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I. BEVEZETES

A mikrobiologia évszazados, alapvetd vizsgalati modszere a tenyésztés. Fontossagat
az operon modell atyja, Jacques Monod igy fogalmazta meg: ,,The study of the growth of
bacteria does not constitute a subject, or a branch of research, it is the basic method of
microbiology” (Monod, 1949). Nyilvanvalo, hogy a mikroorganizmusok kiilonb6zé 0sszeté-
telll tapkozegeken vald novekedésének tanulményozasa volt az alapja a biologiai sokféleség
(biodiverzitas) megismerésének is. Mara a biodiverzitas feltarasa a (kdrnyezeti) mikrobiold-
gia, biotechnologia alapvetd feladatava valt. Megallapitasunkat alatimasztja az Egyesiilt Al-
lamok vezet6 mikrobiologus oOkologusainak 1997-es figyelmeztetése: ,If microbial
exploration is not undertaken soon there will be a negative impact on both the scientific and
industrial capabilities of the country (US)... Microbial diversity research is especially
important because microbiological resources are commercially beneficial to those countries
that can identify and develop them. ... Diversity [research] will impact all aspects of the
society” (Staley és mtsai, 1997). Nem véletlen ennek fényében, hogy az elmult két évtizedben
a biologiai sokféleség megismerésére iranyuld eljarasok korében valosdgos modszertani for-
radalom zajlott le. Bar Monod "alapvet6 technikdja", a tenyésztés ma sem nélkiilozhetd a mik-
robiologiaban (az érvényes fajleirds csak torzsekre alapozhatd ma is), nemtenyésztéses (z0-
mében molekuldris) eljarasok sokasaga all a kornyezeti mikrobiologusok rendelkezésére a
bioszféra alapjat képez6 mikroorganizmusok sokféleségének feltarasara.

A biodiverzitas igen Osszetett fogalom, tartalomrendszere felleli az anyagcsere folya-
matoknak, az "¢letnek" (Bacteria, Archaea, Eukarya) és az Okologiai rendszereknek vala-
mennyi forméjat és magéba foglalja az ezekben tapasztalhatd genetikai, fenetikai, faji és
okologiai szintli hierarchikus rendet (Marialigeti, 1996). A biologiai sokféleség tehat az €16
rendszereket alkot6 molekuldk, a sejteket felépitd szerkezeti elemek, a sejtek (szdvetek, szer-
vek, szervrendszerek), az egyed, a faj, a populacio, a kozosségek, az okologiai rendszerek
szintjén egyarant értelmezhetd, egészen a bioszféraig. Természetesen e szintek jo részében a
sokféleség a genetikai sokféleséggel (polimorfizmus, variancia) szoros 0sszefliggésben all. A
sokféleség megnyilvanulasat a genetikai meghatarozottsag mellett a kornyezeti hatastényezok
- legyen az élettelen, vagy el kornyezet - jelentdsen befolyasoljak. A biodiverzitds mértéke
az egyes tipusok szamaval, azok (tér és idébeli) eloszlasaval, aktivitasaval fejezhetd ki (poli-
morf gének, lokuszok szama, enzimaktivitdsok szdma, egyedszdm, fajszam, diverzitasi
indexek stb.). A biodiverzitas fogalom kozéppontjaban — a legtobb kutatdé szamara — a faj

(taxon) diverzitas all.



Az ¢lovilag felosztasat hagyomanyosan az aligha kielégit szamu és értékli bélyegek-
kel operéld ,,fenotipusos diverzitasa” alapozva alkottdk. Feltlind, hogy a mikroorganizmus
csoportok fajszdma megdobbentden kicsiny mas ¢él6lénycsoportokhoz viszonyitva. Az ismert
baktériumfajok szama mintegy 5.500, ~70.000 gomba, ~40.000 alga és ~30.000 protozoon
fajt tartanak szamon, mig az ismert rovarfajok szdma ~700.000. Kiilondsen kicsi a baktériu-
mok fajszdma. Itt figyelembe kell venniink azt az - el6bb mar emlitett - tényt, hogy érvényes
fajleirast csak a tenyészthetd szervezetek torzseinek vizsgalatara alapozva tehetiink. Marpedig
a ,,great plate anomaly” jelensége (a lemezeléssel kapott csiraszam értékeknél tobb nagysag-
renddel nagyobb sejtszamot becsiilhetiink mikroszkopos vizsgalatokkal) jol mutatja a baktéri-
umok rejtett vilagat. A rohamléptekkel fejlodé molekuldris biologiai technikdknak a
diverzitasi vizsgalatokba tortént bevezetése alapvetd valtozast hozott a mikrobiologidban. A
genetikai diverzits vizsgalatara alapozva az él6lények ¢és elsdsorban a mikroorganizmusok
valés filogenetikai rendszere mar megalkothatd. Természetesen a genetikai sokféleség, a
genomok elemzését (genomika), gyorsan kovette az ezek megnyilvanulasat a fehérjék szintjén
(proteomika) elemz6 munka. E kettd eredményeire tdmaszkodva fejlédik a lehetséges - akar
kozosségekben ellatott - feladatok vizsgalata (metabolomika, ,,funkcionomika”). Mindegyik
tertilet elemzéseiben kulcsfontossaguva valt - a molekularis bioldgiai technikak alkalmazasa
mellett - a szamitastechnika egy specialis 4ga, a bioinformatika.

Aligha kétséges, hogy az amerikai mikrobiologusok kormanyuknak cimzett
figyelmeztetése megszivlelendd Magyarorszdgon is. A mikrébialis aktivitadsok ugyanis a ter-
mészet eréforrasainak ma még jorészt feltaratlan részét képezik. Kihasznalasuk lehetdsége,
vagy az elleniik valo védekezés sziikségessége stb. nem ismer orszadghatarokat. Hazankban
ilyen figyelmeztetést és egyben a legatfogobb tudomanyos dsszefoglalast jelentette (jelenti)
Szabo Istvan Mihdly monumentalis munkéja ,,A bioszféra mikrobiologiaja” (Szabo, 1988-
1989). Az e konyvben megfogalmazott kutatasi elvek alapjan, a molekularis eljarasok relative
tag skaldjat adaptalva, részben tovabbfejlesztve és korlatait bemutatva vallalkoztunk egyes
kornyezetek baktérium diverzitasanak korunk szintjén lehetséges nagy mélységili feltarasara,
¢s egyuttal a kozosségi anyagesere alapjainak megismerésére, a nyert ismeretek alkalmazasara

kornyezeti technoldgiak optimalasaban.



II. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1. A mikrébialis diverzitas fogalma és forrasai

A biologiai sokféleséget a mikroorganizmusok korében harom szinten értelmezziik —
targyaljuk. Ezek:

- az intraspecifikus (genetikai) diverzitas,

- a faji (vagy ¢él6lényszintii, esetleg taxon) diverzités,

- az O0kologiai (ko6zdsségi) diverzitas.

Vagy is a sokféleségnek - ebben az értelmezésében (Harper és Hackworth, 1995 nyoman) -
hatdrozott hierarchidja van, amely a nukleinsav bazissorrendtdl a domének szintjéig, a
nichetdl a biomokig fogja 4t és bizonyos értelemben jellemzi a bioszférat.

Vegyiik szemiigyre el3szor az intraspecifikus (genetikai) diverzitast. Atfogd mértékét
napjainkban, a genomprojektek kordban a teljes genom hasonlosag adatok alapjan érzékeltet-
hetjiik és értékelhetjiik. A baktériumok korében 30 % genom szintii "hibridizacids valtozatos-
sag" engedhetd meg a fajon beliil (Wayne és mtsai, 1987; Stackebrandt és Ebers, 2006). Ha a
genomhibridizacio szazalékait a ma mar rendelkezésre allo teljes genom elemzések adataira
leforditjuk, akkor az Escherichia coli példaja talan a legmegfelelébb. Az elséként elemzett E.
coli K 12 genomjanak mérete 4,6 Mb, mig az utobb elemzésbe vont E. coli O157 : H7
genomja 1,2 Mb-sal nagyobb. A gének szintjén szamolva ez mintegy 800 "darabot" jelent. Az
O157 : H7 torzs 1387 olyan gént tartalmazott, ami a K 12-ben nincsen meg, viszont 528 K 12
gént az O157 : H7-ben nem leltek meg (Perna és mtsai, 2001). Kiegészithetjiik ezt még azzal,
hogy Poésfai és munkatarsai (2006) célzott génkilitéses eljaras segitségével az E. coli K 12
genomjat 4 Mb méretiire csokkentették és ma mar 3,6 Mb koriili értéknél tartanak. Vagyis (fi-
gyelembe véve a 46 befejezett, vagy "futd" E. coli genomprojektet) az E. coli esetében a
genom méretben is mintegy 30 % ,diverzitds” lelhetd. Hasonlo értékeket talaltak egyes
Bacillus, Lactobacillus stb., st Archaea doménbe tartozo fajoknal is (Béja és mtsai, 2002).
(Tobb, mint 1830 genomprojektet tartanak vilagszerte szamon.)

Szembedllitva ezekkel az eredményekkel az ember esetében ismert adatokat (Staley,
2004 nyoman; /. tabldzat) feltind, hogy az emberi fajon beliil ennél joval nagyobb a genom
szinti hibridizacidés hasonlosag értéke (98,6 %). A genomméret aranyaban ennek pontos
mértéke ma még nem is ismert, azonban csupan par szazalékra becsiilik. Ezt a hihetetlen mé-
retli kiilonbséget az intraspecifikus diverzitasban tobb dologgal is magyarazhatjuk. Csak a két
legfontosabbat emeljiik ki. Az els6 a horizontalis géntranszfer, ill. génvesztés lehetdsége. En-

nek mértékérdl egy E. coli torzs tiszta tenyészete esetében Vellai és mtsai (1999) munkdja ad
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képet. A tapanyagbdségben logaritmikus fazisban szaporodd torzs pulzaldo tera
elektroforézissel meghatarozott kromoszoémamérete mintegy 10 %-kal kisebb, mint a stacio-
ner fazisba jutott tenyészeté. A szubsztrat béségében nincs sziikség sokféle ,,anyagcsere ké-
pességre”. Ehezésnél feltehetden az odaig csak egyes sejtekben pl. episzomalis formaban
megbuvé informacio beépiil a kromoszémaba, dinamikusan bdvitve a ,,metabolikus potenci-
alt”. Arra is kovetkeztethetlink ebbdl, hogy a "metabolikus potencial" egy része a populaciod
szintjén lehet "elosztva". A mdasodik tényezd mar tobbé-kevésbé fiiggetlen a mikroorganiz-
musoktol, "elvi" tudomdnyos kérdés: vajon az eukaridtak vonatkozasdban alkalmazott fajfo-
galom alkalmas-e, megfelel6-e a prokariotdk korében és egyaltalan az intraspecifikus
diverzitas jellemzésére alkalmasak-e az altalunk elobbiekben hasznalt genomjellemzdk. Ezt a

kérdéskort a kovetkezd fejezetben részletesebben fogjuk megvizsgélni.

El6lény Genom Genom- G+C 16/ 18S Viltozatossag
szinti hibri- méret  molarany rDNS a genom
dizacios Mb % variabilis aranyaban
hasonlésag bazisai
E. coli > 70 % 5,8 48-52 > 15 ~25 %
H. sapiens 98,6 % 3000 42 ? ?
Féemldsok rendje > 70 % 42 <16 ?

1. tablazat. Az E. coli és az ember genomszintli alapadatainak 0sszehasonlitdsa Staley (2004)
nyoman.

A faji szintll diverzitas hatarait taldn az €lélénycsoportok ma ismert €s becsiilt teljes
fajszamainak bemutatasaval jellemezhetjiik. Bull és Stach (2004) ezzel kapcsolatos dsszefog-
lalasat a 2. tablazatban mutatjuk be. A baktériumokra (vagyis a Bacteria és az Archaea domén
leirt fajaira) vonatkoz6 legtijabb adat (Bisby és mtsai, 2007) szerint 6590 érvényes fajnevet
publikaltak, amelybdl 1092 szinonima, vagyis a fajok szdma 5498. Hihetetlentil csekély ez az
értek a tobbi sejtes / szOvetes szervezddésii ¢lélény fajszdmahoz viszonyitva. Vajon tényleg
ilyen csekély a baktériumfajok szama, vagy mas okokat kell e kis szdm mdgott keresniink. Az
elébbiekben mar emlitett fajfogalommal kapcsolatos okok természetesen itt is igazak, de ki
kell ezt egésziteniink még azzal is, hogy a baktérium fajleirds szabdalyai szerint a faj csak tor-
zsek jellemzésére alapozva nevezhetd meg. A baktériumok (és mas mikroorganizmusok) nagy
része pedig tapasztalatunk szerint nem tenyészthetd. E jelenséget régota ismerik a mikrobio-
logusok. A "kdzvetlen" mikroszkopos sejtszamlalas és a lemezeléssel torténd (telepképzo
egységre [TKE] alapozott) csiraszam meghatarozas kozotti dramai kiilonbséget Staley és
Konopka (1985) ,,grate plate anomaly” néven jelolte meg. A 3. tdblazatban kiilonb6zd €16-

helyek esetében mutatjuk be a hagyomanyos eljarasokkal tenyésztésbe vonhaté "csirdk sza-
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mat" a tapasztalt sejtszamok aranyaban. A fajszamok vonatkozasaban e szamok persze nem
mértékadodak, hiszen egy-egy tomeges elterjedésii faj egyedei okozhatjadk a kiilonbséget.
Mégis a baktériumfajok szamanak 10° nagysagrendje alighanem 2-3, akér 4 nagysagrenddel is
nagyobb kell legyen. Miel6tt e feltételezésiinket megindokoljuk, megjegyezziik, hogy a bakté-
riumok nagyon sok kiilonb6z6 okbol nem vonhatdk tenyésztésbe, feltévén, hogy életképesek
(viable but nonculturable; Xu és mtsai, 1982). Csupan néhany kdrnyezeti mikrobioldgiai ok:
nem megfeleld a taptalaj, életciklusuk nyugalmi szakaszat nem tudjdk megszakitani, csak

szintrof partnerrel egyiitt szaporodnak.

Fajszam (ezerben)

Kiilonb6z6 varhato teljes Mértékado

Elélénycsoport Ma leirt fajszam becslések érték a varhato

értéktartomanya* teljes fajszamra
Novények 270 300 - 500 320
Gerincesek 45 50 - 55 50
izeltlabuak 1 065 2375 - 101200 8 900
Puhatestiiek 70 100 - 200 200
Fonalférgek 25 100 - 1000 400
Protozoonok 40 60 - 200 200
Algak 40 150 - 1000 400
Gombak 75 200 - 9900 1500
Baktériumok 5 50 - 3000 1 000
Virusok 4 50 - 1000 400
Egyéb csoportok 115 200 - 800 250
Osszesen 1754 3635 - 118855 13 620

*A mai fajfogalmak alapjan.

2. tablazat. A nagy él6lénycsoportok fajszamai Bull és Stach (2004) nyoman.

Eléhely Tenyésztésbe vonhaté baktériumok aranya
%

Tengerviz 0,001 - 0,0001

Edesvizek 0,1 - 025

Mezotrof toviz 01 - 1

Folyotorkolati (brakk) vizek 0,1 - 3

Eleveniszap 1 - 15

Vizi tiledékek, viz alatti talajok 0,1 - 0,25

Szarazfoldi talajok 025 - 0,3

3. tablazat. A tenyészthetd baktériumok aranya a kimutatott mikroszkopos sejtszamok viszo-
nyaban egyes ¢léhelyeken (Amann és mtsai, 1995).

Megkozelithetjiik a baktériumok lehetséges fajszamanak kérdését egyszertien a mére-
tek fel6l. Ha elfogadjuk azt a rovarok korében igazolt feltételezést, hogy egy-egy él6lénycso-

port mérete ¢és fajszama forditottan ardnyos, vagyis minél kisebb a méret, annal nagyobb a faj-
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szam, megint csak azt mondhatjuk, hogy a baktériumok jelenlegi fajszdma toredéke lehet a
valosnak. A nagyon sok kiillonb6zd fajszam becslés koziil csupan még egyet emlitiink meg,
amely a szimbiotikus kapcsolatok vizsgéalatara alapoz. Az elmult évek elemzései arra enged-
nek kovetkeztetni, hogy szinte minden izeltlabu fajbol legalabb egy 01j baktérium szimbionta
leirhat6. Hasonloképpen igaz ez a tengeri gerinctelenek feliiletén €16 (epibionta) baktériumok
esetében, vagy metanogén Archaea és gazdaszervezeteik (cilidtdk) esetére (Hackstein, 1997;
Polz és mtsai, 2000; Breznak, 2004). Semmiképpen sem tulzé tehat legalabb egymillié bakté-
riumfaj meglétérdl beszélni a ma elfogadott (a kovetkezd fejezetben ismertetésre keriild) faj-
definicio alapjan.

Whitman és munkatarsainak (1998) becslése szerint a bioszféraban 4 - 6 x 10
prokaridta sejt ¢l mintegy 2000 kiilonb6z6 éldhelyen (/. dbra). E sejtek 350 - 550 Pg C-t
(1Pg=10" g), 85- 130 Pg N-t, 9 - 14 Pg P-t foglalnak magukba. Vagyis a prokariotak sejt-
tomegének széntartalma 80 - 100 %-a a n6vényekben foglalt széntartalomnak, mig a nitrogént
¢s foszfort illetden a novényekre becsiilt globalis érték tizszeresét tartalmazzak. Raadasul a
szaporodasi ratajuk is a legnagyobb, évente 1.7 x 10°° sejt keletkezik / Gjul meg. Ez a dSbbe-
netes "baktérium populacid" méret és a gyors novekedés hihetetlen diverzitas forrasa.

A Dbecsiilt 2000 élohelybdl a fontosabbak, a legnagyobb biomasszaval jellemezhetd
»elohelytipusok™: vizi éléhelyek (6ceanok, tavak és folyok a fenékiiledék felsé 10 cm-es réte-
gével egyiitt; ~1.2 x 10% sejt), talajok (egyéb felszini formaciok 8 m mélységig; ~2.6 x 10%°
sejt), felszin alatti kozegek (szarazfoldon 8 m-nél mélyebben ~0.25 - 2.5 x 10™ sejt; 6ceanok-
ban a 10 cm-es felszini iiledékréteg alatt ~3.8 x 10°° sejt), allatok (bélcsatornaja, feliilete,
egyéb szervei; ~0.05 - 5 x 10% sejt) novények (fold feletti részeinek mikrobakdzosségei, a
gyokérmikrobiotat a talajmikrobiota részeként szamitva; ~0.02-2x 10%7 sejt), levegd
(~5 x 10" sejt). Ezeken az él6helyeken a mikroorganizmusok megbecsiilhetetlen szamu ko-
z0sségbe szervezddnek. Amennyiben az Okologiai (kozosségi) diverzitast akarjuk tehat fel-
mérni a mikroorganizmusok korében gyakorlatilag lehetetlent probalunk tenni. Gondoljunk
csak bele, hogy a ,makroorganizmusok” esetében a tér-id6 skalan hogyan valtozik a
fajdiverzitas. Vajon hogyan értelmezhet6 a térskala a baktériumok esetében? Aligha tehetjiik
fol a kérdést ugy, hogy mekkora a fajdiverzitas a biomok, kontinensek szintjén, vagy akar a
taji megkozelités is értelmetlennek tiinik. Egyes szerzok (pl. Tersvik és mtsai, 2002) 100 cm’-
nyi talajt vonnak parhuzamba a biomokkal. Ami az id6 skalat illeti, ott mar egyszeriibb a do-
log, ,,csupan” arra kell figyelni, hogy optimalis kdrnyezeti koriilmények kozott a baktérium-

sejtek megkett6zodési ideje akar 1 6ranal is rovidebb lehet. De vajon mondhatunk-e pl. a tol-
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1. dbra. A baktériumok megoszlasa Foldiink f&bb él8hely tipusai kozott. Mintegy 4 - 6 x 10°°
prokariota sejt legalabb 2000 kiilonb6zd kozosségben €1. A legfontosabb éldhelytipusok be-
csiilt globalis baktérium sejtszamat Whitman és mtsai (1998) nyoman tiintettiik fel.

A mikrobiologusok zome egyetért abban, hogy minél inkabb szelektiv egy kornyezet,
anndl egyszerlibb - legalabb a sziikebb anyagcsere tipusok, magasabb taxonok megnevezése
szintjén - becslésekbe bocsatkozni. De vajon igaz-e az az allitas, hogy a mikrobak legnagyobb
része a Foldon altalanos eldfordulasti (ubikviter) szervezet. (Ubikviter, vagyis mindeniitt
megtalalhat6, még ha nem is mindeniitt alkot jelentds populaciot; Findlay és Clarke, 1999). J6
néhany publikacié eredményei utalnak erre. Igy pl. a Balatonbol izolalt Synechococcus tor-
zsek (Duleba és mtsai, 2008) genetikai diverzitasa nem haladja meg a faji mértéket dominans
tengeri tOrzsek, hoforrdsok biofilmjébdl kimutatott, vagy hazai szikesekben jellegzetes
Synechococcus-oktol (Feltoldi és mtsai, 2008). De hasonlot tapasztalt Barreto (2004) a szili-
ciumpikkelyes algdk esetében: pocsolyak a Pilis-hegységben, a Balaton, mas hazai tavak, s6t
Dénia parti vizei egyarant tartalmazzak a Synura petersenii fajt. Talan ellendlld cisztaja révén
terjedhetett igy el. Vagyis mind pro-, mind pedig eukariéta mikroorganizmusok esetében fel
kell tételezniink hatékony szérodasi (terjedési) mechanizmusokat. Rdadasul a mikroorganiz-
musok foldi elterjedése az Elet tobb mint 3,5 millidrd éves kora alatt végig zajlott szemben az
utobb evolvalodott ,,makroorganizmusokéval” (nem kivanunk itt foglalkozni egy-egy faj

»eletidejével”). A terjesztOk kozé a szél és a sz€l hajtotta viz, valamint az allatok (pl. kolto6zo
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madarak) mellé mara alighanem felsorakozott az ember is. A vilagkereskedelemben szallitott
termékekkel egyiitt mikroorganizmusok fajainak tomege utazik (Carlton és Geller, 1993).
Mindezek ellenére vannak endemizmusok is, és feltétleniil beszélhetiink egyfajta
mikrobidlis biogeografiarél. Kozismert példaul a humén patogén mikroorganizmusok regio-
nalis elterjedése (a vakcinacio elotti idészakban is) a Foldon. Pl. a Chlamydia trachomatis faj
mindeniitt jelen van a Foldon, szerotipusai mégis regiondlis elterjedést mutatnak (tra-
choma - zommel Eszak-Afrika, limphogranuloma venereum - egyenlitdi orszagok, sterili-
tashoz vezetd hiigy-ivarszervi gyulladasok - elsésorban Eurépa, Eszak-Amerika; Corder és
mtsai, 2006). Nyilvanvalo, hogy ennek hatterében az emberi populaciok kiilonbségei is
allnak. Altalanossagban is elmondhatjuk, hogy a mas él6lényekkel tobbé-kevésbé szoros
szimbiodzisban ¢l6 mikroorganizmusok gazddjukkal egyiitt fordulnak csak eld. A szabadon €16
mikroorganizmusok kozott is taldlunk azonban nagy valosziniiséggel olyanokat, amelyek
Foldiinknek csupan néhany pontjan fordulnak eld, mert pl. szélsdséges kornyezeti

feltételekhez adaptaltak (Bourain és mtsai, 2002).

I1.2. Rendszertani alapok. A fajfogalom a mikrobiolégiaban

A kiilonbozo élélénycsoportokkal foglalkozo szakértok talan csak két rendszertani
alapérték elfogadasaban értenek egyet. Ezek:

- a faj a természetben 1étezd alapegysége az €é161ényeknek,

- a rendszerezésnek filogenetikai alapelvekre kell épiilnie.

Nagyon is jogos az el6z6 megallapitasban a ,,talan” szocska hasznalata, hiszen pont a mikro-
biologusok korében sokan elfogadjak Vandamme és munkatérsai (1996) nézetét: ,,There will
never be a definitive classification of bacteria”. Nem kevesen pedig ma is osztjdk Haldane
(1949) véleményét, aki szerint egy faj ,,is a fiction, a mental construct without objective
existence”.

A rendszertan tudomanya azonban ennél sokkal egyszeriibbnek tiind dolgokban sem
egységes. Igy mindjart a magyar rendszertan szénak az angolban (latinban) két megfeleldje
van, a taxonomia és szisztematika kifejezés. Cowan (1978) rendszertani szotara szerint a két
kifejezés szinonim, legfeljebb annyiban térnek el, hogy a taxonomia mintegy a gyakorlati
munkat jelenti (vagyis a torzsek faji szintli azonositasat; ,,a klinikai mikrobiologus pl.
taxondmus”), mig a szisztematika a rendszertani elvek kialakitasat, a teriilet elméleti alapjai-
nak kidolgozasat 6sszegzi. Hasonld véleményt alkotnak Varga és mtsai (1997) is, bar a taxo-
némia €s szisztematika fogalmat mindenképpen kiilonallonak tekintik (4. tabldzat). Mas szer-

z0k esetében éppen forditva latjuk ezt a meghatdrozast, szerintiilk a taxonomia az €l6lények
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csoportositasanak elméleti €s gyakorlati tudomanya, mig a szisztematika ennél sokkal tagabb
értelmii, amelyben evolicios és filogenetikai Osszefliggésekbe helyezik a rendszerezést
(Stackebrandt, 2006). A mikrobioldgiaban kozmegegyezés latszik korvonalazodni abban,
hogy a rendszertan (taxonémia) harom alapvetd teriilete az osztalyozas tana (klasszifikacio), a
nevezéktan (nomenklatira) és az azonositas (identifikacid) miivelete. Negyedikként a szisz-

tematika tertiletérél mindenképpen mellé kell tenniink az 0j rendszertani alapegység, a fajle-

iras miveletét (determinacio).

Taxonémia

Szisztematika

Biologiai sokféleség (diverzitas)

jelenségek

tapasztalati (empirikus)
elemz6 (analitikus)
részekre bontd (particionald)
tényfeltaro (konkretizalo)
leird (deskriptiv)

névado

Osszehasonlito

azonosito (identifikalo)
elrendezd

idiografikus

Osszefiiggések

elméleti (hipotetikus)
felépito (szintetikus)
egységbe foglalo (integralo)
altalanosité (absztrahald)
eredeztetd (genealogikus)
szabalyalkoto

értelmezd

meghataroz6 (determinalo)
rendszerez6

nomotétikus

4. tablazat. A taxon6mia ¢€s a szisztematika jellemz6i (Dévai, 2000) nyoman.

Az osztalyozas miivelete az emberre jellemzd megfigyelési, ennek alapjan ,,mint4zat”
keresési, rendszerezési "hajlam" eredménye (Hey, 2001). Két nagy csoportba sorolhatjuk az
osztalyozasi alapelvek szerint ezt a miiveletet. Az n. ,,természetes rendszer” az ¢él6lények fi-
logenetikai rokonsagat veszi alapul. A tobbi rendszerben valamilyen ettdl fiiggetlen gyakorlati
cél vezérli a rendszerezést, pl. az €él6lények veszélyességi csoportokba sorolasa (risk group)
ilyen. (Késobb latni fogjuk, hogy a klinikai mikrobiologus ,,faj igénye” is ilyen.) Mig a filo-
genetikai rendszer megalkotasa a novények és allatok korében mar nagyon koran relative egy-
szerinek latszott a fosszilidk tantsagaira alapozva, valamint Ernst Haeckel 1866-ban tett
megallapitasa alapjan (az egyedfejlédés [ontogenezis] megismétli a torzsfejlodést [filogene-
zist]; Molnar, 2005), a mikroorganizmusok korében ez mar kozel sem volt ilyen egyszerti.

A természetes osztalyozas alapegysége a ,,makroorganizmusok” vilagdban a természe-
tes, vagy bioldgiai fajfogalomra alapozott faj lett, amelynek kijelolése - egyszerlien fogal-
mazva - a szexualitdson alapul. SzerzOk sokasaga hatarozta meg a bioldgiai fajfogalmat rovi-
debben, vagy pontosabban, netan egy-egy ¢€lélénycsoportra fokuszalva. Itt csupan két megfo-

galmazast idéziink. Wilson (1992) szerint ,,a species forms a population whose members are
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able to interbreed freely under natural conditions”. Bévebben Mayr (1976) megfogalmazasa-
ban: "Two communities have to be regarded as two species if they do not exchange genes.
The inhibition of gene flow can result from geographical / spatial / temporal isolation of two
communities that share a common ancestry. Other genetically controlled means to achieve
isolation can be: behavioural, anatomical, physiological”.

Sajnos egyik el6zd fajfogalom sem alkalmas arra, hogy a mikroorganizmusok korében
alkalmazzuk. A prokariotdk vonatkozdsidban ez a ,klasszikus szexualitas” hidnya miatt (a
prokariotak haploidok) evidencia, bar...! Ha csupan a géncserérdl volna sz6... Torténtek pro-
balkozéasok a horizontalis géntranszfer fajkeletkezésre gyakorolt hatasanak megbecslésére
(Lan és Reeves, 2000), azonban a kérdés nyugvopontra nem jutott. Az eukariota mikroorga-
nizmusok korében mar valtozatosabb a kép. Bar esetiikben ,,definicio szerint” jellemz0 a sze-
xualis szaporodéds valamely formaja, sok csoportban nem ismerjiik azt (pl. Torok és mtsai,
2008). Egyebekben pedig zomében a morfologiai bélyegek képezik a fajdefinicio alapjat,
méghozza csoportrol-csoportra mas és mas elvek szerint (pl. kovamoszatok, csillosok). A leg-
utobbi években, esetiikben is egyre kiterjedtebben alkalmazzak a molekuléris bélyegeket, de
nem taldlunk egységes szabalyozast a faji hatarokat illetden. Katz (2002) egyébként kétségbe
vonja, hogy a bioldgiai fajfogalom elébbiekben emlitett megfogalmazasai, vagy egyaltalaban
a biologiai fajfogalom alkalmas-e az eukariota mikroorganizmusok fajainak megjeldlésére. A
mikroeukariotak egy jo részének genomja ugyanis kiméra, vertikalis és lateralis (horizontélis)
géndramléasi események valtozatos sordn keresztiil evolvalodott. A kdvetkezOkben csak a

prokariota fajfogalomra koncentralunk.

I1.2.1. A bakterioldgiai fajdefiniciok

A prokariotdk tenyészetekben tapasztalhatd viszonylagos alaki szegénysége mar a
bakteriologia tudomanyéanak hajnalan lehetetlenné tette a morfoldgiai fajdefinicié megalkota-
sat (a gazdag alaktani bélyegeket mutatd sugargombakat [aktino- és / vagy streptomicetak, ma
Actinobacteria] akkoriban a gombdk kozott rendszerezték). A fajmegjelolésben hamar ural-
kodova valt a biokémiai, ¢élettani bélyegek jellegzetes egyiitteseinek alkalmazésa, amelyek
hatékonyan egészitették ki a néhany maig megtartott morfoldgiai karaktert (sejtalak és méret,
csillozat tipusa, endospora alak és méret, osztodasi tipus stb.). Ez a ,,monotétikus” csoporto-
sitds természetesen feltételezte, hogy az alkalmazott bélyegek nem variabilisak (Goodfellow
¢s mtsai, 1997). Ennek kovetkeztében azonban parhuzamos rendszerek alakultak ki szinonim
fajok tomegével. Egyes ipari tekintetben fontos csoportok esetében (pl. az antibiotikum ter-

meld sugargombak) ,.,tulcsoportositas”, mas orvosi, vagy kornyezeti tekintetben jelentds fajok
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esetében pedig nagyon tag taxonok jottek létre (pl. a Gram-pozitiv termofil aerob 1€gz6 spo-
raképzd palcak zome a Bacillus stearothermophilus "gytijtéfajba" tartozott).

Mivel a prokariotak korében a természetes fajfogalom megalkotasa lehetetlen feladat-
nak latszott, az egyes (parhuzamosan miik6do) rendszerek mas és mas fajdefiniciéra (megha-
tarozasra) épiiltek. A klasszikus klinikai gyakorlatban altalaban szelektiv és differencial tap-
talajokon kitenyésztett egyedi torzsek meghatarozasat végzik. A hatdrozokulcsok mind a mai
napig a fajok néhany (akar 1-2) ,nem varidbilis” fenetikai bélyegének eltéréseire épiil-
tek / nek. A faji hatarokat inkabb az donti el, hogy az okozott betegség szimptémai azonosak
¢és a gyogyitas egyazon protokoll szerint torténik. A fajok rokonsagi viszonyai, esetleges filo-
genetikai helyzete szamukra 1ényegtelen (volt). E fajdefinicio tarthatatlansagat a jarvanytan
egyre fokozddd igényei ugyanakkor jol jelezték /jelzik. Egy jarvany soran ugyanis
mikroevollcios folyamatok nyomon kovetésére van sziikség, igy kifejezetten 1ényegesek - faj
alatti szinten is - a "rokonsagi viszonyok".

A kornyezeti bakteriologusok zéme nagy torzs kollekciokkal dolgozik. Szamukra a fa-
jok ,rokonsagi viszonyai” Iényegesek, mert ez alapjan is megprobalnak az egyes
mikrébafajok kdrnyezeti szerepére kovetkeztetni. De ugyan emiatt azutan biokémiai, élettani,
okologiai tesztek sokasagat végezték / végzik el. A faji szintli fenetikai csoportokat a nagyon
nagy szamu vizsgalt bélyeg miatt - amint a szamitogépek megjelentek - a szamitogépes cso-
portelemzés segitségével allapitottdk meg.

A szamitdgépes (numerikus) taxondmia (taxometria) €s a taxospéciesz fajdefinicid
megalkotdja Sneath (1972) az egyes torzseket ,,szamitasba vont taxonoémiai egységnek”
(OTU, operational taxonomic unit) nevezi. Az egymastol fiiggetlen tulajdonsagokat egyenld
értekilinek tekinti. A legalabb 60 (de akar tobb szdz) tulajdonsag alapjan minden egyes OTU
minden masikhoz vald hasonlosagat szamszertien fejezik ki pl. (leggyakrabban) az egyszerii
hasonlésagi koefficiens (simple matching, Sokal and Michener coefficient) kiszamitasaval
(Skerman, 1967): Ssm = a megegyezd (akar pozitiv, akar negativ eredményili) bélyegek
szama / az Osszes vizsgalatba vont bélyegek szdma. Gyakran alkalmazzék a Jacquard hasonlo-
sagot, amely kizarja a szamlaloban a negativ hasonl6ésagok beszamitasat.

Az igy nyert hasonlosagi értékek alapjan (leggyakrabban) pl. a sulyozatlan csoportat-
lag, az UPGMA (unweighed pair group method of averages), vagy egyszerii lanc (single
linkage) eljardssal csoportelemzést végeznek, aminek az eredménye egy dendrogram
(fenogram). Egy fajba tartozd torzseket egyesitenek azok a hasonldsagi csoportok (fenonok),
amelyek Sgv atlaghasonlosaga 70 - 80 % feletti. A vizsgalatokba torzsgytijteményekbdl be-

szerzett autentikus (tipus) torzseket is bevonnak. Annak a fenonnak, amelybe autentikus torzs
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csoportosul automatikus az identifikacidja (Sneath, 2001). A csoportelemzés magyarorszagi
bevezetdje, uttdrd alkalmazdja Szabd Istvan Mihaly (1974) volt.

Ezt a fenetikus fajdefiniciot 1984-ben a Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
hasabjain Staley és Krieg igy fogalmazta meg: ,,a bacterial species may be regarded as a
collection of strains that share many features in common and differ considerably from other
strains. (....). One strain of a species is designated as the type strain; this strain serves as the
name bearer of the species and is the permanent example of the species, i.e. the reference spe-
cimen for the name.” Vagyis a bakteriologiaban a természetes fajfogalom hidnya — lehetetlen-
sége miatt kialakult egyfajta megegyezéses (konszenzus) fajdefinicio, amely a baktériumtor-
zsek (szamszertsitett) fenetikai hasonldsagan alapul.

A rendszeralkotas gyoGtrelmei mellett hatalmas munkat végeztek a nomenklatira
tertiletén is. 1948-ban jelent meg az 6nalld - a botanikai kodtol fiiggetlen - International code
of nomenclature of bacteria - ICNB (Lapage és mtsai, 1992). A szabalyok birtokaban a fajde-
finici6 valtozasaval és a hasonlosag alapt fajmeghatarozasi elv megerdsodésével parhuzamo-
san lényeges valtozasok torténtek a nomenklatiraban. Az International Committee on the
Systematics of Bacteria (ICSB) éaltal létrehozott alkalmi munkabizottsag kidolgozta az
»Approved list of bacterial names” cimen kozzétett anyagat. (Az elsd vazlat 1976-ban jelent
meg [First draft], majd a végleges lista: Skerman ¢és mtsai, 1980). Ez a munka meghatarozta
az 1980. januar 1-én érvényes baktériumneveket, és egyben mintegy ,,védette” tette ezeket
(nem valtoztathatok meg). Az addig 30-40 ezresre tehetd fajnév lista 1800 koriili értékre
csokkent. Ezzel parhuzamosan pedig szabalyoztak az érvényes baktérium faj leiras feltételeit.
Megallapitottak, hogy a fajok leirdsa csak torzsek alapjan lehetséges. A torzsek koziil meg
kell jelolni a tipustdrzset €s azt, mint referenciapéldanyt nyilvanos nemzeti és nemzetkozi
torzsgyljtemény(ek)ben el kell helyezni (deposition). A fajleiré kdzlemény rendszertani érte-
lemben hiteles, érvényes (valid publication) csak azzal a feltétellel lesz, ha ,,a szabalyos faj
(nemzetség, csalad, ...) név és a teljes, szabalyszerii faj (nemzetség, csalad, ...) leirds" megje-
lenik az International Journal of Systematic Bacteriology (ma: International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology) hasdbjain eredeti kdzlemény formajaban, vagy a
folyoiratszamok elején kozzétett , érvényesitd kozleményben” (validation list). Ez utébbi a
mas folyodiratok hasdbjain megjelent, de szabalyszerli fajleirasokat, fajneveket sorolja fel, ér-
vényesiti (a publikacio6 forrasanak megjelolésével).

A szamitdgépes taxonomia bélyegei kozé természetesen bevontdk az ujabb és jabb
modszertani fejlesztések nyoman meghatarozott tovabbi fenetikus bélyegeket is. Talan a leg-

lényegesebb a baktériumsejteket alkotd egyes vegyiiletek mindségi és mennyiségi elemzésére
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alapozott kemotaxonémia eredményeinek adaptalasa volt. Elsoként az egyes sejtfalalkotok
kémiai felépitése (pl. peptidoglikan keresztkdtd oligopeptidek jellegzetességei, a
lipopoliszacharid felépitése: elsOsorban a szeroldgiai tulajdonsagok egy részéért felelds is-
métlédo egység stb.), majd utébb a membranalkotd foszfolipid zsirsavak, 1€gzési kinonok, a
sejtfal lipidek, az Archaea membran izoprén glicerinéter lipidjei stb. (a teljesség igénye nél-
kiil) (pl. Schleifer és Kandler, 1972; Shaw, 1975; Minnikin és Goodfellow, 1980; Collins ¢és
Jones, 1981; Erola és Lehtonen, 1988; Goldfine és Langworthy, 1988).

A kemotaxondmiai bélyegek kozott megjelentek a nukleinsavak jellemzésére hasznalt
adatok, elsdsorban a kromoszéma alkotd bazisok guanin + citozin ardnya (GC content of the
DNA base; Mandel, 1969), illetve a hibridizacids hasonlosagvizsgalat (rRNS / DNS; pl. De
Smedt és De Ley, 1977; DNS / DNS, pl. De Ley, 1970). Ez utobbi munkakat mar egyre tob-
ben végezték Zuckerkandl és Pauling (1965) elméleti cikkének fényében, akik azt a vélemé-
nytiket fejtették ki, hogy az €l61ényeket alkotdé molekuldk egy része (elsésorban a DNS), ill. a
molekuldk szerkezetvaltozasai jelentdséggel birnak a torzsfejlodést illetéen. Az olyan
»szemantida” (szemantofor — jelentés hordoz6) molekuldk, mint pl. a citokrom c, vagy az azt
kodold gén DNS-e. Az egész kromoszoma, de kiilondsen annak egyes génjei egyféle mole-
kularis 6raként (molecular chronometer) mutatjak a szervezet evolucios allapotat, helyzetét,
sOt utjat az ¢élet kialakulasatol.

E kutatdsok eredményeként jelent meg a bakteriologidban a genetikai fajdefinicid
(Wayne ¢és mtsai, 1987), amely kimondja: két torzs egy fajba tartozik, amennyiben teljes
genom hibridizacids hasonlosaguk 70 %-nal nagyobb (a hibrid DNS és a térzsek DNS-e ko-
z6tti olvadaspont kiilonbség, ATy, > 5 °C). Az ilyen moédon kimutatott genotipust csak akkor
szabad azonban faji szintre "emelni" és lehet érvényesen leirni, ha a torzseket fenotipikai kii-
16nbségek is jellemzik. Vagyis ez a fajmeghatarozas a genetikai kutatasok eredményeinek be-
vonasa mellett érvényesiti a Colwell (1970) altal bevezetett polifazikus taxondmiai elvet. Ez
utobbi kozlemény megjelenése idején arra figyelmeztetett, hogy a rendszertan ,,tobbsiku”
(multidimensional), az informacié kiilonboz6 szintjeit (pl. morfologia, biokémia,
kemotaxondmia) alkalmazza. Ma jorészt arra figyelmeztet, hogy a fajnak a kiilonb6zd faj-
meghatarozasok alapjan konszenzussal jeloljiik ki a helyét.

A Carl Woese altal kidolgozott 16S rRNS katalogizalas, majd késobb a stopnukleotida
eljarasra alapozott 16S rDNS bazissorrend elemzés és a 16S rRNS bazissorrendjének elsddle-
ges szemantidaként valo felhasznalasa - vagyis Carl Woese munkassaganak (feltehetden) leg-
fobb eredményei - megalapoztak a bakterialis filogenezis 1étrejottét (Sogin és mtsai, 1971;

Woese és mtsai, 1974; Woese és mtsai, 1975; Woese és Fox, 1977; Lane és mtsai, 1985;
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Woese, 2000). Erko Stackebrandt, a bakterialis rendszertan egyik legkiemelkeddbb szakértdje
- visszatekintve - az eredményeket igy Osszegzi: ,,phylogeny is based on homology”
(Stackebrandt, 2006). Megjegyzése erdsen utal a bakteriologiai fajdefiniciokban szerepld ha-
sonlosag (similarity) szora. Itt azonban a fenotipusos adatokat és az egyszerli (nem sulyozo)
csoportelemzést felvaltja a genotipusos adatokat elemzé kladisztikus kiértékelés.

A Dbakterialis fajdefinicié szintjén is megjelentek az eldbbiekben - cimszavakban -
ismertetett eredmények. A baktériumtorzsek faji hovatartozasa molekularis kronométerekre
alapozva hatdrozhaté meg, természetesen a polifazikus elv szem el6tt tartasaval. A szamok
nyelvére leforditva két torzs egy fajba tartozik, amennyiben a teljes genom hibridizacios ha-
sonlosdg >70 % ¢és a 16S rDNS (fenetikai) hasonlosdga > 97 % (Stackebrandt és Gobel,
definiciot adjak (Stackebrandt és mtsai, 2002): egy baktériumfaj ,is a category that
circumscribes a (preferably) genomically coherent group of individual isolates / strains
sharing a high degree of similarity in (many) independent features, comparitively tested under
highly standardised conditions”.

A DNS /DNS hibridizaciét illetden Stackebrandt és Gobel mar 1994-ben felhivtak a
figyelmet, hogy csak a kozel rokon fajok megkiilonboztetése esetében van értelme hasznalni
(modszertani nehézségek miatt). E véleményt 2006-ban még tovabb finomitottak
(Stackebrandt ¢és Ebers, 2006). Ellendrizték az International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology 55. (2005) kotetében megjelent fajleirdsok 16S rDNS ¢és
DNS / DNS homoldgia adatait és a korrelacié alapjan (2. abra) annak a vélekedésiiknek ad-
nak hangot, hogy 99 % alatti 16S rDNS homolodgia esetén felesleges a DNS / DNS hibridiza-
ci6 elvégzése, mert az bizonnyal 70 %-nal kevesebb lesz. Megjegyezziik, hogy a teljes genom
bazissorrend elemzések szerint egy-egy fajban a 16S rDNS operonok kozott a maximalis
diverzitas értéke 1,26 % (pl. Perna és mtsai, 2001).

A ,,molekularis korszak” eredményei természetesen még tovabbi fajdefiniciokat is
»hoztak”. A leglényegesebbek taldn, a filospéciesz (Rossello-Mora és Amann, 2001), az
okospéciesz (Cohan, 2002), vagy a genomospéciesz (Lan és Reeves, 2000). A filogenetikai
fajfogalom szerint: a species is ,,a monophyletic and genomically coherent cluster of
individual organisms that show a high degree of overall similarity with respect to many
independent characteristics, and is diagnosable by a discriminative phenotypic property”. Tu-
lajdonképpen ezt a fajdefinicidt ,,kanonizalja” Stackebrandt €s mtsai 2002-es munkdja. A
genomospéciesz fogalom a haztartasi, vagy ,,mag” gének (core set of genes) 1 %-os hasonlo-

sagértékében jeloli meg a faji hatdrokat. A ,,mag” gének a baktériumtdrzsek 95 %-aban jelen
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vannak, valojaban a sejtes €let alapjat teremtik meg. Az 6kospéciesz fogalma inkéabb a fajke-
letkezés szempontjabol érdekes. Cohan (2002) szerint a helyi (mikrohabitat) feltételekhez
torténd adaptacio a faj képzddés hajtdereje. Az éldhelyhez torténd adaptacidval pedig a bakté-
riumpopulacioban a genetikai diverzitds periodikusan nulldzédik minden egyes

mikrohabitatban az ahhoz adaptalt 6kospéciesznél.
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2. abra. A 16S rDNS gén bazissorrend hasonlosaganak és a DNS / DNS teljes genom hibridi-
zacids hasonlosag értékeknek az Osszefliggése az International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology hasabjain 2005-ben megjelent fajleirdsokban. A pontok szinei a
genomszintli hibridizacids hasonldsdg mérési modszereit jelzik (piros - mikrotiter lemez tech-
nika [pl. Ezaki és mtsai, 1989], s6tétkék - spektrofotometrias eljaras [De Ley és mtsai, 1970],
vilagoskék - membransziirés modszer [pl. Tourova és Antonov, 1987], fekete - egyéb [pl.
ponthibridizacid, Amakata és mtsai, 2005], vagy nem kozolt eljaras). A vonalak egy-egy faj
kiilonboz6 eljarassal meghatarozott hasonlosagi értékeit kotik dssze, a nyilak pedig azt mu-
tatjak, hogy az in-silico (utolag) elvégzett 16S rDNS hasonlosag szamitas alapjan a publikalt
adatnak hol kellene elhelyezkednie (vagyis ebben az esetben hibat kovettek el a kérdéses faj-
leirasok szerzoi [és lektoraik is]).

A bakteriologiai fajdefinicié tehat tovabbra is a hasonlosagra alapul, bar egy hihetetle-
nil fontos valtozéssal: a ,,similarity” (taxospéciesz) mellett / helyett megjelent a homology
(filospéciesz) fogalma. A kialakult médszerek azonban immar lehet6vé teszik tenyésztés nél-
kiil is a fajok (legalabbis a genospécieszek, egyes szerzok szerint a genomok) nyomon kove-
tését. Alighogy Carl Woese publikalta elsé eredményeit a 16S rRNS alapt filogenetikarol,
megjelentek Norman Pace és munkatarsainak erre alapozott nemtenyésztéses diverzitas vizs-
gélatai (pl. Stahl és mtsai, 1985; Olsen és mtsai, 1986). A kovetkezd fejezetekben ezekrol

adunk 6sszefoglalot.
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I1.3. Kornyezeti bakteriologiai vizsgalo modszerek attekintése

A hagyomanyos kornyezeti mikrobiologiai vizsgélati eljardsok miiveleti sorrendjét a 3.
abran mutatjuk be. A mintavétellel kapcsolatban csupan azt a megjegyzést tessziik, hogy a
mintanak mind a vizsgalt teriilet, mind pedig a vizsgalat célja (oka) szempontjabol reprezen-
tativnak kell lennie. A jO mintavétel az alapja a megbizhat6, értelmes eredményeknek. Az
egész eljaras kulcsa a tenyésztés, amely nyilvanvaldan szelektiv eljards. Egy-egy taptalajon
egy-egy a taptalaj Osszetételének megfeleld anyagcseréjli baktériumtenyészet kifejlodésére
szamithatunk. A tenyésztésbe vont baktériumok legnagyobb része aeréb, kemoorgano-
heterotrof, eukarbofil szervezet, vagy a litotréfok koziil a kornyezeti, biotechnoldgiai szem-
pontbol fontos csoportok tagja (pl. nitrifikalok, metanogének). A tenyésztés végsd eredmé-
nyeként a hagyoméanyos kornyezeti mikrobiologiai vizsgalod eljarasok koézéppontjaban 4llo
torzseket nyerjiik. A torzs egy olyan (lehetdleg) tiszta tenyészet, amely harom Iényeges krité-
riumnak meg kell feleljen (Szabo, 1988): a.) ismert eredetii, b.) szamjelzéssel (egyedi azono-
sitoval) ellatott, c.) folyamatos at €s tovabboltassal fenntartott. Vagyis €16 allapotban tartjuk
fenn és vetjiik ald szdmtalan vizsgdlatnak, amelyeknek eredménye és koriilményei a torzs-
szam alapjan mindig visszakereshetok és a torzs szarmazasi helyére is vonatkoztathatok. Na-
gyon lényeges tulajdonsaga a torzseknek, hogy kozottiik megtalalhatok a fajok tipustorzsei €s
gyljteményekben elhelyezhetok (és elhelyezenddk), vagyis referenciaként rendelkezésilinkre
allnak.

A torzsek jellemzése a legkiilonb6zdbb modszerekkel torténhet / torténik. A mddsze-
rek kivalasztasanak szempontja kettds. Az egyik feltétlen a rendszertani, hiszen a faji hova-
tartozas megallapitasa ,,megnyitja” a szakirodalmi dsszehasonlitas lehetdségét. A masik pedig
a vizsgalat célja altal koriilhatarolt modszerekre irdnyul (pl. egy bioldgiai korrdzid gyanujanal
célszerl a savtermelést, H, hasznositas képességét, H,S termelést stb. elemezni). A rendszer-
tani torzs karakterizalas jellemz6 sorrendjét hagyomanyosan a Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, illetéleg a Prokaryotes kézikonyv legujabb kiadasainak ajanlasa szerint allapit-
juk meg (Garrity, 2001; Dworkin és mtsai, 2006). Mindenesetre tartalmaz telep és mikroszko-
pos morfoldgiat, biokémiai, ¢lettani, 6kologiai bélyegeket, kemotaxondmiai jegyeket, vagyis
a fenotipikai jellemzés teljes fegyvertara felvonultathat6 az adatértékelésre szolgalo statiszti-
kai eljarasok (csoportelemzés) haszndlataval egyiitt. A fenetikai adatok, valamint az identifi-
kacid segitségével elérhetd szakirodalmi hivatkozasok alapjan lehetévé valik a kornyezet, a
minta leirasa. Az eredmények Osszevetése a mintateriilet, a minta egyéb (fizikai, kémiai stb.)

adataival segiti a miikodés, a kozosségi anyagcsere megismerését. Megjegyezziik, hogy a
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minta mikroszkdpos vizsgélata a sejtszdmok meghatarozasa, a minta heterogenitasanak felta-

rasa stb. révén sok szinten segiti a mitkodés megismerését.

MINTAVETEL
(A mintavételi hely, ill. a minta gondos jellemzése f6ldrajzi,
bioldgiai, fizikai, kémiai stb. tekintetben)

!

DUSITAS / SZELESZTES TAPTALAJOKON
(Guild szelekcio)

!
CSIRASZAMLALAS
!

IZOLALAS

l

TISZTITAS

d

TORZS

l

TORZSEK JELLEMZESE

4/\>

IDENTIFIKACIO/ R Kovetkeztetés a
DETERMINACIO  ~ " minta / él6hely kozosségi
anyagcseréjére
3. abra. A hagyomanyos kornyezeti mikrobioldgiai eljarasok miiveleti sorrendje.

Ma, amikor a baktériumok, ill. valamennyi mikroorganizmus filogenetikai rendszere
kialakult és e tekintetben a mikrobioldgia egy horizontot észlel a névény ¢és allatvilag leszar-
mazasanak kutatdival (Woese, 2006) a rendszertani elemzés ,,alfajava” a 16S rRNS (vagy az
azt kodoldo DNS) bazissorrend meghatdrozasa valt. Ez az adat a riboszoémalis RNS szekven-
cidk tizezreivel hasonlithatd 0ssze a Ribosomal Database Project nyilvanos adattomege hasz-
nalataval (Maidak €s mtsai, 2001), és rendezhetd a kivalasztott homoldgokkal egyiitt jo fel-
bontasu, statisztikailag megbizhato torzsfakba megfeleld algoritmusokkal (Felsenstein, 1988;
Ludwig és Klenk, 2001). gy a filogenetikai hasonldsag alapjan el6szor kijelolik a faji pozi-
ciot, és csak ezutan ellendrzik a fenotipusos kulcsbélyegeket.

A tenyésztésre alapozott kdrnyezeti mikrobioldgiai vizsgalatoknak tobb nehézsége is
van. Az els6 mindjart a kordbban mar emlitett ,,great plate anomaly” (Staley és Konopka,

1985), és kovetkezményei, vagyis a baktériumoknak csak egy toredéke tenyészthetd. Jol jel-
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lemzi ezt a helyzetet a 4. abran bemutatott univerzalis filogenetikai fa (Pace, 1997). Tudato-
san valasztottam azt a 10 évvel ezeldtt kozzétett torzsfat, amelyiken a Bacteria korében mar
megjelenik torzs (phylum, a bakteriologidban divizid) szintli nem tenyésztett taxon (a pOPS19
jelzéssel képviselt). Az Archaea korében pedig orszag (regnum) szintli f6 leszarmazasi vona-
lat reprezental a pJP 78 és pJP 27-es szekvencia. Az 5. abran egy 2002-ben kdzzétett univer-
zalis torzsfat lathatunk (Moreira és Lopez-Garcia, 2002), amelyben mar mindharom
doménben szamos nem tenyésztett nagyobb taxon kapott helyet. Ennek a Bacteria doménra
vonatkozo részét a 6. abraban mutatjuk be (Ludwig és Klenk, 2001 nyomén Stackebrandt,
2004). A tenyészhetd fajok zome 6 torzsbe tartozik. 10-100 tenyészthetd fajt taldlunk 12
torzsben, csupan egynéhany tenyészthetd fajt ismeriink 6 torzsbol és 20 torzsben pedig
egyetlen tenyészthetd faj sincsen.

A tenyésztéses eljards kovetkezd lényeges hianyossdga, hogy nem nyeriink arrél
informaciot, vajon a tenyésztésbe vont mikrébak a vizsgalt kozegben aktiv anyagcserét foly-
tattak-e, vagy esetleg kitartd képletek formajaban, nyugalmi allapotban voltak ott jelen. Nincs
kozvetlen informacionk a konkrét biokémiai aktivitasaikrol sem. A fenotipusos jellemzés
alapjan csupan kovetkeztetlink arra, hogy milyen feladatokat lathatnak el egyaltalan a kdzos-
ségi anyagcserében. Nem mértékado az egyes baktériumok sejtszamara vonatkozé eredmény
sem, kiilondsen pedig nem nyerhetiink informaciot a tenyésztéses eljaras segitségével a mik-
roorganizmusok térbeli viszonyaira, esetleges sejt-sejt kapcsolatukra vonatkozéan. Ossze-
gezve, tulajdonképpen nem tudunk, vagy kelld mélységben nem tudunk vélaszolni a klasszi-
kus 0kologiai kérdésekre.

E kérdések pontosabb, nagysagrendekkel mélyebb értékli megvalaszolasara hivhatjuk
segitségiil a nemtenyésztéses eljarasokat. A nemtenyésztéses kdrnyezeti mikrobiologiai elja-
rasok miiveleti sorrendjének attekintését a 7. dbran mutatjuk be. A sejtek kémiai alkotoele-
meinek két tipusat célozzak a vizsgalatok. Egyik esetben a nukleinsavakat vonjuk ki, amelyek
koziil a DNS-re alapozott tovabbi eljarasok az egyes fajok, ill. filospécieszek jelenlétét, ill.
szamat (mennyiségét) mutathatjadk meg (vagy legalabbis egymashoz viszonyitott ardnyukat).
A riboszoémalis RNS mindségi / mennyiségi elemzése mar a sejtek aktivitdsara utal, hiszen az
aktiv fehérjeszintézis feltételezi, hogy ebbdl a molekulabol is sok lesz egy sejtben. Az mRNS-
ek egy része kettds jelentést hordozhat. Egyes gének ugyanis amellett, hogy enzimaktivitast
(kornyezeti funkciot) kodolnak, meglehetésen konzervativak és a baktériumok (mikroorga-
nizmusok) kisebb-nagyobb csoportjanak filogenetikai helyzetét is jelzik. Vagyis faj és kor-
nyezeti enzimaktivitas egyiittesen detektalhatd. A vizsgalatok alapjat képezd nukleinsav sza-

poritas miivelete persze befolyasolja a mennyiségi kovetkeztetések levonasanak lehetdségét.
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Mig a filotipusok faji szintli azonositdsahoz vagy a vegyes kornyezeti nukleinsavbol nyert ve-
gyes PCR termék molekuléris klonozésara van sziikség (és a klonok azonositasara), vagy pe-
dig a molekularis ujjlenyomat eljarasok segitségével az egyes filotipusok mintainkban valo
jelenlétét, vagy hidnyat detektalhatjuk és sokszor egymashoz viszonyitott mennyiségi aranyu-
kat is. Parhuzamosan végzett DNS, ill. RNS alapu ujjlenyomat vizsgalatok jelenlét-aktivitas
mintazatokat adnak keziinkbe.

Szemben a teljes nukleinsav kivonason ¢és elemzésen alapulé modszerekkel a sejtek
lipid alkatrészeinek kivondsa esetén a mennyiségi becslést nem zavarja egy ,,jelsokszorozo”
1épés (a specifikus nukleinsav szakaszok elszaporitasa pl. PCR segitségével). Cserében persze
az eljaras érzékenysége ¢és felbontd képessége is sokkal csekélyebb. A mintdkban nagy to-
megben jelenlevd sejtek lipidjeit fogjuk csak érzékelni (dominans fajok) és itt hasonldan a

DNS, ill. az RNS "jelentéséhez" a membran zsirsavak inkabb a jelenlétre utalnak, a kinonok

ycas
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4. abra. Az ¢€l6vilag univerzalis torzsfaja a riboszoma kis alegységi RNS bazissorrendjére
alapozva (Pace, 1997). A méretvonal 0.1 valtozast jelez nukleotidonként.
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5. abra. Az ¢€l6vilag univerzalis torzsfaja a riboszoma kis alegységi RNS bazissorrendjére
alapozva (Moreira és Lopez-Garcia, 2002). A fa az abrazolas érdekében enyhén torzitott, az
uthosszak csak nagy vonalakban aranyosak a filogenetikai tavolsaggal (ARB parsziménia
SZamitas).

az aktivitast jelzik. Egy aktivan 1€gz6 sejtnek a 1€gzési kinon tartalma sokszorosa egy nyugvo
allapotiénak, mig a membranok mennyisége tobbé-kevésbé azonos. Ami a felbontast illeti, itt
inkdbb nagyobb filogenetikai, vagy anyagcsere csoportok (pl. szulfatredukalok, fermentalok,
vagy aktinobaktériumok) jelenlétére kdvetkeztethetlink.

Az oligonukleotid hibridizacios eljarasok koziil a mikroszkopos FISH (fluoreszcens
in-situ hibridizacid) kiemelésre érdemes, hiszen (akar tobbes jelolésekkel) a mintdkban az
egyes fajok pontos mennyisége, térbeli elhelyezkedése, vagy csoportok, anyagcsere tipusok
kozvetlen kimutatasa lehetséges.

A kovetkezd fejezetekben -a teljess€g igénye nélkiill- az egyes -eljaraso-

kat - miiveleteket mutatjuk be pontosabban. Megjegyezziik, hogy a 7. abra miiveleti sora, az
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6. abra. A Bacteria domén filogenetikai torzsfaja a riboszoma kis alegységi RNS bazissor-
rendjére alapozva (Stackebrandt, 2004). A méretvonal 0,05 megvaltozast jelent
nukleotidonként (ARB parszimonia szamitdssal). Hat torzsbe tartozik a tenyészthetd fajok
zome (piros), 12 torzsben 10 - 100 faj tenyészthetd (sarga), 6 torzsben 1 - 10 faj tenyésztett
(zold), legalabb 20 torzsben egyetlen tenyészthetd fajt sem mutattak még ki.

abban feltlintetett eljarasok messze nem tiikrozik valamennyi kérnyezeti mikrobiologiai mo-
lekuléris technikat. Mindjart elsdként emlitjilk meg a tenyésztéses és molekularis eljarasok
egy fajta O6sszekapcsolasat, a stabil izotdpos eljarast (stable isotope probing, SIP), vagy a ra-
dioaktiv izotdpos technikat (radioactive isotope probing, RIP) (Lee és mtsai, 1999; Boschker
¢s mtsai, 1998; Nikolausz és mtsai, 2007).

I1.3.1. A nukleinsav kivonason alapul6 kornyezeti bakterioldgiai eljarasok
11.3.1.1. Nukleinsav kivonas
A természeti kdzegekbdl torténd nukleinsav kinyerésnek két elvi lehetdsége 1étezik.

Az egyik lehetdség, hogy a kozegben lizaljuk a baktériumsejteket, majd pedig ezt kovetden
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MINTAVETEL

(A mintavételi hely, ill. a minta gondos jellemzése foldrajzi, bioldgiai [mikrobioldgiai, pl. csiraszam], fizikai, kémiai stb. tekintetben)

v v
TELJES NUKLEINSAV (DNS / RNS) KIVONAS LIPID OSSZETEVOK KIVONASA
(és teljes biomassza meghatarozas)
METAGENOMIKA l
SPECIFIKUS / ASPECIFIKUS NUKLEINSAV OLIGONUKLEOTID LIPID OSSZETEVOK ELVALASZTASA
SZAKASZOK SZAPORITASA (pl. PCR, valés idejii HIBRIDIZACIOS
PCR, RAPD, Box PCR, ERIC PCR stb.) (16 / 18S ELJARASOK

rDNS, Amo, Rbc, FtsZ ...)

4/\ l

KLONOZAS MOLEKULARIS CELZOTT FAJI AZ EGYES KOMPONENSEK TISZTITASA ES
UJILENYOMAT AKTIVITAS KERESES (sziikség szerint) SZARMAZEKOLASA
ELJARASOK (LH-PCR ,MAKRO- és
[RISA, ARISA] T-RFLP, MIKROREND”
DGGE, TGGE, SSCP), = (ARRAY) MODSZEREK,
KLON ,,CSIP” MODSZEREK FISH
l LEGZESI KINON ZSIRSAV METILESZTER
KLON JELLEMZESE l l
(bazissorrend elemzés)
PROFIL MEGHATAROZAS
l (mennyiségi és mindségi adatelemzés)
\ 4 \ 4 v |
v

IDENTIFIKACIO, kovetkeztetés a minta / é16hely kozosségi anyageseréjére

7. abra. A nemtenyésztéses kornyezeti mikrobioldgiai eljarasok miiveleti sorrendjének attekintése.
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valasztjuk el beldle a nukleinsavakat. A masik esetben eldszor kinyerjiik a baktériumsejteket,
majd ezek utan azokbol extrahdljuk a nukleinsavakat. Ez utobbi eljaras vizek esetében evi-
densnek tlinik és latszolag kdnnyen megvalosithatd (membréan) sziirés segitségével. Termé-
szetesen ekkor a szir anyaga lesz az a kdzeg (no meg a vizben levd €s a sziirdn fennakadt
tobbi szuszpendalt szerves €s szervetlen anyag), amelybdl a nukleinsavakat ki kell vonni.
Végeredményben itt is egy afféle ,,szilard” kozeget nyeriink. Talajok esetében egyébként a
legelsd "teljes" DNS kivonast szuszpendalas és frakcionalt izopiknikus centrifugdlas segitsé-
gével torténd sejtkinyerést kovetden végezték (Torsvik, 1980). A talaj matrixban torténd
sejtlizist majd az ezt kdvetdé DNS kinyerést Ogram és mtsai (1987) dolgoztak ki. Ma mar
DNS kivon¢ kitek tomege kaphat6 készen ez utdbbi eljarasra, mégis gyakran fordul eld, hogy
bizonyos mintakbol 4-5 kiilonb6zd mddszer alkalmazasaval sem kapunk DNS-t. A laboratori-
umunkban legutobb kdolajszarmazékokkal szennyezett homoktalajokbol nem tudtunk a lizist
kovetéen DNS-t extrahalni. A megoldast végiil Torsvik (1980) eljarasanak modositasaval ta-
laltuk meg. A kiilonb6z6 kornyezeti DNS kivond modszereket pl. van Elsas és mtsai (2000)
Osszefoglalasukban részletesen attekintik.

Az eldz6 fejezetben a hagyomanyos tenyésztéses eljaras egyik hibdjaként rottam (ro-
jak) fel annak szelektivitasat. A nukleinsav kivonason alapul6 kornyezeti mikrobioldgiai vizs-
galdo modszerek leginkabb szelektiv, kritikus 1épése pont a nukleinsav kinyerés. Mindenki
szamara nyilvanvalo, hogy egy sokkomponensii talajmatrix esetében lehetetlen valamennyi
mikrébasejt kinyerése. (Megjegyezziik, hogy ez a hiba a szélesztéses tenyésztési eljarast is
terheli, hiszen pl. a talajszuszpenzid készitése soran ugyanigy szelektiven fognak a nagyobb
talajrészecskékrol levalni a mikrobak.) A masik eljaras esetében pedig a konstans negativ tol-
tési nukleinsavak akar irreverzibilisen kdtddhetnek a szubsztrat valamely alkoto részéhez (pl.
agyagasvanyok). Nem tokéletes a kiilonb6z6 mikrobasejtek feltardsa sem. Mig sok mikroba-
sejt egyszeri KOH-os kezelésre feltarul (ilyen egyszerii eljarast ismertet Romsics és
Marialigeti [2008]), mas sejtek, pl. endosporak, gombasejtek még erdteljes mechanikus be-
hatasra sem nyilnak fel (Frostegard és mtsai, 1999; Martin-Laurent és mtsai, 2001). A tlzott
mechanikus kezelés pedig, ha fel is nyitja a sejteket, gyakorta annyira roncsolja a DNS-t is,
hogy tovabbi vizsgalatokra alkalmatlan lesz. Megjegyezziik, hogy a sikeres DNS kivonds nem
feltétlen jelenti a tovabbi Iépések sikerét, mert a nyert nukleinsav tObbszori tisztitas ellenére is
tartalmazhat pl. enzimgatl6 anyagokat.

Az el6z6 bekezdésben utaltam ra, hogy természeti kdzegekbdl gyakorta még ma sem
,rutin” a DNS kivonas. Az RNS kivonasa (legyen az rRNS, vagy mRNS) talan egyetlen eset-

ben sem ,,rutin”. A Nikolausz ¢s mtsai (2004) kéziratdban kozzétett eljarasunk kidolgozasa és
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rutinszerll alkalmazasa tobb mint egy évet vett igénybe. Az RNS kivonas kozismert nehézsé-
gét az RN-4z enzimek 4ltalanos eléforduldsa és nagy kornyezeti stabilitdsa okozza. Esetiink-
ben a mechanikai (sejtmalom) sejtfeltarassal parhuzamosan Trizol reagenssel inaktivaltuk a
sejtekbdl  kiszabaduld6 nukleazokat. Megjegyezziik, hogy a preciz nemtenyésztéses
diverzitasvizsgalatokhoz RNS mentes DNS-re, ill. viszont, DNS mentes RNS-re van sziikség.

Osszegezve nukleinsav kivondsrol irtakat, meg kell allapitanunk, hogy nincsen egy-
fajta altaldnosan alkalmazhat6 modszer. Eljardsunkat a kozeg ismeretében kell megvalasztani

¢s kisérletekre alapozva illeszteni - optimalni a vizsgalati cél fliggvényében.

11.3.1.2. Nukleinsav szaporitas, PCR

Amennyiben pusztdin a mikrobakozosség diverzitdsdnak szdmszerli becslése
(diverzitasi indexek szamolasa) a célunk a nemtenyésztéses eljardsban, akkor erre bevalt né-
hany nem specifikus mintdzatképz6 DNS szaporitasi eljaras. Ilyen a random amplifikacios
PCR eljaras (RAPD, random amplification of polymorphic DNA; AP-PCR, arbitrarily primed
PCR; Welsh és McClelland, 1991), vagy a Box-PCR (Martin és mtsai, 1992), az ERIC PCR
(Versalovic és mtsai, 1994) (6sszefoglaloan REP-PCR) A legelsd esetben rovid (8 - 12 bazis-
nyi) kezddszekvencidkat (primer) véletlenszerien generalnak és az ezekkel a primerekkel
végzett PCR eredményeképp valtozatos hosszasagu termékeket kapnak. A Box- és az ERIC
PCR esetében pedig (a prokariotak korében kevéssé jellemzd) konzervalt ismétlddo (repetitiv)
elemekre tervezett primer parral végeznek DNS sokszorozést. Itt is valtozatos hosszisagu
amplikonokbdl all6 terméket nyeriink. A PCR termék elektroforézise nyoman kapott csikok
szamabol kovetkeztetni lehet a baktérium kozosség diverzitasara.

A nemtenyésztéses baktérium diverzitds vizsgald eljardsok soran a filospécieszek
kimutatasat kiilonb6z6 molekuléaris kronométer gének elemzésével végzik. Bar tobb probal-
kozas is tortént a kinyert kornyezeti DNS, ill. a kornyezeti RNS-b6l masolt cDNS (az RNS-ek
kloénozéasara (el6szor Ward és mtsai, 1990) a modszer nehézkessége (a klonok koziil szelek-
talni kell a kronométer gént tartalmazokat) €s elég erdteljes szelektivitdsa (pl. a klonozhatd
DNS mérete) miatt nem valt altaldnossa. Azt a stratégiat kovetik altalanosan, hogy el6szor a
kronométer géneket szaporitjak el a vegyes kornyezeti DNS-bdl, majd a nukleinsav szaporitas
termékét klonozzak (vagy hasznaljadk az ujjlenyomat eljarasokban) (Giovannoni, 1991). A
bakteriologia teriiletén a nukleinsav szaporitds szinte kizardlagos eljarasaként a polimeraz
lancreakcié (PCR) terjedt el, annak ellenére, hogy megjelenése idejében tobb — akar

izotermalis — eljaras is ismert volt (3. tablazat). (Kétségtelen, hogy a PCR a "legprodukti-
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vabb" eljaras.) A PCR reakcidokban Pace és mtsai (1986) nyoman elsOsorban a 16S rDNS-t
szaporitjuk a rendelkezésre allo kiilonbozo ,,univerzalis”, vagy ,,taxon specifikus” primerek
segitségével. A 16S rRNS filogenetikai informacié "tartalmat" a 6. tablazatban mutatjuk be
(Ludwig és Klenk, 2001).

Eljaras Az Enzim(ek) Hoémérséklet  Cél specifikus Amplifi-
amplifikalt oligonukleotidok Kkacio
nukleinsav szama szintje

termostabilis 50-98 °C,
PCR Célszakasz DNS hémérsékleti 2 10"
polimeraz ciklus
. QB replikaz 37°C, 9
QPR Préba (4 alegységes)  izotermalis ! 10
termostabilis 50 - 98 °C,
LCR Préba - hémérsékleti 4 10°
DNS ligaz )
ciklus
Reverz
3SR (ma , transzkriptaz, 42 °C, 10
NASBA) Celszakasz oo W izotermalis 2 10
RNS polimeraz
DNS
SDA Célszakasz polimeraz, TG 4 107
restrikcios 1zotermalis
endonukleaz

5. tablazat. A PCR és az elterjedése idején alkalmazott tovabbi nukleinsav szaporito eljarasok
attekintése.

A polimerédz lancreakcido miikddése, kinetikaja egyetlen templat esetére kivaloan is-
mert. Keveset tudunk azonban arr6l, hogy a kornyezeti mikrobiologidban altalanos kevert
templat, vagyis homolog, de nem azonos célszekvencidk keverése esetében mi is torténik.
Tobb kutatds szdmol be un. preferencialis amplifikéciordl (Hansen és mtsai, 1998; Polz és
Cavanaugh, 1998; Becker és mtsai, 2000), ami pedig a nemtenyésztéses eljaras alkalmazhat6-
sagat mind mennyiségi, mind pedig mindségi tekintetben befolyasolja. A PCR sordn szapori-
tott DNS csak akkor reprezentdlja a fajok (filospécieszek) abundancia viszonyait, ha az
amplifikacids hatékonysag azonos valamennyi templat molekuldnal. Ehhez azonban néhany
feltételnek mindenképpen teljesiilnie kell:

- minden molekula azonos mddon legyen hozzaférhetd a primer szamara,

- a pimer-templat hibrid azonos hatékonysaggal képzddjék minden esetben,
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- a DNS polimeraz extenziés hatékonysaga legyen azonos az 0sszes templaton,

- a ciklusszam novekedésével a szubsztrat fogyas azonos modon befolyésolja az dsszes

templat tipust.
Bacteria Archaea
o Konzervalt Variabilis Konzervalt Variabilis
Bazissorrend helyek hely % hely % hely % hely %
568 36,8 974 63,2 571 37 971 63
Variabilis helyek meg- 2 3 4 2 3 4

oszldsa a lehetscges 232% 135% 265% 283% 154% 193 %
bazisvaltasok szerint
6. tablazat. A 16S rDNS filogenetikai informéaciotartalma. Az adatok az E. coli 1542 bazisbol
allo 16S rRNS molekuldjanak bazishelyeire vonatkoznak. Az RDP II. adatbazis alapjan tor-
tént a szamitas (Ludwig és Klenk, 2001).

Valamennyi feltétel aligha all fenn egy atlagos kozosségi vizsgalatnal. Suzuki és
munkatarsa az elsé pont feltevéseit cafoltak (Suzuki és Giovannoni, 1996), mivel az altaluk
felallitott vizsgalati rendszerben a PCR termék, a kezdeti templat aranytol fiiggetleniil, az 1 : 1
aranyhoz tartott. A szerzdk szerint a ciklusokkal novekvd kopiaszam egy adott koncentracid
felett a reannellacié (vagyis termékek egymashoz kotddése) révén gatolja a templat - primer
hibrid keletkezését, ami a dominans templat kopiaszam-ndvekedésének lassulasaval jar. Ha-
bar kornyezeti mintak vizsgalatanal is bizonyitottak a jelenséget (Suzuki és mtsai, 1998),
utalnak arra, hogy diverz minta esetén kicsi az esélye, hogy barmely amplikon elérje a gatlo
koncentraciot. A masodik pont alapfeltevése is nehezen tarthatd, hiszen a biodiverzitas vizs-
géalatokban gyakran hasznalt univerzalis, domén specifikus primerek altalaban tartalmaznak
degeneralt régiot (a szakzsargonban "lotyogést"). Nagyon gyakran a tervezésnél bizonyos
szaml nem szabalyos bazisparosodas (mismatch, 16tyogés) eleve elfogadott. Arrél, hogy a
denaturalodott DNS szerkezete, illetve a tisztitasi 1épések ellenére jelenlévd DNS-hez kotott
fehérje, humuszanyag stb. molekuldk milyen mdodon befolyéasoljak a primer extenziot, csak
sejtéseink lehetnek.

A modszerben rejlé problémék mellett a kiilonbozé baktérium fajok eltérd
genomszerkezete a hibak egy ijabb forrasat jelentheti (Farelly és mtsai, 1995). A prokaridtak
(Archaea ¢és Bacteria domén) genommérete, a 16S rRNS gén kopiaszdma, a riboszomalis
operonok szerkezete nagy mértékben befolyasolja a PCR alapu megkozelités végeredményét.
A genommeéret 600-t61 13 000 Kb-ig valtozhat, s6t még a kromoszéma szam is valtozo. A

Brucella melitensis pl. egy 2100 és egy 1150 Kb méretli kromoszomat tartalmaz. A
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16S rRNS-t kodolo gén kdpiaszama 1 és 14 kozotti, €s az operonok helyzete a kromoszéman
is nagyon valtozatos. Ilyen tekintetben mintdinkban beszélhetiink a mikrobakozosség sejt-
szamaranyarol, a DNS ¢&s akar a vizsgalt gén kopiaszdm aranyarol is.

RNS minta esetén a PCR-t megel6zi a reverz transzkripcid, amelynek sordn cDNS
szintetizalodik. Az RNS alapt vizsgalatok hibajat azonban szakirodalmi hivatkozéasok hidnya
miatt nem tudjuk becsiilni, bar feltételezhetd, hogy a kiilonb6zd baktériumokbdl szérmazod
rRNS eltérd térszerkezete mindenképpen eltérd hatékonysagot eredményez a reverz transz-
kripcié soran. Azt is csak feltételezhetjiik, hogy a kiillonb6zé hdfokon, eltéré reverz
transzkriptazokkal végrehajtott cDNS szintézis valdszintileg befolyasolja a kozosségi vizsga-
lat eredményét. A nagy hoémérsékleten denaturdloddé RNS konnyebben hozzaférhetd a
polimerdz szadmara, mig kisebb hdmérsékleten az RNS molekulak eltéré konformacidi nagy-
mértékben befolyasoljak az atirds hatékonysagat. A reverz transzkripcid nehézségét jelenti
még az atirashoz sziikséges primerek valasztasa. Az a tapasztalatunk, hogy specifikus prime-
rekkel csak aranylag rovidebb szakaszokat sikeriil amplifikaltatni, szemben az u.n. random
hexamerekkel (Nikolausz és mtsai, 2004). A reverz transzkripcid sordn esetlegesen fellépd

aranyvaltozasokat - ismereteink szerint - eddig még nem is vizsgaltak.

11.3.1.3. Klonozas

A kornyezeti vegyes nukleinsav templatbol a PCR eredményeképpen kb. azonos
hosszusagu, azonban sok kiilonbozd filospécieszhez tartozé amplikon keletkezik. A
16S rRNS-t kddolo gén hossza sziik hatarok kozott ugyan, de nagy variabilitast mutat a bakté-
riumok korében. Az ismert legrovidebb rDNS mintegy 1,35 Kb, mig a leghosszabb tobb mint
1,54 Kb. Ahhoz, hogy bazissorrend elemzést végezhessiink ,,egyfaju” templatra van sziikség.
A megoldast a vegyes PCR termék molekuléris klonozésa jelenti. A molekularis 6kologiai
vizsgalatokban az in. tompa végii és TA klonozasi stratégiak alkalmazhatok (a ,,ragados vég"
modszer nem alkalmas, még ha a TA stratégia valdjaban egyfajta enzim katalizalta atipikus
ragados végli klonozast jelent is). Ennek soran a PCR terméket legaldbb két szelekcios
markerrel jelolt, és tobb restrikcidos endonukledz enzim vonatkozisaban pontosan ismert
emésztési helyeket tartalmazd plazmidba épitjiik be. Ezt kdvetden pedig kompetens E. coli
sejteket transzformalunk a plazmidokkal. A transzformalt E. coli sejteket megfeleld taptalajon
szélesztjiik és a kindtt, 16S rDNS inzertet tartalmazo6 plazmidokat hordozo telepeket izolaljuk.

Ez utdbbi miiveletet teszi lehetdvé a tobbszorods szelekcio:
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-a taptalajba tett megfeleld (leggyakrabban ampicillin) antibiotikum csak a
transzforméansok novekedését-szaporodasat engedi, ha a plazmid antibiotikum rezisztencia
gént hordoz;

- az un. kék-fehér szelekcio alapjan pedig ki lehet valasztani a rekombinans plazmidot
tartalmazo E. coli sejtekbdl kialakult telepet. Az inzert egy B-galaktozidaz génbe épiil be, igy
a telepet alkotd sejtek nem termelik az X-Gal-t (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-d-galaktozid)
bontd enzimet, nem szabadul fel az ,,indolkék” festék.

A klénozas persze a nemtenyésztéses diverzitdsvizsgalat ujabb hibaforrasa. A legels6
kérdés mindjart, hogy hany klont kell "feldolgozni" ahhoz, hogy a diverzitasrél hi képet
nyerjiink. A 8. abraban bemutatott esettanulmany szerint a klonozas soran nyert pozitiv
telekepet nagyon nagy szadmban kell izoldlni ahhoz, hogy reprezentativ - vagyis a
filospécieszek teljes spektrumat lefedd - klonkonyvtar birtokdba jussunk, ahol rdadasul az
egyes filospécieszeket reprezentalo klonszam aranyos a filospéciesz 16S rDNS kopiaszamaval
a PCR termékben. A gorbe alakuldsa egyébként kisértetiesen hasonlit a tenyésztéses eljaraso-
kat jellemz6 grafikonhoz, csak ott a tengelyeken a klonok helyett a vizsgalt torzsek szama all,
mig a filospécieszt (nem kdtelezden) a taxospéciesz valtja. Sajat vizsgalataink szerint (Svab,
2008), csak 2 komponensti PCR termék esetén is mintegy 150 klon elemzése ad mennyiségi
tekintetben is megbizhatd eredményt (9. dbra). Vagyis egy komplex minta elemzésénél to6bb
ezer klon tovabb vizsgalata lenne ajanlott. Sajnos laboratoriumunkban erre sosem volt lehetd-

ség (ez zomében pénzkérdés).
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8. abra. Két talajminta (kontrol és cinkkel szennyezett) diverzitasvizsgalata soran az elemzett
kloénok szdma és a kimutatott genospécieszek szama kozott kapott dsszefiiggés. A pontozott
vonal az elméleti szamitassal nyert gorbét abrazolja, amely gyakorlatilag egybeesik a tapasz-
talttal. Mindkét gorbe 250 klon elemzése utdn még "messze van" a telitéstdl (Hill és mtsai,
2003 nyoman).
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A klonozéas tovabbi hibai nyilvanvaléan a folyamat kulcslépésével, a ligalassal
kapcsolatosak. Ennek vizsgéalata sokkal hianyosabb, mint a PCR soran fellépd torzulasok ku-
tatdsa. Az eddigi irodalmi hivatkozasok csak a probléma jelenlétére utalnak (Rainey és mtsai,
1994). Tapasztalati tény, hogy az inzert mérete befolyasolja a klonozas hatékonysagat. Nem
késziilt azonban atfogd kutatds arra vonatkozodan, hogy egy kevert, eltérd hosszasagu
fragmenseket tartalmazd PCR termék klonozésa esetén a fragmenshossznak, a vektor : inzert
aranynak, az inzert G+C aranyanak (térszerkezetének), a végek melletti DNS szakaszok szek-
venciajanak stb. milyen szerepe van az inzertalédas hatékonysagaban. A klonok kdzott ezen-
kiviil szerepelni fognak még a PCR soran keletkez6 kiméra szekvencidk, bar az eredmények

kiértékelésénél ezek jo hatdsfokkal kisziirhetéek (Kopczynsky és mtsai, 1994).

S

2 100

‘s

s 9

1]

$ oA

E AN

N 60

B 50 kY

5 4 N ~

N T e e e W e BRI > s

c | Y WY Y'Y - Do R ~ Araeen
= 30 .N?y-—v

Ko}

2 20 a =4

© I~

N

o 10

[7]

o 0 'numﬂCmmmnmmmmanmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
L

< 1 12 23 34 45 56 67 78 89 100 111 122 133 144 155 166 177 188 199 210

Megvizsgalt klonok szama

9. abra. Az inzert-arany alakulasa a megvizsgalt klonok szamanak fiiggvényében harom par-
huzamos fiiggetlen kloénozasi kisérletben (harom szin). Az Aeromonas hydrophila 1365 bp és
a Bacillus cereus 322 bp hossziisagh PCR termékét 1:1 ardnyban kevertiik. Kb. 150 klon
elemzése utan a visszanyert arany mar nem valtozott jelentés mértékben. A révidebb inzert
beépiilése gyakoribb (Svab, 2008).
11.3.1.4. Bazissorrend elemzés

A(z izolalt) klonokat a bazissorrend meghatarozas megkezdése elétt ,,rendezni” kell,
klonkonyvtarat hozunk létre. Az azonos 16S rDNS inzertet tartalmazo klonokat restrikcios
endonukledzokkal torténd hasitds és az ezt kovetd mintdzat elemzés modszerével valasztjuk
ki. Erre szolgdl az ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis; Massol-Deya ¢és
mtsai, 1995), vagy ijabban a sokszorta pontosabb T-RFLP elemzés (lasd késobb). A csopor-
tok reprezentansait vetjiik ala bazissorrend elemzésnek. Megjegyezziik, hogy a klonkdnyvtar
készitésénél (akar az ARDRA, akéar a T-RFLP elemzést hasznaljuk) olyan hibat sohasem ta-
laltunk, ahol egy csoportba tobb filospéciesz is jutott volna. Inkabb ellenkezdleg, az eléfor-
dult, hogy tobb csoport is ugyanazt a filospécieszt fogja utobb a bazissorrend elemzés utan

adni.
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A béazissorrend meghatarozas (,,szekvenalds”) modszere a rendelkezésre allo genetikai
analizator (pl. Applied Biosystems, Beckman Coulter, Helios) miikodési elvétdl és gyartma-
nyatol fligg ma mar és a gyarto altal ajanlott kitek segitségével torténik. Megjegyezziik, hogy
a legutobb kidolgozott ,,piroszekvenalasi” eljaras (Ronaghi, 2001) olyan olcsova tette a mod-
szert, hogy a genomospéciesz (lasd I1.2.1. fejezet) fajdefinicio igénye (vagyis 1,5 - 2 Mb-nyi
kromoszoma szakasz bazissorrendjének elemzése) sok kiilfoldi laboratériumban mar nagy faj-
szamok esetében is kielégithetd. A mi esetlinkben ugyanakkor leggyakrabban a 16S rDNS
génszakasz elsé mintegy 5 - 600 bazisnyi részét elemezziik csak. A fajok tobbségében ez a
gén legvaltozatosabb, filogenetikai szempontbol (filospéciesz szintjén) legjobb felbontasu ré-
sze. A teljes gén bazissorrend elemzésére csak az 0j fajok leirdsa esetében keritenek sort alta-
laban.

A nyers bazissorrend elemzése soran eldszor a Ribosomal Database Project II. (RDP
II.) CHECK CHIMERA programjanak (Maidak és mtsai, 1999, ill. 2001, Cole és mtsai,
2003) felhasznalasaval a PCR, vagy klonozasi hibdkat zarjak ki, majd homolog szekvencidkat
keresnek a BLAST algoritmus (Altschul és mtsai, 1997) segitségével a National Center for
Biotechnology Information (NCBI, USA) adatbazisdban, vagy az ARB programcsomag
(Strunk ¢és Ludwig, 1995) segitségével az RDP II adatbazisban (az ARB sajat adatbazisaban
¢s mas adatbazisokban, pl. EzZTaxon [Chun és mtsai, 2007]). A fajdefinicio (és az elemzésbe
vont szakasz hossza) fiiggvényében a 97 - 99 % feletti homologia értékek identifikaciot, faj-
azonositast jelentenek. Sokszor nincsen lehetdség a faj azonositdsara, ilyenkor legalabb a
nemzetség szintjén kisérlik meg a rendszertani besorolast.

Kérdéses, hogy a nemzetség (génusz) hatara hol huzhaté meg, vagy kijeldlhetd-e
egyaltalaban. Cowan (1978) eredeti megallapitisa szerint ,,genus is one of the basic ranks in
the hierarchical systems used in biology, and probably the highest rank with any significance
in microbiology. ... it is best considered as a collection of species with many characters in
common ... Like the species, the genus is a subjective concept without any foundation in
fact.” A filospécieszek koraban is ,,korrekt” ez a nemzetség fogalom, pusztin arra kell tore-
kedni, hogy a nemzetség filogenetikai szempontbol ,koherens” legyen (Stackebrandt és
Woese, 1984; Stackebrandt, 2006). Sok nemzetséget emiatt az elmult 20 évben revidealtak,
ujrarendeztek, de sajnos ez nem tortént meg a prokariotdk valamennyi génuszara. Tul ezen az
egyes nemzetségeket mas és mas filogenetikai ,,mélységgel” (sensu Stackebrandt, 1992) hata-
rolték le. Ennek kovetkeztében a nemzetség szintli besorolds a nemzetségre €s a rokon nem-
zetségekre rendelkezésre 4llo valamennyi szekvencia filogenetikailag hli rendezését és atte-

kintését igényli.
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Az utdbbi 6t évben az eldbb jelzett gondoknal sokkal nagyobb is jelentkezett. A vizs-
galt kornyezet jellegétdl fliggden, de egyre gyakrabban fordul eld, hogy a homoldgia keresés
eredménye ,.kornyezeti nem tenyésztett klon”. Errdl pedig a legjobb esetben is csupan annyit
tudhatunk meg, hogy milyen habitatbdl izolaltak. Természetesen egy nagyobb ,,csapat bazis-
helyzet (vagyis, hogy sok "divizioban" egyaltaldban nem mutattak ki érvényes fajokat, csak
genotipusokat; 25. lap) a nemzetségek filogenetikai szintjén még sokkal kidbranditobb.
Vagyis a kornyezeti minta fajdiverzitasara alapozott kozosségi anyageseréjének feltarasa, a
miikodésre vonatkoz6 kovetkeztetések levonasa -ilyen esetekben - lehetetlenné valik. E
gondok bizonyos fajta megoldasat jelentheti az ujjlenyomat eljarasok alkalmazasa, illetve a
metagenomika nyomén kaphatd eredmények felhasznédldsa. Ma mar két olyan teljes genom
ismert és annotalt, ahol nincs meg a faj ("nem tenyésztették még ki"; Venter és mtsai, 2004;

Dupré és O’Malley, 2007).

11.3.1.5. Molekularis ujjlenyomat eljarasok

Attekintve a hagyomanyos tenyésztéses kornyezeti bakteriologiai elemzések id6 és
munkaigényét (no meg koltségét) azt kell mondjuk, hogy a klénozas és filospéciesz meghata-
rozasra alapozott munka sem sokkal rovidebb id6t, kevesebb munkat (és foképpen pénzt) igé-
nyel. Ha ezt rdaadasul dsszevetjiik a mikrdobidlis 6kologia természetes kivanalmdval, hogy a
kozosség 1d6 és térbeli valtozatossagat is megismerjiik az iddigény sokszorosara né. Gondol-
junk csak bele pl. egy olyan esetbe, amikor egy eleveniszapos medence mikrobidtajanak kor-
nyezeti hatdsokra torténd megvaltozasat kell elemezni, ahol a tartozkodasi id6 3 6ra. Vagyis a
valtozasok nyomonkodvetéséhez (akar napok hosszatt) 10 - 20 percenként vett mintakat kel-
lene elemezni és ekkor a térbeli heterogenitdsra még csak figyelmet sem forditottunk. Ez
esetben egy-egy fajrol a "van / nincs", vagy "sok van / alig van" (beldle) informacié is hihe-
tetlen fontos lehet. A hagyoményos tenyésztéses mikrobiologiai megkozelités a szelektiv tap-
talajok alkalmazdséaval torténd csiraszamlas lehet (pl.). A nemtenyésztéses eljarasok esetén a
molekularis ujjlenyomat technikdk kinaljak filotipusok sokasdganak pontos mindségi, ill.
mennyiségi nyomonkdvethetdségét, kiegészitve azzal az informacioval, hogy az illetd szerve-
zet aktiv anyagcserét folytat-e (RNS alapti megkozelités). Természetesen igaz ez - viszont -
adott idOpontra vonatkoz6 térbeli heterogenitas feltarasara is. Hozza tehetjilk még a fentiek-
hez, hogy a filotipusok filospéciesz szintli azonositdsa is megoldhatd a legtobb esetben vagy

kozvetleniil (a kritikus filotipusok bazissorrend elemzésével), vagy kdzvetve a mintabol ké-
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sziilt klonkonyvtar elemzésre alapozva, ill. ,,in-silico”, vagyis szamitégépes adatbazisok segit-
ségiil hivasaval.

Ellentétben a klonozassal, ahol a kozosséget reprezentald vegyes amplikont egyesével
"fajtazzuk szét" és elemezziik, a molekularis ujjlenyomat eljarasok esetében az egy-egy
taxonbol nyert teljes amplikontomegeket valasztjuk el (és jellemezziik), ezek adjak a minta-
zatot. Ezért is lehetséges mennyiségi kovetkeztetések levondsa is. Az elvalasztas torténhet az
amplikonok "pontos" mérete alapjan (pl. T-RFLP), vagy pedig G + C ardny és konformacio
szerint (pl. DGGE, SSCP). (De ujjlenyomatot adhat egy hibridizacids mintdzat is.) A 7. abrdn
(26. lap) ot eljaras roviditését tiintettiik fel, a bakteriologiaban ezek kozott is a DGGE
(denaturalé gradiens gélelektroforézis) és a T-RFLP (termindlis restrikcios fragmens hossz
polimorfizmus) alapi elemzés a leggyakoribb. A 0. dbran az eredetileg pontmutaciok
kimutatasara kidolgozott és Muyzer és Smalla (1998) altal kornyezeti mikrobioldgiai célokra
adaptalt DGGE miikodésének elvét latjuk. A tobbé-kevésbé azonos hosszisagu (lasd a
I1.3.1.3. fejezetet) multitemplat PCR terméket az amplikonok GC aranya szerint, ,,olvadasi
jellegzetességeikbdl” addodd konformdacid valtozédsaik alapjan valasztjuk szét (mikdzben a
DNS két szalat a primerrel bevitt GC gazdag régi6 [GC kapocs] tovabbra is dsszetartja). Mig
a DGGE-ben a denatural6 szer (urea, formamid) gradiense szolgalja a szétvalasztast, a TGGE
(hdmérsekleti gradiens gélelektroforézis) esetében a gélben (vagy gyakrabban futas kozben,
idében) biztositott hdmérsékleti gradiensben torténik a kétfonalas DNS szétvalasa. Ekkor
futasa lelassul, szinte teljesen leall és a GC kapoccsal Osszetartott "megolvadt" DNS-ek a
gélben ,,csikba tomoriilnek”.

A nagyon hamar népszeriivé valt eljarassal kornyezeti mintdkban a kdzosségszerkezet
tér-idébeli valtozasait, szennyezésekre adott valaszait stb. vizsgaltdk (pl. Muyzer és mtsai,
1995; Ferris és Ward, 1997; Santegoeds és mtsai, 1998; Torsvik és mtsai, 1998; Borsodi és
mtsai, 2004; Székely és mtsai, 2008; Vladar és mtsai, 2008). Meg kell jegyezziik, hogy az el-
jarads kimutatdsi hatdra csak a dominans (ill. a PCR termékben dominans) fajok
(filospécieszek) kimutatdsara alkalmas és még a legvaltozatosabb faji spektrum mellett is a
megkiilonboztetheté csikok mennyisége legfeljebb 50 koriili. gy azutan sok a mintaban taldn
kisebb egyedszamban jelenlevd, de a kozdsségi anyagceserét illetden fontos szervezetet nem
mutatunk ki, s6t a PCR torzitésait figyelembe véve még a kimutatottak korében is kritikus le-
het a mennyiségi aranyok kérdése (von Wintzigerode és mtsai, 1997; Suzuki és mtsai, 1998).
E problémakor megoldasa csak filospéciesz specifikus eljarasokkal lehetséges (pl. Kowalchuk

¢és mtsai, 2000; Boon ¢s mtsai, 2002) akar a DGGE esetében, akar pedig mas eljarast alkal-
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mazva. Els6sorban a hibridizacids technikak segitségiil hivasa (Amann és Schleifer, 2001)

johet szdba.
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10. abra. A denatural6 gradiens gélelektroforézis (DGGE) miikodésének elve.

Ezt az eldbbiekben jelzett ,,mennyiségi korlatot” a T-RFLP eljaras alkalmazasaval
elkeriilhetjilk annak sokszorta jobb érzé¢kenysége miatt. A T-RFLP elvét a /1. abraban mu-
tatjuk be (Liu és mtsai, 1997; Osborn és mtsai, 2000). A k6zosségi nukleinsavbol végzett,
kronométergénre specifikus PCR reakcioban az egyik primert fluoreszcensen jeldlik. A ter-
mék restrikcids emésztése a hasitd helyek eltérd elhelyezkedése miatt mas-mas méretli termi-
nalis (jelolt) fragmenst fog adni. A fragmensek szétvalasztasat nagy felbontasu eljarassal,
ujabban leggyakrabban kapillaris elektroforézissel végzik (pl. ABI Genetikai Analizator,
»gene-scan” lizemmadd), ahol a fluoreszcensen jelolt fragmensek detektalasa ~500 bazispar
hosszlisagig +0,5 bazisnyi pontossaggal lehetséges. Természetesen a méret meghatarozashoz
a mintaval egyiitt un. belsd standardokat is kell futtatni (ezek fluoreszcens jelolése értelemsze-
riien eltér a mintaétol). A primer kotési helye és a restrikcids enzim hasitasi helyének ismere-
tében a termindlis fragmens hosszakhoz filospécieszek rendelhetdk (filotipusok) €s a gorbe
alatti teriilet pedig az egyes filotipusok mennyiségi aranyaira enged kovetkeztetni. Az ered-
ményt ,,szemikvantitativnak™ szoktak jellemezni, hiszen a PCR torzitasait (1asd 11.3.1.2. feje-
zet) tiikrozi.

A T-RFLP faji szintli felbontasa a nagypontossagti fragmentum hossz meghatarozasa

ellenére relative csekély, hiszen kiilonboz6 fajok 16S rDNS-ének adott enzimmel torténd rest-
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rikcios emésztése eredményezhet azonos méretii fragmenst. A felbontast tobb restrikcios en-
zim hasznalataval pontosithatjuk, de a csucsok jo része még igy is azonosithatatlan lesz. Az
ok jo esetben egy-egy 1j filotipus jelenléte. Az azonban nyilvanvald, hogy alkalmazéasaval a
kozosségszerkezet valtozasait akar nagyon sok minta esetében is nagy felbontassal tudjuk ko-

vetni.

Terminalis
PCR termék fragmens  Kromatogram
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11. abra. A termindlis restrikcids fragmens hossz elemzés (T-RFLP) mddszerének vazlata. A
termindlis fragmentumok detektalasaval nyert kromatogramokon jol lathat6, hogy a diszkrét
csucsok elhelyezkedése a termindlis fragmentum hosszatol, a gorbe alatti teriiletek a termina-
lis fragmentum kopiaszamatol fiiggenek.

Az SSCP (egyfonalas DNS konformécids polimorfizmusa; single-strand conformation
polymorphism) elemzést Schwieger és Tebbe (1998) alkalmazta eldszor mikrobiologiai ko-
z0sség elemzésre. Az eljards soran a kozosségi kétfonalas PCR termék egyik szalat specialis
nukledzzal elemésztik (pl. mungd-bab [arany-bab] nukledz). Az igy nyert egyfonalas DNS-t
nativ koriilmények kozott elektroforetizaljuk nagyfelbontasu (pl. kapillaris) rendszerben. Az

egyes cstcsok a kiillonbozd térszerkezetek alapjan jonnek létre. Az eredetileg mutdciok ki-
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mutatdsara kidolgozott eljaras alkalmazéasa meglehetdsen koriilményes a mikrobialis 6kologi-
aban. Szamos hibéja is van, azonban ezek preciz elemzése - miutan az eljaras nem terjedt el -
még varat magara. Az LH-PCR (hossz heterogenitasi PCR, Suzuki és mtsai, 1998) modszer
lényege, hogy eleve megfeleld hossz-heterogenitassal rendelkezd (pl. ITS régiokat tartalmazo)
kromoszoma szakaszokat szaporitanak fluoreszcensen jelolt primerrel, az elvalasztast pedig
nagyfelbontésu (pl. kapillaris) elektroforézissel végzik.

Az ujjlenyomat elemzések tehat filotipusok jelenlét-aktivitds mintdzatainak (térben,
idében) kimutatasara alkalmasak. Segitségiikkel nagyszami minta gyors elemzése valik meg-
oldhatova. A moddszerek legfontosabb hianyossaga, hogy az elemzést megeldzi egy nuklein-
sav szaporitasi 1épés, amely az eredmények mennyiségi értékelését kétségessé, kritikussa te-
SZ1.

A dominans és aktiv baktériumok nagyobb élettani csoportjainak talan legpontosabb
mennyiségi meghatarozasi hagyomanyos modszere a 1égzési kinon / zsirsav metilészter alapu

kemotaxondmiai elemzés.

I1.3.2. A baktériumsejtek lipid Osszetevdinek kivonasan alapuld kornyezeti bakteriologiai elja-
rasok

A taxospécieszek, vagy fenospécieszek rendszertanaban az 1970-es ’80-as évektdl
kezdve egyre jelentdsebb szerepet jatszott a kemotaxondmiai bélyegek alkalmazasa. Mind a
mai napig uj fajok leirasa esetében kotelez6 megadni (vagyis az in. minimum kritériumok ko-
rébe tartozik) a sejtfal szerkezetb6l a murein (peptidoglikdn) keresztkotéséért felelds
diamino-, vagy dikarbon-aminosavat (Gram-pozitiv szervezet esetében a teljes keresztkitd
szerkezetet akar), valamint a sejtmembran lipid alkatrészeit ,,zsirsavprofil” (Tornabene, 1985)
és ,,izoprenoid kinon” (Collins és Jones, 1981) szintjén (pl. Toth és mtsai, 2008). Mivel egyér-
telmlivé valt, hogy a zsirsavprofilra akar faji szintli hataroz6 kulcs épithetd, valamint a
kinonok esetében hasonlé felbontas tapasztalhatd az aktinobaktériumok korében (és az éter
lipideket illetden az Archaeca doménben; Bai és Zelles, 1997), automata identifikacids rend-
szert is készitettek (Erola és Lehtonen, 1988), amely kereskedelmi forgalomba is keriilt
(Sherlock Microbial Identification System).

Az egyes mikroorganizmusok lipid profilja azonban erdteljesen fligg a kornyezeti
feltételektol, vagyis akar az izoprenoid kinon alapu, akar a zsirsav metilészter alapu fajazono-
sitas alap kovetelménye a torzseknek ,,szabvanyositott” kortiilmények kozott torténd tenyész-
tése. Teljesen nyilvanvald pl. hogy egy tdg homérsékleti toleranciaval rendelkezé baktérium

10 °C-on szaporitva membranjaban joval tobb elagazo és telitetlen zsirsavat fog tartalmazni,
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mint ugyanaz a szervezet 40 °C koriil tenyésztve. Ezen a héfokon feltehetden tobb lesz a teli-
tett zsirsavak aranya. Hasonlot mondhatunk el a 1€gzési kinonokrdl: nagy oldott oxigéntarta-
lom mellett tenyésztett baktérium tenyészet kinon profilja el fog térni a nitrat 1égzésre
,kényszeritett” parhuzamos tenyészetétol. Baktériumfajrol baktériumfajra valtozik, hogy zsir-
sav, ill. kinon tipusa mennyire allando, ill. hogyan modosul kérnyezeti hatasokra. Raadésul az
erre vonatkoz6 kutatdsok szama meglehetdsen csekély. Mégis nd azoknak a kornyezeti mik-
robioldgiai elemzéseknek a szdma, amelyben valamelyik kemotaxondmiara alapozott eljarast
tenyésztéses és nukleinsav alapi modszerekkel parhuzamosan alkalmazzak. Zelles Léaszlo és
Laczko Endre magyar szarmazasu kutatok munkassaga alapjan (Zelles és Bai, 1993; Laczko
¢s mtsai, 1997) a baktériumkozosség ¢és a kozosségi anyagcsere jobb megismerésére nagyon
sok példat ismeriink (pl. Hirashi és mtsai, 1991; Zelles és mtsai, 1992; Bardgett és mtsai,
1996; Boon és mtsai, 1996; Fujie és mtsai, 1998; Schloter és mtsai, 1998; Gattinger, 2000;
Widmer és mtsai, 2001; Halbritter és Mogyordssy, 2002; Gattinger és mtsai, 2002; Téth és
mtsai, 2004; Halbritter, 2005). A foszfolipid zsirsavelemzés indikacios lehetdségeit Zelles
(1999) nyoman a 7. tablazatban mutatjuk be. Az eljaras korlatait jelentés mértékben ndveli az
az elézéekben mar tobbszordsen dokumentalt tény, hogy a kornyezeti mintdk baktérium né-
pességének legfeljebb 1 %-a ismert faji szinten. Magyaran a lipid analizisb6l levont kdvet-
irasara alapozva.

A kornyezeti mikrobiologia eszkoztarabol a megvalaszolatlan kérdésekre torténd

valaszadas lehetdségeként az oligonukleotid hibridizacios eljarasok maradtak.

I1.3.3. Az oligonukleotid hibridizacids eljarasok haszna a kdrnyezeti mikrobiologiaban

Habéar a nukleinsav hibridizacios technika mar nagyon kordn a rendszertan alapvetd
eljarasava valt (Marmur és Lane, 1960; Mandel, 1969) és a fajdefiniciét 30 éve erre alapozzak
(Wayne ¢és mtsai, 1987), valddi fontossagat €s kornyezeti mikrobiologiai alkalmazhatdsagat
csak az elmult 10 év hihetetlen fejlddése mutatta meg (Amann és Schleifer, 2001). Két oka is
van ennek. Az egyik nyilvanvaléan a 16S rRNS adatbazis (RDP II.) és altalaban a teljes
genom programok hihetetlen méreti bdviilése, vagyis a cél, illetdleg proba szekvencidk
(oligonukleotidok) rendelkezésre allasa. A masik pedig a technikdk egy részének a
»kommercializalédasa” és miniatiirizalasa (,,genom on a chip”). A kdrnyezeti mikrobiologiai
felhasznalhatdsag és informaciotartalom szempontjabol pedig taldn a fluoreszcens in situ hib-
ridizacié (FISH) hozta a legtobb ujdonsagot (Amann és mtsai, 1990.a; és b, Hartmann és

mtsai, 1998). Ugyanakkor - legalabbis a kornyezeti mikrobioldgidban - a ,,csip technologiak”™
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hasznalata csak lassabban halad eldre ¢és sok kézlemény jelenik meg a nehézségek okarol (pl.
Alm ¢és Stahl, 2000; Wu ¢és mtsai, 2001; Loy és mtsai, 2002; Wilson és mtsai, 2002;
Kyselkova és mtsai, 2008).

Az (oligo)nukleotid probak rovid (15 - 10 000 bazis) egyfonalas nukleinsav szakaszok,
amelyek hozza tudnak kotni a mas forrasbol szarmazéd komplementer nukleinsavhoz. Ezzel a
hibridizaciénak nevezett folyamattal a célszekvencidk elsddleges szerkezetét detektaljuk,

amely kornyezeti hatasoktol (gyakorlatilag) fiiggetlen szemben az ,,expresszalt fenotipussal".

Jelolés Elnevezés Eléfordulas, indikacios lehetdség
PLFA foszfolipid-zsirsavak biomassza
SATFA  telitett észterkotésli zsirsavak ~ Bacteria, Eukarya
- egyenes lancu Bacteria, Eukarya
1-, a-, TV Gram-pozitiv baktériumok; szulfat-redukalok,
elagazo lancu :
Me- Cytophaga, Flavobacterium
-C ciklopropil Gram-negativok, Clostridium, Bifidobacterium
MUFA egyszeresen telitetlen észterkotésii zsirsavak
16:106 16-,05 la}nclnlossz, | kettds kotés I-es tipusu metanotrofok
a lancvégtol 6. helyen
18:1m8 18-’as la’ncl}ossz, I kettds kotés [I-es tipustt metanotrofok
a lancvégtol 6. helyen
PUFA trobbszc?'ro,se”n te,htetlen Eukarya, cianobaktériumok
¢észterkotésli zsirsavak
PLOH ¢észterkotésii hidroxi-szubsztitualt zsirsavak
o -OH 2 karboxilesoport melletti Gram-negativok, Actinobacteria
1. szénatomon
B -OH a karboxilcsoport melletti Mycobacterium
2. sz€énatomon
© -QH a kgrbo?(llcsoporttol leg- Gombak
tavolabbi szénatomon
myl I,mko,l savak (B-hidroxi, a-el- Actinobacteria
agazas)
UNSFA  nem észterkotésii zsirsavak Anaerob baktériumok
UNon  nhem eszterkSiésti hidroxi- Anaeréb baktériumok
szubsztitualt zsirsavak
-OH a k il lletti . :
0} © 2 arboxilesoport melletti Sphingomonas, Candida
1. szénatomon
-OH a k il lletti .. .
B o 2 arboxilesoport melletti Bacterioides, Flavobacterium
2. szénatomon
ikolsavak (B-hi i, a-el- : .
myl mikolsavak (-hidroxi, a-¢ Mycobacterium, Nocardia

agazas)

7. tablazat. Jellegzetes PLFA-tipusok, jelolésiik és indikacios lehetdségeik. Az egyes nagyobb
lipid frakciokat vastagon szedtiik (Zelles, 1999 nyoman).

Vagyis genotipikai eljaras, amely a célgének fiiggvényében egyfajta "molekuléris szonda-

ként" alkalmas fajok és egyéb filogenetikai csoportok kimutatasara, de hasonloképpen anyag-
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csere-folyamatok potencialjanak detektalasara. Az elsd esetben a 16S rDNS, vagy 16S rRNS
(esetleg mas kronométer gének) lehet a cél, az utdbbi esetben pedig egy-egy funkcidgén, vagy
az arrol atirt mRNS. (Azért csak az anyagcesere folyamatok potencialjat detektaljuk, mert a
gén megléte nem jelenti azt, hogy az atiras is megtorténik, valamint adott nagymennyiségii
mRNS jelenléte egy sejtben még nem jelenti biztosan, hogy arrdl fehérje szintetizalodik és az
aktiv lesz.) A DNS, ill. az RNS cél szekvencia esetében fel kell hivnunk a figyelmet a 1énye-
ges mennyiségi kiilonbségre. Mig sejtenként a 16S rDNS gén 1 - 14 kopidban lehet jelen
(Farelly és mtsai, 1995), a 16S rDNS képiaszama egy aktivan szaporodé sejtben 10* - 10° is
lehet (Amman és Schleifer, 2001). A Mycobacterium tuberculosis esetén 10* - 10> rRNS ta-
lalhato sejtenként, mig pl. az E. coli-ban 10" - 10> molekula.

Az oligonukleotid probak hasznéalatanak elvi menetét a kovetkezdkben foglalhatjuk
0ssze:

- a proba megtervezése, eldallitasa és jelolése,

- a c¢l nukleinsav ,,feltarasa”, hibridizaciora alkalmas allapotba hozasa,

- hibridizacio,

- az eredmény detektdldsa és értékelése.

A probak tervezése az egész folyamat leginkabb kritikus része (Giovannoni és mtsai,
1988). Nagyon sok csoport specifikus proba vasarolhatd, mégis filospécieszek kimutatdsa
esetén a probatervezés alighanem a kutat6 sajat feladata lesz. A nehézség érzékeltetésére csak
egyetlen példat hozunk itt fel: egy filospéciesz 16S rDNS-ére specifikus probat terveziink,
amely 18 bazis hosszisagu €s ezzel kivanunk egy vegyes (pl. talaj eredetii) mikrobakdzosség
DNS-¢ében a filospéciesz jelenlétre kémlelni. Sajnos a hihetetlen méretli bazissorrend variabi-
litds miatt még a legszigorubb feltételek esetén is eléfordulhat, hogy egy nem riboszomalis
RNS gén egy szakasza pl. 1 - 2 hibaval célszekvenciaként szolgalhat. Ha pedig ez a szervezet
a mintaban tomeges el6fordulasu ... (Grimont és mtsai, 1985). A proba egyébként késziilhet
oligonukleotid szintézissel, vagy hosszabb proba esetén molekularis biologiai eljarassal, pl.
PCR segitségével, specifikusan kivalasztott szekvenciakbol (Schmiedhuber és mtsai, 1988). A
16S rRNS in situ hozzaférhetdségét a probak szdmara a 12-13. abrdkon mutatjuk be. A proba
jelolése sokféle lehet (pl. radioaktiv, kemolumineszcens) ma legtobbszor a fluoreszcens direkt
(vagyis a proban torténd) jelolés a szokasos.

A cél nukleinsav sejtekbe zart, ezért vagy ki kell azt vonni a sejtekbdl, vagy a sejteket
zacio6 folyamatat lehet6ség szerint a legszigorubb koriilmények kozott kell végezni. A feltéte-

leket a proba olvadasi tulajdonsagai (Ezaki és mtsai, 1989) hatarozzdk meg, amit az
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12. abra. A 16S rRNS in situ elérhetdsége az E. coli esetében (Amann €s Schleifer, 2001).

. class I B1-100%
. class I &1-80%
El class IIL: 41-60%
I s vv: 2000
. chiss V- 6:20%
- cliss VI 0-5%

13. abra. 200 oligonukleotid proba elhelyezkedése (18-mer, eltolas: 5-13 nukleotid) az E. coli
16S rRNS sematikus harmadlagos szerkezetén. A szinek az elérhetdséget mutatjak (Amann és
Schleifer, 2001 nyoman).
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alkalmazott oldatok ionerdsségével, denaturaloszer tartalméval, illetve a reakcio héfokaval le-
het finoman szabalyozni. A hibridizacié torténhet folyadék fazisban, bar ma legtobbszor
membranokhoz kotve zajlik, ill. ,,csipek™ esetén iiveg feliileten. A kivitelezést illetéen a szok-
vanyos eljaras soran a cél nukleinsavat rogzitjiikk pl. membranra és hozzuk 6ssze a probaval. A
forditott (reverz) eljarasnal a probat rogzitik a feliiletre és a célszekvencidk vannak az oldatfa-
zisban. Igy oldhaté meg csupan a ,,mikrorendek” (DNS array) esetében szokasos hihetetlen
»~informacio slirliség” elérése: par négyzetcentiméternyi livegfeliileten tobb ezer proba taldl-
hat6 preciz elrendezésben.

A kiértékelés a direkt, vagy indirekt jelolés fliggvényében hagyomanyos eljarasokkal
(pl. fotometria, denzitometria, luminometria), vagy a FISH és a ,,mikrorendek” esetében fluo-
reszcens mikroszkoppal (akar konfokalis 1ézer szkenning technikaval) torténik, ill. gyakran
nagy felbontast szkennerek segitségével. Gyakorta kettds, vagy tobbes (&ltalaban 5 kiilon-
b6z0 probaig lehet sikeres) jeldlést alkalmaznak, ahol kiilonb6z6 hullamhosszokon értékel-
nek. FISH esetén a felvett képeket elektronikus képfeldolgozas segitségével ,,montirozzak”
egybe.

A kornyezeti bakteriologiaban a kozosségek valos szervezddésébe talan a FISH tech-
nika segitségével tekinthetiink be. Egy-egy jol sikeriilt FISH prepardtummal nemcsak egyes
filospécieszek szamat allapithatjuk meg a mintdban, de azok pontos elhelyezkedését a tobbi
baktérium, vagy eukariotak vonatkozasaban, s6t megfeleld tobbes jelolések esetében bizonyos
anyagcsere aktivitasok potencialjat (pl. NifH gén jelenléte feltételesen N, kotd aktivitast je-
lent) is megbecsiilhetjiik (pl. Kovacs, 2002; Halbritter, 2005; Torok €s mtsai, 2008). A mole-
kularis filogenetika eredményei maéra a mikroszkdpia reneszadnszat hoztdk el a

bakterioldgiaban.
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III. A KUTATASOK CELKITUZESEI

Megy-¢ elébbre majdan fajzatom,

Nemesbedvén, hogy tronodhoz kozelgjen,

Vagy, mint malomnak barma, holtra farad,

S a korbdl, melyben jar, nem bir kitérni?"
(Maddch Imre: Az ember tragédidaja)

A fenti idézetben megfogalmazott kérdések a Paradicsombdl vald kitizetést mar-mar
elfogadé Adam teszi fel az Urnak. E kérdéssel azonban minden embernek szembesiilnie kell.
A kutatoi munkat élethivatasanak valasztdé embernek kiilonds figyelemmel kell valaszolnia e
kérdésre. Mély meggydzddésem, hogy a mikrobioldgia tudomanya az elmult negyed évsza-
zadban a Watson ¢és Crick (1953) altal megjosolt, DNS-ben rejtett kiillonds informaciok (,,This
structure has novel features which are of considerable biological interest.”) felhasznalasaval
hihetetlen sebességgel "ment el6bbre". Ennek a fejlédésnek a kdrnyezeti bakteriologiara gya-
korolt hatasat kivanom bemutatni sajat munkdm / munkdink alapjan. A kiilonféle
- legtagabban értelmezett - magyarorszagi vizes élohelyek biodiverzitas vizsgalata az a kozeg,
amelyben a molekularis biologiai eszkoztar alkotd felhasznalasaval nyerhetd informacio
tobbletet demonstralom.

- Elséként végigjarjuk azt az utat, amelyet a kornyezeti mikrobioldgia megtett a mikroszkopos
¢és tenyésztésre alapozott csiraszdmbecsléses eljarasok alapjan a kornyezetiinkrdl kialakithatod
képtdl a hagyomanyos, torzsek izolalasan és jellemzésén alapuldo modszerekkel elérhetd tuda-
son keresztiil a ma - hazankban t6bb helyen - rutinszertien alkalmazott, k6zsségi nukleinsav
kivonasra €piild, filospécieszekkel dolgozo technika nyujtotta lehetdségekig. Ezenkdzben be-
mutatom az egyes modszerek alkalmazasanak korlatait, esetleges hibait és a segitségiikkel el-
érhetd ismeretek mélységét, a vizsgalt ¢élohelyek fajszerkezetét és kozosségi anyagcsere
diverzitasat illetden. Célom, hogy bemutassam az egyes technikai korlatok meghaladasanak,
lekiizdésének lehetséges iranyait és a hibak elkeriilésének utjait.

- A kovetkez6 részben célul tliztem ki a nemtenyésztéses eljarasok alkalmazott kornyezeti
bakterioldgiai, biotechnoldgiai hasznanak bemutatasat. A természet erdforrasainak ma még
alig feltart részét képez6 mikrobidlis aktivitdsokat gyakorta évszazados tapasztalatok alapjan a
nélkiil hasznaljuk, hogy a pontos mitkddést ismernénk. Ilyen a "vizek ontisztuldsanak" folya-
mata, amelyre tObb kornyezeti biotechnoldgia is épiil (pl. szennyviztisztitasi technikak, vagy a
parti szlirésti ivoviz eldallitas). A technologiai folyamatok kulcslépéseit (pl. az eleveniszapos

medence) az ilizemeltetd legtobbszor afféle fekete dobozként kezeli, csak az érdekli, hogy a
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kivant valtozasok megtorténjenek (pl. a viz tisztuljon meg), de nem érdekli az, hogy ez ho-
gyan torténik. Bemutatom, hogy a technologidk hagyomdnyos fizikai, kémiai paraméterekre
alapozott miikodtetése, irdnyitdsa a '"fekete doboz" mikrébidlis faj és anyagcsere
diverzitasanak feltarasaval javithato, az tizemvitel optimalasanak alapfeltétele a mikrobiolo-
giai folyamatok megismerése, megértése.

- Korunk molekularis bioldgiai laboratériumi technologidinak a puszta "felhasznaloi szint(i"
alkalmazasa is gyakran szellemi kihivast jelent. Két alapvetd szintje is van a kihivasnak, az
egyik magéanak a bioldgiai folyamat mitkddésének a pontos megismerése, a masik pedig a
folyamatot nyomon kovetd észleldrendszer mikddésének pontos megismerése. Ezek nélkiil
gyakorta nem értjiik meg a kapott eredményeket, nem tudjuk a nyert adatok hibajat stb. Ezért
azutan harmadik célom, hogy bemutassam, hogy tobb teriileten a "miivelt felhasznal6" szintjét
meghaladva alkotdé modon jarulok - jarulunk hozzd a kornyezeti mikrobiologia eszkoztara
hasznalatahoz, kiilonosen a kdzosségi nukleinsav alapu eljarasok alkalmazasanak optimaliza-
lasaval.

- A diverzitaskutatas 1ényeges eleme a fajok azonositasan til 0j fajok izolalasa és leirdsa. A
mikrobiologia tudoméanyédnak az egyik legtobb kérdést felvetd tertilete a fajfogalom, kiilono-
sen a fajleiras jovojét illetden. Célom a konszenzusos fajdefinicidra alapozott polifazikus faj-
leirds demonstraldsa és az 0j fajok tenyészetbe vonasa (€s az ahhoz ma szabalyszerlien csatolt

torzsgyljteményi munka) hasznanak és korlatainak bemutatésa.
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IV. ANYAG ES MODSZER

IV.1. Mintavétel

Mintdink egy része természetes kdrnyezetbdl, az orszag kiilonbdzd pontjain kijeldlt
mintavételi helyekrdl szarmazott. A mintavétel mas esetekben szennyviztisztitokban, vagy la-
boratoriumi kisérleti rendszerekben tortént. A természetes kornyezeti mintavételi helyeket és
a szennyviztisztitokat a /4. dbran mutatjuk be. A mintahelyek és a mintavételi modszerek le-
irasat pedig a kovetkezdkben adjuk.

IV.1.1. Mintavétel az Ohalaszi-Holt-Tiszan

Az Ohalaszi-Holt-Tisza a Kiskorei-viztarozé Poroszléi-medencéjében, természetvé-
delmi teriileten talalhatd. Az erésen gorbiilt, iv alaku egykori folyomederszakasz atlagmély-
sége 2,8 m, legmélyebb pontja 5 m. A Holt-Tiszat a tarozé viztestével csupan egy sekély
(0,8 m mély) csatorna koti 0ssze, vizutanpotlasat ezen keresztiil nyeri. A tarozo teljes letiritése
esetén is a holtdg legmélyebb pontjan kb. 4 m mélységli vizallas jellemzd. A viztérnek kb.
75 %-aban talalhatdo makrovegetacid, amely féleg felszinen kiteriild, usz6 és/vagy gyokerezd
hinarnévényzet foltokban (nyiltviz, alameriilt hinarnévényzet, mocsari névényzet; Dévai,
1997). Az Ohalaszi-Holt-Tisza legmélyebb pontjan kijelolt mintavételi hely GPS modszerrel
meghatarozott foldrajzi koordinatdi: északi szélesség 47°35°12”°; keleti hosszusag:
20°40°48.

2000 - 2004. kozott dsszesen 15 alkalommal végeztiink rétegmintavételt. A mintavéte-
lek évszakos megoszldsa a kovetkezd volt: négy tavaszi (2001. majus 07., 2002. aprilis 02.,
2003. méajus 05., 2004. marcius 22.), 6t nyari (2000. junius 14., 2001. jalius 30., 2002. julius
23., 2003. augusztus 24., 2004. augusztus 16.), négy 0szi (2001. oktdber 23., 2002. oktodber
10., 2003. oktéber 14., 2004. oktober 12.) és két téli jég aloli (2002. januar 10., 2003. marcius
04.). Az Ohalaszi-Holt-Tisza vizébdl a rétegmintavételt minden esetben egy erre a célra ké-
szitett kis teljesitményl szivattyu segitségével végeztiik, amelyet a mérdszondahoz csatla-
koztattunk. 25, illetve 50 cm-enkénti rétegekbdl vizmintakat hoztunk a felszinre kémiai és bi-
oldgiai laboratoriumi feldolgozésra.

A helyszini méréseket WTW (Weilheim, Németorszag) és Hydrolab DataSone 4
(Hach, Loveland, USA) vizmindségvizsgald helyszini szondékkal végeztiik 10 cm-enként le-
felé¢ haladva a kovetkezd adatokat regisztraltuk: vizhomérséklet, pH, oldott oxigéntartalom,
oxigéntelitettség, elektrod (redox) potencial, elektromos vezetdképesség és (2003-tol) fény-
klima.

IV.1.2. Mintavétel a szigetcsépi uszolapon -

Mintavételi helylink a Szigetcsép melletti Csupics-sziget uszolapvilaganak egy nagy
kiterjedésii (20 m x 100 m) gyékényes savja, amelyet egyik oldalrdl a part, masik oldalrdl egy
rekettyefiizes (Salix cinerea) Gszolap hatarol. A mintavételi hely foldrajzi koordinatai: északi
szélesség 47°15°51°; keleti hosszsag: 18°59°10”. A gyékényes allomanyt gyakorlatilag csak
a keskenylevelli gyékény (Typha angustifolia L.) boritotta, igy novényi kolcsonhatasoktol
mentesnek tekinthetd a rendszer. A lapi Altalajba 4gyazott gyokérzonabol asoval
30 x 30 x 40 cm-es, gyokereket és rizomakat tartalmazé tombot emeltiink ki, amelyet a labo-
ratériumba az eredeti helyrdl szarmaz6 lapvizben szallitottunk. A mintavétellel parhuzamosan
a helyszinen meghataroztuk az alapvetd vizfizikai és kémiai paramétereket (hdmérséklet, pH,
elektrod (redox) potencial, oldott oxigén, vezetoképesség).

Reprezentativ torzsek gyljtéséhez a vegetaciés iddszak harom évszakaban (nyar:
1994. jalius 13., 6sz: 1994. szeptember 20. és tavasz: 1995. aprilis 6.), molekularis vizsgala-
tok céljaira 1996. november 8-an, 1999. junius 15-én és 2000. szeptember 13-an vettlink gyo-
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kérmintdkat. A kivalogatott, ép, €l6 gyokérdarabok csucsanak utolsé 5 cm-ét levagtuk (/5.
abra), majd steril vizben hatszor mostuk, igy a ndvények gyokeréhez gyengén kotddod
rizoszféra frakciot eltavolitottuk. Ezutan steril koriilmények kozott (a molekularis vizsgalatok
esetében jégen) dorzsmozsarban homogenizaltuk a gyokereket. A homogenizatum (rizoplan +
endorizoszféra) szolgalt tovabbi elemzések targyaul.

A\m A

15. abra. A gyékény 1-2 mm vastag "hajszalgydkerei" egy a rizomabol kidgazo fobb gyoké-
ren (Halbritter Andras felvétele).

IV.1.3. Mintavételek a Fovarosi Csatornazasi Miivek Dél-pesti Szennyviztisztité Telepén

A Fovarosi Csatornazasi Miivek Zrt. Dél-Pesti Szennyviztisztitdo Telepén a mezofil és
termofil iizemi iszaprothasztokkal parhuzamosan mikodtetnek egy harom reaktorbol allo ki-
sérleti rendszert is. Mintaink a centrifugéldssal stiritett kevert szennyviziszappal taplalt kisér-
leti T2 (mezofil) és T4 (termofil) biogdz reaktorokbdl szarmaznak. Térfogatuk sorrendben
1,5, és 3,5 m’>. A reaktorok minden esetben 12,5 napos tartézkodasi idével miikodtek, vagyis a
kisérleti rothasztok teljes térfogatanak megfeleld szennyviziszapot napi kétszeri rataplalassal,
egyenletesen elosztva ennyi 1d6 alatt szivattyuztdk a rendszerbe. A reaktorok miikodését fo-
lyamatosan végzett fizikai-kémiai mérésekkel ellenérzik. Ezek: homérséklet, pH, elektrod
(redox) potencial, illésav és ammodnia koncentracio, lagossag, gaztermelés és a termelt gaz
metantartalma. Mintavételt a mikrobakozosségek nemtenyésztéses modszerekkel (kozosségi
nukleinsav és lipid alapt vizsgalatok) torténd elemzésére, a mezofil és a termofil reaktorokbol
2005. augusztus 23-an, 31-én, szeptember 15-én €s 20-an, 2005. november 21-én végeztiink,
majd 2006. majus 25-t6l jalius 6-ig egy felflitéses kisérlet soran (a hdmérsékletet 35 °C-rol
indulva 4 °C-oként emelték az alabbi idépontokban: majus 25. és 29., junius 1., 8., 19., 22.,
26., 29., julius 3. és 6.) minden nap, a gaztermelés leallasdig. A nukleinsav kivonashoz a
mintat steril, 250 mL-es livegekbe, a fermentor mintavételi csapjanak alapos kifolyatasa utan
vettlik ligyelve az anaerdb viszonyok fenntartdsara. Az iivegeket "mintahdfokon" szallitottuk
a laboratoriumba (30 perc a feldolgozasig). Itt minden mintat anaerdb korilmények kozott
homogenizaltunk, majd 6tszor 1- 1 mL-nyi iszapot pipettdztuk 2 mL-es csavarkupakos
Eppendorf csovekbe. A mintakat centrifugaltuk (12 000 g, 10 perc), majd a feliiliszot elon-
tottiik, a pelletet pedig fagyasztottuk és feldolgozasig -20 °C-on taroltuk. A kozosségi lipid
elemzésekhez a rothasztok mintavételi csapjanak bo atfolyatasat kovetden megkozelitéen 20 g
tomegli iszapot zsirtalanitott, jol zéarhaté iivegedényben el6zdleg Osszemért diklor-me-
tan : metanol (1 : 2) elegybe engedtiink (Blight és Dyer, 1959), majd jégben hiitve a laborato-
riumba szallitottuk mintainkat. Ott tomegiiket pontosan visszamértiik. Téarolasuk -20 °C-on
tortént, maximum 5 napig. A mintdk szarazanyag tartalmat a tovabbi feldolgozas alkalmaval
hataroztuk meg. Minden esetben két parhuzamos mintat vettiink.

IV.1.4. Nagy NH3 terhelésti nitrifikalo szennyviztisztito modell rendszer

2007. éaprilis elején a rothasztott iszap slrités nagy ammoénia terhelési
csurgaléklevének nitrifikacios kezelésére kisérleti toltott oszlop reaktort allitottunk Ossze a
Mikrobioldgiai Tanszéken (/6. dbra). Az lizembe helyezésre aprilis 10-én keriilt sor, a rend-
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szer azoOta megszakitas nélkiill mikodik. Az oszlopba 1 m magassagban 7,5 kg mosott
mordenit biofilm hordozét toltottiink. A toltet ald 0,8 kg mosott 5 - 7 mm-es kavicsot réte-
geztlink, igy biztositva a levegdztetés egyenletességét, valamint azt, hogy a toltet kisebb
szemcséi ne jussanak at a tartoracs hézagain. A toltott oszlop szabad térfogata az alsé holttér-
rel egyiitt kb. 5,8 L, levegdztetés mellett mintegy 4,7 L. A befoly6 szennyviz folyamatos ra-
taplalasa perisztaltikus pumpaval, atlagosan 0,23 L h™' sebességgel torténik. A tartozkodasi
1d6 20 h. Az oszlop oxigénellatasat stiritett levegd bevezetésével biztositjuk, fenntartva a
95 - 100 %-os oxigén-telitettségi allapotot. Rendszeresen mintazzuk a rendszerbe befolyo
szennyvizet, ¢s az onnan kifolyd, biologiai tisztitason mar atesett vizet. Havonta réteges
biofilm mintavételre is sor keriil, ez az oszlop oldalan 1év6 mintavevd nyildsokbol lehetséges.
A rendszer miikodésének nyomon kdvetéséhez a kovetkezd kémiai paramétereket vizsgaljuk
rendszeresen: hdmérséklet, oldott oxigén, oxigén telitettség, pH, NH; -, NO,™- és NOs™ ion
koncentracio, kémiai oxigénigény, szervetlen széntartalom (IC), 0sszes széntartalom (TC) és
Osszes nitrogén tartalom (TN).

16. abra. A laboratoriumi kisérleti nitrifikacios rendszer mukodés kozben. 1 - 5: a mintavételi
helyek sorszama.

Az aktiv, szervesanyag-eltavolitasra és nitrifikaciora képes biofilm kialakuldsakor a
pH - a befolyo vizre jellemzd és a nitrifikacidé szamdara optimalis 7,5 koriili értékhez képest -
jelentdsen eltolodott savas irdnyba. A kifolyd viz pH-ja 4 - 5 kdzé csokkent, ami intenziv nit-
rifikaciora enged kovetkeztetni. Az IC-mérések tovabba ravilagitottak arra, hogy a rendszer
szervetlen szén-hianyos éallapotban van. Emiatt pH mérés alapjan szabalyozva 1 M NaHCO;
oldat (szakaszos) adagolasat kezdtiik meg a rendszer legals6 mintavételi helyén keresztiil (mi-
vel a mérések szerint a pH mar ebben a zonaban eltolodott). Az ammonia terhelés ndvelését
eldiilepitett szennyviz €s rothasztott iszap csurgaléklé megfeleld aranyu keverésével érjiik el.
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IV.1.5. Mintavétel a Févarosi Vizmiivek északi vizbazisan

A parti sziirés alapjat jelentd ,,kavicsagy” biofilmjének hosszabb idejli aszalyos perio-
dust kovetd aradas esetén torténd regeneralodasara vonatkozo terepi kisérleteink helyszine a
Duna bal partjan az 1662.2 tkm-nél talalhatd partszakasz (GPS foldrajzi koordinatak: északi
szélesség 47,62560, keleti hosszisag 19,10891). A kis, vagy kozepes vizallasnal el6bukkand
mintegy 1 - 1,5 % lejtésli nagyon széles part hatalmas besziirddési feliiletet képez. A kavics-
réteg vastagsiga mintegy 8 m. A Duna 600 m’ s vizhozam melletti vizallasahoz viszonyitva
4 - 7,5 m vastagsagl a vizvezet6 réteg. Ateresztéképessége kedvezd, egy-egy kat 100 - 150 m
medersavrdl nyer vizet.

Az 1smétl6do vizminta vételekhez a Duna mederben, valamint egy, az aradast model-
lez6 kisérleti medencében elhelyezett speciélis, rozsdamentes acélbdl késziilt, sziirézott mii-
anyag béléscsdvel ellatott mintavételi kutakat alkalmaztunk (/7. dabra). Mindkét mintavételi
helyszinen 4 mélységbdl vettiink vizmintat 4 - 4 figyelokut alkalmazéasaval. Az alkalmazott
kutak talpmélységei: 10 cm, 40 cm, 70 cm, 100 cm. Szlir6zve minden mélységben 10 cm volt,
ezaltal a vizsgalt szelvénymélységek: 0 - 10 cm, 30 - 40 cm, 60 - 70 cm, 90 - 100 cm a me-
dence, vagy a meder fenéktSl szamitva. A kutak egymastél 65 cm-re, E - D iranyban helyez-
kedtek el.

1.5, 2.0 vagy 2.5 m

2 mm s
(i
1
imm [|| |
i1

& mm

15 mm

17. abra. Dunai mintavételi kutjaink felépitése, valamint telepitése.

A friss eldrasztast modellezd kisérleti medencét a kavicsterasz parti szélén helyeztiik
el. Admx2mx 1,05 m (szx max mé) medence 1 cm vastag polikarbonat lemezekbdl ké-
sziilt és 0,4 m mélyen siillyesztettiik be a kavicsagyba. A modell medence 50 + 5 cm vizmély-
ségét vizszintszabalyzoval lizemeltetett, a Dundban (a dunai kutak mélységében) elhelyezett
buvarszivattyl biztositotta.

Vizmintékat a sziir6zott béléscsore rogzitett szilikon csével, és perisztaltikus pumpa
felhasznalasaval vettiink 0,5 L h' atfolyasi sebességgel. Minden katbol minden lehetséges al-
kalommal 5 x 100 mL vizmintat nyertiink. A mintavételek eldtt a kutak viztérfogatdnak ha-
romszorosat kiszivattytztuk! A kavicsagy vizsgalatdhoz furdsos magmintavételt alkalmaz-
tunk. A magmintat szintén két teriileten (meder, medence) négy mélységben (0 - 10 cm,
30-40 cm, 60 -70 cm, 90 - 100 cm a medence, vagy a meder fenekétdl szamitva) vettiink.
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1,5 L-es steril b6 szaji edényekbe kb. 0,8 kg kavics mintat tettliink, négy-négy ismétlésben.
Péarhuzamosan a partszakaszhoz tartozo6 11/13 csaposkut nyers vizébdl, a Duna felszini vizébdl
¢s a telepités idopontjaban felszini széraz és Duna-vizzel érintkezd mederalj kavics mintakat
is vettiink. A mintakat hiitve szallitottuk a laboratoriumba és 10 °C-on taroltuk a legkésébb 8
oran beliili feldolgozasig. A mintavételi idOpontokat és mintakat a 8. tabldzatban soroljuk fel.
A kisérleti id0szak vizallas adatait a /8. abrdn mutatjuk be.

IV.1.6. Mintavétel a demjéni mesterséges "pang6 vizes" szennyviztisztiton

Kornyezeti mintdinkat a Korona Gombacsira Uzem (Demjén) mesterséges "pango vi-
zes" tipusu ipari szennyviztisztitojdnak gyékényes (Typha latifolia) és nadas (Phragmites
australis) 4agyaibol vettiik 2003. majusaban. Foldrajzi koordinatdk: északi szélesség
47°50°16’; keleti hosszusag: 20°19°54>°. A rendszert az ELTE Mikrobiologiai Tanszéken ké-
sziilt technoldgiai tervek alapjan 2001. ota folyamatosan iizemeltetik nagy KOI és szulfat tar-
talmt (gabona f6z0l¢) szennyviz tisztitdsdra. A medencék rafolyd és elfolyd régidiban
20 x 20 x 30 cm-es ,,ndovényagy” blokkokat vagtunk ki és a megfeleld "sajat vizében" a labo-
ratoriumba szallitottuk. A laboratériumban fiatal, frissen hajtott 0,5 - 2 mm vastagsagi gyo-
kérdarabok csucsi részét vagtuk le, max. 5 cm hosszban. Steril desztillalt vizben 6 x mosast
végeztiink, a rizoszféra frakciot a 6. mosoviz centrifugalasaval nyertiik (12 000 g, 10 perc),
mig a mosott gyokéranyagot jégen aszeptikus koriilmények kozott, mozsdrban megéroltik. Ez
a rizoplan - endorizoszféra frakciot képviselte (Nikolausz és mtsai, 2004). A mintavétellel
parhuzamosan a helyszinen meghataroztuk az alapvetd vizfizikai ¢s kémiai paramétereket
(hémérséklet, pH, elektrod (redox) potencial, oldott oxigén, vezetdképesség).

IV.1.7. Mintavétel a kiskunsagi szikes tavakbol

Mintainkat a Kiskunsagi Nemzeti Park teriiletén taladlhaté Kelemen szék (foldrajzi
koordinatak: északi szélesség 46°47° és keleti hosszsag 19°11°) és Boddi szék (foldrajzi ko-
ordinatak: északi szélesség 46°45°, keleti hosszusag 19°09°) fenékiiledékébdl 5 cm belsd at-
mér6jii poliakril csovek segitségével szurassal vettiik (2003. majus 8.). A csoveket 10 °C
hémérsékleten szallitottuk a laboratériumba, ahol aszeptikus koriilmények kozott az
iiledékhengereket a csdvekbdl kicsusztattuk. Az tiledék legfelsd 3 - 4 cm-es rétegébdl almintat
vettlink, amelyekbdl higitasi sorozatot készitettiink €¢s megfeleld taptalajokon szélesztettiink.
A mintavétellel parhuzamosan a helyszinen meghataroztuk az alapvetd vizfizikai és kémiai
paramétereket (homérséklet, pH, elektrod (redox) potencial, oldott oxigén, vezetdképesség).

IV.2. Fizikai-kémiai valtozok mérése a laboratéoriumban

A helyszini mérésekhez hasonldan a laboratoriumi fizikai-kémiai méréseket is az érvé-
nyes magyar szabvanyok szerint végeztiik. A laboratériumban mért paraméterek a kovetkezok
voltak: hémérséklet, pH, fajlagos elektromos vezetOképesség, zavarossag, szin, Gsszes ke-
ménység, lugossag (valtozo keménység), oldott oxigén, oxigén telitettség, szabad CO,, reaktiv
PO43', NOs", NO,, NH,, SO42', 8032',82', CI ion tartalom, 0sszes szervetlen szén (IC), 6sszes
szén (TC), 0sszes nitrogén (TN), kémiai oxigénigény (KOI), klorofill-a. Tobb paraméter vo-
natkozdsdban nincs érvényes szabvany, vagy a mérését egyaltaldban nem szabalyozzak.
Ilyenkor az amerikai ,,Standard Methods™ utasitasait kovettiik, ill. az EPA szabvanyokat al-
kalmaztuk (Eaton és mtsai, 1995). A vizek klorofill-a tartalom meghatarozasanal figyelembe
vettlik Papista és mtsai (2002) ajanlasat is (MSZ ISO 10260). Az elvégzett mérések egy cse-
kély hanyaddban - ahol nem allt rendelkezésre szabvanyositott mddszer - a szakirodalomban
legtobbszor alkalmazott és megitélésiink szerint megbizhato eljarast adaptaltuk. A vizsgalatok
soran az ivoviz mindsité 201/2001. sz. Korméanyrendelet eldirasait, a felszini vizekre vonat-
koz6 MSZ 12749, valamint MSZ 12750 sz. szabvanysorozatok, az iiledékvizsgalatokhoz az
MSZ 12739, a szennyviz- és a szennyviziszap vizsgalataban az MSZ 260, MSZ 22902,
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MSZ 318, és MSZ 1484 sz. szabvanysorozatok megfeleld szabvanyait alkalmaztuk. A viz-
mintdk esetén a paraméterek tobbségének vizsgalatdhoz - az oldatfazis jellemzése céljabol -
szlirletet is készitettiink. A sziirés vakuum segitségével 0,45 um porusatmérdji, specialis
livegszalas membrannal (Schleicher és Schiill, Dassel, Németorszag) tortént.

Vizmintak
Idépontok  07.10.15. 07.10.24. 07.10.30. 07.11.7. 07.11.12. 07.11.21. 07.11.26.
Sorszam 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kut 13kat 13kat 13kat 13kat 13kat 13kt 13kt
" KV10 KV10 KV10 KV10 KV10
Medence KV40 KV40 KV40 KV40 KV40
KV70
) ) ) KV100 KV100 KV100 KVI100
DF DF
DV10 DV10 DV10 DV10 " " "
Duna DV40 DV40 DV40 DV40 " " "
DV70 DV70 DV70 DV70 " " "
DV100 DV10O0 DV1o0 Dvioco " "
Magmintak
Idépontok  07.10.15 07.10.24. 07.10.30. 07.11.7. 07.11.12. 07.11.21. 07.11.26.
Sorszam 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Medence KK10 KK10 — KK10 — — -
KK40 - - KK40 - - -
KK70 — - KK70 - - -
KK100 — - KK100 - - -
Duna DK10 - - DK10 - — DKI10"
DK40 - - DK40 - - DK40™™"
DK70 - - DK70 - - DK70™"
DK100 — - DK100 — - DK100™"

*a kit nem adott vizet

**magas vizallas miatt a mintavétel meghitsult

***a mintavétel az arviz miatt nem a dunai kutak térségében, hanem kijjebb, de harom hete elarasztott partsza-
kaszon volt

****annak ellenére nem tudtunk vizmintat nyerni, hogy a Duna vizallasa mar a medence 0 szintjét meghaladta

- nem volt mintavétel

A minték jeldlése: a medencébdl szarmazo vizmintak jele KV, a Duna mederbdl vett vizmintak jele DV, ez kie-
gészil a kuat talpmélységével (10, 40, 70, ill. 100 cm). A medencébdl szarmazoé magmintak jele: KK, a Dunai
magmintdk jele DK, ez kiegésziil a legnagyobb mintavételi mélységgel (10, 40, 70, ill. 100 cm). Valamennyi
mintajel része a mintavétel datuma és/vagy sorszama (pl. KV70-2007.11.26., vagy KV70-7). 13kat: a 116 13
csaposkut vize. A Dunabodl meritett felszini vizmintak jelzése DF. Felszini szaraz kavicsminta: KF, valamint ka-
vicsminta a Duna-vizzel érintkezé mederaljbol: DM.

8. tablazat. Dunai mintavételeink id6pontjai és a nyert mintak.

IV.3. Tenyésztésen alapulé mikrobiologiai vizsgalatok

A tenyésztéses vizsgalatokban alkalmazott taptalajokat analitikai, valamint
mikrobiologiai célra szolgalé (Merck, Darmstadt, Németorszag; Sigma-Aldrich, St. Luis,
USA; Oxoid, Cambridge, Nagy Britannia; Difco, B&D, Franklin Lakes, USA) vegyszerekbdl
készitettiik a megfeleld eldirasok szerint €s a sterilizalast - a kiilon emlitett kivételekkel - ru-
tinszerlien autoklavban, telitett g6zben 121 °C-on 20 percig végeztikk. A tapkozegek pH-jat
altaldban 6,8 - 7,2 kozotti értékre allitottuk be (a kivételeket a megfeleld helyen emlitjiik).
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Minden teszt két ismétlésben tortént, oltasra a 24 6rés szilard, vagy leves tenyészetek egy
kacsnyi mennyiségét alkalmaztuk. A szén-, nitrogén forras értékesitési tesztekben a 24 ords
agar tenyészetek kacsnyi mennyiségébdl fiziologias sdoldatban készitettiink szuszpenziot és
annak kacsnyi mennyiségével inokulaltunk. A jellemz6 inkubalasi hémérséklet 28 °C volt, az
eltéréseket a megfeleld helyen feltiintettiik.
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250 + -+ 102
= 5
8 =5
@ 200 -+ +52 § &
(3] N @
& 0w =
£ /. S ®
= o0 2 E3
g \-\l/ '% g
[ N
£ 100 + T48 o E
> - D
o >®
2 sz
50 f\ -+ -98
0 L s e e e B B e e e B . s s s s s s Bt s s s B -148
L ~ O — M O M OO «— N & © © O N < © 0 O N < ©
- T T N N N NN OO O O 9O @ - x x N AN

I A A A A A === U A MM

~ Y &Y Y Y v ¥ ¥ ¥ ™ ¥ ¥ ¥ ¥™ ™ ¥ ™ ™ ™ ™ v« +

1d6 (hénap/nap)

18. abra. A Duna vizallasa a terepi kisérlet soran. A kisérleti medence feneke a nagymarosi
vizmérce 150 cm-es szintjével esik egybe (1asd jobboldali skala). A Dunaba helyezett kutakat
a nagymarosi 0 szint alatt helyeztiik el (kb. -50 cm).

IV.3.1. Csiraszambecslési eljarasok
1V.3.1.1. Hatarhigitasos modszerek (MPN - most probable number)

A higiénés bakteriologiai jellemzOk (Osszcsiraszam, koliszam, E. coli szam,
Enterococcus szam, ammonia-oxidald szam, denitrifikdld szam, ammonifikalo szam,
Clostridium-szam) meghatarozasat az érvényben levé magyar szabvanyok szerint végeztiik
(MSZ EN ISO 26461-2; MSZ EN ISO 6222; MSZ 21470-77). A peptonbdl kénhidrogént
képz6 baktériumok kimutatdsa Gorzo €s mtsai (1998) szerint tortént. A szulfatredukalo bakté-
riumok (SRB) csiraszamanak becslésére Fauque (1995) modszerét alkalmaztuk a Postgate’s
Medium B taplevessel.

1V.3.1.2. Szélesztéses modszerek

Mintainkbdl higitasi sorozatot készitettlink ¢és a kiilonb6zd higitasok 0,1 mL
mennyiségeivel tapagarlemezeket fertdztiink. A gyékény gyokérmintak esetében "Modositott
B-taptalajt" hasznaltunk, felerészt az eredeti recept szerint, felerészt pedig 50 %-ban tézegki-
vonattal dusitva (Kovacs, 2002). A szikes tavak fenékiiledékébol modositott tengerviz agaron
sz¢lesztettiink (DSMZ 246; http://www.dsmz.de; 10,0 g huskivonat, 10,0 g pepton; 20,0 g
agar, 250 mL csapviz, 750 mL mesterséges tengerviz; mesterséges tengerviz: 23,60 g NaCl,
0,64 g KCl, 4,53 g MgCl, x 6 H,0, 5,94 g MgSO4 x 7 H,0, 1,30 g CaCl, x 2H,0, 1,0 L desz-
tillalt viz; pH 9.0).

A taptalajok feliiletén 72 6ratdl 6 napig 28 °C-on tortént inkubalas soran kifejlodott
kiilonalld telepeket valogatas nélkiil nagy szamban izolaltuk a szélesztéshez hasznalt tapko-
zeggel megegyez0 Osszetételli ferde agarra. Izoldtumainkat azonositasra alkalmas
(torzs)szamjelzéssel lattuk el. Az izolalasokkal egy iddben telepszamlalast is végeztiink és
megallapitottuk az egységnyi mennyiségli vizsgalt kdzegek csiraszdmat (TKE) is.
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IV.3.2. Tisztités, torzsfenntartéas, autentikus (tipus) torzsek

Az izolatumok tisztitdsa az izoldlo taptalajon tortént ujraszélesztés és ujraizolalés
modszerével. Torzseinket az izolald tapkdzegen tartottuk fenn 3 havi toltassal, kdzben a ki-
nétt tenyészeteket 5 °C-os hiitdszekrényben taroltuk. Torzseinket ezzel parhuzamosan kera-
miagyongy0s fagyasztofiolakban (Protect, TSC, Heywood, Nagy-Britannia) a gyartd eldira-
sainak megfelelden fagyasztottuk és -90 °C-on térzsgyiijteményben taroljuk.

Az 0Osszehasonlitdé elemzésekhez sziikséges autentikus (tipus) torzseket a Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. (Braunschweig, Németorszag)
gyljteménybdl szereztiik be.

IV.3.3. Telep- és sejtmorfoldgiai, valamint mikromorfoldgiai vizsgalatok

A telepmorfologiai megfigyeléseket preparalé mikroszkdp alatt, az izolald tdpagaron
nétt tenyészeteken végeztikk. A sejtmorfologiat (sejtalak, sejtméret és elrendez6dés) Gram
festett preparatumokban hataroztuk meg (Claus, 1992). Faziskontraszt megvilagitassal
100 x-os objektivvel is tanulmanyoztuk a tenyészetek nativ prepardtumait. Az endospora fes-
tést Murray ¢és mtsai (1994) modszerével végeztiik. A méreteket hitelesitett okular-mikromé-
terrel vettiik fel. A mozgasképességet 12 és 24 oras levestenyészetekbdl készitett fiiggdesepp
preparatumokban ellendriztiik. Ezen tul mind az endospdra morfoldgiat, mind pedig a csillok
meglétét a fenntartd taptalajon 24 6raig tenyésztett sejtek elektronmikroszkopi vizsgélataval is
ellendriztiik Borsodi €s mtsai (2003) eljarasa szerint.

IV.3.4. A torzsek biokémiai - élettani jellemzése

Az élettani és biokémiai tesztek koziil a katalaz és Kovacs féle oxidaz aktivitas,
d-glukdz oxidécios €és fermentacios bontasa (Hugh és Leifson féle), sav és gazképzés glukoz-
bol, metil-vords és Voges-Proskauer proba (Barritt féle), nitrat redukcidja nitritté, ill. Nj
gazza, foszfatdz aktivitas (Baird-Parker szerint), H,S termelése ciszteinbdl, indolképzés
triptofanbol, eszkulin hidrolizis, tirozin lebontés, fenilalanin dezamindz, citrdt hasznositas
(Simmons szerint), NH," ion hasznalata egyediili N forrasként elemzését Barrow és Feltham
(2003) leirasa alapjan végeztiik. Smibert és Krieg (1994) eljarasat alkalmaztuk az uredz teszt,
kazein, zselatin, keményit6 és Tween 80 hidrolizis vizsgalata esetében. Az anaerdb koriilmé-
nyek kozott valo novekedés képességét Forma Scientific anaerdb rendszerben 7 napos 28 °C-
on, a fenntart6 taptalajon tortént tenyésztéssel ellendriztiik. A novekedéshez kedvezd kémha-
tas tartomanyt huspepton taplevesben (3,0 g hiiskivonat, 5,0 g pepton, [szikes kozegbdl izolalt
torzseknél 50,0 g NaCl] 1.0 L desztillalt viz) hataroztuk meg 5,7-es pH-n, ill. 7.0 - 12.0 pH
kozott (0,5 pH egységenként, pH beallitas 1 M KOH, ill. 1 M HCI oldat segitségével). A no-

ill. a szikes kozegbdl izolalt torzsek esetében 9.0 pH értékre bedllitott huspepton levesben
vizsgaltuk. Az optimalis ndvekedési-szaporodasi hdmérsékletet a fenntartd taptalajon hata-
roztuk meg 4 és 48 °C kozotti héfokokon (1 °C ugrasokkal). (A taptalajokat a szikes kozegb6l
izolalt torzsek esetében mesterséges tengervizzel készitettiik, amelynek a NaCl tartalmat 5 %-
ra egészitettiik ki.)

A Biolog szénforras hasznositasi tesztekhez torzseinket BUGM (Biolog universal
growth medium) tapkozegen szaporitottuk (a szikes kozegbdl izolalt torzsek esetében BUGM
kiegészitve 1 % glukozzal és 5 % NaCl-dal, pH 9,0). 16 6ras 28 °C-on tortént inkubaciot ko-
vetden 0,9 %-os (m/v) NaCl oldatban a BIOLOG GN, GP, valamint "Gram-pozitiv spora-
képzo baktérium" turbiditasi standardokkal szuszpenziot készitettiink. A sporaképzést (ne le-
gyenek sporak) mikroszkdposan ellendriztiik, majd beoltottuk a lemezeket. A szubsztrat hasz-
nositasat jelzd bibor szin képzddését 28 °C-on tortént 24 és 48 6rai inkubacio utan 590 nm-en
abszorpcidméréssel ellendriztiik. A szénforras hasznositast pozitivnak értékeltiik, ha az adott
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szénforrason mért abszorbancia értéke nagyobb volt, mint a lemezen mért atlaghasonlosagi
érték (a 96 lyukban mért abszorbancidk szamtani atlaga).

IV.3.5. A torzsek kemotaxondmiai karakterizalasa
1V.3.5.1. Sejtfaljellemzck elemzése

A torzsek sejtfaldnak jellemzdé diaminosavat teljes sejt hidrolizatumbol Hasegawa ¢és
mtsai (1983) eljarasaval hataroztuk meg.

1V.3.5.2. Kinon mintdazat elemzés

Az izoprenoid kinonokat Collins és mtsai (1977) modszerével vontuk ki és a kinon
profil elemzést Groth és mtsai (1997) technikdjat alkalmazva HPLC-vel (HP 9001) segitségé-
vel végeztiik. A sejteket (a szikes kozegbdl izolalt torzsek esetében 50,0 g NaCl-dal kiegészi-
tett és 9.0 pH-ra allitott) folyékony ,,Rich tapkozegben” (Yamada és Komagata, 1972)
tenyésztettiik.

1V.3.5.3. Zsirsavprofil elemzés

A zsirsavelemzést (a szikes kozegbdl izolalt torzsek esetében 50,0 g NaCl-dal
kiegészitett és 9.0 pH-ra beallitott) ,, Tryptic Soy” agar tdpkozegen 24 oraig szaporitott sejtto-
megbol végeztiik Stead és mtsai (1992) kivonasi és Groth és mtsai (1996) gazkromatografias
elemzési ajanldsai szerint. A poldris lipid analiziseket Minnikin és mtsai (1979) modszere
alapjan készitettiik.

1V.3.5.4. G + C molarany meghatarozasa és DNS - DNS hibridizacio

A genomi DNS bazisaranydnak meghatarozasdhoz, valamint a teljes sejt DNS - DNS
hibridizaciés vizsgalatokhoz a torzseket a fenntartd taptalajon tenyésztettik. A DNS-t
franciaprés (Thermo Spectronic, Rochester, USA) segitségével izolaltuk és Cashion és mtsai
(1977) hidroxiapatit oszlopkromatografidas modszerével tisztitottuk. A DNS G + C arany
elemzéshez a tisztitott DNS-t P1 nukledzzal, valamint szarvasmarha bélnyalkahartya eredetii
alkalikus foszfatdzzal nukleozidokra hasitottuk Mesbach és mtsai (1989) eljarasaval. Az
egyes nukleozidok mennyiségét reverz fazisu HPLC eljarassal hataroztuk meg (HP 9001)
Tamaoka ¢s Komagata (1984) mddszerével. A DNS G + C tartalmat a deoxiguanozin - timin
aranybol szamitottuk. A DNS - DNS hibridizaciot De Ley és mtsai (1970) eljarasa szerint
2 x SSC pufferban végeztiik 67 °C hémérsékleten. A mérések Hup és mtsai (1983) ajanlasai-
nak figyelembevételével Cary 100 BIO UV/VIS (Varian, Palo Alto, USA) spektrofotométer-
rel torténtek, amely fel volt szerelve Peltier elemes termosztalasu 6 x 6 kiivettavaltoval és in
situ hdmérséklet ellendrzésen alapuld programozhaté hdmérséklet szabalyozoval.

1V.3.5.5. Torzsidentifikacio a polifazikus elv szem elott tartasaval

Torzseinket a Bergey’s Manual, ill. a Prokaryotes kézikonyv megfeleld szakaszainak
fajleirasai és Osszehasonlitd fenotipikai tdblazatai alapjan identifikaltuk és ellendriztik a
kemotaxondmiai bélyegek helytallosagat is (Garrity, 2001; Dworkin és mtsai, 2006; ill. ezek
el6z6 kiaddsai). Felhasznéltuk a Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt és
mtsai, 1994) hatarozokulcsait. Ezen kiviil torzseinket a Biolog automatikus identifikacios
rendszer segitségével is azonositottuk (Kliegler és mtsai, 1992), mindig a legujabb szoftver és
adatbazis verzi6 hasznalataval.

IV.3.6. 16S rDNS bazissorrend elemzés és az eredmény filogenetikai értékelése
1V.3.6.1. DNS kivonasa és tisztitasa baktériumtérzsekbdl

A 16S rDNS bazissorrend meghatarozashoz a tenyészetekb6l DNS-t a hagyomanyos
fenol-kloroformos eljarassal (Sambrook és mtsai, 1989), vagy Romsics és Marialigeti (2008)
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KOH-0s modszerével, vagy pedig Bacterial Genomic DNA Mini-prep kit (V-Gene
Biotechnology Ltd., Hangzhou, Kina) segitségével vontuk ki. Tovabbi felhasznalasig a DNS-t
desztillalt vizben, vagy 2,5 mM Tris-HCI (pH 8,5) pufferben oldottuk fel és -20 °C-on térol-
tuk.

ellendriztiik a 260, ill. a 280 nm-en mért abszorpcidé hanyadosanak meghatarozasaval (alapvo-
nal korrekcid6 320 nm-en, Lambda 35 UV-VIS spektrofotométer, Perkin Elmer, Boston,
USA).

1V.3.6.2. 16S rDNS konszenzus PCR

A 16S rDNS gént az 1. vagy 2. PCR eljarassal (9. tablazat) szaporitottuk 50 uL
végtérfogatban PE 2400 PCR System (Perkin-Elmer Cetus, Waltham, USA), Hybaid PCR
Express (Thermo Electron, Middlesex, Nagy-Britannia), Gene Amp 2400 PCR System, vagy
ABI 2700 PCR késziiléken (Applied Biosystems, Foster City, USA) berendezésben. A PCR
terméket Viogene PCR-M Clean Up kittel (Proteogenix, Illkirch, Franciaorszag) tisztitottuk a
gyartd elbirdsa szerint és 4 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig. A terméket 0,5 pg mL™
etidium-bromiddal festett 1 %-os agar6oz gélelektroforézissel ellendriztik 100 V, 15 perc
futasi paraméterekkel. Egy-egy kisérleti sorozatot mindig ugyanabban a PCR berendezésben
¢s azonos reagensek, fogyoeszkozok felhasznalasaval végeztiink.

1V.3.6.3. Bazissorrend elemzés és filospéciesz identifikacio

rids eljarassal meghataroztuk, molekularis biologiai mindségli vizzel higitottuk tgy, hogy a
reakcioba 20 ng PCR terméket tudjunk bevinni 5 pL. oldatban. A szekvenalast a Sanger féle
lanctermindcios eljardson alapuld BigDye Terminator v 3.1 kittel végeztikk (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Torzseinkbdl a gyakorlatilag teljes 16S rDNS bazissorrendet
hataroztuk meg a 3. mddszerrel (9. tdbldzat). A ciklikus szekvendlas utdn a mintat tisztitani
kell az elektroforézis eldtt, hogy a folosleges, beépiiletlen fluoreszcensen jeldlt terminator
nukleotidokat eltavolitsuk. Ezt a tisztitasi lépést Multi Screen® HTS HV centrifugalhato, szii-
r6s, mikrotiter-lemezeken (Millipore, Billerica, USA) végeztiik, amelyekbe elvalasztd matrix-
ként Sephadex gélt toltottiink (Sigma, Osterode, Németorszag). A szlirést Sigma 2-16K
(SIGMA, Osterode, Németorszag) asztali centrifugan végeztiik, mikrotiter feltéttel 1 000 g
mellett, 5 percig. gy a termékeket az ABI mikrotiter lemezeibe (MicroAmp™, Applied
Biosystems, Foster City, USA) szlrtiik, amiket sziirés utan az automata genetikai analizatorba
helyeztiink elemzésre.

A szekvenalési terméket ABI Prism 310 Genetic Analyser, ill. ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA) berendezéssel értékeltik. Az
elektroforetogramokat a Sequencing Analysis 5.2. szoftverrel elemeztiik. A kapott bazissor-
rendet Osszevetettiik az eredeti elektroferogramokkal és ellendriztiik az egyes csucsok valodi-
sagat, a Sequence Scanner v. 1.0, és a Chromas Lite (Technelysium, Sydney, Ausztralia)
szoftverekkel.

A bazissorrend adatok ellendrzése és RNS kodra torténd atforditasa (Chromas,
Technelysium, Sidney, Ausztralia) utdn a filogenetikai feldolgozast részben az ARB prog-
ramcsomag (Strunk és Ludwig, 1995), részben a MEGA v. 4 (Tamura és mtsai, 2007) szoft-
vercsomag segitségével végeztilk. A bazissorrendet az RDP adatbazisba (Maidak és mtsai,
2001) illesztettiik. Valamennyi bazissorrendet dsszehasonlitottuk a Gen Bank adatbazisban
fellelhet6  16SrDNS  adatokkal is a BLAST  keresOprogram  hasznalataval
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). A hasonloésagot mutatd taldlatokat eldzetes szamitogé-
pes illesztés utan kézzel illesztettiik az Alignment Editor ae2-ben, majd tovabbi részletes
elemzésnek vetettiik ald, és filogenetikai torzsfakat szerkesztettlink.
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A Kimura féle kétparaméteres, valamint a Jukes ¢és Kantor féle eljarasokkal is
meghatdroztuk az evollcids tavolsagokat (Kimura, 1980; Jukes és Cantor, 1969). A (filoge-
netikai) torzsfakat tobb kiilonb6z6é algoritmus segitségével képeztiik: neighbour-joining
(Saitou és Nei, 1987), maximum likelihood (Felsenstein, 1981) és legkisebb négyzet (last
squares; De Soete, 1983). A faszerkezetet bootstrap Gjramintazasi eljarassal ellendriztiik 1000
1épés alkalmazasaval (Felsenstein, 1985).

A kiméra szekvencidk jelenlétét az RDP II. (Maidak és mtsai, 1999) interneten elér-
het6 kiméra ellenérzd programjaval (CHECK CHIMERA) vizsgaltuk.

IV.4. Nemtenyésztéses mikrobiologiai vizsgalé6 moédszerek
IV.4.1. Sejtszam és biomassza meghatarozasa

A planktonikus baktériumszam meghatarozasa az AODC (acridin orange direct
count) eljarassal Hobbie és mtsai (1977) moddszere szerint tortént. A felszini és mélységi
vizmintdkbol 5 - 5 mL-t, katvizb6l 100 mL-t fixaltunk 2 %-os paraformaldehid oldattal. A
kiértékelést és sejtszamolast ImageProPlus programcsomag segitségével végeztiik el. Mivel a
mintdk gyakran nem egyenletesen sziirdédnek, minden mintabol 14 - 20 latéteret vizsgaltunk
¢s szamoltunk. Ehhez el6szor elkészitettiik a latotér fényképét, negativ képpé konvertaltuk,
végiil a program segitségével leszamoltuk a sejteket. A biomasszat képelemzd szoftver sza-
mitotta a sejtek hossz-atmérd adatai alapjan. Az eredményekben az atlagokat hasznaltuk.

IV.4.2. K6z6sségi ATP mennyiség mérése

A teljes mikrobialis kozosség ATP-mennyiségét BacTiter-Glo™ Microbial Cell
Viability Assay (Promega, Madison, USA) kit alkalmazasaval mértiilk. Ennek alapja, hogy a
reagensben 1évo luciferinnel a szintén jelenlévd luciferdz enzim fény kibocsatasa (luminesz-
cencia) mellett reagal (Velten és mtsai, 2007). Mivel a reakcio sztéhiometrikus mennyiségben
igényel ATP-t, az emittalt fény intenzitasa a jelenlévd ATP mennyiségével aranyos. A képzo-
dott fényt Fluoroskan Ascent FL luminométerrel (Thermo Scientific, Rochester, USA) mér-
tik.

IV.4.3. Koérnyezeti nukleinsav kivonason alapul¢6 eljarasok
1V.4.3.1. DNS kivonas kérnyezeti mintakbol

A teljes kozosségi DNS-t Fast DNA (Qbiogene, Carlsbad, USA) kit alkalmazasaval
nyertiik ki mind a rizoszféra, mind a gyokérhomogenizatum esetében (a gyarto altal eldirt el-
jérast hasznaltuk). A vizmintaknal 100 - 100 mL vizmintat sziirtiink le 0,22 pm porusatmérdji
Millipore Express® membranon (Millipore, Billerica, USA). A DNS-t a "membranb6l"
UltraClean™ Water DNA Isolation Kittel (MoBio, Carlsbad, USA) izolaltuk a gyért6 ltal
megadott leiras szerint. A dunai iiledéknél 500 - 500 mg lehetdleg homogén mintabol az
UltraClean™ Soil DNA Isolation Kittel (MoBio, Carlsbad, USA) nyertiik a DNS-t.

A nyert DNS-t desztillalt vizben, vagy 2.5 mM Tris-HCI (pH 8,5) pufferben oldottuk

crer

tén - a IV.3.6.1. pont szerint ellendriztik (56. lap).

1V.4.3.2. RNS kivonds kérnyezeti mintakbol

Mivel a vizsgalataink elkezdésekor nem volt a szakirodalomban rizoplanbol torténd
RNS izolalasra fellelhetd eljaras, sajat modszert dolgoztunk ki (Nikolausz és mtsai, 2004). A
szennyviziszap, szennyviz mintdk esetében mar a kereskedelemben kaphato kitet
alkalmaztunk: Total RNA Mini-prep kit (V-Gene Biotechnology, Hangzhou, Kina). Az RNS-t
azonnal felhasznaltuk, vagy révidebb iddre -80 °C-on taroltuk.
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Eljaras szama  Primer név Primer bazissorrend Cél (szervezetek) PCR profil Hivatkozas
27F > -AGA GTT TGATEMTGG Bacteria 98 °C, 5 perc; 35 ciklus (94 °C, Lane, 1991
1. eljaras CTC AG-3 30 mp; 52 °C, 30 mp; 72 °C ,
1492R >-TAC GGY TAC CTT GTT Univerzalis 1 perci‘ 72 °é 10 pe;c , Polz &
ACG ACT T-3° ’ ’ Cavanaugh, 1998
. 27F e A ST TOA TEMTEE 98 °C, 5 perc; 35 ciklus (94 °C. o)
. eljaras Bacteria mp; 52 ° mp; 72 °© Lane
J 1525R > -AGA AAG GAG GTG ATC 1 perES' 72 °é 10 pre);c , ’
CAG CC-3’ ’ ’
531R 5’-GWA TTA CCG CCG CGG Lane és mtsai,
CKG CTG-3 1985
357F 5’-TAC GGG AGG CAG CAG-3’ Lane, 1991
1114F 5’-GCA ACA GCG CAA CcC-3 Lane, 1991
1499R 5’-TAC GGY TAC CTT GTT ‘ ] ] Polz és
3. eljards ACG ACT T-3 Szekvendlds 25 ciklus 596 C, 10 mp; 50 °C,  Cavanaugh, 1998
338R 5’-GCT GCC TCC CGT AGG 5 mp; 60 °C, 4 perc) Amann és mtsai,
AGT-3’ 1990a
63F g/&“g@g@ TAA CACATG Lane, 1991
1387R é GCGG3G AACATGTGW GGC Lane, 1991
A109F 5’-ACK GCT CAG TAA CAC GT- 98 °C, 3 perc; 94 °C, 10 mp; 35
4. eljaras 3 Archaca ciklus (52 °C, 30 mp; 72 °C, Whitehead és
A934R 5’-GTG CTC CCC CGC CAA 1 perc; 94 °C, 30 mp); 72 °C, Cotta, 1999

TTC CT-3

20 perc
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TET* S’

TET 5’-AGA GTT TGA TCM

27F TGG CTC AG-3’
5’-CGG AAC ATG TGW GGC
1387R GGG-3’ 96 °C, 3 perc; 32 ciklus (94 °C,
TET-5’-CAG GCC TAA CAC 30 mp; 52 OC, 30 mp; 70 OC, Lane, 1991
L TET 5’ 63F ATG CAA GTC-3° . 1 perc); 70 OC, 10 perc
. eljaras Bacteria T-RFLP
5’-CGG AAC ATG TGW GGC
1387R GGG-3’
HEX** 5  HEX-5’AGA GTT TGA TCM 98 °C, 5 perc; 35 ciklus (94 °C, M ‘s mtsai
27F TGG CTC AG 3’ 30 mp; 52 °C 30 mp; 72 °C, Logy
519R 5> ATT ACC GGG GCT GGT 3’ 30 mp); 72 °C 10 perc
HEX™ 5 HEX 5-ACG GG,G CGCAGC 98 °C, 5 perc; 35 ciklus (94 °C, .
. eljaras A344F AGG CGE GA-3 Archaea T-RFLP 30 mp; 52 °C 30 mp; 72 °C Casamayor ¢s
A934r 5’-GTG CTC CCC CGC CAA 30 mpS' 79 °C 10 pe;‘c ’ mtsai, 2002
TTC CT-3’ ’
5’-CAG GCC TAA CAC ATG o ) . o Marchesi és mtsai,
cljiras 63k CAA GTC-3’ Bacteria, DGGE-t gg n% 3513’iré’ gé 21;1“752(2‘(‘: € 1998 |
338R 5’-GCT GCC TCC CGT AGG megelézé PCR 40 mps 790 é 10 pe,rc ’ Amann és mtsai,
AGT-3’ ’ ’ 1990
27F 5’-AGA GTT TGA TCM TGG Bacteria, 98 °C, 5 perc; 84 °C, 10 mp; 32
 clidras CTC AG-3’ klénozast ciklus (94 °C, 30 mp; 52 °C, Lane. 1991
1499R 5’-TAC GGY TAC CTT GTT megel6zé PCR, 30 mp; 72 °C, 1 perc); 72 °C, ’
ACG ACT T-3° Taq 30 perc
27F 5 -AGA GITTGATCMTGG — Bacteria, 98 °C, 2 perc; 28 ciklus (52 °C,
. eljaras CTC AG-3 klonozﬂa S} 1 perc; 72 °C, 3 perc; 93 °C Lane, 1991
1492R 5’-TAC GGY TACCTT GTT megel6zé PCR, ) perCS' 770 é 10 pe’rc ’ ’
ACG ACT T-3’ Pfu ’ ’
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27F >-AGA GCTTTGATCMTGG - Bacteria, 96 °C, 3 perc; 35 ciklus (94 °C,  Lane, 1991
10. clidrs CTC AG-3 Klonozdst 30 mp, 52 °C, 30 mp, 72 °C
5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG- megeldz6 PCR, LT oF ’ ’ Muyzer és mtsai,
518R , 30 mp); 72 °C, 30 perc
3 Taq 1993
M13F > -GI:A AAA CGA CGG CCA , 96 °C, 2,5 perc; 32 ciklus
11. eljaras GT-3 Klonok PCR- (95 °C. 30 mp; 52 °C, 30 mp: Stratagene (La
' 5’-GGA AAC AGC TAT GAC ezése o P o ’ Jolla, USA)
M13R , 72 °C, 1 perc); 72 °C, 10 perc
CAT G-3
AmoA F > -GGG A’?T TCA GAA ATC . ... 98°C, 5perc;35ciklus (94°C, . . ..,
12, elidrds CTG AA-3 Ammonia oxidalo 30 mp: 52 °C 30 mp: 72 °C Sinigalliano és
-y AmoA R 5-GGG GAT CCG ATAGGA  specifikus 20 mpi- - 5C 10 g;c ’ mitsai, 1995
o ACG CAG AGA AG-3’ P P
338F 5 -GCT, GCC TCC CGT AGG ‘ ‘ 96 °C, 3 perc: 35 ciklus (94 °C, Amann és mtsai,
13. eljaras AGT-3 Nitrospira 30 mp, 52 °C, 30 mp, 72 °C 1990
- Nitspa 662R 5’-GGA ATT CCG CGC TCC specifikus 30 mPS' 79 0 (’: 30 Ie):,rc ’ Daims és mtsai,
P TCT-3’ Pl e TP 2001
338F 5 -GCT’ GCC TCC CGT AGG ' 96 °C, 3 perc; 35 ciklus (94 °C, Amann ¢s mtsai,
14. eljaras AGT-3 Nitrobacter 30 mp, 52 °C, 30 mp, 72 °C 1990
Nit 3R 5’-CCT GTG CTC CAT GCT specifikus 30 mp); 72 °C, 30 perc Wagner €s mtsai,

CCG-¥

1996

Kevert bazisok kodjaii M=A+C,R=A+G,W=A+T,S=G+C,Y=C+T,V=A+G+C,H=A+C+T,D=A+G+T,B=G+T+C,N=A+G+C+T,K=G+T

*tetrakloro-fluoreszcein-foszforamidit
**hexakloro-fluoreszcein-foszforamidit

***egy 39 bp hosszusagu GC-kapcsot csatoltunk az 5° véghez (5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA GGG GGG-3)

9. tablazat. Az alkalmazott PCR eljarasok 0sszegzése.
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1V.4.3.3. Konszenzus PCR technikdk

A novényi eredetli mintdk vizsgalataban az 1., 2., 4.,8 és 9. sz., mig a viz, szennyviz
szennyviziszap, valamint dunai iiledék mintaknal az 1., 2., és 5. sz. PCR technikakat alkal-
maztuk, mig az Archaea vizsgalatokban a 4. sz., a nitrifikalok elemzésében pedig a 12., 13. és
14. eljarast hasznaltuk (9. tablazat) 200 pL térfogata csovekben 25 uL. végtérfogatban Hybaid
PCR Express (Thermo Electron, Middlesex, Nagy-Britannia), vagy Gene Amp 2400 PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, USA) berendezésben. A gradiens PCR alkalmaza-
soknal a hibridizaciés hémérsékletet 47 és 61 °C kozott valtoztattuk (Sipos és mtsai, 2007).
Masodik, fészkes (nested) PCR, vagy DGGE-PCR, T-RFLP PCR esetekben a 2. és 7. eljara-
sokat hasznaltuk (9. tdblazat; Nikolausz és mtsai, 2005). A PCR termékeket Viogene PCR-M
Clean Up System (Proteogenix, Illkirch, Franciaorszag) kittel tisztitottuk.

A PCR paraméterek kozosség Osszetétel torzitd vizsgalataval kapcsolatosan a ciklus-
szam valtoztatas hatasat elemz6 kisérletekben a 18, 24, 32, ill. 48. ciklust kovetden zartuk az
1. sz. reakciot (9. tabldazat) 70 °C-on 10 percig tartd végsé lanchosszabbitassal. Minden PCR-t
harom ismétlésben végeztiink, ahol a templat DNS egymastol fiiggetlen keverésben késziilt. A
PCR terméket etidium-bromid festés alkalmazasaval 1 % agar6z gélben elektroforetizalva UV
fény alatt ellendriztiik (Sambrok és mtsai, 1989).

1V.4.3.4. Reverz transzkripcio

Az RNS mintaink PCR amplifikacioja eldtt sziikség volt a rRNS ¢cDNS-re forditasara
reverz transzkripcioval. Mivel a reverz transzkripciot altalaban PCR koveti, gyakran hasznal-
jak a reverz-transzkriptaz PCR (RT-PCR) kifejezést. A reverz transzkripciot a RevertAid First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Vilniusz, Litvania) segitségével hajtottuk végre
random hexamer primerekkel:

- PCR csében 2 pL RNS mintat 9 pL RN-4z mentes vizzel higitottunk, majd 1 pL
random hexamer primert (0.2 pg pL ™) mértiink hozza,

- a mintat 10 percig inkubaltuk 70 °C-n, ezalatt a rRNS-ek mdasodlagos szerkezete
denaturalodik. A mintat hirtelen lehiitve, a denaturalt allapot tobbé-kevésbé fennmarad.

-Jégen tartva a mintat, 5 pul. 5x reakcio puffert, 1 uL. ribonukledz inhibitort
(20 U puL™), és 2 pL dNTP keveréket mértiink hozza, majd 5 percig inkubaltuk 25 °C-n (pri-
mer csatolas),

- 1 pL RevertAid M-MuLV reverz transzkriptaz (200 U pL™) hozzdad4sa utan egy to-
vabbi annellacids (25 °C, 10 perc) 1épést kovetden a reverz transzkripcid 42 °C-n 60 percig
tartott. A szintetizalt cDNS-t tisztitds nélkiil hasznaltuk a 7. sz. PCR reakcid (9. tablazat)
templatjaként (Nikolausz €s mtsai, 2004).

1V.4.3.5. DGGE

A PCR termék DGGE vizsgalatat a Muyzer és mtsai (1993) altal kozolt paraméterek
szerint végeztiik Proteanllxi gélelektroforézis rendszerben (Bio-Rad, Hercules, USA). A
60 °C-os stabil futtatasi hémérsékletet a futtatdo puffer folyamatos ataramoltatasaval, termo-
sztat kozbeiktatasaval oldottuk meg. A PCR terméket 8 % (m/v) poliakrilamid gél zsebeibe
toltottiik. A gélben 40 - 70 % denaturdloszer gradienst biztositottunk (7 M urea és 40 %
formamid felel meg 100 %-os denaturalé koncentracionak), egy-egy futas 1 x TAE pufferben
80 V fesziiltség alkalmazéasaval 14 h iddtartamig tartott. Az elektroforézist kovetden a géleket
etidium bromiddal festettiik, desztillalt vizben 2 x &blitettiik, majd UV fényben elemeztik a
gélképet. A DGGE mintazatokat Phoretix 1D gél elemz6 program segitségével értékeltiik ki
(v. 4.0, Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, Nagy-Britannia).

Amennyiben a csikokhoz tartozé filospéciesz identifikalasara volt sziikség, ill. azok-
ban az esetekben, ahol a csikok kozotti teriiletet vizsgaltuk a géldarabokat kiilon-kiilon steril
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szike segitségével vagtuk ki. A DNS-t 60 pL. desztillalt vizes, egy éjen at tartd aztatassal
eludltuk. A PCR-amplifikéciot a 7. sz. eljarassal végeztik (9. tabldzat).

1V.4.3.6. T-RFLP

A PCR-termékeket Alul (5°’AGLCT), Hin6l (5°GVCGTC), Tagl (5’ TVCGTA), BsuRl (5°
GV GCCQ), Eco4T1 (5°GYGA/TGC), EcoRI (5°GYAATTC), BamHI (5’GVGATCC) enzimek-
kel emésztettiik, egy reakcid soran mindig csak az egyik enzimet alkalmazva (Sipos és mtsai,
2007). A terméket etanolos precipitacidval tisztitottuk meg, végiil a mintakat beszaritottuk. A
T-RFLP-hez mintainkat 12 pL. deionizalt formamid, 0,6 uL TAMRA bels6 standard (Applied
Biosystems, Foster City, USA) és 0,5 - 1,5 uL restrikciés emésztési termékbdl elegyitettiik,
majd 5 percig 96 °C-on denaturaltuk és ezt kovetden rogton jégbe tettilk. A fluoreszcensen
jelolt terminalis fragmenseket (T-RF) ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems,
Foster City, USA) berendezésben kapillaris elektroforézissel vélasztottuk el POP-4™ polimer
kozegben.

A kromatogramok elemzését a Genemapper v. 3.7 program (Applied Biosystems,
Foster City, USA) segitségével végeztiikk. A kornyezeti mintak T-RFLP profil elemzésében
né¢hany modositassal Saikaly és mtsai (2005) eljarasat kovettiik. Ennek értelmében a csucs-
magassag helyett a profilokat a kumulalt csucs alatti teriilet (a primer csucsokat kihagyva)
felhasznaldsaval standardizaltuk. Az egyes kromatogramokat T-Align programmal
(http://inismor.ucd.ie/~talign/) illesztettiik egymashoz, majd csoport elemzés statisztikai mod-
szer segitségével vizsgaltuk a mintdk hasonlosagat.

1V.4.3.7. A multitemplat PCR torzitasanak elemzésében alkalmazott eljarasok

A vizsgalati modell rendszeriink validaldsara ismert mennyiségli PCR termékekbdl
keverékeket készitettlink. A tisztitott PCR termékekbdl 150 ng mennyiségeket elegyitettiink
1:1 ardnyban és 3 ora hosszat emésztettiik 3 U restrikcios endonukledz enzimmel 20 pL
reakciotérfogatban (minden esetben harom parhuzamosban). A restrikciés emésztéshez a
Hin6l (5°GYCGTC), Mspl (5'C{|CCG), Csp6l (5°GYTAC), Bshi2361 (37°C) és a Tasl
(5>TVCGTA)(65 °C) enzimeket (Fermentas, Vilniusz, Litvania) hasznaltuk kiilon-kiilon reak-
ciokban. A Tasl enzimet csak 0,4 U koncentracioban alkalmaztuk az Un. ,,star activity” (Nasri
¢s Thomas, 1987) elkeriilésére. A multitemplat PCR termékek emésztésénél ugyanezeket a
koriilményeket hasznaltuk (modell kozdsségek €és kornyezeti mintak). Az emésztési termék
elektroforézisét megel6zden etanol precipitacioval ujabb tisztitdst végeztiink (Sambrok és
mtsai, 1989). A tisztitott, centrifugalt pelletet 10 °C hémérsékleten taroltuk és a T-RFLP
elemzést kozvetleniil megel6zden 20 pL desztillalt vizben szuszpendaltuk.

A csucs alatti teriilet 0sszértéke a hibridizacido homérsékletének valtoztatasat vizsgalod
kisérletekben 210402 és 261 963 fluoreszcens egység, mig a ciklusszam hatdsat elemzd
munkankban 54 965 ¢és 75 217 fluoreszcens egység kozott valtozott. Az dsszfluoreszcencia
intenzitast a 18 ciklusos minta legkisebb értékéhez optimaltuk.

1V.4.3.8. Klonozas és klonkonyvtarak létrehozasa

A kozosségi 16S rDNS PCR terméket legtobbszor Tag DNS polimerazzal készitettiik,
ami termindlis transzferdz aktivitdsanak koszonhetden az amplikokat egy tilnytlé adenin
nukleotiddal latja el, alkalmassa téve azokat iin. TA-klonozo vektorokba torténd ligalasra (8.
sz. eljarés; 9. tablazat). A PCR termékeket tisztitds utan (PCR-M kit, Viogene, Proteogenix,
Illkirch, Franciaorszag) vagy a TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA), vagy pe-
dig a pGEM-T Vector System (Promega, Madison, USA) vektorba ligaltuk, E. coli IM109
sejtekbe transzformaltuk, és ampicillin tartalm LB agarlemezekre szélesztettiik.

Gyékény rizoszféra, rizoplan elemzésekben tobbszor alkalmaztuk a tompa végi
klonozast. Ilyenkor a 9. sz. PCR reakciot (9. tablazat) Pfu polimerazzal (Stratagene, La Jolla,
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USA) végeztiik. Ez az enzim tokéletes tompa végii terméket allit eld, emellett hostabilitasa €s
atirasi pontossaga is jobb volt, mint a 2004. elétt hozzaférhetd Taq polimerazoké. A pCR-
Script™ Amp SK(+) Cloning Kit (Stratagene, La Jolla, USA) kitet a gyart6 eldirasanak meg-
feleléen hasznaltuk, a terméket Epicurian Coli XL1-blue MRF’ Kan szuperkompetens
sejtekbe transzformaltuk.

Esetenként 200 - 200 fehér (inzertet tartalmazé vektorral bird) klontelepet pontoztunk
at LB lemezekre (huspepton tapkdzeg), majd jabb 24 6rds inkubalas utan a telepekbdl a
DNS-t 96 lyuku mikrotiter lemezen, 5 perces, 98 °C-os inkubdlassal tartuk fel. A hdsokkal
feltart és centrifugalassal iilepitett sejtek durva lizdtumanak feliiluszojat a 10. sz. PCR reakci-
6ba vittiik.

1V.4.3.9. ARDRA

Mivel egy fajbdl szarmazd DNS tobb klonba is keriilhetett, sziikség volt az azonos
fragmenseket tartalmazé klonok megkiilonboztetésére a draga és iddigényes bazissorrend
elemzés el6tt. Ehhez a nyert DNS szakaszokat (PCR-termékeket) restrikcios
endonukleazokkal (Hin6l [HinP1I] [5’GYCGTC], BsuR1 [5° GYGCC] enzimek egyikével)
emésztettiik, a kapott fragmentumokat 2 %-os agardz gélen elektroforézissel elvalasztottuk
(1 x TBE pufferben, etidium-bromid festés, pUC Mix Marker 8™ Ladder, [Fermentas,
Vilniusz, Litvénia]). Az igy nyert mintazatok hasonldsaga alapjan csoportokba soroltuk a
klénokat (19. dbra), minden egyes csoportbol egy reprezentans klont kivalasztottunk és meg-
hataroztuk a 16S rRNS gén DNS bazissorrendjét (Massol-Deya és mtsai, 1995).

1V.4.3.10. Bazissorrend elemzés és filospéciesz meghatarozasa
A szekvenalds kivitelezése, és az azt kovetd identifikdcid menete megegyezik a
IV.3.6. fejezetben leirtakkal (56. lap).

IV.4.4. Kérnyezeti mintak lipid kivonason alapulé elemzési modszerei

Mintaink  kezelése, tisztitisa sordn csak zsirtalanitott (tehdt semmiféle
kemotaxondmiai markert nem tartalmazo) eszkdzoket hasznéaltunk. Ahol lehetséges volt, hii-
tottiik, fénytdl és oxigéntdl tavol tartottuk a vizsgalt anyagot.

A zsiroldékony anyagok kioldasakor a diklér-metan : metanol keverékben tarolt
fermentléhez 0.5 M foszfat puffert adtunk, és 6 oran at, hiitve kevertettiik az elegyet. Ezt
10 perces ultrahangos kezelés, majd a diklor-metan elegybdl valo kiszoritasa kovette desztil-
lalt vizzel. Ujabb 12 6ras hiitést kovetden centrifugaval valasztottuk szét a szilard tormeléket
tartalmazo, az apolaris (diklér-metan) és a polaris (metanol, viz, nem iilepedd tormelékek) fa-
zisokat. A diklor-metan alkotta fazis tartalmazza a vizsgalni kivant jelmolekulékat. Ezt a fa-
zist leszivtuk, Whatman No.2. (Whatman, Dassel, Németorszag) szlirOpapiron atsziirtiik €s,
vakuum alatt bestiritve (Rotadest 2118, Kutesz, Budapest) BB C18 oktadecil-szulfonat
(Merck, Darmstadt, Németorszag) oszlopon tisztitottuk tovabb. A nyers extraktumbol el6zo-
leg kis mennyiséget biomassza-becslés céljara elkiilonitettiink. Az oszlopra vitt extraktumbol
kloroform segitségével a kinonok, acetonnal a glikolipidek, metanollal pedig a foszfolipidek
moshatok le (Toth és mtsai, 2004).

1V.4.4.1. Foszfolipid foszfat alapu biomassza meghatdrozas

A biomassza meghatarozasat Findlay (1996), valamint Findlay és mtsai (1989)
modszerével végeztiik, amely a sejtek foszfolipid foszfat és szerves C tartalma kozotti szoros
Osszefliggésen alapul.
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19. dbra. Jellegzetes ARDRA eredmény. A felsd sor a 7ru91, az als6 a HinP11 enzimmel tor-
tént emésztést mutatja. Ha a kétféle emésztésre kapott mintazat megegyezik (pl. 36 - 37,
43 - 53), akkor a két kloén azonos.

1V.4.4.2. Kinon profil elemzés

A kinonokat vékonyréteg-kromatografias eljarassal tisztitottuk tovabb Kieselgel 60
Fasa (Merck, Darmstadt, Németorszadg) lemezeken. A vékonyréteg kromatografia sordn a
mena- €s ubikinonok elvalnak egymastol, ezért a kdvetkezd HPLC elemzés soran kiilon vizs-
galhatok. A tisztitds utan mintainkat acetonitril : izopropanol 65 : 35 eluens haszndlata mellett
nagy felbontasu folyadékkromatograffal (HPLC) elemeztiik (HP 9001 késziilék, oszlop: ODS
Spherisorb, Agilent, Santa Clara, USA). A komponenseket 270 nm-en, fényelnyelésiik alapjan
detektaltuk. A kereskedelmi forgalomban standard kinon oldatok csak korlatozottan hozzafér-
hetdk, ezért a pontos elemzéséhez a mintakkal egyidejlileg autentikus baktériumtérzsek
kinonjainak prepardlasa sziikséges. Ezek ismert kinon molekulai alapjan torténik a
kromatogramok kiértékelése. A felhasznalt baktériumtorzsek: E. coli (DSM 1116),
Pseudomonas fragi (DSM 3456), Bacillus sphaericus (DSM 28), Arthrobacter variabilis
(DSM 20132), Brevibacterium linens (DSM 20426), Nocardioides simplex (DSM 10368),
Micromonospora olivasterospora (ATCC 21819) (Collins és mtsai, 1977).

1V.4.4.3. Zsirsav metilészter mintazat elemzése

A foszfolipidek zsirsav-komponenseit metil-észterekké valod derivatizalasukat kove-
tden gazkromatografiaval (HP 5890 gazkromatograf, HP1 kapillaris-oszlop) valasztottuk szét.
A zsirsavszarmazékokat retencios idejiik alapjan standard metil-észterekhez viszonyitva hata-
rozzuk meg (BAME [Sigma; Sigma-Aldrich, St. Luis, USA], Téth és mtsai, 2004).

IV.5. Adatértékelési eljarasok

A kornyezeti mintak esetében tapasztalhatd kozosségi szintli valtozasok kimutatisara a
T-RFLP (¢s DGGE) mintdzatok értékelésében a Shannon diverzitasi indexet (H) alkalmaztuk,
amelyet a kdvetkez6 moédon szamoltunk ki: H = - (p;) (log 2pi), ahol 1 az egyes T-RF-eket
jelenti, p; az 1 fragmens relativ abundancidja (Shannon, 1948a, és b). Az abundanciat esetilink-
ben a kérdéses fragmens csucs alatti teriilete jelentette fluoreszcencia egységekben kifejezve.
A kemotaxonOémiai mintdzatok esetében ennek analdgiajara diverzitas (D) és egyenletesség
(E) indexeket kalkulaltunk Hu és mtsai (1999) javaslata szerint. D = [Z(f,"%)]?, ahol f, az x-ik
molekulavarians relativ gyakorisdga a mintaban, és E = D/n, ahol n a mintaban fellelhetd

molekulaféleségek szama. D additiv diverzitasindex, amely a gyakorisagbeli eloszlas ki-
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egyenlitettségével ¢és a valtozok szamaval novekszik (maximalis értéke n), mig E
(equitability) egyediil a kiegyenlitettségre érzékeny (maximalis értéke 1).

A DGGE, T-RFLP, valamint a kemotaxonomiai mintdzatok egyéb adatelemzésében a
Microsoft Excel, az SPSS, a Statistica for Windows, valamint a Syntax 2000 (Podani, 2001)
programcsomagok lehetdségeivel éltiink.

Az eredmények grafikus 4brazoladsdban tobb esetben a terjedelemmel standardizélés
eljarasat alkalmaztuk (Sokal ¢és Rohlf, 1981). A vizoszlop stabilitds becslésére
(RWCS - relative water column stability) Welsch modszerét hasznaltuk, amely a vizslriiségi
adatok alapjan szamol (Padisak, 2005).

A filogenetikai eljarasokat a megfeleld pontokban ismertettiik (IV.3.6.3., 57. lap).
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V. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

V.1. A tenyésztéses, csiraszamlalasra alapulé eljarasok hasznalata és korlatai a
(viz)mikrobiologiaban

A mikrobiologia ¢évszazados modszere a tenyésztésen, csiraszdmlalason alapuld
diverzitas vizsgalat. Lakonikus rovidséggel 6sszefoglalva azt mondhatjuk: amennyiben a kor-
nyezeti minta egységnyi mennyiségében sok mikrdba talalhatd (nagy a csiraszam) ez egyuttal
nagy mikrobialis aktivitdsra is utal, s viszont, a kis csiraszam egyuttal csekély mikrobialis ak-
tivitast jelent. Tudjuk, hogy e sommas megallapitas leginkabb a konnyen hasznosithatd szer-
ves anyagokat nagy mennyiségben tartalmazo kornyezetek mintai esetében igaz, amint arra az
irodalmi attekintésben utaltunk a "great plate anomaly" kapcsan (8. lap)(pl. ember, éllat, n6-
vény mikroba partnerei; eutrdf vizek; talajok ndvényi maradvanyokban gazdag horizontjai).
Meg kell jegyezniink még azt is, hogy a csiraszam értéke csak megfeleléen megvalasztott
tapkozegek és (a mintara vonatkozoan) idedlis tenyészfeltételek biztositdsa esetén lehet in-
formativ.

Minden ismert hibgja ellenére a csiraszdmlalas modszere egyaltalaban nem elvetendd.
Mindenekel6tt is erre épiil a higiénés mikrobioldgia legnagyobb része, amikor az altala vizs-
galt kozegek vonatkozasadban dsszcsiraszamra és higiénés indikator szervezetek csiraszam ér-
tékeire allapit meg hatarértékeket (flirdoviz, ivoviz, élelmiszerek, sterilitdsi proba stb.) a leg-
egyszerlibb esetben akar csak ugy, hogy a minta meghatirozott térfogatdban bizonyos
mikréba nem lehet jelen. Az ivoviz esetében az érvényes hazai (Eurdpai Unids) eldirdsok az
Osszcsiraszam, koliform szam, E. coli csiraszam, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa szam stb. adott viztérfogatra esé mennyiségével szabalyozzak az alkalmassag kér-
dését. Az élelmiszerbiztonsagi vizsgéalatokban - annak tipusatol fliggden - Salmonella,
Staphylococcus, Listeria stb. szamokat is bevonnak, és nem csak a kérokozokkal kapcsolatos
szempontokat érvényesitik, hanem a romlast okozo6 szervezeteket is tesztelik (pl. élesztdgom-
bak, penészgombak csiraszama, Alicyclobacillus acidoterrestris, vagy Lactobacillus, Bacillus
Spp. szam).

A kornyezeti mikrobioldgia sok teriiletén is a kiillonb6zd mikroba élettani csoportok
csiraszam értékeit elemezve értelmezziik a kornyezetallapot valtozas folyamatat. Igy példaul a
szennyviztisztitasban fontos lehet a N korforgalomban résztvevé mikrobak csiraszam becslése
(nitrifikalok / denitrifikalok pl.), vagy a biologiai korrdzid elemzésénél a ,,savtermeldk™ élet-
tani csoportjanak szamlalason alapuld aktivitdsbecslése, akar pedig a H,S termeldk csiraszam

meghatarozasa. A csiraszam becslés eredményeinek értékelése legtobbszor csupan a parhu-
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zamosan végzett kémiai elemzések adatainak figyelembe vételével torténhet (és viszont). Va-
gyis a mikrobioldgiai €s fizikai-kémiai vizsgalatok egylittese adja a legtobb esetben a feladat
megkovetelte kelld mélységli informaciot (pl. bioremediéacios folyamatok). Ezen paraméterek
meghatdrozasa a kornyezeti mikrobioldgiaban a kiinduldpont, az alap, amelyre épitkezve jut-
hatunk tovabb (lasd 3. és 7. dbra; 21. és 26. lap). Az ilyen adatokbdl nyerhetd informacid
mélységét mutatjuk be a kovetkezd vizsgalati eredményekkel.

A magyarorszagi sekély allovizeink esetén kevéssé kutatott kérdés a rétegzettség
kialakuldsa és tartossaga (Bardosi €s mtsi, 2000; Grigorszky és mtsi, 2000; Padisdk ¢és
Reynolds, 2003). A viztestben és az liledékben lejatszodd mikrobialis anyagforgalmi folya-
matok pedig alapvetden meghatarozzak a vizi életterek miikodését, a bekdvetkezd valtozasok
iranyat. Az Ohalaszi-Holt-Tisza esetében a viztestben zajlé folyamatokat megfelelden kiva-
lasztott fizikai, kémiai és mennyiségi mikrobiologiai modszerek segitségével vizsgaltuk és
elemeztiik a mikrobakdzosségek szintjén megnyilvanuld véltozasokat (Teszarné és mitsi,

2003; 2005; Teszarné, 20006).

A tavaszi négy méréssorozat adatainak elemzése alapjan megallapithattuk, hogy a kora
tavaszi (marcius—aprilis) és a majusi mintavétel mérési adatai 1ényegesen eltérdek lehetnek.
Kora tavasszal a vizoszlop egységes. A fizikai és kémiai valtozok gorbéinek lefutdsa egyen-
letes, a vizoszlopban rétegzddés nem tapasztalhatd (20. abra). Ezt mutatjak a vizhdmérséklet,
az oldott oxigén, az elektrod (redox) potencial €s a szerves anyagok mennyiségére utald ké-
miai oxigénigény adatai. 2003. majusdban ugyanakkor hatarozott gradiensek alakultak ki (27.
dbra). A mintavételt megel6z6 kedvez6 iddjaras hatasdra hodmérsékleti gradiens jott 1étre, a
felszin és a fenék kozeli viztomeg homérséklet-kiilonbsége At = 8,4 °C, a vizoszlop (slriiségi
adatok alapjan szamolt) relativ stabilitdsa (RWCS) 170. A stabilitas értéke kozel akkora, mint
2002. juliusdban (RWCS = 179), egy tartésan meleg nyari idészakban. Az oxigén gradiens a
felszin kozeli 9,3 mg L™ oldott oxigén mennyisége (102,7 %-os telitettség) és a 4,0 m-es
mélységben mért 1 mg L™ érték kozott valtozott. Az elektrod (redox) potencial 3,75 m-es
mélységben hirtelen csokkenni kezdett (381 mV-r6l 187 mV-ra zuhant), majd a viz-iiledék
hataran negativ lett (-3 mV). Tovabbi gradiensek (szabad széndioxid, ammonium-ion, nitrat,
szulfat, szulfid, 0sszes vas, Clostridium szam mennyiségének mélységi valtozasa) is jelzik a

majusi rétegzettség kialakulasat.

A tavaszi mintak eredményeinek értékelése alapjan megallapithatjuk, hogy a kora
tavaszi iddszakban (marcius-aprilis) a vizoszlop keveredett allapotban van. M4jus elején a

tartosan szélcsendes meleg idészakokban a hémérsékleti gradiens kialakuldsat a mikrobiolo-
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giai folyamatok nyoman a kémiai gradiensek megjelenése koveti, a kémiai és biologiai kom-

ponensek fliggdleges valtozasat tekintve a vizoszlop direkt rétegzédést mutathat.
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20. dbra. Néhany fizikai és kémiai mutaté mélységi valtozasa az Ohal4szi-Holt-Tiszaban
2004. marcius 22-én.
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21. dbra. Néhany fizikai és kémiai mutato mélységi valtozasa az Ohaldszi-Holt-Tiszaban
2003. majus 05-¢én.

Valamennyi nyari mintazas alkalmaval tapasztaltuk a direkt rétegzodés meglétét: a
felso réteg (epilimnion), a valtoéréteg (metalimnion) és az alsé réteg (hipolimnion) kialakulé-

sat. A hdmérsékleti valtoréteg (termoklin) mellett minden alkalommal kimutathaté volt a ké-
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miai valtoréteg (kemoklin) is. Ezt jelzik a "klinograd tipusu" oldott oxigén és oxigéntelitett-
ségi gorbék. 275 cm-es vizmélység alatt az oxigéntelitettség 1 % alatti, ami meghataroz6 a

mikrobidlis kozdsségek dsszetétele és mitkodése szempontjabol.
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22. dbra. Az elektrod (redox) potencial mélységi valtozasa az Ohalaszi-Holt-Tiszaban a nyari
méréseink soran.
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23. abra. Jellegzetes a fizikai és kémiai (terjedelemmel standardizalt; Sokal és Rohlf, 1981)
jellemzdk alakulasa az Ohalaszi-Holt-Tiszan a vizmélység fiiggvényében 2003. augusztus 24-
én.
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A 22. dabra szemlélteti, hogy valamennyi nyari mintdzas alkalmaval volt egy olyan
vizréteg (150-325 cm kozott), ahol ugrasszeriien megvaltoztak az oxidacios-redukcios viszo-
nyok a vizoszlopban. Az elektrod (redox) potencial értékei +444 és —117 mV kozott ugrassze-
rlien valtoztak. Mivel az elektrédpotencial a vizben oldott anyagok mennyiségének és min6-
ségének fiiggvénye, értéke rendkiviil nagy jelentdségli a vizi anyagforgalom jellemzésében.

A 23. és 24. abran feltiintettiik mindazokat a jellemzdket, amelyek jol mutatjak a
rétegzettséget. A grafikonokon megfigyelhetd a hdmérsékleti és oxigén gradiens kialakulésa.
Az oldott oxigén 2 m-es mélységben elfogy, anaerob koriilmények alakulnak ki. Az anaerdb
szervesanyag lebonto és asvanyositd folyamatok kovetkeztében a szabad széndioxid mennyi-
sége (2 m-es mélységtol lefelé¢) ndvekszik, elsdsorban feltehetéen azért, mert a CO, fogyaszto
- leginkdbb fotoautotrof - szervezetek fény hijan nem miitkodhetnek. 3 m-es mélységben a pH
¢s a szabad széndioxid gorbéjének lefutasa egymadssal ellentétes. A viz pH-jatdl fligg, hogy a
vizben a széndioxid milyen mértékben oldodik, ¢és hogy a szabad széndi-
oxid - hidrogénkarbonat - karbonat rendszer komponensei milyen ardnyban vannak jelen, és
- viszont - a CO, mennyisége befolyasolja a pH-t. Ha a pH csokken, akkor egyre inkabb a
szabad széndioxid felé mozdul el a pufferrendszer egyensulya. Megjegyezziik, hogy a pH-nak
az abran lathat6 drasztikusnak tlind valtozasa az abrazolas sajatossaga, a valdésagban a valto-
zasa még 1 pH egységet sem jelent. A 23. dbra szemlélteti, hogy 200-225 cm-es mélységben
talalhaté az a zdéna, ahol a vizoszlop oxidacids-redukcids viszonyai ugrasszeriien megvaltoz-
nak. Ezt jelzi az elektréd (redox) potencidl hirtelen esése is. Ugyanebben a zoéndban a
mikrébialis aktivitas (pl. heterotrofikus HoS termeldk) kovetkeztében hirtelen lecsokken a
szulfat mennyisége (24. abra), ndvekedni kezd az oldott szulfidok, az ammonium-ion és a
szabad széndioxid koncentracioja. Megjegyezziik (bar ebben az abraban nem tiintettiik fel),
hogy a fajlagos elektromos vezetOképesség a mélységgel hatdrozott novekedést mutat. A fe-
nék kozelében a tarozot feltdltd Tisza viz vezetOképességének kétszerese mérhetd nyari ido-
szakban (télen akar 6tszorose is). Ez is jorészt az asvanyositasi folyamatok hatasdnak tudhato
be, bar a tovabbiakban latni fogjuk, hogy a fenék kozeli kémiai viszonyokat esetleg hidroge-

oldgiai tényezok is befolydsolhatjak.

A 22 °C-on telepet képezd mikroorganizmusok szdma a fenék felé¢ haladva csokken. A
nyari idészak mérési eredményei szerint a rendelkezésre allo bonthat6 szerves anyag mennyi-
sége a mélységgel novekszik €s a vizhomérseklet is 20 °C f6lotti (2,5 m-es mélységig, alatta
is csak 15 °C korili értékre csokken; bar ez a mikrobakozosségek szempontjabol - ez eset-

ben - kevéssé Iényeges tényezd). Az oldott oxigén azonban 2 - 2,5 m-es mélységben elfogy,
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igy nem biztositottak az aerdb szaporodas feltételei. Az anaerdb zénaban (250 cm alatt) talal-
hato a Clostridium-ok ¢€s a heterotrofikus kénhidrogén-termelék mennyiségét mutatd gorbe
csucsa. 2,5 - 4 m kozotti mélységben, ahol nincs oxigén, de egyidejiileg jelen van szulfat,
(szulfid) és nagy mennyiségli szerves anyag (KOI=13-24mgL™"), a Clostridium-ok és
heterotréfikus kénhidrogén-termeldk (pl. SRB) abundancidja maximalis, a két gorbe parhu-
zamos lefutdsu (24. dbra). A szulfitredukdld Clostridium tipust baktériumok szdma
540 - 860 TKE 50 mL™'. A szabad széndioxid mennyiségének ndvekedése (20 - 140 mg L)

ebben a zonaban még kedvezhet is e kapnikus mikroorganizmusok szaporodasanak.

1 +
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24. abra. A rétegzettség kialakultat szemléltetd jellegzetes kémiai és mikrobioldgiai (terjede-
lemmel standardizalt) adatok alakuldsa az Ohaldszi-Holt-Tiszdban 2003. augusztus 24-én.

A heterotrofikus kénhidrogén termelék maximélis szama 2 500 - 250 000 TKE mL ™.
Megjegyezziik, hogy a szabvany szerinti Clostridium szam meghatarozas a szulfit redukcio
képességének vizsgalatira épit és egy hdkezelést is alkalmazva feltételezi, hogy csak az
(endo)sporaképzo szervezeteket mutatja ki ezek koziil is. A heterotrofikus H,S termelés teszt-
ben a S tartalmi aminosavakbdl H,S-t felszabadité mikroorganizmusok szamat vizsgaljak. E
két csoport egyébként (sensu lato Clostridium fajok és sporas szulfatredukalok, pl.
Desulfotomaculum, valamint akar az Enterobacteriaceae csalad tagjai, mas fermentalok, vagy

anaerdb 1égzok) a kérdéses biokémiai aktivitdsokat tekintve atfed, vagyis akar mindkét csira-
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szam érték zOmében ugyanazokra a vizsgalt viztestben jellemz6 mikroorganizmusokra vonat-
kozik. Ezek pontos elkiilonitése a fajok megismerése alapjan lehetséges, pl. anaerob lemeze-

1éses, vagy nemtenyésztéses eljarasok segitségiil hivasaval.

A "planktonikus baktériumok" mennyisége €s biomasszaja (vagyis a mikroszkopos
sejtszam) a mélységgel nem valtozik egyértelmiien. Neheziti az értékelést, hogy a mddszernek
"mérési tartomanyonként" igen valtozo a mérési bizonytalansaga. Ezen tul a valtozas hianya-
nak oka - rossz esetben - mérési hiba is lehet. Az anaerdob mikroorganizmusok DNS-e 72 6ra-
val a mintavétel utdn degradalodhat, és ha a planktonikus baktériumok tartdsitott mintai ké-
s6bb keriilnek feldolgozasra, a degradalodott DNS-ek nem festddnek meg (Daley, 1979).
Esetiinkben valamennyi vizsgélat 24 6ran beliil befejez0dott. Természetesen az a legvaloszi-
niibb, hogy az AODC vizsgalat eredményével szemben az Osszcsiraszam becsléssel mindig
planktonikus baktériumok kozott a fenék kozelében a nagyméretii (legvaldszintibben szulfat-
redukald) palcak dominaltak és adtak a biomassza nagy részét, mig a felszin kdzelében a kis
méretli kokkuszok szama és biomasszaja volt jelentds. Ezen eredményeink jol korrelalnak
egyébként mas szerzOknek a Kiel Fjord viztestén végzett vizsgalati eredményeivel (Watson és

mtsai, 1977).

Fényméréseink szerint a fenék kozelébe nyadron mar nem jut le fény a 400 - 700 nm-es
hullamhossz tartomanybol. Igy a klorofill-a érték fenék kozeli novekedése (23. dbra) feltehe-
tden nem eukariota algaktol szarmazik, és a valtorétegben levd kisebb csucs is tulajdonithato

anaerob fototrof baktériumok pigmentjeinek.

Az elemi logikanak ellentmond az anaerdb vizrétegekben kimutathatd klorofill-a
maximum. A klorofill-a ugyanis a két fotorendszeres oxigéntermeld cianobaktériumok jelleg-
zetes pigmentje (az eukariotak mellett). Aerdb fotoszintézis pedig a kérdéses rétegekben mért
redox (elektrod) potencidl értékek, az egyéb kémiai paraméterek alapjan semmiképpen sem
torténhetett. Az alkalmazott mérés a szabvany szerint klorofill-a-t mutat ki, amely csak
eukariota algakban, valamint cianobaktériumokban fordul eld. Tudjuk, hogy a klorofill-a mé-
réssel a zold kénbaktériumok bakterioklorofill-d-je és egyéb bakterioklorofill pigmentek is
interferalnak. Tény az is, hogy 500 cm mélyen a kokkusz és nagyméretii palca alaka
planktonikus baktériumok egyedszama (6,53 . 10° ind L) és biomasszaja (0,878 g m™) is je-
lentds volt. Ha ezek egyfotorendszeres zold és bibor fotoszintetizald baktériumok, akkor
egylittesen feleldsek lehetnek a nagy "klorofill-a" koncentracidért (zold kénbaktériumok

bakterioklorofill-d-je). A nativ vizmintdk mikroszkopos elemzése azt mutatja, hogy a
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kemoklin réteg klorofill-a maximumanak zénajaban tényleg z6ld kénbaktériumok hatalmas
tomegei voltak. A fenék kozeli ,klorofill-a csucs” okat feltehetden masban kereshetjiik. A
mikroszkopos vizsgalat itt egy Anabaena cianobaktérium 10° L™ sejtszamat mutatta. A szak-
irodalom alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az Anabaena fajok kézott néhany hajlamos
H;,S elektrondonorral anaerdb fotoszintézist végezni. Hogy a folyamat ténylegesen zajlik-¢ a
kérdéses zondban csak fényklima mérésekkel ¢s megfeleld enzimaktivitds / expresszio elem-
zésekkel bizonyithato.

Aktiv anyagcsere hijan e szervezetek legfeljebb metabiotikus allapotban siillyedhettek
a fenékre. Irodalmi adatok szerint azonban az Anabaena képes anaerdb anyagcserére
(Sentsova ¢és mtsai, 1975), s6t anaerdb fotoszintézisre (Bronstein ¢és mtsai, 2000) is. Az
Anabaena variabilis endogén 1égzési rataja fokozatosan csokkent 30-40 napos sotét periddus
alatt ¢és kis szinten tovéabbra is fennmaradt (Sentsova és mtsai, 1975). Az irodalomban az
anaerdb fotoszintézis leirdsa a cianobaktériumok koziil leginkabb valamely Oscillatoria fajra
vonatkozik. Cohen és mtsai (1975) voltak az elsdk, akik ezt alatdmasztottak, sot laboratdriumi
koriilmények kozott megerdsitették az Oscillatoria limnetica oxigént nem termeld fotoszinté-
(Cohen és mtsai, 1977) ahol az Oscillatoria limnetica volt a dominans fototr6f 3 mM kénhid-
rogén koncentracioig. (A mi esetiinkben a kénhidrogén koncentracié a fenék kozelében 0,004
mM volt minddssze.) Ez a cianobaktérium megvalositja az oxigént nem termeld széndioxid
fotoasszimilaciot a szulfid - mint alternativ elektron donor - segitségével. Az oxigént nem
termeld (kénhidrogén elektron donor alapu) fotoszintézis hatékonysaga nagyobb volt, mint az
oxigént termeld fotoszintézisé kiillondsen vords fénynek vald kitettség esetén (Oren és mtsai,
1977). Bronstein és mtsai (2000) klonoztak és szekvenaltdk a szulfid-kinon reduktaz (SQR)
enzimet kodolo gént. Ez az enzim katalizdlja az oxigént nem termeld fotoszintézis elsd 1épését
az Oscillatoria limnetica cianobaktérium szervezetében. A nukleinsav adatbazis keresés soran
egy Anabaena sp. (PCC 7120) cianobaktérium genomjaban SQR homolég bazissorrendet ta-
laltunk. A Microcoleus chthonoplastes - egy kozmopolita tengeri cianobaktérium - szintén
képes megvalositani az oxigént nem termeld fotoszintézist, szulfidot hasznalva elektron do-

norként (Cohen és mtsai, 1986).

Az 6szi mintdk eredményeinek értékelésekor egyértelmiivé valt, hogy a fizikai és a ké-
miai, valamint a biologiai valtozok értékei ebben az idészakban nem moédosulnak szamotte-

véen a vizmélységgel. A vizhdmérséklet és a slirliség értékei alapjan kiszamitottuk a vizosz-
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lop relativ stabilitasat, ami 0szi idészakban 1,4 - 4,0 kozotti érték, évszakos viszonylatban a

legkisebb. Az atkeveredd viz mikrobiologiai szempontbdl is - mintegy - homogenizalodik.

A téli mintdzds mérési eredményeit feldolgozva megéllapithatjuk, hogy 2 - 3 hetes
jégfedettség feltehetden nem elegendd az indirekt rétegzettség kialakuldsdhoz. Ehhez 5 - 10
hétig tartd jégboritas sziikséges az Ohaldszi-Holt-Tisza esetében. Ekkor mar kialakul a hé-
mérsékleti gradiens: a viz hdmérséklete kozvetleniil a jég alatt 0,2 °C volt, 1 m-es mélységben
mar 1,8 °C, mig a fenék kozelében 4,7 °C (25. dbra). A vizoszlop relativ stabilitasa 14. A
jégboritottsag idétartaman tal 1ényeges kérdés a vizet takaro jég és ho fényateresztése is. Az
altalunk vizsgalt esetben csak 200 cm alatt anaerob a viztdmeg, a szabad széndioxid és az ol-
dott szulfidok mennyisége a lebontasi folyamatok kovetkeztében a fenék fel¢ fokozatosan nd.
A peptonbdl kénhidrogént termeldk szama 250 cm-es mélységben volt a legnagyobb (235. és
26. dbra).

20 100 150 200 225 250 275 300 325

vizmélység (cm)

[C—Jvizhdmérséklet [C"Joldott oxigén —+8— redoxpotencial
—a— szabad széndioxid —¥— vezetbképesség — -O— nitrat
— —+— szulfat —<— oldott szulfidok —@—klorofill-a

25. dbra. Az Ohalaszi-Holt-Tisza vizterében mért kémiai paraméterek terjedelemmel standar-
dizalt értékeinek valtozasa a vizmélység fliggvényében 2003. marcius 4-én, jég alatt.

A 22 °C-on telepképzd aerdb heterotrof baktériumok legnagyobb szamban kozvetlentil
a jég alatti mintabol voltak kimutathatok. A fenék kozelében, ahol a Clostridium tipust bakté-
riumok szama névekedett, a keletkezett szulfid mennyisége maximalis volt (0,290 mg L™),

mig a szulfat tartalom jelentdsen lecsokkent. Ennek oka lehet, hogy oxigén hianyaban itt a
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szulfatlégzés valt dominanssa. A szulfatredukald baktériumok energianyerés céljabol a meg-
termelt szerves anyag mellett (terminalis elektron akceptorként) fogyasztottak a vizben 1€vo
szulfat-ionokat, mikozben redukaltabb kénvegyiiletek ¢s széndioxid szabadult fel. A
planktonikus baktériumszam a 225 - 275 cm kozétti rétegben volt a legjelentdsebb (26. abra).
A planktonikus baktériumok koziil a felszin kozelétdl kb. 150 cm-es mélységig a palca ¢€s
kokkusz alakt baktériumok szama kozel azonos volt. A fenék felé haladva, 200 - 325 cm
mélységig a kis- és nagyméretii kokkuszok adtak a baktériumszadm és biomassza jelentds ha-
nyadat. A klorofill-a tartalom 100 cm mélyen ért el maximalis értéket (59,2 mgm™) és
225 cm-en még egy kisebb csucsa volt. Az algoldgiai vizsgalatok szerint azonban ezuttal
Cryptomonas fajok dominaltak az egyes vizrétegekben. Ezek a szervezetek autotrofok (de fa-
kultativ mixotréfok is lehetnek), klorofill-a-t és fikocianint is tartalmaznak, tipikus "jég alatti"
mikrobak. A klorofill-a csiicsokat abban a két rétegben mértiik, ahol ezek a szerveztek nagy
szamban fordultak el (100 cm mélyen). Erdekes jelenség, hogy a Cryptomonas-ok tenyé-
szetben is hasonloképpen viselkednek, miként a jég alatti rétegzettségben tapasztaltuk. Két
populécidra valnak. Egyik populécid a felszin kézelében (esetlinkben 100 cm mélyen) a mésik
populacié a mélyebb rétegekben fordul eld (225 - 250 cm-en). Ennek okat jelenleg nem is-
merjiik. (Lehetséges, hogy két Cryptomonas faj volt a két vizmélységben, vagy egy faj két
okotipusa [Hoef-Emden ¢és Melkonian, 2003].)

Az Ohalaszi-Holt-Tisza legmélyebb pontjan végzett 15 méréssorozat eredményeit
Osszegezve megallapithatjuk, hogy a holt meder keveredési tipusa labilis dimiktikus, hajlamot
mutat a polimiktikus jellegre. Id6jarastol fiiggéen kialakulhat a nyari direkt és a téli indirekt
rétegzettség. Kora tavasszal a vizoszlop még keveredett allapotban van, a direkt rétegzddés
majus elején kezdddik, juliusra stabilla valik, ami 4 - 5 hétig stagnal, majd oktoberre erodalo-
dik. Nyari idszakban kialakul a hdmérsékleti és a kémiai valtoréteg. Mérési adataink alapjan
bizonyossa valt, hogy 2 - 3 hetes jégfedettség nem elegend6 a téli forditott rétegzettség 1étre-

jottéhez, de > 5 hetes tartos jégboritottsag esetén mar kialakulhat.

A valtoréteg kialakulasat jelzik a klinograd tipusu oxigéngdrbék, az elektrod (redox)
potencidl hirtelen esése, a szulfat-szulfid profil, Clostridium csiraszamok, a klorofill-a érték
alakuldsa. Mig az Gsszes telepszam (22 °C-on) vertikalis megoszlasa az aerdbitdsi viszonyo-
kat koveti, az anaerob Clostridium-ok és a peptonbol kénhidrogént termelék mennyisége a 3,0
— 4,0 m-es (anaerdb) zoéndban a legnagyobb. Ebben a mélységben nagy mennyiségben all ren-
delkezésre konnyen bonthatd szerves anyag és szulfat is. Aktiv anyagceseréjiik kovetkezmé-

nyeként a felszabadul6 oldott szulfidok, a szabad széndioxid és az ammoénium-ion mennyi-
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sége a fenék felé haladva novekszik. A planktonikus baktériumszam és biomassza eredmé-
nyek elemzése soran megallapitottuk, hogy sem a szdm, sem a biomassza a mélységgel nem

valtozik szamottevéen.
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26. dbra. Az Ohalaszi-Holt-Tisza vizterében mért bakterioldgiai jellemzok alakuldsa a viz-
mélység fliggvényében 2003. marcius 4-€n, jég alatt.

A kémiai és mikrobiologiai adatok kdzott par esetben ellentmondés tapasztalhato: nem
magyarazhaté meg az anaerdb szulfatredukalé mikrobak nagy csiraszama mellett a fenék ko-
zelében tapasztalt nitrat koncentracié novekedés. 2003. telén pl. anaerob koriilmények kozott
275 - 325 cm-es mélységben 0.8 - 2,4 mg L™ nitrat koncentraciét mértiink (25. dbra). Aligha
képzelhet6 el azonban domindns mértékben szulfatlégzés ilyen nitrat szintek jelenlétében. Az
ellentmondas oka az, hogy a nitrat hatasos kompetitora a szulfatredukcidonak, mert a szerves

anyagok nitrat 1égzése energetikailag kedvezdébb a szulfatlégzésnél.

A 2001. évi nyari mintak feldolgozasa soran tapasztaltuk el6szor azt, hogy a mintaban
eléforduld Fe** ionok nagy koncentracidja (> 5 mg L") zavarja a nitrat meghatarozasat (na-
gyobb nitrat értéket kapunk, mint a tényleges). A mintdkat kationcseréld oszlopon (Varion
KS) atvezetve (MSZ 12750-18) a nitrat koncentracidja mar alsé méréshatar alatti (< 0,5
mg L) lett. Mivel 2003. telén ismét nagy volt az anaerdb viztomegbél szarmazé mintak Gsz-

szes vas (8,5 - 20,4 mg L) és a nitrat (2,6 - 18,4 mg L") koncentracioja is, hasonldan jartunk
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el. A kationcserélon atvezetett vizminta nitrat koncentracioja azonban tovabbra is igen nagy
maradt (0,8 - 11,1 mg L™). Ebbél egyértelmiien arra kovetkeztethetiink, hogy a fenék kozelé-
ben a nitratnak valamilyen kiilsé forrasbol kell szdrmaznia. Toth és Almasi (2001) hidrogeo-
logiai kutatasai szerint a Kiskdrei-taroz6 Poroszloi- és Tiszavalki-medencéket érinté szaka-
szan 50 km atmérdji korzetben, felfelé aramlo felszinalatti vizmozgas figyelheté meg, amit a
teriilet alatti mélyszerkezeti torések tesznek lehetévé. Ennek a kiaramlési (csapolési) teriilete
lehet az Ohalaszi-Holt-Tisza is (Szalma, 2003). Erre utalhatnak a fenék kozelében mért ké-

miai eredmények (vizhdmérséklet, vezetOképesség, ionok, stb.) "anomaliai" is.

Felhivjuk még a figyelmet az Osszcsiraszam és a planktonikus baktériumszam kozotti
harom nagysagrend értékli kiilonbségre. Ez a Bevezetés fejezetben mar emlitett ,,great plate
anomaly” jelenséggel fiigghet 0ssze: a tenyésztésen alapuld csiraszdmlalas jelentésen alul-
becsli a mikrébaszamot a fluoreszcens mikroszkopi elemzéshez viszonyitva.

A kutatas kénkorforgalommal, anaerdb klorofill-a csucsokkal, csiraszam anomalidval
kapcsolatos magyardzatai sajnos az alkalmazott mikrobioldgiai technikak korlatai miatt jo-
részt csak feltételezések maradnak. A hipotézisek bizonyitasa, a kérdések megvalaszoléasa tor-
zsekre alapozott és molekularis modszerek alkalmazasa segitségével lehetséges (pl. Teske ¢€s
mtsai, 1996). Megjegyezziik ugyanakkor, hogy a tenyésztés-izolalas modszere az anaerdb te-
nyésztés extrém nehézségei miatt (tapasztalatunk szerint pl. 100 izolatumbdl 1 - 2 tarthatd
fenn) sem valddi megoldas. Vagyis a diverzitasi kérdések megvalaszolasa, a zold kénbaktéri-
umok, az Anabeana fajok aktivitdsanak in situ meghatirozéasa feltehetden nemtenyésztéses

molekularis modszerek segitségiil hivasaval oldhato meg.

V.2. Torzsek vizsgalatan (tenyésztés, izolalas) alapuld eljarasok eredményeinek osszeve-
tése a teljes nukleinsav kivonasra épiilé diverzitasvizsgalat eredményeivel

A kornyezeti mikrobiologiai kutatdsok hagyoményos (évszazados) moddszere a
tenyésztésen, torzsek izoldlasan és vizsgalatan alapul6 diverzitasvizsgalat. Ez esetben mar ké-
pet kapunk arrdl, hogy az el6z6 fejezetben csak szamszeriien megismert mikrobacsoportokat
(22 °C-on telepképzdk, pl.) mely szervezetek alkotjak. Az e teriileten végzett szerteagazo
munkak eredményeibdl a pang6 vizes kornyezetek egy kiilonleges ¢l6helyét valasztottam be-
mutatasra. A pang6 vizes teriiletek egyik jellegzetes ndvénye a keskenylevelli gyékény
(Typha angustifolia), amelynek kiilonleges tulajdonsaga, hogy nagyon kis redoxpotencialu
kozegekbe (pl. 1api altalajok) gyokerezve is megél. A gyékény aerenhimatizalt gydkerei jol

jelzik az adaptacido tényét, ugyanakkor tudnunk kell, hogy az anaerob altalaj toxikus
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mikrobidlis anyagcseretermékeit (fermentéacios savak, NHs, H,S stb.) a gyokérfelszin mikroba
partnerei a ndévénnyel kooperalva méregtelenitik. Ennek a kiilonleges ndovény -mikroba
egylittmiikddési térnek, amely fizikai-kémiai szempontbdl is dtmeneti (gradiens) zona a vizs-
gélata biodiverzitas kutatasaink egyik kozponti eleme. Az altalajba agyazott gyékény gyokér-
blokkokat egy az Ohalészi-Holt-Tiszahoz sok tekintetben hasonld teriileten gyiijtottik be. A
Soroksari-Duna egyik holtaganak gyékényes uszolapjabol vettiink mintat.

A keskenylevelli gyékény rizoszféra - rizoplan mikroba kozdsségeinek tenyésztésen
alapul6 fenotipusos fajdiverzitas vizsgalataba harom évszakban (nyar, Osz, és tavasz; VI.1.2.
pont, 47. lap) izolalt dsszesen 213 torzset vontunk be (164 Gram-pozitivnak, 49 Gram-nega-
tivnak bizonyult). A csiraszamléalas eredménye 1 - 1 g-nyi gyokér-homogenizatumra vonat-
koztatva mind B, mind pedig modositott B tapkozegen 10° nagysagrendiinek bizonyult. Az
értek feliiletre torténd atszamitdsa -sajnos - lehetetlen (becslés persze végezhetd, de a gyokér
tényleges, baktériumokkal boritott feliiletének szdmitdsa nagysagrendnyi hibaval terhelt). A
taxometriai fajmeghatarozast a Biolog automata identifikacios rendszerrel nyert eredmények-
kel is segitettiik. A fenonokat a /0. tabldzatban soroljuk fel. Az egyes fenonokbol nyert cso-
portreprezentativ torzseket utobb 16S rDNS alapt filospéciesz meghatarozasnak vetettiik ala.
Az eredményt a 27. dbraban mutatjuk be.

A torzsfan lathatd adatokat a ,klasszikus”, fenetikus bélyegek alapjan meghatarozott
rendszertani besorolasokkal (/0. tabldzat) 6sszevetve meglehetésen vegyes kép tarul elénk.
Szamos egyezés mellett néhany esetben a molekularis adatok alapjan a taxometriai besorola-
sokat revidedlnunk kellett. A Gram-pozitivak kozott felsorolt 1h. fenont Agrobacterium
tumefaciens-ként azonositottuk. Az 1d. fenon eredetileg Micrococcus nemzetségbe sorolt
tagjai Xanthobacter flavus-nak bizonyultak. E meglehetésen durva félrehatarozas hatterében
az o-proteobaktériumok sejtfalanak erdteljesebb festék visszatartdsi képessége all, amely
gyakran téves Gram-pozitiv reakciot eredményez. A Gram-reakcié mind a klasszikus, mind a
Biolog gyorsidentifikdld rendszerben az egyik legelsé dichotomikus kulcsbélyeg. Vagyis a
helytelen Gram festési diagndzis vezetett tévutra. Az lc. fenon torzseit a 16S rDNS bazissor-
rend elemzés Arthrobacter agilis-nek, ill. Agrococcus jenensis-nek hatarozta meg, igy az ere-
deti Deinococcus nemzetségbe sorolast revidealni kellett. Az le. fenon az elézetes meghata-
rozassal egyezden Micrococcus Iuteus-t adott. Az 1f. fenon korabban egységesen
Staphylococcus sp.-ként behatarolt tagjai a molekularis adatok alapjan két nemzetségbe soro-
lodtak. 2 torzs a Staphylococcus warneri fajt reprezentalta, a TA68 és TAGA27 torzsek mole-

kularis elemzése a Kocuria nemzetségen beliil két, a tudomanyra eleddig ismeretlen faj felfe-
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dezését eredményezte, melyeket Kocuria palustris és K. rhizophila néven irtunk le (Kovacs és
mtsai, 1999).

Az abszolit domindns la. fenonbdl dsszesen 34 torzs 16S rDNS bazissorrend elemzé-
sét végeztiik el. A torzsek mindegyike a Bacillus pumilus fajba tartozott. Mind a fenon, mind
pedig a klad meglehetdsen heterogén. Figyelembe véve a Bacillus nemzetség tagjain beliili
nagy genetikai variabilitast és az ennek hatterében meghtizodo kiemelkedd (107) természetes
transzformacios gyakorisagot, ez a variabilitds nem tlinik megmagyarazhatatlannak (Lorenz
¢s Wackernagel, 1994; Amann ¢és mtsai, 1995). Az 1b. fenon tagjai a Paenibacillus
amylolyticus-szal (basonym: Bacillus amylolyticus) azonosak. Az 1g. fenon a molekularis
adatok alapjan is a Micromonospora nemzetségbe tartozott, besorolasat M. fulvoviolaceus-

ként pontosithattuk.

Torzsek
Fenon A taxometriai fajazonositas eredménye*
szama aranya
la. Bacillus pumilus (TA99, TA130, TAG19) 122 57,3
1b. Bacillus circulans (TA35) 6 2,9

lc. Deinococcus sp. (TAGA42, TAS) 1,5
1d. Micrococcus sp. (TA4) 1,5

3

3
le. Micrococcus sp. 5 2,3
If. Staphylococcus sp. (TA27, TA68, TAGA27) 6 2,8
4

lg. Micromonospora sp. (TAGA44) 1,9
1h. Aerdb korineform (TA92) IS+ 1 7,0
2a. Acinetobacter genospéciesz a. (TAG50, TAGA3) 11 5,2
2b. Flexibacter sp. 2 1,0
2c. Acinetobacter genospéciesz b. (TAGA17, TAGA15) 24 11,3
2d. Erwinia sp. (TA14) 1 0,5
2e. Enterobacter gergoviae 1 0,5
2f. Enterobacter amnigenus (TA84) 6 2,8
2g. Enterobacter agglomerans **3+1 1,5
15 Minddsszesen 213 100,0

*zarojelben a filospéciesz azonositasban bemutatott torzsek szama (27. abra)
**e fenonoknal 1-1 torzs csak jelent6sen nagyobb atlaghasonlosaggal tartozott az egyébként homogén cso-
porthoz

10. tablazat. A Soroksari-Dunabol vett gyékényminték rizoplan baktériumkozosségeinek 6sz-
szetétele a tenyésztésbe vont torzsek fenetikai bélyegekre alapozott azonositdsa szerint.

A Gram-negativ torzsek 2a. fenonja az Acinetobacter Iwofii, mig a 2c. fenon az A.
radioresistens fajba tartozd torzseket egyesit. A 2b. fenon Flexibacter nemzetségbe sorolt
tagjai a molekularis vizsgalatok elvégzésének idejére kipusztultak. A 2e., 2f., 2g. fenonok

tagjainak rendszertani besorolasat revidealni kellett. A molekularis vizsgalatok eredménye
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alapjan egységesen a Rahnella aquatilis-t reprezentaljak. A 2d. fenon Klebsiella pneumoniae-
nak adodott. Az Enterobacteriaceae csalddban e nemzetségek (Enterobacter, Rahnella,
Erwinia, Klebsiella) tagjainak elkiilonitése kiilondsen a kornyezeti (nem human) izoldtumok
esetében fenotipikai bélyegek alapjan nagyon nehéz. A nemzetségek (Klebsiella), sot fajok
egy része raadasul genetikai értelemben sem homogén (nem monofiletikus). Az Approved list
(Skerman ¢s mtsai, 1980) taxometriai alapokon nyugvo védett nevei a filogenetikai érvényt
reklasszifikaciot egyeldre nem teszik lehetdvé.

A Typha angustifolia rizoplanja komplex mikrobakozosségének sajatossaga, hogy
szemben a - foként mezdgazdasagi - ndvények korében végzett korabbi rizoszféra - rizoplan
vizsgalatokban nyert Gram-negativ dominanciaval, esetiinkben egyértelmii a Gram-pozitiv
baktériumok tilstlya, a Bacillus pumilus tomeges jelenlétével. Lényeges tovabba, hogy a ta-
vaszi, nyari €és 0szi mintavétel soran részaranyuk alladonak bizonyult, nem "szezondlis". A
Gram-pozitiv dominanciat, valamint az egyes fajok kozosségen beliili részaranyat elemezve
figyelembe kell venni az altalunk hasznalt izolal6 tapkdzeget. Az ugyanis nyilvanvaloéan be-
folyasolja a tenyészetbe vont szervezetek spektrumat. A "szokasos huspepton" kozeg helyett a
keményitd - élesztdkivonat - tézegkivonat taptalajt alkalmaztuk. Meggy6zddésiink azonban,
hogy a torzseink ¢l6helyét jelentd ndvény a fajok tekintetében lényegesebb tényezo.

A gyékényhez hasonlo 6koldgiai igényl rizs gyokerén, sajat eredményeinkhez hason-
l6an szintén Bacillus dominanciat mutattak ki (Lu és mtsai, 2004). Egyes szerzok a Bacillus
dominanciat a kozeg nagy nedvességtartalmara vezetik vissza (Watanabe ¢s Furusaka, 1980).
Azt tapasztaltak, hogy a rizs tenyészidejének szaraz periddusaval szemben - ahol a Gram-ne-
gativ baktériumok szamaranya jelentdsebb - elarasztas soran elsOsorban Bacillus ¢és
aktinobaktérium fajok eléretorése figyelheté meg. Ez a dinamika arra is utal, hogy a Bacillus-
ok zomében aktiv - és nem sporas - alakban vannak jelen. Erdekes, hogy a teljesen maés
tenyészkoriilmények kozott €10 teacserje rizoszférajaban B. subtilis és B. mycoides fajok do-
minalnak. Pandey és Palni (1997) ezt a rizoszféra kozeg kis pH-javal hozta 0sszefiiggésbe.
Feltehetd, hogy esetlinkben a B. pumilus thlsulyat tobb kornyezeti paraméter (vizzel atitatott
talaj, kisebb pH és redoxpotencial) egyiittese, tovabba a B. pumilus esetleges amenzalista ha-
tasa hatdrozza meg. Az okologiai tényezok elsddleges szerepét latszik alatdmasztani, hogy a
nilusi papirusz (Cyperus papyrus L.) rizoplanban ugyszintén B. pumilus dominanciat sikertilt
kimutatni (Rifaat és mtsai, 2002) aktinobaktériumokra szelektiv (alkalmazott szénforrasok:
keményitd, kazein, malatakivonat) tapagar lemezeken.

Erdekes a Staphylococcus Warneri jelenléte a rizoplanban. Ezt a fajt borfeliiletekrél ir-

tak le. Esetlinkben a mintak kiilsé szennyezddése (hacsak nem a Soroksari-Duna szennyviz
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terhelése jatszik kozre) nagy valoszinliséggel kizarhatd. A Staphylococcus nemzetség tagjai-
nak kornyezeti el6forduldsara, akar a ndvényi rizoplanban tobb példat talalunk. Rifaat és
mtsai (2000) 7. angustifolia rizoplanjan végzett parhuzamos vizsgéilatai szintén
Staphylococcus sp. jelenlétét igazoltdk. Hasonld eredménytdl szamol be Tejeda-Mohica
(1993) paradicsom rizoplan vizsgalata is. Hangsulyoznunk kell, hogy a Staphylococcus nem-
zetség tagjainak eléforduldsa talajokban és vizekben elsdsorban az antibiotikum rezisztencia
kifejlédésének szempontjabol igen nagy jelentdségli. A kornyezeti rezervodr fontos lehet 1j
(esetleg fokozott virulenciaju) torzsek kialakulasaban is.

Tudomanyos tjdonsagnak szamit két 0j Kocuria faj, a K. palustris és K. rhizophila ki-
mutatasa a keskenylevelt gyékény rizoplanjabol. Szerepiik a 7. angustifolia gydkerén még
tisztazasra szorul. E fajokat utobb sok kornyezetbdl, koztiik kolbaszbol és mas érlelt htisaruk-
bol (pl. Isolini és mtsai, 2007), tengeri iiledékekbdl (Gontang és mtsai, 2007) is kimutattak. A
Kocuria rhizophila-t egyébként Johnson és mtsai (2002) a kéz rezidens mikrobidtdja tagjaként
izolaltak egy fertétlenitOszer tesztben TSA agaron. A K. rhizophila teljes genom bazissor-
rendjét legujabban japan kutatok meghataroztak (Takarada és mtsai, 2008). Ennek alapjan
feltételezhetjiik, hogy a legkiilonbdzObb ndvényi eredetli fenolos anyagok bontasara képesek
¢és gyokér exudatumok hasznositasaban is részt vallalhatnak.

Az Arthrobacter agilis jelenléte nem meglepd. Azon tal, hogy széles korben eldfor-
dul¢ talajbaktérium, az Arthrobacter nemzetség tagjait novényi gyokerekrol korabban is leir-
tak (Sato és Jiang, 1996). Az Agrococcus jenensis-t eredetileg homokkd felszinérdl izolaltak
(Groth ¢s mtsai, 1996), rizoplanban torténd eléforduldsat - tudomasunk szerint - mindeddig
nem publikaltdk. Egy parhuzamosan zajlé kutatas szerint egyébként a késé tavaszi (majus)
gyékény rizoplan mintdk aktinobaktérium kozosségeit Micromonospora és mas monosporas
aktinobaktériumok alkottdk, vagyis a Micromonospora fajok szerepe a gyékény gydkéren iga-
zolast nyert. Erdekes modon &sszel ellenben a rizoplanban dominanciara jutnak a
Streptomyces nemzetség tagjai (elsdsorban a St. anulatus és St. albidoflavus) (Rifaat és mtsai,
2000).

A Gram-negativ baktériumok jelentds részét az Acinetobacter Iwoffi és A.
radioresistens fajba tartoz6 baktériumok alkottak. Ez jol egybevag Brunel (1992) észleletei-
vel, aki terrersztris lapon ¢é16 keskenylevelii gyékény domindns denitrifikaldé baktériumait
Acinetobacter tipusuként jelolte meg. Eléfordulasuk szezondlis dinamikat mutat: mig az 6szi
mintavétel esetében a baktériumk6zosség domindns tagjai voltak, a nydri mintavétel soran je-
lenlétiiket nem sikeriilt kimutatni. A Gram-negativ torzsek kozott aranyukat tekintve masodik

az Agrobacterium tumefaciens. E faj régota ismert novényi korokozod, tumor indukalod
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27. abra. A gyékény rizoplanbol tenyésztésbe vont torzsek filogenetikai helyzetét bemutato

dendrogram. A fat neighbour joining modszerrel készitettiilk, a méretvonal 10 % nukleotid
kiilonbséget jelol. A fa gyokerének a Clostridium thermoautotrophicum-ot jeloltiik ki (az ab-
ran nem tiintettiik fel). A konnyebb atlathatosag érdekében a torzsfan csak a filospécieszek
reprezentativ OTU-it vettiik be. A TAGS59-es torzs Rifaat és mtsai (2002) tenyésztésébol
szarmazik.

plazmidot (Ti plazmid) hordozé torzsei kétszikli novények gyodkerén gyokérgolyvat okoz.
Korokozo képességét egyszikiiek estében kétségesnek tartjak. A Xanthobacter flavus fakulta-
tiv hidrogén-autotrof szervezet, a nemzetség tagjai nitrogén fixaciora képesek. Ezt a fajt a rizs

gyoOkerérdl mar tobb alkalommal leirtak (Stubner és mtsai, 1998; Reding ¢s mtsai, 1991), je-
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lenléte igy a gyékény rizoplanban sem meglepd. Az Enterobacteriaceae csaladbol az Erwinia
spp., a Citrobacter freundii és a Klebsiella planticola, valamint egyes Enterobacter fajok rég-
Ota ismert novény-asszocialt mikrobak. Mint endofitdk a gydkérben, szarban, levelekben egy-
arant el6fordulhatnak. A novényre gyakorolt hatasuk a koriilményektdl fliggben lehet pozitiv,
semleges (Ddbereiner, 1997; Baldani és mtsai, 1997; Rennie és mtsai, 1982), vagy, pl. az
Erwinia esetében, patogén kapcsolat.

Megallapithatjuk tehat, hogy az izolalt fajok tobbsége az irodalmi adatok alapjan tipi-
kus rizobaktérium, koziiliik tobb faj ndvényi fejlédésre gyakorolt kedvezd hatasat igazoltak.
Az Acinetobacter és Xanthobacter fajok el6fordulasat eddig csak un. hidrofiton (elarasztast
tird) novényekrdl (pl. a gyékény és a rizs) irtdk le. Tobb altalunk izoladlt baktérium
(Xanthobacter, Agrobacterium, Klebsiella) potencidlis nitrogénfixald. E tulajdonsaguk révén
a relative nitrogénszegény lapi kornyezetben ¢él6 keskenylevelii gyékény nitrogénellatasaban
kulcsszerepet jatszhatnak. Ezt az elképzelést Halbritter (2005) vizsgélatai alatdmasztjak, aki
T. angustifolia gyokérén (in situ) nitrogén fixacios aktivitdst mutatott ki.

A novény és baktériumai kapcsolatat a novényi stressz €lettan oldalardl szemlélve még
egy érdekes Osszefiiggésre deriil fény. Kozismert, hogy a talaj oxigéntartalmanak (viztelitett-
ség okozta) csokkenésére adott novényi valasz (aerenhima kialakulasa) etilén szignallal indul.
Az altalunk kimutatott baktériumok egy része (Agrobacterium, Erwinia, Citrobacter,
Klebsiella fajok) képes etilén bioszintézisre (Primrose, 1976). Nagy valoszinliséggel allithat-
juk, hogy az oxigéntartalom csdkkenésével beindulo bakteridlis etilénszintézis -a ndvény sa-
jat etilén produkcidja mellett - kumulativ médon hozzdjarulhat a ndvényi valaszreakcio bein-
dulasahoz.

A tenyésztéses diverzitasvizsgalat eredményét Gsszevetettilk a nemtenyésztéses, teljes
DNS, ill. RNS izolélas és 16S rRNS alapu diverzitas elemzéssel. A késé Osszel (november)
vett rizoplan minta vizsgalati eredményét a 28. dbran mutatjuk be, mig a harom évvel késébb
kora nyaron (junius) és Osz elején (szeptember) tortént mintaclemzés soran kimutatott
genospécieszeket a /1. és 12. tablazatban Osszegezziik. Vagyis harom kiillonb6z0 mintan vé-
geztiink 16S rDNS (teljes DNS izolalas) alapt diverzitas elemzést. Ezek mellett az utobbi két
idépontban elvégeztiik a 16S rRNS (teljes RNS izolélds) alapu rizoplan baktériumkodzosség
vizsgélatot is.

Vegyiik el6szor szemiigyre a mennyiségi adatokat. A klonok pontos mennyiségi
eloszlasat azon mintdkra kozoljiik, ahol 6sszehasonlitasként az RNS alapt klonok vizsgélati

eredménye is rendelkezésre all (/1. és 12. tablazat). A mennyiségi adatokat annak tudataban
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28. dabra. A gyékény rizoplan teljes DNS kivonason és 16S rDNS klonozédson és bazissorrend
elemzésen alapuld vizsgalataban nyert filospécieszek torzsfaja (Pfu polimeraz, TA kloénozas).
Késd 8szi (november) minta. A fa neighbour joining mddszerrel késziilt, a méretvonal 10 %
nukleotid kiilonbséget jelol. A fa gydkerének a Deinococcus radioresistens-t valasztottuk
(nem tiintettiik fel).

kell azonban értelmezni, hogy a hasznalt vizsgalati mddszer tobb pontja - hasonloképpen a te-
nyésztéses eljarashoz - szelektiv. Ezért a kapott adatokbdl nem lehet a tényleges gyakorisago-

kat, aranyokat megallapitani. A rendre 135, 133, ill. 115 db. DNS alapu klon 52, 68, ill. 63 %-



a kloroplasztisznak bizonyult! A kloroplasztisz klénok (domindns) megjelenését nem lehetett
kizarni, hiszen a kloroplasztisz inaktiv forméban, mint leukoplasztisz, nagy mennyiségben
jelen van a gyokérben. A DNS extrakci6 soran a plasztisz DNS-t is izolaltuk, amihez a vizs-
gélat soran hasznalt univerzalis primerek nagy affinitassal kotddtek. Ezzel magyarazhat6 a
prokariota eredetli sejtorganellum dominans jelenléte a klonkonyvtarakban. A rizoplan DNS-
alaptt mikrobidlis diverzitasaval foglalkoz6 kutatok rendszerint szembesiilnek ezzel a
problémaval (Normander és Prosser, 2000; Yang és Crowley, 2000).

Ennek tiikrében Marilley és munkatarsai rizoplan diverzitds vizsgalata (Lolium
perenne és Trifolium repens esetében) erds kritikara szorul (1998). Gyokér altal nem befolya-
solt talajt, rizoszférat és rizoplant hasonlitottak 0Ossze. A mintdkbol izolalt DNS-bol
amplifikaltak a 16S RNS gént, klonoztdk a PCR terméket, majd a klonokat restrikcios anali-
zisnek vetették ald. A klonokat hasitdsi mintdzat alapjan csoportositottdk, majd a csoportok
szamabol diverzitasi indexet kalkulaltak, de bazissorrend elemzést nem végeztek. Azt kaptak,
hogy a rizoplanban a diverzitas csokken, és néhany faj valik dominanssa. Valdszinileg a do-
minanciat ott is a kloroplasztisz képviseli (amelynek a restrikcidos mintdzata rdadasul nem
homogén). Munk4juk masik hibdja, hogy mintanként nagyon kevés klont (29 db) vizsgaltak
meg. A mintavételi hiba kovetkeztében egy-két mintazat dominanciaja esetén joval alulbecs-
lik a tényleges diverzitast.

Erdekes viszont, hogy a kloroplasztisz klonok aranya joval kisebb az RNS-alapu
klonkonyvtarakban (1, ill. 7 %). Ha figyelembe vessziik, hogy az RNS-alapt megkozelités a
baktériumko6zosség aktiv tagjait mutatja ki, ez nem is annyira meglepd. A kloroplasztisz a
gyoOkérben inaktiv forméaban van jelen, szerepe inkabb raktarozéasra korlatozodik. Feltételez-
hetjiik, hogy egy aktivan fotoszintetizald levélszovet kloroplasztiszaihoz viszonyitva joval
kevesebb riboszomat tartalmaznak. Ezek szdmaranya a gyokérben az aktiv anyagcserét foly-
tato baktériumokéhoz képest elenyészd lehet. Csupan két (rdadasul eltérd) év adatsorabol nem
lehet messzemend kovetkeztéseket levonni a szezonalis dinamikéaval kapcsolatban, &m nem
art megjegyezni, hogy az 6szi RNS klonkonyvtarban megnétt a kloroplasztisz klonok szdma a
nyari mintdhoz képest. Mivel a raktdrozéas a gyékényben a vegetacids peridodus végén valik
fontossd, a leukoplasztiszok szerepe és aktivitdsa is megnovekedhet ekkor. Mitokondrium
rDNS szekvenciakat csak a nyari DNS mintabdl mutattunk ki elenyészé mennyiségben, amit a
primerek mitokondrialis rDNS-el szemben mutatott kisebb affinitdsaval magyarazhatunk.

A kloroplasztisz szekvencidktol eltekintve a DNS-alapt klonkonyvtarakban a o-
proteobaktérium alosztalyba tartozd, kénkdrforgalomban résztvevd fajok domindnsak. No-

vemberben a Synthrophobacter (TAC10, TAC127), Desulfonema (TAC104), Desulfobacula
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ARDRA csoport Klénok szima

Kozel rokon taxon és filogenetikai besorolasa

Hasonlésag

DNS minta (nyar)

DTA1 91 (68,42 %)  Oryza sativa kloroplasztisz 98 %
DTA2 2 (1,50 %)  Triticium aestivum mitokondrium 99 %
DTA3 3(2,26 %) Zoogloea ramigera, B-Proteobacterium 97 %
DTA4 2 (1,50 %)  Thiobacillus denitrificans, B-Proteobacterium 96 %
DTAS 1 (0,75 %) Rhodoferax antarcticus, B-Proteobacterium 96 %
DTA®6 1 (0,75 %)  Burkholderia cepacia, B-Proteobacterium 92 %
DTA7 53,76 %)  Desulforhopalus singaporensis, 3-Proteobacterium 94 %
DTAS 4 (3,02 %) Kornyezeti klon, 3-Proteobacterium 97 %
DTA9 4 (3,02 %) Nem tenyészthetd szulfat-redukald, 6-Proteobacterium 97 %
DTA10 2 (1,50 %)  Desulfocapsa sulfexigens, d-Proteobacterium 92 %
DTAL11 1(0,75%)  Olavius algarvensis, 5-Proteobacterium 90 %
DTAI12 1 (0,75 %)  Anaeromyxobacter dehalogenans, 8-Proteobacterium 94 %
DTA13 1 (0,75 %) Kornyezeti klon, 5-Proteobacterium 94 %
DTA14 1 (0,75 %)  Geobacter sp., 5-Proteobacterium 90 %
DTA15 1(0,75 %) Cellulomonas fermentans, Actinobacteria 94 %
DTA16 2 (1,50 %)  Nitrospira sp. klon, Nitrospira-csoport 96 %
DTA17 1(0,75 %)  Fusibacter paucivorans, Bacillus / Clostridium-csoport 91 %
DTA18 5@3.,76 %) Cytophaga sp., CFB-csoport 90 %
DTA kiméra 5(3,76 %)
%133 (100,00 %)

DNS minta (6sz)

DTB1 72 (62,61 %)  Oryza sativa kloroplasztisz 98 %
DTB2 5(4,35%) Methylosinus trichosporium, a-Proteobacterium 100 %
DTB3 1(0,87 %) Rhodomicrobium vannielii, o.-Proteobacterium 93 %
DTB4 4 (3,47 %)  Rhizobium giardinii, o-Proteobacterium 97 %
DTBS5 1 (0,87 %)  Leptothrix cholodnii, -Proteobacterium 96 %
DTB6 3 (2,61 %)  Sterolibacterium denitrificans, B-Proteobacterium 93 %
DTB7 5(4,35%) Hydrogenophaga pseudoflava, B-Proteobacterium 98 %
DTBS 1 (0,87 %)  Pseudomonas fluorescens, y-Proteobacterium 98 %
DTB9 3(2,61 %) Geobacter chapelleii,d-Proteobacterium 95 %
DTBI10 7 (6,08 %)  Syntrophobacter fumaroxidans, 3-Proteobacterium 90 %
DTBI11 1 (0,87 %)  Desulfobacter postgatei, 5-Proteobacterium 93 %
DTBI12 3(2,61 %)  Smithella propionica, 3-Proteobacterium 92 %
DTB13 2(1,74 %)  Desulfobacterium indolicum, 5-Proteobacterium 90 %
DTB14 1 (0,87 %)  Desulfovibrio vulgaris, 3-Proteobacterium 91 %
DTBI15 1 (0,87 %) Frankia sp., Actinobacteria 86 %
DTBI16 1 (0,87 %)  Verrucomicrobium sp., Verrucomicrobiales 98 %
DTB17 1 (0,87 %) Clostridium thermocellum, Bacillus / Clostridium- 86 %

csoport
DTBI18 32,61 %) Spirochaeta americana, Spirochaeta 92 %

$115 (100,00 %)

11. tablazat. A gyékény rizoplan teljes DNS kivonason és 16S rDNS kldénozason és bazissor-
rend elemzésen alapuld vizsgalataban nyert filospécieszek (Taq polimeraz, tompa végi
klonozas). Juniusi és szeptemberi mintak. A kozel rokon taxonok keresését az NCBI nuklein-
sav adatbazisaban a BLAST program segitségével valositottuk meg.

(TAC29), Desulfovibrio (TAC142) rokonsagi kor tagjai jellemzOk. A masik két minta esetén

a DTA7, DTAY, és a DTA10 a Desulforhopalus singaporensis és Desulfocapsa sulfexigens,
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mig a DTAI1l az Olavius algarvensis rokonsagi korébe tartozik. A DTBI3 egy
Desulfobacterium sp., a DTB11 egy Desulfobacter sp. 16S rDNS szekvencidival mutat
szorosabb kapcsolatot. A Synthrophobacter génusszal rokonsagot mutaté DTB10 kiilonalld
leszdrmazési vonalnak tekinthetd. A TAC142 és a DTB14 legkozelebbi rokonai tézeglapbol
szarmazo6 kornyezeti klonok, a Desulfovibrio vulgaris a legkdzelebb allo tenyészthetd faj, de
csak nagyon kis hasonlésagi szinten. A TAC142 teljesen kiilonallo agnak bizonyult. Erdekes
modon legkdzelebbi rokonai szintén kornyezeti klénok, amelyek hasonld kornyezetbdl, a
gifthorni (Németorszag) tézeglapbol szarmaznak (TM6, TM10 és TM21) (Rheims és mtsai,
1996).

A néhany esetben kis bazissorrend hasonlosag értékek ellenére feltételezhetjiik, hogy
egyes klonok szulfatredukéalasban résztvevd fajokat képviselnek. Habar az SRB nem alkot fi-
logenetikailag koherens taxondmiai csoportot, hasonld 6koldgiai szerepiik miatt célszerti ket
egylitt targyalni. Tipikus (obligat) anaerob fajok. A szulfatredukélashoz elektrondonorként
H,-t, alkoholokat, zsirsavakat, egyéb monokarbonsavakat, dikarbonsavakat, néhany aminosa-
vat, sz€nhidratokat, aromés vegyiiletet hasznalhatnak. Jellemzd €l0helyiik a vizterek anaerdb
vizteste ¢és az liledékek, talajok. Tobbszor aeréb kornyezetbdl is izolaltak Oket, ahol vagy
nyugvo allapotban lehettek jelen (Cypionka és mtsai, 1985), vagy anaerdb mikrokdrnyezetek-
ben aktiv anyagcserét folytathatnak (Jorgensen, 1977). Habar a rizoplant alapvetden aerobnak
tekinti a szakirodalom, nem szabad elfeledkezni arr6l, hogy az oxigén kidramldsa a nappali
fotoszintézishez kdthetd, éjszaka viszont anaerob koriilmények alakulhatnak ki (Nikolausz és
mtsai, 2008). Wind és munkatdrsainak (1999) vizsgélatai rizs gyokerén szulfatredukalok aktiv
anyagcseréjét igazoltak, rdadasul a szulfatredukcids aktivitas és a szulfatredukald baktériu-
mok szdma a rizzsel beiiltetett teriileteken joval nagyobb volt, mint a ndvényzet nélkiili kont-
roll talajon (Wind és Konrad, 1997). A gyokérkorzetben megndvekedett aktivitas nagy valo-
szinliséggel a kénoxidald baktériumok (pl. Beggiatoa spp.) éltal kozvetitett szulfid oxidacio-
nak kdszonhetd, amely "visszageneralja" a szulfatredukalok 1€gzési szubsztratjat. Annak kide-
ritése, hogy ez napszakos rendszerben, vagy helyi sejt-sejt kapcsolaton alapuld kénforgalom-
ban zajlik, még vérat magara. A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy néhany szulfatredukald
szervezet (Desulfobulbus, Desulfobacula, Desulfonema) képes aerdb koriilmények kozott ak-
tiv anyagcserére, rdadasul a kénhidrogén oxidalasara is (Fuseler és Cypionka, 1995; Krekeler
¢s Cypionka, 1995). A szulfatredukalok jelenlétét a gyékény, ill. a nad gyodkerén egyébként
tenyésztéssel is igazoltuk (Z6ld-Balogh, 1999; Vladar és mtsai, 2004; Vladar és mtsai, 2008).

A keletkezett redukalt kénvegyiiletek toxikusak lehetnek a novény szamdra. Ezek mé-

regtelenitésében kénoxidaldo baktériumok vehetnek részt. A DTA4 kozeli rokona a
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Thiobacillus denitrificans-nak, amely képes redukalt kénvegyiiletek oxidalasara. Az 06szi
mintakbol kimutatott DTB3 és TAC33 a Hyphomicrobium, Rhodomicrobium génuszok ro-
konsagi korébe tartozik. A nemzetség tagjai vizi kornyezetekben dominansak, foként éldbe-
vonatokban, vizi-novények feliiletén kialakuld biofilmekben gyakoriak. Bizonyos koriilmé-
nyek kozott képesek redukalt kénvegyiileteket, foként dimetil-szulfoxidot és dimetil-szulfidot
oxidalni (elsésorban aminosav lebontasi anyagcseretermékek). Mind a Hyphomicrobium,
mind a Thiobacillus génusz tagjai esetén feljegyeztek denitrifikacios aktivitast.

Masik példa a mérgezd vegyliletek oxidalasara a TAC1S5, TAC19, DTB2 klonok éltal
képviselt szervezetek jelenléte. E csoport tagjait Methylosinus (trichosporium)-nak azonosi-
tottuk. A génusz tagjai termindlis elektronakceptorként oxigént hasznalva metant oxidalnak
(metanotrof aerdb 1€gzAk). A metan termelddésének szinhelye valosziniileg az anaerob altalaj,
bar az idszakosan anaerdébba valo rizoszféra - rizoplan is szerepet jatszhat benne. A rizs gyo-
keréhez kotott metanoxidaciot mar tobb alkalommal is igazoltak (van der Gon és Neue, 1996;
Watanabe ¢s Furusaka, 1980), a termelddott metan 10 - 80 %-a oxidalodhat igy (King, 1994).
Hasonl6an a kénkdrforgalmi ciklushoz, legfontosabb tényezd az oxigén ellatottsag, melyben
dontd szerep jut a ndvények gyokerének (Calhoun és King, 1997).

Kozvetve hidrogén autotrofok (pl. metanogének) jelenlétére utalnak a Syntrophus -
Smithella csoportba tartozé klonok (TAC97, TAC112, DTB12). A csoport energetikai anyag-
cseréjéhez ugyanis obligat mdédon sziikséges hidrogén-fogyasztd szervezetek egyidejii jelen-
l1éte (Mountfort és mtsai, 1984). Ezek lehetnek metanogének, de jo H, fogyasztok a mar em-
litett Desulfovibrio és Hydrogenophaga génuszba tartoz6 fajok is.

A TAC4, DTA14 ¢és a DTB9 legkozelebbi rokonai Geobacter fajok. A
Geobacteriaceae csaladba tartozo szervezetek "liledéklakd", vaslégzo baktériumok. Coates €s
munkatarsainak vizsgélatai alapjan azonban ugy tiinik, hogy természetes kornyezetben az el-
sOdleges terminalis elektronakceptorok a huminsavak lehetnek, melyek visszaoxidalodva,
abiotikus uton redukaljak a Fe’" ionokat (Coates és mtsai, 1998). A redukalt Fe*" ionok visz-
szaoxidalasara képes Leptothrix nemzetség tagjaival mutat kozeli rokonsagot a TAC28 ¢és
DTBS bézissorrendje. Leptothrix-szerli szervezetek jelenlétét tobb alkalommal kimutattak
vizzel elarasztott talajban gydkerezé ndvények gyokérzonajaban (Emerson és mtsai, 1999;
King és Garey, 1999). A Fe*" ionok nagy mennyiségben toxikusak lehetnek a novény szamara
(ilyen koncentraciok nem alakulnak ki a rizoszféraban). A vasoxidalo baktériumoknak a vas
immobilizacidja mellett a vaslégzdkkel alkotott lokalis vaskorforgalom révén, a ndvény fo-

lyamatos vasellatasdban lehet szerepiik.
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Erdekes a Frankiaceae csaladba tartoz6 TAC35 és DTB15 klonok jelenléte. Viszony-
lag kis bazissorrend hasonlosag értéket kaptunk a Frankia génusszal, aminek az oka egy
nagyméretll inzerci6 az elsé (5°) variabilis hurokban, ami nehézkessé tette az illesztést. A ma-
radék részre vonatkoz6 hasonldsagi szamitasok a Frankia nemzetségbe sorolast valosziniisi-
tik. A frankiak nitrogénfixalo, aktinorizas gyokérgumo képzo aerdb szervezetek. Aktivitasu-
kat ebben a ndovény rokonsagi korben még nem irtak le. Tobbszor izolaltak Frankia fajokat
olyan talajbol, ahol a gazdandvény hidnyzott (Houwers és Akkermans, 1981; Smolander és
Sundman, 1987) ¢s ilyen esetekben akdr mas -nem gazda - ndvényt parazitaltak. Szerepiiket
érdemes lenne tisztazni.

A DTB7, TAC146, TAC157, és TAC122 klonokkal képviselt ARDRA csoportok tag-
jai 98 % feletti bazissorrend hasonlosag mellett a B-proteobaktérium alosztilyba tartozo
Hydrogenophaga pseudoflava fajjal lehetnek azonosak. A Hydrogenophaga nemzetség tagjai
tdg biokémiai spektrummal jellemezhetdk. Néhany torzs nitrogént fixal (Jenny és mtsai,
1989), mig masokra a denitrifikdcio jellemzd, redukalt kénvegyiiletek oxidalasa mellett
(Aragno és Schlegel, 1999). Fakultativ hidrogénfogyasztasuk, amirdl a génusz a nevét kapta,
szintrof kapcsolatok 1étrehozésara is képessé teszi oket (Feigel és Knackmuss, 1993). Habar a
DTB4 klonokat a BLAST a Rhizobium nemzetségbe sorolta, pontosabb illesztés alapjan
(ARB) inkabb egy Agrobacterium szekvencianak tekinthetd. Az Agrobacterium-ok 1api nové-
nyek gyokerén kozonségesek lehetnek, ezt tamasztja ald, hogy jelenlétiiket tenyésztéssel is
kimutattuk, valamint Micsinai és munkatarsai (2003) is izolaltak Agrobacterium térzseket nad
gyokerérdl. Halbritter gyékény gyokerérdl N-mentes taptalajon duasitott majd izolalt baktéri-
umokat, ezek egy része Agrobacterium tumefaciens-nek bizonyult (Halbritter, 2005). Habar
az Agrobacterium-okat, mint (kétszik{l) novényi kérokozokat tartjuk szamon, lapi (egyszikii)
novények gyokerén a szerepiik sokkal inkdbb a nitrogén-korforgalomban lehet fontos nitro-
génfixalas révén (Eady, 2001).

A TACS82 ¢és a DTBS8 kozeli rokona a Pseudomonas mucidolens, Ps. fluorescens
rokonsagi kornek. Habar nagy bazissorrend hasonlosagi értéket kaptunk (98.7 %), a faji beso-
rolas mégsem lehetséges, mivel a Pseudomonas-ok kozott nagy 16S rDNS hasonldsagi érté-
kekhez kis genomszintli hasonlosdgok (DNS - DNS hibridiz4dcio alapjan) parosulnak. A
Pseudomonas-ok megjelenésére a rizoplanban irodalmi adatok alapjdn szamitani lehet
(Palleroni, 1992). Az un. fluoreszcens pszeudomonasz csoport sok tagjat tipikus gyokér asz-
szocialt, ndvényi novekedést serkentd (PGPR) baktériumokként tartjak nyilvan. A ndvényi
novekedést serkentd hatasukban szerepet jatszhat denitrifikalo aktivitasuk (nitrogén egyen-

suly), valamint antagonista hatasuk a ndvénypatogénekre a (pl. sziderofor termeléssel 1étreho-
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zott vaslimitacid révén; Kloepper és mtsai, 1980). Szintén a Pseudomonadaceae csaladba
tartozik, am inkdbb a Zoogloea génuszba sorolhatdo a DTA3 klon. Habar a génusz tipusfajat, a
Zoogloea ramigera-t, leginkabb az eleveniszapos szennyviztisztitds kapcsan vizsgaltak, tipi-
kus vizi szervezet, melyre nagyon aktiv oxidativ anyagcsere ¢és a lebonthatd szerves anyagok
széles spektruma jellemz6 (Palleroni, 1992).

A DTAG6 a B-proteobaktériumok alosztalyan beliil a Burkholderia cepacia-val mutat
kozelebbi rokonsagot. A Burkholderia génusz tagjai tipikus talajlakok, leginkdbb novényi
gyokérhez asszocialtan, vagy nedves, eldrasztott talajokban jellemzok (Woods és Sokol,
2000). A Pseudomonas-okhoz hasonloan tobb fajanal komoly ndvényi ndvekedést serkentd
kapacitast mutattak ki (Govan és mtsai, 1996).

A DTA16 legkozelebbi rokona egy Nitrospira rokonsagi korbe tartozd kornyezeti
klon. A denitrifikalo és N, kotd szervezetek mellett a nitrifikaloknak is fontos szerep juthat,
teljessé téve a lokalis nitrogén-korforgalmat. Szerepiiket a gyokérzonaban nem tartottdk je-
lentdsnek. Mara tobb kutatas is igazolta jelenlétiiket (Bodelier és mtsai, 1996) és jelentds
nitrifikalo aktivitasukat (Arth és Frenzel, 2000; Nikolausz ¢és mtsai, 2008). Ha figyelembe
vessziik, hogy a kemolitotrof nitrifikald baktériumok tenyésztését nyomnyi mennyiségli szer-
ves anyag is gatolhatja, ez a valtozas nem meglepd.

A Prosthecobacterium csoport reprezentdnsa a TAC36 és a DTBI6, ami a
Verrucomicrobium nemzetség rokonsagi korébe tartozik. Ide tartozik tovabba a TM18 jeld,
szintén a gifthorni tézeglapbol szarmazd kornyezeti klon is. A DTB17 és TAC140 egy
Clostridium nemzetségbe tartozo fajt reprezental. Cellulolitikus enzimek jelenléte a nemzet-
ségen belill altalanos, ezért természetes kornyezetekben fontos szerepiik van a celluléz degra-
dalasaban. Szintén celluloz lebontasara utal a DTA1S5 kléon, amely a Cellulomonas
fermentans-szal mutat rokonsagot. Mig a Clostridium fajok Osszel (anaerdbok), a
Cellulomonas-ok nyareldn jellegzetesek (aerobok). A DTB18 és TAC156 Spirochaeta rokon-
sagi korbe sorolhato. A Spirochaeta génusz tagjai kiillonb6z6 szénhidratokat képesek fermen-
talni. Hidnyzik azonban esetiikben a celluloz-, és pektin lebontdsanak képessége. Olyan he-
lyeken, ahol nagy mennyiségben talalhatdé novényi szerves anyag, mas fajok altal
depolimerizalt szénhidratokat fermentalnak. Fontos szerepiik lehet a celluloz kozosségi le-
bontdsanak végsd stddiumaban a keletkezett intermedierek eltavolitasaval, a végtermék gatlas
megakadalyozasaban.

Ha az RNS-alapu megkozelitéssel kapott csoportok rokonsagi viszonyait attekintjiik
(12. tablazat), a kloroplasztisz klonok joval kisebb ardnya mellett a restrikcids mintdzati cso-

portok szama is joval kevesebb. Ez kisebb kimutathaté faji diverzitdsra utal. Szembeo6tlo,

-03 .



hogy a klonokhoz kozel rokon taxonok kozott minden esetben kdnnyen tenyészthetd fajokat
kaptunk nagy hasonldsagi értékek mellett (98 - 99 %), mig t6bb DNS-alapu csoport legkoze-
lebbi rokonai koérnyezeti klonok.

A nyari mintat az RTA6 ARDRA csoport 95 %-0s dominancidja jellemzi. Habar a
mintdzati csoport reprezentativ bazissorrendjei rendre 99 %-os hasonlosagot mutattak a fluo-
reszcens pszeudomonaszok kozé tartozd Pseudomonas brennerii-vel, a pontos faji szintli be-
sorolas kérdéses. A DNS-alapon is kimutatott Pseudomonas-ok nagyon jol tudjak hasznosi-
tani a ndvény altal kibocsatott gyokérexudatum szénhidratjait oxigénnel, vagy nitrattal meg-
valositott 1€gzés soran. Mivel sok kopiaban tartalmazzak a riboszémalis operont, kedvezd ko-
rilmények kozé keriilve nagyon aktiv anyagcserét képesek folytatni nagy sejtenkénti ribo-
szoma szammal. Elképzelhetd, hogy a Pseudomonas-ok nagyon aktiv anyagcseréjiik révén a
rizoplan 0sszes riboszomainak dontd tobbségét adjak, sejtszdmuk ardnya mégsem jelentds. Az
0szi minta RTB2 klonjat szintén a Pseudomonas génuszba sorolhatjuk, &m ebben a mintaban
a szamaranyuk mar nem olyan jelentds. Nehéz azonban megvalaszolni, hogy a DNS-alapu

klonkonyvtarakban miért csak kis szazalékban talalhatdo Pseudomonas szekvencia?

ARDRA csoport Klonok szaima Kozel rokon taxon és filogenetikai besorolasa Hasonlésag
RNS minta (nyar)

RTA6 98 (95,15 %) Pseudomonas brennerii, y-Proteobacterium 99 %
RTA108 3(2,91 %) Serratia proteomaculans, y-Proteobacterium 98 %
RTA131 1 (0,97 %) Photobacterium phosphoreum, y-Proteobacterium 98 %
RTA39 1 (0,97 %) Oryza sativa kloroplasztisz 98 %

2103 (100,00 %)

RNS minta (6sz)

RTBI 77 (60,16 %) Delftia (Comamonas) acidovorans, [3- 99 9
Proteobacterium

RTB26 2 (1,56 %) Alcaligenes faecalis, B-Proteobacterium 96 %
RTB2 18 (14,06 %) Pseudomonas putida, y-Proteobacterium 98 %
RTB7 12 (9,38 %) Serratia proteomaculans, y-Proteobacterium 98 %
RTB28 2 (1,56 %) Acinetobacter johnsonii, y-Proteobacterium 98 %
RTB56 3 (2,34 %) Nocardioides simplex, Actinobacteria 99 %
RTB14 9 (7,03 %) Oryza sativa kloroplasztisz 98 %
RTB kiméra 53,91 %)

2128 (100,00 %)

12. tablazat. A gyékény rizoplan teljes RNS kivondson alapulé diverzitdselemzése soran nyert
filospécieszek. Juniusi és szeptemberi mintdk. A legkdzelebbi rokon taxonokat az NCBI nuk-
leinsav adatbazisaban BLAST keres6program segitségével allapitottuk meg.

A lehetséges valasz a kétféle metodika kiilonbségébdl adodhat. A nemtenyésztéses
vizsgalatok torzitasaival az irodalmi attekintésben mar foglalkoztunk. Az RT-PCR legjelentd-

sebb lehetséges torzitasat a kis (42 °C) hémérsékleten végrehajtott reverz transzkripcid okoz-
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hatja. A nem teljesen denaturaldédott 16S rRNS masodlagos szerkezeti elemek befolyasolhat-
jak az atirast.

Az RTA108 és RTB7 a Serratia proteomaculans-szal mutat szoros rokonsagot. A
nemzetség tagjait elsésorban human vonatkozdsban szoktak targyalni, mint opportunista
patogéneket (Grimont és Grimont, 2000), vizekben, talajban, tiledékben, novényekhez asszo-
cidltan kozonséges az eléfordulasuk (Grimont €s mtsai, 1981). Lalande és munkatarsai kuko-
rica gyokerérdl izolalt baktériumok ndvényi novekedést serkentd hatasat vizsgaltak (1989).
Azt talaltak, hogy az izolalt torzsek dontd tobbsége Pseudomonas volt, mégis a novekedést
leginkdbb egy Serratia izolatum serkentette.

Az 0szi mintara a Delftia (Comamonas) acidovorans (RTB1) dominanciaja jellemzo.
A Comamonas génusz tagjai szintén szigoru aerdb, nem fermentald kemoorganotrof baktéri-
umok. Talajban, vizekben, aerob iiledékben eléfordulasuk természetes. Biodegradacios kapa-
citdsuk nagy, ezért az dsvanyositasban lehet fontos szerepiik (Willems és mtsai, 2000). Szin-
tén a P-proteobaktériumok kozé sorolhatjuk az RTB26 ARDRA csoportot, amely az
Alcaligenes faecalis rokonsagi korébe sorolhatd. A nemzetségbe tartozo fajok tipikus tagjai a
rizoszféranak. Van Outryve ¢és munkatarsai (1988) cikoria (Cichorium intybus L. var.
foliosum Hegi) rizoszféra baktériumkozosségét vizsgalva, a fluoreszcens pszeudomonaszok
mellett Alcaligenes paradoxus alkotta az izolalt torzsek dominanciajat kapta.

Az RTB28 98 %-os szinten az Acinetobacter johnsonii-hoz all legkdzelebb. Ezen a
ponton mindenképpen "meg kell allni egy pillanatra", hiszen ez az els6 olyan eset, amikor egy
tenyésztéssel nyert dominans csoport tagjait megleltiik a nemtenyésztéses eljarasokkal. Az
Oszi mintavétel esetén a gyokérkorzet egyik domindns tenyészthetd tagja Acinetobacter volt,
nyaron nem sikeriilt kimutatni. Az RNS-alapu vizsgalatok soran is csak az 0szi mintabol tud-
tunk kimutatni. A tenyésztéses ¢és nem tenyésztéses technikakkal végzett rizoplan vizsgala-
tokban még egyezést mutatott az Agrobacterium és a Pseudomonas (Rifaat és mtsai, 2000)
fajok jelenléte, bar ez utdbbiak a tenyésztéses elemzésben a véletlenszertien izolalhato katego-
riaba tartoztak.

DNS szinten vizsgdlva a hidrom minta alapvetden ugyanazokat a taxonokat ¢és
funkcionalis csoportokat adta. A két mintavétel sordn, RNS szinten joval nagyobb kiilonbsé-
get tapasztaltunk, rdadasul joval kisebb faji diverzitast. Elgondolkodtatd tovabba, hogy egy-
azon kdrnyezetben (s6t mintaban) a kiilonb6z6 megkozelitésekkel anaerdb és szigortian aerdb
szervezetek dominanciajat detektaltuk. A tenyésztett szervezetek nyilvanvaléan a médszerbol
fakadoan (fakultativ) aerobok. A klonok jelentds része szulfatredukald, de kénoxidalokra

utalé szekvenciakat ugyantigy kimutattunk. Vasoxidalok és vaslégzok (Fe’" respiratorikus re-
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dukalasa), valamint nitrifikalok és denitrifikalok is kimutathatok DNS alapon egymas mellett.
Az RNS alapon kimutatott mikrébak megint csak (fakultativ) aerobok. A meglepének tiind
eredményre (a mdodszertani kiillonbségek mellett) magyarazat lehet a mikrokdrnyezeteket egy-
beolvasztd mintavétel. A gyokéren jelenlévd, és dinamikusan valtozd mikrohabitatok kiilon
mintazasa jelenleg megoldhatatlan. A PCR-rel felszaporitott DNS rdadasul szarmazhat inaktiv
sejtekbdl, de akar elpusztult sejtekbdl szarmazd, polifenolos, humusz anyagok feliiletén hosz-
szabb iddre megkotott szabad DNS-bdl is. Magyarazat lehet a fotoszintetikus aktivitas nap-
szakos fluktuacidja kovetkeztében bealld redox potencial valtozas, minek kovetkeztében az
aerdb szervezetek nappal lehetnek aktivak, mig az anaerdbok aktivitasa éjszaka valhat domi-
nanssa. (Nikolausz és mtsai, 2008). Kappelmeyer ¢s munkatarsai egy mesterséges lapot mo-
dellezd, egy Juncus fajjal beiiltetett modell reaktoron vizsgaltdk aerdb és anaerob mikrobiolo-
giai folyamatok parhuzamos meglétét, tovabba a redox potencidl jellegzetes napszakos osz-
vagy algakat tartalmaz6 biofilmeknél (Frund és Cohen, 1992). Erdekes kérdést vet fel, hogy
vajon hogyan alkalmazkodnak a baktériumkozosség tagjai a napszakosan valtakozé redox vi-
szonyokhoz? Nem lehet tudni, hogy a szigoruan anaerdb mikroorganizmusok hogyan vészelik
at a nappalt, hogyan védekeznek a reaktiv oxigén-intermedierek (H,O,, Oy") ellen? Ennek
megvalositasa valdsziniileg kozosségi szinten folyik, bar néhany szigortian anaerob baktérium
termelhet katalazt és/vagy szuperoxid-diszmutazt.

Az RNS-alapt vizsgélatok soran kizardlag aerdb, heterotrof baktériumokat tudtunk ki-
mutatni a tenyésztéshez hasonléan. Ezek a szervezetek a novény altal a gyokér kdrnyezetébe
juttatott oxigénbdl és a valtozatos Osszetételli gyokérexudatumokbol élhetnek. Habar az RNS-
alapti megkdzelités joval kisebb diverzitast mutat, mindenképpen elénye, hogy a baktérium-
kozosség aktiv tagjait lehet vele kimutatni. Nem elhanyagolhat6 az sem, hogy joval nagyobb
atfedést mutat a tenyészthetd baktériumokkal, és a bazissorrend hasonlosagok is joval na-
gyobbak, mint a DNS-alapi megkdzelitésnél. Feltételezhetéen a szezonalis dinamika koveté-

sére is joval alkalmasabb a DNS-alapu vizsgalatoknal.

A nemtenyésztéses diverzitasvizsgalatok soran kimutattuk H, termeld (szintrof) és
metilotrof fajok jelenlétét, amely kozvetve metanogének jelenlétét valosziniisiti a rizoplanban.
A rizoplanbol izolalt DNS pozitiv PCR terméket adott a metanogénekre kifejlesztett prime-
rekkel. Mivel a primerpar a metanogéneken kiviil néhany mas taxont is kimutathat (Grofkopf
¢s mtsai, 1998a), ezt még nem tekinthetjiik bizonyitéknak a metanogén baktériumok jelenlé-

tére. A PCR termék Osszetételét egy klonozast kdvetd bazissorrend elemzéssel pontositottuk.
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Mivel célunk inkabb a metanogének jelenlétének az igazolasa volt, csupan 25 klont vizsgal-
tunk. Osszesen 10 kiilonbdzé ARDRA csoportot tudtunk elkiildniteni (13. tdblazat). A vizs-
galt bazissorrendek legkozelebbi rokonai, altalaban szintén kornyezeti klonok. A primerek,
habar nem teljesen specifikusak, foként metanogén szervezetekbdl szarmazd DNS-t
amplifikaltak. A klonok jelentds része a Methanosaeta nemzetségbe sorolhatd, legkozelebbi
rokonuk a Methanosaeta concilii, mig az M12 csoport klonjait Methanosaeta soehngenii-nek
azonositottuk. A nemzetség tagjai acetatot hasznalnak szubsztratként. Szerepiik olyan anaerdb
tiledékekben lehet jelentds, ahol a rivalis acetatot hasznosité baktériumok aktivitasa korlato-
zott a kis szulfat és nitrat koncentraciok miatt (Eggen és mtsai, 1990). A lapok altalaban ilye-

nek.

Az M5 és M9 csoportok kiilonb6zé hasonlosdgi szinteken kozeli rokonai egy
tédzegmohalapbol szarmazd Methanospirillum kornyezeti klonnak (Hales és mtsai, 1996). A
nemzetség egyetlen axenikusan tenyészthetd tagja a Methanospirillum hungatei. Jellemzd ra,
hogy elektron donorként hidrogént hasznal, de ndvekedési faktorként szintén acetatot igényel.
A Methanomicrobiaceae csaladon beliil nagy valoszinliséggel szintén a spirillum csoport
tagja az M8 ARDRA csoport. A Methanomicrobium nemzetségre szintén a H, hasznositasa

jellemzd a metanogenezis soran.

ARDRA

csoport Klonok szama Kozel rokon taxon Hasonlosag
M2 3(12%) 62-2 (klon) 99 %
M5 2 (8 %) Methanospirillum sp. (klon) 96 %
M6 4 (16 %) Methanosaeta concilii 98 %
M8 5(20 %) Val 47 (klon, Methanomicrobiaceae) 97 %
M9 1 (4 %) Methanospirillum sp. (klon) 97 %
M10 4 (16 %) 62-2 (klon) 97 %
M1l 1 (4 %) GW70-10-49 (klon) 99 %
M12 2 (8 %) Methanosaeta (Methanothrix) soehngenii 99 %
MI15 2 (8 %) pGrfB286 (klon, Crenarchaeota) 99 %
M24 1 (4 %) pGrfC26 (klon, Crenarchaeota) 98 %

225 (100 %)
13. tablazat. A "metanogén taxon specifikus" 16S rDNS klonkonyvtar ARDRA csoportjainak
legk6zelebbi rokon bazissorrendekkel mutatott hasonldsag értékei gyékény rizoplan mintabol.

Az M10 és M12 klonok 97 és 99 %-os bazissorrend hasonlosag mellett egy szennyviz-
tisztitd eleveniszapbol DNS-alapon nyert klonnal (62-2) mutatnak szoros kapcsolatot, mig az

MI11 legkdzelebbi rokona mezdgazdasagi talajbdl szarmazd kornyezeti klon. Az eredmények-
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bdl vilagosan kdvetkezik, hogy az idészakosan aerobba valo rizoplanban jelen vannak szigo-
rian anaerob metanogén baktériumok. A gyokérkdrnyezetet, mivel részlegesen aerdbba valik,
sohasem tekintették a metanogenezis szinterének, de kisérletek soran, anaerdb rendszerbe
helyezett, levagott és mosott rizsgyokér azonnal elkezdett metant termelni (Frenzel és Bosse,
1996). Grofkopf és munkatérsai (1998b) taxon specifikus 16S rDNS klonkdnyvtart vizsgalva
Methanosarcina, Methanobacterium, és Methanosaeta génuszok jelenlétét igazoltak rizs gyo-
kerén. Tovabba fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) az é16 metanogén sejtek pontos el-
helyezkedését probaltak feltérképezni. Csak iddsebb gyodkereken, a gyokércstcstol tavol tud-
tak gomb alakl, nagy riboszoma szdmu, aktiv sejteket kimutatni. Feltételezhetjiik, hogy a
metanogén baktériumok, ha nem is dominans, de alland6 tagjai a rizoszféra - rizoplan baktéri-
umko6zdsségnek lapi novényekben.

Osszegezve a gyékény rizoplan vizsgalata soran nyert tapasztalatainkat az elsd, amit
meg kell allapitanunk, hogy a csiraszamléalas ebben az esetben - bar elvégezhetd - nem ad ér-
tékelhetd eredményt. 1 g-nyi gyokértomeg feliilete mindig mas 4s mas, no meg azt sem tud-
juk, hogy a mikrébak megoszlasa a rizoplan €s az endorizoszféra kozott milyen. Megjegyez-
ziik még, hogy sok mas olyan eset is van, amikor a csiraszdmlalasi adat nem hordoz, vagy
nem hordoz értelmezhetd informaciét. A masodik, amit meg kell jegyezniink, hogy a
nemtenyésztéses eljarasokkal (a tenyésztéshez viszonyitva) két "masik diverzitast" fedeztiink
fel, benne sok nem, vagy csak igen nehézkesen tenyészthetd genospéciesszel. A 60 koriili
szamban diszkutalt kiilonb6z6 fajok (filospécieszek) (15 tenyésztett, 27 DNS klon, 10 RNS
klon, 9 Archaea klon) kozott csupan kettd, vagy harom akadt, amelyiket "mindharom
diverzitdsban" megtalaltuk (Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.). Még ha az Archaea
klénokat nem is vessziik szamitasba, kidbranditonak tarthatnank az eredményt. Rogton felme-
ril a kérdés, hogy nem a hibas mintavétel okozta-e ezt a kiilonbséget? A valasz két okbol is
nem. Az egyik a "szabvanyositott" mintavétel (Nikolausz és mtsai, 2004), a masik pedig,
hogy volt olyan mintank is, amelyet parhuzamosan elemeztiink mindharom eljarassal. Hoz-
zatehetjiik még, hogy parhuzamos és késébbi célzott vizsgalatok gyékény és nad rizoplanon
egyes tovabbi fajok, fajcsoportok jelenlétét igazoltak (Rifaat és mtsai, 2000; Micsinai és
mtsai, 2003; Vladar és mtsai, 2008; stb.). Vagyis az anaerdb altalajba agyazott aerdb
endorizoszféra / rizoplan mikrobiotanak egy sokkal valosaghtibb képét ismerhettiik fel, benne
a kOzosségi anyagcesere sok egymasra épiild, egymast kiegészitd szintjével. A komplex szer-
ves anyagok aerob lebomléasatol egészen a H, termeld végso Iépésekig, vagy a

metanogenezistél a metanotrofidig. A C korforgalom mellett kimutattuk a lokélis S, N, Fe
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korforgalomban résztvevé baktériumokat is, amelyeket pedig ilyen gazdagsagban a tenyészté-
ses eljarasokkal csak évtizedek szorgos kutatd munkéjaval tarhattuk volna fel.

Ennek ellenére a tenyésztéses, ill. a DNS és RNS alapu "harom diverzitas" a valosadgos
kozosségi folyamatok toredékét tarta fel. Egy komplex, az elemkorforgalmak egymasba agya-
zott funkcionalis képe tovabbi célzott tenyésztéses €s molekularis elemzések sokasagaval lesz
csak nagy mélységben megismerhetd (pl. Pseudomonas tenyésztés, Bacillus FISH). Hangsu-
lyozzuk a "polifazikus" megkozelités fontossagat, hiszen a nem tenyésztett filospécieszek sze-
repének megismerése, specifikus enzimatikus képességeik feltarasa egyeldre csak tenyészetek
vizsgalata alapjan képzelhetd el. A tovabblépésnek, vagyis a kozosség Osszetétele, miikddése
megismerésében valo elorelépésnek az elobb emlitett megkozelitéseken til Iényeges eleme a
gyakori - az évszakos mintavételnél feltétlen gyakrabb - mintavétel. Ha végig akarjuk kovetni
a novény fenofazisanak szakaszait, vagy napszakos mintavételt terveziink mind a tenyészté-
ses, mind pedig a klonozason alapul6 filospéciesz azonositas technikdja megoldhatatlan fel-
adat elé allitja a kutatot. A megoldast az ujjlenyomat eljarasok alkalmazasa jelentheti.

Feltétleniil fel kell hivni a figyelmet arra is, hogy vizsgalataink soran a molekuléris
technikak hibainak és korlatainak sorozataval is szembesiiltiink. Ezek részletes elemzésére,
s6t még bemutatasara sincsen mod (a késdbbiekben ennek a munkanak néhdny eredményét
kozoljik), de felsorolasszerlien egy-két egyszeriibbet emlitek. R4 kellett dobbenniink, hogy
nem mindegy milyen markaji Taq polimeraz enzimet hasznalunk, nem szabad PCR berende-
zést "valtani" munka kozben, de még a PCR "Eppendorf cs¢" sarzs is azonos kell legyen, a

"gyari" kompetens sejtek nem veszik fel a plazmidot...

V.3. A molekularis ujjlenyomat eljarasok haszna az alkalmazott bakteriologiaban

Az alkalmazott mikrobioldgiai vizsgalatok legnagyobb kihivdsa a gyakori mintavételi
igény. A hagyomdanyos tenyésztéses megkozelitéssel ilyen esetekben szelektiv és differencialo
taptalajok felhaszndldsaval csiraszamok meghatarozasa a kovethetd eljaras. A gyakorta isme-
hasznt, hiszen nem tudjuk, hogy a tapkdzegnek "milyen diverzitasbol kellene valogatnia".
Masrészt pedig tovabbra is gondot jelent az illetd kdzegben aktiv, de mégsem tenyészthetd
szervezetek kore. Vagyis olyan modszert kellene alkalmazni, amelyik nem szelektiv és nagy
mélységben bemutatja a kérdéses kozeg mikrobakozosségének tagjait. Lehet, hogy ilyen elja-
rast ma még nem ismeriink, mégis ilyen esetekben lehet hasznunkra a molekularis ujjlenyomat
eljarasok kore. Aranylag gyors és gazdasagos moddszerek, nem (vagy masképp) szelektalnak,

mint a tenyésztéses technikak. gy esély van arra, hogy addig rejtett szervezetek, aktivitasok is
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nyomon kovethetdk legyenek. Az elkdvetkezd lapokon ezt mutatjuk be alkalmazott kornyezet-

bakteriologiai elemzések értékelésén keresztiil.

V.3.1. Szennyviziszap rothaszté mikrobakdzosségének elemzése a gaztermelés szempontjabol
optimalis tizemi hdmérséklet megéllapitasara

A szennyviziszap rothasztokkal (biogdz termelés) kapcsolatos szakirodalom megegye-
zik abban, hogy a gaz (ill. metan) kihozatalt illetéen az lizemi tapasztalatok szerint két "j0" ho-
foktartomany van. Ezek a 35 °C koriili mezofil és az 55 °C koriili termofil tartomany. Azt
azonban, hogy ennek a "josadgnak" a hatterében milyen mikrobakozosségek allnak, milyen ko-
z0sségi anyagcsere biztositja a gaztermelést, részleteiben nem elemezték. Kiilondsen nem for-
ditottak arra gondot, hogy hogyan kell egy mezofil reaktort termofil tizemre atéllitani, mi tor-
ténik a hdmérséklet emelés kozben a mikrobakozdsségek szintjén. Jellegzetes "fekete doboz",
amely megismerésre var. A kérdések megvalaszolasara a FOvarosi Csatorndzasi Miivek Zrt.
Dél-pesti Szennyviztisztitd Telepének kisérleti rothasztoi segitségével nyilt lehetdség. Azokra
a technologiai kérdésekre vartak valaszt, hogy mi lehet az lizemi mezofil reaktorok optimalis
héfoka, valamint, hogy érdemes-e €s hogyan kell felfiiteni az iizemi reaktorokat a termofil
tartomanyba.

A szennyviziszap rothaszték mikréba kozosségének tanulméanyozasat azzal kezdtiik,
hogy megvizsgaltuk ¢és Osszehasonlitottuk a hosszabb idon &t stabilan mezofil (35 °C) és
termofil (55 °C) hdmérsékleten iizemeld kisérleti reaktorok tdrsuldsainak szerkezetét. 2005.
augusztus €s november kozott 5 alkalommal vettiink mintékat és a mikrobakdzosségek szerke-
zetét T-RFLP, klonozas és 16S rDNS bazissorrend elemzés, valamint kemotaxondémiai mod-
szerek segitségével vizsgaltuk. Az eredményt eldszor a legjellemzObbnek tekinthetd T-RFLP
mintazatok és klonkonyvtar 16S rDNS bazissorrend elemzés adataival mutatjuk be (29. abra,
14. tablazat).

A T-RFLP mintazatok és a tablazat alapjan szembetlind a mezofil és termofil kozdssé-
gek diverzitasa kozotti kiillonbség. Ez az Archaea domén vonatkozasaban tiinik kifejezettebb-
nek. A Shannon diverzitds index a mezofil Archaea kozdsség esetében H = 0.564, mig a
termofil tarsulasndl H = 0.133. A Bacteria doménnél 35 °C-on H = 1.014, 55 °C-on pedig H =
0.741. Vagyis a szdmok alapjan a termofil kozosségek nem csupan kevesebb fajbdl (az
Archaea esetében latszolag csupan egyetlen fajbol) tevédnek Ossze, hanem az egyes fajok al-
kotta populaciok mérete is jelentdsen kiilonbozik (vagyis az "egyenletesség" csekélyebb).
Természetesen a diverzitas értékeket a T-RFLP mennyiségi eredményeinek korlatozott meg-

bizhatésaga miatt nem tekinthetjiik talzottan lényeges informaciénak. Meg kell még jegyez-
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niink azt is, hogy a mezofil és a termofil kozosség fajosszetétele szinte teljesen eltéro.

A fajok élettani tulajdonsagait vizsgalva is valoszinlsithetd a mezofil k6zosség na-
gyobb stabilitdsa. Az Archaea esetében a kisebb hdmérsékleten thlstlyban vannak az
acetoklasztikus metanogének, mint a Methanosaeta concilii valamint egy Methanosarcina sp.
Mellettiik megtalalhato a széndioxidot hidrogénnel redukéald Methanoculleus bourgensis, mig a
termofil reaktorban csupan egy Methanosarcina sp. volt kimutathat6. Meg kell azonban je-
gyezni, hogy mig a Methanosaetaceae csalad tagjai obligdt mdédon acetoklasztikusak, addig a
Methanosarcinaceae csalad egyes képviseldire jellemzd, hogy metanolt és dimetil-amint is ké-

pesek hasznositani elektrondonorként.

a A
5
1 \
2 /
4
3
“._JW.JM..,I'“. ___,__,_r|_.,__,_. Y | P o T T TR | B P P
b B
12
7 <
8
11 9
10
6 « 13

29. abra. Az Archaea (a, A) és a Bacteria (b, B) domén tagjainak k6zosségi T-RFLP mintdzata
a mezofil (a, b) és a termofil (A, B) kisérleti szennyviziszap rothasztokbol 2005. november 21-
én vett mintdk elemzése alapjan. Az emésztés az Alul restrikcids endonukledzzal tortént. Az
egyes T-RF-ek klonozas és bazissorrend elemzés segitségével nyert filogenetikai pozicidja a
szamok alapjan a 14. tablazatban azonosithato.

A Methanosaeta concilii visszaszoruldsanak f6 oka valosziniileg a reaktor hdmérséklet,
ugyanis hémérsékleti optimuma 35 - 40 °C, ndvekedni pedig 45 °C-ig képes. Emellett a
termofil reaktorban nagyobb az illékony zsirsavak és az ammonia koncentracidja is, ami a
Methanosarcina nemzetség tagjainak kedvez. Ezen taxon acetattal szemben mutatott Ky, ér-

téke joval nagyobb, valamint ammonia tolerancidja 6tszor akkora, mint a Methanosaeta fajoké

(Karakashev és mtsai, 2004).
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A Bacteria domén esetében a dominans T-RF-ekhez tartoz6 bazissorrendek tobbségé-
ben nem tenyésztett mikroorganizmusokkal mutatjak a legnagyobb egyezést, igy ezek alapjan
nehéz messzemend kovetkeztetéseket levonni. A mezofil reaktor egyik dominans cstcsa ro-
konsagot mutat egy mezofil reaktorbol szarmazé fonalas, Chloroflexi subphylum I. csoportba
tartozd mikroorganizmussal, amelynek a szerepe a rothasztd iszapjanak pehely, ill. szemcse
(granulum) képzésében van. Yamada és mtsai (2005) FISH segitségével kimutattak, hogy ezen
baktériumok a szemecsék felszinén helyezkednek el fonalaikkal halézatot képezve. Ez Ossze-
tartja az iszapszemcsét, amelynek a belsejében igy megfelelé mikrokornyezet tud kialakulni a
kis redox potencialt igényl6 metanogének szamara. Masik fonalas baktérium az igen nagy
aranyban jelenlevo Nostocoida limicola, amely eleveniszapban altalanosan kimutathaté (aeréb)
szervezet. Megallapitottak, hogy képes anaerdb koriilmények kozott is ndvekedni szénhidréto-
kat fermentélva, illetve olajsavat is hasznosit ilyen koriilmények kozott (Andreasen és Nielsen
1997).

A 9. szamu mezofil Bacteria klon legkozelebbi tenyésztett rokona egy Smithella sp. E
fajokat iszaprothasztokbol izolaltak, szerepiik az acetogenezisben lehet (Liu és mtsai, 1999).
A biogaz kis mennyiségben N»-t is tartalmaz, ami denitrifikalé baktériumok jelenlétére utal.
A mezofil reaktorban két ilyen anyagcserével jellemezhetd, a B-Proteobacteria csoportba tar-
toz6 klont tudtunk kimutatni. Az egyik egy Acidovorax sp., amely rovid szénlancu illékony
zsirsavakat, pl. acetatot, propionatot hasznosit szénforrasként, valamint fakultativ H, autotrof,
mikdzben denitrifikdl (Kniemeyer és mtsai, 1999, Park és mtsai, 2005). A madsik egy
Rhodocyclaceae klon. Ezen csalad tagjairdl is (pl. Thauera) leirtdk, hogy acetattal nitratbol
molekularis nitrogént allitanak el (Osaka ¢€s mtsai, 2006).

A termofil kozdsségben a legnagyobb aranyban képviselt baktérium egy
Coprothermobacter sp. E nemzetség tagjai jellemzdéek anaerdb kornyezetekben, acetogén,
termofil fajok, fontos szerepet jatszanak a fehérjék lebontasaban. A masik dominans csticshoz
tartozod klon a Thermotogales renddel mutat rokonsagot, melyre a szénhidratok fermentacidja
jellemzo6 acetat, laktat, CO, és H, képzése mellett (Miranda-Tello és mtsai, 2004). Ezen a ho-
mérsékleten is kimutathatdé egy, a denitrifikdld Thauera genusszal bazissorrend rokonsagot
mutato klon.

A rothasztokat kemotaxonoémiai modszerekkel is jellemeztiilk. Meghataroztuk az egyes
markerek mennyiségét és az ujjlenyomatok (kromatogramok) elemzésével kovetkeztettiink a
mikrobakozosségek Osszetételére, aktivitasaira is. A mennyiségi jellemzoket a 15. tablazatban
Osszegeztiik. A 30. és 31. abraban egy-egy jellemzd zsirsav, ill. kinon ujjlenyomatot mutatunk

be. A 32. és 33. abrdakon a menakinonok ¢€s zsirsavak fobb csoportjainak aranyat lathatjuk.
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T-RF alatti

Kod Faj Eg(zf/ezes teriilet ara-
Y nya(w)
BACTERIA
6  Klon iszaprothasztobol 1. 98 27,0
7  Klén iszaprothasztobol I1. 96 18,9
Mezofil 8  Nostocoida limicola 1 97 9,9
9  Smithella sp. 99 6,4
10  Acidovorax sp. 100 4,6
11 Rhodocyclaceae klon 91 1,7
12 Klén iszaprothasztobol I11. 98 32,8
13 Coprothermobacter sp. 97 25,8
14 Klon szemétlerako csurgaléklevébdl 98 9,6
15 Dokdonella sp. 95 2,9
Termofil 16 Thauera sp. 96 1,2
Chll Chloroflexi klén 1. 94 -
Chl2 Chloroflexi klon I1. 95 -
Chl3 Chloroflexi klén III. 98 -
Pl  Planctomycetes klon 97 -
ARCHAEA

1 Methanosaeta concilii 98 51,0
Mezofil 2 Kloén iszaprothasztobol IV. 91 23,7
3 Methanosarcina sp. l. 97 9,0
4 Methanoculleus bourgensis 96 5,2
Termofil 1 Methanosarcina sp. 1. 97 94,0
Mt Methanothermobacter thermoautotrophicus 99 -

14. tablazat. A kisérleti mezofil és termofil iszaprothasztd reaktorok kloénozas és 16S rDNS
bazissorrend elemzés segitségével azonositott jellegzetes kozdsségalkotd mikrobai. A teriilet-
aranyokat a 29. abran bemutatott T-RF-ek esetében, csak az 1 %-ndl nagyobb cstics alatti te-
riiletek vonatkozasaban értelmeztiik.

Ha elfogadjuk azt a szakirodalomban bevett megallapitast, hogy a zsirsavak mennyi-
sége a biomasszaval ardnyos (White és mtsai, 1979; Bobbie és White, 1980), akkor megalla-
pithatjuk, hogy a termofil reaktorban a biomassza mennyisége mintegy negyede a mezofil re-
aktorban tapasztaltnak. Ugyanakkor a kinonok mennyiségét a mikroorganizmusok aktivitasa-
val, anyagcsere sebességével tartjak aranyosnak. Ezek szerint a termofil reaktor mikréba ko-
z0ssége sokszoros sebességgel miikodik a mezofilhez viszonyitva. Talan ezzel magyarazhato
a nagyobb gazkihozatal is. Ami a diverzitasi és egyenletességi indexeket illeti, ez esetben nem
mutathato ki a termofil mikrobidta vonatkozasaban sem a zsirsav, sem a menakinon profil
szegényedése, sOt még az egyenletesség is ndovekszik. Nem szabad azonban elfelejteni, hogy
ez utdbbi értékek nem kozvetleniil a fajokra, hanem inkabb azok anyagcseréjére jellemzdek,
vagyis ha a faji spektrum szegényedni is latszik (a T-RFLP szerint) a kozdss€gi anyagcsere

spektruma feltehetden nem sziikiil (Tauber és mtsai, 2007).
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Mielott az egyes kemotaxonomiai komponensekhez  kothetd — jellegzetes
mikrobakozosségeket vizsgalnank, meg kell jegyezziik, hogy sem a kinonok, sem pedig az
altalunk elemzett zsirsav frakci6 elemei nem "univerzalis bélyegek". A metanogén szerveze-
tek (de mas Archaea) esetében sem talaljuk meg, ill. jellemzéek ezek a komponensek.
Ugyanez igaz a kinonok esetén a fermentalo szervezetek egy jo részére, stb. Vagyis ezzel a
modszerrel csak a kozosség egy nem pontosan koriilhatarolhatd szelete vizsgalhatd

(Rajendran és mtsai, 1994).

Mezofil rothaszto Termofil rothaszto
Menakinon* Zsirsav Menakinon* Zsirsav
Mennyiség** 1.977631 uM 361,6 nM 2.191165 uM 91,2 nM
Diverzitas*** 5.282 24,399 6.734 25,766
Egyenletesség™** 0.220 0,530 0.269 0,629

* A november 21-1 mintaban az 6ssz-ubikinon mennyiséget nem hataroztuk meg.
**] g szarazanyagban
*#*Hu és mtsai (1999) nyoman

15. tablazat. A mezofil és a termofil kisérleti szennyviziszap rothasztokbol 2005. november
21-én vett mintak kemotaxondmiai jellemzoi.

A két kemotaxonomiai eljaras a szulfatredukalok nem tul nagy mennyiségi, ugyanak-
kor nagyon aktiv jelenlétérdl tanuskodik A kinonok HPLC spektrumén (31. dbra) az MK-
5(H2) minden egyéb kinont nagysagrendileg meghaladé mennyisége szembetiinik. Az egyes
mintakban e mellett még mas szulfat 1€gz6 csoportok is jellemzdéek, valtozd aranyban. Koz-
ismert, hogy a szulfatredukal6 baktériumok (egy sziik redoxpotencial tartomanyt kivéve) erds
hidrogén kompetitorai a szén-dioxidot hidrogénnel redukalé metanogén baktériumoknak.

A mezofil és termofil kozosségek markans kiilonbséget mutatnak a jo par Gram-nega-
tiv baktériumra jellemz6é Q-6 és Q-7 ubikinonok mennyiségét tekintve. Q-6 nagy mennyisége
a termofil, Q-7-¢ pedig a mezofil miikodés jellemzdje volt, s a masik kinon mindkét esetben
joval alacsonyabb mértékben volt jelen. A részlegesen telitett ubikinonok (pl. Q9H2, Q10H2)
megjelenése egyes mintdkban mikrogombak (pl. élesztd) jelenlétére is utal.

A kozosségi dinamika szempontjabol korant sem mellékes eredmény, hogy bizonyos
mintdkban olyan nagy lanchosszusagu, tobbszordsen telitett menakinonok voltak kimutatha-
tok, amelyek a minta aktinobaktérium fajgazdagsagara utalnak. E mikrobédk tehat nem mindig
vannak jelen a rothasztd baktérium-kozosségében e modszerrel kimutathaté mennyiségben. A

kozosségi anyagcsere szempontjabol semmiképp nem elhanyagolhato kérdés, hogy milyen
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szerepet tolthetnek be a széleskorii anyagcsere potenciallal biré aktinobaktériumok (pl.

xenobiotikumok [gydgyszermaradvanyok] bontasa).
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30. abra. A mezofil (A) és a termofil (B) kisérleti szennyviziszap rothasztokbol 2005. no-
vember 21-én vett mintdk zsirsav (metil észter) profilja.

Mind a kinonok, mind pedig a zsirsav profil elemzés alkalmazhatdsdga szempontjabol
Iényeges megfigyelés, hogy az Enterobacteriaceae csalad tagjainak jelenléte a termofil min-
takban csekély, ill. elenyészé mennyiségben volt valdsziniisithetd. Teljes hidnyuk nem valo-
szinli, de e kornyezetben ugy tlinik, hogy a folyamatos utanpétlas ellenére elpusztulnak, ill.
inaktiv allapotba keriilnek.

A két ujjlenyomat eljarassal végzett elemzések szomort kdvetkezményeként kell
elmondani, hogy a dominans Bacteria klonok kozott pl. a szulfatredukalokat DNS alapon nem
talaltuk meg. Nem kizart, hogy a szulfatredukélok kinonjai egyes klonokban jellemzdek lehet-
nek, ugyanakkor a kémiai elemzések alapjan mindenképp jellemz6 szulfatredukcidt pl.
Clostridium tipust fermentalok végzik. A két vizsgalat alapjan megerdsodik a kép, hogy a
mezofil kézosségre jellemzd nagyobb valtozatossag valoszinlileg nagyobb stabilitast jelent,

mig a termofil reaktor taldn a biopolimerek hatékonyabb bontasaval tobb szubsztratot biztosit a
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metanogén baktériumok szamara (Tauber és mtsai, 2007).
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31. abra. A termofil kisérleti szennyviziszap rothasztobol 2005. november 21-én vett minta
menakinon (A) és ubikinon (B) profilja.

2006. majus 23-t6l megkezdtiik a rothaszto felfiités mikrobakozosségekre gyakorolt
hatasanak vizsgalatat. LegelOszor is tekintsiik at a hathetes periddusban a fizikai-kémiai pa-

raméterek megvaltozasat (34 - 37. abra) a T2 reaktor adatai alapjan. A 35. abran jol lathato,

- 106 -



hogy 45 és 50 °C kozott a rendszer redox potencialja folyamatosan emelkedett, majd ezutan
hirtelen -600 mV értékre csokkent, és a tovabbiakban is tartdsan ilyen kicsi maradt. 58 °C
folotti hdmérséklet folott a gaz metantartalma hirtelen csokkenésnek indult, majd 66 °C-nal a
kimutathatdsagi hatar ald csokkent. A pH és az illosav tartalom egymadssal ellentétes iranyu
valtozasai jol megfigyelheték a 36. dbran. A pH mindvégig a metanogének altal toleralhatd
intervallumban mozog, viszont tobb esetben az optimalisnak tartott 6,8 - 7,2 értéknél na-
gyobb. Lathat6, hogy az illosav tartalom az egész kisérlet id6léptékében nézve nétt, mikdzben
az 55 °C korili termofil hémérsékleti tartomanyban intenziv kicsticsosodast mutat. A pH
csokkenése ugyanekkor megfigyelhetd. A lugossag (zomében az ammonium ion koncentracid
hatdrozza meg) monoton emelkedést mutat, csak az illosav termelés csticsa idépontjaban torik
meg ez a trend. A biogaz hozam (37. dbra) maximuma ugyszintén 55 °C koriili héfok értéke-
ken maximalis (a 35 °C-on tapasztaltnak majd kétszerese), mikozben a biogdz metantartalma
nem valtozott. A napi atlag gazhozam 51 °C alatt 2,36 m®, mig 51 és 63 °C kozott 3,15 m’
volt. A mezofil tartomanyban a hozamgorbe nagy ingadozésainak ellenére a maximalis gaz-

termelés a gyakorlatban alkalmazott 35 °C {616tt mutatkozott (39 és 47 °C kozott).
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32. abra. A mezofil (BMK) és a termofil (BTK) kisérleti szennyviziszap rothasztobol 2005.
november 21-én vett minta menakinon tartalménak megoszlasa. A legnagyobb tomegben je-
lenlevé menakinon [MKS5(H2)] a szulfatredukalokra (pl. a Desulfobulbus) lehet jellemzo.

A mikrobakozosségek valtozasat a felfiitéses kisérlet soran a 38 - 40. dbrakon mutatjuk be a
mintakbol kivont kdzosségi DNS-re, valamint RNS-re alapozott T-RFLP ujjlenyomatok alap-
jan. Eldzetes kisérleteink alapjan nyilvanvalo, hogy a hdmérséklet novelése hatdsara megval-
toz6 mikrobakozosségek feleldsek az egyéb fizikai és kémiai paraméterek megvaltozasaért,
foképp a gaztermelés novekedéséért. A felfiitéses kisérlet soran azonban kiemelt figyelmet kell
forditanunk az aktiv anyagcserét folytatd fajok populacidinak kimutatasara. A DNS alapu

moddszer nem biztos, hogy megfeleld ez esetben. A DNS ugyanis meglehetdsen stabil, a kor-

- 107 -



nyezeti hatdsoknak ideiglenesen ellenall6 molekula. Vagyis a nem aktiv, valamint a mar el-
pusztult sejtekbdl az iszaprothasztd koriilményei kozott akar tobb napig is kimutathato és a na-
gyon gyors kdzdsségvaltozdsok nyomon kovetésére nem tokéletesen alkalmas. Az aktiv popu-

laciok kimutatasaban az RNS alapu diverzitas elemzés feltehetden érzékenyebb.
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33. abra. A mezofil (BMK) ¢és a termofil (BTK) kisérleti szennyviziszap rothasztobol 2005.
november 21-én vett minta fobb zsirsav komponenseinek megoszlasa. A ciklopropan (cy)
zsirsavak pl. a bélbaktériumokra, mig a 17:1 zsirsavak, pl. a szulfatredukalokra jellemzdek.

A DNS T-RFLP eredményét attekintve (38. abra) az Archaea kozdsségben két nagy at-
rendezddés tapasztalhatd. Egészen az 55 °C-ra valo felfiitésig a Methanosaeta concilii (Mc)
dominalja a reaktort. Ezt a fajt gyakran irjak le, mint mezofil szennyviziszap rothasztok domi-
nans metanogén baktériumat, szaporodasanak homérsékleti optimuma 35 ¢és 40 °C kozott van.
A Methanoculleus bourgensis joval kisebb aranyban reprezentalt, minddssze 1 %-ot tesz ki a
mezofil k6zosségben. 55 °C-on a legkiegyenlitettebb a kozosség Osszetétele, 59 °C-on pedig
mar egy Methanosarcina (Ms) faj keriil tulstlyba. E nemzetség fajai, akarcsak a Methanosaeta
fajok alapvetden acetoklasztikus, azaz az acetat metil csoportjabol metant eldallitd6 mikroorga-
nizmusok. Az acetat mellett sok "egy szén" szubsztraton is képesek ndvekedni. Ezen csoportot
63°C-on a mar kisebb hOmérsékleteken is jelen 1évé Methanothermobacter
thermoautotrophicus (Mt) valtja, amely széndioxidbol és hidrogénbdl, valamint egyes torzsek
formiatbol képesek metant eldallitani. HOmérsékleti optimuma 65 °C koriil van, novekedést
pedig 45 °C-tdl elkezdve esetenként akar 75 °C-ig is mutat (Wasserfallen és mtsai, 2000).

A Bacteria domén esetében a kisérlet soran két, jol elkiilonithetd k6zdsség volt kimutat-
hatd. Az els6t a Chloroflexi subphylum-ba tartozd, illetve Planctomycetes klonok jellemezték.
Emellett jelentds volt a Nostocoida limicola 1. aranya is, amely azonban csupan 47 °C-ig volt
jelen, teljes eltiinése pedig 55 °C-on kovetkezett be. A masodik kozosség 55 - 70 °C-on végig

regisztralhato volt jelentds valtozasok nélkiil. Ebben az allanddan termofil hdmérsékleten mii
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34. abra. A reaktorhdmérséklet alakulasa a T2 reaktorban és a mintavételi idépontok a felfii-
téses kisérlet alkalmaval. Piros szinnel a hdmérsékleti 1épcsdk végén vételezett mintakat (az
adott hdmérséklethez adaptalt k6zosség), zolddel az egyéb mintdkat tiintettiik fel.
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35. abra. A redox (elektrod) potencidl és a biogdz metantartalom valtozasa a T2 reaktorban a
felfiitéses kisérlet soran.
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36. abra. A lugossag, az illosav tartalom és a pH alakulasa a T2 reaktorban a felflitéses kisérlet

soran.
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37. abra. A biogdz hozam alakulasa a T2 reaktorban a felfiitéses kisérlet soran.
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38. abra. Az Archaea (feliil) és a Bacteria (alul) kozosség megvaltozasa a T2 reaktorban vég-
zett felfiitéses kisérlet soran a DNS T-RFLP eredmények alapjan. Az dbran az A/ul restrikcios
enzimmel nyert 1 %-nal nagyobb teriiletli T-RF-ek gorbe alatti teriiletei szerepelnek szazaléko-
san. Mc = Methanosaeta concilii, Ms = Methanosarcina, Mt = Methanothermobacter
thermoautotrophicus, Chl = Chloroflexi klén I., Chl2 = Chloroflexi klon II., Chl3 =
Chloroflexi klon III., Pl = Planctomycetes No 7, Co = Coprothermobacter sp., Uc =
Thermotogales klon, No = Nostocoida limicola.

kodo kisérleti reaktorokbol mar jol ismert Coprothermobacter sp. illetve a Thermotogales ro-
konsaggal rendelkez6 iszaprothasztobol izolalt klon dominalt.

Elemezve a kozdsségek Shannon diverzitas index értékeit nem jellemzo erds korrelacid
a homérséklet és a diverzitas értékek kozott, az azonban nyilvanvald, hogy mind az Achaea,
mind pedig a Bacteria esetében jellemzd, hogy a fajgazdagsag 55 °C-on a legnagyobb mértekii

(ellentétben eldzetes vizsgalataink eredményével).
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Elmondhat6 tehat, hogy mig a mezofil mikroba kozosség jelentds valtozas nélkiil
35 °C-tol egészen 50 °C-ig aktiv volt, addig a termofil metanogenezis csupan fele ilyen tag
hémeérséklet tartomanyban, 55 és 63 °C kozott mutatott megfeleld biogaz produkciot. A ko-
z0sségszerkezet dinamikdjat illetden, mig az Archaeca domén esetében a kiilonb6z6 hdmér-
sékletek jellemzd fajosszetétele a dominancia viszonyok megvaltozasaval alakult ki, addig a
Bacteria doménnél az atalakulas drasztikus, 50 °C fol6tt a reaktor egy tokéletesen mas tarsu-
lassal jellemezhetd. Annak ellenére, hogy DNS alapon a metantermeld Archaea, valamint a
lebontasért felelds Bacteria kozdsségben nem tapasztalunk jelentds valtozasokat a mezofil ho-
foktartomanyban, nagy ingadozasok voltak a gazhozamban. 51 és 53 °C kozotti intervallum-
ban nagyban atrendez0dik mindkét tarsulds, amelynek oka valdsziniileg egy homérsékleti kii-
szobérték elérése (és a biogdz hozam esése is jelzi). A termofil tartomany szlikebb. Szintén
egységes, de a mezofiltdl eltéré mikroba kozosség jellemzi. A biogdz termelés itt a legna-
gyobb, amit az 1) metantermeld fajoknak, és a jelentds illésav termelésnek tulajdonithatunk.
70 °C folott a gaztermelés teljesen megsziinik annak ellenére, hogy a zsirsavak koncentracidja
nem csokken. Ez a tény az acetat hasznosité metanogének eltiinésének kdszonheto.

Amint az a 39. és 40. abrdkon lathatd, az RNS alapt vizsgéalatok alapjan egy, a
restrikcios endonukledzok hasitasi helye alapjan a Methanoculleus genusba tartoz6 klon (s6-
tétkék) magas aktivitasat indikaljak a termofil hdmérséklettartomanyban. Jol latszik a tipiku-
san mezofil Methanosaeta concilii aktivitdsdnak drasztikus csokkenése 47 °C f616tt. 59 °C-
on Ujra megjelennek az ezen fajra jellemzé T-RF-ek, ezek valoszinilisithetden a termofil
rothasztokbol leirt Methanosaeta termophila-hoz tartoznak. (Sajnalatos modon restrikcids
mintazatuk alapjan nem tudtunk kiilonbséget tenni koztiik, ezért az abran mindkét csoport
piros szinnel szerepel.) Osszességében elmondhatd, hogy a termofil tartomanyban az elézetes
vizsgalatainknal nagyobb ardnyban van jelen, illetve aktiv egy a metant csak H,-bol és CO,-
bdl eldallito, a szekvencia adatok alapjan a Methanoculleus nemzetségbe tartozoé faj.

A Bacteria domén esetében az RNS és DNS alapjan késziilt kozosségi T-RFLP minta-
zat (Alul) valtozasok mikéntje nagyban eltér, és ebben az esetben a nagyobb kiilonbség a
mezofil hdmérséklettartomany mintdinal tapasztalhato (40. abra). Az el6zd kisérletekben ta-
pasztalt magas Chloroflexi subphylum I arany ebben az esetben is jellemzd, bar a mezofil
mintaban vilagoszolddel jelolt, az adatbazisok alapjan lehetséges Chloroflexi faj (,,Chl”) az
elézoektdl eltérd restrikcids mintazatot mutat. Mindemellett a termofil tarsuldst RNS alapon
ugyanugy a Coprothermobacter sp. és Thermotogales rendbeli nem tenyésztett faj dominalja.

A két modszerrel nyert eredmények kiillonbségét az magyarazhatja, hogy a magasabb

hémérsékleten gyorsabb minden molekula, igy a DNS degradacioja is, vagyis a folytonos ra-

-111 -



taplalassal bekeriil, primer illetve szekunder iszapbol szarmazé DNS molekuléké is. Igy ezek

a nem jellemz6 molekulak az RNS vizsgalat esetén kevésbé zavarjak méréseinket.
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39. abra. Az Archaea domén kozosség-atrendezddése DNS (feliil) és RNS (alul) T-RFLP
adatok alapjan (A/ul restrikcids enzim) a T2 reaktorban végzett felfiitéses kisérlet soran. (A
DNS adatsort a konnyebb 6sszevethetdség érdekében ismételtiik meg.) Az dbran az 1 %-nal
nagyobb teriileti T-RF-ek gorbe alatti teriiletei szerepelnek szazalékosan. Msae =
Methanosaeta concilii €s Methanosaeta (termophila), Msar = Methanosarcina, Mthe =
Methanothermobacter thermoautotrophicus, Mcull = Methanoculleus.

Az abiotikus paraméterek alakuldsanak hatterében allo6 mikrobakozosség valtozasokat
a karakterisztikus kemotaxonomiai bélyegekkel is vizsgaltuk. 55 °C hémérsékleten a zsirsa-
vak diverzitasdnak hirtelen és markans megugrédsa (4/. dbra) utal arra, hogy jelentds kozos-
ségatrendez0dés vette kezdetét. Az elkovetkezd idOszakban a termofil hdmérsékleti optimum
kozelében jol 1athatod a kozosség alkalmazkodasa ehhez a homérsékleti szinthez. Ezt az alkal-
mazkodast a zsirsavdiverzitas folyamatos csokkenése jelzi 55 °C elérése utan, ez ugyanis az
adott hémérsékleti szintre jellemzd taxonok szelektiv feldisuldsat tiikrozi az atrendezddés
kezdetén hirtelen diverzz¢ valt kzosségbdl.

A marker-diverzitas csokkenése mogott allo kozosségalkalmazkodas meglétét alata-
masztja a biogdz hozam alakulasa is a kisérlet soran (37. dabra). Ebben a termofil idészakban

ez is erbteljes novekedésnek indul, €s a teljes kisérletre nézve is itt €ri el maximumat. Ezt ta-
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40. abra. A Bacteria domén kozosség-atrendezodése DNS (feliil) és RNS T-RFLP adatok
alapjan (Alul restrikcios enzim) a T2 reaktorban végzett felfiitéses kisérlet soran. (A DNS
adatsort a konnyebb Osszevethetoség érdekében ismételtiik meg.) Az abran az 1 %-nal na-
gyobb teriiletli T-RF-ek gorbe alatti teriiletei szerepelnek szazalékosan. Chl = Chloroflexi klon
I., Chl2 = Chloroflexi klon II., Chloroflexi klon III., Pl

Coprothermobacter sp., Uc = Thermotogales klon.
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41. abra. A kozosségi zsirsav metil észter profil alapjdn szamolt Hu (1999) féle
diverzitasindex valtozasa a T2 reaktorban végzett felfiitéses kisérlet soran.
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masztja ala, hogy ugyanebben az iddszakban a menakinonok diverzitasa is folyamatos csok-
kenést mutat, ami az 6sszes mintdban mennyiségileg messze dominans kinonok relativ vissza-
szoruldsanak koszonhetd. Ez a menakinon, a HPLC elemzéssel parhuzamosan elvégzett
tomegspektrometrids elemzéssel alatdmasztva az MKS5(H2) kinonnal azonos, a Desulfobulbus
nemzetség tagjait indikalja. Ugyanennek a dominancia-csokkenésnek a jeleit lathatjuk a szul-
fatredukalo baktériumokra jellemz6 zsirsavak (Cjs.;, Cy7.1) relativ mennyiségének alakulasa-

ban (42. dbra) is (Zelles, 1996).
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42. abra. A szulfatredukéld baktériumok jellemzé zsirsavai (Cjs:., Ci7.1) (relativ) mennyisé-
gének alakulésa a felfiitéses kisérlet soran a T2 reaktorban.

Az aktinobaktériumok kinonjai ugyanebben az iddszakban hirtelen leesd, majd no-
vekvd relativ mennyiséggel jellemezhetdk (a domindns menakinon visszaszoruldsatol fiigget-
lentil is). Mivel ezek a baktériumok a szervesanyag-lebontasban aktiv és sokoldalu szerepet
jatszanak, markereik ilyen megvaltozésa értelmezhetd annak jeleként, hogy a szerves anyagot
bontd mikroébakozosség keresztiillmegy egy 0sszeomlason, majd Gjra felépiil a termofil kozos-
ségszerkezetre valo atallas soran.

A foként fermentald baktériumokra jellemzo ciklopropil zsirsavak relativ mennyisége
50 °C-nal mutat maximumot, ami egybeesik az illésavak felhalmozddasanak, és a pH csokke-
nésének kezdetével. Késobb, a pH-minimummal (vagyis az illésav termelés maximumaval)
egybeesden ujabb csucsuk volt mérhetd. A Gram-pozitiv baktériumok 4altalanos markereiként
ismert elagazd lancu zsirsavak relativ mennyiségének minimuma egybeesik az illosavak
mennyiségi maximumaval a termofil periddus elején (43. abra). Ez azt sugallja, a fermentalo,
ill6savakat termel6 baktériumokat a Gram-negativ szervezetek korében érdemes keresniink.

Vizsgalataink szerint 0Osszefoglaléan megallapithattuk, hogy a rothasztok
mikrobakozosségeinek nagyfelbontasti elemezése alapjan igazolddott az a sejtés, hogy az
iizemeltetésnek két homérsékleti optimum tartomanya van. A mezofil kdzosség legnagyobb

stabilitassal (az eleddig gondolt 35 °C helyett) 40 °C és 45 °C kozott miikodik, majd egy je-

-114-



lentés kozosségszerkezet atalakulds utdn a termofil optimum 55 - 58 °C ko6zott alakul ki. A
termofil szakasz azonban sokkal sziikebb hdfoktartomanyban miikodik, 58 °C felett a
metanogén kozosség hirtelen 6sszeomlik. A biogdz kihozatal optimuma a termofil szakaszban
van. A kemotaxonomiai vizsgélatok kivaloan megerdsitették azt, hogy ilyenkor a legkisebb a
szulfatredukalok kompeticidja €s ugyanakkor a savtermeld szervezetek aktivitdsa a legna-
gyobb. A nemtenyésztéses mikrobiologiai vizsgalo eljarasok komplex alkalmazasa sok olyan
miikodésbeli torvényszeriiséget tart fel, amelyekkel hasznosan jarulhattunk hozza az iizemel-
tetési ismeretek bovitéséhez, dssze tudtunk allitani egy javaslatot az tizemi mezofil reaktorok

termofil tartomanyba valé atallitasahoz.
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43. abra. Az elsésorban Gram-pozitiv baktériumok jelenlétét indikalo elagazo lancu zsirsavak
relativ mennyiségének alakuldsa a T2 reaktorban a felfiitéses kisérlet soran. Csillaggal az op-
timalis gaztermeléshez tartozé minimumot jeloltiik.

V.3.2. Filogenetikai informacidval rendelkezd funkcidgének alkalmazasa nitrifikacid vizsga-
latdban

A Dél-pesti Szennyviztisztitdé Telep egyik nagy gondja a rohasztékbdl szadrmazd
iszapsiritési csurgalékviz elhelyezése, hiszen a szennyviztisztitds elsd szakaszaba visszave-
zetett csurgalékviz a telep ammoniaterhelését mintegy 25%-kal megnéveli. Igy a tisztitott
szennyvizre megkovetelt TN és NH; hatarérték betartdsa nem egyszerd. A csurgalékviz am-
moniaterhelése elérheti az 1000 mg L™ értéket, ilyen koncentracioban az ammonia rendkiviil
toxikus és a nitrifikaciora is gatlo hatdsi. Az extrém ammoniaterhelésii csurgaléklé kiilon vo-
nalon torténd kezelésének megoldéasara kisérleti nitrifikald oszlopot allitottunk 6ssze mordenit
toltettel. A kisérlet soran a higitott csurgaléklét novekvé ammoniaterhelésekkel juttattuk az
oszlopokra (44. abra).

A nitrifikaciénak tulajdonithatd hatdsos ammoniumion eltavolitds a harmadik héten
kezdddott meg, ekkor kezdett emelkedni a kifolyd mintakban a nitrition koncentracio és vele
parhuzamosan a nitrat ion mennyisége. A kemoautotrof nitrifikalé baktériumok rendkiviil las-

san novekednek, ezért érzékenyek a kiilsé kdrnyezet valtozasaira. Rendszerint a laza szerke-
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44. abra. A N-formak ardnya kisérleti nitrifikalod oszlopunkon az id6 fiiggvényében. Csillag-
gal jeloltiik azokat a mintakat, ahol rétegmintavétel tortént.

zetll biofilm alsé rétegében helyezkednek el, ahol még van elegendd oxigén, de felettiik gyor-
san novekedd heterotrof szervezetekbdl allo réteg megvédi Oket a kiilsd behatasoktol (pl. a
szerves anyagoktol). Feltehetoen a kezdeti harom hét volt az az idészak, amikor ez a komplex
szerkezetl biofilm kialakult, és igy aktiv mikodésre képes, elegendd mennyiségii nitrifikalo
baktérium telepedhetett meg, illetve szaporodhatott el. A kémiai paraméterek valtozasa arra
utalt, hogy bar az ammonia-oxidalo és nitrit-oxidalo szervezetek is megtelepedtek, az utobbi-
aknak tobb iddre volt sziikségiik ahhoz, hogy elegendd tomegben legyenek jelen a biofilmben
a termel6dott nitrit teljes mennyiségének atalakitasdhoz. Bar ezek a baktériumok rendszerint
szoros kontaktusban ¢élnek a biofilmben, hiszen az egyikiik terméke a masik szdmara
szubsztratként szolgal, a nitrit-oxidalok az ammonia-oxidaloknal is érzékenyebbek kdrnyezeti
hatasokra, nekik még tobb idére volt sziikség megfeleld nagysagu és stabilitasu kozosség ki-
alakitdsahoz. Miutan ez a kolonizaciés iddszak lezajlott, a kialakult nitrifikalé kozdsség mar
elég stabilnak bizonyult, és a kifoly6 nitrit esetében a kimutatdsi hatar alatti koncentraci6 allt
be tartdsan, mig a nitrdt mennyisége a befolydé ammonidnak megfeleld volt. A N-mérleg
alapjan azt is megallapithattuk, hogy az asszimilacid, illetve aerdb denitrifikdcié nem okozott
szamottevo hianyt a kifolyo viz sszesitett N-értékében. Megjegyezziik, hogy a mordenit ion-
lehetdvé teszi diverzebb ammonia-oxidalo kozosség kialakulasat.

A rendszer KOI eltavolitas szempontjabdl is hatékonynak bizonyult 85% feletti
hatasfokkal. Az oldott oxigén tartalmat tekintve stabil, a befolyd szennyviz 1% koriili oxi-
géntelitettség értéke az oszlopban és a kifolyd vizben a levegdztetés hatasara - a nitrifikécio és
a szerves anyag lebontas O, fogyasztasa ellenére - atlagosan 7,5 mg L™ koriilire nétt (90%-os
telitettség). A nitrogén-formak alakulasa azt mutatja, hogy a rendszer szamara a nitrifikécio

szempontjabol a terhelésndvelés mintegy 500 mg L' értékig nem okozott gondot. Kelléen
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stabil biofilm alakult ki. Ennél nagyobb ammonia terhelésnél a kifolyd vizben részben mara-
dék ammonia, részben pedig nitrit jelenik meg. Ez arra utal, hogy a nitrifikacié folyamata bi-
zonyos mértékben gatlédik, de nem az ammonia-oxidacid, hanem a nitrit-oxidaci6 szintjén.

A rendszer baktériumkozosségének Osszetételét T-RFLP vizsgalattal, univerzalis
primereket alkalmazva ellendriztiik. Az 6t kiilonb6z6 idépontbdl az oszlop kozepérdl szar-
mazo6 biofilm mintakban csak kisebb valtozasok észlelhetok (45. dbra). A 137. bazisnal hasitd
hellyel rendelkezd filospéciesz a nagyobb ammoniakoncentraciok felé haladva csokkend
mennyiségben van jelen. Ugyanez igaz a 231 bp-ral jellemzett csoportra is, mig a 73. bazisnal
hasité hellyel rendelkez6 fajok mennyisége ezzel parhuzamosan novekszik. A kdzosség erd-
teljesebb atrendezédésére 600 mg L' NHj tartalomnal jelentkezik csupan. Feltételezésiink
szerint azonban a kozdsségszerkezet valtozdsaért az ammonia mérgezd hatasa mellett a meg-
n6tt KOI terhelés is felelds lehet. A Bacteria T-RFLP legrészletesebb elemzése (4 kiillonb6zo
enzimmel torténd hasitas nyoman a T-RF hosszaknak a riboszémalis RNS adatbazisokban el-
helyezett nitrifikalo torzsek "in-silico hasitasi termékeivel" torténd Osszehasonlitasa) alapjan
sem sikeriilt nitrifikaloé szervezeteket kimutatnunk (sem ammonia oxidalo, sem pedig nitrit
oxidalo szervezetet). Emiatt nitrifikalo specifikus kimutatasi eljarasokat alkalmaztunk.

A nitrifikaci6 elsd, meghatarozo 1épése az NH;' oxidacidja NH,OH-n4, amelyet az
ammonia-oxidaldé baktériumok végeznek, az ammonia-monooxigendz (Amo) enzim segitsé-
gével. Az ezt az enzimet kodold gén csak erre a csoportra jellemzo, egy szakaszat (AmoA al-
egység) felszaporitva az ammonia-oxidalok specifikusan vizsgalhatok.

Az AmoA T-RFLP &t enzimmel kapott hasitdsi mintdzatainak Osszes lehetséges
kombinaciojat figyelembe véve adatbazisbol kerestiik ki az egyes T-RF-ekhez tartozo fajokat.
Legnagyobb résziik nem tenyészthetd, szennyviztelepek nitrifikaldo rendszereibdl, eleven
iszapbdl, illetve kornyezeti, elsdsorban talaj- és liledékmintakbol hasonlé modszerekkel mu-
tattak ki ezeket. A Tagql enzimmel nyert fragmens hosszok alapjan azonban az ammonia-oxi-
dalok B-Proteobacteria csoportba tartozo két f6 aga elkiilonithet: a 219 bazis hosszisagu
fragmens a Nitrosomonas, mig a 283. bazisnal 1évo hasitd hely a Nitrosospira fajokra jel-
lemzd. A kisérleteik kezdetén végzett vizsgalatokban - Taql enzimmel hasitva - csak egy csu-
csot kaptunk (219 bp-nal), majd késébb mindkét csics megjelent.

A Nitrosospira-kra jellemz0, hogy féleg talajokbol illetve természetes vizekbol izolal-
tak Oket, ill. az azonositatlan fajok talnyomo tobbségét is ilyen kornyezetekben detektaltak.
Ezek a szervezetek jobban kedvelik a kisebb ammoniatartalmu kozegeket, ezzel magyaraz-
hatd, hogy a kisérlet legelsé szakaszaban, viszonylag kisebb ammoniaterhelések mellett van-

nak jelen. A Nitrosomonas nemzetség képviseldire jellemzd, hogy jol tiirik a nagy ammonia-
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illetve eleven iszapbol szarmazo6 szervezet taldlhatd. Két azonositott fajt talaltunk, ezek a
Nitrosomonas europea €s a Nsm. cryotolerans, mindkettt szamos esetben izolaltak szenny-

viztelepekrdl. A Nitrosospira nemzetséget egyébként a Nsp. multiformis faj képviselte.

100% -
80%
60%
40%
20%

0% -

1 2 3 4 5

45. abra. Kisérleti nitrifikaldo oszlopunk kozepérdl (3. mintavételi pont) szdrmazd biofilm
mintak 16S rDNS T-RFLP (A4/ul enzim) mintdzatai. Az egyes T-RF hosszakkal képviselt
filospécieszek %-os aranyat dbrazoljuk a kezdettél 600 mg L™ NH; rataplalasig. A mintavételi
id6épontokat csillagok jelzik a 44. abran.

Az oszlop 5 pontjardl szarmazé ammonia-oxidald kozosségek mintazata azt mutatja,
hogy a fent emlitett két csoport eléfordulasaban itt is eltérések figyelhetoek meg. Feltételez-
lalasa torténik, az ilyen kornyezetet jobban tiiré szervezetek fordulnak eld, dominans a
Nitrosomonas-okra jellemzd csucs, a Nitrosospira-k azonban az oszlop kozepétdl jelennek
meg. Valoszinileg az ammoéniakoncentracié itt mar lecsokken olyan szintre, hogy az a
Nitrosospira-k elterjedésének is kedvezo.

Az oszlop kozépsd rétegébol vett biofilm mintdk AmoA T-RFLP mintidzatanak
valtozasat a kisérlet 4 idopontjaban a 46. abraban mutatjuk be. Az ammonia-oxidalok kozos-
ség-Osszetételének valtozasa az eldbbiekben elmondottakat jol tiikkr6zi, legalabbis abban az
értelemben, hogy a Nitrosospira nemzetség képviseldje csak a kisebb ammonia terhelések
esetében mutathato ki.

A nitrifikacié masodik 1épése a NO,™ oxidacioja NOs™-a, ezt a nitrit-oxidalé szerveze-
tek végzik. Ezt a csoportot eltérd filogenetikai eredetii fajok alkotjak, ezért olyan molekularis
marker, amely rajuk nézve csoportszinten specifikus lenne, nem talalhato. A 16S rRNS génjén
beliil kerestiink olyan szakaszokat, amelyek féleg a nitrit-oxidalokra jellemzdek, és lehetdleg
minél kevesebb az egyéb felszaporithatd csoportok szama. Az irodalmi adatok azt mutatjak,

hogy szennyviztisztitd rendszerekben két dominans nitrit-oxidald csoport fordul elo: ezek a
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Nitrospira, illetve a Nitrobacter nemzetségek tagjai. A Nitrospira-k egy nitrit-oxidal6é kozos-
ségben akkor jelennek meg, ha kis nitrit- és oxigén koncentraci6 van, a Nitrobacter-ek ezzel

szemben sikeresebben kolonizaljak a nagy nitrit-, illetve oxigéntartalmu kdzeget.

100% 1
90% - 8439 b - Nitrosomonas
80% - @354 b - Nitrosomonas
70% o283 b - Nitrosospira
60% @219 b - Nitrosomonas
50% m 111 b- nem azonosithatd
40% m 104 b - nem azonosithatd
30% 7 @102 b - nem azonosithato
20% 1 @93 b - nem azonosithato
10% 7 m43 b - Nitrosomonas

0%

46. abra. Az ammonia-oxidalok diverzitasa az oszlop egyes rétegeiben.

Els6 1épésként ,,szemi specifikus” primerek alkalmazasaval probaltuk kimutatni nitrit-
oxidalok jelenlétét. A kapott PCR termékeket klonoztuk, T-RFLP segitségével klonkonyvtarat
készitettlink és bazissorrend elemzést végeztiink. A Nitrospira-k esetében nem volt sikeres,
nem kaptunk értékelhetd eredményt. A Nitrobacter specifikus primer segitségével a 16. tabla-
zatban 0sszefoglalt szervezeteket azonositottuk. A 16S rDNS bazissorrend nagyfokt hasonlo-
saga (homoldgia) miatt egyes esetekben a Nitrobacter nemzetséggel kozel rokon, szintén a

Bradyrhizobiaceae csaladba tartozé szervezeteket is sikeriilt azonositani az adatbazis alapjan.

Nitrobacter specifikus primer

Mintavételi réteg Legkdzelebbi rokon taxon bazissorrend
hossz / hasonlosag
(%)

5. Tisztitott viz Nb. vulgaris 610/99

4. Réteg Nb. vulgaris 607 /99

3. Réteg Nb. vulgaris 499 /100

2. Réteg Nitrit-oxidalo baktérium 129/99
Bradyrhizobium sp. 129 /99
Nb. winogradskyi 124 /100
Bradyrhizobium sp. 581/100
Afipia lausannensis 592 /100

1. Befolyo szennyviz ~ Nb. vulgaris 610/99

16. tablazat. A kisérleti nitrifikalé rendszer nitrit oxidalo kdzossége Nitrobacter szemi speci-
fikus 16S rDNS klonozas és bazissorrend elemzés alapjan.
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47. abra. A két honapja iizemeld nitrifikald kisérleti rendszer kozépsé rétegének biofilm
mikrobidtdja 16S rDNS T-RFLP profilja. Az egyes T-RF-ek azonositasa klonozas és bazissor-
rend elemzés alapjan tortént. A nitrifikdlo biofilmben ekkor mar olyan nagy mennyiségben
voltak jelen a Nitrospira fajok, hogy jol értékelhetd cstcsot adtak. A Nitrobacter fajoknak
csak kozeli rokonait észleltiik (pl. Bradyrhizobiaceac)
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48. abra. A két honapja lizemeld nitrifikald kisérleti oszlop Nitrospira nitrit oxidalé bakté-
rium 16S rDNS nested PCR alapu T-RFLP mintazata. Jol latszik a Nitrospira-k mennyiségi
valtozéasa a befolyd szennyviztdl (1.) a tisztitott szennyvizig (5.).

A Nitrospira nemzetség képviseldinek kimutatasahoz ujabb univerzalis primerrel ké-
sziilt 16S rDNS klonkdnyvtar elemzést készitettiink a két honapja mar tizemeld rendszer ko-
zéprégiojanak biofilmjébdl. Ebben mar feltehetdleg akkora csiraszamban voltak jelen, hogy ra
tudtunk bukkanni a klonkonyvtar elemzése alapjan és igy a T-RFLP profilban is azonositottuk
(47. abra). Ezen eredmények alapjan egy nested PCR megkozelitést allitottunk 6ssze, amely-
ben eldszor univerzalis primerekkel amplifikaltunk, majd pedig Nitrospira szemi specifikus

primerekkel. Ily modon lehetévé valt az oszlop Nitrospira dinamikéjanak ellendrzése is (48.
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abra). Vagyis a kérdéses id6pontban a Nitrospira sp. jelen volt a befolyé szennyvizben,

crer

crer

tenzivebb nitrifikacids aktivitas, amit alatdmaszt a Nitrobacter fajok tag spektruma a 2. réteg-
ben. Tovabbi elemzést igényel, hogy a Nitrobacter és Nitrospira fajok milyen ammonia oxi-

dalo szervezetekkel kooperalnak és milyen lokalis nitrit koncentraciokhoz adaptaltak.

V.3.3. A parti szlirésben résztvevd mikrobakozosségek elemzése molekularis ujjlenyomat el-
jarasok segitségével

A Fovarosi Vizmiivek Zrt. Dunakeszi déli hatardban kijelolt parti sziirésti kutjainak
beszivargd teriiletén a sziirésben fontos szerepet jatszé mikrobakodzosségek Osszetételét vizs-
géltuk a szliréréteg els6 1 méterén. A fizikai és kémiai vizsgalati eredményekbdl megéllapit-
haté a viszonylag nagy, de a mélységgel altalaban csokkend oldott oxigén minden vizminta
esetében. Ugyanakkor a viz végig aeralt egészen a kutig, ahol az oldott oxigén tartalom 4-6
mg/L kozott valtozo. A kisérlet kezdetekor atlagosan 17 °C koriili vizhdmérséklet a kisérlet
végére 6 °C kortili értékre csokkent, legalabbis a vizado rétegek felsé 1 m-ében. Vagyis egy
mikrobiologiai szempontbol dtmeneti idészakban végeztiink elemzéseket. Ekdzben a 13. kut
vizhomérséklete csak 2-4 fokkal csokkent. A Duna viztél (pH 8,5 - 9,5) a kuatvizig 0,5-0,8
egységnyi pH csokkenés tapasztalhatdo. A Duna vizhozam ndévekedésével a pH nd, mig apa-
daskor, ill. kisviznél a pH csdkken. A vizsgalati periddusban a Duna viz kivald6 mindsitésii
volt a felszini vizre vonatkozd kritériumok alapjan a NOj;™ ion tartalmat kivéve, amely minden
esetben meghaladta a hatarértéket. Ezen kiviil az arvizes periddusokban (/8. abra) a KOI ér-
téke er6sen megnovekedett.

A rétegviz mintdk pH, vezetdképesség értékei csak sziikebb intervallumon beliil
valtoznak, szinte helytdl, idoponttol fliggetleniil hibahataron beliil azonosak voltak. Keveset
valtozott a mintak keménysége, lugossaga és szervetlen szénvegyiilet (hidrogén-karbonat)
tartalma, valamint 0,1 - 0,3 mg/L koncentraci6 intervallumon beliilinek adédott reaktiv fosz-
fattartalma. Stabilan 50 mg/L koriili volt a vizek szulfattartalma. A nitrogén-formak koziil
ammonium-ion gyakorlatilag nem volt kimutathato, nitritet csak a két nagyvizes mintasorban
talaltunk. A nitrat ion tartalom kevéssé valtozott, jellemzden a rétegmélységgel csokkent. A
KOI ¢s a TOC értéke nagyvizes idOszakokban a felszin kozeli vizmintdkban enyhén
megnodvekedett. A kutviz minden alkalommal a mért paraméterek mindegyike alapjan meg-
felelt az ivoviz mindségével szemben tdmasztott kovetelményeknek (hatarértékeknek). A kut-

viz mindsége azonban feltlinden eltért a rétegviz mintakétol.

-121 -



A viz- (Duna-, kuat-, rétegviz) és liledékmintakra vizsgalt kémiai paraméterekre nyert
adatok alapjan a parti szlirés hatasa részleteiben nem kdvethetd pontosan nyomon. A rétegek
kozt a mintavételi mélységtdl fliggd egyértelmi, sok komponensre egyiittesen érvényes kon-
centracio kiilonbséget, azaz szird hatasra bekdvetkez6 komponenstartalom csdkkenést (gradi-
ens) nem tudtunk kimutatni. A vizsgalt kémiai paraméterek tekintetében gy tiinik, mintha a
Duna viz szlirése a kavicsagy vékony, 1 - 2 cm-es felszini rétegében torténne. A mikrobiold-
giai eredmények ugyanakkor teljesen mas képet tarnak elénk.

A vizhigiénés indikator szervezetek (E. coli, kéliform, Enterococus) szama a vizsgalat
alatt a 13. kuat vizében a detektalhatosagi szint alatt volt. A vizsgalat idGtartama alatt levonuld
dunai arviz a mederbe telepitett kutak 10-40 cm rétegvizeiben a koliform-szadm szignifikans
emelkedését okozta, amely azonban az apadassal egyidejlileg ismét csokkent. Ez azonban
nem egyértelmiien friss fekalis eredetli, inkabb egy - az arvizkor nem szokatlan - altalanos
mikrébaszam emelkedésre utal, és jol korreldl az ammonifikalok és a heterotrof baktériumok
22 °C-on meghatarozott csiraszamaval. Az arasztasos teriilet katjainak vizében kimutathato
higiénés indikator mikrobdk szama az id6ében - viszonylag alacsony értékrdl indulva - némi
ingadozassal ugyan, de csokkend tendencidt mutat. A csiraszam fluktuacidja inkabb a kisérleti
tertiletet idokozben elarasztd természetes dunai arviz szadmlajara irhato.

A dunai kavicsmintak felsé 10 - 40 cm-es szelvényeinek biofilmjében mindharom
higiénés indikator kimutathato volt. A mélyebben fekvd szelvények iranyaban azonban sza-
muk gyorsan a kimutatdsi szint ald csokkent, ezt szamottevéen az arviz sem befolyasolta. A
parti kavicsmintak biofilmje az elarasztds folyaman, a kéliform-szam 70 cm-es kavicsszel-
vényben tapasztalt dusulasat kivéve hasonld tendenciat mutattak. A dusulads oka valdszintileg
a finomabb szemcsék aranynovekedésével lehet kapcsolatos. A teriilet geoldgiai jellemezése
szempontjabol 1ényeges megjegyezni ugyanis, hogy (szdraz szitdlasos szemcseméret elemzés
alapjan) 40 és 70 cm kozott a finomabb homok frakeid (< 0,125 mm) dusulésa jellemzd.

Az ammonifikal6 szervezetek csiraszama kiindulaskor a dunai kavicsszelvény biofilm
30 - 40 cm-es szakaszan mutatott maximumot. Az arviz soran az ammonifikalok csiraszama
70 - 100 cm-en mutatta a maximumot. Az elarasztott teriileten az ammonifikacios zéna az id6
elérehaladtaval a parti kavicsszelvény felsobb rétegeibdl 60 - 70 cm-re huzodott le. Ezek
alapjan feltételezheté, hogy a kavicsagy 30-70 cm-es mélységében a biofilmben
ammonifikaciés zona van. Megjegyezziik, hogy ebben a zénaban volt a legnagyobb a TOC
értéke is.

A denitrifikdcios aktivitast tekintve a kavicsmintdk biofilm kdzossége nem mutatott

szignifikans zonalitast. Feltételezhetd, hogy a denitrifikalok eléforduldsa sokkal inkabb mo-
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zaikos jellegli, esetleg lokalis anoxids gocokra korlatozodik. Mindazonaltal a november 8-4n
vett (arvizi) mintdk minden rétegben egy nagysagrenddel nagyobbak a denitrifikalo csirasza-
mot illetden. A figyeld-kutak vizében azonban a dunai mintdk 40 - 70 cm-én csiraszdm nove-
kedés mutathato ki. Ez tekintheté annak a zonanak, ahol a finomszemcsés kavics Osszlet és a
nagyobb TOC miatt a denitrifikacios foltok a leggyakoribbak. Az elarasztott teriilet esetében
jol megfigyelhetd a denitrifikdcids zona kialakuldsa, ami az elarasztast kovetd héten a 100
cm-es zondban alakult ki és itt stabilizalodott. A fels6bb rétegekben tapasztalhato valtozasok a
levonul6 arviz zavard hatdsanak koszonhetdek. Itt az arasztas a felszinrdl az elhalt szerves
anyagot (nagyobb TOC) a mélybe moshatta, és ez lehetett felelés a jelesebb denitrifikalo
szamért.

A nitrifikalé szervezetek jellemzden kis tenyészthetd csiraszdmmal vannak elsdsorban
a fels6bb szelvényekben jelen, de indulaskor szignifikans kiilonbség volt kimutathatd a parti
¢s a dunai kavicsszelvények kozott. Ez valdszintileg a parti kavics felsdbb rétegeinek jobb at-
szellozottségével (és kisebb szerves anyag tartalmaval) magyardzhatd. Az ammodniaoxidalok
szdma a parton, az elarasztas soran elébb a mélyebb kavicsszelvényekben, majd a felsobb ka-
vicsszelvények rétegvizeiben csokkent a kimutathatdsagi hatar ala. Szemben a dunai kavics-
szelvények és rétegvizek adataival az drasztdsos teriileten a kisérlet végére nem volt kimutat-
haté ammonia-oxidald szervezet. Megjegyezziik, hogy a rétegekben a NO;™ tartalom ekkor
volt a legcsekélyebb. A nitrifikaléd aktivitas hdmérséklet csokkenéssel parhuzamos drasztikus
csOkkenése mas rendszerekbdl jol ismert, de a Duna esetében is kimutattak (Alfoldi és mtsai,
1995; Salem, 1997). Az eddigi vizsgalatok szerint csupan az enzimmiikodés gatlodik (hdmér-
séklet hatasra, ill. nitrifikacid gatldé anyagok dusulasa miatt). Ezen eredmények a nitrifikalok
sejtszam csokkenését is jelzik.

Egyik vizsgalt vizminta esetén sem mutattunk ki szulfitredukald csiraszamot. A
kavicsfeliileti biofilmben is nagyon csekély a szulfatredukalok mennyisége (maximum
2,5x 10° MPN g™.

A kavicsfelszin mikroba boritottsagat nézve jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a
parti kiszaradt kavics, valamint a vizzel elarasztott, illetve a folyd medrébdl szarmazd mintak
kozott (49. abra). Az édrasztasra kijelolt mintavételi pontrol a kisérleti medencébdl 0 - 70 cm-
r6l szarmazd kavicsmintakra jellemzo, hogy baktériumokkal kevésbé kolonizalt, sok esetben
teljesen kiszaradt a biofilm tomeg. E mintavételi hely legmélyebb pontjarol (90 - 100 cm)
szarmazo kavicsokon viszont néhol mar 6sszefliggd baktérium bevonat is megfigyelhetd volt,

ami jelzi, hogy ezen mélységben kell nedvességtartalom uralkodhatott a felsd, kiszaradt zo-
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nakhoz képest. A tartésan vizzel fedett dunai kavicsagy felsd zondjabdl szarmazé kavicsok
felszinén halmokat képz0, nyalkaba dgyazott mikroorganizmus tomegek tiinnek fel.

A 13. kat vize mutatta minden alkalommal a legkisebb AODC sejtszam értékeket, két
minta esetében még szamolhat6 sem volt. A sejtszamok radikalisan nem valtoztak a mintavé-
telek soran, a legnagyobb értékkel jellemezhetd idopontok egy-egy kisebb arviz tetézésével
estek egybe. A rétegvizek esetében is ekkor kaptuk a legnagyobb értékeket. A Duna viztdl a
mintavételi mélységgel csokkennek az AODC sejtszamok, bar a csokkenés altalaban nem na-
gyobb 1 nagysagrendnél, még 1 m-es mélység esetén sem. Sejtszam csokkenést tapasztaltunk
a mintavételi id6 elére haladtaval is (ugyanazokat a mintahelyeket figyelembe véve). Ezt a
vizhéfok erbteljes csokkenésével magyarazhatjuk. Altalanos megfigyelés, hogy a tenyésztéses
vizsgalatok alapjan a pszihrofil szervezetek szdma egy adott kozegben csekélyebb, mint a

mezofileké.

49. abra. a. A parton eléarasztott teriilet 90-100 cm mélységii zondjabol szarmaz6 kavicsminta-
rol készitett SEM felvétel (oktober 15.). A (minden bizonnyal) kvarc tort felszinén szoliter
mikrobak ¢és mikrokolonidk egyarant lathatok. b. A Dunabdl, a kavicsagy 90-100 cm mély-
ségli zOndjabol szarmazod kavicsmintardl készitett SEM felvételen (oktober 15.) homogén,
vastag biofilm bevonat lathato.

A Duna meder-iiledékében az intersticialis viz ATP-mennyisége a mélységgel aranyo-
san csokkent. A parti, kisérleti rendszerben a rétegek koziil a 40 cm mélységiinek volt atlago-
san a legnagyobb ATP koncentracidja. A kisérleti id6 elérehaladtaval az ATP mennyisége
csokkent. Az ATP szintek valtozésai korreldlnak a direkt sejtszamolds eredményeivel.
Ugyanakkor, ha a sejtszam és az ATP értékeket nem 6nmagukban értékeljiik, hanem megha-
tarozzuk a sejtek egyfajta ,,energia toltottségét”, nagyon érdekes jelenséget figyelhetiink meg.
Valamennyi vizminta (Duna, ill. kisérleti rendszer megfeleld mélységei) esetében igaz az,

amit a 50. abran mutatunk be. Bar mind a sejtszdm, mind az ATP koncentraci6 gorbéje (azo-
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nos mélységet tekintve) hasonld lefutasu, a sejtszammal osztott ATP mennyiség a mintavételi
idopontok eldérehaladtaval novekedést mutat mind a Duna-meder, mind a kisérleti rendszer
esetén. (Kivételt képez ez alol az utolsé arvizi mintavétel a kisérleti rendszerben.) Ennek oka
valdsziniileg a sejtek aktivitasaban kereshetd, vagyis a méréseink soran egyfajta 6szi ,,hideg-
adaptacios” periodust kovettlink végig. A kutatds kezdetekor zomében mezofil kdzosségek at-
alakultak pszihrofillé. Mig az el6z6ek aktivitasa 16 °C-on mar gatlddott, utobbiak mitkodése a
6 °C koriili héfokokon hatékonyabb, erdteljesebb lehetett.

Az utolsé mintdban mind a sejtszdmok, mind az ATP mennyisége novekedett az arviz
hataséara, ugyanakkor az ATP sejtenkénti mennyisége lecsokken. Ez valosziniileg azzal ma-
gyardzhato, hogy az ott €16 mikrobialis k6zosségre egyszerre tobb tényezo is hatast gyakorolt:

a szerves anyag terhelés novekedése, a csekély mértékii oldott oxigén szint csdkkenés stb.
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50. abra. Az elérasztott dunai kisérleti rendszer 40 cm-es mélységében a rétegviz sejtszama-
nak és ATP-mennyiségének, valamint a sejtszdmra vonatkoztatott ATP mennyiség értékének
alakulédsa az idoben.

Az els6 mintavétel fajspektrumanak 6sszegz6é eredményét az 51. abraban mutatjuk be.
Az egyes szinekkel jelolt szervezetek kozdsségen beliili aranyvaltozésait szemiigyre véve lat-
hatjuk, hogy vannak a mélységgel névekvo aranyban eléforduldk (pl. dunai magmintak, feliil,
vilagoskék), mas szervezetek éppen ellenkezdleg a mélységgel csokkend ardnyban korrelal-
nak (pl. dunai kuatviz, kozépsd tiirkiz szin). Egy pillanat alatt feltlinik a 13-as kit kiilonallasa
is, vagyis mikrobakozosségének az dsszes tobbi mintatdl eltérd volta. A Duna viz és a dunai
kutak vize ugyanakkor — logikus mdédon — mintha hasonlé volna egymashoz. Valamennyi
mintavétel mikrobiologiai eredményeit nem mutatjuk be és elemezziik részletesen, hanem az
eredmények egyiittes értékelésére helyezziik a hangsulyt.

Az 1., 4. és 7. mintavételek egyiittes elemzése alapjan (52. dbra) jol lathatd a viz- és

magmintak éles elkiiloniilése. A kutviz mindsége szempontjabol a legfontosabb dolog viszont
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a II/13-as csaposkut-mintak ,,vandorldsa” az abran. Mig az 1. idopontban élesen elvalik a
tobbi mintatol, a tovabbiakban folyamatosan valtozik, de mindvégig a nem tal mélyrdl szar-
maz6 vizmintdkhoz hasonlit. Ha aprolékosan szemiigyre vessziik az eredményeket az abran
sok érdekes finom, tovabbgondolkodasra késztetd dsszefliggés fedhetd fel. A kavics mintak
esetében pl. a Duna és a kisérleti rendszer elvalik egymastdl, méghozza a folyamatosan
elarasztott dunai mintak atlag hasonldsaga joval nagyobb, mint a kisérleti rendszeré. A Dunai
kavics 1-es és 4-es mintai kiilon csoportosulnak, a 7-es esetében a mélyebb rétegek tartanak
csupan ezekkel, a felsziniek nem. Ellentétben a kavics biofilm mintak ,,szabélyos” viselkedé-
sével a vizek jobban szérnak és csoportosuldsuk nem annyira a mintavétellel korrelal, mint a
mélységgel. Vagyis a biofilmben a vizsgalt mintdk kozott kb. 4 hetes skalan kozosségvaltozas
tortént (pl. a hidegadapticié miatt), ugyanakkor a viz mikrobakdzosségeinél a felszini viz
mikrobiologiai allapotvaltozasa jelentdsebb hatast. A kat vizmindsége nagyobb mértékben a
viz mikrobioldgiai allapotdhoz kotddik, semmint a biofilméhez. Megjegyezziik, hogy

feltételezéslinket megerdsiti a mintdkkal végzett fékomponens, valamint korreszpondancia

(53. abra) elemzések eredménye is. Az a tény ugyanakkor,
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51. abra. Kavics és vizmintaink fajosszetétele az elsé mintavétel (2007. oktober 15.) alkalma-
val. Minden szin egy-egy faj, illetve genospéciesz jelenlétét, illetve kozosségen beliili gyako-
risdgat mutatja. Az oszlopok tetején a sziirke szin az 1 %-os gyakorisadg (abundancia) alatt
el6forduld genotipusok Osszessége.
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hogy a kit mikrobiotaja kiilonbozik mindegyik masik kavics és vizmintatol azt jelzi, hogy

még a felszini 1 méteres réteget kovetden is fontos mikrobiologiai valtozasok zajlanak a viz-

ado rétegekben.
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52. abra. A parti szlirés elemzésére gyljtott dunai mintaink (1., 4. és 7. mintavétel) T-RFLP
segitségével elemzett baktériumkozosségeinek egylittes csoportelemzése.

A fizikai, kémiai és ujjlenyomat eljarasokra alapulé mikrobioldgiai vizsgalatok mellett
mind az allanddan vizzel boritott, mind pedig a kiszaradt kavics felsé 5 cm-es rétegébdl vett
mintakbdl 16S rDNS alapu klonkonyvtar elemzést is végeztiink. A 400 (200 + 200) vizsga-
latba vont klon mintegy 300 csoportot jelent. Vagyis a mintdk - amint az az 51. dbrabdl is

sejthetd - hihetetleniil diverzek, nagyon sok faj él egyiitt. A /7. és 18. tablazatban kozolt
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eredményekbdl legeldszor is kideriil, hogy nagyon sok a tudomanyra nézve 1ij szervezet. A
nemzetségnévvel megjelolt klonok is alkalmanként nagyon tavol allnak a legkdzelebbi roko-
naiktdl, még nemzetségszintii megfeleltetést sem téve lehetdvé. Inkabb a nemzetségek, csala-
dok, vagy fobb leszarmazasi vonalak hordanak pontos informaciot. Ezek zome jol beleillik a
vizsgalt vizi kdrnyezetbe.

A Dunébol vett mintaban jellemezdek a proteobaktériumok (vagyis a Gram-negativ
szervezetek), mig a szaraz kavics esetében a Gram-pozitivak aranya 60 % feletti. A legvalo-
szinlibb ok a kiszaradas. A kiszaritas hatasara a kevéssé rezisztens Gram-negativok elpusztul-
nak, és a mintaban elsdsorban a sporaképzo - igy ellenall6 - szervezetek dominalnak. Ilyenek
(18. tablazat) a Clostridium, Corynebacterium, Brevibacillus, Atopobium, Sanguibacter nem-
zetségek képviseldi, de Kkitartd képletei lehetnek Gram-negativ, pl. Flavobacterium,

Planctomyces rokonsagi korbe tartozo baktériumoknak is.
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53. abra. A parti sziirés elemzésére gyiijtott dunai mintdink (1., 4. és 7. mintavétel) T-RFLP
mintazatainak korreszpondancia elemzése. A jobb felsé sarokban lathatd a teljes diagram,
amelybdl nagyitottuk a 13kuat-1 minta kivételével a mintakat tartalmazo részt
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Ha szemiigyre vesszilk a DK klonkonyvtar tagjait, mindenekel6tt is feltiind, hogy
mind nitrifikalok, mind pedig kénbaktériumok megjelennek a mintaban. Hasonlé médon jel-
lemzdek a metilotrof és H, autotrof szervezetek (pl. Sphingomonas, Methylibium). Ezek a
biofilmek jellegzetes tagjai vizekben, mert a biofilm mélyebb rétegeiben ,,egy szén” vegyiile-
tek (metilaminok, metantiolok), és H, alapu tapelem ¢€s energiatranszfer egyarant jellemzo.
Természetesen megjelennek a vizben olyan ,,specialistak” is, amelyek nehezebben bonthato
szerves anyagok, akar mikroszennyezdk hasznositasaban jeleskedhetnek (a nemzetségnevek
alapjan: oestradiolicum, aminoaromatica, petroleiphilum). Ott vannak azutan a denitrifikalok
(pl.  Burkholderia, Halovibrio nemzetségekbodl), s6t még szulfatredukalo is akad
(Desulfovibrio). Végil, de nem utolsosorban fototr6f szervezetek 1s megjelennek
(Heliobacteraceae). A szdraz kavicsban a gyors, zimogén (r-stratégista) szervesanyagbontok
dominaltak, amelyek egyben az aerob biofilm alapvazat is alkothatjak sokszor fonalas szerve-

z6désukkel.

Dunai kavicsminta klonkonyvtar (DK)

Klon jele Legkozelebbi rokon, vagy tipustorzs Has?;)l ;) S48
VA3R  Sphingomonas sp. - a-Proteobacterium 95
VASF  Klon - Acidithiobacillus sp.- y-Proteobacterium 87
VAG6F  Klon - Streptomyces sp. - Actinobacteria 85
VAT7F  Talaj baktérium klon - Acidobacteria 94
VASBF  Talaj baktérium klon - Nitrosomonadaceae - B-Proteobacterium 95
VB3F  Aquabacterium sp. klon - B-Proteobacterium 96
VBO6F  Flexibacteraceae klon - Bacteroidetes 89
VB7F  Oxalobacteraceae klon - B-Proteobacterium 94

a3 Sphingomonas jaspsi - a-Proteobacterium 99,3
as Halomonadaceae - y-Proteobacterium 93,63
a9 Burkholderiales - B-Proteobacterium 89,87
b3 Methylibium petroleiphilum - B-Proteobacterium 95,81
b7 Heliobacteriaceae, Clostridia 88,44
b8 Methyloversatilis sp. - B-Proteobacterium 91,09
cll Thiobacter sp. - B-Proteobacterium 93,17
cl2 Nitrospira sp. - Nitrospiraceae 92,14
c3 Burkholderia sp. - B-Proteobacterium 90,39
c5 Alteromonadanceae - y-Proteobacterium 90,7
c8 Cupriavidus sp. - B-Proteobacterium 91,22
c9 Thauera aminoaromatica - B-Proteobacterium 95,49
€6 Pigmentiphaga sp. - B-Proteobacterium 90,37
2 Denitratisoma oestradiolicum - B-Proteobacterium 90,71
5 Stackebrandtia sp. - Actinobacteria 84,69
fo Desulfovibrio sp. - Delta-Proteobacterium 89,11

17. tabldzat. A Duna kavics 0 - 5 cm-es mélységébdl késziilt klonkonyvtar genospécieszei és
genotipusai (1. mintavétel soran vett minta).
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Osszegezve a tapasztalatokat valosziniisitjiik, hogy az eldrasztott partszakasz a vizsgalt
késd Oszi periddusban két-harom hét leforgasa alatt veszi fel a dunai sziirérétegre jellemzo
tulajdonsagokat. A mikroszkopos sejtszam €és az ATP mérési eredmények legfontosabb lize-
nete, hogy a vizsgalat ideje alatt a mikrobakdzosségekben egyfajta hidegadaptacio zajlott le.
A rétegviz mikrobakdzosségeit tekintve 0,5 m mélység koriil megsziinik a Duna viz hatas az

1. mintavétel alkalméval €s jobban jellemzoévé valik az adott réteg biofilmjének hatasa. Itt

rrrrr

Szaraz felszini kavicsminta (KK)

Klon jele Legkdzelebbi rokon vagy tipustdrzs Hasonlosag (%)
SCI11F  Aquaspirillum sp. - B-Proteobacterium 92
SD11F  Variovorax sp. - -Proteobacterium 95
SE11F Rhodocyclaceae klon - B-Proteobacterium 93
SFI1F  Acidobacteria klon 93
SDI2F Chromatiaceae klon - y -Proteobacterium 88
SFI12F  Firmicutes klon 92
SHI2F Nitrosomonadaceae klon - B-Proteobacterium 95

dl Undibacterium pigrum - B-Proteobacterium 96,25
d3 Corynebacterium sp. - Actinobacteria 85,22
f1 Terrimonas sp. - Flavobacteria 92,75
2 Sanguibacter sp. - Actinobacteria 90,18
c3 Brevibacillus sp. - Bacilli 88,31
gl Schlesneria paludicola - Planctomycetes 96,04
b3 Heliobacterium sp. - Clostridia 88,18
c2 Atopobium sp. - Actinobacteria 84,17
d2 Clostridium sp. - Clostridia 86,67
e2 Thauera mechernichensis - B-Proteobacterium 99,02

18. tabldazat. A szaraz felszini parti kavics mintabol (0 -5 cm) késziilt klonkonyvtar
genospécieszei €s genotipusai (az 1. mintavétellel parhuzamosan vett minta).

nyiben egylitt elemezziik a kavics és viz mintak baktériumkdozosségeit, ¢lesen szétvalik a két
minta: biofilm a biofilmmel, viz a vizzel csoportosul, még a kutvizet is beleértve. A kavics
biofilm esetében a hasonlosagot illetden a rendezd erdnek a mintavétel ideje tlinik, vagyis a
biofilmben hosszabb tavl valtozasok a felszini 1 m-en tobbé-kevésbé egyszerre zajlanak, a
csekélyebb vizszint, vizmindség ingadozasok nem tlinnek zavarénak. A vizmintak esetében a
mélység erdsebb hatastnak tiinik, vagyis a felsobb kavicsrétegek vize a Duna vizzel egyiitt
gyorsan megvaltozik, szemben a mélyebb rétegekkel. Itt persze a vizsgalt teriilet geologiai
jellegzetességei (szemcseméret eloszlds) Iényegesek lehetnek. Lényeges momentum, hogy a
katviz mikrobiota dominans fajai a rétegvizekhez hasonloak és a vizsgalt 4 hetes skalan

jelentésen eltérnek egymastol. A 13. kat 7-es mintaja all a legkdzelebb az egyes mintavétel
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Duna felszini vizéhez és a DV10-1 rétegvizhez. Mintha a kutviz mikrobidtaja 2 hénapos
eltolodassal kovetné a Duna mikrobakozdsség valtozasait, annak ellenére, hogy a viz be-

szivargasi ideje a kérdéses helyszinen csupan par nap.

V.4. A nemtenyésztéses eljarasok hibaforrasai

Akarcsak a tenyésztéses eljarasok, a nemtenyésztéses diverzitasvizsgalati modszerek
is minden egyes 1épésiikben hibakkal terheltek. Az ezzel kapcsolatos elemzések korébdl terii-
letre vilagitunk rd mélyebben. Az elsé a nukleinsav sokszorozas - szaporitds leggyakrabban
alkalmazott eljarasa a PCR. Masodikként egy ujjlenyomat eljaras a DGGE felbontasi tulaj-

donsagait elemezziik.

V.4.1. A primerhibdk, a hibridizaciés héfok és a PCR ciklusszam hatdsa a 16/ 18S rRNS
génre alapozott bakterialis kzosség elemzésekben

A kornyezeti mintakbol kivont DNS-bol PCR segitségével felszaporitott 16S rDNS-re
alapozott molekularis kozosségszerkezet vizsgalat hihetetleniil népszertivé valt. Kétségtelentil
felfedi azt a rejt6zkodo diverzitast, amely a hagyomanyos tenyésztésen alapulé modszerek al-
kalmazésaval rejtve marad (Hugenholtz és mtsai, 1998). Attekintve az ilyen vizsgalatokat
még azt is megallapithatjuk, hogy eredményeink jellegzetesebbek, jobban megkdozelitik az el-
varasokat a kozosségszerkezet tekintetében, mint a tenyésztésre alapozott munkak eredmé-
nyei. A szokdsos nemtenyésztéses eljards soran a kornyezeti mintdbol kivonat nukleinsavak-
bol a PCR sordn un. ,,univerzalis” primerekkel amplifikdlunk. Az univerzalis kifejezés jelen
esetben arra utal, hogy a primerek az rDNS nagyon konzervativ régidihoz kotnek, ezaltal filo-
genetikai értelemben a legtagabb taxon csoportokat célozzuk meg. A heterogén PCR terméket
azutan vagy klonozds és bazissorrend elemzésnek vetjiikk ala, vagy pedig kiilonboz6
elektroforetikus technikdkkal vizsgaljuk (pl. DGGE, Muyzer és Smalla, 1998; SSCP,
Schwieger és Tebbe, 1998), esetleg valamilyen restrikcios elemzésre alapozott technika segit-
ségével (pl. T-RFLP; Weidner és mtsai, 1996; Marsch, 1999). Az a feltételezés azonban, hogy
a kozosségekben szdmardnyat tekintve fontos, dominans baktériumokat a 16S rRNS gén-
konyvtarakban dominans klonok fogjak képviselni, vagy pedig a molekularis ujjlenyomat
technikdkban ezeké lesz a legerdsebb sav - amint lattuk - aligha garantalhatd. A molekularis
megkozelités valamennyi 1€pése hibakkal, tévedésekkel terhelt (von Wintzingenrode és mtsai,
1997). Ugy gondoljuk, hogy a kiilonb6zd nukleinsav kivonasi technikak kombinlasaval
megelézziik a sejtlizis hatasfokdban kimutatott kiilonbségeket (Frostegaard és mtsai, 1999).

Ugyanakkor a multitemplat PCR mennyiségi viszonyait ma még alig ismerjik. A f6 gondot
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talan az jelenti, hogy a PCR paraméterek megvalasztasanal (nem kozdsségi vizsgalatok) eled-
dig mindenki arra térekedett, hogy egy bizonyos specialis PCR termék nagymennyiségl eld-
allitasat érje el és ezzel pontosan a templat/termék ardnyok torzitasat erdsitik, ahelyett, hogy
ezen aranyok megtartasara torekednének.

Az ,univerzalis” primerek degeneraltsaga (vagyis kotyogasa, hibai) - a kotési energiak
kiilonbségei révén - a feltételezett hibaknak biztos forrasai (Polz és Cavanaugh, 1998; Lueders
¢s Friedrich, 2003). Marpedig precizen illeszkedd ,,univerzalis” primer elvi okokbol sem ter-
vezhetd (Schmalenberger és mtsai, 2001; Baker és mtsai, 2003), mert egy-egy nukleotidra vo-
natkozo variaci6 (single nucleotide polymorphism) még az evolucionarisan legkonzervaltabb
16S rRNS régiokban is eldfordulhat (ha nagyon ritkan is). A preferencialis amplifikacié jelen-
ségét egyes 16S rDNS bazissorrendek esetében megfigyelték mar (Reysenbach és mitsai,
1992), mégis ismert Osszetételli PCR templat keverékekkel nem elemezték a PCR paraméte-
rek kozosségszerkezet torzitd hatasat. A szelektiv amplifikaciot illetden a hibridizacios ho-
mérséklet (Ishii és Fukui, 2001), valamint a templat koncentracié és a ciklusszam (Chandler
¢s mtsai, 1997; Dohrmann és Tebbe, 2004) tobbek véleménye szerint fontos tényezo lehet.
Azt 1s megjosoltak, hogy a genomi tulajdonsagok, igy elsésorban a genommeéret, a 16S rRNS
gének kopiaszama, valamint G+C aranya lényeges lehet a PCR termék aranyok tekintetében
(Farrelly és mtsai, 1995; Crosby és Criddle, 2003; Klappenbach és mtsai, 2000). Suzuki és
Giovanoni (1996) (valamint Suzuki €s mtsai, 1998) megfigyelték, hogy a PCR ciklusszam is
befolyasolja a templat/termék aranyt a 16S rDNS szaporitas esetében. A jelenség magyaraza-
tara matematikai modellt dolgoztak ki, amelyben azt vették figyelembe, hogy a PCR ciklusok
primerkdtodési hibridizacios 1€péseiben a nagyobb koncentracidoban jelenlevd termékmole-
kulak egymassal hibridizalnak és igy gatoljak a primerek templathoz kotddését. Mas kutatok
utobb e jelenséget vizsgalva nem tudtak ciklusszdmhoz kothetd hibat kimutatni (Osborn és
mtsai, 2000; Lueders és Friedrich, 2003; Acinas és mtsai, 2005).

E problémakor felderitésére pontosan ismert genomi templat alkalmazasaval és két
sz¢éles korben hasznalt forvard (27F [Lane, 1991]; 63F [Marchesi és mtsai, 1998]) és csupan
egy reverz (1387R [Marchesi és mtsai, 1998]) primer segitségével probalkoztunk. Templat
keverékek felhasznalasaval részletes, statisztikai elemzéssel alatamasztott kisérleteket végez-
tiink a hibridizaciés hémérséklet és a ciklusszdm hatasanak elemzésére és figyelembe vettiik a
primerhibak hatésat is. A levont kovetkeztetések hasznat pedig egy kornyezeti bakterioldgiai
kozosség vizsgalat (gyékény rizoplan) elemzésével be is mutatjuk.

Terminalis fluoreszcens jelzéssel ellatott PCR termékeket pontosan 1:1 ardnyban

kevertlink majd restrikcidés endonukledz enzimekkel emésztettiik. Ezt a terméket el0szor a ki-
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sérletekben hasznalt kapillaris elektroforézis validalasara hasznaltuk a T-RF-ek csticsmagas-
sag ¢és csucs alatti teriilet értékeit ellendrizve. A legtdbb esetben a bemért ardnyokat kaptuk a
T-RFLP kromatogramok kiértékelése utan. Az ismétlések szordsa (SD=1+0,1) is elfogad-
hat6 volt (54. abra). Ugyanakkor a csucsmagassag értékek aranya jelentdsen eltért az eredeti
(1 : 1) koncentracio-aranytol amennyiben a T-RF hosszak > 50 bp értékkel kiilonboztek. A
csucs alatti teriiletek aranya még ilyen esetekben is csak kissé tért el az eredeti koncentracio
aranytol. A bemért és ez alapjan vart aranytol valo eltérés az elvalasztasra keriild fragmensek
hosszkiilonbségétdl erdsen fliggott, ugyanakkor a T-RF-ek aktudlis mérete nem befolyésolta a
torzuldst. A torzulds azzal fligg Ossze, hogy a kapillaris elektroforézisre a nagyobb méreti
fragmensek esetében egyfajta "csucslaposodas" jellemzd (vagyis kisebb és szélesebb csucso-
kat kapunk). Ez a kapillaris elektroforézis eljaras sajat belsd jellegzetessége. Ez indokolja,
hogy a mikrébialis diverzitds elemzések esetében a cstcs alatti teriiletek értékét kell figye-
lembe venni és nem a csucsmagassag értékeket (ha kiértékelésiinket kapillaris
elektroforézissel végezziik). Lueders és Friedrich (2003) agar-gél elektroforetikus T-RF sze-
paralasndl éppen ennek ellenkezdjét ajanlja. Vagyis a molekularis ujjlenyomat eljarasok
eredményeinek kiértékelése soran figyelembe kell venni az alkalmazott elvalasztasi modszert.

A primer illeszkedési hibdk hatasat két forvard primerrel elemeztiik (27F és 63F). A
27F esetében mindegyik cél szekvencia pontosan illeszkedett, mig a 63F esetében az 5’ vég
kozelében harom hiba is volt a Bacillus torzseknél. A reverz primer valamennyi torzs cél
DNS-¢éhez tokéletesen illeszkedett (/9. tablazat). Az illeszkedési hibak hatasanak elemzésé-
hez a kiilonbozo torzsekbdl izolalt DNS-t azonos ardnyban elegyitettiik, majd a kiilonb6z6
primerparok hasznéalatdval PCR-t végeztiink (TET-27F és 1387R, TET-63F és 1387R). Aho-
gyan az varhat6 volt, a 63F primer haszndlata esetén az Aeromonas hydrophila és a
szemben. A 27F primer alkalmazédsa soran ezt a jelenséget nem tapasztaltuk. Ha a nem ponto-
san illeszkedd templatot a pontosan illeszked6hdz viszonyitva kisebb aranyban mértiik be
(1:10) csak a pontosan illeszkedd primer "PCR termékét" észlelhettiik. Ez azt jelenti, hogy
kozosségi DNS-re alapozott PCR esetén még akar a kozosség lényeges fajait sem fogjuk
esetleg kimutatni a preferencialis amplifikacio hatasara. Tovabbi kisérleteink ezért iranyultak
a PCR paraméterek vizsgalatara, vajon ezek kelld megvalasztasaval csokkenthetjiik-e ezt a
hibat?

A primer hibridizéacios 1épés, vagyis a primer megkotddése a templat DNS-en a PCR
sikerének, pontossaganak talan leglényegesebb tényezdje. A puffer kémiai 6sszetétele (PCR

ron P p . , ey 2+ . L e
segitd [enhanszer] molekulak, oldészerek), a primer koncentracid, a Mg~ ion koncentracioja,
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a kotodési homérséklet mind lényegesek (Markoulatos és mtsai, 2002). Munkankban ez
utobbi hatasat elemeztiik, hiszen a PCR optimalizalds folyamatdban talan ennek a hatdsa a
legmarkénsabb.

Mind pontosan illeszkedd, mind pedig illeszkedési hibas primerekkel végeztiink PCR
reakcidkat, mikozben valtoztattuk a kot6dési hémérsékletet (47 és 61 °C kozott). Az 55.a. ab-
ran az A. hydrophila és a B. subtilis par 1 : 1 aranya keverékének a homérsékleti gradiens
PCR eredményeit mutatjuk be. A PCR terméket a Hin6l restrikcids enzimmel emésztettiik,
amely 25 bazisparnyi hosszkiilonbségli T-RF-eket ad. Ez a méretkiilonbség az 54. dbra
alapjan még a kapillaris elektroforézis 5 % hibahataran beliili eredményt adja. Az eredeti 1 : 1
aranytol a hdmérséklet emelésével a termékarany szinte exponencialisan valtozva tért el az
illeszkedési hibés primer esetén. Megjegyezziik, hogy az ismétlések szords értéke meglehetd-
sen nagy volt a nagy homérsékleteken, mig kisebb héfokon mind az ardnyok, mind az ismét-
lIések hibdja megkdzelitette az elvartat. A pontosan illeszkedd primer esetében ez a fajta
aranytorzulas nem volt észlelhetd még a legnagyobb héfokokon sem. Erdekes megjegyezni,
hogy a kis hofokon végzett PCR-ek esetében nem fordult eld ez az aranytorzulds sem a
pontosan illeszkedd, sem a hibas esetben.

A P. fluorescens és B. cereus torzspar DNS keveréke esetében hasonl6 eredményt kap-
tunk fliggetleniil attol, hogy milyen restrikcios enzimet hasznaltunk (55.b. dbra). 52 °C alatti
homérsékleten az illeszkedési hibas PCR azonos eredményt adott a pontos illeszkedéstivel,
mig a feletti h6fokok esetén a torzulas mértéke szinte exponencidlisan nétt az illeszkedési hi-
bas PCR-nél. Meg kell jegyezziik ugyanakkor, hogy hidba kiilonbozott az egyes torzsek
16S rDNS operon szdma ez a templat differencia nem tiikr6z6dott a kis hémérsékleten végzett
PCR-ek termékaranyaban (20. tablazat). Ez feltehetéen mas, a primerektdl fliggetlen ténye-
z0kre vezethetd vissza (Farelly és mtsai, 1995; Hansen és mtsai, 1988). Teljesen nyilvanvald
tehat az 55.b. dbra lizenete: a genomi kiilonbségeknél sokkal jelentdsebb a multitemplat PCR
esetében az illeszkedési hibak megléte. Az Aeromonas hydrophila / Pseudomonas fluorescens
pontosan illeszkedd parok esetén a homérséklet megvaltoztatasa nem torzitotta a PCR termék
aranyt, akar a 63F, akdr a 27F primereket is hasznaltuk.

A primerkotddési héfoknak a multitemplat PCR termékaranyaira gyakorolt hatasat
(bar masik ,,univerzalis” primerek alkalmazasaval) a DGGE ujjlenyomat médszer esetében
mar kordbban kimutattak. Ishii és Fukui (2001) nagyobb primerkotddési hofokon
preferencialis amplifikaciot és a kdzosségi mintazat egyszerlisodését, szegényedését tapasz-

talta. Hongoh ¢és mtsai (2003) a 63F - 1389R primer parok alkalmazasaval végzett
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[205 5 213) (545 & S5B) {215 & 237) (455 & 48T} (134 & 106) (257 &3A0) (205 &36%) (230 & 577) (2154 577) (124& 550)

A fragmensek méretkiilonbsége és az elemzésbe vont fragmensek mérete

54. abra. A csticsmagassag ¢és csucs alatti teriilet aranyok fiiggése a kiilonb6z6 T-RF parok
méretkiilonbségétol. Tisztitott PCR termékeket 1:1 aranyban kevertlink, majd kiilonb6z6 rest-
rikcios enzimekkel (Hin6l, Tasl, Bsh12361, Csp6l) emésztettilk. A nyert aranyoknak az 1.0
értéket kellene megkozeliteniiik (-----). A folyamatos vonalak a még elfogadhato elérést jelo-
lik (1 +0,1). A rovidebb fragmens esetén kapott értékeket osztottuk a hosszabbéval. A viz-
szintes tengelyen mind a méretkiilonbséget, mind pedig a vizsgalt T-RF hosszakat feltiintet-
tilk. A hibavonalakat harom fliggetlen kisérlet (PCR) és harom parhuzamos T-RFLP futas
eredményeibdl szamitottuk.

TET-27F-primer 5 AGA GTT TGA TCM* TGG CTC AG 3

AH 5 AGA GIT TGA TCC TGG CIC AG 3
BC 5 AGA GTT TGA TCC TGG CIC AG 3
BS 5 AGA GTT TGA TCC TGG CIC AG 3
PF 5 AGA GTT TGA TCC TGG CIC AG 3
TET-63F-primer 5° CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 3
AH 5> CAG GCC TAA CAC ATG CAA GIC 3
BC 5 CGT GCC TAA TAC ATG CAA GIC 3
BS 5 CGT GCC TAA TAC ATG CAA GTIC 3
PF 5 CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTIC 3
1387R primer 3> CGG AAC ATG TGW* GGC GGG 5’
AH 5 GCC TTIG TAC ACA CCG CCC 3
BC 5 GCC TTIG TAC ACA CCG CCC 3
BS 5 GCC TTG TAC ACA CCG CCC 3
PF 5> GCC TTIG TAC ACA CCG CCC 3

*M: A/C; W: A/T

19. tablazat. A 27F, 63F és 1387F ,,univerzalis” primer illeszkedése az Aderomonas hydrophila
(AH), a Bacillus cereus (BC), a Bacillus subtilis (BS) és a Pseudomonas fluorescens (PF)
16S rRNS gén megfeleld szakaszaihoz. A sziirke kiemelések jelzik a 63F primer esetében a
két Bacillus fajnal talalhaté hibakat. A 27F és az 1387F primerek illeszkedése tokéletes.
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Primer kétédési hémérséklet

55. abra. a. Az Aeromonas hydrophila (AH) és a Bacillus subtilis (BS) esetében eltérd primer
kotddési hdmérsékletekkel nyert PCR termékaranyok. Az AH csucs alatti teriiletét osztottuk a
BS hozzatartozo értékével. A T-RF-eket mind a 27F, mind pedig a 63F primerekkel késziilt
PCR-bOl a Hin6l enzim segitségével készitettiik. b. A Pseudomonas fluorescens (PF) és a
Bacillus cereus (BC) esetében eltérd primer kotddési hdmérsékletek esetén nyert PCR ter-
mékaranyok. A T-RF-eket a 27F, és a 63F primerekkel késziilt PCR-bdl egyszer a Hin6l, egy-
szer pedig a Tasl enzimmel emésztettiik. A beallitott aranyok alapjan vart értékeket a szag-
gatott vonal jelzi (- - - -). Mindig az AH, ill. PF cstcs alatti teriiletét osztottuk a BS, ill. BC
értekével. A hibavonalak méretét 3 fliggetlen kisérlet és 3-3 parhuzamos T-RFLP futtatas
eredményeibdl szamitottuk.

PCR/klonkdnyvtar alapu diverzitas elemzésnél a filotipusok (filospécieszek) szdmanak drasz-
tikus novekedését mutattak ki, ha a PCR soran a kotodési homérsékletet csokkentették. Ez az
eredmény megerdsiti az altalunk tapasztaltakat. Vagyis a preferencialis amplifikacio és a pri-
mer hibdk okozta torzulasok a PCR soran megel6zhetdk, vagy legalabbis erdteljesen csok-

kenthetdk a primer kdtddési hdmérséklet csokkentésével.
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Torzs  Operon Genom Operon Operon gyakorisig aranya

szam méret gyakorisag AH BC BS PF
10°bp)  (/ 10° bp)
AH 10 4.50 2.22 1.00 0.92-1.00 094-1.17 2.95
BC 12-13  540-541 222-240 1.00-1.08 1.00 0.93-127 294-3.19
BS 8-10 4.21 1.90-2.38 0.86-1.07 1.79-1.07 1.00 2.52-3.15
PF 5 6.63 0.75 0.34 0.31-0.34 0.32-0.40 1.00

20. tablazat. A genomméret és a rRNS operonszam vizsgalt térzseink esetében. Az operon
gyakorisag  értékeket a Ribosomal RNA  Operon Copy Number Database
(http://rrnadb.cme.msu.edu/rrndb) adatai alapjan szamitottuk.

Kovetkezének a ciklusszdm torzitd hatasat elemeztiik multitemplat PCR alkalmazasok
soran. Az 56. abrdn azt mutatjuk be, hogy a genomi DNS tulajdonsagok befolyasoltdk a PCR
mennyiségi eredményét. Amikor az A. hydrophila és a B. subtilis, ill. az A. hydrophila és a P.
fluorescens (vagyis illeszkedési hibas €és pontos) 27F és 1492R primerparokkal késziilt PCR
termékeit kevertiik dssze ¢és tjjabb PCR-nek vetettiik ald most mar a 63F primerrel, akkor a
ciklusszam gyakorlatilag nem befolyésolta a kiindulasi templat ardnyhoz viszonyitva a ter-
mékaranyt, annak ellenére, hogy az illeszkedési hiba hatasa nyilvanvalo. Az illeszkedési hibas
(4. hydrophila / B. subtilis) esetben azonban a ciklusszam ndvelése csekély mértékben csok-

kentette a torzulas mértékét.
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56. abra. A PCR ciklusszam hatasa a T-RF-ek csucs alatti teriiletére Aeromonas hydrophila
(AH) ¢és Bacillus subtilis (BS), ill. Aeromonas hydrophila (AH) és Pseudomonas fluorescens
(PF) torzsparokbol nyert PCR termék esetében, valamint az Aeromonas hydrophila (AH) és a
Pseudomonas fluorescens (PF) torzsparnal a genomi DNS hatasa. Az elsé két alkalommal a
27F - 1492R primerrel eldallitott tisztitott PCR termékeket, mig a masodikban a genomi
DNS-eket kevertiik 1 : 1 aranyban, majd PCR-t végeztiink 54 °C primerkotési hémérsékleten
a 63F - 1492R primerparral. A terméket a Hin6l enzimmel emésztettiik. A hibavonalak értékét
harom kiilonbozd keverésbol végzett hdrom-harom PCR, valamint minden terméknél harom-
harom parhuzamos T-RFLP eredményébdl szamitottuk. A PCR-t 18, 24, 32, ill. 48 ciklus utan
végsd extenzioval zartuk.
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Az elvégzett egyszerli modellkisérletek eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy
a preferencialis amplifikaci6 hatdsanak csokkentése érdekében csdkkenteni kell a PCR soran a
primerkdtddéshez alkalmazott hdmérsékletet. Ezt a feltételezést ellendriztiik egy kornyezeti
minta diverzitasanak elemzésével is. Gyékény rizoplanbdl kivont DNS-b6l 26F / 1387R és
63F / 1387R primerparokkal végeztiink PCR-t kiilonb6z6 primerkotési hdmérséklet alkalma-
zéasaval ¢s a terméket T-RFLP segitségével elemeztiik (21. tabldzat). A legtobb T-RF mindkét
primer par hasznalataval megegyezett, bar mindkét esetben taldltunk egyedi cstcsokat,
amelyek a masik esetben nem fordultak elé. Ez a tény a primerek altal okozott hiba meglétére
utal (57. dbra).

A primerkd&tési hofok emelésével csokkent a T-RFLP cstucsok szama mindkét esetben
(21. tabldzat), ami kozosségi szinten értékelve a kozosség fajkészletének szegényedését je-
lentené. Ez az eredmény ellentétes Osborn és mtsai (2000) megallapitasaval, akik szerint a
primerkotddési héfok emelésével nd a T-RF-ek szadma. A kiilonbség feltehetden a T-RF-ek
elvalasztasara alkalmazott eljards kiillonbségére vezethetd vissza. Esetlinkben a kapillaris
elektroforézisnél a mintafelvitel automatikus (a teljes csucs alatti teriilet maximalis értékére
optimalt), mig 6k akrilamid gélen vélasztottdk el a mintat joval nagyobb mintatérfogatok al-
kalmazésaval.

Nem csupan 1j cstcsok megjelenésére szamithattunk a kisebb primerkotodési
héfokoknal, hanem a cstiicsok egymashoz viszonyitott mérete is megvaltozott, vagyis egyféle
(relativ) abundancia valtozas tortént (57.a. dbra). Figyeljiik meg az dbran az A, B és C betiik-
kel jelzett csucsok esetét. A 27F primer hasznéalatakor a hdmérséklet emelése nem okozott 1¢-
nyeges csucs alatti teriiletarany valtozast. A 64F primer esetén viszont a C csucs szinte eltlinik
a hofok novelésével (a szdmszerli adatokat a 21/. tabldzat tartalmazza). Ez a valtozas feltehe-
téleg a primer illeszkedési hibajat tiikrozi a gyékény rizoplan minta C filospéciesze esetében.
A Shannon féle diverzitasindex egyébként primerpartdl fliggetleniil csokkent a primerkotési
héfok emelésével (kivéve az 59,9 °C-on mért értéket a 63F primernél). Egyébként a Shannon
index novekedését jorészt a C csucs esetében tapasztaltak magyardzzak. Vagyis a modellki-
sérletben tapasztaltakat meg tudtuk ismételni a kornyezeti minta elemzése soran is. Ezért
azutan elemeztiik a PCR ciklusszam hatdsat is a rizoplan minta diverzitas vizsgalataban.

A 27F / 1387R primerpar hasznalatanal a ciklusszam novelése csekély mértékben no-
velte a T-RF csucsok szamat, ugyanakkor a 63F/1387R primerpar esetében nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast (21. tabldazat és 57.b. abra). A Shannon féle diverzitas indexek értéke
azonban egyik primerpar hasznalatanal sem valtozott a ciklusszam fiiggvényében. Ez megint

csak ellentétes Osborn és mtsai (2000) eredményével, akik a ciklusszam novelésével komple-
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xebb T-RFLP képet nyertek. E ténybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az ujjlenyomat modsze-
rek értékelése esetén a T-RF szdmmal szemben a diverzitasi indexek alkalmazasa jobb indi-
kator (Saikaly és mtsai, 2005; Loisel és mtsai, 2006).

Ezek az eredmények egyébként arra utalnak, hogy Suzuki és Giovannoni (1996)
talértékelte a ciklusszam torzitd hatasat. Ugy tiinik, hogy még nagy ciklusszdamok alkalmazéasa
sem okoz jelentds torzulédst (Lueders €s Friedrich, 2003; Acinas és mtsai, 2005), bar tudjuk,
hogy ilyenkor kiilonb6zd altermékek is képzddhetnek, pl. kimérdk (Wang és Wang, 1997),
heteroduplexek, vagy akar egyszala DNS molekulak (Jensen és Straus, 1993; Quin és mtsai,

2001).

. Primerkotési . . T-RF Shannon

Primer hémérséklet (°C) Ciklusszam csuicsszam index (H) (A+B)/C*

27F 47.0 32 71.5+14.8 1.19+0.06 0.57+0.02
27F 50.9 32 65.0+7.1 1.06 £ 0.04 0.56 +0.02
27F 553 32 58014 0.99+0.01 0.60+0.03
27F 59.9 32 49.0+5.7 0.94 +£0.01 0.67 £0.04
63F 47.0 32 83.0+x14 1.31 £0.01 0.71 +£0.01
63F 50.9 32 755+13.4 1.21 £0.08 0.78 £ 0.04
63F 55.3 32 72.5+£8.7 1.17 +£0.03 1.38+0.13
63F 59.9 32 70.7+£4.0 1.34+0.05 3.89+0.19
27F 52.0 18 19.0+£2.6 0.89 £0.02 0.73 +£0.02
27F 52.0 24 220+14 0.93+0.00 0.82+0.02
27F 52.0 32 24.7+5.5 0.87 +£0.05 0.67+£0.01
27F 52.0 48 307+7.8 0.91 +0.07 0.55+0.04
63F 52.0 18 300+1.7 1.04 +£0.02 1.26 £ 0.02
63F 52.0 24 26.8+43 1.02 +£0.02 1.40 + 0.06
63F 52.0 32 33.0+2.1 1.07 £0.03 1.03+0.05
63F 52.0 48 26.5+£0.7 1.03 £0.03 0.83 £0.03

21. tablazat. A PCR paraméterek hatdsanak értékelése a gyékény rizoplan mintaink T-RFLP
elemzési eredményeire. *A csucs alatti teriiletek aranya (az 57. abra kromatogramjai alapjan).

Mivel a tokéletesen illeszkedd ,,univerzalis” primerek tervezése megoldhatatlan fel-
adat (Forney ¢és mtsai, 2004), munkdnk soran mindig figyelembe kell venni a primerhibak
okozta torzulasok lehetdségét. Vagyis ellendrizniink kell a PCR paraméterek optimalis beal-
litdsat. Az Gjonnan tervezett domén specifikus primerek tesztelésénél mind torzsekkel, mind
pedig kornyezeti DNS felhasznalasaval vizsgalni szoktdk a hatékonysagot (pl. Marchesi és
mtsai, 1998; Baker és mitsai, 2003). E tesztek soraba be kell vonni a preferencialis

amplifikacid szintjének ellendrzését is. Azzal ellentétben, amit a szakirodalomban ajanlanak
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(a pontossag érdekében novelni kell a kotédési héfokot [Hansen €s mtsai, 1998]; alkalmaz-
zunk Un. ,,touchdown” PCR eljarast [Simpson és mtsai, 2000]), eredményeink alapjan éppen
forditva kell gondolkodni, hogy a preferencidlis amplifikdciot csokkentsiik. A PCR
amplifikacié optimalasanal a legfontosabb a lehetd legkisebb primer kotddési hofok kikisér-
letezése (ahol azonban még hibas primerkdtddés nem jellemzd), majd pedig kis (25 koriili)
ciklusszam alkalmazésaval allitsuk eld a terméket. Csekély termékmennyiség esetében parhu-
zamos PCR-ek termékének ,,0sszekoncentralasa” ajanlott, hogy elegendé DNS-t nyerjiink a

tovabbi elemzésekhez.
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57. abra. A killonb6z6 PCR paraméterek hatdsa a gyékény rizoplan minta 27F, ill.
63F / 1492R primerparokkal késziilt és az Mspl restrikcios enzimmel késziilt T-RFLP minta-
zataira. A kromatogramokat az x tengely mentén a jobb Osszehasonlithatosag kedvéért illesz-
tettiik (36 bazisnyi eltolodéas van a kiilonboz6 forvard primerek miatt). Az A, B, ill. C betlik-
kel jelzett csticsok (vagyis genospécieszek) viszonyat a szovegben targyaljuk.

a. A primer kotési hdmérséklet hatasa a T-RFLP profilra, b. A PCR ciklusszam hatasa a T-
RFLP profil alakulasara.

5.4.2. A denaturdlod gradiens gélelektroforézis molekuldris ujjlenyomat modszer hidnyossa-
gainak elemzése

A kornyezeti mikrobioldgiai molekuléris elemzések népszerlisége toretleniil nd a te-
nyésztéses modszerekkel szemben (Amann €és mtsai, 1995; Bull és mtsai, 2000), a legnépsze-
riibb eljaras sokdig a 16/ 18S rDNS PCR termékekre alapozott klonkonyvtarak filogenetikai

feltarasa volt (Borneman és mtsai, 1996; Kuske és mtsai, 1997; Nikolausz és mtsai, 2004). Ez
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a klonozasra alapozott diverzitds elemzés azonban nemcsak koltséges, hanem meglehetdsen
munka- és iddigényes is, fOképpen, ha sok mintat akarunk Gsszehasonlitani. A molekularis
ujjlenyomat eljarasok alkalmazésa ezen nehézségek lekiizdését segiti. Itt csak mintdzatokat
nyeriink, de 0sszehasonlitadsuk a mintdban bekovetkezett valtozasokat jol tiikrozi. A DGGE
esetében az egyes csikok kivaghatok €s bazissorrendjiik meghatarozhaté (Muyzer és Smalla,
1998). A DGGE technika kimutatasi hatara azonban kicsi, vagyis a kozdsségek dominans al-
loményalkoto6 fajait fogjuk csak jo eséllyel detektalni. Még a legkomplexebb kozosségek ese-
tében is a megkiilonboztethetd csikok szama alig par tucat. Ez a szam ¢éles ellentétben van a
DNS hibridizaciés kinetikai vizsgalatok alapjan becsiilt tobbezres genospéciesz szamokkal
(pl. egy erddtalaj esetében, Torsvik €s mtsai, 1990a; és b). Raadasul, mivel a vizsgélatot meg-
el6z6 PCR torzithatja a genospécieszek relativ abundancia aranyat (von Wintzingenrode és
mtsai, 1997; Suzuki és Giovannoni, 1996; Sipos és mtsai, 2007) az is elképzelhetd, hogy akar
nem is detektalt szervezetek kulcsszerepet toltenek be a mintateriileten zajlo biogeokémiai
folyamatokban (Bothe ¢s mtsai, 2000; Gomes ¢s mtsai, 2001). A taxon specifikus szelektiv
megkozelités modszerén kiviil nem ismeriink sajnos ma még olyan eljarast, amelyik a k6zos-
ség szamardnyat tekintve minor tagjait is kimutatja (Kowalchuk és mtsai, 2000; Boon és
mtsai, 2002). A kutatok legnagyobb része eleddig azt feltételezte, hogy a DGGE és TGGE
amplikonok okozzdk (Felske és mtsai, 1997). Erre a feltételezésre épitve ugy gondoltuk, hogy
a "hattérbdl" kivont DNS tjra PCR-ezése és elemzése segitségével a minor genotipusokat is
kimutathatjuk. Az eredmény azonban nem ez lett, egyfajta PCR - DGGE hibat tartunk fel.

A hattér régiokat a gélbdl kivagtuk és kivontuk DNS tartalmat, majd ujra PCR-eztiik

crc

crer

szakaszok esetében a hattérzaj hiheteleniil kicsi (A,, B,, C;, D,) volt. Amikor a kivagott gé-
lekbdl izolalt DNS-re alapozott PCR terméket egyiitt futattuk az eredeti termékkel teljesen
azonos gél- és futasi koriilményeket biztositva, legnagyobb meglepetésiinkre az eredeti minta-
¢hoz nagy mértékben hasonlité mintazatot nyertiink ahelyett, hogy 0j csikokat kaptunk volna
(59. abra). Az l-es (befolyo, rizoszféra), a 2-es (kifolyd rizoszféra) és a 4-es (kifolyo
rizoplan) mintanal a visszaizolalt DNS gyakorlatilag valamennyi, az eredetinek megfeleld
csikot tartalmazta (60. dbra). Sem a kivagott gél "helye" (kis vagy nagy denaturaloszer kon-
centracid), sem pedig DNS tartalma (erds hattér, gyenge hattér), vagy festés intenzitdsa nem

befolyasolta 1ényegesen a DGGE mintazatot. Csupan a 3. minta (befolyd rizoplan) esetében
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kaptunk 10j savokat és itt a gélben Osszességében tobb sav volt az eredeti mintdzathoz viszo-
nyitva.

Kisérletiinket 1) rizoplan mintdk alkalmazasdval megismételtiik és ezhttal még
gondosabban figyeltiink a keresztszennyezések elkeriilésére a gélkivagasnal. Tovabba az els6
mintak vizsgalata sordn alkalmazott ,,fészkes” (nested) PCR eljarast is, mint lehetséges hiba-
forrast figyelembe vettiik, ezért vizsgalatainkat mind direkt (63F / 338R), mind pedig nested
PCR segitségével elemeztiik. A két eltéré PCR terméekbdl kapott DGGE mintazatok gyakor-
latilag azonosak voltak, csupan a relativ savintenzitdsban voltak eltérések megfigyelhetdk
(61.a. és b. abra). E kisérlet soran a DGGE futtatast megel6z6en a PCR terméket tisztitottuk,
hogy megszabaduljunk a be nem épiilt primerek maradékatol. A kivagott gélekbdl re-
amplifikalt termék mintdzata ez esetben is szinte teljesen megegyezett az eredetivel, fiiggetle-
niil a kivagas helyétél (61.b. dbra). Ugy tiinik, hogy sem a nested PCR alkalmazasa, sem pe-
dig a PCR termék tisztitasa nem befolyasolja a DGGE mintazati képet.

1 2 3 4

TS-bef TSif TP-bef TP-kif

¥ f
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e o)
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58. abra. A demjéni mesterséges nedves teriiletes szennyviztisztitd gyékényes medencéjébol
vett rizoszféra (TS) és rizoplan (TP) mintak 16S rDNS alapu DGGE elemzésének eredménye.
A ,hattérzaj” elemzésre kivagott gélszakaszokat keretezéssel jeloltiik (1 = A = rizoszféra be-
folyo, 2 = B =rizoszféra elfoly6, 3 = C = rizoszféra befolyd, 4 = D = rizopléan elfolyo).
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DNS szakaszok tisztitdsara irdnyuld kisérletek soran mar beszamoltak kiilonb6z6
DNS-ek ,,egyiitt-vandorlasanak™ jelenségérél (Ferris és mtsai, 1996; Sekiguchi és mtsai,
2001). Ugy tiinik, hogy ez a probléma altalanosabb lehet, mint az a szakirodalombél kitiinik.
Hasonl6 eredményt tapasztaltak egyébként az SSCP soran is (Schmalenberger és Tebbe,
2003). Kozel rokon fajok szekvencidinak DGGE elvalasztasainal is felfigyeltek mar az ,.¢let-
len” (kiterjedt, zavaros) savok jelenségére, amit a DNS-ben talalhat6 ,,olvadasi domének™ ha-
tasanak tulajdonitottak (Kisand és Wikner, 2003). Ez egyébként a PCR-t is befolyasolhatja. A
PCR soran a nem teljes DNS szal szintézis ugyancsak eldidézheti egyetlen templat esetében is
tobb DGGE sav kialakuldsat, ami azutan a re-amplifikacié soran fokozza a gondokat (Niibel

¢s mtsai, 1996; Janse ¢és mtsai, 2004).
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59. dbra. Az eredeti DNS-ek (1-4) és a kivagott gélszakaszokbol készitett PCR termékek 6sz-
szehasonlito DGGE elemzésének eredménye. Az 1ij csikokat nyilak jelolik (1 = A = rizoszféra
befolyo, 2 = B = rizoszféra elfolyo, 3 = C = rizoszféra befolyd, 4 = D = rizoplan elfoly?).
Vizsgélataink azonban nemcsak azt erdsitik meg, hogy a nagyon hasonld olvadasi
tulajdonsdgi DNS-ek ,,vandorolnak egyiitt” a gélben, hanem a dominans amplikonok minde-
niitt megtalalhatok a gélben. Mintha a hattérzajban ,,minden mindeniitt” jelen lenne, és azutan
a PCR ,,vélaszt” ezekbdl a reamplifikacid sordn. Ez az eredmény arra utal, hogy a DGGE gél-
ben a mintdzat nem pusztan az amplikonok elvéalasa révén jon létre, az olvadasi tulajdonsagok
szerint, hanem a DNS darabok ko6zotti komplex szerkezeti kolcsonhatasok hozzak 1étre. Egy-

fonalas DNS képzodését PCR soran mar korabban kimutattdk (Jensen és Straus, 1993; Egert

143 -



¢s Friedrich, 2003), ez is befolyasolhatja a reamplifikaciot. A heteroduplexek képzodését is
tapasztaltak. Satokari €s mtsai (2001) Bifidobacterium térzsek DGGE vizsgalatanal észlelték a
savszam novekedést ilyen okra visszavezethetden. Speksnijder és mtsai (2001) kozel rokon

16S rDNS mintakat elegyitettek meghatarozott aranyban és két uj DGGE savot is kaptak.
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60. abra. Az eredeti €s a kivagott gélszakaszokbol készitett PCR termékek DGGE séavjainak
csoportelemzése (UPGMA eljaras)(1 = A = rizoszféra befolyd, 2 = B = rizoszféra elfolyo, 3 =
C =rizoszféra befolyo, 4 = D = rizoplan elfolyo).
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61. abra. A demjéni mesterséges nedves teriiletes szennyviztisztitd nadas medencéjébdl vett
rizoszféra (PS) ¢és rizoplan (PP) mintdk 16S rDNS alapu DGGE elemzésének eredménye.
A PCR reakciot kozvetleniil (dir) a mintabdl, illetve nested (nes) eljarassal is elvégeztiik.

a. A kozvetlen és a nested PCR DGGE 06sszehasonlitasa. A DNS re-amplifikaciora kivagott
géldarabokat keretezéssel jeloltiik. b. Az eredeti és reamplifikélt rizoplan mintdk 6sszehason-
litd csoportelemzésének eredménye. Az egy gélben tortént parhuzamos futdsok mintazatabol
az UPGMA algoritmussal készitettiik a dendrogramot.
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Raadasul az egyes savok reamplifikalasat kovet6 DGGE futtatas csupan ismételte a torzult
savmintazatot. Ok is a heteroduplex képzédéssel magyaraztak a kapott hibat. Ha ezeket az
eredményeket Osszevetjiik sajat eredményeinkkel, amelyeket kornyezeti DNS minta elemzése
soran nyertiink, azt kell feltételezniink, hogy nemcsak heteroduplex képzddés, hanem akar
komplexebb kolcsonhatasok is befolyasoljadk a savmintdzat alakulasat. Az amplikonok
egyfajta véletlenszerli eloszldsa a hattérzajban eleddig még ismeretlen volt, ugyanakkor a
feltart jelenség megkérddjelezi azt is, hogy az egyes savok kivagésa és bazissorrend elemzése
soran vajon mire vonatkozé informaciot is nyertink.

A DGGE eljarast eredetileg pontmutéaciok elvalasztasara dolgoztak ki (Myers és mtsai,
1985). A mikrobidlis 6koldgidban ezzel szemben hihetetleniil 6sszetett PCR termék elvalasz-

tasat varjuk el a legtobb esetben.

V.5. Polifazikus fajleiras: Bacillus aurantiacus sp. nov.

A fajleiréds a bakterioldgidban szigort szabalyok alapjan torténik, még a kézirat szerke-
zete, tartalma is kotott. E munka bemutatasa sordn ragaszkodni fogok ehhez a kotott forma-
hoz, azzal a kivétellel, hogy a mddszertani részek természetesen a IV. fejezet megfeleld
pontjaiban talalhatok meg.

A természetes lugos (alkalikus) kornyezetekben - kiilonosen a vilagban sok helyiitt
eléforduld szikes tavakban - filogenetikai tekintetben valtozatos, a kiilonleges éldhelyekhez
adaptalt mikroorganizmusok nagy populacioi jellemzdk (Jones és mtsai, 1998; Martins ¢és
mtsai, 2001; Rees és mtsai, 2004). A kozelmultban jo néhany alkalifil és/vagy halofil
Bacillus fajt irtak le ilyen kiilonleges kornyezetekbdl (Agnew és mtsai, 1995; Nielsen és
mtsai, 1995; Lim és mtsai, 2006.a. és b.). E vizsgéalatokat nemcsak a fajok rendszertani tjdon-
sdga és 0kologiai fontossaga indokolta, hanem a kérdéses mikroorganizmusok biotechnolédgiai
¢s ipari célu alkalmazhatosaga is (Horikoshi, 1996; Nogi és mtsai, 2005). Az Eurazsia mérsé-
kelt éghajlati 6vében gyakori szikes tavak kiilonbozd tipusainak legnyugatibb eléfordulasat
Magyarorszagon lelhetjiik. E sekély tavak jellemzden két nagy viztestre tagolodnak, a
0,5 - 1,5 m mély nyiltvizre és a nadasokkal boritott parti dvezetre. Az elmult néhany évben
tenyésztéses diverzitas elemzési eljarasok segitségével igyekeztiink nagy mélységekben felde-
riteni e kiilonleges ¢l0helyekhez adaptalt baktériumkozosségek tagjait. A tenyészthetd bakté-
riumok kozott valamennyi esetben domindnsak voltak a kiilonbozd alkalitolerans, vagy
alkalifil Bacillus fajok, mind a viztest, mind a fenékiiledék, mind pedig a nad (Phragmites

australis) vizben all6 szarainak perifiton kozdsségeiben (Borsodi és mtsai, 2005; 2007). A
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jelen munka célja egy uj alkalifil és mérsékelten halofil Bacillus faj leirdsa, amelyet két na-
gyon sekély szikes tobol is izolaltunk.

A K1-57, K1-10 és B1-1 torzsek modositott tengerviz agaron kerek, ép szegélyii, sima
feliiletti, feldomborodd aranyos-narancssarga szinti telepeket képeznek. A palcika alaku
(0.8 -1.0x 3,2 -4,5 um) Gram-pozitivan festddd sejtek a kenetekben jellemzden maganosan,
vagy parokban fordulnak elé. Rovid lanc képzés csak nagyritkan észlelhetd. A sejtek aktiv
mozgast mutatnak filiggbcsepp tenyészetben. Az ellipszoid endospordk centralis, vagy
szubtermindlis elhelyezkedésliek ¢s nem deformadljak a sporangiumot (62. dbra). Mindharom
trzs jOl nétt hiispepton levesben, vagy < 15 % (K1-5"), <13 % (K1-10), ill. <12 % (B1-1)
NaCl-dal kiegészitett huspepton levesben. A K1-5" tipustorzs, valamint a rokon Bacillus fajok

tipustorzseinek megkiilonboztetd fenotipusos bélyegeit a 22. tdblazatban mutatjuk be.

62. dbra. A Bacillus aurantiacus sp. nov K1-5" sejtjeinek hosszirany metszetén jol latszik a
centralis, vagy szubterminalis elhelyezkedési ellipszoid endospora. A méretjel hossza 1 um.
A Biolog GP2 mikrolemezeken mindharom torzs oxidalta a Tween 40, o-d-gliikoz,
3-metil-gliikkdz, ecetsav, y-hidroxi-vajsav, piroszéldsav ¢és glicerin szénforrasokat.
A szénforrasok egy részét az egyes torzsek eltérden hasznositottak (23. tabldzat). Az
a-ciklodextrin, B-ciklodextrin, dextrin, glikogén, inulin, mannan, L-arabin6z, D-arabitol,
arbutin, cellobi6z, D-fruktoz, L-fukéz, D-galaktéz, D- galakturonsav, gentiobioz, a-D-laktéz,
laktul6z, maltéz, maltotriéz, D-mannitol, D-mannéz, melecitdéz, metil-a-D-galaktozid, metil-
B-D-galaktozid, metil-a-D-gliikozid, metil-B-D-gliikozid, metil-a-D-mannozid, palatinéz,
D-pszikoz, raffindz, L-ramndz, D-riboz, szalicin, szedoheptulozén, D-szorbitol, D-tagatéz,
turanoz, xilitol, D-xil6z, a-hidroxi-vajsav, B-hidroxi-vajsav, laktamid, D-tejsav-metil-észter,
L-tejsav, D- ¢és L-almasav, metil-piruvat, monometil-szukcinat, alaninamid, D- és L-alanin,
L-alanil-glicin, L-aszparagin, L-glutamin, glicil-L-glutaminsav, L-piroglutaminsav, L-szerin,
adenozin, inozin, timidin, uridin, adenozin-5’-monofoszfat, timidin-5’-monofoszfat, uridin-5’-

monofoszfat, frukt6z-6-foszfat és gliikoz-1-fosztat szénforrasokat nem hasznositottak.
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Tulajdonsig K1-5" 1 2 3 4 5 6 7

Telepszin Narancs Fehér Krém Sarga Krém Sarga Krém Sargasfehér
Sejtalak Pélca Pélca Pélca Pélca Pélca Kokkusz Pélca Pélca
o 0.8-1.0x 0.5-0.6x 0.3-04x 0.6-0.7x 03-0.5x 05-12x

Sejtmeret (pm) 32-45 2.0-5.0 2.0-3.0 2.0-5.0 13-19 08-0.9 12-19 ND
Spora alak E E E E S - E S
Spora elhelyezkedés ST/C ST ST T T - T T
Deformalt sporangium - + + + + - + ND
Mozgasképesség - + + ND - - + +
Csillozat - ND Peritrih ND - - Polaris Peritrih
Oxidaz - - - - + + + +
Anaer6b novekedés - - ND - - ND ND +
Nitrat redukcidja nitritté - + + + - + + +
Hidrolitikus képesség:

Eszkulin - + ND + + ND + +

Kazein - + - + - - - -

Zselatin - + - + ND + - +

Keményitd - + + - - - + -

Tween 80 + ND ND ND - ND - ND
Tirozin bontas - ND ND ND - + + ND
Fenilalanin dezaminaz - - ND - ND - ND ND
Hoémérsékleti optimum (°C) 28 30 37 30 30 37 35 ND
NaCl (% m/ v) igény:

sav 0-15 0-16 0-12 0-15 3-20 >0-25 0-12 0-8

optimum 3-7 ND ND ND 10-12 16 2-5 ND
pH tolerancia:

sav 8.0-12.0 >17.0 8.0-10.0 >17.0 6.8-9.5 7.0 -10.0 55-9.0 9.0-10.0

optimum 9.5-10.0 10.0 9.0-10.0 10.0 8.0 9.0 7.5 10.0
DNS G+C tartalom (mol %) 42.9 39.3-39.5 39.6 42.4-43.0 43.0 48.4 36.0 38.3

22. tabldzat. A Bacillus aurantiacus sp. nov. K1-5" torzse és a kozel rokon fajok megkiilonbozteté fenotipikai bélyegei. Tipustorzsek: K1-5
(jelen tanulmany adatai); 1. B. agaradhearens (Nielsen és mtsai, 1995); 2. B. cellulosilyticus (Nogi és mtsai, 2005); 3. B. clarkii (Nielsen ¢s
mtsai, 1995); 4. B. salarius (Lim és mtsai, 2006.b.); 5. B. saliphilus (Romano és mtsai, 2005); 6. B. taeanensis (Lim ¢és mtsai, 2006.a.); 7. B.
vedderi (Agnew ¢és mtsai, 1995; Nogi ¢és mtsai, 2005). Roviditések: E: ellipszoid; S: kerek; C: centralis; ST: szubterminalis; T: terminalis; ND:
nem vizsgalt bélyeg.
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Szénforras K1-5'  K1-10 B1-1

Tween 40 + + +
Tween 80 +/- + +
N-acetil-D-gliikkozamin +/- + +
N-acetil-D-mann6zamin +/- - +
Amigdalin - +/- +
D-glukonsav +/- +/- +/-
o-D-gliik6z + + +
mio-inozitol - +/- +
D-melibioz + + +/-
3-metil-gliikoz + + +
Sztahioz +/- +/- +
Szukroz + +/-
D-trehal6z + +/- +/-
Ecetsav + + +
y-hidroxi-vajsav + + +
p-hidroxi-fenilecetsav +/- - +
a-keto-glutarsav +/- +/- +
o.-keto-valeriansav + +/- +
Propionsav +/- + +/-
Pirosz6losav + + +
Szukcinamidsav - - +
Borostyankdsav +/- - +
N-acetil-L-glutaminsav +/- - +
Putreszcin - - +
2,3-butandiol +/- +/- +
Glicerin + + +
2'-dezoxi-adenozin +/- + -
Glikoz-6-foszfat +/- +/- +
D,L-a-glicerin-foszfat +/- - +

23. tablazat. A Bacillus aurantiacus sp. nov. torzseinek Biolog GP2 szénforras értékesitése.

A tipustorzs sejtfala mezo-diamino-pimelinsavat tartalmazott, ami az Aly
peptidoglikan tipusra utald bélyeg. A f6 izoprén kinon vegyiilet a K1-5" torzsben MK-7 volt
¢és kisebb mennyiségben MK-6-ot is kimutattunk. Mindharom t6rzs zsirsav profiljdban az
anteizo Cis.o komponens dominalt. A tovabbi jellemzd zsirsavak az i-C;s.g €s az 1-Cy7,9 voltak.
A harom torzs teljes zsirsavprofilja egyébként nagyon hasonld (24. tablazat), ugyanakkor jel-
legzetes kiilonbségeket mutattunk ki a legkdzelebbi rokon fajokkal (Bacillus cellulosilyticus,
Bacillus clarkii, Bacillus vedderi) dsszehasonlitva. A K1-5' tipustorzsre a difoszfatidil-
diglicerin, a foszfatidil-glicerin, a foszfatidil-etanolamin ¢és egy ismeretlen polaris lipid volt
jellemzd.

A K1-5" tipustorzs DNS G + C tartalma 42,9 mol %. A harom térzs DNS - DNS
hibridizacios hasonldsaga nagymértékii volt (K1-5" /K1-10 86,8 % [megismételve 89,6 %];
K1-5"/B1-1 88,0 % [megismételve 91,8 %]; K1-10/B1-1 95,3 % [megismételve 97,9 %],
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ami bizonyitja, hogy a harom torzs egy fajba tartozik. A Kimura kétparaméteres hasonlosag-
szamitasra alapozott, neighbour-joining eljarassal készitett torzsfaban a K1-5", K-1-10 és B1-
1 torzsek egy csoportba estek a B. clarkii DSM8720", B. cellulosilyticus N-4", B. vedderi
JaH", Bacillus agaradhaerens DSM8721" és a Bacillus saliphilus 6AG" torzsekkel. A
16S rDNS bazissorrend hasonlosagok értékei: 94,7 - 95,8, 94,5 - 95,7, 94,3 - 95,4, 93,9 - 95,2
és 92,2 - 93,3 % (63. dbra). Ugyanakkor a K1-5" torzs majdnem teljes 16S rDNS bézissor-
rendje (1450 bp) 98,7, ill. 97,6 % hasonldésagot adott a K-1-10 (1462 bp) ill. a B1-1 (1459 bp)
torzsekkel. A K1-10 és a B1-1 torzs esetében ez az érték 98,9 %. A maximum likelihood és a
least-squares algoritmussal képzett torzsfak szerkezete megegyezett a bemutatottal (63. dbra,

neighbour-joining eljaras).

Zsirsav K1-5" K1-10 BI1-1 1 2 3 4 5 6 7 |
Ciao 0.69 0.82 0.76 0.91 2.00 0.78

Ciso ND ND ND 0.64 3.29

Ciso 2.43 2.77 3.22 5.28 42.00 2.25 541 3.00
Ci70 ND ND ND 1.00 D

Ciso ND ND ND 1.41 6.00 3.00
izo-C14:0 1.53 1.71 1.61 0.91 2.00 9.67 8.95 2.46 3.00
izo-C15:0 13.14 13.18 11.56 2542 13.00 18.45 6.60 D 40.63 20.00
izo-C16:0 7.40 7.00 8.26 1.66 4.00 11.35 0.96 9.00
izo-C17:0 1.40 1.54 1.65 4.18 2.00 3.35 53.13 1.81 14.00
izo-C18:0 ND ND ND 1.00
iz0-C19:0 ND ND ND 1.00
ai-C15:0 5549 5341 52.63 40.18  23.00 35.64 18.67 89.0 25.89 15.00
ai-C17:0 12.06 11.07 14.34 7.39 5.00 8.40 6.00
Cig1 ©7cC 2.32 3.02 2.62

C16;1 ollc ND ND ND 1.93 2.12

C]g;[ ®9c ND ND ND 3.47

izo-C16:1 1.11 1.42 1.03 1.00
izo-C17:1 ND ND ND 7.00
izo-C17:1 o5¢ 0.70 0.83 0.59 1.09

izo-C17:1 ®10c ND ND ND 2.67

ai-C17:1 1.74 2.05 1.73 3.00
Osszegzett jellegek™

2 ND ND ND 1.55

3 ND ND ND 2.18 6.70

4 ND ND ND 1.53 1.76

5 ND ND ND 2.30

*(Osszegzett jellegek: két, vagy harom zsirsav egyiitt, amelyeket a MIDI rendszerben nem lehetett elvalasztani
(2: izo-C 16:1 és/vagy C 14:0 3-OH; 3: C 16:1 o7c és/vagy izo-C 15:0 2-OH; 4: izo-C 17:1 és/vagy anteizo-C
17:1; 5: C 18:2m6¢ és/vagy anteizo-C 18:0)

24. tablazat. A Bacillus aurantiacus torzsei és a rokon fajok zsirsavprofilja. Torzsek: K1-5T,
K1-10, B1-1 (jelen tanulmény adatai); 1. B. agaradhaerens (Lim és mtsai, 2006.a.); 2. B.
cellulosilyticus (Nogi ¢és mtsai, 2005); 3. B. clarkii (Lim és mtsai, 2006a); 4. B. salarius (Lim
¢s mtsai, 2006b); 5. B. saliphilus (Romano ¢és mtsai, 2005); 6. B. taeanensis (Lim és mtsai,
2006.a.); 7. B. vedderi (Nogi és mtsai, 2005). (A 0,5 %-nal kisebb ardnyban kimutatott zsirsa-
vak mennyiségét nem kozoljiik. D: kimutatott, ND: nem mutattuk ki.)
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A filogenetikai eredmények és a fenotipusos kiilonbségek egyiittese vilagosan jelzi,
hogy a K1-5", K-1-10 és Bl1-1 torzsek a Bacillus nemzetségen beliil egy uj faj képviseldi,
amelyet a Bacillus aurantiacus sp. nov. fajnévvel javasolunk leirasra.

L Ii‘.ur._|U|rm‘.rrEATF-'I2' {AFAB3525)
107 E E. wistnamensis 15-17 [ABO9S70E)
B mdriafawi TE-117 (AF4EI624)

55

1| ——————————— & subwilis DEM 107 (8276351
140 A. bl DSM G107 (KT64137)
51|:|: A haimapalus DM 87237 (XTE447)
A.indicus 5d/37 |AJSEI15E)
| &.{rmus 1AM 124647 (D1 6268}
L & lentus NCIME B7737 (AB021183)
45— B, patagaediensis PAT 057 {AY258614]

B ashimensis K117 (AB 1880901
5. clausd DSM BT 167 (X 76440}
B hovikashil DSM 8719 [X76443)
B gibsownii DSM 87227 (K76446)
i B. afcalophiius D5M 485" (X765436)
I: 8. psewdaicaliphitus DSM BT257 (X 764403)
B krutwichios AMI 10" |ABIBEEDST)
B peaudafirmus DSM 87157 (X76439)
B halodurans DEM 497" (AJ302709)
s B.oaurantiocus K1-10 (AJG05772)
1o [— B.awrartioous B1-1 (AJG06036)
B. aurantiacus K1-5" (AJGD5TTI)

'E': B. veddert laH™ [(Z48306)
p B celfufos#hyticus N-47 (ABOM3IES2)

o B clarkii DSM BF207 (X a444)
£ Boogaradhaarens DM 87217 ({76445
B safiphifus 640" (AJ483660)

B safarius BH 1697 (AFEE7454)
B toegnensiz BHO3001 77 (AYS030738)
Halabecilius ftorpls SL-47 (X94558)

(e [+

63. abra. A Bacillus aurantiacus sp. nov. K1-57, K-1-10 és B1-1 térzseinek, valamint a kozel
rokon Bacillus nemzetségbe tartozo fajok képviseldinek 16S rRNS génre alapozott torzsfaja.
A fa a neighbour-joining algoritmus felhasznalasaval késziilt. A GenBank adatbazisba letett
szekvenciak szamjelét zarojelben tiintettiik fel. Csak az 50 % feletti bootstrap értékeket (1000
ismétléses eljaras) jelezziik. A méretvonal 10 szubsztitucidt jeldl 100 nukleotidra vonatkoz-
tatva.

A Bacillus aurantiacus sp. nov. faj leirasa.

Bacillus aurantiacus (au.ran.ti.d.cus. N.L. masc. adj. aurantiacus, vagyis aranyos narancs-
szintl).

Sejtjei Gram-pozitiv szabalyos palcak. Nem deformald ellipszoid centralis, vagy
szubtermindlis elhelyezkedésti endosporakat képez. Sejtjei mozdulatlanok. Telepei aranyos
narancsszinll, kerek, ép szegélyli, sima feliiletli, feldomborodé alaktiak. Obligat aerob.
Katalaz pozitiv, oxidaz negativ. D-gliik6zbol nem termel savat €s a nitratot nem redukalja
nitritté. Voges-Proskauer €s metilvoros tesztekben negativ. Az ureat, eszkulint, kazeint és ke-
ményitét nem hidrolizalja. Tirozin bontési és fenilalanin dezaminédz reakcidja negativ, citratot
(Simmons’) nem hasznosit; H,S-t és indolt, valamint foszfataz enzimet nem termel. A Tween
80-at hidrolizalja. 7,0 - 7,5 pH kozott nem mutat novekedést, csupan 8,0 és 12,0 pH kozotti
értékeken szaporodik. pH optimuma 9,5 - 10,0 értéken van, 3 -7 % (m/v) NaCl tartalom

mellett. 10 és 45 °C kozotti hémérsékleten novekedik, optimuma 28 °C. Fé zsirsav kompo-
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nensei az ai-Cjs,, 1-Cys,o €s az ai-Cj7.0. Sejtfal peptidoglikanja mezo-diamino pimelinsavat
tartalmaz. A DNS G + C tartalma 42,9 mol %.

A tipustorzset (K1-5" = DSM 18675 = CCM 7447" = NCAIM B 002265") a Kele-
men-sz¢€k iiledékébdl izolaltak. A Kelemen-szék egy magyarorszagi kiilonlegesen sekély szi-

kes t0.
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VI. AZ ELERT EREDMENYEK OSSZEGZO MEGBESZELESE

Mikozben a kdrnyezet-mikrobioldgiai kutatd laboratoriumokban a legszofisztikusabb
nemtenyésztéses molekularis bioldgiai eljarasok alkalmazasaval kiséreljiik meg feltarni a
mikréba kozosségek diverzitasat, a kornyezetvédelmi, kornyezethigiéniai, kozegészségligyi
stb. hatdsagi és szolgaltatd laboratériumokban alkalmazott szabvanyos mikrobioldgiai eljara-
sok legnagyobb része tenyésztésen (csiraszdm becslésen) alapul. Megjegyezziik, hogy a klini-
kai mikrobiologiai laboratoriumok dontd részében is hihetetlen sebességgel nyernek teret a
nemtenyésztéses eljarasok a napi "rutinban” is. A kutat6 laboratériumokban alkalmazott mod-
szertan €s a hatosagi, ill. szolgaltatd laboratériumokban ,,szabvany szerint, vagy akkredital-
tan” végzett eljarasok kozott mindig is volt egyfajta kiilonbség. Fogalmazhatunk tgy is, hogy
a hivatalos laboratoriumokban alkalmazott eljarasok bizonyos késéssel kovették a kutatdsban
bevezetett és altalanossa valt jjdonsagokat. De talan soha nem volt ez a késés ilyen nagylép-
tékili, mint amit ma meg¢liink. Fel kell tenni ezért a kérdést, hogy mi lehet ennek az oka.

A mikrobiologidban ¢€s kiilonosen a kdrnyezethigiéne, kozegészségiigy teriiletén telje-
sen jogos kivanalom a maximalis megbizhatosagra vald torekvés, hiszen az emberi egészség a
tét. Eppen ezért kell elfogadni azt a késést, amit az eljarasok egyértelmii megbizhatosaganak
bebizonyosodésa, a szabvanyositashoz, validalashoz stb. sziikséges id6 indokol. Ma ugyanak-
kor a kornyezet-mikrobiolégusok jeles hanyada véli ugy, hogy a szabvanyos eljarasok bizo-
nyos részének az alkalmazasa - az eljarasok ma mar kozismert hibai, idéigénye miatt - na-
gyobb veszélyt, hibaforrast jelent, mint az 0j (molekularis) eljarasok - esetlegesen nem toké-
letesen bizonyitott megbizhatosagabdl eredo - veszélyek. Vagyis sokak véleménye szerint az
Uj eljarasok bevezetése mar-mar veszélyesen késik. Magam ugy vélem, hogy ezt a késést je-
lentds részben a nemtenyésztéses eljardsok hihetetlen sebességli fejlodése okozza. A moleku-
laris biologia a kémiai analitika ¢és az elektronika (szamitdstechnika) 0j eredményei
szinergikusan egymasba épiilve olyan sebességgel ontjak az ujabb ¢€s ijabb eljarasokat, hogy
megértésiik és alkalmazasuk még az e téren edzett kutatd felkésziiltségét is probara teszi.
Teljesen nyilvanvalé ugyanakkor, hogy hacsak nem bizonyosodik be egy kordbbi eljarasrol
javithatatlan hib4ja, kar elvetni a hasznos és értelmes informaciét adé hagyomanyos eljaraso-
kat.

A legelséként bemutatott kutatas esetében feltett kérdésre - kialakul-e az Ohaldszi-
Holt-Tiszaban rétegzettség - tokéletesen megvalaszol az a néhany MPN vizsgalat, amely ki-
egésziti a fizikai-kémiai méréseket. A vizsgalat kulcsa a precizen végzett rétegmintavétel:

Ugy kellett vizmintat venniink, hogy a lehetd legkevésbé keverjiik fel a vizet. E célra aut6
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ablakmoso szivattyubol alakitottunk ki megfelelden kicsi €s jo teljesitményli mintavevot. A
mikrobakozosségek Osszetétele tovabbi MPN tesztekkel nagyobb mélységben is megismer-
hetd lett volna (pl. nitratredukalé / denitrifikdld MPN, fermentalé, SRB, metilotrof MPN
meghatarozasok). Sajnos ezekre akkor nem volt lehetdségiink, de a rétegzettség kialakulasa-
val kapcsolatos kérdésiink megvalaszoldsaban nem is adtak volna lényegesen tobb informa-
ciot, legfeljebb megerdsitik az egyes kemoklineket. Tobblet informaciét adhatott volna a ter-
meld szervezetek élettani csoportjainak nagyobb mélységli megismerése. Az MPN technika
ebben viszont nem segithet. Az egyes rétegekbdl vett vizmintdk membransziiron koncentralt
sejtanyaganak megfeleld kivonatara alapozott fotoszintetikus pigment kemotaxonémiai elem-
z¢€s, vagy akar a citometrids elemzés a szakirodalombol ismert (Brotas és Plante-Cuny, 2003;
Cottrell és mtsai, 2006), ma mar meglehetdsen gyakran alkalmazott eljaras. A foto(auto)trof
szervezetek korében a ,,plate count anomaly” mértéke, ill. pontosabban fogalmazva a te-
nyésztésbe vont és pontosan ismert szervezetek kore a ,,morfospécieszekhez” viszonyitva ele-
nyész0 (pl. eukaridta algdk, cianobaktériumok). Kiilondsen kevés fajt ismeriink az anerdb
(anoxigénikus) fototrofok csoportjaibol. Igaz, esetiikben a morfologia sem segit nagyon sokat.
Megjegyezziik, hogy mas fotikus él6helyek mintainak teljes nukleinsav kivondson alapuld
vizsgalataban ma mar gyakorta nyeriink fototr6f kloncsoportokat, filospécieszeket, zémmel az
ismert fajok nagyon tavoli, nemtenyésztett rokonait.

A kornyezeti mikrobioldgidban - a kutatdsi feladat fiiggvényében - de ma is kelld
mélységii és adekvat informaciot adhat az élettani csoportok tenyésztésére alapuld6 MPN tech-
nikdk eredménye, amely bizonyos esetekben nukleinsav alapu eljarasokkal még csak nem is
feltétlen helyettesithetd. Pl. a denitrifikdlo csiraszam, SRB csiraszam molekularis technikén
alapul6 becslésre csak nagyon bonyolultan végezhetd el. E ,,polifiletikus” csoportokban még
az egész csoportot atfogd funkcidogén sem all rendelkezésiinkre. Tudomasul kell venniink
ugyanakkor, hogy az MPN eljarasokkal kapott eredmények értékelése soran gyakorta fogunk
az alkalmazott technikdval megvalaszolhatatlan, nagyobb mélységben feltarhatatlan tertile-
tekre bukkanni. A mérd-szolgaltatd laboratérium tudomasul veszi az alkalmazott eljaras kor-
latait, a kutato laboratoriumban megprobalunk tovabb 1épni és mas, adekvat modszerekkel
kozelebb jutni a feltaratlan kérdések megoldasahoz.

A tenyésztésre alapozott eljarasok és a nemtenyésztéses kozosségi nukleinsav kivona-
son alapul6 technikdk segitségével nyerhetd kornyezeti mikrobiologiai informacidé mélységét
elemeztiik masodik példankban. A gyékény rizoplan vizsgalata soran is kritikus kérdés a
mintavétel. A rizoplan mikrobidta izoldldsanak modszerét Szabd (1974) munkdja nyoman

hataroztuk meg, az alkalmazott technika szinte szabvanyositott mintavételt jelentett. A minta-
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feldolgozas soran a tenyésztéses eljarasokban - rutinszertien, mintegy ,,gondolkodas nélkiil” -
az aerob mintafeldolgozast, inkubalast valasztottuk. Az obligat anaerob szervezetek jo része
igy mar a minta feldolgozasa sordn az O, mérgezd hatasa miatt elpusztulhat. Alapvetden csak
lelkiismeretiinket nyugtatjuk meg azzal az érveléssel, hogy a gyokér - az aerenhima miatt -
aerob kornyezet, €s az oxigén még a feliiletét borito talajréteget is aeralja. Vagyis a rizoplan
alapvetden aerdb élohely. A redox festékek alkalmazasaval (Gregory és Hinsinger, 1999), ill.
legutobb mikroeletrodak bevetésével végzett vizsgalatok ezt az érvelést nem tdmasztjak ald. A
gyokérfeliilet, s6t a gyokér (aktiv) szallitd szovetektdl tavolabb esd részei is lapi novények
esetében a nap egy részében feltétlen anaerobba valnak. A gyokér-talaj hatarfeliileten akar -
300 mV redox [elektrod] potencial érték (H referencia elektrdd) is jellemz6 lehet (Nikolausz
¢és mtsai, 2008). Vagyis a rizoplan baktériumkozosségek elemzésénél ugyanolyan 1étjogosult-
sdga van a teljesen anaerdb mintafeldolgozasnak és inkubalasnak is, mint az aerébnak! A vo-
natkoz6 szakirodalomban csak az utdbbi években és csekély szamban talalhatunk erre példat
(Gossner ¢s mtsai, 2006; Vladar és mtsai, 2008).

A tenyésztéses eljaras kovetkezo kritikus 1épése a taptalaj Gsszetételének és koncentra-
ci6 viszonyainak megvalasztasa. Talan a legjobb valasztas a vizsgalt kdzeg kivonatanak, mint
egy altalanos, az ¢léhelyre jellemzO szervesanyag ,.koktélnak™ a tapkodzegbe inkorporalasa.
Mi tézeg kivonatot valasztottunk a gyékény rizoma jellemzd kémiai alkatelemeivel (kemé-
nyit6, oligopeptidek) kiegészitve. Altalanossagban is elmondhatjuk, hogy a minta-kozeg ki-
vonatanak bizonyos koncentracidban a taptalajba vonasa a lemezelhetd mikrobak szamat je-
lentdsen noveli (Olsen és Bakken, 1987). Ugyanakkor az is tény, hogy az ilyen tapagar leme-
zekrdl izolalt mikroorganizmusok szokatlanul nagy hanyada pusztul el a fenntartas els6 1do-
szakaban (akar 80-90 %-uk is). A tapkdzegek szerves elektrondonor koncentracidja dsszesseé-
gében 5-10 g L™ nagysagrendii szokott lenni (pl. huspepton agarok, B taptalaj, véres agar). Az
elektrondonorok ilyen hozzaférhetd koncentracidban csupan kevés kornyezeti mintaban jel-
lemzok, beleértve a gyékény rizoplant is. Ha ennek csak tizedét, vagy huszadat alkalmazzuk
(Balkwill és Ghiorse, 1985; Connon és mtsai, 2002) a tapkozegben, maris zomében mas
»diverzitast” tudunk tenyészteni.

A teljes DNS kivonéson alapul6 filospéciesz meghatarozds modszere az eldzdekben
ismertetett tapkozeg-valasztasi gondokkal nem szembesit. Amint azt az eredmények mutatjak,
a tenyésztéssel nyert zomében obligat aerdb, vagy fakultativ anaerdb 1€gzd szervezetekkel
szemben a 16S rDNS alapt filospéciesz elemzésben legnagyobbrészt anaerdb baktériumok
dominaltak. A taptalaj altal kivalogatott kemoorgano-heterotrof eukarbofil mikrobak mellett a

nemtenyésztéses technikdval kemolitotrof autotrofokat is kimutattunk. A ,két diverzitas”
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azonban egyetlen kozds fajt sem tartalmazott. Miért? A legelsd, ami esziinkbe 6tlik, hogy a
DNS kivonas soran a Gram-pozitiv endosporaképz6 Bacillus sejtek nem tarultak fel, foként az
extrém rezisztens endosporak DNS-ét taldn nem tudtuk kivonni. Taldltunk ugyanakkor a
klénok kozott sporas szulfatredukalot, de aktinobaktériumokat is. Az elébbi endosporat, mig
az utobbiak artrosporat képeznek. Nem tudhatjuk persze, hogy esetiikben vegetativ sejtekbdl,
vagy kitartd képletekbdl vontuk-e ki a nukleinsavat. Azt mindenesetre valosziniisiti e tény,
hogy vegetativ Bacillus sejteknek fel kellett nyilniuk az alkalmazott sejtfeltaro koriilmények
kozott.

Szemben a taptalajok és a tenyésztési koriilmények - sok évtizedes tapasztalat alap-
jan - talan megbecsiilhetd, elére lathatd szelektivitdsaval, a PCR preferencidlis
parhuzamosan végzett komposzt mikrobioldgiai elemzéseink soran pl. a komposztokban te-
nyésztéssel jellemzoként kimutatott termofil monosporas aktinobaktériumokat a kozosségi
DNS klonkdnyvtarakban nem talaltuk meg (pl. Thermobifida spp.). Még olyan esetekben sem
talaltuk meg, amikor komposztmintdinkat helyenként porszerii fehéres bevonatként szabad
szemmel is lathatéan boritotta az aktinobaktériumok sporatomege (Székely és mtsai, 2008).
Ez esetben a PCR primerek ,,in silico” ellendrzése (megvizsgaltuk, hogy az RDP adatbazisban
a primerek hany 16S rRNS bazissorrenddel hibridizalnak illeszkedési hiba nélkiil, vagy 1, ill.
2 illeszkedési hibaval) nyilvanvalova tette, hogy az aktinobaktériumok miért nem voltak
megtalalhatok a klonkonyvtarban: a forvard primeriink e szervezetek zome esetében 1-2 il-
leszkedési hibat mutatott. A gyékény rizoplan baktériumkozosségének vizsgalatdban az alta-
lunk alkalmazott reverz primer illeszkedési hibaja oka lehetett a Bacillus fajokkal szembeni
szelektivitasnak. Nagyon santa analdgiaval azt mondhatjuk, hogy a tenyésztés esetén a tapta-
lajok jol ismert szelektivitasa helyébe a kozdsségi nukleinsav alapu vizsgalatoknal a PCR
primerek szelektivitasa 1ép. Ez utdbbit azonban ma még csak kevéssé ismerjiik, kevéssé tud-
juk a hatasat megbecsiilni. Természetesen mar leirt fajok, jol ismert taxonok vizsgalata esetén
az RDP adatbézisban in-silico eldre elvégzett primer illesztés segitségével, vagy célzottan ter-
vezett pontosan illeszkedd primerek hasznalataval ez a gond megoldhaté. Hangsulyozni kell,
hogy az eleddig még ismeretlen diverzitas feltarasaban ez az eljards nem johet szoba. Aho-
gyan azt a preferencidlis PCR elemzése soran javasoltuk, a megoldast tobb kiilonb6zo
primerpar, enzim modszer alkalmazasa jelentheti.

A teljes RNS kivondsra alapozott filospéciesz vizsgélat legnagyobb meglepetésiinkre
egy ,.harmadik diverzitast” adott. Ez esetben csak konnyen tenyészthetd baktériumok RNS-ét

mutattuk ki, méghozza az atlagos novények gyokérkorzetében a tenyésztéses eljarasok szerint
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egyébként kozonségesen jellemzd Pseudomonas dominanciaval. Oszi mintdinkban az
Acinetobacter fajok jellegzetes el6fordulasa is egybeesett a tenyésztés eredményével. A ko-
z0sségi reverz transzkripcid - bar ma mar rendelkezésiinkre allnak ,,elfogadott” kitek erre a
célra - torzitasat becsiilni sem tudjuk. Modellkisérletek e téren - tudomasunk szerint - még
nem torténtek. Tény, hogy rRNS-bdl egy-egy aktiv anyagcserét folytatd sejtben joval tobb
van, mint az 1-10 koépidban jellemz6 rDNS-bdl. Egy RNS alapu filospéciesz kimutatd mod-
szer emiatt elvben 10°-10* nagysagrenddel érzékenyebb, mint a DNS alapu eljaras (ha felté-
telezziik, hogy a reverz transzkripcié minden RNS molekuldt cDNS-s¢ konvertal). Ennek el-
lenére nem valodszinii, hogy vizsgalatunkban az eddig lathatatlan, minor fajokat tartuk volna
fel. Ennek ellentmond a kloroplasztisz RNS-ek hianya is a klénok kozott. Az is feltind még,
hogy egynéhany Nocardioides simplex klon kivételével csupa Gram-negativ szervezetet tud-
tunk detektalni.

A sejtfeltaras és az RNS kinyerés hibajat talan elvethetjiik, hiszen volt eset, hogy
ugyanazt a mintat dolgoztuk fel DNS és RNS szinten. Igaz, hogy az RNS-ek stabilitasa sokkal
csekélyebb, mint a DNS-¢é (Alm és Stahl, 2000). Az alkalmazott eljarasban ezt azonban fi-
gyelembe vettiik. A megoldast talan az rRNS-ek G + C moélardnydnak kiilonbségeiben és a
16S rRNS-ek eltéré masodlagos és harmadlagos szerkezetében kereshetjiikk. Az e teriileten
felmeriilt kérdések megoldasa még varat magara.

A gyékény rizoplan harom (illetve a metanogén szervezetek vizsgalataval egyiitt négy)
,,Kilonbozd diverzitasanak™ egylittes értelmezésével jutunk a legkdzelebb a kdzosségi anyag-
csere megértéséhez. Latnunk kell azonban, hogy a nemtenyésztéses eljaras sokszorta ssze-
tettebb és valosaghiibb képet ad a mikroba-kozosségekrdl, mint a tenyésztéses. Meggy6zodé-
sem ennek ellenére, hogy a kiillonbozd tenyésztéses és nemtenyésztéses eljarasok tag spekt-
rumanak egyiittes alkalmazéasa adhatja az altalanos kdrnyezet-mikrobioldgiai diverzitas vizs-
galatok esetében az elemzett é16hely ,,legnagyobb felbontasu képét”.

Udité példa e tekintetben az antarktiszi Vosztok-td évezredek ota jéggel boritott vizé-
nek, jég-viz hatarfeliileten kialakult "biofilmjeinek" vizsgalata. A nemzetkdzi Gsszefogassal
végzett elemzésben a legkiilonbozdbb tenyésztéses és nemtenyésztéses technikakat egyiittesen
alkalmazzak. Kétségtelen, hogy a hihetetleniil nagy er6forrasokat koncentraldé munka te-
nyésztéses eredményeinek a zOme a mintavételt kovetden 5-10 évvel kezdett megjelenni
(Christner és mtsai, 2001). Teljesen mas megkozelitést alkalmaz Craig Venter dceankutatd
programja. Nem tenyésztenek, viszont a vizmintdkbol kinyert DNS-t a lehetd legnagyobb
aranyban - BAC klonokra alapozva - bazissorrend elemzésnek vetik ala (metagenome

sequencing). Az eredmény egy szinte 90 %-ban ismeretlen vilagot tar elénk. Annak ellenére,
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hogy a fajdiverzités szinte ismeretlen marad (csak 1j filospécieszek sokasagat észlelik), a ko-
zOsségi anyagcesere sok aspektusa feltarul (Yooseph és mtsai, 2007) a DNS bazissorrendekben
kimutatott egyes gének funkciondlis homologjainak keresése, ill. észlelése révén. Az eredmé-
nyeket a mintavételt kovetd fél-egy évvel mar publikalni kezdték. Vagyis — kell6 bazissorrend
elemzési kapacitast feltételezve — a kozosségi 16S rDNS alapu filospéciesz diverzitas elemzés
nagyon gyors technika.

A szamunkra rendelkezésre all6 anyagi lehetdségeket - azt gondolom - 100 %-ig
kihasznéalva a gyékény rizoplan mikroba kozosség nagy mélységli funkcionalis megismerése
valt lehetové. Mégis, akar a gyékény rizoplan vizsgalatat, akar a két ,,nagy projekt” példajat
nézzik, valojaban egyetlen minta, vagy egynéhany fliggetlen minta nagy mélységili vizsgalatat
végeztiik - végezték el, mintegy pillanatfelvételt adva egy éldhelyrdl. A vizsgélatok az adott
¢l6helyrdl sem id6-, sem pedig térbeli skalan nem adnak informaciot. A gyékénynél maradva
némi bepillantast nyertiink a nyari és dszi rizoplan mikrobidta kiilonbségébe. Kelld szamu is-
métlés hijan nem tudhatjuk, hogy a detektalt valtozas tényleg a novény megvaltozott anyag-
cseréjével fiigg-e ssze, vagy valami mas, szamunkra ismeretlen ok van a hattérben. Es hol
van akkor még a napszakos véltozasok nyomon kovetése. A térbeli heterogenitast illetéen
munkank azt példazza, hogy nem tudtuk elkiiloniteni az aerob és anaerob mikrokornyezeteket.
Taldn nem is valaszthato szét (Johnson és mtsai, 1997). De feltehetjiik a kérdést, hogy vajon a
gyoOkércsucs és az attdl 3 - 5 cm-re levo fiatal gyokérfelszin mikrobidtaja azonos-e. Feltehe-
téen nem valaszolunk rosszul, ha azt mondjuk, hogy nem.

Térben és idoben nagyszamu minta elemzésében segitenek az ujjlenyomat eljarasok.
Nagyon kis térfogatii minta esetében a nukleinsavakra alapozott moédszerek alkalmazhatok.
Legalabb 1 -5 g minta vételének lehetdsége megnyitja az utat a kemotaxondmiai markerek
elemzésének. Amint a kelld gyakorisaggal felvett alloképek gyors levetitésével mozgoképet
kapunk, az egymast kovetd ujjlenyomat vizsgdlatok eredményeinek értelmezésével is a
mikréba kozosségek tér - idébeli dinamikus valtozasat tarhatjuk fel. Hangsulyozni kell, hogy
az ujjlenyomat technikdk a kdrnyezeti mikrobioldgiaban hasznalt kémiai paramétereknél sok-
szorta nagyobb mélységli betekintést tesznek lehetdveé egy - egy €l6hely miikodésébe, hiszen
kozvetlen informaciot adnak a filotipusok mennyiségi, ill. aktivitasbeli valtozasairol, még ha
fajokat nem is mindig tudunk megnevezni.

Az ujjlenyomat eljarasok kiilondsen hasznosak az alkalmazott mikrobiologiai problé-
mak megoldasaban. Harom példat mutattunk be az eredmények fejezetben. Mindharom eset-
ben nagyszdmu mintaval dolgoztunk és - egy esetben feltétlen - az id0 szoritasaban is. Raada-

sul akar az iszaprothasztd, akar a nitrifikalo rendszert tekintjiik, a kulcsszervezetek tenyész-
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tése nem, vagy csak nagyon nehezen oldhato meg. Bar az ELTE Mikrobiologiai Tanszékén
rendelkeziink anaerdb tenyésztd rendszerrel, a PRAS (pre-reduced, anaerobically sterilized)
tapkozegek eldallitasa felszerelés és munkaigényes, és a metanogének egyszeri ,,lemezelése”
még az anaerob rendszerben sem oldhaté meg. Tiszta tenyészeteik eldallitasdban a hatarhigi-
tasos tapleves technika lenne alkalmazhato, sok kiilonb6zo tapkozeggel.

A nitifikalok tenyésztése, noha aerob koriilmények kozott zajlik, hasonldan bonyolult.
A kemolitotrof autotréfok csak szerves anyag mentes levesben, vagy szilikagél kdzegen te-
nyészthetok. Sajat korabbi dunai vizsgélataink (Salem, 1997) eredménye rdadéasul azt mutatta,
hogy a kétévi munkéval nyert 30 torzs zome (kétharmada) oligokarbofil, vagy H, autotrof fa-
kultativ nitrifikaldo volt (pl. Xanthomonas fajok, Hyphomicrobium zavarzinii, és egy Uj
Hyphomicrobium faj). llyen esetekben tehdt a mintaszdm és a tenyésztés okozta nehézségek
athidalasara idedlis megoldas az ujjlenyomat eljarasok alkalmazasa.

Az iszaprothasztdé mikroba kozosségeinek feltarasa kapcsan Magyarorszagon elsdként
tudtuk a metanogén Archaea kozosség Osszetételének valtozasat kimutatni a reaktorhOmér-
séklet valtoztatasa hatdsara. A reaktorok jellemzésére alkalmazott kémiai paraméterek valto-
zasait a kozosségi dinamika atalakuldsa pontosan megmagyarazta. A rothasztd, mint fekete
doboz, feltarult az alkalmazott molekularis technikdk segitségével. Kiilonosen érdekes
latnunk a kozosségi DNS és RNS alapu filospéciesz mintdzatok kiilonbségeit. Nyilvanvalova
valt, hogy az RNS filospéciesz mintazat érzékenyebb, gyorsabb indikatora a torténéseknek
jelenlét/aktivitas (DNS/RNS) kiilonbségeit. Nagyon jol egészitette ki a nem nukleinsav alapu
ujjlenyomat vizsgalat a rendszer miikodésérdl nyert ismereteket. Ez is megerdsiti azt a véle-
ményt, hogy a kiilonbdz6 nemtenyésztéses technikak kombindldsa atfogobb képet ad a kozds-
ségszervezOdésrol. A rothasztd tenyésztéses technikékkal torténd hasonlo 1éptékii, mélységii
vizsgélata megoldhatatlan feladat. Felhivom a figyelmet arra a mar a gyékény rizoplan vizs-
galatanal tapasztalt tényre, hogy a feltart mikrobialis diverzitds nagy része eleddig még te-
nyésztésbe nem vont szervezetekbdl tevddott dssze.

A rothasztott iszap csurgaléklé kezelésére épitett kisérleti nitrifikdcids rendszer
jellemzésére végzett vizsgalatok az el6z6 munkak fényében - elsé pillantasra - csak az elem-
zett mikrébak (a nitrifikalok) tekintetében kiilonboznek. Lényeges kiilonbséget jelent azonban
az, hogy az ammonia oxidalok kozosségeinek valtozasat nem a 16S rDNS alapjan mutattuk
ki, hanem egy funkciogén filogenetikai elemzésére alapozva. Az ammonia-monooxigenaz en-
zim, amely az ammonia oxidacid legelsé 1épését katalizalja e filogenetikailag homogén cso-

portban, egyedi és tobb vizsgalat fényében is a csoporttal egyiitt evolvalodott (Rotthauwe és
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mtsai, 1997). Vagyis az AmoA ¢és a 16S rDNS koevolucids rendszere az ammonia oxidalok
esetében lehetdvé tette, hogy az AmoA-t mind funkcid, mind pedig faji affilidcio tekintetében
értékeljiik. Tobb hasonld nagyobb ¢élettani csoportokra jellemzd funkciogént is ismeriink (pl. a
metanogének metil-koenzimM-reduktdza; az autotréf pro- és eukariotak tobb csoportjaban a
ribuldz-biszfoszfat-karboxilaz), azonban pont az autotrof nitrifikalok masik csoportja (a nitrit
oxidalok) esetében ez a lehetdség nem all rendelkezésiinkre.

Az Un. funkcidgének felhasznalasa a nemtenyésztéses molekuldris vizsgélatokban a
taxonspecifikus (16S rDNS alapu) megkozelités mellett, ill. helyett 1ényeges eldrelépést jelent
a koz0sségi anyagcesere megismerésében. Ez esetben ugyanis nem a filogenetikai hovatartozas
alapjan kovetkeztetiink a lehetséges anyagcserére, hanem pontosan az elemzett anyagcsere
folyamat (esetiinkben nitrifikacid) kulcsenzimének géndiverzitdsat mutatjuk ki és a kérdéses
anyagcsere egyes genotipusaihoz rendeljiik hozz4 a fajt. A funkcidégén diverzitas vizsgalata
taxonomiai tekintetben tdg és nagyon szlik csoportokat is felolelhet. Az elsére jO példa
metanogének polifiletikus egylittese, mig az utobbira akar az autotr6f ammonia oxidalok kore
is példa lehet. E csoportbol csak nagyon kevés fajt irtak le eddig (6sszesen 15-6t). Sajat mun-
kaink korébdl kiemelném még a BTEX vegyiiletek lebontasaban kulcsenzim katekol-1,2-
catA gén alapt Rhodococcus identifikacid lehetdségének bemutatasat (Téancsics és mitsai,
2008). Egy nemzetség par fajanak gyors pontos kimutatasat teszi lehetévé a funkcio6 oldalarol.

A funkcidgének vizsgalata a nemtenyésztéses eljarasok egy olyan 0jabb iranyzatat
jelentik, amelyik segitségével egyes kornyezetek kozosségi anyagcseréjébe latunk bele a te-
nyésztésen alapulo eljarasokkal nem, vagy csak nagyon hosszasan kivitelezhetd kozvetett
moédon. Megjegyezziik, hogy ilyen elemzések elvégzésénél kiilondsen is figyelni kell a hori-
zontalis géntranszfer lehetdsége miatt a kérdéses genetikai informécio elhelyezkedésére, mo-
bilitasara.

A parti szlrés elemzésével csupan azt kivantuk demonstralni, hogy (a megbizés
furcsasagai kovetkeztében rendelkezésre allo) nagyon rovid id6 alatt (2007. szeptember 15 -
december 15.) milyen részletes képet alkothattunk a kutviz mindségének meghatarozasaban
kritikus kavics-biofilm mikroba kozdsségérol. (A kutatds eredményeként valaszt tudunk adni
egyébként a viztechnoldgus - € munkaban nem targyalt - olyan kérdéseire, hogy pl. csokkend
1voviz igény esetén érdemes-e kutakat teljesen ledllitani, vagy csak a kitermelt viz mennyisé-
gét kell csokkenteni; a tisztitds, javitds utdn Ujra lizembe allitott kat vizét mikor érde-

mes/szabad a halozatba taplalni?). Itt is felhivom a figyelmet arra, hogy egy ilyen t6bbszor,
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nagyon sokak altal vizsgalt, ,,hétkdznapi” kornyezetben a filospéciesz identifikacidé megint 1j
fajok tomkelegét valosziniisitette.

Az el6zdekben bemutatott és értékelt eredmények feltehetden mindenkit meggydztek a
nemtenyésztéses eljarasok hasznardl a kornyezeti mikrobiologiai feladatok esetében. A mod-
szerek elterjedésének - amint azt mar tobbszor emlitettem - mégis egyik 1ényeges gatjat jelenti
az egyes technikak megbizhatdésaganak, hibainak viszonylagos ismeretlensége, szemben a te-
nyésztésre alapuld metodikaéval. A nemtenyésztéses eljarasok mikroba kozosségek elemzé-
sére torténd felhasznaldsanak alapvetd - elvi - korlatjat jelenti, hogy eredetileg taxon, vagy
génspecifikus eljarasokat kisérliink meg megfelelé6 modositasokkal ,,fekete dobozok™ feltara-
saban alkalmazni. A PCR optimalas technikdjat pl. vegyes nukleinsav allomanybol 1-2 gén-
szakasz szaporitasara kisérletezték ki. Hasonloképpen a T-RFLP, vagy DGGE stb. eljarasok
esetében eldzbleg nagy mélységben elemzett és jellemzett rendszerek - altaldban elére megjo-
solhat6 - valtozasait kovetik (pl. mutacid elemzés, baktériumfert6zések diagnosztikaja). A
molekuléris klénozas technikéjat tgyszintén egy-egy gén szaporitasara, kifejezésére dolgoz-
tak ki. Emiatt nyilvanvald, hogy a kozosségi nukleinsav elemzési eljarasokban a mddszerek
nem minden esetben az elvart médon mitkodnek. Munkdink soran mi magunk is szembesiil-
tiink ezeknek az eljarasoknak a hibaival, ezért azutdn a nemtenyésztéses eljarasok technolo-
giai sorrendjének megfelelden haladva gorcsé ald vettilk az egyes folyamatokat: PCR, T-
RFLP, DGGE. Megjegyzem, hogy a klonozas hibaival kapcsolatos vizsgalataink eredményeit
is hamarosan kozoljiikk. A bemutatott (alkalmazott) kérnyezeti mikrobiologiai elemzésekben
természetesen mar figyelembe vettiik a dolgozatban bemutatott eredményeket.

A nemtenyésztéses kornyezeti mikrobioldgiai vizsgald eljarasokrol tobb kézikonyv je-
lent mar meg, igen neves szerzok tollabol. Sajnalattal kell megéllapitanunk, hogy e munkak
nem sok figyelmet forditanak az eljarasok alapvetd hibainak ismertetésére. A teriiletre vonat-
kozo6 informacidtomeg nagyon gyors valtozasan til feltehetden azért, mert a hibak egy jo ré-
sze akar kifejezetten miiszer specifikus. A technikai eszkozok validalasanak is teljesen 1j
modszereit kell kifejleszteni az 4ltalanos alkalmazhatosaghoz. E munkak mar megindultak és
a hagyomanyos, valamint a nemtenyésztéses eljarasok nagy vizsgalatszammal torténd parhu-
zamos alkalmazésa a molekularis technikak elterjedését segitheti (Felfoldi és mtsai, 2008).

A nemtenyésztéses diverzitas-vizsgalatok eredményeként egyre tobbszor kapunk a
tudomanyra nézve ismeretlen filospécieszeket. Sok esetben a kdrnyezeti mikrobioldgiai ku-
tatomunkéanak mara gatjava valt az ismert fajok hidnya. Ahogyan a dolgozat szakirodalmi at-
tekintésében irtam 5498 hivatalosan leirt faj (amelynek tipustorzse gyljteményekben

elérhetd) all szemben a becsiilt 1 millionyi ismeretlennel (8. lap). Kulcsfontossagu lenne
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minél tobb 1j fajt leirni, anyagcsere képességeiket ,,autokologiai vizsgalatokban megismerni.
Az eredmények kozott ezért mutatok be egy legutobb végzett polifazikus fajleirast. (Borsodi
¢s mtsai, 2008). Az 10 fajok leirasa és pontos laboratdriumi vizsgalata teszi lehetévé, hogy
kornyezetiink rejtett eroforrasait minél teljesebben megismerjiik €s a tarsadalom szolgalataba
allithassuk.

Pusztan az International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology folyo-
irat évrdl évre gyarapodo cikkszama is jelzi a terlileten megindult munkat. Jogosan vethetd fel
azonban a kérdés, hogy meddig tarthatok meg a fajleirassal kapcsolatban 1980-ban (Skerman
¢s mtsai, 1980) kotelezové tett elvek. Kiilondsen is lehet-e mondjuk 1 millio faj, fajonként
csak atlagosan 10-10 torzsét (10 millid torzstenyészet) torzsgylijteményekben fenntartani és
egyaltalan sziikséges-e? A valaszt tobb iranyban is keresik. A kutatok egy része amellett tor
landzsat, hogy csak a ,.torténelemformald” fajokat (pl. tifusz, sorélesztd, Thermus aquaticus)
kellene a gytijteményekben fenntartani. Persze ki gondolta 1969-ben, hogy ez a Gram-negativ
szervezet 20 - 30 év mulva milyen fontossa valik a molekuléris bioldgiaban? A kutatok masik
»arhivaljuk”, a fenotipus a kornyezeti génkészletekre alapozva barmikor rekonstrualhato lesz.

»Brave new world” ... of system biology.
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VIL. OSSZEFOGLALAS

,» 1e nagy konyhadba helyzéd embered,
S elnézed néki, hogy kontarkodik,
Kotyvaszt, s magat Istennek képzeli.”
(Madach Imre: Az ember tragédidja)

A nemtenyésztéses diverzitasvizsgaldé molekularis eljarasok 1980-90-es évektdl kez-
doédo kidolgozasa €s elterjedése a kornyezeti mikrobioldgia robbandsszeri fejlodését tette le-
hetévé. Az Eotvos Egyetem Mikrobioldgiai Tanszékén lehetdségilink volt - némi késéssel, - de
adaptalni, alkalmazni és tovabb is fejleszteni ezeket az eljarasokat és mara felszereltségben
Nyugat-europai és amerikai laboratoriumok szintjére fejlédni, még ha (anyagi) lehetéségeink
sok téren sziikebbek is ezen intézményekénél (pl. elemzett bazisszam terén). Taldn nem tulzés
ugy fogalmaznom, hogy hazankban a molekularis diverzitdselemzd vizsgélatok legtigabb
skalajat alkalmazva végziink kornyezeti bakterioldgiai alap és alkalmazott kutatdsokat. A
disszertacioban bemutatom azt a fejlédést, amelyet a kornyezeti bakteriologia a diverzitas
kutatdsban a tenyésztésre alapozott csiraszambecsléses eljardsok alkalmazasatol a
nemtenyésztéses modszerek kiilonbozd felbontast technikéival nyert adatgyiijtésig bejart. A
molekularis eszkoztar hasznanak kritikus elemzését adom a legtagabban értelmezett kiilonféle
magyarorszagi vizes €lohelyek biodiverzitdsanak feltarasa alapjan. Az ELTE Mikrobiologiai
Tanszék kornyezeti bakteriologiai kutatasai soran alkalmaztuk hazankban eldszor a teljes kor-
nyezeti nukleinsav kivonasra (DNS / RNS) épiil6 filospéciesz diverzitds meghatarozast. Elso-
ként hasznaltuk a kornyezeti mikrobioldgiai diverzitaskutatdsban a DGGE ¢és a T-RFLP ujjle-
nyomat eljarasokat, valamint a kdzosségi lipid profil elemzéseket is. Az évek soran kialakult
egy, a polifazikus elvet vallo baktérium taxonémiai miithely.

A tenyésztésre alapozott hagyomanyos csiraszdmbecslési eljarasokkal nyerhetd
bakterialis diverzitasadatok hasznat az Ohalaszi-Holt-Tisza esetében vizsgaltuk. Kimutattuk a
viztest nyari és téli (jég alatti) rétegzettségének kialakuldsat, az epi- és hipolimnion eltérd
baktériumkozosségeit, amelyek a rétegzodés jellegzetes vizkémiai paramétereit 1étrehozzak.
Réamutattunk az alkalmazott mikrobiologiai eljarasok korlataira.

A pangovizes teriileteken jellemzd keskenylevelii gyékény rizoplan baktériumkdzossé-
geit (tenyésztéssel €s izolalassal nyert) torzsek vizsgalatara alapozva és teljes nukleinsav ki-
vonasra ¢épiilé diverzitasvizsgalattal is elemeztiilk. A tenyésztés, a DNS és az RNS alapu
elemzés ,,harom kiilonb6z6 diverzitast” eredményezett. A vizsgalt él6hely valos diverzitasi és

kozosségi anyagcsere viszonyait nagy mélységben a nemtenyésztéses eljarasokkal tarhattuk
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fel. Megallapitottuk, hogy tobb technika parhuzamos alkalmazésaval, és elsdsorban a mole-
kuléris eljarasok ésszeri bovitésével (pl. tobb ,,univerzalis” primer hasznalata) a rizoplan
gradiensterének finomszerkezete is megismerhetd.

A molekularis ujjlenyomat eljarasok segitségével - relative koltségkimélé modon - ro-
vid 1d0 alatt térben €s id6ben eltérdé mintak sokasaga elemezhetd. A metodika hasznat alkal-
mazott bakteriolégiai munkdkban mutattuk be. Egy szennyviziszap rothaszt6 Bacteria és
Archaea kozosségeinek elemzése megmutatta a teljes kornyezeti DNS, ill. RNS kivonasra
alapozott vizsgalatok eltérd hasznat. Az RNS alapu filospéciesz elemzéssel a mintavétel pilla-
natdban aktiv baktériumokat detektaljuk, mig DNS alapon a kozeg fajkészletérdl kapunk in-
formaciot. A kozosségi lipid profil analizisek a kozosségben a legnagyobb aktiv sejttomeggel
jelenlévdé mikroorganizmusok élettani csoportjainak a feltdrdsara nytjtanak lehetséget. Egy
kisérleti nitrifikadld rendszer elemzésével tovabba, a filogenetikai informaciot is tartalmazo
"funkcidogének" (esetliinkben az AmoA) vizsgalatanak fontossagara hivtuk fel a figyelmet.

A parti szirésért felelés Dunai biofilmek baktériumkozosségeinek elemzésével
demonstraltuk, hogy a molekularis eljarasok célszerli megvalasztasaval a kutatasra rendelke-
zésre allo igen rovid id6 alatt (hadrom honap) -sok minta elemzésére alapozva- a
kozosségekrol korabban elképzelhetetlen mélységli informéacio nyerhetd.

Mig a tenyésztéses eljarasok hibai, hidnyossagai kozismertek, a nemtenyésztéses
technikak torzitasait csak most tarjuk/jak fel. A kozosségi PCR modellezésével bizonyitottuk
a primer illeszkedési problémak kozosségszerkezet torzitd hatasat. A primerkotddési hofok és
a ciklusszam, valamint az egyes baktériumok genomi tulajdonsagainak elemzésére alapozva
ajanlasokat fogalmaztunk meg a kozosségi (multitemplat) PCR tervezéséhez. Az ajanlasok
hasznossagat rizoplan mintak elemzésére alapozva igazoltuk.

A nemtenyésztéses ujjlenyomat eljarasok korébdl a DGGE-t elemeztiik mélyebben.
Munkank eredménye ramutatott, hogy a denaturaléd gradiens gélelektroforézisben a savminta-
zat kialakulasa nagyon komplex folyamat. Az egyes savokbdl torténd DNS izoléalasra alapo-
zott filospéciesz meghatarozas eredményét csak parhuzamosan végzett tovabbi elemzésekkel
megerdsitve szabad dominans kdzosségalkoto fajként megnevezni.

Az ELTE Mikrobioldgiai Tanszéken végzett taxondémiai munka eredményét egy egész
sorozat Uj faj leirasa jelzi. A Bacillus aurantiacus-t a modern polifazikus szisztematikai elv
szem eldtt tartdsaval determindltuk. A természet bioldgiai-mikrobioldgiai erdforrdsainak
megismerése ¢s felhasznaldsa az 1j fajok tiszta tenyészeteinek genetikai és Okofizioldgiai
elemzésére alapozva, valamint kornyezeti el6fordulasuk, technologiai szerepiikk molekularis

eszkozokre alapozott mély feltarasaval torténhet.
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VIIL. ROVIDITESEK JEGYZEKE

16/ 18S rRNS / rDNS

ai-

AODC

ARB

ATCC
BLAST

ci-
DGGE
DSM

FISH
G+C%
GC
HPLC

IC
Kb

KOI
LB
Mb

a riboszoma kis alegységi RNS molekula, ill. az azt kédolo gén
prokariotakban / eukariotadkban

anteizo, zsirsavak szénlancaban, az utolsé el6tti masodik
szénatomon metil csoport talalhatd

acidine orange direct count, fluoreszcens festéssel torténd sejtszam-
lalas

a latin arbor = fa sz6bol, a Miincheni Miiszaki Egyetem nukleinsav
bazissorrendre épiil6 torzsfaszerkesztd programcsomagja

American Type Culture Collection

Basic Local Alignment Search Tool — fehérje aminosav sorrend, ill.
nukleinsav bazissorrend illesztésére, hasonlésagon alapuld
adatbazis keresésére szolgald program

bazispar = 1 nukleotidpar a DNS kettds spiralban, hasznaljak egy-
szalu nukleinsav 1-1 nukleotidjara is (pl. RNS esetén)

ciklopropil, zsirsavakban a szénlancban ciklopropil gytiri fordul el
denatural6 gradiens gélelektroforézis

DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH.

fluoreszcens in situ hibridizacid
a genom guanin + citozin, ill. adenin + timin bazis aranya
gas chromatography, gaz kromatografia

high performance liquid chromatography, nagyfelbontasu
(nagynyomast) folyadék kromatografia

1zo-, zsirsavak szénlancaban az utolsé el6tti szénatomon
metilcsoport talalhato

inorganic carbon, szervetlen szén

kilobazis = 1000 nukleotid

Michaelis allando, az enzimek szubsztrat affinitasanak jellemzdje
kémiai oxigénigény

Luria-Bertani agar, vagy leves (huskivonat - pepton tapkozeg)

megabazis = 10° nukleotid
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MPN

MS

NASBA

NCBI
OTU
PCR
Pg
PGPR

RDP
RWCS

SRB
SSC

Ssm

TAE
TBE
TC

TKE

TOC
T-RF
T-RFLP
TSA
UPGMA

UV-VIS

most probable number, hatarhigitassal megallapitott legvaldsziniibb
csiraszam

mass selective, molekulatomeg alapjan elkiilonité analitikai kémiai
eljaras

nucleic acid sequence based amplification, izotermalis nukleinsav
szaporito eljaras

National Center for Biotechnology Information, USA
operational taxonomic unit — szamitasba vont taxondmiai egység
polimerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

petagram = 10 g

plant growth promoting rhizobacterium, névényi ndvekedést
serkentd gyokérbaktérium

ribosomal database project, riboszomalis nukleinsav adatbézis

relative water column stability, a rétegzett vizoszlop stabilitasat jel-
lemz0 érték

sulfate reducing bacteria, szulfatredukald baktériumok
single saline citrate, DNS old6 puffer

simple matching similarity, hasonldsag szamitasi eljaras a csoport-
elemzésben

tris acetat EDTA puffer

tris borat EDTA puffer

total carbon, 0sszes szén

telepképzo egység

total nitrogén, sszes nitrogén

total organic carbon, dsszes szerves szén
terminalis restrikcios fragmens
terminalis restrikcios fragmens elemzés
tryptic soy agar, tripton-sz6ja agar

unveighed pair group method of arithmetic averages, egyszert atlag
szamitason alapul6 csoportképzd eljaras a csoportelemzésben

ultraibolya és lathat6 fény

valtozat, verzid
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