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1. A Szent Anna-to és kornyezete

1. A Szent Anna-to és kornyezetének jellemzése

1. Altalénos jellemz6k

A Szent Anna-t6 a romaniai Hargita megyében, a Keleti-Karpatokhoz tartozo Csomad-
hegységben talalhato krater to (1. kép), amely homokké alapkdzeten kialakult talajon fekszik
950 méterrel a tengerszint felett. Vizfelszinének kiterjedése 0,193 km?, a vizgyiijto
medencével egyiitt 2,15 km? (MAGYARI, E. et al. 2009). Legnagyobb hossza 620 m,
legnagyobb szélessége 460 m. A to lefolyastalan, més vizforrassal nem all kozvetlen
kapcsolatban (BEGY, cS. R. et al. 2011). A parolgas miatt eltiind vizmennyiség potlasat az
esOviz biztositja (MAGYARI, E. et al. 2009). Legmélyebb pontja 6,55 m, ezt a vizmélységet
2012 majusaban mérték. 2012-ben 60%-al, 2013-ban 45%-al csokkent az évi atlagos
csapadékmennyiség a 2009-2011-es periddus atlagahoz képest, igy 2013 oktoberében csak
5,58 m volt a legnagyobb mélység ugyanabban a pontban. 2014 csapadékosabb évnek
mindsiilt, ezért 2014 juliusdban mar 5,95 m-re emelkedett a vizszint a t6 legmélyebb pontjan
(MATHE 1. et al. 2014). Ez az érték az 1800-as években még 12,5 m volt, de a mélysége mellett
természetesen a vizfelszin teriilete is csokkent az utobbi két évszazadban (MAGYARI, E. et al.
2009).

1. kép: A Szent Anna-t6 (FELFOLDI T.)



2. A Szent Anna-to vizének fizikai, kémiai jellemzéi

A Szent Anna-to sekély €s viszonylag nagy tengerszint feletti magassagon fekszik, ezért
nem alakul ki benne tartdos termalis rétegzettség. Nyadron a felsé vizréteg jelentOsen
felmelegszik, akar 22°C-ra is, éjszaka pedig lehil, igy az eltérd homérsékletli rétegek kozti
stirliségkiilonbség miatt a teljes vizoszlop keveredik. A 2013-ban elvégzett vizsgalatok
alapjan, majusban és juniusban a t6 vizének felsé 1-2 méterében a homérséklet 19-22°C
kozott mozgott, de 3 m alatt lecsokkent 14-17°C-ra. Juliusban és augusztusban a hdmérséklet
a teljes viztestben 22°C koriili értékeket mutatott. Tavasszal és dsszel a toviz hdmérséklete a
felso és also rétegekben is 10-12°C kozott alakult. Télen a vizfelszin kozelében 0-1°C volt a
jellemz6 érték, ami 1 m-es mélységig 4°C-ra emelkedett és az aljzatig fennmaradt (MATHE 1.
et al. 2014). A viztest parolgasi rataja koriilbeliil 500 mm/év (BEGY, CS. R. et al. 2011)

A t6 vize a vulkanikus eredetnek koszonhetden Ca?* jonokban szegény és altaldban savas,
pH-ja szezonalisan valtozik (MAGYARI, E. et al. 2009). A 2013-as év minden honapjaban, a
helyszinen elvégzett mérések szerint a pH értékek 4,81 és 8,52 kdzott mozogtak. A pH a felsd
¢s az alsobb vizrétegekben is kiilonbozik. A felsd, 1-2 m-es vizrétegben magasabb, majd
csOkkenni kezd és a kozepes mélységl rétegekben bedll egy viszonylag alland6 szintre. Az
aljzat kozelében ismét novekedni kezd (MATHE 1. et al. 2014).

A helyszini vizkémiai vizsgalatok alapjan az oldott oxigén koncentracidja 2,1-11,8 mg/L
kozott mozgott. Jelentds csokkenést 4 méteres mélység alatt mutatott, tehat a viztest az
aljzathoz kozeli régiokat leszamitva egész évben aerob volt. Az Gsszes szerves szén (TOC)
atlagos koncentracigja 3,2 mg/L értéket mutatott. A vizsgalt szervetlen komponensek
mindegyike alacsony koncentracioban van jelen a td vizében, és egyik komponens esetében
sem figyeltek meg egyértelmil, az évszakokkal, vagy a mélységgel Osszefliggd trendet. Az
elemanalitikai vizsgalatokat harom vizminta felhaszndldsaval végezték el, amelyeket
mérték meg. A Mg és az Al koncentracioja csokken a mélység fliggvényében, tiz masik elem
nem mutatott egyértelmi trendet, melyek a kovetkezdk: B, Ni, Sr, Fe, Mn, Ca, Na, Pb, Ba, Zn
(MATHEI. et al. 2014).

2013 februarjaban 3 centiméteres mélységbdl vettek iiledékmintat, melyben 8§ makroelem ¢€s
31 nyomelem mennyiségét vizsgaltak. A makroelemek koziil az Al, a Fe és a Ca volt benne
legnagyobb mennyiségben. A nyomelemek esetében a Ti és a Ba koncentracigja elérte a 100
mg/kg folotti értéket. A tobbi nyomelem koncentracidja viszont alacsony volt, gyakran a

kimutathatdsagi hatarértéket sem érte el. A Romdénidban érvényes, talajokban 1évo
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nehézfémekre vonatkozo referenciaértékek szerint minden vizsgalt elem mennyisége a normal

hatarérték alatt maradt (MATHE I. et al. 2014).

3. A Szent Anna-to kbrnyezetének geoldgiaja

srer

amely a késé tercier és kvaterner iddszak alatt veszitett az intenzitdsabol. Utovulkéani
tevékenység azonban manapsag is zajlik a teriileten, ennek a jelei a hidrogén-szulfid, szén-
dioxid gézaramlasok, és asvanyvizii forrasok. A Nagy-Csomad egy vulkdn, melynek két
kratere van. Az egyik az id6sebb, erodalodott Mohos, a mésik az, amelyben a Szent Anna-t6
alakult ki. A hegyet alkotd alapkézet homokkd, ezt fedte be a kitdrések soran a mélybdl
feltord lava és vulkanikus tormelék. A vulkan legkorabbi kitorése valoszinlileg a holocén
idészakban, 42-35 ezer évvel ezeldtt kovetkezett be a kitdrés anyagaban talalt faszén
vizsgalata alapjan. A Szent Anna-td az utolso kitorés kovetkeztében jott 1étre, ezen esemény
pontos idejét azonban nem ismerjiik. A t6 a kialakuldsakor valosziniileg még kisméretti és
sekély volt, vizszintje késébb, koriilbeliil 8000 évvel ezeldtt kezdett emelkedni (MAGYARI, E.
et al. 2009).

4. Klima és vegetacio

A Keleti-Karpatok a mérsékelt 6vben fekszik, klimaja kontinentalis. A Nagy-Csomad
idGjarasi viszonyait foként a hegy magassaga és a Tusnad-szurdokban fellépé fagy
visszatartds jelensége hatdrozza meg. A legmelegebb honap julius, a téhoz legkdzelebb esd
telepiilésen, Tusnadfiirdon az atlag hémérséklet 18°C, a td kozelében csak 15°C. A
leghidegebb honap januar, ekkor a kézéphdmérséklet -5°C koriil mozog. Az évi atlagos
csapadékmennyiség koriilbeliil 800 mm (MAGYARI, E. et al. 2009).

A Tusnad-szurdokban hémérsékleti inverzio figyelheté meg a fentebb emlitett fagy
visszatartds miatt. Ennek koszonhetden a lombhullaté biikkerdd ove a kdzonséges lucfenyd
ove felett helyezkedik el. A topartot részben biikkbdl, fiizbol, lucfenyébdl és nyirbol allo erdd
fedi, az észak-keleti részen pedig nyitott. A tavat koriilvevd lejtdkon biikkerdd talalhato,
benne lucfeny6 altal alkotott foltokkal. Az 1800-as években a Szent Anna-tavat lucfenyébdl
allo erdd vette koriil. A kozelebbi fak gyakran keriiltek kapcsolatba a to vizével. A nyitott
¢szak-keleti sarokban mocsar alakult ki, aminek az elmult években jelentdsen megndtt a
kiterjedése. A mocsarban nagy mennyiségben van jelen a cs6r0s sas €és a gyapjas magvu sas,

emellett a tdzegmoha fajok és a fiirtos lizinka is megtalalhaté (MAGYARI, E. et al. 2009).



2. A Szent Anna-to iiledékrétegeinek korszakolasa

Magyari Enik6 és munkatarsai 2009-ben hét darab, 4 cm-es felbontassal vett iiledékminta

korat vizsgaltdk. A mintavétel 7 cm atmérdjii, 100 cm hosszu Livingstone dugattyls

mintavevével tortént a to legmélyebb részén. A mélységeket a vizfelszintdl kezdve szamoltak.

A mintak koranak meghatarozasat a benniik talalt szerves anyag kora alapjan végezték el *C

radiokarbon moddszerrel. A hasznalt szerves anyagok kiilonboz6 szarazfoldi novények

fosszilis maradvanyai voltak, példaul biikk riigyek és levéltoredékek, lucfenyd, molyhos nyir

¢s juhar magok. Az eredmények szerint az iiledék halmozoddsa a Szent Anna-toban

kortlbeliil 9300 évvel ezelott kezdddott el, és a halmozodéas sebessége a 7900-5700 évvel

ezel6tti idészakban igen lassu volt (1. dabra).

iledék szerves a.
zonak tartalom
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2. dbra: A Szent Anna-to tliledékének kor-mélység modellje. Bal oldali oszlopok: iiledék zonak (a mélység cm-
ben megadva), szerves anyag tartalom, Osszes szerves szén (total organic carbon) (MAGYARI, E. et al.

2009)

1. tablazat: Kovaalga fossziliak alapjan megallapitott zonak (MAGYARI, E. et al. 2009)

Zébna Mélység (cm) | A to és vizgyljt6jének feltételezett tulajdonsagai
Iszapréteg
kora (év)
SZA-D1 | 1023-1012 cm | A t6 ebben az iddszakban valésziniileg sekély volt és mezo-

9300-8875 év

trof, vagy oligotrof. Nagy szamban voltak benne acidofil
kovaalgdk, ami arra utal, hogy tézeges mocsar boritotta a

partjat, ¢€s a vizben magas volt a huminsavak

koncentracioja.




8000 ¢évtdl kezdve a to vizszintje ¢és trofitdsa novekedésnek
indult. A tézegmocsar kiterjedése nétt, a vizben egy ideig
az acidofil kovaalgdk dominaltak. A 8600-7400 kozotti

id6szakban a mocsaras teriiletek szezonalisan kiszaradtak.

A t6 trofitdsa a mezotrdf és az oligotrof statusz kozott
valtakozott. A vizszint koriilbeliil 5250-ig fokozatosan

emelkedett, majd atmeneti csokkenés kovetkezett be.

A t6 vize ebben az iddszakban oligotr6ffa €s savassabba
valt. A vizszint kezdetben alacsony volt, a tézegmocsar
intenzivebben terjedt. 4300 és 3800 kozott a vizszint

novekedésnek indult, ezt kdvetden ismét alacsonyabba valt.

A t6 vizszintje ¢és kiterjedése is jelentdsen novekedett,
tovabbra is oligotrof volt. A part mentén tézegmocsar
helyezkedett el. Kortilbeliil 2000 évvel ezelétt a vizszint

csokkenni kezdett.

A té vize tovabbra is oligotrof volt, de a szintje tovabb
csokkent. A fény eljutott az aljzatig, ami kedvezett a
bentikus  kovaalgdk  szaporoddsdnak. A  partmenti
tézegmocsar terjedt, ezt alatamasztja a tézegmohakon ¢€l16

epifiton kovaalgak megndvekedett mennyisége.

SZA-D2 | 1012-969 cm
8875-6365 év
SZA-D3 | 969-931 cm
6365-4550 év
SZA-D4 | 931-839 cm
4550-2700 év
SZA-D5 | 839-759 cm
2700-1615 év
SZA-D6 | 759-600 cm
1615-760 év
Celkitiizés

Az altalunk végzett kutatds célja, hogy Ujgeneracios szekvendlas alkalmazasaval
meghatarozzuk a Szent Anna t6 iledéke kiilonbozé mélységli rétegeinek baktérium

kozosségeit, ami altal atfogd képet alkothatunk a Szent Anna-t¢ iiledékében levd baktérium

kozosség egészének Osszetételérdl és annak valtozasardl hossza iddskalan.




2. Az iiledékmintak feldolgozasa

1. Mintavétel, a mintak koranak becslése

Az altalunk vizsgalt szent anna-tavi iiledék mintdkat Braun Mihaly és munkatarsai (Magyar

Tudomanyos Akadémia Atommagkutatd Intézet) vették 2013. februar 7.-én (2. kép).

o
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2. kép: A vizsgalt Szent Anna-tavi iszapmintak a mintavevében

A furatok mintdzasat Felfoldi Tamas (Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai

Tanszék), Somogyi Boglarka (MTA OK Balatoni Limnoldgiai Intézet) és munkatarsaik

végeztek. A furatokban a zonahatarokat a fentebb lathato /. tablazat alapjan allapitottak meg.

Az egyes zondk kozepét, és két szélét mintaztdk. A mintdk felsorolasa a 2. tablazatban

olvashato. A mintdk szerves anyag tartalmat Mathé Istvan és munkatarsai (Sapientia Erdélyi

Magyar Tudomanyegyetem, Biomérnoki Tanszék) hataroztdk meg. A mintdk koranak

becslését a szerves anyag tartalom alapjan Korponai Janos (Nyugat-magyarorszagi Egyetem,

Kémia és Kornyezettan Intézeti Tanszék) végezte.

2. tablazat: A Szent Anna-té iszaprétegeibdl vett mintdk, T=tenyésztés, Csillaggal jelolt: a

szekvenalashoz felhasznalt mintak

A oszlop (1000-900cm), 87cm hossza

(zérojelben a mintak kora)

B oszlop (900-800cm) 99cm hosszu

A3 (8026 év)

B17 (2986 év)

A13 (T) (7159 év)

B45 (T) (2425 év)

A22 (6410 év)

60cm-nél zénahatar (ez korrigalva 839cm)




27cm-nél zénahatar (ez korrigalva 969cm) | B73 (2004 év)

A32 (5760 &v) B96 (T) (1757 év)*

Add (T) (5194 év)*

A55 (4607 &v)

60cm-nél zonahatar (ez korrigalva 931cm)

AT75 (3806 ¢v)

C oszlop (800-700cm) 88cm hosszi D oszlop (700-600cm) 80cm hossza

C22 (1520 év) D18 (T) (1231 év)

35cm-nél zonahatar (ez korrigalva 759cm) | D77 (229 év)

C56 (1370 év)*

2. A mintak feldolgozasanak lépései

A feldolgozni kivant iszapmintdk tobb ezer évesek, ezért tigy dontottiink, hogy a
hagyomanyos tenyésztéses modszer helyett egy 0j molekuldris modszer, az jgeneracios
szekvenalas alkalmazasaval hatarozzuk meg a Szent Anna-to iledékrétegeinek
baktériumkozosségi Osszetételét. Az ujgeneracids szekvendlds nagy ateresztOképességi
modszer, tehat segitségével egyszerre nagy mennyiségii DNS molekula nukleotid sorrendje
hatarozhatd meg egyidejlileg. Ez lehetdvé teszi a baktérium taxonok és gyakorisaguk

részletesebb azonositasat a mintaban.

1. Molekularis biolégiai médszerek

a) DNS izolalas
A DNS kivonasahoz QIAmp DNA Stool Mini Kitet és QlAcube DNS izolalo késziiléket

(Qiagen) hasznaltuk. A kivonast a gyarto cég altal megadott utasitasok szerint végeztiik el.

b) PCR

A polimeraz lancreakciohoz (PCR) az A3, Al3, A22, A32, Ad4, A55, A75, B17, B45, B73,
B96, C22, C56 és D18 mintakat hasznaltuk fel, amelyek mélyebben és magasabban fekvo
iszaprétegekbdl szarmaznak. A DNS amplifikacidhoz olyan primer part valasztottunk, amely
a bakterialis 16S rDNS egy meghatarozott szakaszat sokszorositja fel. Az altalam hasznalt
primerek a 3. és 4. tdblazatban szerepelnek. A 16S rDNS a bakterialis riboszoma kis
alegységének felépitésében résztvevé 16S riboszomalis RNS-t kodolja. A primerek a 16S
9



rRNS gén 450 bazispar hosszi szakaszat sokszorozzak fel, amely lefedi a gén V1-V3
variabilis régiojat is (KLINDWORTH, A. et al. 2013). Ez a szakasz elég hosszu és valtozékony
régiokat is tartalmaz, amelyek bazissorrendjének meghatarozasa lehetévé teszi, hogy a
mintakban levéd DNS szekvenciakat baktérium nemzetség szinten is azonosithassuk. A PCR

reakcidelegy Osszetétele €s a reakcio hoprofilja az 5. és 6. tablazatban olvashato.

A PCR reakcidhoz hasznalt primerek:

3. tablazat. Forward primer

Név Szekvencia (Bakt 27F 5°-3°)

Junior_L_27F_B AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

4. tablazat: Reverse primerek

Minta Név Szekvencia (Bakt 534R 5°-3”)
A3 | Junior_1 L 534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
Al13 | Junior_2 L _534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
A22 | Junior_3 L _534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
A32 | Junior_4 L 534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
A44 | Junior_5 L _534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
A55 | Junior_6 L _534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
A75 | Junior_7_L_534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
B17 | Junior_8 L 534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
B45 | Junior_9 L_534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
B73 | Junior_10_L_534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
B96 | Junior_6 L 534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
C22 | Junior_8 L 534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
C56 | Junior_9_L _534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG
D18 | Junior_10_L 534R_A ATTACCGCGGCTGCTGG

10



5. tablazat. A PCR reakcidelegy Osszetétele

desztillalt viz 9,7 uL
dezoxinukleotidok (Fermentas) 0,2 mM
5X Phusion HF Puffer (benne 7.5 mM MgCl,) (Thermo | 4 uL
Scientific)

szarvasmarha szérum albumin (Fermentas) 2 ug
Phusion Hot Start II DNS Polimeraz (Thermo Scientific) 0,4U
J27FB forward primer (Integrated DNA Technologies) 0,25 uM
J1-J6 reverse primerek (Integrated DNA Technologies) 0,25 uM
genomi DNS 1uL

6. tablazat: A PCR reakci6 héprofilja

kezdeti denaturacid 98°C 2 perc

denaturacio 98°C 10 mésodperc

annelacio 48°C 30 masodperc 28 ciklus
extenzid 72°C 30 masodperc

végso extenzid 72°C 7 perc

hiités 4°C 0

reakcio térfogat 20uL

A PCR reakciot a 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) késziilékkel végeztem el. A
PCR termékek méretét €s mindségét agardz gélelektroforézissel ellendriztem le. A hat darab
PCR reakcidelegybdl 5-5uL-t vettem ki, amiket 1%-os agardzgélben futtattam 100V-on, 20
percig 250 EX Gibco BRL Electrophoresis Power Supply (Life Technologies) késziilékkel.
Dokumentaci6 céljabol a gélt lefényképeztem atesé UV fényben. A PCR reakcidét mind a hat
minta esetében haromszor ismételtem meg, igy mindegyik mintabol lett 45-45uL. PCR
termékem, amik a tovabbiakban DNS konyvtarként szolgaltak. Azért alkalmaztunk harom
ismétlést, hogy csokkentsiik a PCR reakcio soran fellépd esetleges hibékat, véletlenszerti

hatasokat.

) A PCR termékek tisztitasa
A tisztitdshoz a High Pure PCR Cleanup Micro Kitet (Roche) hasznaltam a gyartd cég

utasitasai szerint. Ezzel a 1épéssel eltavolithatok a felsokszorozott DNS melldl a PCR reakcid
11



soran esetlegesen létrejott primer-dimerek €s a reagensek. A tisztitas végén a PCR termékek
20-20uL térfogatba keriiltek. Jelenlétiiket agaroz gélelektroforézissel ellendriztem a fentebb

megadott kortiilmények szerint.

crer

crer

meg. Ezzel az eszkozzel a koncentracid mellett az is megallapithato, hogy a PCR reakcid
soran keletkezett termékek hany bazispar hosszuak és mennyire sikeriilt megtisztitani dket a
primer-dimerekt6l. Mind a hat tisztitott PCR termékben a 10X-es higitas utan ezek aranya
eleny€sz0 mennyiségre csokkent.

A kovetkezd két 1épésnél (emulzios PCR és szekvenalds) a gyartd cég (Roche) altal

megadott protokollokat kovettiik.

e) Emulziés PCR

Ehhez a 1épéshez az Ad44, B96 és C56 jelti mintat valasztottuk ki, amelyek kora 5194, 1757
¢s 1370 évre becsiilhetd. Ezen moddszer 1ényege, hogy a PCR reakcid nagyon kisméretii
gyongyok feliiletén zajlik az olaj-viz emulzié cseppjeiben. Ezzel a 1épéssel az egyféle
molekuldhoz tartozo detektdlandd jelet tobb tizezerszeresére erdsitjiik. A DNS konyvtarbol
egyszali DNS templatokat allitunk elé 100mM-os NaOH oldat segitségével. A gyongyok
felszinén oligonukleotid probak vannak, amelyeknek a szekvencidi komplementerek a DNS
templatokban levd adaptor szakaszokkal, ezekhez az oligonukleotidokhoz kotddnek az
egyszali DNS-ek a reakcio soran. Az az optimalis, ha egy darab gyongyhoz csak egy darab
DNS molekula kotodik, és egy gyongy keriil egy vizcseppbe az olaj-viz emulzidban. Miutan a
PCR reakcidé végbement a vizcseppekben, az adott gyongy feliiletén csak az az egyféle DNS
szekvencia sokszorozodik fel, amelyik hozza ko6tddott, tehat klonalis. Ha egy gyongyhoz
tobbféle DNS templat kotodik, a szekvendlds soran kevert jelet kapunk, ami hibanak mindsiil.
Miutan elvégeztik az emulziés PCR-t, biotinizalt komplementer oligonukleotidokat
fazionaltattunk a gyongyokon 1évé DNS mintdkhoz és sztreptavidinnel boritott méagneses
gyongyok segitségével elvalasztottuk a DNS-sel boritott gyongydket azoktol, amelyekhez
nem kapcsolodott DNS. Az emulziés PCR-t a gyarto leirasat kovetve végeztiik (GS Junior
Titanium emPCR Kit Lib-L, Roche).
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f) Szekvenalas

Az emulziés PCR-rel felsokszorozott, 100 mM-os NaOH-dal egyszaluva alakitott DNS
szekvenciak meghatarozasahoz a GS Junior Roche 454 szekvenald platformot hasznaltuk. A
Roche 454 miikdodése a ,szintézis altali szekvenalds” elvén alapul. A gyongyokre
immobilizalt egyszali DNS templatokat hibridizaltatjuk a szekvenaldé primerekkel ¢és
inkubaljuk Oket a kovetkez6 enzimekkel, szubsztratokkal: DNS polimeraz, ATP szulfurilaz,
luciferaz, apiraz és adenozin 5’ foszfoszulfat (APS), luciferin. Elséként a négy
dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP) valamelyike keriil nagy mennyiségben a reakciotérbe, amit
a DNS polimerdz beépit a templatba a megfelel bazissal szemben, ha az adott nukleotid a
soron kovetkez6 a bazissorrendben. Ezen reakcid soran annyi pirofoszfat (PPi) szabadul fel,
ahany dANTP beépiilt a templatba. Az ATP szulfurilaz a pirofoszfatot az APS felhasznalasaval
adenozin-trifoszfatta (ATP) alakitja. Ezt az ATP-t a luciferaz hasznositja, amikor a luciferint
oxiluciferinné oxidalja. A luciferin oxiluciferinné alakuldsa soran lathato fény keletkezik a
felhasznalt ATP mennyiségével megegyez6 aranyban. Ezt a fényt érzékeli egy nagyfelbontasu
kamera. A nem hasznositott nukleotidokat és ATP-t az apirdz bontja el. Minden nukleotid
beépiilésekor a fentebb leirt reakcidk jatszodnak le, amelyeknek fény felvillands az
eredményiik, ezaltal lehet meghatarozni a DNS szekvencidk nukleotid sorrendjét

(HARRINGTON, C. T. et al. 2013).

g) Bioinformatikai elemzés

A szekvenalas soran nyert adatokat a mothur v1.33 szoftverrel elemeztiik (SCHLOSS, P. D. et
al. 2009). A homopolimer és singleton szekvencidkat kizartuk az elemzésbdl. A singleton
olyan egyedi szekvencia, amelyb6l csak egy darab van az adathalmazban és ezért
valoszintisithetd, hogy szekvenalasi miitermék. A kimérak kisztirését a UCHIME programmal
végeztik el. A kimérak szekvencia mitermékek, amelyek a PCR soran keletkezhetnek
(scHLoss, p. D. et al. 2009). A taxonok azonositasahoz csak a legmagasabb mindségii
szekvenciakat hasznaltuk fel. A szekvencidkat az ARB-SILVA bakterialis nukleinsav

adatbazis szekvenciaihoz illesztettiik a SINA illesztéprogrammal (QUAST, C. et al. 2013).
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2. Tenyésztéses vizsgalatok 6sszcsiraszam meghatarozashoz

A tenyésztéses vizsgalatokat Mathé Istvan ¢és munkatarsai (Sapientia Erdélyi Magyar
Tudomanyegyetem, Biomérnoki Tanszék) végezték el az alabb felsorolt taptalajok

alkalmazasaval.

1. Médositott R2A, pH=7
Elesztékivonat 0,50 g

Pepton 0,50 g

Kazaminosav 0,50 g

Glikéz 0,50 g

Keményitd (vizoldhato) 0,50 g
Na-piruvat 0,30 g

K2HPO4 0,30 g

MgSO4 X 7 H20 0,05¢g

Agar 150¢

Desztillalt viz 1000,0 ml
Sterilizalas autoklavban: 121°C, 15 perc

2. Keményito-kazein tapagar

Kemeényitd (vizoldhato) 10,0 g

Kazein (10 mL 0,1 N NaOH-ban feloldva) 1,0 g
K2HPO4 0,59

Agar 18,09

Desztillalt viz 1000,0 ml

pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121°C, 15 perc

3. Malata tapagar

Maléata kivonat 50,0 g

Agar 18,0 g

Desztillalt viz 1000,0 ml

pH: 5,6

Sterilizalas autoklavban: 121°C, 15 perc
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3. Eredmények

1. Az A44, B96 és C56 mintakban elo6forduloé baktérium
taxonok

A mindségi sziirést kovetden az A44 mintdban 1877, a B96 mintaban 8286, a C56 mintaban
pedig 5869 szekvenciat kaptunk, amelyek a Bacteria doménen beliil 39 baktérium torzset
(phylum) fednek le. Mindharom mintaban a Chloroflexi és a Proteobacteria a két dominans
baktérium torzs. A harmadik legtobb szekvenciaval rendelkezé torzs a hdrom mintdban
viszont mar nem egyezik. Ez a torzs az A44 mintaban a Verrucomicrobia, a B96 mintaban a
Planctomycetes, a C56 mintaban az Acidobacteria. Mindegyik térzshoz tartozott sok olyan
szekvencia is, amelyek az ,,unclassified” kategoriaba estek. Ebbe a kategoériaba olyan taxonok
tartoznak, amelyeket eddig még sehonnan nem mutattak ki. Mi azokat a taxonokat elemeztiik
részletesebben, amelyeknek az ardnya elérte az 1%-0t az adott mintdban az Osszeshez
viszonyitva, tehat a hozzéjuk tartozé szekvencidk darabszdma az A44 mintaban legalabb 19, a
B96 mintaban 83, a C56 mintaban 59. Az 1% feletti szekvencia darabszammal rendelkez6

baktérium torzsek a 2., 3., és 4. abran lathatok, a nemzetségek pedig az 5., 6., és 7. dbran.

m Acidobacteria

B Aquificae

B Actinobacteria

M Bacteroidetes
Candidate_division_OP8

m Candidate_division_OP9

m Candidate_division_WS3

H Chloroflexi

B GOUTA4
Planctomycetes

B Proteobacteria

B Verrucomicrobia

W Egyéb torzsek

2. dbra: Az A44 mintaban talalt baktérium térzsek (phylum). A szines szeletek vastagsaga aranyos az egyes
torzsekhez tartoz6 szekvencidk darabszdmaval.
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m Acidobacteria

B Actinobacteria

M Bacteroidetes
Candidate_division_OP8

B Chlorobi

B Chloroflexi
Fibrobacteres

B Firmicutes

B Nitrospirae
Planctomycetes

B Proteobacteria

M Spirochastes

mVerrucomicrobia

m Egyéb torzsek

3. abra: A B96 mintaban taldlt baktérium torzsek (phylum). A szines szeletek vastagsaga aranyos az egyes
torzsekhez tartozo szekvenciak darabszamaval.

m Acidobacteria

m Actinobacteria

B Aquificae

M Bacteroidetes
Candidate_division_OP8

B Chloroflexi
Fibrobacteres

M Firmicutes

MW Lentisphaerae

M Nitrospirae
Planctomycetes

N Proteobacteria

W Spirochaetes

m Verrucomicrobia

mEgyéb torzsek

4. abra: A C56 mintaban talalt baktérium torzsek (phylum). A szines szeletek vastagsidga aranyos az egyes
torzsekhez tartozo szekvenciak darabszamaval.
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1. Nemzetségek

M SJA-36_Holophagae
M Conexibacter

B Thermovibrio

m Rhodothermus

m vadinHA17_Sphingobacteriales

B Candidate_division_OP8

= Candidate_division_OP9
Candidate_division_WS3

m nem tenyésztett Anaerolineaceae

o nem tenyésztett_Caldilineaceae

" GIF3_Chloroflexi

m GIF9_Chloroflexi

= TK10 Chloroflexi

M vadinBA26_Chloroflexi

B GOUTA4

W Sva0485 Deltaproteobacteria

= Desulfovirga

M Halomonas

m OPB35_Verrucomicrobia

1 Egyéb nemzetségek

A Szent Anna-té A44 iszapmintdja

5. dbra: Az A44 mintaban talalt baktérium nemzetségek. A szines savok vastagsaga aranyos az
nemzetségekhez tartozo6 szekvencidk darabszamaval.

m OPB41_Actinobacteria

H Rhodothermus

M SB-5_Sphingobacteriales

B Candidate_division_OP8

B nem tenyésztett_Anaerolineaceae

® GIF3_Chloroflexi

B GIF9_Chloroflexi
KD4-96_Chloroflexi

m vadinBA26_Chloroflexi

W nem tenyésztett Fibrobacteraceae

B Syntrophorhabdus

B nem tenyésztett_Campylobacteraceae
Brevinema

B Termite_Treponema_cluster

W Egyéb nemzetségek

A Szent Anna-t6 B96 iszapmintdja

B nem tenyésztett_Planctomycetaceae
m Sva0485_Deltaproteobacteria

m Desulfovirga

6. dbra: A B96 mintaban talalt baktérium nemzetségek. A szines savok vastagsidga aranyos az
nemzetségekhez tartozo szekvenciak darabszamaval.

egyes

egyes
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M Terriglobus
nem tenyésztett_Holophagaceae
OPB41_Actinobacteria

W Thermovibrio

W SB-5_Sphingobacteriales

MW Candidate_division_OP8

W nem tenyésztett_Anaerolineaceae
GIF3_Chloroflexi

B GIF9_Chloroflexi
KD4-96_Chloroflexi

W vadinBA26_Chloroflexi
nem tenyésztett Fibrobacteraceae

W \WCHB1-25_Llentisphaerae
0319-6A21_Nitrospirales
Urania-1B-19_Phycisphaeraceae

nem tenyésztett_Planctomycetaceae
M Bilophila
W Sva0485_Deltaproteobacteria

Desulfovirga
W nem tenyésztett_Campylobacteraceae
W Termite_Treponema_cluster
m OPB35_Verrucomicrobia

Egyéb nemzetségek

A Szent Anna-to C56 iszapmintdja

7. abra: A C56 mintaban taladlt baktérium nemzetségek. A szines sdvok vastagsidga aranyos az egyes
nemzetségekhez tartozo6 szekvencidk darabszamaval.

Az A44, B96 és C56 mintak kozos baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartozod szekvencidk darabszama lathato a
cimben szerepld sorrend szerint.

Mindharom mintdban a GIF9 Chloroflexi a domindns nemzetség. A masodik legtobb
szekvenciaval  rendelkez6  nemzetség az @ A44 és  C56  mintdban  az

Sva0485 Deltaproteobacteria, a B96 mintaban a KD4-96_Chloroflexi.

a) Candidate_Division_OP8 (74, 322, 232)
A Candidate Division OP8 torzs javasolt elnevezése az Aminicenantes. Ismertebb
nemzetsége a ’Candidatus Aminicenans’, ide tartozé tenyésztett faj a ’Candidatus
Aminicenans sakinawicola’, amelyet a Sakinaw-toban és az Etoliko lagina iiledékében

talaltak meg. Heterotro6f anyageseréje van, szénforrasként aminosavakat hasznosit (RINKE, C.

et al. 2013).

b) Nem tenyésztett Anaerolineaceae (40, 153, 108)
A Chloroflexi torzs Anaerolineae osztalydba tartozd tenyésztésbe nem vont nemzetség.
Ennek az osztdlynak kevés olyan faja van, amiket sikeriilt tenyésztésbe vonni, viszont

nagyszamu, kiilonbozé 16S rDNS szekvencia keriilt elé olyan élohelyekrdl, mint példaul
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iledékek, feliiletek, melegvizii forrasok, anaerob szennyviziszapok €s édesvizek (SEKIGUCHI,
Y. et al. 2003). A tenyésztésbe vont fajok jellemzdi alapjan az Anaerolineae osztdly tagjai
Gram-negativ sejfaly, szintelen sejtek, amelyek hosszabb fonalakat hoznak létre. Sporat nem
képeznek, nem végeznek aktiv mozgast. Obligdt anaerob kemoorganotrof szervezetek
(YAMADA, T. et al. 2006). Az Anaecrolineaceae csalad tipus nemzetsége az Anaerolinea,
melynek ismert faja az Anaerolinea thermolimosa. Ezt a fajt egy termofil szennyviztisztitd

berendezés szemcsés iszapjabol Yamada és munkatarsai izolaltak 2005-ben.

c) GIF9_Chloroflexi (421, 1943, 1198)

Ez a nemzetség a Chloroflexi torzs GIF9 osztalydba tartozik, amelyet a kornyezeti
mintakban talalt 16S rDNS szekvencidk filogenetikai vizsgalata alapjan hoztak létre. Igen
valtozatos él0helyeken taldlhatdak meg, mint példaul édesvizi iiledékek, bioreaktorok, tengeri
iledékek, metanszivargasok, hiperszalin kornyezetek. Eddigi eredmények szerint a GIF9
osztaly tagjai fOleg a szerves anyagban gazdag iiledékekben ¢és tengeri iiledékekben,
metanszivargasoknal fordulnak el6. Genom alapi vizsgalatok szerint a standard elektron
transzportlanc nagy része hianyzik beldliik, ezért valdsziniileg obligat fermentalok. A névényi
eredeti polimereket és cukrokat acetatig fermentaljak, nagy valdsziniiséggel ezért vannak
jelen nagy mennyiségben olyan anoxikus iiledékekben, amelyeknek magas a szerves anyag
tartalmuk. A cukrok, novényi anyagok mellett zsirsavakat és szerves savakat is bontanak. A
genomjukban talalt enzimek alapjan kemolitotrof autotrof anyageserére is képesek lehetnek,

ha van jelen kiils6 szén-dioxid (HUG, L. et al. 2013).

d) GIF3_Chloroflexi (131, 363, 177)
A Chloroflexi torzs GIF3 osztalyanak egyik nemzetsége, kornyezeti mintakbol eddig csak
16S rDNS szekvencidk alapjan azonositottak. Valosziniileg obligat fermentalok, ndvényi

eredetli polimereket és cukrokat fermentalnak, mint a GIF9 tagjai (HUG, L. et al. 2013).

e) VadinBA26_Chloroflexi (145, 169, 161)
A Chloroflexi torzs VadinBA26 osztalyaba tartozé nemzetség. Ebbe az osztalyba sorolt 16S
rDNS szekvenciakat eddig egy szennyviz tisztitd lizem anaerob iszapjabol és észak-amerikai

édesvizili tavakbol irtak le (GICH, F. et al. 2001).

19



f) Sva0485_ Deltaproteobacteria (217, 793, 890)
A Deltaproteobacteria altorzsbe tartoz6 tenyésztésbe nem vont nemzetség, valosziniileg

Gram-negativ, nem sporaképz6 (BRENNER, D. J. et al. 2005).

g) Desulfovirga (92, 355, 289)
A Deltaproteobacteria altorzs Syntrophobacterales rendjébe tartozo nemzetség. Ismert torzseit
anoxikus, szerves anyagokban gazdag édesvizi iiledékekben taldltdk meg. A nemzetség
tipusfajat, a Desulfovirga adipica-t Tanaka és munkatarsai izolaltak varosi szennyviztisztitd
anaerob rothaszt6jabol 2000-ben. Filogenetikailag a Syntrophobacter és a Desulforhabdus
nemzetségek alnak hozza legkdzelebb. A baktérium sejtek palcika alaktiak, sejfaluk Gram-
negativ, atmérdjik 0,8-2 pum, hosszuk 2,2-4 pm. Egyesével vagy parosaval fordulnak eld,
sporat nem képeznek. Egy darab poléaris ostoruk van, amellyel aktivan mozognak.
Kemoorganotrof szulfatredukalok, termindlis elektron akceptorként szulfatot, tioszulfatot,
szulfitot és ként hasznositanak, melyeket kén-hidrogénné redukéalnak. Nitratot ilyen modon
nem hasznalnak. Elektron donorként és szénforrasként alkoholokat, C1-Ci2 egyenes lancu
zsirsavakat, és egyéb szerves savakat hasznositanak, ezeket szén-dioxidig oxidaljak.

Nitrogénforrasuk az ammoniumion (TANAKA, K. et al. 2000).

Az A44 és B96 mintdk kdzos baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartoz6 szekvencidk darabszama lathaté a

cimben szerepld sorrend szerint.

a) Rhodothermus (30, 92)

A Bacteroidetes torzs Sphingobacteria osztalyanak tagja. Tipusfajat, a Rhodothermus
marinus-t Alfredsson és munkatarsai irtak le 1988-ban, tengeralatti forrovizli forrasbol
Izlandnal és 0k hoztak létre ezt a nemzetséget a megtalalt faj alapjan. Sejtfaluk Gram-negativ
festddést mutat, a sejtek palcika alaktak, végiik kicsit gorbiilt, nem mozognak aktivan.
Voroses szinll karotinoid pigmenteket tartalmaznak, sporat nem képeznek. A sejtek atmérdje
0,5 pm, hosszuk 2-2,5 um. Termofil aerob heterotrofok, szénforrasként kozonséges cukrokat,
aszparaginsavat €s glutaminsavat hasznositanak. Halofil baktériumok, ndvekedésiikhoz pH7

az optimalis érték (ALFREDSSON, G. A. et al. 1988).
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Az A44 és C56 mintak kozos baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartozo szekvencidk darabszama lathato a

cimben szerepld sorrend szerint.

a) Thermovibrio (39, 72)

Ez a nemzetség az Aquificae torzs Aquificales rendjének tagja. Huber és munkatérsai
hoztdk létre 2002-ben egy uj baktériumfaj révén, melyet a Papua Uj-Guinea mellett levd
Lihir-szigetnél izolaltak tengeralatti hidrotermalis rendszerb6l. Ezt a fajt Thermovibrio ruber-
nek nevezték el, mert extrém termofil él6helyen talaltak meg és a sejtek vordses szintiiek.
Sejtfaluk Gram-negativ fest6désti, alakjuk gorbiilt palca. Egyesével vagy parosaval fordulnak
eld, sporat nem képeznek. Obligat anaerobok, kemolitotroéf autotrof anyagceseréjiik van.
Elektron donorként molekularis hidrogént hasznalnak, termindlis elektron akceptorként pedig
nitratot, amit ammonium ionna redukalnak. Szénforrasuk a szén-dioxid. Novekedésiikhoz
pH6 koriili érték az optimalis. A 16S rDNS alapu filogenetikai vizsgalatok szerint ez a
nemzetség egy elkiiloniilt leszdrmazasi vonalat alkot az Aquificae torzson beliil (HUBER, H. et

al. 2002).

b) OPB35_Verrucomicrobia (73, 112)

A Verrucomicrobia torzset hét osztalyra osztottdk fel, amelyek koziil négyet csak a 16S
rRNS gén szekvencidk alapjan kiilonitettek el, mert tenyésztéses vizsgéalatokat még nem
tudtak végezni. Ezek koz¢é tartozik az 6t0s jelzésii osztaly, amely két kladra kiiloniil. Az egyik
klad 16S rRNS gén szekvenciait eddig édesvizi és tengeri iiledékbdl izolaltak, emellett
szennyezett viztarozokbol, anaerob iiledékekbdl is. A tenyésztett fajok sejtfala Gram-negativ,
kemoorganotrof heterotrof anyagcserével rendelkeznek. FO szénforrasaik a szénhidratok, a
komplex poliszacharidokat is beleértve. A filogenetikai analizisek szerint a Verrucomicrobia

torzs a Planctomycetes és a Chlamydia taxonokkal all szoros kapcsolatban (KRIEG, N. R. et al.

2011).

A B96 és C56 mintak kozos baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartoz6 szekvencidk darabszama lathato a

cimben szerepld sorrend szerint.
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a) OPB41_Actinobacteria (85, 88)

Az Actinobacteria torzs Actinobacteria osztalyaba tartozo nem tenyésztett nemzetség. Az
osztaly ismert fajainak sejtjei lehetnek kokkoidok, palcika alakuak, fonalakat és sporakat is
képezhetnek. Foleg vizi és terresztrikus ¢élohelyeken ¢lnek, de eléfordulnak extrém
¢léhelyeken is, példaul mélytengeri tiledékben, sivatagi talajokban (GOODFELLOW, M. et al.
2012).

b) SB-5_Sphingobacteriales (131, 76)
A Bacteroidetes torzs Sphingobacteria osztalyanak tenyésztésbe nem vont nemzetsége.
Valoszinlileg Gram-negativ, nem sporaképzd baktériumok tartoznak ide. Anyagcseréjiik

aerob vagy fakultativ anaerob (KRIEG, N. R. et al. 2011).

c) KD4-96_Chloroflexi (1095, 222)
A Chloroflexi torzs KD4-96 osztalyanak tenyésztésbe nem vont nemzetsége, csak 16S
rDNS szekvencidk kertiiltek el6 eddig.

d) Nem tenyésztett Fibrobacteraceae (133, 64)
A Fibrobacteres torzs Fibrobacterales rendjének tenyésztésbe nem vont nemzetsége. A
Fibrobacteraceae csalad tenyésztett fajainak tulajdonsdgai alapjan a sejtek sejtfala Gram-
negativ, alakjuk lehet palcika vagy ovoid. A sejtek csusz6 mozgésra képesek, sporat nem
képeznek. Obligat anaerobok, a cellulozt, cellobiozt, gliikkozt és egyeéb cukrokat acetatig,

szukcinatig fermentaljak (KRIEG, N. R. et al. 2011).

e) Nem tenyésztett Planctomycetaceae (88, 135)

A Planctomycetes torzs Planctomycetales rendjébe tartozé nem tenyésztett nemzetség. A
Planctomycetaceae csaldd tenyésztett nemzetségeit tengeri, mocsaras ¢€s édesvizi
¢léhekyekrdl, talajokbol, komposztbol, szennyviz iszapbol izolaltak. A sejtek Gram-negativ
sejtfallal rendelkeznek, alakjuk valtozatos. Kiilonboz6 fliggelékek lehetnek rajtuk, példaul
fimbriak, tiiskék, sorték. Optimalis novekedési hdémérsékletiik 20-41°C kozott van.
Anyagcseréjilk aerob vagy fakultativ anaerob kemoorganotrof heterotrof, elsddleges

szénforrasként szénhidratokat hasznositanak (KRIEG, N. R. et al. 2011).
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f) Nem tenyésztett Campylobacteraceae (93, 65)
Az  Epsilonproteobacteria  altérzs =~ Campylobacterales  rendjébe  tartozik. A
Campylobacteraceae csaldd tenyésztésbe vont fajai Gram-negativak, a sejtek alakja lehet
gorbiilt, S-alaku vagy spiralis palca. Sporat nem képeznek, csillokkal aktiv mozgésra képesek.

Anyagcseréjiik mikroaerofil kemoorganotrof heterotrof (BRENNER, D. J. et al. 2005).

g) Termite_Treponema_cluster (151, 60)
A Spirochaetes torzs Treponema nemzetségébe tartozé nem tenyésztett csoport, 16S rDNS
szekvenciait eddig termeszekbdl mutattak ki. A tenyésztett Treponema fajok obligat anaerob
kemoorganotrof heterotrofok, szénforrasként szénhidratokat és aminosavakat hasznositanak

(KRIEG, N. R. et al. 2011).

Az A44 minta baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartoz6 szekvencidk darabszama lathato.

a) SJA-36_Holophagae (36)

Ez a baktérium nemzetség az Acidobacteria torzs Holophagae osztalydba tartozik, melyet
Fukunaga irt le 2008-ban 16S rRNS génszekvenciak filogenetikai analizise alapjan. Gram-
negativ, kemoorganotrof anyagcserével rendelkezd baktériumok. Ebbe az osztalyba kevés
tenyésztésbe vont faj tartozik, de tengeri él6helyekbdl és talajokbol nagy szamban mutattak ki

16S rDNS szekvencidkat (FUKUNAGA, Y. et al. 2008).

b) VadinHA17_Sphingobacteriales (28)
A Bacteroidetes torzs Sphingobacteria osztalyanak tenyésztésbe nem vont nemzetsége.
Valészinlileg Gram-negativ, nem sporaképzdé baktériumok tartoznak ide. Anyagcseréjiik

aerob vagy fakultativ anaerob (KRIEG, N. R. et al. 2011).

c) Conexibacter (25)

Az Actinobacteria torzs Rubrobacteridae osztalyaba tartozé nemzetség. Monciardini és
munkatarsai izolaltak erdei talajbol 2003-ban és egy idetartozo fajt irtak le, a Conexibacter
woesei-t. A sejtek palcika alakuak és kisméretiiek. Atméréjiik 0,6-0,7 pum, hosszuk 0,9-1,2
um. Gram-pozitiv festddésti sejtfallal rendelkeznek, sporat nem képeznek. Hosszu, peritrich

elhelyezkedésti csilloik vannak, amelyekkel aktiv mozgéasra képesek. Aerob 1égzdk, van

23



katalaz és oxidaz enzimiik. A nemzetség legkdzelebbi rokonai a Solirubrobacter és

Patulibacter nemzetségek (GOODFELLOW, M. et al. 2012).

d) Halomonas (28)

A Gammaproteobacteria altdrzs Oceanospirillales rendjébe tartozik, 21 ismert faja van.
Vreeland és munkatarsai irtak le 1980-ban. Eddig s6s kornyezetbdl izolaltak oket, példaul a
Csendes-6ceanbol, arapaly torkolatokbol és hiperszalin tavakbodl: a Holt-tengerbdl, az Utah
allamban taldlhato Nagy So6s-tobol és egy antarktiszi tobol. A sejtek egyenes vagy gorbiilt
palcak, egy olyan faja van a nemzetségnek, aminek a sejtjei coccoidok. Atmérdjiik 0,6-0,8
um, hosszuk 1,6-1,9 um. Sejtfaluk Gram-negativ, a palca alaku sejtek aktiv mozgasra képesek
polaris, lateralis vagy peritrich csilloikkal, ezek szama és elrendezése fajtol fligg. Bizonyos
koriilmények kozott valtozatos hossziusdgi fonalakat képeznek. Tenyészthetdek, telepeik
sargak vagy fehérek. Halotolerans mikroorganizmusok, akar 32,5 m/v%-0s NaCl
koncentraci6 mellett is képesek szaporodni. Spoérdkat, intracellularis granulumokat nem
képeznek. Aerob kemoorganotrofok, de néhany faj anaerob koriilmények kozott képes a
nitratot terminalis elektron akceptorként hasznositani, vagy nitrat nélkiil is névekedni, ha van
a kornyezetében gliikoz. A nitratot nitritig redukaljak, nitrogén gazt nem termelnek. Minden
fajuk katalaz pozitiv, a tobbség oxidaz enzimaktivitassal is rendelkezik. Alacsony oxigén
koncentraci6 esetén a mozgadsuk hamar megsziinik. Szénforrasként szénhidratokat,
aminosavakat, szénhidrogéneket és polialkoholokat hasznositanak, nitrogénforrasként pedig
ammonium-szulfatot. Szilard, 8%-os NaCl tartalmii CAS vagy MS taptalajon sima,

atlatszatlan, csillogo telepeket képeznek (BRENNER, D. J. et al. 2005).

e) Nem tenyésztett_Caldilineaceae (42)

A Chloroflexi torzs Caldilineae osztalyanak tagja, még nem sikertiilt tenyésztésbe vonni. A
tenyésztett fajok tulajdonsagai alapjan a Caldilineae osztalyba tartozo szervezetek sejtfala
Gram-negativ, a sejtek fonalakat alkotnak. Nem mozognak aktivan, nem képeznek sporat.
Fakultativ anaerob termofil baktériumok. Ezen osztaly 16S rDNS szekvenciait is nagy
mennyiségben taldltdk meg a nem tenyésztett Anaerolineaceae nemzetségnél felsorolt
¢lohelyeken. Egy ismertebb faj a Caldilinea aerophila. Egyik torzsét egy szennyviztisztitd
anaerob szemcsés iszapjabol izoladltdk Japanban, madsik torzsét szintén Japanban, egy

melegvizli forrasbol szarmazo kéntelepbdl irtak le (SEKIGUCHI, Y. et al. 2003).
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f) TK10_Chloroflexi (22)
A Chloroflexi torzs TK10 osztalyanak tenyésztésbe nem vont nemzetsége, csak 16S rDNS

szekvenciak kertiltek el6 eddig.

g) Candidate_Division_WS3 (64)

A Candidate Division WS3 torzs masik, javasolt elnevezése Latescibacteria. Kornyezeti
mintakban talalt 16S rDNS szekvenciak alapjan hoztak 1étre. Ismertebb nemzetsége a
’Candidatus Latescibacter’, melybe egy tenyésztésbe vont faj tartozik, a ’Candidatus
Latescibacter anaerobius’. Ezt a fajt a brakkviz{i Sakinaw-tobdl izolaltak. A sejtek kisméretii

palcak, anyagcseréjiik anaerob (RINKE, C. et al. 2013).

h) GOUTA4 (29)
16S rDNS szekvencidk alapjan létrehozott torzsbe tartozd nemzetség, még nincsenek

tenyésztésbe vont képviseloi.

i) Candidate_Division_OP9 (27)

A Candidate Division OP9 torzset is 16S rDNS szekvenciak alapjan hoztak létre, javasolt
elnevezése Atribacteria. 16S rDNS szekvenciait az Etoliko lagina iiledékében, a Sakinaw-
toban ¢és egy bioreaktorban mutattak ki. lde tartozé6 nemzetség a ’Candidatus
Caldatribacterium’, ennek egy ismertebb faja a ’Candidatus Caldatribacterium californiense’.

A sejtek kicsik, palca alakuak, fermentativ anyagcserével rendelkeznek (RINKE, C. et al. 2013).

A B96 minta baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartozo6 szekvencidk darabszama lathato.

a) Syntrophorhabdus (109)

A Deltaproteobacteria altdrzs Syntrophobacterales rendjébe tartozé nemzetség. A sejtek
palcika alakuak, nem mozognak aktivan. Obligat anaerobok, metanogénekkel és szulfat-
redukélo baktériumokkal egyiittmiikodve aromés vegyliletek oxidacidjaban vesznek részt. A
nemzetség tipus faja a Syntrophorhabdus aromaticivorans, amelyet anaerob

szennyviziszapbol izolaltak (QIU, Y-L. et al. 2008).
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b) Brevinema (93)
A Spirochaetes torzs Spirochaetales rendjébe tartozik. Eddig egy fajat ismerik, a Brevinema
andersonii-t, amit néhany ragcsalofaj vérébdl és egyéb szoveteibol izolaltak (KRIEG, N. R. et
al. 2011).

A C56 minta baktérium nemzetségei

A nemzetségnevek mogott az adott nemzetséghez tartoz6 szekvencidk darabszama lathato.

a) Terriglobus (149)

Ez a nemzetség az Acidobacteria torzs Acidobacteriaceae csaladjanak tagja. A sejtek
palcika alakuak, atméréjik 0,5-0,7 um, hosszuk 0,9-1,4 um. Egyesével vagy csoportokban
fordulnak el6, nem mozognak aktivan. Sejtfaluk Gram-negativ, extracellularis matrixot
képeznek. Acidofil baktériumok, pH 4,5 és pH 7 kozott ndovekednek. Obligat aerobok,
kemoorganotrof  heterotrof anyagcserével rendelkeznek.  Szénforrasként —cukrokat
hasznositanak. A nemzetség tipus fajat, a Terriglobus roseus-t Eichorst és munkatarsai irtak le
mez6gazdasagi miivelésbe nem vont talajokbol 2007-ben. Legkozelebbi rokonai az

Acidobacterium és Edaphobacter nemzetségek (KRIEG, N. R. et al. 2011).

b) Nem tenyésztett Holophagaceae (149)
Ez a baktérium nemzetség az Acidobacteria torzs Holophagae osztalyaba tartozik, melyet
Fukunaga irt le 2008-ban 16S rRNS génszekvencidk filogenetikai analizise alapjan. Az
osztaly tenyésztett fajai Gram-negativ, kemoorganotr6f heterotr6f baktériumok (FUKUNAGA,

Y. et al. 2008).

c) WCHB1-25_Lentisphaerae (62)
A Lentisphaerae torzs Lentisphaeria osztalyanak tagja. Ebbe az osztalyba kevés tenyésztett
faj tartozik, a 16S rDNS szekvenciait eddig édesvizi és tengeri él6helyeken, anaerob

rothasztokban, gerincesek lirtilékében talaltak meg (KRIEG, N. R. et al. 2011).
d) 0319-6A21 Nitrospirales (115)

Ez a nem tenyésztett nemzetség a Nitrospirae torzs Nitrospirales rendjébe tartozik. Az

ismert fajok alapjan a Nitrospirae torzs tagjai Gram-negativ, gorbiilt vagy csavart palca alak
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sejtek, tobbségiik aerob kemolitotrof anyageserével rendelkezik (BOONE, D. R., CASTENHOLZ,
R. W. 2001).

e) Urania-1B-19 Phycisphaeraceae (60)
A Planctomycetes torzs Phycisphaerae osztalyaba tartozé nem tenyésztett nemzetség. Az
osztalynak egy tenyésztett képviselje van, a Phycisphaera mikurensis, viszont sok ide tartozo
16S rDNS szekvenciat talaltak talajokban és tengeri él6helyeken. A Phycisphaera mikurensis

Gram-negativ, fakultativ anaerob baktérium (FUKUNAGA, Y. et al. 2009).

f) Bilophila (115)

Ez a nemzetség a Deltaproteobacteria altdrzs Desulfovibrionales rendjébe tartozik. A sejtek
palcika alaktiak, fonalakat képezhetnek. Sejtfaluk Gram-negativ fest6désii, sporat nem
képeznek. Anyagcseréjiik anaerob kemoorganotrof heterotrof, a nitratot nitritté redukaljak. A
nemzetség tipus fajat, a Bilophila wadsworthia-t eddig emlésok bélrendszerébdl izolaltak

(BRENNER, D. J. et al. 2005).

2. A tenyésztéses vizsgalatok eredményei

7. tablazat: Csiraszamok harom kiilonb6z6 taptalajon (TKE=telep képzd egység)

Csiraszam (TKE/Q)
Minta Modositott R2A Kemer}ylto-kazeln Malata tapagar
tapagar

Al3 3x10* 7x10* 0

Ad44 1,7x10° 1x10° 0

B17 3,5x10° 2x10° 0

B96 5,3x10* 6,3x10* 0

D18 1,5x10° 1x10° 0

A kapott csiraszam értékekbdl lathatjuk, hogy viszonylag kevés baktérium nétt ki az elsé két
taptalajon. Friss iszapminta esetén a baktériumok mennyisége legalabb 10° TKE/g lenne. A
malata tadpagaron nem ndttek baktérium telepek, valosziniileg azért, mert nem volt megfeleld

szamukra a tapagar tapanyag dsszetétele, pH értéke.
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4. Konklazio

A Szent Anna-to iiledékébdl vett A44 jelti minta kora 5194 évre becsiilhetd, a B96 mintaé
1757 évre, a C56 mintaé¢ pedig 1370 évre, tehdt a kapott eredmények az akkor élt
baktériumkozosséget jellemzik. Ezzel fiigghet 0ssze az is, hogy igen sok ismeretlen taxon volt
a vizsgalt mintakban.

A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a hdrom minta igen hasonld képet mutat
phylum szinten, aminek tobb oka is lehet. Az egyik, hogy az iszapbdl kivont DNS nagy
valosziniséggel a Gram-pozitiv baktériumok altal képzett endosporakbol és nyugvo
allapotban 1évé Gram-negativ sejtekbdl szarmazik. A baktérium sejtek akkor keriilnek nyugvo
allapotba, vagy akkor képeznek endosporat, ha szdmukra kedvezdtlen fizikai, kémiai vagy
bioldgiai koriilmények kozé kerlilnek, példaul nem megfeleld a tapanyag ellatottsag, a
hémérséklet, a pH, vagy az ozmotikus nyomas. Endosporaként, vagy nem spoéraképzok
esetében, nyugvo allapotban a sejtek nem osztodnak, morfologiajuk is megvaltozik, nem
folytatnak aktiv anyagcserét. Ezek a baktériumok valojaban életképesek, de nem
tenyészthetéek, mivel nem ismerjiik a pontos tenyésztési igényeiket. Lehetnek koztiik olyan
baktériumok is, melyek aktiv anyagcserét folytatnak, osztdodnak is, de az elébb emlitett ok
miatt mégsem sikeriil laboratériumban tenyészteni dket. Ilyen baktériumok tartoznak példaul
a Verrucomicrobia, Acidobacteria, Actinobacteria és Proteobacteria torzsekbe (PUSPITA, I. D.
et al. 2012). Tehat azok a taxonok maradnak fenn nagyobb eséllyel hosszabb idon keresztiil,
amelyek képesek sporaképzésre vagy nyugalmi allapotba keriilni, igy az azonos szelekcios
nyomasnak koszonhetden az egyes iszaprétegek baktériumkozosségei hasonldéva valnak. Azon
taxonok, amelyek nem tudnak sporat képezni vagy nyugvé allapotba keriilni, elpusztulnak,
DNS-iik pedig lebomlik, igy eltiinnek a k6zosségbdl. Az is valdszini, hogy a fentebb emlitett
okok miatt lettek viszonylag alacsonyak a csiraszamok a hasznalt taptalajokon, de egyben az
is bebizonyosodott, hogy a mintak valoban tartalmaztak életképes sejteket. A mintak phylum
szinten mutatott hasonl6saganak masik oka lehet az iszaprétegek kozotti keveredés gaz-, vagy
vizfelaramlasoknak koszonhetden, esetleg az iszapban ¢l6 ¢€lélények révén. A to iszapja
azonban tobb méter mély, igy kevésbé valoszinli, hogy az eldbb felsorolt hatdsok képesek
lennének az egész iszapot Osszekeverni. Harmadik lehet6ség, hogy a to nyilt vizének képe
nem valtozott jelentds mértékben az évezredek soran, eltekintve a szezonalis valtozasoktol. A

szezonalis valtozdsoknak azonban nincs nagy jelentdsége, mivel minden egyes iszapminta
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esetében tobb év Osszeadddo allapotat latjuk. Az a legelfogadhatobb, ha feltételezziik
mindharom felsorolt hipotézis egyiittes fennallasat.

Mindharom mintdban a Chloroflexi torzs volt jelen legnagyobb mennyiségben, dsszesen
6638 darab szekvencia tartozott hozza, ami érthetd, ha figyelembe vessziik, hogy ezen taxon
képviseloi foleg szerves anyagokban gazdag édesvizi iiledékekben fordulnak eld, ilyen iiledék
a Szent Anna-t6¢ is. A Chloroflexi torzs tagjai fontos szerepet jatszanak az Okologiai
rendszerek szén-korforgalméban azéltal, hogy lebontjdk az olyan komplex ndvényi
polimereket, mint a keményitd és a celluloz, emellett a hosszi szénldncti cukrokat is
degradaljak. Az altaluk termelt acetat elektron donorként, vagy szénforrasként szolgalhat mas
mikroorganizmusok szaméra. Az anaerob acetogén anyagcseréjiik révén sokféle itvonalon
képesek acetil-koenzim A-t eléallitani, ami elényos tulajdonsag, ha olyan kornyezetben élnek,
ahol példaul a szezondlis véltozasok miatt a tdpanyagok iiledékbe torténd kiiilepedése nem
egyenletes (HUG, L. et al. 2013).

Az anaerob nemzetségek (pl: Desulfovirga, Thermovibrio, Syntrophorhabdus) valdsziniileg
mar eleve az iszapban éltek, mivel a vizoszlopban magas az oxigén ellatottsag. Az aerobok
(pl: Halomonas), nagy része a vizbdl torténd kiiilepedésnek koszonhetéen keriilhetett az
iledékbe, mas résziik (pl: Conexibacter, Terriglobus) pedig szintén benne élt.

A Szent Anna-t6 kornyékén még ma is zajlanak utovulkani miikodések, amelyek tobb ezer
évvel ezeldtt esetleg még intenzivebbek lehettek, talan a to aljabol is tortek fel melegvizi
forrasok, ami magyarazhatja a termofil Rhodothermus és Thermovibrio nemzetségek
jelenlétét.

A nagy ateresztoképességli molekularis modszerek alkalmazéasa 0j tavlatokat nyithat a
paleolimnoldgiai kutatdsokban, mivel a segitségiikkel az 0koldgiai rendszerek mikrobialis
kozosségeinek Osszetétele és Osszetételének valtozasa hosszabb, tobb ezer éves iddskalan is
rekonstrualhat6. A mikroba kozosségek diverzitasa mellett akar az egyes nemzetségek, fajok
torténete is nyomon kovethetévé valhat (DOMAIZON, I. et al. 2013).

Kutatdsunk tovabbi célja, hogy a Szent Anna to6 iiledéke tobbi rétegének baktérium
kozosségeit IS meghatarozzuk, ami altal atfogobb képet alkothatunk a Szent Anna-td
tiledékében levd baktérium kozosség egészének Osszetételérdl és annak valtozasarol hossza

1d6skalan.
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5. Kdoszonetnyilvanitas

Ezaton szeretném megkdszonni témavezetdimnek, Felfoldi Tamasnak és Szabd Attildnak,
hogy nagyon sokat segitettek ezen kutatas kivitelezésében, és sok hasznos tanaccsal lattak el

dolgozatom megirasa soran.
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7. Tételes szerzoi hozzajarulas

Aluliront ¥AGY. WAXMESAA.. a dolgozatban leirt munkafolyamatok kozil a:
- DNS izolalast,

- PCR reakciot,

- PCR termékek tisztitasat, cllendrzését agaroz gélelektroforézissel,

- Kapott credményck kiériékelését

végeziem el.

Az emulzids PCR elvégzésében ¢s a szekvendlis clokészités¢ben résztvettem.
Budapest, 2015. janudr 06.
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