al., 2006).

Az Uledéklaké polifoszfatot felhalmozé mikroorgamiasok
filogenetikai vizsgalatat tudomasunk szerint eddsszesen két kutatas
célozta meg. A szennyviziszapokban gyakran dominald$ordulasu
polifoszfatot felhalmozd&hodocycludajok (Betaproteobacteria) a nyolc té
bevonasaval végzett vizsgalatok alapjan az Uledeldkagosan az 6sszes
baktériumszdmnak az 1 %-at tették ki (Gloess et 2007). A Balaton
Uledékében a Betaproteobacteria csoportbarA@dovorax sp. jelenlétét
mutattuk ki. Schulze és munkatarsai (1999) fluaresz in situ hibridizacio
segitségével az Acidovorax nemzetség dominancigjat tapasztaltak
eleveniszap mintdkban, és munkajuk soran irtdkzld@dovorax defluvii
fajt, amit a keszthelyi mintdbol mi is kimutattunk. faj egyetlen balatoni
képvisebjenél ezzel szemben nem tapasztaltuk a polifosefaalmozésat.
Itt is meg kell jegyezniink, hogy a munkank sorémsas fajt egyetlen torzs
képviselt, igy azok foszforforgalmi szerepét ok meég tovabbi
vizsgalatokra lenne szikség.

Gloess és munkatarsai (2008) munkaja alapjan atadékekben
jelentbs szamban voltak jelen az Actinobacteria és Alpbt@obacteria
polifoszfatot felhalmozé szervezetei. A Balaton dé@kéldl szarmazo
tenyésztek korében az Alphaproteobacteria, Actio@ha mellett a
Firmicutes torzs is nagy ardnyban tartalmazott l#qgsafat felhalmozaséara
képes szervezeteket, igy ennek a csoportnak ai iagi@nyeges szerepet
tolthetnek be az Uledékek biogén erédébszfat visszatartasaban. Bar
gyakran a CFB csoport képviéelis jelentis aranyban vannak jelen a
szennyviziszapokat benépésihikrobidlis kozdsségekben (Kawaharasaki,
1999; Seviour et al., 2003), mégis szerepuk a gialdoszformentesitésben
elhanyagolhatd, mert csekély mértékben képeseklfetheni a polifoszfatot
(Liu et al., 2001). A Balatonbol 6sszesen F;lavobacteriumnemzetségbe
sorolhaté tenyészetet vizsgaltunk, amely¢kB esetében figyeltik meg
metakromatikus granulumok jelenlétét.

Bacillus Aeromonasés Pseudomonadajokba sorolt polifoszfatot
felhalmoz6 szervezeteket korabban szennyviziszapokd kimutattak
(Jgrgensen és Pauli, 1995; Barak és van Rijn, 2880iour et al., 2003).
Eredményeink alapjan a Balaton uledékében a kogéss@bfordulasu
Bacillus és Aeromonasfajok jelents szerepet tolthetnek be a bioldgiai
eredet foszfor visszatartasdban, bar az azonos nemzetdéginzé fajok
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kilénb6d meértékben képesek a polifoszfat felhalmozasarantaset a
Bacillus fajok esetében mi is tapasztaltunk. Tavi Uledékbzarmazdé
Pseudomonasdrzzsel Waara és munkatarsai (1993) vegezteklédsket,
amelyben nagymértékaerob foszfat asszimilaciot tapasztaltak. Waara és
munkatarsai (1993) megéllapitasaval szemben, adsdlan aPseudomonas
fajok szerepe felteh&n nem jelerdis a bentikus foszfat visszatartasban,
mivel ezek a szervezetek foszfatigénylket a szeamgagok lebontasa révén
fedezik. Ennek a latszolagos ellentmondasnak azik edghetséges
magyarazata az, hogyRseudomonafajok polifoszfattartalékot jellenéen
csak nagy kuks foszfatkoncentracidé mellett képeznek (ami Waara és
munkatéarsai kisérletében rendelkezésre allt, éselaxeniszapokra is
jellemz), de foszfatban szegény viszonyok esetén (mirdlatdni Gledék)
nem.
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5 Osszefoglalas

Munkamat jelerisen eltéf  hidrologiai  tulajdonsagokkal
jellemezhet sekély vizterekben, két hipertrof kiskunsagi szilkéstavon
(Kelemen-szék és Boddi-szék) és a Balaton mez@iofoki- és eutréf
Keszthelyi-medencéjében végeztem. Célom az Uledeihie
baktériumkozosségek aktivitasanak, szerkezeténreker@b kemoorganotrof
szervezetek csiraszaméanak, faji hovatartozasanakkégzosségben betoltott
szerepének megismerése volt, kilonos tekintettberaikus baktériumok
foszforforgalmi szerepére.

A vizsgalatokhoz 2004 oktébere és 2005 novemberdtkavettiink
mintakat. Az Uledék fets (0-3 cm-es) rétegében a baktériumok csiraszaméat
lemezes telepszamldlas modszerével becsiltem. Arobakozosségek
szerkezetében és aktivitasaban megnyilvanuld kgkegdket kozvetlen
szénforrds hasznositasi vizsgélattal (BIOLOG) eédekubaris bioldgiai
ujjlenyomat modszerrel (DGGE) kovettem nyomon. Azerob®
kemoorganotrof szervezeteket 16S rDNS bazissorreslémzéssel
azonositottam, és metabolikus képességeiket hagymsa biokémiai-
élettani vizsgalatokkal jellemeztem.

A vizsgéalatok eredményeit — a célkitseimre visszautalva — az
alabbi pontokban foglalom dssze:

1. A hipertr6f szikes kistavak Uledékében az aerob
kemoorganotrof baktériumok csiraszam értékei nagesdileg nagyobbak
voltak, mint a Balaton eutrof és mezotrof medermgpé Eredményeink és
irodalmi adatok alapjdn a sekély kiskunsagi székiédékének fels
rétegében kapott a csiraszam értékeR-{D9 TKE g~ ) nagysagrendileg a
szikes tavak vizében jellezcsiraszam értékeknek feleltek meg. A
k6zosségi szénforras hasznositasi és molekulassrziias vizsgalatok
eredményeltl eltérten, a Kelemen-székben és a Boddi-székben az
Uledékfelszini aerob csiraszam értékek nem kota&lal sem a
vizhomérséklettel, sem a vedkEpességgel, a tenyészthdétaktériumszam
szezonalisan kevéssé valtozott. A mezotrof Sidféki-az eutrof Keszthelyi
medence Uledékében a kemoorganotrof baktériumaksesima jeledisen
kulonbozott egymastol. A kemoorganotrof baktériunielkepszama nagyobb
volt az eutréf (18 nagysagrend TKE g~ * értékek), mint a mezotréf (30
10° TKE g~ Y medencébenOsszel Keszthely és Tihany térségében is
Iényegesen kisebb telepszamokat kaptunk, nagy zialiGgggel a
hémérseklet csokkenése miatt.
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2. A BIOLOG szénforrds hasznositdsi vizsgalat efadrai
alapjan a kiskunsagi szikes kistavakban a mikrobdégegek metabolikus
aktivitasat a csokkén hoémérséklet és a novekvszalinitas is negativan
befolyasolta. Kelemen-székben és a Boddi-székben Ulerlékfelszini
mikrobakozosségek tobbnyire az alacsonyabb Ossi#aksal jellemezhét
allapotok soran is a szénforrasok kozel azonosddatyhasznositottak, tehat
az Uledékben a mikrobakoztsségek metabolikus pétEnoem, hanem a
kilonb6sd szénforrasok hasznositasanak mértéke valtozott.

A Siofoki- és Keszthelyi-medence bentikus mikrolslsségei
szénforras hasznositasi vizsgalat soran a mintavietépontok szerint
csoportosultak. Adszi mintak mikrobialis aktivitAsa nem csdkkent zatzi
mintakéhoz képest, ennek hatterében az allt, hagysai kbzosségek a
polimereket nagyobb aranyban értékesitették, midbhi mikrobak6zdsség.
Ez alapjan feltehéen a szerves anyagok rdgege is jelerdsen
befolyasolhatjia a mikrobak6zésségek aktivitasat. @atrof medence
bentikus mikrobakdz6sségesszel és nyaron nagyobb dsszaktivitas mutattak
és tobb szénforrdst hasznositottak, mint a mezotrékdence
mikrobakozosségei, mig tavasszal — amikor a csinasgrtékekben a
legkisebb a kulonbség a két medence kozott — e ook szerint a két
mintavételi hely hasonlo volt. Ezek alapjan a miiiédis aktivitds nagysagat
a szerves anyagok mellett feltedest a baktériumszam is befolyasolja.

3. Annak ellenére, hogy a kiskunsagi és a balatwiniavételi
helyek alapvéten kilénboznek egymastél, mégis rendelkeznek néhany
hasonlo tulajdonsaggal. Szezonalis mintavételelagj@ megallapithatjuk,
hogy a csokkefh kornyezeti kmérséklet a kiskunsagi szikes kistavakban és
a Balatonban is ételjesen befolyasolta az Uledék felsétegében él
baktériumkdzosségek szerkezetésszel a Kelemen-szék és a Boddi-szék,
valamint a Siofoki- €és a Keszthelyi-medence Uleeiskini
baktériumkozésségei is hasonléva véltak a filogkaeszerkezetik alapjan.
Tavasszal és nyaron a mintavételi tertleteket redte eltéy kornyezeti
feltételek — a szikes vizterekben éalsrban a sétartalom, a Balatonban az
eltér trofiths — hatasa jobban érvényesult, ezaltal #dékfelszini
mikrobakozosségek szerkezete elkulonllt egyma&pézondlisan nem a
kozosségek 0Osszetétele, hanem a kodzosségalkotvezzmk aranya
valtozott.

4. A kiskunsagi tledékmintak félsrétegebl dsszesen 279, a
Balatonbdl 216 tiszta tenyészetet vizsgaltunk. Akté@dumtorzseket a
Firmicutes, az Actinobacteria, a BacteroidetesAkzhaproteobacteria és a
Gammaproteobacteria csoportok tagjaiként azonbagttot A
Betaproteobacteria osztalyt egyetlen keszthelyiédspet képviselte.

A kiskunsagi kistavak Uledékéb foként sOs szikes &helyekre
jellemz alkalofil vagy alkalitolerans és halotolerans vagglofil fajokkal
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rokon szervezetek, mig a Balaton Uledékébfoleg édesvizi
Okoszisztéemakban gyakori, neutrofil fajok jelentétgazoltuk. Egyetlen
minta kivételével, valamennyi Uledékminta esetéBaxillus nemzetség
képvisebi voltak jelen legnagyobb aranyban a tenyészetektkoA Sidfoki-
medencében tavasszal legnagyobb aranybanAemmonas nemzetség
képvisebit izolaltuk. A szikes kistavak é€s a Balaton Ulegléén talalhatd
baktériumkozdsségekben egyarant kimutattuk tovébbEseudomonasa
Sporosarcina a Microbacterium, az Arthrobacter és az Agrobacterium
nemzetségek képvisél. Az eltéi fiziko-kémiai sajatsdgokkal jellemezhet
mintavételi tertletekl szarmazo mintak faji 6sszetétele csekély mértéek
atfedést Bacillus cereus B. pumilus, B. drentesis, Pseudomonas peli,
Kocuria rosea, Microbacterium kitamiensautatott. A Balaton tledékéb
kozel kétszer annyi (6sszesen 63) fajt/nemzetségeaattunk ki, mint a
Kelemen-szék és a Boddi-szék uledékéldsszesen 35). Ez az eredmény
0sszhangban all azon vizsgalatok eredményeivellyaineltéty kémhatasu
€s soOkoncentracioju természetes kornyezetek bakseridiverzitasat
hasonlitottak 0ssze, és azt tapasztaltdk, hogyneh&is é€s a sotartalom
emelkedésével parhuzamosan a baktériumkozossegydddesege csokken
€s az édes és soOs vizeshélyek diverzitasa kozott kismértélatfedés van
(Crump et al., 2004; Fierer and Jackson, 2006; Wal.e2006; Pagaling et
al., 2009). Mindkét éhelyrdl tobb a tudomany szédmara feltelest U
baktériumfajok képvisé|ét sikerult tenyésztésbe vonnunk.

A Dbaktériumtorzsek a nagy molekuldju szerves vegpgll
hasznositasanak kivételével az alkalmazott biokétesrztekben altalaban
inaktivak voltak. Példaul aBacillus fajok extracellularis enzimeikkel
mindkét ébhelyen fontos szerepet tdltenek be a nagymolekwdagrves
anyagok lebontasdban. A fajok kis hanyadanal figpél meg fakultativ
anaerob anyagcserét, fermentaciot (Bhcillus Aeromonasspp.) vagy
nitratredukciot (plPseudomonasp.).

5. A kiskunsagi és a balatoni Uledéklak6 baktérikmo
foszforforgalomban betoltott szerepe kulonbozott. Mpertréf szikes
vizterekldl szarmazo tenyészetek a szerves foszforvegylletkisebb
aranyban értékesitették, mint a foszfor limitaliabani szervezetek. Mindkét
mintavételi tertleten a baktériumtorzsek tobbsegkfgszfatot halmozott
fel, tehat a polifoszfat raktarozasa az éddéser a szikes vizesdlelyeken
is verseny €inyt jelenthet az uledékfelszini baktériumok szamasa
polifoszfatraktarak fiziolégiai szerepe azonbantefetten eltéé, mig a
szikes kistavakban a kulonleges kornyezeti fekétedz (pH és soétartalom)
valé alkalmazkodast segitheti, a balatoni szeredzezdmaéra ebsorban
foszforraktarként szolgal. A polifoszfat-felhalmezképessége a kilonkitz
filogenetikai csoportokba (Firmicutes, Actinoba@erAlphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria) tartozé baktériumtérzsekreardgy jellem# volt.
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Nemzetségeken belll, az egyes baktériumfajokbaoziartszervezetek
polifoszfatot felhnalmozo6 képesséege kiulonbdzhetpédaul aBacillus fajok
esetében tapasztaltuk, melyek (egyéb fenotipugegdlatokban is) jelets
kulonbségeket mutattak.

A kiskunsdgi szikes tavak és a Balaton ledékében
baktériumkozosségek diverzitasanak vizsgalati eéegmi is tikrozik azt a
mikrobialis ©koldgiai kutatasokban jél ismert préivlat, miszerint az
alkalmazott modszerek szelektiv hatasa miatt ariélé megkdzelitésekkel
kapott eredmények kozott gyakran kisméiitéggyezés figyelhét meg
(Suzuki és Giovannioni 1996; Felske et al., 1999kn ismert szelektiv
tényedk lehetnek a tenyésztésnél, pl. az alkalmazottdzgl Osszetétele,
vagy a tenyesztési korulmeények, a tenyesiteRiggetlen, molekularis
modszereknél, pl. a DNS izolalas, vagy a PCR hawgkdga. Ezek alapjan
tovabbi tenyésztésit flggetlen DNS és RNS alapu vizsgalatok (pl.
fluoreszcensin situ hibridizacid, klénkonyvtar létrehozéasa) segithagié
atfogobb képet adni az Uledékbet Baktériumkozossegek diverzitasarol és
aktivitasarol, tovabbéa a kozosségalkotd szervezi@kyanak valtozasarol.
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6 English summary

6.1 Introduction and main objectives

Soda lakes are saline and alkaline aquatic envieotsnwhich are of
great importance all over the world due to theirique geological,
hydrological and ecological characteristics (Grat®@92; Sorokin et al.,
2003; Ma et al., 2004). Soda lakes belong to thetrpooductive natural
habitats on Earth and contain dense populationsaerobic chemo-
organotrophic alkaliphilic and halophilic bactefiauckworth et al., 1996;
Jones et al., 1998; Doronina et &003). Comparing to soda lakes situated
elsewhere, such environments of the Carpathiamlzs be characterized
by relatively low salt content and high pH valukslemen-szék and Boddi-
szék located in Kiskunsag National Park (KNP) aneetrophic, particularly
shallow, astatic alkaline environments (Dévai et 2001; Boros és VOros,
2010; Véaradi és Fehér, 2010).

Lake Balaton is the largest (surface area: 606)Ishallow (mean
depth: 3.2 m) lake in Central Europe, and is irdagamally recognized for its
ecological and recreational value, as well asHerduccess of efforts to halt
and reverse its eutrophication (Malmaleus & Hakang®04; Jeppessen et
al., 2005). The unique morphometry, flow regimed ameven nutrient
loading of the lake led to the development of arghgradient in trophic
conditions along its longitudinal axis, with nutrie concentrations
decreasing from west to east (Herodek, 1984). Todey a result of
restoration efforts ongoing since the early 19&Bs, physico-chemical and
biotic gradients are less extreme, though theyl stdist (Padisak &
Reynolds, 1998; V-Balogh et al., 2003; Tatrai et 2008). At the time of
our samplings, the conditions in the western basne eutrophic, whereas
those in the eastern basin were mesotrophic.

Although a strong coupling between the depositidnogganic
material and bacterial production has been shownldke sediments in
laboratory experiments (Sander & Kalff, 1993; Tdamb & Rydin, 1997),
little is known about how the trophic state of theerlying water affects the
activity, density and composition of sediment baatecommunities in
aguatic environments (Maasen et al., 2003; Wobak,e2003).

Microbially-mediated biogeochemical transformationat the
sediment-water interface influence largely the ieatr availability in the
overlying waters (Nealson, 1997; Spring et al.,0Damaki et al., 2005).
Sediment-derived phosphorus loading following reidmc of external
nutrient loading often replenishes the phosphorasl pn the water and
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delays lake re-oligotrophication. This is also walllicated by the fact that
after the drastic decrease of external nutriendita@pfrom the 1980's, the
annual mean biomass of algae decreased significanty after about one
decade delay in Lake Balaton (Padisak és Reynd888; Istvanovics et al.,
2007).

Sediment bacteria play a key role in organic phosoh
mineralization and the release of P from the sedimieoth directly and
indirectly (Gachter & Meyer, 1993 Nealson, 1997)hd&s been shown that
several aerobic chemo-organotrophic bacteria tagk un great amounts and
accumulate it within the cell as polyphosphate démsen & Pauli, 1995;
Kawaharasaki et al., 1999; Seviour et al., 2003plyphosphate
accumulating organisms can use polyphosphate anharmgy source under
anaerobic conditions, coupled with the releasertdfophosphate (Mino et
al., 1998; Jenkins & Tandoi, 1991). Polyphosphateumulates can also
serve as P reserve for bacteria readily availabdlenainorganic nutrients
become limiting (McDignum et al., 2005; Eixler dt, 006). It is thought
that fluctuations in redox conditions at the seditrevater interface may
favor polyphosphate storing heterotrophic bacteaad that bacterial
polyphosphate accumulation may significantly affiet nutrient availability
in the water column (Uhlmann & Bauer, 1988; Gacheg¢ral., 1988;
Davelaar, 1993). However, information on the phglog abundance and
ecological role of polyphosphate accumulating b#ct@ natural sediments
remains scarce (Waara et al., 1993; Hupfer e2@Q7).

On the basis of these, | focused my research oimseatl microbial
communities of two soda lakes located in Kiskunddgtional Park
(Kelemen-szék és Boddi-szék) and two basins of L&8kdaton with
contrasting trophic regimes and | assigned thewoig main objectives:

1. to assess the spatial and temporal differenceslong counts of
aerobic chemo-organotrophic bacteria;

2. to characterize the temporal variability of micraltarbon source
utilization patterns using BIOLOG GN microplatesfour sites
with contrasting trophic regimes;

3. to characterize the seasonal and temporal changés istructure
of benthic bacterial communities using cultivatimtependent
method (Denaturing Gradient Gelelectrophoresis, BG

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

5. to identify the cultivable polyphosphate accumulg@torganisms
and to assess the physiological role of bacteridypghosphate
storage in the sediment with parallel charactdomatof the
phosphatase activity of bacterial strains.
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6.2 Results and discussion

Sediment samples were taken seasonally from therup3 cm of
the sediment regions. The sampling dates were @ctd@04 (cultivation),
May 2005 (BIOLOG, DGGE -cultivation,), May 2005 (BLOG, DGGE),
August 2005 (cultivation), November 2005 (BIOLOGGBE) for KNP and
November 2004 (cultivation), May 2005 (cultivatidbGGE), August 2005
(cultivation, DGGE), November 2005 (DGGE) for LaRalaton.

1. Our results showed that the abundance of cbl&vaerobic
chemo-organotrophic bacteria differ between sitedibiting different
trophic conditions, with the highest numbers in bypertrophic soda lakes
and the lowest in the mesotrophic Siéfok-basinbléacounts in sediment of
soda lakes were comparable with colony counts enwhter of soda lakes
located elsewhere. Seasonal changes in colonyaere not characteristic
in soda lakes. The bacterial abundance did noelater with the temperature
and the conductivity. Abundance of cultivable agrathemo-organotrophic
bacteria significantly differed between two basm&ibiting different trophic
conditions in Lake Balaton in each season. The sbweble counts were
observed in autumn and the highest in spring amgirger months in both
basins, which showed that decreasing temperatude strang effect on
benthic bacterial abundance in Lake Balaton.

2. In Kelemen-szék and Boddi-szék, carbon sourtéigation
patterns of sediment microbial communities wereilaimin autumn and
distinct in spring and summer months. Microbialihatt was affected
negatively by declining temperature and increastogductivity in soda
lakes. In most cases similar numbers of carboncssuwere utilized by
sediment microbial communities in all season, hatihtensity of utilization
changed.On the basis of their metabolic profilerab@l communities of
Siéfoki- and Keszthely-basin grouped accordingh® $sampling dates. The
sum of microbial activities did not decrease inuaut, and utilization of
different types of carbon sources varied remarkaggsonally. Microbial
activity was probably affected by quality of orgamiarbon and the colony
counts of benthic bacteria in Lake Balaton, buther investigations are
needed to prove these correlations.

3. The DGGE profiles revealed that sediment baalteri
communities of the two soda lakes and the two Isagin_ake Balaton are
similar in autumn and could be distinguished inrgpand summer months.
Thus the temperature had strong effect on sedifmacterial diversity and
site specific environmental factors — like contiragtconductivity and trophy
— resulted distinctive community structure in waperiods. In most cases,
similar band richness suggested similarly divexs@raunity composition in
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all the samples and seasonally not the composatfidhe communities rather
than the abundance of different genotypes changed.

4. A total of 279 (KNP) and 216 (Lake Balaton) les@tl strains
were isolated after serial dilutions and platingoosix different media. All
strains were subjected to Amplified Ribosomal DNAsRiction Analysis
(ARDRA). Representatives from each uniqgue ARDRAgérprint group
were chosen and subjected to partial sequencisgafl subunit rDNA.

The isolates were affiliated with six major badeérilineages:
Firmicutes (KNP: 78 %, Lake Balaton: 58 %); Actiackeria (KNP: 13 %,
Lake Balaton: 11.5 %); Bacteroidetes (KNP: 1 %, d aRalaton: 2 %);
Alpha- (KNP: 4 %, Lake Balaton: 4 %), Beta- (Lakal&on: 0.5 %) and
Gammaproteobacteria (KNP: 5 %, Lake Balaton: 24Bé}aproteobacteria
was represented by a single strain isolated fraKibszthely-basin. Strains
related toBacillus sp. were most abundant in all but one sampleates|
affiliated with Aeromonassp. prevailed in the sample taken from the Si6fok-
basin basin in spring. Altogether 35 and 63 taxaewdentified from the
sediment of soda lakes and Lake Balaton, respégtiPeesence of aerobic,
chemo-organotrophic species adapted to saline arakaline habitats
(alkalitolerant or alkaliphilic and halotolerant twalophilic species) was
proven with cultivation dependent methods of theasdakes (in genera
Bacillus, Jeotgalibacillus, Planococcus, Sporosag;i Microbacterium,
Nesterenkonia, Kocuria, Arthrobacter, Dietzia, B#la, Paracoccus,
Agrobacterium, Pseudomonas, Halomoraasl Arsukibacteriump Most of
the strains isolated from Lake Balaton were idesdifas closest relatives of
neutrophilic species (in generBacillus, Sporosarcina, Lysinibacillus,
Paenibacillus, Arthrobacter, Kocuria, Microbacteny Rhodococcus,
Micrococcus, Leucobacter, Plantibacter, Williamsig&lavobacterium,
Agrobacterium, Sphingomonas, Mycoplana, Rhizobkmsjfer, Acidovorax,
Aeromonas, Pseudomonas, Rheinheimera, Shewansiad®xanthomonas,
Serratia, Lysobact@r Among the taxa represented by at least thrdates)
only a few were cultivated exclusively from one addke or one basin of
lake Balaton. Several members of potentially neecss were also isolated.
PseudomonasSporosarcina Microbacterium, Kocuria, Arthrobacter and
Agrobacteriumspp. were cultivated from the soda lakes as wellLase
Balaton. Only a few species were identified from Kldnd well as from
Lake Balaton Bacillus cereusB. pumilus, B. drentesis, Pseudomonas peli,
Kocuria rosea, Microbacterium kitamiense

The isolates were fairly inactive in most of theneentional
biochemical and physiological probes. Several m$raivere able to
decompose large organic compounds, especially ibteipase activity was
widespread- e.gBacillus species play important role in the degradation of
polymers. Facultative anaerobe activity, like fenta¢éion (e.g.Aeromonas

90



sp.) and nitrate reduction (elgseudomonasp.) were observed only on few
isolates.

5. The presence of polyphosphate accumulates wtedtesing
Neisser staining, and phosphatase activity was stigeged on organic
phosphorus compound. The majority of the straiomfeach samples (KNP:
56 %, Lake Balaton: 66 %) showed excess polyphdsphacumulation.
There was no clear association between the Nestsi@ing and phosphatase
activity test results in the case of soda lakeliss. Polyphosphate probably
helps in the adaption of sediment bacteria to thecial environmental
conditions (pH and salinity) featuring the sodeemkCharacteristically lower
rates of strains hydrolyzed the organic phosphoamspound in the case of
the hypertrophic soda lakes than in the case o [Bdaton. Association of
Neisser staining and phosphatase activity testteesuggested that excess
polyphosphate accumulation serves as phosphoruagstdfor sediment
bacteria in Lake Balaton. Our results indicate teatess polyphosphate
storage can provide a selective advantage as pbagpheserve for benthic
bacteria in well-aerated sediment. Thus bacteradyghosphate probably
acts primarily as a sink for the nutrient and nighgicantly contributes to
the internal phosphorus load in Lake Balaton. Otwudy implied that
polyphosphate accumulation is widespread among ithembers of
Firmicutes, Actinobacteria, Alphaproteobacteria #&@mmaproteobacteria.
Phosphorus metabolism of species related to a esigghus can vary
remarkably, e.g. we experienced remarkable diff@enn polyphosphate
accumulating potential @acillusspecies.
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10 Figgelék

GN2 MicroPlate™

Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al12

water o- dextrin glycogen tween 40 tween 80 N-acetyl-D- | N-acetyl-D- | adonitol L-arabinose | D-arabitol cellobiose
cyclodextrin galactos glucosamine

amine

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
D-fructose L-fucose D-galactose | gentiobiose | a-D-glucose | m-inositol a-D-lactose | lactulose maltose D-mannitol | D-mannose

i-erythritol

C1 c2 c3 Cc4 C5 Ccé c7 cs Cc9 Cc10 Ci1 Cc12
B-methyl-D- | D-psicose D-raffinose | L-rhamnose | D-sorbitol sucrose D-trehalose | turanose xylitol methyl mono-

D-melibiose | glucoside pyruvate methyl

succinate

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

acetic acid | cis-aconitic | citric acid formic acid | D-galactonic| D- D-gluconic | D- D- a-hydroxy B-hydroxy y-hydroxy
acid acid lactone | galacturonic | acid glucosamini | glucuronic butyric acid | butyric acid | butyric acid

acid c acid acid

El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 Ell E12

p-hydroxy itaconic acid | a-keto a-keto a-keto D, L-lactic malonic acid | propionic quinic acid D-saccharic | sebacic acid | succinic acid

phenilacetic butyric acid | glutaric acid | valeric acid | acid acid acid

acid

F1 F2 F3 Fa F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

bromo succinamic | glucuron. alaninamide | D-alanine L-alanine L-alanyl- L-asparaging L-aspartic L-glutamic | glycyl-L- glycyl-L-

succinic acid| acid amide glycine acid acid aspartic acid| glutamic

acid

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12

L-histidine hydroxy L- L-leucine L-ornithine L- L-proline L- D-serine L-serine L-threonine | D,L- y-amino
proline phenylalanin pyroglutami carnitine butyric acid

e ¢ acid

H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 H9 H11 H11l H12

urocanic inosine uridine thymidine phenyl putrescine | 2-amino 2,3- glycerol DL-a- glucose-1- | glucose-6-

acid ethylamine ethanol butanediol glycerol phosphate phosphate

phosphate

23. bra A k6zOsségi anyagcsere mintazat vizsgaatdasznalt BIOLOG
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