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l. Bevezetés

A Ferté Europa legnyugatibb fekvésii szikes tava. Vize sekély, enyhén alkalikus, sotartalma
jelentds, féleg natrium, magnézium, hidrogén-karbonat, szulfat és klorid ionokat tartalmaz nagy
koncentracioban. A td teljes teriiletének koriilbeliil 55%-at nadas (Phragmites australis) fedi,
amelyben un. belsd tavak alakultak ki. Ezeket a belsd tavakat a nyilt vizzel mesterséges
csatornak kothetik Gssze. A t6 nyilt vizének és bels6 tavainak hasonld az iondsszetétele, pH-ja
¢és vezetoképessége, viszont az atlatszosaguk, sziniik nagymértékben kiilonbozik. A belso tavak
¢s nadasok vize a bomldé ndvényi maradvanyokbol szarmazo szines, oldott szerves anyagok
(huminanyagok) miatt barna szinii. A ndvényboritottsag ndvekedése nem csak a vizben oldott
szerves anyagok mennyiségének novekedését jelenti, hanem a szerves anyag készlet
Osszetételének €s bioldgiai hozzaférhetdségének valtozasat is a kornyezeti tényezoktol és a vizi
makrofitonok tipusatdl fliggden. Egy t6 ndvényboritottsdganak ndvekedése a baktériumok
mennyiségének és aktivitdsdnak novekedését, a mikrobidlis kozosségek diverzitasanak
valtozasat is eredményezheti. A litoralis rendszerek esetében a szerves szénvegyiiletek dont6
hanyada a fitoplankton helyett a vizi makrofitontdl szdrmazik, viszont a bakterioplankton
anyagforgalmi jelentdsége alig ismert. A bakterioplankton aktivitdsat szabalyozd kornyezeti
tényezok megismerése azonban elengedhetetlen a vizi Okoszisztémak mikodésének

megértéséhez.

Il. Célkitiuzések

A magyarorszagi tavak koziil a Fertd bizonyult az egyik legmegfelelobbnek ahhoz, hogy
megfigyeljiik, hogy a nddas milyen hatast gyakorol egy t6 mikrobakozosségre: teriiletének tobb
mint felét nadas fedi, ugyanakkor nyilt vizi résszel is rendelkezik, ezéltal e két él6helytipus
mikrobialis kozosségei 0sszevethetdek. A Fertd vizére €s iiledékére jellemz0 Bacteria kozosség
Osszetételérol elsdsorban régebbi, tenyésztéses eredmények allnak rendelkezésiinkre, az
Archaea kozosséggel kapcsolatban pedig eddig még nem torténtek vizsgalatok, ezért a Ferton

végzett kutatasunk soran az alabbi célokat tiztiik ki:

1. Fertore jellemz0 Bacteria és Archaea kozosségek dsszetételének és diverzitasanak vizsgalata
a nadas boritottsag fliggvényében egy nyilt vizi (BO) és két, nadassal boritott mintavételi ponton
(Kis-Herlakni belso to és nadas) (a) molekularis bioldgiai és (b) tenyésztéses modszerekkel.

2. A planktonikus és tiledékét alkotd mikrobakozosségek osszetételének dsszehasonlitasa.



3. A Fertore jellemz6 mikrobakozosség Osszetételének vizsgalata a késé Oszi és a nyari id6szak
fliggvényében.

4. A Fertdre jellemzd kiilonboz6 anyagcseréjii baktériumcsoportok mennyiségének feltarasa.
5. A Fertére jellemzd planktonikus mikrobak6zdsség szubsztrathasznositasi képességének
vizsgalata a nadas jelenlétének figyelembe vételével.

6. A Fert6 tapelem-korforgalmi ciklusaiban (szén, nitrogén és kén korforgalomban) résztvevo
mikroorganizmusok szerepének becslése.

7. Mivel a Fert6 tenyészthetd baktériumkdzosségét korabban csak magas szervesanyag-
tartalmt taptalajokon vizsgaltak, ezért feltételeztik, hogy a tenyésztés soran altalunk
alkalmazott alacsonyabb szervesanyag-tartalmu taptalajokon a tudomany szamara nézve eddig
ismeretlen fajokat is tenyésztésbe fogunk vonni. Ezért célul tliztik a tenyésztés soran

esetlegesen izolalt, a tudomany szdmara nézve 0j baktériumtaxonok azonositasat €s jellemzését.

I1l. Alkalmazott modszerek

A mintavétel 2015. november 10-én és 2016. julius 18-an tortént a Fertd harom kiilonb6zd
¢l6helyének vizterébdl és liledékébdl: az osztrak-magyar hataron taldlhato nyilt vizi BO pontrol
(BO; E. sz. 47,73459% K. h. 16,71941°), a Kis-Herlakni bels6 tobol (KH; E. sz. 47,68460°%; K.
h. 16,70272°) és a Kiils6-6vesatorna mentén elhelyezked6 nadas vizébdl (R; E. sz. 47,654321°;
K. h. 16,72517°) (1. abra). A vizmintakat vizoszlop mintavevOvel gyijtottiik, amellyel a teljes

vizoszlopot mintaztuk. Az liledékek mintdzasa liledék mintavevd henger segitségével tortént.

1. abra. A Fert6 nyilt vizi BO pontja (&), Kis-Herlakni bels6 tava (b) és nadasa (c).

Mindegyik mintavételi helyszinen megmértiink a viz mélységét, hémérsékletét, Secchi-
atlatszosagat, pH-jat és vezetOképességét. A viz lebegdanyag-tartalmat gravimetridsan mértiik
(Eaton ¢és mtsai, 1995). A CDOM (coloured dissolved organic matter, szines oldott szerves
anyag; platina szin [mg Pt L'1]) meghatarozasa Cuthbert és Del Giorgio (1992) alapjan tortént.
A Fert6 vizét és iiledékét alkotd Bacteria és Archaea kozosség féltarasdhoz 1) generacios

amplikon szekvenalast és tenyésztéses technikat alkalmaztunk. Az \j generacios amplikon
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szekvenalashoz a vizmintakbol 250-250 mL-t 0,22 um porusatmérdji szirdén atszirtik. A
kozosségi DNS-t a membranfilterekbél és az iiledékmintakbol Ultraclean® PowerSoil DNA
Isolation Kit (MoBio, Carlshad, CA, USA) segitségével vontuk ki. A Bacteria és Archaea
taxonok azonositdsdhoz polimerdz lancreakcioval a 16S rRNS-t kodold génjének V3-V4
szakaszat szaporitottuk fel. A Bacteria taxonok kimutatasahoz B341F (Herlemann és mtsai,
2011) és modositott BEBOSNR (Apprill és mtsai, 2015), az Archaea taxonok kimutatasahoz pedig
AS519F (Teske és Sorensen, 2007) és Arch855R (Yoshida és mtsai, 2005) primereket
alkalmaztunk. A szekvenalast kovetd bioinformatikai elemzések Benedek és mtsai (2019)
szerint torténtek. A Tindall és mtsai (2010) altal javasolt 97%-os szekvenciahasonldsagi
kiiszObérték alapjan hataroztuk meg az operativ taxondémiai egységeket (Operational
Taxonomic Unit, OTU). A mintakbol kimutatott OTU-k egyenletes eloszlasanak
meghatarozasdhoz a Shannon-Weaver ¢és inverz Simpson (1/D) indexeket, a mintak
fajgazdagsaganak becsléséhez pedig a Chao-1 és ACE fajszambecsld értékeket alkalmaztuk,
amelyeket a mothur v1.41.1 segitségével szamitottunk ki. A viz ¢és iiledékmintdk
mikrobakdzosségeinek 0Osszevetését Bray-Curtis hasonlosag alkalmazasaval one-way
ANOSIM (analysis of similarities — hasonlosagok elemzése) teszttel hataroztuk meg Past 3
szoftverben (Hammer és mtsai, 2001). Az OTU-k egyes mintak kozotti eltérését NMDS (non-
metric multidimensional scaling — nem metrikus sokdimenzids skalazas) oordinacioval
szemléltettiik. A hat vizminta tenyészthetd baktériumkozosségének meghatarozasahoz
modositott R2A (Reasoner és Geldreich, 1985) taptalajt, valamint Kéki és mtsai (2013) alapjan
szerves anyagokat alacsony koncentracioban tartalmazé modositott M4 médiumot
alkalmaztunk. A baktériumtérzsekbdl DNS-t izolaltunk, majd a polimeraz lancreakcio soran a
16S rRNS-t kodolo gént Kalwasinska és mtsai (2015) alapjan a 27F és 1492R primerek
segitségével felszaporitottuk. A toérzseket ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis - amplifikalt riboszomalis DNS restrikcios analizise) modszerrel hasitasi mintazataik
alapjan csoportositottuk. Kivalasztottuk a csoportreprezentans, valamint a csoportokon kiviil
esO baktériumtdrzseket, amelyeknek elvégeztiik 16S rRNS gén alapt faji azonositasat.
Hatérhigitdsos (MPN: most probable number - legvaldszinlibb sejtszdm) modszer
alkalmazaséaval, mikrotiter lemez segitségével (Rowe és mtsai, 1977) becsiiltiik az aerob médon
novekvd heterotrof baktériumok és fermentativ savtermeld baktériumok legvaloszinlibb
milliliterenkénti sejtszamat [MPN mL™].

A vizmintdk mikrobakdzosségeinek szénforrashasznositasi profiljat Biolog® EcoPlate
segitségével teszteltiik (Gryta és mtsai, 2014), amely 31 kiillonb6z6 szénforrast tartalmaz harom

parhuzamos reakcioban. Tovabba 6sszesen 202 db ARDRA csoportreprezentans torzs esetében
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vizsgaltuk azok celluloz és nadkivonat hasznositasat. Az utobbi hasznositasanak vizsgéalatdhoz
Gordon és Mihm (1957) taptalajat alkalmaztuk, amely nadkivonatot (2 w/v%) tartalmazott
egyediili szénforrasként.

A tudomany szamdara nézve két Uj baktérium nemzetség képviseldit vizsgaltuk genotipusos
(16S rRNS gén és teljes genom szekvenalas) és fenotipusos tulajdonsagai alapjan (klasszikus

és gyors diagnosztikai eljarasok, kemotaxondémiai elemzések).

IV. Eredmények és értékelésiik

A Fert6 vizében mért fizikai és kémiai valtozok koziil a BO ponton - ahol sz¢él iiledékfelkeverd
hatasa érvényesiilni tud - magasabb TSS (Total Suspended Solids - Gsszes lebegbanyag-
tartalom) koncentraciot mértink a KH és R mintdkhoz képest. A Secchi-atlatszosag
szignifikansan (p = 0,005) alacsonyabb volt a nyilt vizben, mint a naddassal boritott teriileteken,
amely ¢él6helyek fenékig atlatszoak voltak, mivel itt a sz¢&l hatasa a vegetacio miatt kevésbé
tudott érvényesiilni. A CDOM koncentracidja a BO pontban volt a legalacsonyabb, mig a belsé
to és a nadas vizében szignifikansan magasabb (p = 0,004) értékeket tapasztaltunk, ami a
szerves ndvényi anyagok bomlasabdl a viztestbe keriil6 huminanyagoknak volt kdszonhetd.
Ezen novényi anyagok a viztestet barnasra szinezik (Schauer és mtsai, 2015).

A viz és liledékmintdk esetében az aerob heterotrof baktériumok MPN értékei szignifikansan
magasabbak voltak a naddal boritott teriileteken (KH, R), mint a nyilt vizben (p = 0,014 és p <
0,001). A fermentativ savtermeld baktériumok MPN értékeinek Gsszevetése soran viszont nem
talaltunk jelentds kiilonbséget a nyilt vizi €s a naddal boritott teriiletek kdzott.

Az amplikon szekvenalas eredményei alapjan a Bacteria k6zosség esetében nem tapasztaltuk
szignifikans eltérést a nadas boritottsag fliggvényében az ACE és Chao-1 fajszambecslo értékek
alapjan. Viszont az Archaea koz0sség esetében szignifikdnsan magasabb (p < 0,001)
fajgazdagsagot becsiiltiink a nadassal boritott teriileteken, mint a BO ponton. Ez a vizmintak és
az liledékmintak esetében is egyarant megfigyelhetd volt. A Shannon-Weaver és az inverz
Simpson (1/D) indexek értékei a vizmintak Bacteria kozOsségei esetében hasonldak voltak. Az
tiledékmintak esetében az inverz Simpson index szignifikansan magasabb értéket (p < 0,001)
mutatott a nadas tiledékében a novemberi mintavétel soran a tobbi mintahoz képest. Az Archaea
kozosség esetében szignifikansan magasabb diverzitas értékeket (p < 0,001) tapasztaltunk a
nadassal boritott mintavételi pontokon a nyilt vizi teriilethez képest, amely a vizminték, és az
tiledékmintdk esetében is egyarant megfigyelhetd volt. Az eredmények alapjan feltételezhet;jiik,

hogy a ndvényi anyagok ndvelik az Archaea k6zdsség diverzitasat.



A fajszambecslé és a diverzitas indexek értékei szignifikansan magasabbak voltak (p < 0,01) a
Bacteria k6zosség esetében a Fertd iiledékmintaiban, mint a vizmintaiban, ellentétben az
Archaea kozosséggel, ahol a vizmintakban tapasztaltunk magasabb értékeket (p < 0,05). Swan
¢s mtsai (2010) feltételezései alapjan az iiledékben talalhato szénforrasok magas koncentracidja
kedvezdtleniil hathat az Archaea szervezetek megjelenésére. Tovabba relativ gyakorisaguk az
eddigi megfigyelések szerint alacsony volt mérsékelt sotartalmu, szikes tavakban (sotartalom:
1-2 g L) (Szabé és mtsai, 2020).

Az amplikon szekvenalas sordn 55 Bacteria és 8 Archaea phylumot azonositottunk. Az
ANOSIM teszt alapjan az egyes vizmintak és az ugyanarroél a teriiletrdl szarmazo iiledékmintak
Bacteria és Archaea kozosségei szignifikansan kiilonboztek egymastol (p <0,01; R=0,98 és R
= 0,83). A vizmintdk Bacteria kozosségét foként Proteobacteria, Bacteroidetes ¢s
Actinobacteria phylumok alkottak, az tiledékmintdk esetében pedig a Proteobacteria mellett a
Chloroflexi phylum volt jelentds. Az Archaea k6zosségbdl a Nanoarchaeota phylum bizonyult
dominansnak mindegyik vizmintdban, az tlledékmintdkban pedig az Euryarchaeota és a
Crenarchaeota phylumok képviseléi jelentek meg legnagyobb aranyban.

Az NMDS ordinéacid alapjan a Kis-Herlakni bels6 t6 és a nddas mintavételi pontok Bacteria és
Archaea kozosségeinek Osszetétele jelentdsen kiilonbozott a nyilt vizétdl. A nyilt vizben az
Actinobacteria €s Cyanobacteria phylumok relativ abundancidja volt magas, mig a Kis-
Herlakni belsd t6 vizében €és a nddas mintavételi teriileten foleg a Bacteroidetes torzs képviseldi
jelentek meg jelentdsebb szamban. Azon taxonok, amelyek alacsonyabb oldott szerves anyag
koncentraciot (pl. LD12, acTHI, acIV) és/vagy magasabb TSS koncentraciot preferaltak (pl.
Cyanobium) inkabb a nyilt vizben jelentek meg szamottevéen, mig azon taxonok, amelyek
képesek lehetnek szénforrasként hasznositani a szines oldott szerves anyagokat (pl.
Flavobacterium, Hydrogenophaga) inkabb a nadassal boritott teriileteken fordultak eld. Az
Archaea kozosség esetében a Crenarchaeota phylum tagjai a BO pont vizében és iiledékében
jelentek meg a legnagyobb aranyban. Tehat megéllapithatd, hogy a planktonikus és tiledéket
alkoté mikrobako6zosségek Osszetételére hatassal van a makrofiton jelenléte, mivel az egyes
taxonok relativ abundanciaja eltért egymastol a nyilt vizi és a nadassal boritott tertileteken.
Osszesen 559 baktériumtdrzset izoldltunk és azonositottunk a Fertd vizébdl. Az azonositott
torzsek jelentds részének 16S rRNS génszekvencidja az EzBioCloud adatbazisban (Yoon és
mtsai, 2017) talalhaté referencia torzsek szekvenciaival 98-100%-os hasonlosagi fokot
mutatott. Tenyésztéssel Osszesen 5 phylum képviseldit azonositottuk a Fertd vizébdl: a

Proteobacteria képvisel6it mindegyik mintavételi ponton nagy ardnyban vontuk tenyésztésbe.



Az Actinobacteria, Bacteroidetes és Firmicutes phylumok képvisel6it is azonositottuk. A
Verrucomicrobia phylumot csak a Kis-Herlakni bels6 to és a nadas vizébdl mutattuk Ki.

Az 6szi €és a nyari mintak Bacteria kdzosségei kozott szignifikans kiilonbség csak nemzetség
szinten volt megfigyelhetd. Viszont az Archaea kdzosség Osszetételére az évszakos valtozas
nagyobb hatdssal volt. Az Euryarchaeota phylum képviseldit novemberben nagyobb aranyban
mutattuk ki a BO pont vizéb6l, mint jaliusban. A Nanoarchaeota phylum képvisel6i pedig csak
novemberben a nadas teriiletén jelentek meg jelentdsebb szdmban. Ez arra utal, hogy a
baktériumok ¢és archaea-k k6zosségi dsszetételét mas kornyezeti tényezok befolyasoljak, ezaltal
egy kornyezeten beliil kiilonb6z6 Okologiai niche-eket tudnak elfoglalni (Berdjeb és mitsai,
2013).

Mindegyik mintavételi helyszin planktonikus mikrobakozdssége leginkabb a polimereket
hasznositotta (Tween 40, Tween 80, glikogén). Feltételezziik, hogy a nadas bomlasa soran
felszabadulé nagy molekulatomegli vegyiiletek magasabb koncentracidja miatt a Fertd
mikrobakodzdsségei aktiv polimerbont6 képességgel rendelkeznek. A D-cellobidz hasznositasa
a jaliusi nadas teriiletérdl vett vizmintaban kiemelked6en magas volt. Az izolalt
baktériumtorzsek feltehetdleg szerepet jatszanak a nadbdl szdrmazd szerves anyagok
lebontdsdban, mivel a torzsek nagy része (72%-a) képes volt hasznositani egyediili
szénforrasként a nadkivonatot.

A Fert6bdl kimutatott taxonok alapjan a toban végbemehet a teljes szén, nitrogén és kén
korforgalom, viszont az egyes ciklusokban feltehetdleg szerepet jatszo taxonok kozott
eltéréseket tapasztaltunk a nyilt vizi €s nadassal fedett mintavételi pontok kozott.

A Fert0 vizeébdl izolalt torzsek koziil 40 torzs 16S rRNS génszekvenciaja 98% alatti hasonldsagi
fokot mutatott az EzBioCloud adatbazisban (Yoon és mtsai, 2017) talalhato referencia torzsek
szekvenciaival. Ezen torzsek koziil két ) baktérium nemzetséget jellemeztiink. Az egyik Uj
baktérium nemzetség képviseléi (DMA-K-7a", DMA-K-1, DMG-N-1 torzsek) 16S rRNS
génszekvenciajuk alapjan legkdzelebbi rokonsagban a Rhabdobacter roseus R49' (95,66 %)
baktériumfajjal alltak (Cytophagaceae csalad). A torzseknek az Arundinibacter roseus gen.
nov., sp. nov. nevet javasoltuk (Szurdczki és mtsai, 2019). A masik 0j baktérium nemzetség
képviseldje (MG-N-17T torzs) 16S rRNS génszekvencidja alapjan legkdzelebbi rokonsagban a
Verrucomicrobium spinosum DSM 41367 (94,38 %) baktériumfajjal allt (Verrucomicrobiaceae
csalad). A torzsnek a Phragmitibacter flavus gen. nov., sp. nov. nevet javasoltuk (Szurdczki és
mtsai, 2020).



V. A Kkutatas uj eredményei

J Bacteria és Archaea kozosségek Osszetételére hatdssal volt a nadas jelenléte, mivel
jelentds kiillonbségeket tapasztaltunk a nyilt vizi és a két nddassal boritott mintavételi teriilet
prokariota taxonjainak Osszetételében. Ennek hatterében a nadasbol szarmazé bomld
szerversanyagok magasabb koncentracioja allhat, mivel a CDOM (szines oldott szerves
anyagok) koncentracidja szignifikdnsan magasabb volt a nadassal boritott teriileteken, mint a
nyilt vizben.

. A Fert0 nadassal fedett teriiletein az Archaea kozdsség fajgazdagsaga, illetve diverzitasa
szignifikansan magasabb volt a nyilt vizi teriilethez képest.

o A Fert6ben talalhat6 aerob heterotrof baktériumok mennyiségét is befolyasolta a nadas
jelenléte, mivel azok szignifikdnsan magasabb sejtszamat becsiiltink a nadassal boritott
teriileteken.

J Az egyes vizmintdk ¢és ugyanarrél a terliletr6l szarmazo iiledékmintak
mikrobakodzosségei szignifikansan kiilonboztek egymastol. Az ACE és Chao-1 fajszambecslo,
tovabba a Shannon-Weaver ¢és inverz Simpson (1/D) indexek értékei szignifikansan
magasabbak voltak a Bacteria k6zosség esetében a Fertd iiledékmintaiban, mint a vizmintaiban,
ellentétben az Archaea kozosséggel, ahol ennek forditottjat tapasztaltuk.

o A Bacteria és Archaea kozosségek Osszetétele novemberben ¢€s juliusban kiillonbozott
egymastol. Mig a Bacteria kozosségek esetében jelentds kiillonbség csak nemzetség szinten volt
megfigyelhetd, addig az Archaea kozdsségre az évszakos valtozas nagyobb hatassal volt, mivel
az egyes phylumok relativ abundancidja is megvaltozott.

. A Fertd planktonikus mikrobakozosségeire jellemzdé szénforrashasznositasi profil
alapjan az itt ¢€l6 szervezetek fOleg polimereket és szénhidratokat hasznositanak. A
szénforrashasznositasi profil alapjan a BO vizminta mikrobakozossége elkiiloniil a nad boritotta
teriiletek mikrobakozosségeitdl. A D-cellobidz hasznositdsa a juliusi nadas teriiletérdl vett
vizmintaban kiemelkedéen magas volt, ami valoszintlileg az ott nagyobb koncentracidoban
talalhatd novényi eredeti anyagok jelenlétének koszonhetd. A nyilt viz és a nadas
mikrobakozossége bir a legerésebb szénforrashasznositasi aktivitassal, amelynek mértéke fligg
az adott évszaktol.

J A Fertd vizébdl izolalt baktériumok szerepet jatszanak a nadbol szdrmazd szerves

crer

egyediili szénforrasként a nadkivonatot.



J A Fertdbdl kimutathatoak voltak a szén, nitrogén és kén ciklusban részt vevd
mikroorganizmusok, ezaltal feltételezziik, hogy ezen ciklusok a B0, Kis-Herlakni és nadas
mintavételi helyszineken teljesen végbemennek.

. A Fertd vizébdl a tudomany szadmara 0j baktériumtaxonok képviseldit vontuk
tenyésztésbe. Ezek koziil két ) baktérium nemzetség képviseldit irtunk le, melyeknek az

Arundinibacter roseus ¢s Phragmitibacter flavus neveket valasztottuk.
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