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1 Bevezetés

., Mikroszkopizaloknak érdekes és halds uj kutatasi teriilet volna a hargitai asvanyvizeknek a
biologiaja, amely kutatdsokra a kiilfoldi irodalomban is oly kevés példa akad!”
(Banyai Janos Adatok a hargitai dsvanyvizek geologidjahoz 1929)

Székelyfold foldtani felépitésébol lathatd, hogy ez a teriilet a régmultban sokkal
valtozatosabb volt. Az évmilliok alatt Erdélyt tobbszor is boritotta mélyebb vagy sekélyebb
tenger. Késobb a tektonikus erdk hatasara ezek egyre kisebb tengeroblokké, majd félsos
medencékké, legvégiil pedig édes vizzel telt kisebb-nagyobb medencékké valtak, és ezekhez
kapcsolodva kialakultak a folyovolgyek, mocsarak és a tozeglapok.

Dolgozatomban egy ilyen kiilonleges ¢l6hely, egy korabbi vulkanikus teriileten 1étrejott
lap jellemzoit, mikroszkopikus élévilagat mutatom be. Tudomasom szerint korabban sem
tenyésztéses modszerekkel, sem ijgeneracios szekvenalassal nem vizsgaltak ezt a teriiletet. A
sz€lsOséges kornyezeti feltételek, beleértve a hideget, a magas vas és mangan koncentraciot,
valamint a nitrogén, a foszfor és az oxigén korlatozott hozzaférhetdségét, egyediilallo
kornyezeti feltételeket biztositanak az ott é16 mikroorganizmusok szamara. Filogenetikai és
anyagcsere diverzitasuk feltarasa segithet valaszt kapni arra is, hogy a tézeglapok milyen
szerepet tolthetnek be az elemek biogeokémiai korforgasaban. Mintavételi helyként a hargitai
Szortyogd borvizlap (mai nevén, Hargitaligeti forraslap) helyiek altal kidsott fiirdojét
valasztottam.

Dolgozatom elsd részben azokat a geologiai folyamatokat ismertetem, amelyek a lapot
taplalo borvizek kialakulasahoz vezettek. A masodik részben a tézeglapok kialakulasat és
jellemzo6it veszem sora. Végiil a kornyezeti baktériumok molekuldris €s hagyomanyos
kimutatasi modszereit tekintem at. A mikrobialis genomikai adatok aradata ellenére a kisérleti
vonatkoz6 kovetkeztetések megerdsitéséhez. Mivel a prokariota diverzitas nagy része tovabbra
is tenyésztetlen és kevéssé ismert, a tenyésztés is kiemelt fontossagi. Kutatasomban
megprobaltam eldszor rendhagyd modon Maldi-TOF moédszerrel identifikdlni a kitenyésztett
baktériumokat, majd ezeket az eredményeket Sanger szekvenaldssal verifikalni. Legvégiil
pedig a tenyészthet baktériumok mellett megkiséreltem a molekularis diverzitast is feltarni

ujgeneracios 16S rRNS gén alapu amplikon szekvenalassal.



2  Irodalmi attekintés

2.1 A Hargita kialakulasa, jellemz6i

A Hargita-hegység a Keleti-Karpatok legbelsd, nyugati vulkani vonulatanak délkeleti
szegletében helyezkedik el. A Karpatok vonulataval parhuzamosan fut6 bels6 hegységkoszora
része. Vulkani eredetii, foleg andezitbdl all. Legmagasabb csticsa a Madarasi-Hargita (1801 m).
A Kelemen-Gorgény-Hargita vonulat részeként, a Gorgényi-hegység folytatasa. A hegység
hossza a gerincvonalon 70 km, szélessége 20—25 km. Harom részre tagolédik: Eszaki-Hargita,

Kozponti-Hargita és Déli-Hargita.
2.1.1. A Kelemen-Gérgényi-Hargita hegyvonulat kialakuldsa, vulkanizmusa

A Karpat-Pannon térséget alkot6 két nagy kdzetlemez (a nyugati az afrikai Alcapa és a
keleti az eurdpai Tisza-Décia) tombjének a mai helyére keriilése vezetett a Karpatok
felgytir6déséhez, és a belsd oldalat kisérd belsd-karpati vulkani vonulat kialakulasdhoz. A
konvergens lemezek litkdzésekor fellépd szubdukcid kovetkezménye a felette elhelyezkedd
lemez sz¢€1s6 sdvjaban kialakuldé mészalkali vulkanizmus és a lemezperemi gylirthegységgel
parhuzamos vulkani iv 1étrejotte (KARATSON D. 2009).

A Keleti-Karpatok tlizhanyodlanca a Karpatok legfiatalabb vulkani teriilete, a 9 millio
éve kezdddott vulkanossag a Csomadban zarult, ami Kozép-Europa legfiatalabb tlizhanyo-
tevékenysége volt. Ennek a fiatalsagnak koszonhetd, hogy a hegylanc vulkani képzédményei
még jol rekonstrualhatok, formai épek, a miikddéshez kapcsolddd borvizekkel, mofettakkal, és

t6zegmohalapokkal egyiitt (SZAKACS S.- KARATSON D. 2002).

2.1.2. Posztvulkanikus tevékenységek, borvizek

Sajatos foldrajzi fekvésének, geoldgiai fejlodésének €s szerkezetének koszonhetden
Erdély nagy értékii természeti 6rokségnek ad otthont. A foldtani érdekességek koziil a
legfontosabbak a vulkankitdrés utani idészakok sokasaga, amelyek a geologiai jelenségek ritka
példai (SzakAcs A. 2010).

A vulkanok miikddése iddszakos. Aktiv tevékenységiik szilineteiben vagy mitkodésiik
végleges megsziinése utan még hosszu ideig eléfordulhat vulkani utoémiikddés. Az erupcidk
teljes megsziinése utan a felszint alakito er6k valnak domindnssé és ezeknek az eredménye lesz
a mai ismert térszin. A kiils6é moddositdo erdkkel parhuzamosan a gazomlések, gejzirek és

asvanyviz feltorések is hozzajarulnak a kdrnyezet megvaltoztatasahoz (BANYAT J. 1929).


https://hu.wikipedia.org/wiki/K%C3%A1rp%C3%A1tok
https://hu.wikipedia.org/wiki/Andezit

A posztvulkani jelenségek a kitorések végleges megsziinte utan is jo ideig tapasztalhato
jelenségek gytlijtoneve. Nagy valdszinliséggel a vulkani folyamatokat taplalo, mélyen fekvo
magmakamrak lehiilésének és gaztalanitdsdnak hatdsai. Ahogy Dr. Szaddeczky K. Gyula irt a
késé wvulkani tevékenységekrdl, ,,A Székelyfold képzddése” cimil értekezésében; ,,A
vulkdnizmus ¢€letének utolsd szakaban azonban sok olyan anyagot termelt, st termel még most
is, amelyik az emberre nézve fontos tényezd.” Eldforduldsat és gyakorisagat szamos helyi
geologiai €s foldrajzi jellemz6 befolyésolja. E tényezok komplexitdsa hatdrozza meg a helyben
eléforduld posztvulkani megnyilvanuldsok egyedi jellemzdit, amelyek a tijak és bioldgiai
¢l6helyek széles spektrumat eredményezik, sajatos mikrokornyezeteket alakitanak ki (SZAKACS
A. 2010).

Leggyakoribb és legvaltozatosabb eléforduldsuk a neogén vulkani tevékenység
legfiatalabb teriileteihez kapcsolodik a Keleti-Karpatokban, a Déli-Hargita kornyékén. Egy
vulkan utolso kitorése utan sokszor még évezredeken keresztiil is ,.tetszeleg”.

A felszinen megnyilvanulé posztvulkani jelenség lehet:

Szolfatara, kénes kigézolgés. (Napoly mellett Pozzuoliban Solfatara, a neve is innen
ered).

Fumarola, gézkiirté. Magas homérsékletii (100-300 °C) vizgozfeltorések. (Tizezer
Fiist Volgye, Alaszka, Katmai Nemzeti Park).

Iszapfortyogok meleg vize sok agyagasvanyt old ki a kézetekbdl, amit a felszivargd

gazok bugyogtatnak. Vulkani teriileteken, agyagos térszineken jelentkeznek (1. kép).

1. kép. Iszapfortyogok Homorddon (sajat fotd)

Hévforras a fumaroldhoz hasonld jelenség, azonban hdémérséklete jelentsen

alacsonyabb (100 °C alatt). A hévforrasok vize mindig gazdag kiilonféle oldott anyagokban,
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példaul: kalciumban, magnéziumban, natriumban, kaliumban, litiumban, borban. Az ilyen
hévforrasokat rendszerint gyogyhatasunak tartjak (ERDELYI I. et al. 1977) (FRANCIS P. 1981).
Mofetta, a vulkani utomiikodés soran gaz formajaban felszinre toré szén-dioxid. A
szén-dioxid kisérdjeként el6fordulhat nitrogén, vizgdz és kén-hidrogén is. Ismét Dr. Szadeczky
K. Gyulatol idézve ,,Visszatérve a mélybe huz6do, kialvo vulkani miikodések kapcsan az
elobbieket kovetd postvulkani jelenségekre, a szénsavgazelszallasrol vagy — (...) vildgnyelven
hivjak — mofettakrol kell még megemlékeznem. (...) ez a legalacsonyabb héfokon végbemend,
legutolso, legtovabb tartd megnyilvanulasa az elhalo vulkani életnek. (...) A mofettak elszallo
szénsava nem egyeb, mint a vulkani kitorés eldtt képzodott szénsavas kozeteknek az aktiv
vulkani anyag vegyi hatasara felszabaduld géaza, (...) A szénsavgdz helyenként egymagaban,
szarazon Iép a fold feliiletére, ahol a levegénél kissé nehezebb sulyanal fogva a mélyedésekben,
barlangokban meggylil. Félelmetes, halalthozo helyek ezek a mélyedések, (...) Sokkal
gyakoribb az az eset, hogy a felszallo szénsavgdz a fold kérgében keringd vizzel talalkozik,
(...) és igy mint iidit6 borviz forras jon a feliiletre. (...) Ezek nem csak szénsavat tartalmaznak,
hanem az eruptivus anyagbol egyéb asvanyos alkotorészek is keriilnek belé (...), ilyen médon
nagyon sokféle: vasas, foldes, kénes, alkalis savanyu &4svdnyos gyodgyvizek szdrmaznak

(SzZADECKY-KARDOSS GY. 1929).
2.1.3. Hargitai asvanyvizek geologidja

A vulkéni utéhatasokra visszavezethetd asvanyvizek és gazforrasok megmutathatjak a
felszin alatt zajlo geokémiai folyamatokat. A Hargita nagy mennyiségii és valtozatos asvanyviz
készletének segitségével betekintést nyerhetiink a Fold ,¢életjelenségeibe”. Ha a forrasok
vegytani adatait Osszevetjliik, a kornyezetilk geologiai tulajdonsagaival szabalyszerliséget
fedezhetiink fel. Kiilonb6zd kdzettipusoknal méas-mas asvanyviz fordul elé. A 6 tényezd a
Hargita vulkansora, f6leg a posztvulkanikus hatasok miatt 1étrejovo szénsavas asvanyvizek
(borvizek, savanyuvizek) ¢és a tiszta CO2 gazomlések (BANYAIJ. 1929).

Az asvanyvizeket csoportosithatjuk, vannak a savanyu vizek, a sosvizek, a Selters-
tipusu vizek, ezek atmenetet képeznek a sos €s szénsavas vizek kozott és a ,,Blidos” vizek, amik
kén-hidrogénforrasok édesvizzel. A vizek sajatos csoportja a hdforrdsokhoz sorolhato
hemiterma (langyos) forrasok, jellemzéen 20-26 “C-0sak. Ezek fizikai tulajdonsaguk alapjan
lettek besorolva, nem kémiailag, mint az el6z6 csoportok. Egykori gejzirek utolso
maradvanyainak tekinthet6k (BANYAI1J. 1929, 1934).

A hargitai borvizek létrejottének megértéséhez megemlitem még az itt talalhatod

gazforrasok jellemzdit. A f61dbol kiaramlo gazforrasok csoportositasa: 1. metan, 2. szén-dioxid,
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3. kén, 4. nitrogén forras, 5. vulkdnokban, 6. asvanyi zarvanyokban, 7. a termdtalajban
el6forduld gazok. A Hargita kornyéki posztvulkanikus hatasokra képz6dd gazforrasok sajatos
jellemz6i a vidéknek. Mivel csak alig par szazaléknyi kén-hidrogént tartalmaznak a mofettak
csoportjaba tartoznak. A Hargita zona Osszes gazomlése hasonld Osszetételli, tobb mint 95%
COg, és kis mennyiségben, H2S, Oz, N2 és vizgéz. Ezek a repedéseken atszivargo CO:
gazomlések mutatjadk a mar korabban emlitett egykori miikodd vulkani €let legutolso jelét. A
kiomlés helyén felgylilhet, megakadalyozza a ndvényi élet fejlodését, mint valami beteg
sebhely mutatja a kiomlés helyét. Az exhalaciok nemcsak az élvilagra vannak hatéassal, de az
anyakdzetet is megtamadjak (BANYAIJ. 1926, 1936).

Egészen mas életteret biztosit, amikor a mélyben keringé viz telitddik ezekkel a CO>
gazforrasokkal és kialakul a borviz. A Keleti-Karpatokban néhany ezer szén-dioxidban gazdag
asvanyviz forrds van, a vulkanikus teriilet kozelsége kedvez az aktiv CO: kivalasnak. Az
asvanyvizek COz-ben gazdagok, pezsegnek, buborékold tocsakat hozhatnak 1étre (2. kép). A
forrasok helyét gyakran vas-hidroxid lerakodasok jeldlik (Kis M. et al 2020).

2. kép. Szénsavas, vasas borviz forras Kirulyfiirdén. A vas jellemz6en oxidalodik a megesapolodasnal és vas-
hidroxid formajaban csapoddik ki a forrasok kornyékén, ami rozsdas szint kolcsondz a helynek. (sajat foto)

Kataszteradatok szerint 2000 forras taldlhat6 a Hargitdn. A CO2 a viz oldoképességét is
noveli, dsvanyi anyagokat is felold. Amikor feltord gaz talalkozik a foldkéregben keringd hideg
vizzel, nagy nyomas alatt sok elnyelddig beldle a vizben, az igy keletkezett szénsavas viz pedig
sok asvanyi anyagot képes feloldani titja soran. A vasas savanyu vizek a leggyakoribbak, ami
érthetd a teriilet geologiajabol. A vas ,hiiséges” kisérdje a mangan, ami foként karbonat alakban
oldodik az asvanyvizekben (BANYATJ. 1934).

A vasas vizek egyik érdekes csoportja, az alkalikus, a masik a foldes elemeket

tartalmaz6 foldes dsvanyviz. Ez a tipus andezit-agglomeratumon tor fel a felszinre, ahol kozel
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vannak az alaphegység rétegei. Jellemzdjiilk a magas magnézium- ¢és kalcium-karbonat
tartalom. Ilyen foldes-vasas borviz a hargitaligeti Hargita, régi nevén Kamilla (BANYATI J.
1929, 1934).

A felszinre toré asvanyvizek helyenként az alacsonyan fekv teriileteken, kiilonbozo
kiterjedésli természetes ,,pezsgd” medencéket, lapokat, mocsarakat hozhatnak Iétre.
Osszetételiiktdl  fiiggéen  kiilonbozé  szintiek  lehetnek.  Sokukat  mesterségesen
megnagyobbitottak, atalakitottak, hogy gyogymedenceként hasznaljak (SzakAcs A. 2010).

A forrasok felszinre emelkedésének erejét a kozeli patakok szintje szabja meg. Az
erosen vasas €s boforrassal feltoro viz sok kolloidalis limonit szemcsét tartalmaz, ami voroses
okkersarga szint kdlcsondz neki. A mocsaras kdrnyezetben feltord vizek a meleg nyari napokon
teljesen bezoldiilhetnek (3. kép). A 1égnyomas csokkenésével sargara valtoznak, a szén-dioxid
kibocsajtas miatt, aminek hatdsara csokken az oldoképessége a viznek, és kicsapddik a vas. Az
ilyen vizek felszinét ellepheti egy zo6ldes-rozsdas hab. Ezek wvaldédi mikrokozmoszok

mikroszkoppal vizsgalva (BANYATJ. 1929).

3. kép. Hargitaliget fiirddje algaviragzaskor (sajat fotd)
2.1.4. Posztvulkanikus teriiletek baktériumkozisségei

A szélsOséges kornyezeti paramétereket kedveld életformakat extremofileknek hivjak.
Tobbséglik baktérium és archaea, de eukariotdk is el6fordulhatnak kozottik. Maga az
extremofil antropocentrikus kifejezés, a felfedezésiik eldtt ugy gondoltak, hogy az éldlények az
emberek altal is megszokott kornyezeti feltételek kozott érzik jol magukat. Az extremofilek
megismerése a Foldon kiviili élet kutatasahoz is tiampontot adhat, mivel ezek a szervezetek
kornyezeti paraméterek szélsdséges értékeit tolerdljak, és igy feltételezhetd, hogy més hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezé égitesteken is megélhetnek (KERESZTURI A. 2011). Annak
megértése, hogy az élet miként képes kihasznalni a posztvulkanikus kornyezet eldnyeit,
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ugyancsak fontos a mas bolygokon vald élet lehetdségének megitéléséhez. Minden olyan
égitesten, ami nem hiilt ki teljesen lehet szamitani arra, hogy vulkanizmus jelen van. Ha ez
adott, feltételezheté a lemeztektonika is, ami nem csak a vulkanizmus egyik kivaltd
mechanizmusa, hanem az élet szamara sziikséges feltételek megteremtéséhez is hozzajarulhat,
igy elképzelhetd, hogy az ¢let kialakulasdhoz 1is. A vulkanikus kornyezetek
figyelemre méltd mikrobialis sokféleséget rejthetnek. Kiilonosen porozitastol fliggben a belsd
tereket szeretik kolonizalni. A kézetekben megtaladlhatd szervezetek nagyrésze inaktiv, de
Bacteroidetes és Actinobacteria fajokat sikeresen kitenyésztettek mar tobb alkalommal is.
Ezekre az organizmusokra jellemzd, hogy ellenallnak a kiszdradasnak, a hdémérséklet
Actinobacteria sporakat fejleszthet, ami a szétterjedésiiket is segiti, masok fonalas
novekedéstliek, ami a kdzetekbe vald behatolasukat és kdzeten beliili terjedésiiket segiti eld. A
fototrofok ismertek arrol, hogy a posztvulkanikus kornyezetek elsé kolonizaloi kozé tartoznak,
ezek a pionir baktériumok leginkabb kokkoid és fonalas formajiiak. Az els6 megteleped6k
kozott a kokkoid forma a domindns, ami érthetd, mivel kdnnyebben terjed a levegdben.
Megtelepedésiik és elszaporodasuk utan lehetdséget biztositanak a szerves szént igényld
heterotrofoknak. A fototréfok mellett fontosak a kemolitotrofok is. Aktiv vulkani kdrnyezetben,
ahol CO», H>S, SO4 kibocsatas van, a kemolitotrofok primer termelése is szerves szént biztosit
a heterotrofoknak. Késdbb ezek a kdzetek andoszolokka alakulnak, majd legvégiil ugyancsak a
mikroorganizmusoknak koszonhetden termékeny talajja. A fiatal andoszolok mikro- és
makrotapanyagban szegények. Altaldban nagy Al- és Fe-tartalmiak, emellett huminsavban
gazdagok és jelentds a foszfat visszatartd képességiik, ami akadalyozza a mikrobialis €s
névényi élet elterjedését. Kulcsfontossagu az andoszolok kezdeti kolonizéacioja, hogy az élet
fejlédésének szempontjabol megfelelové valjon. Ezeknek a korai mikrobaknak képesnek kell
lenni a tulélésre és novekedésre a mostohakoriilmények kozott is (COCKELL C. S. et al. 2011).
A vas nagy mennyiségben 4,3 % (m/V) fordul el6 a kontinentalis kéregben, ez szamos
egyedi geokémiai jellemzdvel parosulva lehetdvé teszi, hogy a vas kdlcsonhatasba 1épjen més
biologiailag fontos elem, példaul a szén, a kén, a foszfor korfogassal. A vas redox ciklusa a
Fold torténete soran aktiv és globalis jelentdségii volt. A masodik leggyakoribb redox-aktiv fém
a mangan. A mangan bizonyos kdrnyezetben koncentralodik, ami fokozza helyi geokémiai
jelentéseégét. A vas €s mangan kozott mind geokémiai és mind mikrobialis szempontbdl sok a
hasonldsdg. Természetes kornyezetben valdo oxidacidjukat és redukcidjukat mikrobialis
katalizis segiti el6 (CANFIELD D. E. et al. 2005). A vasnak a felszinen két természetes allapota
7



van a ferro Fe?* és a ferri Fe®* vas. A harmadik oxidaciés allapot a Fe® a Fold magjaban fordul
eld. A Fe?* és a Fe®* kozotti atmenetek, egy elektronos oxidaciok és redukciok. A vasvegyiiletek
kémiailag és anaerob 1égzés soran redukalodhatnak, a Fe?" szintén kémiailag és kemolitotrof
anyagcsere folyaman oxidalodhat. A mangan 5-10-szer kisebb mennyiségben van jelen a
felszinen, mint a vas. Itt is két oxidacios allapotot kiilonboztetiink meg Mn** és Mn?*. A vas és
a mangan ciklusok legfontosabb jellemzdje, hogy oxidalt és redukalt forméjuknak mas az
oldhatosaga. A redukalt vas és a redukalt mangan oldhatod, az oxidalt allapot példaul vas-oxid,
vas-hidroxid neutralis kémhatasu kornyezetben oldhatatlan és hajlamos kitilepedni a vizi
kornyezetben. Emiatt a tengeri és édesvizi tiledék nagy részét Kiteheti. Néhany baktérium és
archaea anaerob 1égzése soran a Fe®*'-t hasznélja elektronakceptorként és altalaban képesek a
mangant is felhasznalni, de akér az urant is redukélhatja. Igy a vas- és a mangan-oxid redukcioja
gyakori a vizzel boritott talajokban, mocsarakban. Ilyenkor az oldhat6 redukalt vas és mangan
az anoxikus tledékbdl diffuzioval ujra oxigénnel teli régioba juthat, és kémiailag vagy
mikrobiologiailag oxidalédhat. A vas kémiai oxidacidja semleges pH-n nagyon gyorsan
lezajlik, a mangén nagyon lassu, de a baktériumoknak koszonhetden nagysagrendekkel
novelhetd. Ezutan kicsapodik a fémoxid és Ujra lelilepszik az anoxikus régiodba, és a
korfolyamat befejezédik. Savas pH-n nem oxidalédik spontan a ferrovas, acidofil
kemolitotroéfok Leptospirillum ferrooxidans és Acidithiobacillus ferroxidans katalizaljak a
folyamatokat. Ilyenkor az energianyereség nagyon Kkicsi, ezért nagy mennyiségli vasat kell
oxidalniuk a novekedésiikhoz. A Fe?* oxidacio egyes mikrobaknal nitrat redukcioval
osszekapcsolhato (1. abra) (MADIGAN M. T.-BENDER K. S. 2015).

Geokémiai bizonyitékok vannak arra, hogy a nitrat a ferrovas oxidaloszereként szolgal
az anoxikus kornyezetben, példdul tengeri iiledékekben. Nitratredukald, vasoxidalo
baktériumokat irtak le a kozelmultban, és ez a csoport ma mar sokféle szervezetet foglal
magaban. Az elsék denitrifikdld baktériumok voltak, amelyek az energiat konzervaltak a
reakciokbol. Mindegyik torzsben a vas-oxidacio a leggyorsabban a mixotr6f novekedés soran
megy végbe, szerves szubsztrat, példaul acetat jelenlétében, de példaul a Thiobacillus
denitrificans a jelek szerint kemolitoautotrof modon, vas-oxidacioval novekszik szerves
anyagok hianyaban. A Geobacter metallireducens szintén oxidalja a vasat, mikdzben a nitratot
ammoniumma redukalja (CANFIELD D. E. et al. 2005). A mikrobialis nitratfiiggd Fe?* oxidaci6
(NDFO) kiilonlegességét bizonyitja az is, hogy tanulmanyoztak az asztrobiologiaban. Ezeknek
a mikrobdknak a feltételezett életképességét vizsgaltdk az egyszerl ¢élet fenntartasadra a Mars
korai kornyezetében. A feltételezések szerint 1étezhettek olyan kornyezetek a Marson (A Mars
mai felszine hideg, szaraz, és ki van téve ionizal6 és UV-sugarzasnak, vagyis az élet szamara

8



karosnak itélt korilményeknek, de a Mars geoldgiai €s geomorfologiai feljegyzéseiben
talalhat6 bizonyitékok megerdsitik, hogy a korai Mars melegebb, nedvesebb és potencidlisan
kedvezobb felszini koriilmények uralkodtak), amik biztosithattak az NDFO anyagcseréhez
sziikséges elektrondonorokat és akceptorokat. Ez azt jelenti, hogy az NDFO megvaldsithato €s
logikus ttja a feltételezett korai marsi élet vizsgalatanak. A nitratok felfedezése az NDFO-t a
feltételezett, bioldgiai vasoxidacio életképes mechanizmusaként hatarozza meg a mai Marson,
¢s NDFO segithet bezarni a biogeokémiai vasciklusok kemotrof ,,hurkat” a Marson (1. dbra)
(PRICEA et al. 2018).

Solar & cosmic
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1. dabra. A vas és mangan redox ciklusa édesvizben ¢és a hipotetikus NDFO a Marson
(MADIGAN M. T.-BENDER K. S. 2015) (PRICE A. et al. 2018)

Az Euryarchaeota egy NDFO-ra képes tagjanak izolalasa egy tenger alatti fiistolgobol
arra utal, hogy az NDFO egy nagyon korai mikrobidlis folyamat lehetett a Foldon, mivel az

crer

crer

paleokémiajabol, fiziologiajabol ¢és az ezekben az utakban részt vevd redoxfehérje
kofaktorokbdl szdrmazo bizonyitékok arra utalnak, hogy az NDFO Iehet a legdsibb
vasoxidacios utvonal a f6ldi életben (PRICE A. et al. 2018).

A vasat oxidald fototrofok felfedezése meglehetdsen 11j keletli és eddig csak mintegy
hat torzset irtak le. Valamennyi torzs szoros rokonsagban all mas fototrof bibor és zold
baktériumokkal. és a biokémia is valdszinilileg nagyon hasonl6 a fototrof szulfidoxidacidhoz.
Mas anoxikus fototrofokhoz hasonldan a vas-oxidalok is fotoautotrof médon novekednek Ho-
vel, és fotoheterotr6f mdédon szerves vegyiiletekkel. A szervezeteket sekély vizekbdl izolaltak,
édesvizi €s tengeri felszini iiledékekbdl. Fotikus, anoxikus, vasban gazdag kornyezetet
napjainkban kevés helyen talalunk a Foldon. A kiterjedt vasban gazdag iiledéklerakodéasok arra
utalnak, hogy 3,8 és 2,5 milliard éve az 6cean gazdag volt oldott vasban (CANFIELD D. E. et al.
2005).

A nem savas kornyezetben €16 vas-oxidalok egy nagyon sziikk redoxi tartomanyra

korlatozddnak, ilyen mikroaerob élohelyek akkor jonnek 1étre, amikor a redukalt vasban gazdag
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viz, oxigéndus kornyezettel talalkozik. A két zona hatarfeliiletén Leptothrix és Gallionella élhet
meg, feltételezhetd, hogy az ezeknél a baktériumoknal megtaldlhatd hiivelyes és nyeles
képzodmények eldsegitik, hogy ebben a sziik élettérben rogzithessék magukat. A
baktériumoknak arrél is gondoskodniuk kell, hogy az oldhatatlan fémoxidok a sejten kiviil
rakodjanak le, erre extracellularis szerves anyagot termelnek, ami megkoti az fém-oxidokat
(MADIGAN M. T.-BENDER K. S. 2015).

Mind a mangan, mind a vas nyomelemként nélkiilozhetetlen az €16 szervezetek szamara.
A vas iranti igény kiilondsen fontos biogeokémiai szempontbol, mert ezen elem
hozzaférhetosége korlatozza a mikroorganizmusok ndvekedését a felszini 6ceanok nagy részén,

ezaltal befolyasolva a globalis szénciklust (CANFIELD D. E. et al. 2005).

2.2 Tozeglapok jellemzése, 6kologiai jelentosége

A Fold feliiletének ma hozzavetdleg csupan néhany szazalékat boritjak lapok, pedig
potencialisan akér a tizszeres teriiletet is elfoglalhatndk ezek a kiilonleges, értékes, valtozatos,
fajgazdag, am igen sériilékeny ¢él0helyek. A lapokra jellemzd, kiemelkedd természeti értéket
képviseld életkozosségen a lap felszinéhez kdtddo 1api ndvényzet, valamint az ehhez és ennek
gyokérzonajahoz kotddo lapi, foként mikroszkopikus méretli fauna. A lapokra jellemzo
novény- ¢és dallatfajok egy része csak ezeken az él0helyeken fordul eld, itt talalja meg
1étfeltételeit, specialista fajok. Ezek a sziik 6koldgiai tolerancidjuk miatt altaldban ritka, mar
csak néhany el6fordulasi hellyel rendelkezd fajok, sokszor a lapi élShelyek jellemzd,
ugynevezett karakterfajai. A lap természeti képzddmény. Jellemz6 ra a sekély viztér, tobb
biomassza képzddése, mint lebomldsa. Az él6rendszerek tézeget halmoznak fel, ami
folyamatosan vastagodo tézegréteget képez. Ez a ndvekedés a fogyassal (bomlas, erdzid)

egyensulyt ér el (LAJER K. 1998).
2.2.1. Tozeglapok tipusai

A tbézeglapokat tobb szempont szerint osztalyozhatjuk. Ezek a lapfelszin alakja, a
vizpétlas modja, a novényzet (a boredlis és a mérsékelt dvben), a tapanyagellatottsag a talaj
savanyusag, a klimatikus koriilmények, a lapképzddés helye.

A nemzetkozileg leginkdbb elfogadott és leggyakrabban haszndlt, az alak és feliileti
mintdzat alapjan torténd besorolas. Lapokologia szempontbol is ez latszik a legmegfeleldbbnek.

Ez alapjan megkiilonboztetjiik a siklapokat, angol nyelvteriileten, ezeket hivjak ,,fen”-
nek, és a dagado- vagy fellapokat angolul ,,bog”. A dagadolapok tézegfeliilete a talajvizszintje
folé emelkedik és a vizpotlas tipikus esetben abbol a csapadékbol szarmazik, ami a lap

terliletére hullik, ombrogén. A dagadolapok osztalyozasa Osvald (1925) altal:
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— Kontinentalis dagadolapok
— Balti tipust dagadolapok
— Atlanti dagadolapok

— Felfoldi dagadolapok

A siklapok tdzegfeliillete ezzel szemben a talajvizszint alatt marad. Vizik
legnagyobbrészt a lapteriileten kiviilrdl érkezik. A siklapok vize leginkabb a talajvizbdl ered,
minerogén. Ezt harom csoportra bonthatjuk tovabb:

— limnogén: tobol, vagy folydbol szarmazik; feltdltédési lapok, artéri lapok

— topogén: talajbol szarmazo, statikus viz; elmocsarasodassal 1étrejott lapok

— szoligén: talajbol szarmazo, dramlo viz; felszinen csorgedezo vizii lapok, atszivargasos
lapok, forraslapok

Forraslapok feltord rétegvizek (forrasok) felett, altaldban kis kiterjedésben alakulnak
ki. A friss, oxigéndus viz hatdséra a forraslapok tézege jelentds mértékben lebomlott allapotban
talalhato.

A tapanyagellatottsag alapjan megkiilonboztetjiik az oligotrof, a mezotrof és az eutrof
lapokat. Vegetaciojuk alapjan is osztadlyozhatok. A boredlis és az északi mérsékelt dvben a
novénytarsulasok és a laptipusok kozott szoros kapcsolat van, a vegetdcio leirdsa a lapi
okoszisztéma szempontjabol nagyon informativ. Tovabbi tipusok a talajsavanyusag alapjan,
erdsen acidofil (pH 3-4), acidofil (pH 5-6) és enyhén acidofil, neutrofil, bazofil (pH >6).
Akvatikus, szupra-akvatikus, klimatikus koriilmények szerint és képzédés helye szerint
tipizalva tavi lap, volgylap, forraslap stb.

A dagado- és siklapok elkiilonitésében a talajviztdbla magassagan kivil még a
savanyusag-bazikussag gradiens, tdpanyag hozzaférhetéség (N, P), pH segithet. Példaul a
siklapok jellemz6en pH 5,5 felettick és HCO3' ot tartalmaznak (LAJER K. 1998).

2.2.2. Hargitai lapok kialakuldsa, kutatisuk

A Hargita erupcioja felépitett egy, a kitdrés soran kidobodott tormelékanyagbol allo
egységes fennsikot, ez feldarabolddott a patakok hatrdld erézidja kovetkeztében, bar a
felarkolast nehezitették az andezit tormelék kozé beépiilt lavaarak. A felszabdalt plato
mindenhol tele van elrejtett ingovanyos mocsarakkal, ami érthetd, mivel az andezit mallasakor
olyan agyag jon létre, ami nem engedi beszivodni csapadékot, és mivel a teriiletnek megfeleld
esése sincs, elfolyni sem tud (BANYAIJ. 1932).

A Hargita fégerince tele van kraterekkel. Id6vel tengerszemeké alakultak, majd lapokka.
Késbbb a viz utat talalt maganak, 6si lefolyastalansagat egyediil a Szent-Anna to érizte meg. A
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vizeket taplaltak még a feltord borvizes forrasok is. Az ilyen asvanyvizes forrdsok maguk koriil
is lokalis lapokat képeztek. (NYARADY E. GY. 1929).

A magyarorszagi régi orszagos lapkutatdsok f6 célja a tdzeg tiizelési célra vald
felhasznalasa volt. A lapok geokémiai értékelésének és vegyi Osszetételilk meghatarozasanak

legkiemelkeddbb kutatdja Banyai Janos (4. kép) volt.

4. kép. Banyai Janos (1886-1971) és a kézzel rajzolt dsvanyvizzel atitattatott lap térképe
(Haaz Rezs6 Muzeum Torténelmi Gyljteménye, Banyai Janos Hagyaték)

Banyai Janos irt arr6l, hogy mivel a lapokat atitatd dsvanyvizek is kiilonbozdek, tgy a
keletkezett lapok is azok lesznek:

L. tipus a szénsavasvizes lap: a, vasas lerakodasuak, b, meszes lerakodasuak. A vasas (a)
lerakodasban gazdagok a Hargita posztvulkani hatasara keletkezett borvizek kiomlésénél
keletkeztek. Jellemzdjiik, hogy a mélységgel n6 a savassdg, az organikus anyag, a nitrogén, a
nedvesség szazaléka. Fogy a foszfor, kalium és a vas. Gyakoriak ezeknél a lapoknal a
geobotanikai nevezetességek, a glacialis novények. Zonakra bonthatok: okkeres forraskupok a
forrasok kiomlésénél vasokker boritassal, ingovanyos rész a forraskiipok kozott, és atmeneti
zona a lap sz€lénél. A meszes-magnéziumos (b) vizli lapokra a legjellemz6bb példa Borszéken
van. A friss meszes viztdl akar lagos kémhatasuak is lehetnek ezek a lapok

IL. tipus a konyhasos. A szovatai Fekete- ¢s Medve-t6 a legismertebb eléforduldsa. A
pH neutrélis, télen alkalikus. A sos viztdl feliszapolt agyag, a 1ap ndvényi korhadékai és az
allati maradvanyok keveredve fekete iszapot képeznek. Kén-hidrogén, metdn és ammonia
szabadul fel a bomlés sordn. Ebben a mikroorganizmusoknak is fontos szerepe van, szulfat-
redukalok termelik a kén-hidrogént, a cellulozbontok a metant a korhadd novényekbdl.

Tovébbi tipusok: IIl. metangazos sos iszap, az iszapfortyogoknal, IV. kénes lapok, a

Keleti-Karpatok homokkoves, margas, bitumenes zonajaban sok kénhidrogénes borviz
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talalhatd, ezekre a lapokra jellemzd kolloidalis allapotban 1évd kéntej, ami sarga bevonatot
képez. Szerves életiikrdl nincs adat. V. szulfatos vizek, szabad kénsav tartalommal (vitriolos
vizek), az ilyen forrasnal 1étrejott 1lap sotét foltként latszodik a kdrnyezetében, a széliikkon
kezddédik valamelyest az élet a savany talajt kedveld novényekkel, a pH 1-2 koriili. Az utolséd

a V1.-0s a vegyes tipusu lapok (BANYAI1J.).

2.2.3. Hargitai forrdslapok jellemzd novényei

A csiki medence novénytani szempontbol nem ismert, Nyarady Erasmus Gyula tobbszor
is Banyai Janossal egyiitt kutatta ezt az ismeretlen teriiletet.

A csiki forraslapok jellemzden vasas vagy meszes borvizesek. Megfigyelhetok rajtuk a
limonitsarbdl épiilt dombocskdk, amik kraterébdl folyik ki a forrasviz, buborékolva, ha
szénsavas a viz. Ezekbe a silippedds lapokba sem ember, sem allat nem merészkedik be.
Novényritkasagaik a rovaremészté Drosera angelica és rotundifolia, tovabba a jégkorszaki
reliktum fajok, mint Betula nana, Saxifraga hirculus, amelynek ez a legdélebbi el6fordulasa. A
lap szélére Lathyrus paluster, mig a vizlefolyasoknal a rozsdas arkokban Cicuta virosa és
Peucedanum palustre. A kornyezo fak tobbsége Alnus incana, van kozottiikk Betula pendula,
Salix caprea, Fagus silvatica, Sorbus aucuparia, a bokrok kozott Spiraeaulmifolia, Lonicera

nigra f. trichotoma a dominans (NYARADY E. GY. 1929).

2.2.4. A tozeglipok mikroszkopikus élovilaga

,,A biolog viszont kimutatja, (...) marhalabnyomaban sszegyiilt néhany kanalnyi eséviz 6cean, egy
csipetnyi mohatelep éserdd” (id. Entz Géza A lathatatlan vilagrol 1881)

A 19. szazadban mar kutattdk a mohaparnak alatti mikroszkopikus éldlényeket. E
kutatdsok hazai uttérdje id. Entz Géza, tanulmanyt irt a mohdk alatti terresztris Testacea
fajokrol. Tobb sajatos ,,Rhizopodat, gyokerlabu véglényt” fedezett fel (1876). Kovapikkelyes
tokkal rendelkez6 Euglypha, Trinema fajokat, amik hasonldéak voltak a nagyobb vizekben
¢lokhoz. A f6 mintavételi helyei a hegyvidékeken voltak. Az altala is megfigyelt Rhizaria
fajokndl a haz valtoz6 nagysagl, €s mozaikszerlien egymasmellé rakott pikkelyekbdl all.
Amikor nedves a talaj, a plazmatest megduzzad, szarazsagban azonban mélyen visszahtizodik
a hazba (ENTz G. 1876). Ezen kiviil id. Entz Géza volt, aki vilagon els6ként kimutatta a
protisztaknal a fotoszintetizalo szimbiontékat, sajat elnevezésével a ,,levélzoldtestecskéket” is.

Késobb Daday Jend irt 1883-ban a Mohos-t6 (tézeglap) faunajardl. Kétszer is
tanulmanyozta a Szent Anna- tavat, a Mohos-t és a két t6 kornyékét. A tézeglap kornyékének
kis tocsaibol csillos és ostoros egysejtiieket, a kor kifejezését hasznalva ,,azalék allatokat”
gyijtott. A lap Sphagnum és Drosera fajainak gyokerei koziil pedig Difflugia, Nebela,
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Centropyxis, Arcella, Trinema nemekhez tartozé fajokat mutatott ki. Azonositasukban id. Entz
Géza volt segitségére (DADAY J. 1883).

Foldrajzi szélességiinkon a lapok a hiivosebb, nedves teriileteken talalhato jégkorszaki
maradvanyok, vegetacid torténeti emlékek. A lapok, féleg a Sphagnum lapok, dominans
protisztai a hazas amébak. Korabban a Rhizopoda osztaly Testacea rendjébe tartoztak. Jelenlegi
ismereteink szerint polifiletikus csoport, az Amoebozoa, Rhizaria és Stramenopila
szupercsoporokban, foleg az els6 kettdben bontakozott ki mai diverzitdsuk. A hazas amobaknak
az aktiv ¢élethez vizre van szilikségiik, ¢lohelyiik kiszaradasakor betokozodnak. A lapok,
kiilonosen a tézegmohas lapok valamennyi formaja kivalo él6hely szamukra (SCHNITCHEN C.
et al. 2004). Vannak a csupasz, fagotrof, szabadon ¢16 amoéboid protisztak (az Amoebozoa és a
Rhizaria csoport), és a novényi korokozok (a Stramenopiles csoport) (MITCHELL E. A. 2010).

A protisztak fontos szerepet toltenck be a tapanyagkorforgashan és energiaaramlasban
a talajban. Ilyen példaul a baktérium predaci6 pozitiv hatdsa, vagy példdul néhany baktérium
»hagyja”, hogy a protiszta fagocitalja, mivel képes tulélni a taplalék vakuolumban, ez
szimbionta kapcsolatta is valhat. A baktériumot megvédi a protiszta, a baktérium pedig
metabolitokat oszt meg vele. Okologiai jelent8ségiik elemzése felfutoban 1évé tudomaényteriilet,
kiilondsen intenziven tanulmanyozott a tézegmohalapokban ¢l6 hézas amoébdk térbeli ¢€s
szezonalis heterogenitasa és a mogotte rejlé kornyezet tényezok (WILKINSON D. M. et al. 2012).

A tdzeglapok a vildg szarazfoldi teriiletének ~2,84%-at boritjdk, mégis a szarazfoldi
szén jelentOs részét teszik ki. Globalisan fontos szén raktarnak szamitanak. A szén-dioxid
megkotésére valo képességiik miatt a tézeglapok fontos szerepet jatszanak a globalis éghajlat
felmelegedésének mérséklésében, szarazfold és a 1égkor kozotti széncserében, és az egészséges
t6zeglapok szamos mas létfontossagu 6koszisztéma-szolgaltatast is nyujtanak (KITSON E., BELL
N. G. 2020). Az északi tézeglapok rendkiviil heterogén 6koszisztémak. Ennek ellenére keveset
tudunk a benniik lejatsz6d6d folyamatokrol, jobban meg kell érteniink a megfigyelt
valtozékonysagot kivaltd folyamatokat, féleg a ndvények, mikrobdk és a tdzeglapok
szénkorforgasa kozotti kolcsonhatast. A kérdés megoldasanak egyik megkozelitése az
1smétl6dd, mikrobioldgiai funkciondlis jellemzdk vizsgalata, hogy oOkoszisztéma-szinti
perspektivat nydjtson az 6kologiai €s biogeokémiai folyamatokrol. A tézeglapok hazas amdbai
a protisztak funkcionalisan fontos csoportja, amely alkalmas egy ilyen megkdzelitésre. A hazas
amObak a tézeglapok mikrobidlis taplalékhalozatanak lényeges részei, €s kritikus szerepet
jatszanak a tapanyag- és szénkorforgasban (ZHANG H. et al. 2020).

Ahhoz, hogy megértsiik a lapok jelentdségét és az ott €16 mikrobak szerepét a globalis

szén korforgalomban tudni kell, hogy a kialakuldsuk elsésorban ndvényi, allati és mikrobialis
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eredetii szerves anyagok felhalmozodasanak koszonheté. Ezek az anyagok megmaradnak
kdszonhetden az alacsony pH-értéknek és az altaldban anoxikus koriilményeknek, amelyek
csOkkentik a bomlasi tevékenységet. A tézeglapok egyik legfontosabb jellemzdje, hogy jelentds
szerepet jatszanak az TUlveghazhatasi gazok kibocsatasdval kapcsolatos biogeokémiai
ciklusokban (PucLIsI E. et al. 2014).

A prokariotdk is jelentdsen hozzajarulnak a tdzegtalajon beliili szervesanyag-
atalakulasokhoz, a tézeglap szénnyeld vagy -forras allapotanak kulcsfontossagu meghatarozoi.
Aktivitasukat meghatarozza az oxigénellatottsag, a hOmérséklet és a pH. Az északi tézeglapok
mikrobialis tevékenysége is jelent6sen hozzajarul a globalis metan (CHs) fluxushoz a
természetkozeli tézeglapok nettdé CHas-termelését az anaerob metanogén €s aerob metanotrof
populacidk egyensulya tartja fenn.

Mig a dagadolapokban a metanogenezist nagyrészt a hidrogenotroéf (Hz2-CO»-fiiggd)
utvonal hajtja, addig a siklapokban az acetogén titvonal dominalhat. (KITSON E.-BELL N. G.
2020) (2. dbra).

(CH20)
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‘Chemolithotrophy

Methanogenesis,

Acetogenesis
Anaerobic
respiration
and
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Anoxygenic
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Organic mattgr

(CH-0),

2. abra. A szén korforgalom bioszférahoz kotott 1épései, kiemelve a metanotrof, methanogén, acetogén
utvonalak (MADIGAN M. T.-BENDER K. S. 2015)

Célkitiizések

Kutatasom célja az volt, hogy tenyésztéses €s tenyésztéstol fiiggetlen molekularis
biologiai mddszerekkel feltarjam a posztvulkanikus teriileten 1étrejott Szortyogd borvizlap
baktériumkozosségeinek taxondmiai diverzitdsat. Megerdsitsem az extremofil vagy
poliextremofil baktériumok jelenlétét. Kimutassam a tézeglapokra jellemzé szén ciklusban
résztvevd metilotrof/metanotrof baktériumokat és a vulkanikus hatasokra 1étrejott 4svanyvizek

vas és mangan redox ciklusaban szerepet jatszo baktériumokat.
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3  Anyagok és modszerek

3.1 Mintavételi hely bemutatasa, mintavétel

A Szortyogo-borvizlap (Hargitaligeti forraslap) a Hargita-hegységben, Kirulyfiirdt6l
északkeletre, Hargita megyében, Romanidban talalhato. A Csikszereda-Udvarhelyi orszagittol
nem messze fekszik a Tolvajos patak volgyében, kb. 795 m magassagban, egy korabbi
limonitbdl festéket 6rl6 Festdmalom kozelében. A lapot Banyai Janos fedezte fel, mintegy

200 m hosszu és 100 m széles, a tézeges anyag mintegy 120 cm mély lehet.

5. kép. A Szortyogo borvizlap (sajat fotd)

A teriilet asvanyvizei piroxénes andezites breccsan keresztiil tornek a felszinre. A lapot
taplalo forras a Hargitaforras, régi nevén Kamilla. Stirti erdds kornyezetben fekszik, kétoldalrol
is sziklakkal védve, ahol a Tolvajos patak is egy darabig andezittufa sziklék al4 vajt mederben
folyik. A forraslapon élénken buzgd korabban fiirdésre hasznalt borvizmedence van és még
tobb helyen is apro forrasok tornek fel (5-6. kép). Felszine részben saros, részben sasokkal
fedett moha, de van szintiszta moha is, mely hosszan tertiil el. Banyai Sphagnum részleteket és
Drosera fajokat is talalt a mocsari mohdk kozott. Az endemikus, jégkorszakbeli reliktum

Saxifraga hirculus fajt itt irtak le el6szor Erdélyben, a lap azon részén él tomegesen, mely tiszta
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mohabdl all, minden mas hozzaszegddott novény nélkiill (NYARADY E. Gy. 1929) (BANYAI J.
1932).

A mintavételek részleteit az (1. tdbldzat) foglalja 6ssze.

1. tablazat: A mintavételek id6pontjanak, helyének és az elvégzett vizsgalatoknak az dsszefoglalasa

Mintavétel idépontja 2021.05.19 2021.09.17 2021.10.24 2022.02.18-19

fiirdé (kornyezeti DNS-

hez 3 kiilonbdzé pontrol) furdg

Mintavétel helye  fiird6bol a forrasnak vélt teriiletr6l flird6

tenyésztés, kémiai

. . helyszinen:
viz kémia paraméterek mérése és  paraméterek, TOC, . :tgls(zm;l;é
o . o o iy vez ,
; ., viz kémia paraméterek mérése és tenyésztés, klorofill-a, szabad oldott oxigén, klorofill-a, , p g
Elvégzett vizsgalatok L L e ., e . . . pH, és oldott
tenyésztés széndioxid, vizben ¢él6 protisztak =~ CO,, kdrnyezeti DNS -
meghatarozésa - oliss. DAPI festé oxigén, laborban:
1zo.asa’, , estés vizkémia
sejszambecsléshez

Kiegészitésképpen még tovabbi két forrasbol is mértiink fémeket referencia pontként,
az egyik a tozeglapon 1évo forraskupbodl, a masik 3 km-re Kirulyflirdén egy vasas-borviz
forrasbol, a kisérlet célja az volt, hogy kideritsem, hogy az irodalomnak megfeleléen egy forras
hozta létre a lapot, vagy kiilonb6z0 forrdsok tornek fel, ha igen a lapot taplald forras mennyire
egyezik a fiirddt 1étrehozdval.

A protisztak vizsgalatanal 2021.09.18-an Erdély legnagyobb lapjabol, az ugyancsak
eutrof és vulkani teriileten (egy kalderaban) létrejott Lucs-t6zeglapbol vettiink még mintat

referenciaként.

‘
[}
{
4
6. kép. A lap teriiletén felbukkano forrasok (sajat foto)

A mintavételkor mikrobiologiai vizsgalatok céljara 1-2 1 vizet vettiink steril boroszilikat
iivegbe. Vizkémiai vizsgdlatokhoz tovabbi 2 1 mintat vettiink steril miianyag flakonokba,
késObb a megfelelébb eredmények miatt a vizsgalat tipusa szerint sziikséges tartdsitoszert
tartalmazo edénybe, a fémekhez 50 ml-t Falcon csébe salétromsavval, a KOIkr mintakhoz pedig
500 ml-t kénsavval tartésitva. A szabad-széndioxid meghatarozashoz viz alatt megtoltott €s

légmentesen lezart iveget hasznaltunk. Minden alkalommal tortént a helyszinen hémérséklet
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mérés. A mintdkat a laboratoriumban torténd feldolgozasig 4-8 °C-on taroltuk €s 24-48 oran
beliil a laboratériumba szallitottuk.
A hazas amébak vizsgalata, meghatarozasa az ELTE Allatrendszertani és Okologiai

Tanszéken tortént Dr. Torok Julia tanarno kozremiikodésével.

3.2 Vizkémiai mérések

A  kémiai méréseket a SBDK Kornyezetanalitikai Laboratorium Viz- ¢és
Elelmiszervizsgalé Laboratérium részlegén végeztiik, szabvanyos modszerekkel. A fontosabb
paraméterek: dsszes keménység, Mg, Ca komplexometridval; ligossag, CO2 meghatarozas sav-
bazis titralassal; KOI permanganometriaval és kromdatos roncsoldssal kromatometriaval; BOI
szondaval oldott Oz mérés; nitrogén formdk, Cl stb. analizatorral fotometriasan; a fémek ICP-
tomegspektrometriaval. A helyszini mérések az analitikai részlegtdl kolcsonkapott HQ30D
hordozhaté egycsatornds multiméterrel torténtek. A klorofill-a meghatarozast az MSZ ISO

10260 szabvany szerint végeztem.

3.3 Sejtszambecslés, DAPI festéssel

A sejtszamlalashoz epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam a vizmintakat, amihez
el6zdleg a vizbdl 10, 25, 50 ml mennyiséget lesziirtlink membranfilterre, majd fixaltuk a mintat
paraformaldehid oldatban (PFA), végiil megfestettiik. Az alkalmazott fluoreszcens festék a
DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol) volt. A preparatumot a mikroszkop alé helyeztem, a DAPI
festék abszorpcids maximuma 358 nm, emisszidés maximuma 461 nm. 20 képet készitettem a
latotérrdl, a latoterenkénti sejtszamot a Nikon NIS-Elements BR szoftverrel hataroztam meg.
Az atlagolt sejtszambdl, a latotér nagysaganak, az atsziirt viz mennyiségének és a szlirélap
hasznos feliiletének ismeretében kiszdmoltam a térfogategységnyi vizre vonatkoztatott

sejtszam értékeket.

3.4 Tenyésztéses vizsgalatok
3.4.1. Taptalajok, tenyésztés

A tenyésztéshez haromfelé taptalajt alkalmaztam. Az R2A-t (DSMZ 830; dsmz.de) a
szakirodalomban gyakran javasoltdk hasonld kornyezetben végzett tenyésztéses
vizsgalatokhoz, igy én is ezt hasznaltam. A TSS (Biomerieux) taptalajt azért valasztottam a
masodik mintavételtdl, mert mar tudtam, hogy nem oligotrof a fiirdd, és esélyt akartam adni a

tapanyagigényesebb baktériumoknak is. Az UriSelect (Bio-Rad) taptalajt a konnyebb
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azonositas miatt, mert kromogén taptalaj. A felhasznalt taptalajokat, inkubacios homérsékletet

¢s 1d6t az (2. tablazat) foglalja 0ssze.

2. tabldzat: A kiilonb6z6 mintavételek tenyésztési koriilményei

Mintavétel iddpontja Minta azonositd Taptalajok Inkubacio hémérséklet Inkubacio ideje Egyéb

2021.05.19 HT MALDI TSS, URI, R2A 30°C,22°C,15°C 2 nap - 1 hét

CO, gazfejleszto (a

HT30, HT30U, HTR2A30 . . . 2 o

2021.09.17 HT15, HU15, HV15 TSS (T), URI (U), R2A (V/R2A) 30°C, 15°C 3nap, 1hét  C., CO azonositdji

mintaknal)

CO, gazfejleszto (a

HT30C,HTR2A . . . 2 o

2021.10.24 HT15B, HU15BCO. Hvisaco 1SS (T URI(U), R2A (VIR2A) 30°C, 15°C 3nap, Lhét  C, Clz;tzir;z?;low

A majusi mintavétel kisérlet volt a megfeleld taptalajok kivalasztasara ¢s a megfeleld
koriilmények bedllitdsara. Ez alapjan mindharom taptalaj megfelelének bizonyult,
hémérsékletnek a 15 °C (a fiirdé hdmérséklete mintavételkor) és a 30 “C (Iehetséges patogének
miatt). Modszernek pedig az, hogy higitas nélkiil 100-100 pl-t szélesztettem 3-3 agarlemezre.
A 15°C-on 1 hétig inkubaltam, 30 °C-on 3 napig. Szeptembertél a normal légkor
tenyésztéssel parhuzamosan emelt szén-dioxid tenzidji inkubalast is végeztem GENbag CO-
gazfejlesztd zacskoval (Biomerieux).

Az izolatumokat R2A és TSS taptalajra oltottam at, majd a tiszta tenyészeteket
identifikaltam és megfeleld taptalajon Gjra oltassal tartottam fent (leginkabb R2A, néhany

esetben TSS), a kindtt torzseket Gjraoltasig 4 *C-on taroltam.

3.4.2. Identifikalas Maldi-TOF mdédszerrel

Az elmult évtizedben a tomegspektrometria (MS) folyamatos fejlesztéseinek
koszonhetden jelentds elorelépések torténtek a mikrobioldgiaban. A mikroorganizmusok
azonositasaban ma mar standardnak szamit6 MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight) MS lehet6vé teszi a mikrobiologiai laboratoriumok
szamara a mikrobak megbizhato, gyors és koltséghatékony azonositasat. A mikroorganizmusok
faji szintli azonositisa a mikrobiologia egyik legfontosabb feladata. Hagyomanyosan
munkaigényes ¢és idéigényes biokémiai vizsgélatok elvégzésével valdsult meg. Bar a jelenlegi
szekvenalasi technoldgidk nagyon pontos betekintést nydjthatnak, még mindig talsdgosan
lassuak és dragak. A molekuléris alapu tomegspektrometriai azonositasi modszer gyorsabb és
hatékonyabb elemzést tesz lehetove.

A taxondmiai azonositas alternativ modszere, amelynél a kozeg Osszetétele és az
inhibitorok jelenléte kevésbé jatszik szerepet. Ez a mddszer gyorsnak €s koltséghatékonynak
bizonyult az izolatumok azonositasara, mikozben kiszliri a rokonfajokat és a nem célzott

taxonokat. Mivel a MALDI-TOF tomegspektrometria rendkiviil érzékeny, a taxondmiai
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azonositashoz sziikséges tomegspektrum rogzitéséhez csak viszonylag kis sejttomegre van
szlikség. A kereskedelemben kaphato rendszerek altalaban olyan adatbazisokat biztositanak,
amelyek lehetdvé teszik a keresett izolatum azonositasat a nemzetségtdl a fajig terjedd szinten.
Jelenleg azonban ezeket a rendszereket toObbnyire klinikai vagy ¢élelmiszerekkel kapcsolatos
kornyezetbdl szarmazo mikroorganizmusok azonositasara hasznaljak (LEwis W. H. et al. 2021).

Ez egy tomegspektrometrias vizsgalat. A moddszer 1ényege (MALDI), hogy nagy
energiaju 1ézer impulzusok ionizéljak a fehérjéket, proteineket, peptideket. A nevének masodik
fele a ,,TOF” (Time of Flight) arra utal, hogy felgyorsitott ionok repiilési idejét mérjiik
nanoszekundum pontossaggal, vagyis repiilési id6 vs. tomegszam. Az elve, hogy a
mikroorganizmusokban taldlhatd genetikailag determinalt fehérjéket (els6sorban a
riboszomalis), illetve fehérje Osszetételt azonositjuk (MALDI Biotyper). A rendszervezérld
szoftver (flexControl) késziti a nyers tomegspektrumot. Minden mikroorganizmusnak van egy
ra jellemz6 fehérje profilja, tomegspektruma (ujjlenyomat).

A torzseket direkt és extrakcios modon is feldolgoztam a késziilék protokollja szerint
(Bruker Microflex LT/SH smart) és tomegspektrumot készitettem a flexControllal. Az
adatfeldolgozast a Bruker MBT Compass szofterrel végeztem. Feldolgozas utan két adatot
kaptam, az egyik, hogy megfeleld volt a tomegspekrum vagy sem, ha az utdbbi, akkor az
eredmény, hogy ,,nincs cstics”, a masik eredmény a score, ami azt mutatja meg, hogy mennyire
megbizhato a fajazonositas. ,,Score érték” > 2,00 azonositott species; 2,00 > ,,Score érték >

1,70 azonositott genus; ,,Score érték” < 1,70 az azonositas megbizhatdésaga nem megfeleld.

3.4.3. DNS kivonds, PCR és Sanger-szekvendlds baktériumtorzsekbdl

A tiszta tenyészetekbdl a DNS kivonashoz fizikai feltarast alkalmaztunk. 100 pl steril
vizbe 1 spatula liveggydngyot mértiink és egy kacsnyi biomasszat tettiink bele, majd 2 percig
30 Hz-en homogenizaltuk sejtmalomban (Retsch MM301). A sejtes tormeléket 0,5 percig
centrifugaltuk 10000 rpm-en (HERMLE Z 233 MK-2 tipusu centrifuga), majd hdsokknak tettiik
ki 99 °C-on 5 percig PCR-késziilékben (Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 2700 és
2720 Thermal Cycler). Ezt kdvetéen 3 percig 10000 rpm-es centrifugalast végeztiink, majd a
feliiluszot, amiben a kinyert DNS volt, mélyhtitében (-22 °C-on) taroltuk.

A 16S rRNS-t kodolod gént Bacteria-specifikus primerrel 27F (5’-AGA GTT TGATCM
TGG CTC AG-3’) (LANE D. 1991) és 1401R (5°-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’) (NUBEL
U. et al. 1996) polimeraz lancreakcioval sokszorositottuk fel. A PCR-hez hasznalt reakcidelegy
Osszetétele: Taq DNS polimeraz puffer (0,2 mM), 2,5 ul; MgClz (2 mM), 2 ul; Forward primer
(27F) (0,65 mM) 0,25 ul; Reverse primer (1401R) (0,65 mM) 0,25 ul; ANTP (200-200 mM) 5
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ul; Desztillalt viz 14 pl; Tag DNS polimerdz enzim 0,5 pl; DNS templat 0,5 ul; 25 ul
végtérfogatban.

PCR héprofil:

Primer denaturacié 95 °C 5:00 perc

Denaturaci6 94 °C 0:30 perc

Annel4cié 52 °C 0:45 perc } 32 ciklus
Extenzid 72 °C 1:00 perc

Végs6 extenzio 72 °C 10:00 perc

Hutés 4°C 0

A PCR sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. 1%-0s agaréz gélben (100 ml
TBE (Tris-borat-EDTA) puffer, 1 g agaroz, 3 ul DNS festék (ECO Safe Nucleic Acid Staining
Solution 20,000X) 20 perces 100 V-os futtatast kovetéen UV megvilagitas alatt ellendriztiik a
PCR termékeket. A PCR termékek 5 pl-éhez 3 pl toltépuffert (30% (v/v) glicerin, 0,25 mM
brémfenolkék) szuszpendaltunk és igy pipettaztuk a toltézsebekbe. Markerként Lambda
DNA/EcoRI+HindIll Marker 3-t hasznaltunk, melyb6l 3 pl-t mértiink az elsé toltézsebbe.

A torzsek 16S rRNS gén bazissorrendjét Sanger szekvenalassal hataroztuk meg, az LGC
Genomics (Németorszag) szolgaltatdsanak felhasznalasaval.

A szekvenciak mindségét a Chromas Lite programmal ellendriztem. A tdrzsek azonositasat
a 16S rRNS szekvenciak alapjan az EzBioCloud internetes programmal végeztem (YOON S-H.
etal. 2017).

3.5 Kozosségi DNS kivonas, ujgeneraciés DNS amplikon-szekvenalas

A kozosségi DNS kivondsdhoz eldszdr is a fiirdé 3 pontjabol gylijtétt vizmintabol
2x500 ml-t szlrtink le egy-egy membranfilterre (0,7 pm), majd a 6 filterb6l (HL1A,
1B,2A,2B,3A,3C jelzéssel a DNeasy PowerSoil Kittel (QIAGEN) végeztiik DNS kivonast a
gyarto altal meghatarozott protokoll alapjan.

Az altalunk hasznélt protokoll a 16S rRNS gén V3 és V4 variabilis régidinak

Bakt 341F: 5’-CS1-CCTACGGGAGGGCAGCAGCAG-3’,

Bakt 805R: 5’-CS2-GGACTACHTACHVGGGTWTCTAAT-3" primer készlettel
(HERLEMANN D. P. et al. 2011) amplifikaltuk.
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Reakcidelegy Osszetétele és a PCR hoprofilja:

Mikrobialis DNS (5 ng/ul) 2,5 ul
Amplicon PCR Forward Primer 1 pM Sul
Amplicon PCR Reverse Primer 1 uM Sul
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 12,5 ul
Végtérfogat 25l

Primer denaturacio 95°C 3 perc

Denaturacio 95°C  30mp

25

Annelacié 55°C 30 mp ciklus

Extenzid 72°C 30 mp

Végso extenziod 72°C 5 perc

Hiités 4°C-on

A keletkezett PCR termékeket QIAxcel Advanced System (QIAGEN) kapillaris
gélelektroforézissel ellendriztiik. Az amplikon DNS-koncentracidkat normalizaltuk. A paired-
end amplikon szekvenalas Illumina MiSeq gépen, Illumina MiSeq Reagent Kit v2 (500 cycle)
szekvenalo kit, Illumina Nextera Index Kit v2 Set A indexalo kit hasznalataval tortént.

A nyers adatokat a mothur szoftverrel (v1.44.3) dolgoztuk fel a fejlesztok altal ajanlott
protokollt kovetve (a https://mothur.org/wiki/miseq_sop hivatkozason megtalalhatok). A
protokoll a pair readek Osszeillesztésébdl, a szekvencidk mindségi sziirésébdl (hossz,
homopolimer hossz alapjan, nem egyértelmii nukleotidok kisziirése, kimérak kisziirése), OTU
kiszdmolasabol allt. A protokolltdl vald eltérések: a make.contig parancsnal (contigok
Osszeszerelése) a deltaq érték 10, kiméra sziiréshez a VSEARCH algoritmus
(https://peerj.com/articles/2584/), ezen kiviil eltavolitottuk a singletonokat (teljesen egyedi
szekvencidk, amikbdl csak egyetlenegy van), majd a szekvencidkat az ARB-SILVA v138
referenciahoz illesztettiik, és minden szekvenciat, ami nem a Bacteria doménbe tartozott pl
archaea, eukariota, mitokondriélis €s kloroplasztisz eredetli, unknown is eltavolitottuk.

Az OTU-kba a legalabb 97%-ban egyez6 szekvencidkat rendeztiik. Az alfa diverzitas
mutatok kiszamolasat a mothur beépitett funkciodival végeztikk (KozICHA J. J. et al. 2013).

A baktériumok rendszerezésében minden modszer (EzBiocloud a Sanger-
szekvenalasnal, Bruker adatbazis a Maldi esetében és a Silva az NGS-nél) sajat nevezéktanat

€s besoroléasat hasznaltam, igy kozottiik bizonyos esetekben eltérések taldlhatok a dolgozatban.
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4 Eredmeények ¢€s értékelésiik

4.1 A fiird6 vizének fizikai és kémiai paraméterei

A helyszini mérések soran a forrasnak vélt helyen, félméteres mélységben tortént a
hémérséklet mérés, és a viz héfoka évszaktol fiiggetleniil megkozelitéleg 6 “C-0s volt. A
fajlagos vezetdképesség igen magas volt, minden mérés alkalmaval >2000 uS/cm, ami a magas
sotartalomnak koszonhetd. Ion koncentracio alapjan, béta-alfa-mezohalobikus, tehat kozepesen
sos (szikes). Ha a halobitast mindségileg kozelitjiik meg, akkor az eredmények alapjan (szabad
COg, Ca, HCO3, pH<8) a fiird6 béta-limno-tipus, mégpedig a kation-anion eloszlas alapjan Na-
Ca-Mg-HCOz-0s (FELFOLDY L. 1987). Egyéb kémiai jellemzdi alapjan pedig szénsavas-vasas
viz, igy egyezik a terlilet geoldgiajabol elvarttal (ezt még inkdbb igazolja a geotermalis
teriiletekre jellemzé magas mangén, bor és litium ion szint) és az irodalomban fellelhetd
adatokkal is.

Amikor Bényai Janosrél kerestem irodalmat Székelyudvarhelyen a Hadz Rezsé
Muzeumban és a Székelyudvarhelyi Varosi Konyvtarban, talaltam egy leirast a hargitaligeti
foforras vizsgalatarol, 1950. augusztus 9-én vettek mintat és vizsgalatok utdn osztalyoztak
azokat. A Palmer és a Csukarev-Priklonszkij-féle osztalyozassal levonhatunk kovetkeztetéseket
a vizek geologiai eredetérdl, so0sszetételérdl, sajatossagairol, az utdbbi a legfontosabb kationok
¢€s anionok szerint csoportositja 6ket. Ezek alapjan a Hargita-liget kiomléses kdzeten jott 1étre,
bikarbonatos, azon beliil is natriumos-magnéziumos-kalciumos (ugyanugy, mint az én 2021-€s
méréseim alapjan). Egyéb jellemzdk szerint az 70 évvel ezeldtti leirdsokban is foldes-meszes,
szénsavas-vasas. A mellékletben talalhato egy tablazat a régi mérések adataival és Banyai Janos
kézzel rajzolt vegytani elemzése a forrasrol. (7.kép)

Egyéb vizmindséget befolydsold tényezOk szerint, mint példaul a trofitds, a
szervetlenbdl szervest létrehozo képessége szezonalitdst mutat. Eutrof, algavirdgzaskor eu-
politrofikussa valt. A trofitds fokat a klorofill-a koncentraciobol hataroztam meg. A masik
tényezd a szerves anyagokat szervetlenné bontd képesség, a szaprobitas ugyancsak valtozo az
¢v folyaman. A permanganatos KOI, és a BOI eredményeket hasznéaltam a szaprobitas fokanak
megitéléséhez. Igy a béta-mezoszaprobikustél a katarobikus, tiszta vizig valtozik az év sordn
(FELFOLDY L. 1987). A mért kémiai paramétereket a (3. rablazat) foglalja 6ssze a mellékletben.

A referenciapontként hasznalt t0zegbdl vett vizminta nagy valoszinliséggel igazolja azt,
hogy a lapot ugyanaz a borviz taplalja tiszta forrasvizzel felhigulva, mint ami a flird6t is

feltoltotte, vagyis a Kamilla-forras, ahogy a régi leirdsokban is kozolték.

23



4.2 A Szortyogé-borvizlap baktériumkozosségeinek diverzitasa

Az okoszisztéma elemeinek kvantitativ vizsgalata feltétleniil sziikséges ahhoz, hogy az
egyes Okoszisztémakat megfeleld modon megérthessiink, a benniikk folyd anyag- ¢és
energiadramlast nyomon kovethessiik. Mikrobidlis Okologiai szempontbol elsddleges
fontossagu, hogy egy adott €l6helyen el6forduld mikrobakat mennyiségileg €s mindségileg meg
tudjuk hatarozni, hiszen csak ezek tulajdonsagainak ismeretében tarhatjuk fel ezeknek az egyes
okoszisztémakban betoltott szerepét. Mivel a kornyezetbdl vett mintak a mikrobdk kevert
populacidit tartalmazzdk, ez gyakran igen nehéz feladat. Baktériumok mennyiségének
meghatarozasanak az egyik modja a direkt sejtszam meghatarozas mikroszkdéppal.

A kornyezeti (pl. felszini viz) mintdk jelentds része nagy szamban tartalmaz
mikroorganizmusokat. A mikroszkdpos elemzések szerint egységnyi térfogatra (ml)
vonatkoztatva 10* -107 nagysagrendben mutathatok ki sejtek benniik.

A leszlirt mintaim DAPI festékkel festettem meg ¢és epifluoreszcens mikroszkdoppal
vizsgaltam. Latoterenként atlagosan 62 sejtet szamoltam. Az atlagos sejtszam 5,7x10° mI? lett.
Az epifluoreszcens képeken szokatlan sejtmorfologiaja, pl. Gallionella szeri baktériumok
sokasaga volt lathatd, ami ugyan nem tenyészthetd, de jelenlétiik és szamuk egyértelmiien

Osszefliggésbe hozhat6 a forrasviz nagy vastartalmaval (7. kép).

7. kép. Az atszlirt vizmintak epifluoreszcens képe DAPI festés utan (sajat foto)

4.2.1. A fiird6 vizének tenyésztéses bakteriologiai eredményei

A torzsek izolalasa szempontjabol az UriSelect taptalaj mindsiilt a legjobbnak, mert
kromogén 1évén sokkal konnyebb volt megkiilonbdztetni rajta az izolatumokat, és ritkabbak
voltak identifikdlds soran az ismétlddések. 1zolalas utdn viszont alkalmatlan volt a torzsek

fenntartasara, igy arra az R2A-t és a TSS-t hasznéltam. A tenyésztések soran nem prébaltam
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meg a fajok gyakorisagat megbecsiilni, arra torekedtem, hogy minél tobb kiillonb6z6 torzset
izolaljak. 83 tiszta tenyészetet hoztam létre és kiildtem el Sanger-féle szekvenalasra.
A kitenyésztett torzsek a Bacteroidetes, a Proteobacteria, a Firmicutes és az

Actinobacteria térzsbe tartoztak (3. dbra).

Actinobacteria
M Bacteroidetes
8; 10% B Firmicutes

53; 63% 36; 46% m Proteobacteria

Alphaproetobacteria
9;11%
Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria

3. dbra. A kitenyészett torzsek és leggyakoribb osztalyok szazalé¢kos megoszlasa

Leggyakoribb a Proteobacteria a mintakban, €s ezen beliil is a Gammaproteobacteria.
osztaly. Kozilik 30 °C-on 28 torzs képviseltette magat, 15°C-on 8. A kitenyésztett
baktériumok tobb, mint 20 %-a tartozott a Pseudomonas nemzetségbe (leginkabb pszichrofil
pseudomonasok), és tovabbi 7 torzs az Enterobacteriales rendbe. Ez az eredmény varhat6 volt,
mivel a tenyésztés szelektiv eljards, a taptalajokon a taptalaj Osszetételének megfeleld
anyagcseréjii  baktériumtenyészet fejlodik ki. A Fe(Ill) redukciora képes baktérium a
Gammaproteobacteria osztalyhoz tartozo fakultativ anaerob Shewanella putrefaciens volt. Az
elézetes Maldi méréseknél, amik arra irdnyultak, hogy az ismétlédéseket kisziirjem tobbszor is
(minden inkubacids koriilményen) el6fordultak, ami nem meglepd a vizminta semleges pH-ja,
¢s magas mangan ¢s vastartalma miatt. A Shewanella putrefaciens az elektronakceptorok széles
skalajat képes felhaszndlni 1égzési anyagcseréjéhez, adott kornyezetben a szamara
energetikailag legkedvezdbbet hasznositja.

Az Alphaproteobacteria osztdlyndl a Brucellaceae csaldd és a Rhizobiales rendbe
tartozo6 tovabbi 3 csalad (Rhizobiaceae, Devosiaceae, és Rhodobacteraceae) volt a dominans.
Utobbi 2 csalad izolalt tagjainak a szekvencia hasonldsdga nem érte el a 98,6 %-ot. A leginkabb
érdekes, a HV15CO/32 szam1 térzsem volt, mivel a vulkanikus eredet miatt vartam az anoxikus
fototrofok megjelenését. Ennek a térzsnek a legkdzelebbi rokona a Luteovulum ovatum fototrof,
bibor nemkén baktérium volt. Novekedése anaerob koriilmények kozott nappal fotoorgano-

heterotrofiaval, aerob koriilmények kozott sotétben kemoorgano-heterotrofidval torténik.
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Asszimilatorikus szulfatredukciot végez. Elészor egy iparilag szennyezett tobol izolaltak
(SRINIVAS T. N. et al. 2008).

A Betaproteobacteria osztalyt mindkét inkubacios homérsékleten a Burkholderiales
rend tagjai reprenzentaltak ugyanazzal a 2 jellemzd csaladdal (Comamonadaceae,
Oxalobacteriaceae). Koziiliik keriiltek ki a legkiilonlegesebb izolatumaim, igy a HTR2A30/2
(Acidovorax wautersii) és a HU15BCO/8 (Simplicispira metamorpha), melyek alacsony
szekvencia hasonldsaga, arra utalhat, hogy az izolatumaim esetleg 0j faj képvisel6i lehetnek. A
Janthinobacterium rivuli Gram-negativ talajbaktérium. Lila-ibolya szin{i pigmentet, violaceint
termel, mely egy indolszarmazék, ami a baktérium altal termelt triptofan oxidacidjaval
keletkezik. Valtozatos energiaanyagcsere-képességeket mutat, és jol tiri a hideget, az
ultraibolya sugarzast és mas kornyezeti stresszhatasokat (GiLLis M., DE LEy J. 2006).
Herminiimonas glaciei (HU15BCO/23 jelzésii torzs) Gram-negativ ultramikrobaktérium, egy
120 000 éves, 3042 m mély gronlandi gleccser jégmagjabdl izolaltak 0,2 pm sziiréssel torténd
dusitasi eljarassal (LOVELAND-CURTZE J. et al. 2009). Az ultramikrobaktériumok (UMB) a
baktériumok tartomanyaba tartozé fajok, melyekre a proliferdlé sejtek nagyon kis mérete
(kevesebb mint 0,1 um? térfogat) és kis genomija (3,2-0,58 Mb) jellemzd. Tébb tiz UMB-fajt
izolaltak kiilonb6zd természetes élOhelyekrdl: tengervizbdl, talajbol, iszapbol, gronlandi
jégtakarobol, permafroszt talajokbol, valamint emberek €s rovarok beleibél. Az UMB egyedi
¢letfolyamatai a dehalorespirdcio és az obligat vagy fakultativ epibiotikus parazitizmus. Az
Osszefligg a mikrobiologia és az altalanos bioldgia olyan problémainak megoldasaval, mint a
mikrobidlis sejtminimalizacid 1ényege €s mechanizmusai, az 6nalléan szaporodo €16 sejtek
legkisebb megengedett mérete, €16 szervezetek eredete. (DUDA V. et al. 2012).

A Bacteroidetes torzsben egy nemzetség volt dominans, mégpedig a Flavobacterium.
Hoémérsékleti igény szerint tobb egyezés volt a 83 izolatum kozott a 2 inkubalasi hdmérsékleten,
de a Flavobacteriumok csak 15 “C-on néttek. A Flavobacterium nemzetség élettanilag sokféle
lehet, pszichrofil, pszichrotolerans vagy mezofil, valamint halofil, halotolerans. A kitenyésztett
izolatumaim példaul a hidegkedveld, sarkkori tundra talajbol izolalt F.cerinum (ZHANG R. et
al. 2019) és az antarktiszi mintakbol izolalt F.psychroterrae (KRALOVA S. et al. 2018) fajokkal
mutattak nagyfoku szekvencia egyezést. A F. bizetiae-t el6szor megbetegedett édesvizi
halakbol tenyésztették ki Kanadaban (ABRY C. et al. 2020).

A Gram-pozitiv sejtfalu baktériumok Firmicutes torzsét izolatumaim kozott (3.zabldzat)
a Bacilli osztaly képviselte, tobb pszichrofil vagy pszichrotolerans fajjal, példaul a
Sporosarcina globispora, a Planococcus citri (halofil is).
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Az Actinobacteria torzsbe sorolt izoldtumaim a Microbacteriales és a Micrococcales
rendek tagjai voltak. Gyakoribb nemzetségek, a Rhodococcus, a Nesterenkonia, a
Microbacterium és a Leucobacter volt. A Nesterenkonia nemzetség tagjai extremofilek,
leginkabb pszichrotrofok, halofilek, alkalofilek. Jelenleg a nemzetség négy érvényes fajt foglal
magaban. A N.halotolerans-t hiperszalin talajb6l izolaltdk a nyugat-kinai Xinjiang
tartomanyban. NaCl-tolerancia a novekedéshez 0-25 %. A N. lutea-t ugyancsak Kinabol
szarmazo sos talajmintabol tenyésztették ki (L1 W-J. et al. 2004) (L1 W-J. et al. 2005).

A Maldi-TOF mérések soran a hangyasavas extrakcios eredmények pontosabbak lettek,
mint a direkt feldolgozas.

nem 30°C 15 °C

ismerte fel;
7;13%

hibas; 8;
15% nem
ismerte fel;

14; 47%

megfeleld
genus; 10;
33%

megfeleld genus; 24; 45% hibas; 1; 3%
4. abra. A Maldi-TOF mérések sikeressége a kiilonboz6 hémérsékleten inkubalt térzsek fliggvényében.

A riboszomalis fehérje felismerése jovoltabol, amelyik species nem szerepel benne, de
szerepel a genushoz tartoz6 masik faj, azt genus szinten megbizhatoéan felismeri (4. abra). A
leglijabb adatbazis frissitésnek koszonhetden rengeteg 10j kornyezeti baktérium is
azonosithatova valt. Jelenleg még nem hasznéalhato a kornyezetbdl izolalt baktériumok
megbizhato identifikalasi modszerének, de megfeleld az ismétlodd izolatumok kisziirésére a

tomegspekrum alapjan.

4.2.2. A fiirdé vizének NGS-sel feltart baktériumkozosségei

A Szortyogd borvizlap fiirdéjének vizébdl vett 6 mintat kozosségi DNS paired-end
amplikon [llumina MiSeq szekvenaléssal is megvizsgaltuk. A mintdkbol quality check és szlirés
utan Osszesen 288527 szekvenciat kaptunk. A Coverage index alapjan a szekvencidk szama
megfeleld volt a vizsgalt baktériumkozosségek oOsszetételének leirdsahoz. Ezen kiviil a
fajtelitési ,,rarefaction” gorbék is (5. abra) azt mutattak, elegendd volt a szekvenalas mélysége
a mintaban eléfordulo OTU-k detektalasahoz.

A szekvenalas eredményeit, illetve a kapott adathalmaz alapjan megallapitott diverzitas

indexeket a (4. tablazat) 6sszegzi. A diverzitasi indexek lényegében a fajszam:egyedszam
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Osszefiiggést jellemzik. A diverzitdsi indexekkel megbecsiilhetjiik egy-egy ¢l6hely
sokféleségét. Ennek a legegyszerlibb mddja az eléforduld fajok szamat megbecsiilni. A
kimutatott fajok szama: Sobs (species observed). Azt, hogy a vizsgalat mennyire fedte le a
kozosségben talalhatd taxonokat a korabban leirt fajtelitddési gorbével abrazolhatjuk, ha a
fajtelitddési gorbe megkozeliti az aszimptotat, akkor csaknem minden OTU-t kimutattunk a
vizsgalt mintabol. A diverzitasi indexek szamitdsdhoz minden minta szekvenciaszamat a
legkisebb szekvenciaszamu mintdhoz viszonyitottuk (subsampled). A Shannon és az Inverz
Simspon index arra utalnak, hogy a flird6 kiilonb6z6 pontjain a baktériumkozosségek

diverzitasa nagyon hasonlo.
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HL2B — H| 3A HL3B

5. dbra. Fajtelitési gorbe, amely megmutatja a mintdm mennyire jol reprezentalja a vizsgalt targy egészét

4. tabldzat: NGS-sel feltart baktériumko6zosségek legfontosabb paraméterei és diverzitas indexei

Mintak  Szekvencidk szama Coverage Sobs Shannon-index  Inverz Simpson
HL1A 49695 0,999 272,283 2,182 5,558
HL1B 54663 0,999 264,407 2,231 5,931
HL2A 55795 0,998 330,697 2,308 5,744
HL2B 38652 1,000 299,000 2,419 6,159
HL3A 46704 0,999 244,501 2,261 6,056
HL3B 43018 0,999 239,959 2,172 5,581

A vizsgalt vizmintaban a tenyésztéses eredményekhez hasonldéan a Proteobacteria torzs
(65%) volt a dominans, majd a Bacteroidia (16%) és az Actinobacteria (6%). Osszesen 8 olyan
nemzetség volt, amelynek legalabb 1% volt a relativ abundancidja mind a hat mintdban: a
Rhodoluna, az Emticicia, a Fluviicola, a Flavobacterium, a Pseudorhodobacter, a Rhodoferax
a Comamonadaceae_unclassified, és a Methylophilaceae_unclassified nemzetségek. A vizsgalt
szekvencidk elemzése sordn kevés ez idaig ismeretlen baktériumfajokhoz ¢és kandidatus

taxonokhoz sorolhato szekvenciat talaltam, kandidatus nemzetségbe tartoz6 baktériumfajokra
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utal6 szekvenciak ardnya minddssze 0,13% volt, ezzel szemben nagyszamu (109), mostanaig
tenyésztésbe nem vont (uncultured vagy unclassified) taxonba tartoz6 nemzetséget mutattunk
ki. Ezek az Osszes szekvencia 33,25 %-at tették ki. A dominansak a mar korabban emlitett
Comamonadaceae unclassified és a Methylophilaceae unclassified voltak.

A metilotrof Methylophilaceae ilyen nagyszamu jelenléte a vizmintdban egyik
meghataroz6 eredménye a kutatdisomnak, mivel a Methylophilaceae tagjai, mint
bebizonyosodott a kozelmultban, nagyon fontosak a szénciklusban, igy jelentds szerepet
tolthetnek be a tézegldpokban végbemend szén biogeokémia korforgasaban. A
Methylophilaceae a metilotrof baktériumok egyik kiilonleges csaladja. A csaladba olyan
szervezetek tartoznak, amelyek szén-szén kotést nem tartalmazo vegytiletek (C1-vegyiiletek)
metabolizmusara specializalodtak, legjellemzobb szubsztratjaik a metanol és a metilalt aminok
(BECK D. A. et al. 2014). Edesvizi fajok mindeniitt jelen vannak, fleg a tavakban a diatoma-
¢és/vagy cianobaktérium-viragzasok idején akar a teljes prokariota kozosség 4%-at is kitehetik
(1,32 % volt a hargitaligeti mintakban kozvetleniil algaviragzas utan), ami arra utal, hogy a
novekedésiiket tamogatd C1 szubsztratokat az elsédleges termel6k bocsatjak ki (SALCHER M.
M. 2019). A csalad masik kiilonlegessége, hogy példaul a tengeri Methylophilaceae genomjai
viszonylag kicsik (kevesebb, mint 1,3 Mb), amit az e fajokban bekovetkezett jelentds
génveszteségnek tulajdonitanak (BECK D. A. et al. 2014). Megfigyelhetd, hogy a legnagyobb
szamban eléforduld vizi mikrobdk sejt- €s genommeérete kicsi. A genom-streamlining elmélet a
kdrnyezeti tényezok altal vezérelt evolucios szelekcei6 altal okozott génvesztést josol, amely a
korlatoz6 eréforrasokért kiizdd, felsébbrendll versenytarsaknak kedvez. Az édesvizi iiledékbdl
a viszonylag oligotrof pelagikusba torténd éléhely-atmenetet fokozatos génvesztés és adaptiv
nyereseég kisérte. A génveszteség fOként olyan funkcidkat érintett, amelyek nem feltétleniil
sziikségesek vagy eldnydsek ezeken az él6helyeken. Az él6hely dtmenetek soran bekovetkezd
genomredukciora kivételes modell a Methylophilaceae csalad, a kiilonb6zd éldhelyekrdl
szarmazo, evoliciosan rokon mikrobak ilyen jellegii gyiijteménye ritka a mikrobialis vilagban
(SALCHER M. M. 2019).

A masik vart csoport az anoxikus fototrofok voltak, mint a vulkanikus teriiletek elsé
kolonizal6i. Meglepd moddon az 1Ujgeneracios szekvendlassal még a kitenyésztett fajok
(Rhodobacter) szekvenciai sem voltak kimutathatok, helyette nagyon nagy abundanciaval
(6sszes szekvencia 27 %-a) voltak jelen a Pseudorhodobacter nemzetség képvisel6i. A
Pseudorhodobacter nemzetség abban kiilonbozik a Rhodobacter nemzetségtél, hogy nem
rendelkezik a fotoszintézis teljes génjével. Jelenleg a Pseudorhodobacter nemzetség kilenc fajt
tartalmaz, amelyeket kiilonb6zd kornyezetekbdl, példaul tengervizbdl, édesvizbdl és talajbol
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izolaltak. Nem ismert azonban, hogy milyen funkciot toltenek be a természetben (Kim S., LEE
H. 2019). Ez a taxonémiai eredmény valosziniileg téves, és a molekularis modszerek korlatjait
bizonyitja.

az elofordulési

A leggyakoribb osztalyokat ¢és a jellemzd nemzetségeiket,

gyakorisagukkal és az altalanos jellemzoéikkel a (5. tabldazat) mutatja be.

5. tablazat: A Szortyogd borvizlap NGS-sel kimutatott dominans osztalyai és jellemz6i

Nemzetség Anyagcsere tipus Viszonya az oxigénnel Abundancia
Actinobacteria
Microbacteriaceae Rhodoluna, Aurantimicrobium kemoorganotrof aerob 6,39%
Bacteroidia
Spirosomaceae Emticicia kemoorganotrof obligat aerob 16,16%
Crocinitomicaceae Fluviicola kemoorganotrof obligat aerob 4,83%
Flavobacteriaceae Flavobacterium kemoorganotrof obligat aerob 4,59%
Paludibacteraceae Paludibacter kemoorganotrof obligat anaaerob 0,39%
Bdellovibrionia
Bacteriovoracaceae Bacteriovorax kemoorganotrof aerob 0,24%
Campylobacteria
Arcobacteraceae Pseudarcobacter mixotrof aerob, mikroaerofil 0,16%
Gracilibacteria
Gracilibacteria_fa Gracilibacteria_ge * 0,92%
JGI_0000069-P22_fa  JGI_0000069-P22_ge * 0,59%
Alphaproteobacteria
Rhodobacteraceae Pseudorhodobacter kemoorganotrof aerob 27,08%
kemoorganotrof,
Sphingomonadaceae Sphingomonadaceae_unclassified fotoorganotrof aerob, fakultativ anaerob 0,94%
Gammaproteobacteria
Comamonadaceae Comamonadaceae_unclassified, Rhodoferax kemoorganotrof fakultativ anaerob 34,12%
kemoorganotrof,
Methylophilaceae Methylophilaceae_unclassified metilotrof aerob 1,32%
kemolitotrof, vas-
Gallionellaceae Sideroxydans, Gallionella oxidalo, mixotrof  mikroerofil 0,86%

* nem ismert

A kimutatott dominans tOrzsek kozott talalhaté a Gracilibacteria, aminek az
érdekessége, hogy a csoport ahova tartozik, a Candidate Phyla Radiation (CPR) baktériumai
szinte kizarolag tenyésztéstol fiiggetlen modszerekkel nyert genomok alapjan ismertek. Ez a
baktériumok egyik f6 monofiletikus csoportja, amelyrdl jelenleg ugy gondoljak, hogy legalabb
74 kiilonbo6z6 torzsbal all, és amelynek rendkiviil kevés tenyésztett képviseldje van (Lewis W.
H. et al. 2021). A CPR-en beliil a mar emlitett Gracilibacteria (BD1-5) kiilondsen kevéssé
ismert, ami az alulmintavételezésnek ¢€s a rendelkezésre 4all6 genomok eleve toredezett
jellegének tudhatdo be. A CPR-baktériumokat altaldban szimbiontadknak josoljak kiterjedt
bioszintetikus hidnyossdgaik miatt. Bar monofiletikusak, ¢életmodjukat tekintve nem
egységesek (SIEBER C. M. et al. 2019). Emellett megfigyelték, hogy ott képviseltetik magukat
nagyobb szamban, ahol metanotrofok és metilotrofok is élnek. Ezeken a helyeken a
metilotréfok foként az iiledékrészecskékhez kotddve fordultak eld. A  metanotrofok
metabolitjait nagy valoszinliséggel a metilotrofok hasznositjak, erre utal az is, hogy kozel

azonos volt az el6fordulasuk ezeken a helyeken. A Gracili baktériumok két populacidja is
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egymdas utani viragzast mutatott, amelyet valosziniileg a metané¢hség idOszaka valtott ki
(KuLoyo O. et al. 2020).

A Bacteriovorax nemzetség tagjai Gram-negativ baktériumok sejt parazitai, amelyek a
periplazmatikus térben szaporodva elveszitik mozgas képességiiket. A Bacteriovorax és a
Bdellovibrio nemzetségeknek szamos kozos morfologiai és életmodbeli jellemzéje van. A
Bacteriovorax és a Bdellovibrio koriilbeliil 0,2-0,4 x 0,5-1,4 um méretiiek, aecrobok, az oxigént
termindlis elektronakceptorként hasznaljak, mezofilek. Tipikus Gram-negativ morfologiat
mutatnak, és egyetlen, polaris, burkolt flagellummal mozognak. A Bacteriovorax nemzetség
tagjai ugyanazokat az altalanos morfologiai és ¢letciklusbeli jellemzdket mutatjak, mint
amelyeket a Bdellovibrio nemzetség esetében leirtak, ezen kiviil € nemzetség tagjai kétfazisu
¢letciklust mutatnak, amelyekben megjelenhet egy aktivan ragadozo6, valamint egy PI
(ragadoz6 fliggetlen), szaprotrof forma is, amely képes tapkozegen novekedni. A vad tipusa
torzsek egyetlen, polaris flagellummal mozognak. A PI sejtek (mutdnsok) pleomorf, az
egyszerii palcikdktél a hosszl, szorosan spirdlis alaka sejtekig kiilonb6zo sejtformakat
mutatnak (KUEVER J. et al. 2005).

A legfébb kutatasi cél és igy a legfontosabb eredmények a vas-ciklus redox
folyamataiban részt vevé mikrobak (6. dbra) kimutatasa volt. Ilyen volt a Shewanella
putrefaciens, amit tenyésztéssel sikeriilt izolalni. De ilyen az NGS-sel kimutatott Gallionella
nemzetség is, ami a kimutatott nemzetségek kozott is nagyobb relativ gyakorisdggal bir, és a
Geobacter nemzetség. Az elobbi Gram-negativ, mikroaerofil és kemolitotrof. Mikroszkopban
vizsgalva vese alaku sejtek, amelyek extracellularis, csavart kocsanyt valasztanak ki, és képesek
vasat, mint energiaforrast és szén-dioxidot, mint egyediili szénforrast felhasznalva ndvekedni.
A mixotrof anyagceserét gliikozzal, fruktdzzal és szacharozzal is kimutattak. A Gallionellaceae
csaladnak egy ismert faja van, a Gallionella ferruginea. Az organizmus csavart nyelet termel,
amely szamos szerves szalbdl allo kotegbdl all, ami nagyon konnyen azonosithatova teszi a
Gallionella-t altalaban feliiletekhez kotédve, lassan aramlo talajvizben, amely vasban gazdag,

A masodik legjobban tanulmanyozott Fe(Ill) redukciora képes baktérium a szigoruan
anaerob  Geobacter metallireducens (modell organizmus) a nemzetség tipusfaja.
Elektrondonornak acetatot, elektronakceptornak pedig vasat hasznalnak. Gram-negativak és
nem sporaképzéek. Minden Geobacter faj homérsékleti optimum szerint mezofil és csak
szigoran anoxikus koriilmények kozott szaporodik. A Geobacter fajok alternativ
elektronakceptorai a nitrat, az elemi kén, a fumarat, a malat, és a Mn(IV), U(VI), Co(IlI)
(REITNER J., TIEL V. 2011). Ez a tulajdonsaga (NDFO torzs) teszi szamomra igazan érdekessé,
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hogy NGS-sel sikeriilt (habar csak alacsony abundanciaval) a Geobacter nemzetséget is

kimutatni.

Aerob
Gallionella (pH=7)

Leptospirillum, Acidithiobacillus ferrooxidans (pH<5)
Sulfolobus (pH<5, termofil)

Fe* (ferro-ion)  Fe,O, g .

S Fe* (ferri-ion)

Aquaspirillum
magnetotacticum

Anoxikus bibor

fototrof baktériumok
- _l

Anaerob
Geobacter metallireducens
Geovibrio ferrireducens
Desulfuromonas acetoxidans
Pelobacter carbinolicus

Shewanella putrefaciens

6. abra. A vas ciklus jellegzetes baktériumai, jelolve, amiket sikeriilt kimutatni a fiirdé vizében is (egyetemi
jegyzet)

4.3 Eutrof lapok jellemzé hazas amébai a Hargitan

A hazas amdbak olyan egysejtli protisztdk, amelyek mindeniitt jelen vannak a
kornyezetben, tavakban, folyokban, mohakban és talajokban. Kicsik nagyjabol a pollenszemek
méretével megegyezoek, és valtozatosak (eddig mintegy 2000 fajt irtak le, és altalaban 10 ¢és
30 faj kozott vannak egy adott mintaban). Fehérje-, mész- vagy kovasavas anyagbol épitenek
héjat. Némelyikiik kornyezetiikbdl szdrmazd szerves vagy 4asvanyi részecskék
Osszeragasztasaval képezi a tesztat. Ezek viszonylag széles mérettartomanyt (t6bb mint egy
nagysagrendet) €s a morfoldgidjuk alapjan nagy valtozatossagat fednek le, ami lehetdve teszi a
fajszintli azonositast. Ezek a tesztak 4ltalaban jol megérz6dnek a tézegben és a tavi
iiledékekben. A hazas amoébak hosszu fosszilis multra tekintenek vissza, a koviiletek a kréta, a
karbon és talan még a késd neoproterozoikum idejébdl szarmaznak. E hosszu fosszilis mult
ellenére a paleontologiai vizsgalataik a negyedidGszakra és kiilonosen a holocénre
Osszpontositanak, ahol paleobioindikatorként hasznaljdk oket tavakban és tdzeglapokban
(MITCHELL E. A. et al. 2008).

A hargitaligeti borvizlapon kiviil egy masik tézeglapot is megvizsgaltunk, ami az
eldzetes vizsgalatok alapjan ugyancsak eutrof élohelynek bizonyult. Ez a Lucs tézeglap volt.
Innen két mintat vizsgaltunk mohat €s vizet a lapszemekbdl, a Hargitaligetrdl csak a fiirdobol
vett viz mintat, mert az adott idészakban jarhatatlan volt a lap teriilete.

A Torok Julia tanarnd segitségével meghatarozott fajok zommel nedves, savanyt

ugynevezett erdei tézegmoha mintakban vagy nagyon savanyu talajokban jellemzdek, de a
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lapokban is el6fordulhatnak. A jellemzo fajok is igazoltak, hogy nem tdpanyagszegények ezek
az élohelyek. A vizesebb helyrdl vett mintakat Arcella fajok jol mutatjak, mig a nedves Kicsit
Sphagnumos talajminta bizonyult a legfajgazdagabbnak.

A meghatarozott taxonokat a (7. dbra) tartalmazza.

a) Argynnia dentistoma, b) Argynn’ia dentistoma a haz i'éézietével, ¢) Quadrulella symmetrica
(haz), d) Heleopera petricola (haz), €) Heleopera rosea cisztaja, f) Lagenodifflugia bryophila
(haz), g) Nebela collaris cisztaja, h) Nebela parvula haza, i) Trigonopyxis arcula (haz);

méretek: 80-120 um kozott.

7. abra. Jellegzetes Arcellinida hazas amdbak a vizsgalt mintakbol
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5 Kovetkeztetések

A genomszekvenalasi technologidk és a kifinomult metagenomikai moédszerek fejloddése
hozzajarult ahhoz, hogy drasztikusan megvaltozzon a mikrobialis élet sokféleségérdl alkotott
véleménylink. A genomikai adatok jelentds bdviilésével, amely az archedlis és bakterialis
diverzitas jobb megértéséhez vezetett, bar sok 0j faj képvisel6jét nem tudjuk jelenleg
tenyészteni. Amit jelenleg az archaedkrol és a baktériumokrol tudunk, annak nagy része vagy a
kevés tanulmanyozott, tenyésztett tdrzsekbdl ered, vagy a nem tenyésztett torzsekhez tartozo
rekonstrualt genomokbdl szarmazik.

A molekuléris biologiai modszerek rohamos fejlodésének idészakaban (ami szamos
fontos 0j ismeretet nyuajtott a bolygonkon él6 mikrobialis életrdl) elengedhetetlen, hogy
kiilonb6z6 természetes kornyezetekbdl izolaljunk és tenyéssziink baktériumokat, hogy
lathassuk, megismerhessiik a sejtszerkezetiiket és fiziologidjukat, €s hogy megértsiik 6koldgiai
szerepliket. Ezt a torekvést erdsitik meg az 1j biokémiai reakciok és tutvonalak példai,
amelyeket tenyésztéses kisérletek révén fedeztek fel, és melyek koziil néhany Gtvonal pusztan
genomikai modszerekkel nem volt kimutathatd. Tenyésztés nélkill szamos kérdés
megvalaszolatlan marad az organizmusok természetes kornyezetben betoltott szerepével
kapcsolatban. Elengedhetetlen, hogy ndveljiik a kdrnyezetbdl szarmazé mikroorganizmusok
tenyésztésbe vondsat. leginkabb, melyek a legérdekesebbnek tlinnek, példaul azért, mert egy
kevéssé jellemzett csoportot képviselnek, vagy amelyek a legnagyobb valdszintiséggel javitjak
egy adott folyamat megértését. A tenyésztett fajok ~97%-a minddssze négy baktériumtdrzsbe
tartozik (Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes és Actinobacteria).

Osszeségében elmondhatd, hogy a tézeglapok rendkiviil fontos leldhelyek a multbeli
okologiai, kornyezeti és éghajlati valtozasok értékelése szempontjabol is. Ismeretlen
mikrobialis kozosségeket rejtenek, melyek alkalmazkodtak az extrém koriilményekhez,
amelyek savasak, gazdagok oldott szerves C-ben és talnyomorészt anoxikusak.

Szamos, ilyen teriiletekre jellemzd baktériumot sikeriilt azonositani, és kitenyészteni is.
Képviseltették magukat a pszichrofil, metilotrof szervezetek, az anoxikus fototrofok, vas-
oxidalok és vas-redukalok is.

Tovéabbiakban még szeretném a Hargita egyéb lapjait is bevonni a kutatdsimba, hogy
Ossze lehessen hasonlitani, és a teriilet jellegzetességeibdl adddd egyezéseket keresni.
Metagenomikai vizsgalatokkal feltarni, hogyan alkalmazkodtak a mikroorganizmusok a
sz€ls6séges kornyezeti viszonyokhoz. A Maldi-TOF méréseket finomitani sajat konyvtarak

létrehozasaval.

34



Irodalomjegyz¢ék

BANYAIJ. 1926: A Hargita gazforrasai.— Foldrajzi Kézlemények pp. 55-58.

BANYAI J. 1929: A Hargita vulkanikus kdzeteinek elterjedése. In Csutak V. (szerk.):Emlékkdnyv a Székely Nemzeti
Miuzeum 50 éves jubileumara.— Castor és Pollux Koényvkiado, Sepsiszentgyorgy. pp. 503-507.

BANYAI J. 1929: Adatok a hargitai asvanyvizek geologidjahoz. In Csutak V. (szerk.): Emlékkonyv a Székely Nemzeti
Miuzeum 50 éves jubileumara.— Castor és Pollux Konyvkiadd, Sepsiszentgyorgy. pp. 508-515.

BANYAIJ. 1932: A hargitai opalbarlang.— Erdélyi Mzeum. pp. 54-62.

BANYAILJ. 1934: A székelyfoldi asvanyvizek.— Erdélyi Muzeum. pp. 349-362.

BANYAIJ. 1936: Természetes gazforrasok. Kiilonos tekintettel a székelyfoldi eléfordulasokra.— Erdélyi Muzeum. pp. 220-
243.

BANYAI J. ismeretlen: Asvanyvizekkel atitatott lapok Kelet-Erdélyben. Hadz Rezsé Muzeum Térténelmi Gytijteménye
Banyai Janos kézirathagyatéka 117. pallium. Székelyudvarhely Romania.

BECK D. A.—MCTAGGART T. L.—SETBOONSARNG U.—VOROBEV A.—KALYUZHNAYA M. G.—IVANOVA N.—CHISTOSERDOVA
L. 2014: The Expanded Diversity of Methylophilaceae from Lake Washington through Cultivation and Genomic
Sequencing of Novel Ecotypes.— PLoS ONE. pp. 1-12.

CANFIELD D. E.—CHRISTENSEN E.—THAMDRUP B. 2005: Aquatic geomicrobiology.: Advances in Marine Biology: Volume
48:. Elsevier Science & Technology.

CocKELL C. S.—KELLY L.—SUMMERS S. 2011: Microbiology of Volcanic Environments. In Horikoshi K. (szerk.):
Extremophiles Handbook,— Springer Nature. pp. 918-933 .

DADAY J. 1883: Adatok a Szent-Anna és Mohos t6 faunajanak ismeretéhez.— Orvos-természettudomanyi értesitd I1. pp. 17-
34.

DUDA V.—SUZINA N.—POLIVTSEVA V.-BORONIN A. 2012: Ultramicrobacteria: Formation of the concept and contribution
of ultramicrobacteria to biology.—Mikrobiologiia. pp. 417-425.

ENTZ G. 1876: Néhany moha alatt ¢16 gyokérlaburol.—Orvos-természettudomanyi értesito 1.

FELFOLDY L. 1987: A bioldgiai vizmindsités. In Dr. Muts R. (szerk.).—VGI, Budapest.

FRANCIS P. 1981: A vulkanok.— Gondolat Kényvkiadd, Budapest.

GiLLIS M.—DE LEY J. 2006: The Genera Chromobacterium and Janthinobacterium. In Dworkin M. (szerk): The
Prokaryotes.—Springer Science+Business Media LLC. pp. 737-746.

HARANGI S.—LUKACS R. 2019: A Karpat—Pannon térség neogén—kvarter vulkanizmusa és geodinamikai kapcsolata.—
Foldtani Kozlony. pp.197-232.

HERLEMANN D. P.—LABRENZ M.—JURGENS K.—BERTILSSON S.—WANIEK J. J.—ANDERSSON A. F. 2011: Transitions in
bacterial communities along the 2000 km salinity gradient of the Baltic Sea.— The ISME journal. pp. 1571-1579.

KARATSON D. 2009: A Borzsonytdl a Hargitaig vulkanologia felszinfejlédés 6sfoldrajz.— Typotex Elektronikus Kiado Kft,
Budapest.

KARATSON D.-TIMAR G. 2004: Az Eperjes-Tokaji és a Kelemen-Gorgényi-Hargita vulkdni vonulat Gsszehasonlitd
térfogatszamitasa SRTM-adatok alapjan: vulkanoldgiai és felszinfejlodési kovetkezetések. A magyar foldrajz
kurrens eredményei: II. Magyar Foldrajzi Konferencia / T4j tér tervezés: Geografus Doktoranduszok VIII.
Orszagos Konferenciaja. Szeged pp. 1-16.

KERESZTURI A. 2011: Asztrobiologia.— Magyar Csillagaszati Egyesiilet, Budapest.

Kim S.—LEE H. 2019: Draft Genome Sequence of Urease-Producing Pseudorhodobacter sp. Strain E13 Isolated from the
Yellow Sea in Gunsan South Korea.— Microbiology Resource Announcements.

Kis M. B.—BAcIU C.—ZSIGMOND A. R.—KEKEDY-NAGY L.-KARMAN K.-PALCSU L._MATHE I.—HARANGI Sz. 2020:
Constraints on the hydrogeochemistry and origin of the CO2-rich mineral waters from the Eastern Carpathians —
Transylvanian Basin boundary.—Journal of Hidrology.

KITsoN E.-BELL N. G. 2020: The Response of Microbial Communities to Peatland Drainage and Rewetting. A
Review.—Frontiers in Microbiology. 11.

KozICHA J. J.-WESTCOTTA S. L.-BAXTERA N. T.—HIGHLANDER S. K.—SCHLO0SS P. D. 2013: Development of a dual-index
sequencing strategy and curation pipeline for analyzing amplicon sequence data on the MiSeq Illumina sequencing
platform.—Applied and Environmental Microbiology Vol. 79. Issue 17. pp. 5112-5120.

KRALOVA S.—SVEC P.—BUSSE H. J.-STANKOVA E.—~VAczI P.—SEDLACEK |. 2018: Flavobacterium chryseum sp. nov. and
Flavobacterium psychroterrae sp. nov. novel environmental bacteria isolated from Antarctica.—International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. pp. 3132-3139.

KUEVER J.—RAINEY F. A.—WIDDEL F. 2005: Class IV. Deltaproteobacteriaclass nov. In Brenner D. J., Krieg N. R., Staley
J. T.: Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Volume 2. The Proteobacteria. Part C. The Alpha — Beta —
Delta — and Epsilonproteobacteria.— Springer, New York. pp. 1053-1057.

Kuloyo O.—Ruff E. S.—Cahill A.—Connors L.—Zorz J. K.—Hrabe de Angelis [.—Nightingale M.—Mayer B.—Strous M. 2020:
Methane oxidation and methylotroph population dynamics in groundwater mesocosms.— Environmental
Microbiology. pp. 1222-1237.

35



crer

pp. 84-238.

LANE D. 1991: 16S/23S rRNA sequencing. In Stackebrandt E., Goodfellow M. (szerk.): Nucleic Acid Techniques in
Bacterial Systematics.— John Wiley and Sons, New York. pp. 115-148.

LEwWIS W. H.—TAHON G.—GEESINK P.—SOUSA D. Z.—ETTEMA T. J. 2021: Innovations to culturing the uncultured microbial
majority.—Nature Reviews Microbiology. pp. 225-240.

LI W-J.—CHEN H-H.—KIM CH-J.-ZHANG J-Q.-PARK D-J.—LEE J-CH.—XU L-H.—JIANG CH-L. 2005: Nesterenkonia
sandarakina sp. nov. and Nesterenkonia lutea sp. nov., novel actinobacteria, and emended description of the genus
Nesterenkonia.—International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. pp. 463-466.

LI W-J.—CHEN H-H.~ZHANG Y-Q.—~SCHUMANN P.—STACKERBRANDT E.—XU L-H.—JIANG C-L. 2004: Nesterenkonia
halotolerans sp. nov. and Nesterenkonia xinjiangensis sp. nov. actinobacteria from saline soils in the west of
China.— International Journal Of Systematic And Evolutionary Microbiology. pp. 837-841.

LOVELAND-CURTZE J.-MITEVA V. .-BRENCHLEY J. E. 2009:Herminiimonas glaciei sp. nov. a novel ultramicrobacterium
from 3042 m deep Greenland glacial ice.—International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. pp.
1272-1277.

MADIGAN M. T.—BENDER K. S. 2015: Brock Biology of Microorganisms.—Pearson Education.

MITCHELL E. A.—CHARMAN D. J.“WARNER B. G. 2008: Testate amoebae analysis in ecological and paleoecological studies
of wetlands: past present and future.—Biodiversity and Conservation. pp. 2115-2137.

MUHLE E.—ABRY C.—LECLERC P.—GOLY G-M.—CRISCUOLO A.-BUSSE H.-KAMPFER P.~BERNARDET J. “CLERMONT
D.—CHESNEAU O. 2020: Flavobacterium bizetiae sp. nov. isolated from diseased freshwater fish in Canada at the
end of the 1970s. — International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. pp. 1-8.

NYARADY G. E. 1929: A vizek és vizben bévelked6 talajok ndvényzetérdl a Hargitaban. In Csutak V. (szerk.):Emlékkonyv
a Székely Nemzeti Muzeum 50 éves jubileumara.— Castor és Pollux -Konyvkiado, Sepsiszentgyorgy. pp. 557-615.

PRICE A.—PEARSON V. K.—SCHWENZER S. P.—MI0T J.—OLSSON-FRANCIS K. 2018:Nitrate-Dependent Iron Oxidation: A
Potential Mars Metabolism.— Frontiers in Microbiology.

PuGLIsI E.—ZACCONE C.—CAPPA F.—COCCONCELLIP.—SHOTYK W.—TREVISAN M.—MIANO T. M. 2014: Changes in bacterial
and archaeal community assemblages.—Biology and Fertility of Soils. pp. 815-826.

REITNER J.—THIEL V. 2011: Encyclopedia of Geobiology. Encyclopedia of Earth Sciences Series.— Springer
Science+Business Media B.V.,Dordrecht.

SALCHER M. M.—SCHAEFLE D.—KASPAR M.—NEUENSCHWANDER S. M.—GHAI R. 2019: Evolution in action: habitat
transition from sediment to the pelagial leads to genome streamlining in Methylophilaceae.—The ISME Journal.
pp. 2764-2777.

SCHNITCHEN C.—TOTHMERESZ B.—-MAGYARI E.—GRIGORSZKY |.-BRAUN M. 2004: Laphidrologiai valtozasok
rekonstrukcioja.—Természetvédelmi Kozlemények. pp. 209-218.

SIEBER C. M.—PAUL B. G.—CASTELLE C. J.—HU P.-TRINGE S. G.—VALENTINE D. L.~ANDERSEN G. L.—BANFIELD J. L. 2019:
Unusual Metabolism and Hypervariation in the Genome of a Gracilibacterium (BD1-5) from an Oil-Degrading
Community.—mBio.

SRINIVAS T. N.—KUMAR P.—SASIKALA C.—SPROER C.—RAMANA C. 2008: Rhodobacter ovatus sp. nov. a phototrophic
alphaproteobacterium isolated from a polluted pond.—International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. pp. 1379-1383.

SZADECKY-KARDOSS GY. 1929: A Székelyfold képzddése. In Csutak V. (szerk.): Emlékkonyv a Székely Nemzeti Mlizeum
50 éves jubileumara.— Castor és Pollux Konyvkiado, Sepsiszentgyorgy. pp. 491-502.

SzAKACS A. 2010: Post-volcanic Phenomena in the East Carpathians. In Evelpidou N.,Mauro F., Tecim V.,Figueiredo
T.,Vassilopoulos A. (szerk.): Natural Heritage from East to West Case studies from 6 EU countries .—Springer
Nature. pp. 87-95.

SZAKACS S.—KARATSON D. 2002: A belsé-karpati mészalkali vulkanossag. In Karatson D. (szerk.): Magyarorszag foldje
Kitekintéssel a Karpat-medence egészére.— Magyar Konyvklub, Budapest. pp. 73-77.

WILKINSON D. M.—MITCHELL E. A. 2010: Testate Amoebae and Nutrient Cycling with Particular Reference to Soils.—
Geomicrobiology Journal. pp. 520-533.

WILKINSON D. M.—CReevY A. L.—VALENTINE J. 2012: The Past Present and Future of Soil Protist Ecology.—Acta
Protozoologica. pp. 189-199.

YOON S-H.—HA S-M.—KWON S.—LIM J.—KIM Y.—SEO H.—CHUN J. 2017: Introducing EzBioCloud: a taxonomically united
database of 16S rRNA gene sequences and whole-genome assemblies.— International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. pp. 1613-1617.

ZHANG H.—AMESBURY M. J.—PIILO S. R.—GARNEAU M.—GALLEGO-SALA A.—VVALIRANTA M. M. 2020: Recent Changes in
Peatland Testate Amoeba Functional Traits and Hydrology Within a Replicated Site Network in Northwestern
Québec Canada.—Frontiers in Ecology and Evolution. pp. 1-12.

ZHANG R.—ZHANG X-Y.—SUN X-K.—Mu D-S.—Du Z-J. 2019: Flavobacterium cerinum sp. nov. isolated from Arctic tundra
soil.— International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. pp. 3745-3750.

36



Ko6szonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani azoknak az embereknek, akik nélkiil a dolgozat nem
késziilhetett volna el:

Dr. Borsodi Andreanak, t¢émavezetdémnek, hogy lehetdvé tette, hogy elkésziiljon ez a
kutatas, emellett az utmutatast, segitséget a szakirodalom felkutatasdban, a tanacsokat, és a
tiirelmét,

Dr. Torok Julianak, aki megismertetett a protisztologidval, a segitségét a hatdrozasban,
a gyonyoru fotokat a beazonositott fajokrol,

Szasz Szabolcsnak a mintak szallitasaért, hogy idében a laborba keriilhessenek, de
legféképpen azért, mert nélkiile nem ismerhettem volna meg ezt a kiilonleges ¢16helyet,

Megyes Melindanak az Ujgeneracidés szekvendldsban és a bioinformatikai
adatértékelésben nyujtott segitségéért,

Horvath Renatanak, aki nélkiil nem késziilt volna ilyen atfogd vizkémiai felmérés,

Dr. Osztie Hildanak, laborvezetdmnek, aki lehetdvé tette, hogy a munkahelyemen
csinalhassam a tenyésztéseket, ¢s a MALDI-TOF identifikalast,

Dr. Gaspar Erzsébetnek, aki megengedte, hogy az SBDK KL VIZ eszkozeit
hasznalhassam,

Dr. Téth Erikanak, akik lehetévé tette, hogy az ELTE Mikrobiologiai Tanszéken

végezzem a kutatasom.

Koszondm a munkatarsaimnak a segitségiiket, timogatasukat, az SBDK KL Viz
vizmikrobioldgiai laborjdnak, hogy béarmikor kérhettem t6lik tandcsot, az ELTE
Mikrobiologiai Tanszék munkatarsainak, hogy sziikség esetén bizalommal fordulhattam

hozzajuk.

37



Melleklet

194332W3NW SPUI0IDSIABI 0IDYZOPIOY GOEDH YOI0PD LW UBUIZSAIaY b Uag-()

1/3w (z8'9) TV - - 866T:¥T8SC N3 ZSN u331x0 1op|0
1/8w - 09 S8'6vT - 0920T OSI ZS e-|[1JoJo|))
1/8w - 6C - - 12531 D1I3ANY 08ENDT NIVH 201
/31 90LT 799 0SL 009 - €86T:€2-8 ZSIN pixolpuszs peqezs
1/3w 100> 100> - 200 100> 066T:¥T-87¥ ZSN piInzs
7/3w vL'T 3 €T'e LTV 0002:2-668T N3 ZSN Aug3iug8ixo 1elwolg
7/3w 758 806 STTT €607 o€z €/6T:€-097 ZSW 05 $39755Q)
7/3w 0£0T ST 1€91 9091 €8L1 1923054 ¥ 986T:6T1-8tt ZSIN geAuezeJezs s9zssQ
/81 4 0'6CT L'9 9¥ 8'y - LT0Z:2-¥62LT OSI NI ZSW uol wnuwn|y
1/8w 8T 8y €'s 0'L v'9 43 LT0T:T-¥62LT OSI NI ZSN uol Jog
/81 ¥9€ ove 68€ L0S €8¢ 54 L10T:T-¥62LT OSI N3 ZSW uol wnpy
1/8w ST 0¢ 4 9¢ 9¢ L'et LTOT:T-¥6CLT OSI NI ZSN uol wnijey
1/8w T€1 871 L6T 61 €61 0zt LTOTT-¥62LT OSI NI ZSN uol wnuieN
7/8n 681 LLE [543 [543 €0€ L9T LT0T:T-¥62LT OSI NI ZSWN uol uesue
/81 SSLTT 1991 87¢S 000t~/S69 |16 w8 L10T:C-¥62LT OSI N3 ZSN uoj sep
1/8w 4N 9'/1 ¥'0S 60T 1923034 "€ TL6T:TT-0SLCT ZSW “ox
7/3w 171 6T'T 901 1T €€'T 192384 *£ S86T:LZ-81Y ZSIN u@30.431U S375SQ
7/3w ¥9'C €€0 [5400) - 810 BPRIIPW 4 €TOTT-EZ6ST OSI 1842504 S9Z55Q)
zsexezs "¢’ 6007:81-8t7t ZSIN
7/3w L00 600 S0°0 L0°0 s0°0> 1_PRIPW 4 ETOTT-EC6ST OSI 1842504 1OP|O
1/8w 018 1911 88ST 9/91 Sv9T S‘9¢ST zsexezs ‘7’9 986T:TT-8tt ZSIN uol 1euoqJexuago.piH
1/3w € [ [ [ 33 [ zsexezs ‘7’9 986T:T1-8t7t ZSIN uol jeuodg.ey)
1/8w €5 90T €11 SoT L'ETT 19z3(34 7 86T €-81t ZSIN uol SN
1/8w L8 8.1 181 68T L'9LT 192334 "€ S86T:€-8tt ZSIN uol e)
oed1/8w  |spe c6t v1S L0S 60S 192354 € 986T:TZ-8tt ZSIN 89sAusway sazssQ
7/loww €1 61 9z LT LT 'st zsexezs 'T'S 986T:TT-8vt ZSN gessodn
1/8w 0t [ [ o> s> _PRIPW O €TOT:T-£765T OSI uol 1e4|nzs
1/8w 13 (017 ov T 33 PPR|IPW 3 ETOTT-€Z6ST OSI uol pLiojy
1/3w > 7> 7> S > BPR|IPW I €TOT:T-€¢65T OSI uol 3eJ3IN
7/3w 200> 200> 200> 200> 200> 1BPIRIPW g €TOZ:T-€76ST OSI uol 33N
1/8w ¥S0 80T 950 610 €90 BPR|IPW g €TOT:T-£765T OSI uol winjuowwy
‘01/8w |0 60 1C (3 LE'E 066T:02-877 ZSWN *910M
wo/sr 06TT €161 (0s€27) 6907 |TTTC 010T 7002 8661:8388/C NI ZSN (uequoqey) *daxzan"|fe4
- 079 0£'9 (z99) €59 ¥S‘9 099 899 zsexezs '1'g 6002:¢Z-v8vT ZS (ueqJogey) Hd
S9sA3)NMIN | sessoy-sep 8az91 *6T-8T'20°220Z|b2°0T'T20C (LT'60°TZ0Z |61°SO'TZ0T 19z|3f Auenqezs 139N anau sauauodwoy

A vizkémiai eredmények dsszefoglalo tablazata
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