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1. BEVEZETES

Foldiinkon az élet alapjat a prokariotak tobb mint 3,5 milliard éve 1étezd, sokszinii és folytonosan
valtozo vilaga képezi. E szabad szemmel lathatatlan szervezetek méra minden lehetséges éldhelyet
benépesitettek. Globalis elterjedésiiket nagymértékben eldsegitette, hogy mikroszkopikus méretiiknek
kbszonhetéen szamos kozeg kozvetitésével, rendkiviil konnyen és gyorsan, nagy tavolsagokra képesek
eljutni. A mikroorganizmusok bar tobbnyire egysejtiick, mégis jellemzéen komplex mikrobialis
kozosségekben (pl. biofilmekben) élnek, ahol ¢letképességiiket és aktivitasukat az egymassal,
kornyezetiikkel €s mas szervezetekkel kialakulo interakciok sokasdga szabalyozza.

A modern prokaridta vilag a geologiai-fizikai-kémiai tényezok széles keretei kozott 1étezik, és
egyebek mellett olyan megnyilvanulasi formaival talalkozhatunk, melyek alkalmazkodtak az ember
szdmara rendkiviili geofizikai (pl. hdmérséklet, nyomads) €s geokémiai (pl. szalinitas, pH, oxigénhiany,
redox-potencial) kériilményekhez (Madigan & Marrs 1997; Pikuta és mtsai 2007; Gupta és mtsai 2014;
Coker 2019; Shu & Huang 2022). Az tn. extremofil szervezetek gyakran egy vagy akar tobb kornyezeti
paraméter tekintetében is extrém koriilmények kozott talaljak meg 1étfeltételeik optimumat, ezért teljes
¢letciklusukat ilyen kornyezetben élik le (Rothschild & Mancinelli 2001). Novekedésiik és
szaporodasuk optimalis koriilményei az emberi 1éptékiinek tekintett kornyezeti feltételeken (37 °C
hémérséklet, pH = 7,4 kémhatas, 101,3 kPa nyomas, ~10 mM (édesviz) és ~0,6 M (tengerviz) kozotti
sokoncentracio stb.) jelentdsen kiviil es6 értékeken figyelheték meg (Pakchung és mtsai 2006).

A sz€lsOséges koriilményeket kedveld extremofilek az éldvilag mindharom (Bacteria, Archaea,
Eukarya) doménjében el6fordulnak. Osztalyozasuk altaldban azon a rajuk jellemzo sajatos kornyezeti
tényezon alapul, ami szamukra az optimalis névekedéshez és szaporodashoz sziikséges (1. tabldzart)
(Madigan & Marrs 1997; Rampelotto 2013; Gupta és mtsai 2014).

1. tablazat Sz¢1s6séges kdrnyezeti tényezokhoz alkalmazkodott mikroorganizmus csoportok példakkal
(Rotschild és Mancinelli 2001; Madigan és mtsai 2021 nyoman)

Kornyezeti tényez6 Megnevezés Novekedési optimum Mikroorganizmus (Domén)

Hipertermofil >80 °C Methanopyrus kandleri (Archaea)
Homérséklet Termofil 60-80 °C Synechococcus lividus (Bacteria)

Pszichrofil <15°C Psychromonas ingrahamii (Bacteria)

. , Acidofil pH <3 Picrophilus oshimae (Archaea)

Kémbhatas (pH) . . .

Alkalofil pH >9 Natronobacterium gregoryi (Archaea)
Szalinitas Halofil 2-5 M NaCl Halobacterium salinarium (Archaea)
Nyomas Barofil (piezofil) Moritella yayanosii (Bacteria)
Kiszaradas Xerotolerans Xeromyces bisporus (Eukarya)
Sugérzas Sugarrezisztens Deinococcus radiodurans (Bacteria)

Az extremofilektdl vagyis a sz¢éls6ségeket kedveloktdl azonban meg kell kiilonboztetniink azokat
a szervezeteket, amelyek kiilonféle adaptacios mechanizmusok révén elviselik, talélik az extrém
koriilményeket. Utobbiakat extremotoleransoknak nevezziik. Ezek tuléld képletek vagy valtozatos
molekularis mechanizmusok segitségével képesek a kedvezoétlen kornyezeti feltételeket atvészelni
(Rampelotto 2013; Gupta és mtsai 2014).
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A természetben az extrém kornyezeti feltételek gyakran nem kiilon-kiilon, hanem egyiittesen
fordulnak el (pl. magas hémérséklet és alacsony pH, vagy alacsony homérséklet és nagy nyomas
parosul egymadssal). Az ilyen tObbszordsen extrém koriilményeket kedveld szervezeteket
poliextremofileknek nevezziik. A F6ldon szamos olyan kiilonleges é16helyet talalunk, amelyek emberi
szemszOgbdl nézve élhetetlenek, de amelyekhez a mikroorganizmusok az él6viladg fejlodéstorténete
sordn alkalmazkodni tudtak.

Az extremofilek és poliextremofilek kutatasanak egyik jelentdségét ezért kétségkiviil a foldi élet
hatarainak a megismerése adja. A Foldon az élet korlatait elsddlegesen az energiaforrasok (pl. a
napsugarzas vagy a redox-reakciok), a folyékony halmazallapoth oldoszer (a viz) és az épitdelemek (pl.
a nukleotidok és az aminosavak) elérhetésége jeloli ki, amire a kornyezeti tényezok (pl. a hdmérséklet,
a pH, a nyomas) is szamottevd hatassal vannak. Extremofil mikroorganizmusokban bdvelkedd
¢l6helyek kozé tartoznak példaul a vulkanikus hoforrasok, a sarkvidéki tengereket vagy tavakat borito
jégpancélok, a gleccserek, olyan talajok vagy vizes él6helyek, ahol a pH <2 vagy > 10, illetve a
mélytengerek, ahol a nyomas meghaladhatja az 1000 atmoszférat (Schmid és mtsai 2020; Shu & Huang
2022).

Az utdbbi évtizedek extremofilekkel kapcsolatos kutatdsainak eredményeképpen egyre inkabb
kitolodtak azok a kérnyezeti hatarok, melyek kozo6tt az élet bizonyitottan 1étezni képes (Madigan &
Marrs 1997; Rothschild & Mancinelli 2001; Harrison és mtsai 2013; Merino és mtsai 2019; Madigan és
mtsai 2021; Shu & Huang 2022). Ez egyrészt az extrém él6helyek meghoditasat segité modern
technologiai eszkozoknek, masrészt a rendelkezésiinkre allo mikrobiologiai vizsgald modszerek
rohamos fejlédésének koszonhetd. Ennek ellenére valoszinii, hogy az abszolut hatarokat, ha ilyenek
l1éteznek egyaltalan, még nem fedezték fel.

Az extremofilekr6l szerzett ismeretek tampontot adhatnak az altalunk ismert fizikai és kémiai
torvények altal meghatarozott, lehetséges extraterresztrialis életformak kutatasdhoz is (Cavicchioli
2002; Cayol és mtsai 2015; Coker 2019). Az extremofilekkel benépesiilt egyes foldi ¢l6helyek (az tn.
Mars-analog teriiletek) hasonlitanak a mas bolygokon jellemz6 koriilményekhez, ezért az extremofilek
adaptacids és talélési mechanizmusainak a megismerése hozzasegit benniinket a Foldon kiviili élet
lehetdségének megértéséhez is (Cavicchioli 2002). A mikroorganizmusok nemcsak a Fold rendkiviil
sz¢élsdséges koriilményei kozott képesek szaporodni, hanem talélhetik a vilagiir mostoha koriilményeit
(pl. az erbs sugarzast, a mikrogravitaciot, a széls6ségesen valtozé hémérsékletet) is (Merino és mtsai
2019).

Az extremofilek és poliextremofilek genetikai és anyagcsere sokféleségével, valtozd és
sz¢élsoséges feltételekhez torténd adaptacidos mechanizmusaival, tovabba a kornyezetiikkel valo
kolcsonhatasokkal kapcsolatos kutatasok eredményei jelentds mértékben hozzajarultak ahhoz, hogy
megismerjiik ezeknek a kiilonleges mikroorganizmusoknak az elemek biogeokémiai ciklusaiban a
lokalis 1éptéktol egészen akar a globalis mértékig jatszott szerepét (Sorokin és mtsai 2014; Martinez-
Espinosa 2020; Gonzalez & Terron 2021).

Kiemelked6 jelent6séggel bir, hogy sokszor nemcsak maguk az extremofilek vagy a
felépitésiikben ¢és mitkodésiikben résztvevd makromolekuldk, hanem anyagcseretermékeik is
kiilonlegesek. Ezaltal nemcsak természetes kornyezetiikben tolthetnek be specifikus feladatokat, hanem
az emberiség szolgalataban is. Az extremofilek és extremozimeik (az extremofilek altal termelt
enzimek) sokoldalu alkalmazasa ma mar vitathatatlanul mindennapi életiink részét képezi (Coker 2016).
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2. A KUTATASOK CELKITUZESEI

Az értekezésben foglalt kutatasok célja kiilonbozo szélséséges fizikai-kémiai tulajdonsagokkal
jellemezhetd, elsdésorban hazai él6helyek és egy tavoli foldrész tobbszordsen extrém koriilményei kozott
eléfordulo és a kiilonleges feltételekhez alkalmazkodott, extremofil és poliextremofil prokariota
kozosségek taxonomiai Osszetételének feltarasa és az ismert taxonok anyagcsere képességei alapjan a
mikroorganizmusok biogeokémiai ciklusokban betdltott lehetséges szerepének a felvazolasa volt.

— Kautatasaink soran célul tliztik ki magyarorszagi szikes élohelyek alkalofil és halofil
mikrobidlis taxondmiai és anyagcsere diverzitasanak feltarasat és 6sszehasonlitasat,

e aszélséséges idGjaras természetes és mesterséges alkalikus-sos allovizek planktonikus
baktériumkdzdsségeire gyakorolt hatasanak vizsgalataval,

e a kiskunsagi szikes talajok soOtlirdé novénytarsuldsainak rizoszférajaban €16
baktériumkozosségek taxonomiai Osszetétele, metabolikus potencidlja és a szélsdséges
iddjarasi koriilmények kozotti 6sszefliggések elemzésével,

e a tudomanyra nézve 1j extremofil baktériumfajok polifazikus taxonomiai
jellemzésével.

—  Céljaink kozott szerepelt hazai mélyfurasu kutak termalvizére jellemzo termofil/hipertermofil
baktérium ¢€s archaea kozosségek Osszetétele €s a vizek fizikai-kémiai tulajdonsagai kozotti
Osszefiiggések megismerése,

e termalfiirdGket ellatd kutak termalvizének és biofilmképzd prokariota kozosségeinek
taxonomiai diverzitas vizsgalataval,

e energetikai célra hasznositott dél-alfoldi termalkutak vizébdl kimutathat6é prokariota
diverzitas felderitésével.

— Célunk volt a hipogén Kkarsztosodasi folyamatokhoz kapcsolodd poliextremofil
mikroorganizmusok morfologiai és taxonomiai valtozatossaganak felderitése,

e a Budai-termalkarszt (BTK) kozponti és déli megcesapolodasi teriiletén a termalvizek
és a biofilmképz6 baktériumkozosségek taxondomiai sokféleségének feltarasaval,

e a BTK egyik forrasbarlangjaban in situ végbemend biofilm képzodés nyomon
kovetésével,

e ecgy hazai regiondlis karsztrendszer megcsapolodasi végpontjain a kiilonb6z6 tipust
hipogén barlangi mikrohabitatok baktériumkozdsségeinek dsszehasonlitadsaval,

e a tudomanyra nézve 1j extremofil baktériumfajok polifazikus taxonomiai
jellemzésével.

— Célul fogalmaztuk meg az Ojos del Salado (Szaraz-Andok) vizes él0helyeinek szélsdséges
kornyezeti feltételeihez alkalmazkodott poliextremofil prokariota kozosségek taxonomiai
valtozatossaganak feltérképezését,

e negativ vizhaztartasi magashegységi sekély sos tavak halofil és sugarrezisztens
baktériumkdzosségeinek diverzitas vizsgalataval,

e cgy permafroszt olvadéktéban a pszichrofil, oligokarbofil és xerotolerans
baktériumkozosségek sokféleségének tanulmanyozasaval,

e az Ojos del Salado egyik vulkéni krater-tavaban el6forduld acidofil és termofil
baktériumkdzosségek vizsgalataval.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Magyarorszagi alkalikus-sos vizes és terresztrikus élohelyek extremofil
baktériumkozosségeinek taxonomiai és anyagcsere diverzitasa

3.1.1. A szélsoséges idojards hatdsa természetes és mesterséges alkalikus-sos dallovizek
planktonikus baktériumkozosségeire

A Dunatetétlenhez kozeli Boddi-szék egyike a Kiskunsagi Nemzeti Park teriiletén fekvo, fehér
szinll, zavaros vizil, nagy kiterjedési, sekély szikes (Na*, CI- > HCOj3") viztereknek (Ecsedi & Boros
2013). 2008 juniusaban egy tobb napos szélcsendes iddszakban az intenziv napsugarzas hatasara fellép6
erdteljes parolgas a szikes viztest kiszaradasahoz vezetett. Ezt megel6z6en a minddssze kb. 5-6 cm-es
vizrétegben egy szokatlan jelenséget, zoldalga (Oocystis submarina Lagerheim) tomegprodukciot
figyeltiink meg. A rendkiviil sekély vizben két réteg kiiloniilt el egymastol, a felszini vizréteg sargaszold
szin{i volt, mig az iiledékfelszinnel hataros vizréteg rozsaszinbodl biborba hajlo biogén elszinezodést
mutatott. A helyszini mérések alapjan a mintavétel idején a viz homérséklete 33 °C-os, a fajlagos
elektromos vezet6képesség 15,7 mS cm™, a pH 9,7, az oldott oxigén tartalom 32,7 mg I (458%) volt
(Borsodi és mtsai 2013). Eszlelésiinket megeldzen Eurazsiaban hasonlo jelenségrdl csak sekély vizii
mongoliai szikesek esetében szamoltak be (Sorokin és mtsai 2004).

Vizsgalatunk soran e kiilonleges kornyezeti koriilmények kozott kialakult planktonikus
tomegprodukcio hatterében szervezddott mikrobidlis kdzosség 0sszetételének és lehetséges anyagcesere
kapcsolatrendszerének a megismerésére torekedtiink tenyésztésen alapuld és molekularis klonozasos
modszerek parhuzamos alkalmazasaval (Borsodi és mtsai 2013).

A Boddi-szék rendkiviil sekély viztestjében kialakult kettds rétegli vizviragzas idején gytijtott
vizmintak kombinalt mddszertani megkdzelitéssel elvégzett mikrobiologiai vizsgalata soran alkalofil és
halofil baktériumok nagy taxonomiai diverzitasat tartuk fel (Borsodi és mtsai 2013). Az azonositott
taxonok metabolikus képességeinek ismeretében azt feltételeztilk, hogy nemcsak a kiilonleges
kornyezeti tényezok, hanem a viztestben jelenlévo extremofil prokaridta szervezetek kdzotti valtozatos
anyagcsere-kapcsolatok is nagymértékben hozzajarulhattak az Oocystis submarina zoldalga
tomegprodukciojara visszavezethetd, felso z61d szinii és az anoxikus bibor kén- és nemkén baktériumok
tomeges elszaporodasaval 6sszefliggd, also biborvords szinii rétegek kialakulasahoz (1. dbra) . Ebben a
kozOsségi anyagcsere-halozatban elsdsorban a biologiai szén- és kén-ciklusban szerepet jatszo
szervezetek szoros Osszefonodasat valdszinisitettilk. A viztest felsd, oxigénben dus részében a primer
produkcid (oxigéntermeld fotoautotrof anyagesere) fo letéteményesei a zoldalgak, kisebb mértékben a
cianobaktériumok lehettek. Az ez alatti fényszegény és oxigénhianyos kornyezet az anoxikus fototrof
anyagcserét folytatd bibor kén és nem-kén baktériumok, valamint heliobaktériumok szaporodasanak
kedvezett, melyek redukalt kénvegyiiletek ¢€s hidrogén (fotolitotrof) vagy egyszerli szerves anyagok
(fotoorganotrof) oxidacidjaval allithattak el a szamukra sziikséges energiat. A felsé vizrétegben az
aerob kemoorganotrof heterotrof anyageserét folytatd baktériumok vehettek részt a primer produkciod
soran keletkezett szerves szénvegyliletek teljes lebontasaban (mineralizacio). Az als6 vizrétegben a
komplex szerves anyagok biodegradécioja az elsddleges fermentalok altal végzett részleges lebontassal
kezdddhetett (acidogenezis). Ehhez kapcsolodhatott a fermentacios végtermékeket (pl. szerves savakat)
részleges vagy teljes oxidacioval hasznositd szulfatredukalok anyagceseréje. Utobbiak a szulfat
disszimilatorikus redukcidjaval biztosithattdk az anoxikus fototrofok szamara sziikséges redukalt
kénvegyiileteket. A metabolikus kapcsolatok eredményeképpen a vizviragzas idején ily mdodon egy
szulfurétumnak is nevezett, lokalis biologiai kén-ciklus is kialakulhatott.

-4-
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A kiskunsagi szikes vizekben észlelthez hasonlo, rézsaszinbdl bibor szinbe valto vizviragzas a
nyari idészakokban évrél évre megfigyelhetd volt egy, a délalfoldi régioban talalhatd és energetikai
célra hasznositott, termalviz idészakos befogadasira szolgald hiité-tarozotoban is. A kozel E-D-i
tajolasu Therm-Organ (TO) tavat egy kiépitett cs6éecsonkbol egész évben csurgalékvizzel taplaljak. A
tarozott vizet a flitési iddszakban (oktober és aprilis kozott) szakaszosan tiritik le a t6 kozepén elhelyezett
leeresztd mitargyon keresztiil (nyaron nincs vizelvezetés). A to vizmélysége egy miikddési év folyaman
atlagosan 42 + 3 cm és 146 + 14 cm kozott valtozik. A vizsgalt idészakban a vizhomérséklet 14,4 °C €s
27,6 °C kozott valtozott. A viz Secchi-atlatszosaga a vizmélység novekedésével, valamint a nyar
elérehaladtaval fokozatosan csokkent, augusztus végére mar csak 5 cm volt. A fajlagos elektromos
vezetOképesség értékek 4,0-5,7 mScm? értékek kozott mozogtak. A vizszint és a soOtartalom
valtozasatol fuggetleniil a TO-t6 vize stabilan alkalikus volt, a pH értéke 8,7 és 9,3 kozott maradt. A
vizsgalt alkalikus és nagy sotartalmu tarozoto vizére jellemz6 altalanos fizikai és kémiai tulajdonsagok
hasonldak voltak a kiskunsagi szikes tavakéhoz. A TO-toban ugyanakkor a tarozasi id6szak alatt
mindvégig jelentds, a hasznalt termalvizbdl szarmazo aromas szénhidrogén koncentraciot mértek. A
szintén kombinalt (mikroszkdpos, tenyésztéses €s molekularis klonozasos) modszertani megkozelitéssel
kapott eredményeink alapjan kimutattuk, hogy a tarozotd vizének kémiai tulajdonséagai és bioldgiai
mindsége a tarozasi idoszakban a befolyo termal csurgalékviz mennyiségétdl és tartdzkodasi idejétdl,
valamint a szennyezGanyagok atalakitasaban résztvevé mikrobakozosségek Osszetételétol és
aktivitasatol fliggben jelentdsen megvaltozott. A kialakult vizviragzasért a fotoszintetizald, planktonikus
cianobaktériumok mellett az anoxikus fototrof bibor kén- és nemkén baktériumok (t6bbnyire nitrogén-
fixaciora is képes) fajai lehettek feleldsek. A kiilonleges kornyezeti viszonyokhoz alkalmazkodott
extremofilek valtozatos mdodon (pl. oxigéntermeld és anoxikus fotoszintézissel, a szerves anyagok,
beleértve a szénhidrogének aerob/anaerob lebontasaval, denitrifikdcioval, nitrogénkotéssel,
szulfatredukcioval) jarulhattak hozza a TO-tarozotoban végbemend komplex mikrobiologiai
folyamatokhoz. A szerves anyagok lebontasat végz6 kemoorganotrofok kzott nagy aranyban mutattunk
ki aromas szénhidrogének aerob vagy anaerob lebontdsara képes alkalofil és/vagy halofil, denitrifikalo
¢és szulfatredukald baktériumokat, melyek anyagcseréjiikkel szamottevé mértékben hozzajarulhattak a
toviz szerves szennyezOanyag tartalmanak a tarozasi id6 alatt bekovetkezett jelentds csokkenéséhez.
Vizsgalati eredményeink meger0sitették, hogy az energetikai céli hasznositasra kinyert termalvizek
atmeneti hiitétavas tarozasa utan az éldvizbe valo elvezetés nem a legmegfelelobb eljaras, azonban a
vizsgalt té extrém kornyezeti feltételeihez adaptalodott baktériumkzosségek xenobiotikum degradacios
aktivitasuk révén képesek jelentésen mérsékelni a technoldgiaval kapcsolatos kdrnyezetszennyezési
kockazatokat (Borsodi és mtsai 2016).

3.1.2. Kiskunsagi szikesekben élg sotiiré novénytarsulasok talaj baktériumkozosségeinek
taxonomiai osszetétele, osszefiiggésben a szélsoséges idojarasi koriilményekkel

A Kiskunsagi Nemzeti Parkban Apajpuszta teriiletén a szolonyec a jellemz6 genetikai talajtipus,
de mozaikosan mas szikes talajok (szoloncsak-szolonyec és szoloncsdak) is eléfordulhatnak (Kuti és
mtsai 2003). A térségben a felszinkozeli sokoncentracio alakulasaban és ezaltal a jellegzetes, mozaikos
novénytarsulasok 1étrejottében meghatarozo szerepe van a mikrodomborzati (akar néhany 10 cm-nyi)
térszint killonbségeknek (Molnar & Borhidi 2003; Borhidi 2007). A szélséségesen valtozo iddjarasi
koriilmények, pl. a kiszaradas-nedvesedés ciklusok szembetiing, s6t olykor dramai valtozasokat idéznek
el6 ezekben a szikes talajokban. Egy ilyen kiszadradas-nedvesedés ciklus két végallapotaban vizsgaltuk
a kilonleges iddjarasi viszonyok hatasat jellegzetes kiskunsagi szikes novénytarsulasok talajaban a
mikrobakdzosségek metabolikus aktivitasara és taxonomiai diverzitasara (Borsodi és mtsai 2021).
Vizsgalatainkhoz a talajok mikrobiologiai szempontbol legaktivabbnak tekintett 0-10 cm-es rétegébdl
gyljtottink mintdkat 2014 juniusaban ¢és szeptemberében. A mikrobakozosségek katabolikus
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aktivitasanak térbeli és idobeni valtozasat MicroResp technikaval hasonlitottuk 6ssze. Horikoshi-féle
alkalikus (DSM 940) ¢és modositott R2A (DSM 830) taptalajokon kitenyésztett torzsekkel a
tenyészthetd, Roche GS Junior platformon végzett piroszekvenalassal a tenyésztéstdl fiiggetlen
taxonomiai diverzitast hataroztuk meg, a baktériumok 16S rRNS génszakaszanak bazissorrend elemzése
alapjan.

Az apajpusztai térségben gyujtott felszinkozeli talajmintdk koziil a legnagyobb fajlagos
elektromos vezetoképesség és pH értékekkel jellemezhetd (vagyis a legextrémebb) vakszik mintak
esetében mutattuk ki a mikrobakodzdsségek katabolikus aktivitdsdban és OTU szdmaban a legkisebb
értékeket. Ezek az értékek fokozatosan emelkedtek a szikfok, az iirmds €s a fiives szikes pusztai mintak
iranyaban (vagyis az extremitas csokkenésével parhuzamosan). Tenyésztéssel foként az Actinobacteria
¢s a Firmicutes torzsekbe sorolt ndvény-asszocialt, alkalofil és halofil fajok tag tiiréképességli és
széleskorli anyacsere képességgel rendelkezd képvisel6it azonositottuk. 16S rRNS gén alapu amplikon-
szekvenalassal a leggyakoribb Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Gemmatimonadetes és
Bacteroidetes torzsekbe sorolt filotipusok relativ abundanciajaban a kiszaradas-nedvesedés ciklus soran
jelentés valtozdsokra deritettiink fényt. Az extremitassal Osszefiiggd legszorosabb kapcsolatot az
Acidobacteria torzsbe tartozo szekvencidk esetében figyeltiik meg, gyakorisdguk a fajlagos elektromos
vezetdképesség csokkenésével €s a talaj szervesanyag-tartalmanak novekedésével parhuzamosan nétt.
A Gemmatimonadetes torzs képviseldi esetében forditott tendenciat talaltunk, kiilondsen az
Gijranedvesedés soran. Osszességében megallapitottuk, hogy a kiskunsagi szoloncsak szikes talajok
szalinitasa és alkalinitdsa — a térfelszin néhanyszor tiz centiméteres egyenetlenségétdl és a vizellatasi
viszonyoktol fiiggden valtozo szikes novénytarsulasok tipusan keresztiil — jelent6s hatassal volt a
mikrobakozosségek aktivitasara ¢€s Osszetételére is. A szikesek specifikus tulajdonsagaival
(mindenekel6tt a fajlagos elektromos vezetOképesség kiilonbségeivel) dsszhangban kialakult eltérd
vegetaciotipusok — a koztiik 1év6 csekély foldrajzi tavolsag ellenére is — nagyobb hatast gyakoroltak a
talaj mikrobakozosségek anyagcsere aktivitdsara és taxonomiai Osszetételére, mint az iddjarasi
sz¢élsoségek. Az extrém iddjarasi koriilmények hatdsai az egyes taxondmiai csoportok relativ
abundanciajanak valtozasaban mutatkoztak meg (Borsodi és mtsai 2021).

3.1.3. Hazai szikes kornyezetekbol izolalt, a tudomdnyra nézve uj extremofil
baktériumfajok polifazikus taxonomiai jellemzése

A hazai szikes él6helyek kornyezeti korlilményeihez alkalmazkodott —extremofil
baktériumkdzosségek tenyésztésen alapul6 vizsgalata soran tobb torzset is jellemeztiink a bakteriologiai
fajleirasban eldirt polifazikus taxonémiai megkozelitéssel (Vandamme és mtsai 1996; Prakash és mtsai
2007), majd azokat a tudomanyra nézve 1j alkalofil vagy alkalitolerans és mérsékelten halofil vagy
halotolerans baktériumfajokként irtuk le. Ezek az alabbiak voltak:

Pannonibacter phragmitetus gen. nov., sp. nov. (Borsodi és mtsai 2003);
Bacillus aurantiacus sp. nov. (Borsodi és mtsai 2008);

Bacillus alkalisediminis sp. nov. (Borsodi és mtsai 2011);

Bacillus kiskunsagensis sp. nov. (Borsodi és mtsai 2017c);
Anaerobacillus alkaliphilus sp. nov. (Borsodi és mtsai 2019);
Cellulomonas phragmiteti sp. nov. (Rusznyak és mtsai 2011);
Nesterenkonia pannonica sp. nov. (Borsodi és mtsai 2017Db);

Nitrincola alkalilacustris sp. nov. (Borsodi és mtsai 2017a).
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3.2. Hazai mélyfarasu kutak termalvizére jellemz6é extremofil prokariota
kozosségek taxonomiai osszetétele

3.2.1. Termalfiirdoket ellato kutak hévizében és biofilmjében elofordulo prokariota
kozosségek morfologiai és taxonomiai diverzitisa

Hazank kedvezd hidrogeoldgiai adottsdgainak koszonhetden rendkiviil gazdag termal és
gyogyvizekben. A Harkanyi Gyogyflirdét ellatd 60 °C-os termalvizet szolgaltaté 50-75 m talpmélységii
kutak a fiirdd teriiletén talalhatok. A dolomitos mészkdrétegbdl kinyert karsztviz hidrogén-karbonétos
¢s magas asvanyianyag tartalmua. Relative nagy a szulfid, natrium és klorid tartalma. A termalvizek a
Villanyi-hegység mélységi fedett karszt, illetve szénhidrogén-tarto metamorf kézetek hatarzonajabol
szdrmaznak. A harkanyi termalkit vizének mikrobiologiai vizsgélata sordn arra a kérdésre kerestiink
valaszt, hogy milyen Osszefliggés mutathatdo ki a termalviz fizikai-kémiai tulajdonsagai ¢és a
baktériumkdzosségek dsszetétele kozott.

A Budai-termalkarszt (BTK) teriiletén a hidrogeologiai viszonyok (pl. a forrasok/kutak
elhelyezkedése, a termalviz hdmérséklete és a benne oldott asvanyi anyagok eredete és koncentracidja)
alapjan harom megcsapolddasi rendszer kiilonithetd el egymastol (Alfoldi és mtsai 1968; Erdss és mtsai
2012; Déri-Takacs és mtsai 2015; Madl-Szényi és mtsai 2017, 2018). A Széchenyi Gyogyfiirdét ellatd
varosligeti II. sz. termalkut 1246 m mélységben éri el a felso-tridsz dachsteini mészkovet (Alfoldi és
mtsai 1968). A kalcium — magnézium — hidrogén-karbonatos termalviz (73,7 °C) viszonylag nagy
mennyiségben tartalmaz natriumot, szulfatot és kloridot is. A mért redox-potencial és az dsszes szerves
szén, szulfid, nitrit és nitrat mennyisége alapjan a varosligeti II. sz. kat (Anda és mtsai 2015) és a
harkanyi termalkat (Miseta és mtsai 2012) vize hasonlosagot mutat egymassal. A varosligeti II. sz.
termalkit hévizének és a csOvezetékben képzodott biofilmnek a vizsgalata soran a prokariota
kozosségek morfoldgiai strukturajanak €s taxonomiai Osszetételének megismerését tiiztiik ki célul.

A termalviz és biofilm mintak Bacteria és Archaeca kozdsségeinek Osszetételét 16S rRNS gén
alapu molekularis klonozassal tartuk fel, a biofilm mintak szerkezetét pasztazo elektronmikroszkdpos
(SEM) technikaval is tanulmanyoztuk (Miseta és mtsai 2012, 2013; Anda és mtsai 2015). A varosligeti
vizkémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd karsztos teriileteken altalanosan eléforduld extremofilek
jelenlétét valdszintsitettiik.

Eredményeink alapjan a harkanyi termalkat vizében a specifikus kornyezeti feltételekhez
alkalmazkodott tobbségében termofil kemolitotrofok jelenlétére mutattunk ra. Ezek a baktériumok
anyagcseréjiik révén elsdsorban a héviz kén korforgalméban, azon beliil is a szulfid koncentracio
szabalyozasaban vehettek részt (Miseta és mtsai 2012, 2013). A varosligeti viz- és biofilm mintak
klonkonyvtarainak elemzése Gsszességében viszonylag egyszeri, de egymastol jol elkiiloniilo kozosségi
szerkezetet mutatott, termofil kemolitotrof fakultativ anaerob (nitrat- és Fe(Ill)-redukalo) prokariotak
dominancigjaval. A klonkonyvtarakat a kén- és hidrogénoxidald baktériumokhoz (Thiobacillus és
Sulfurihydrogenibium), valamint az ammoniaoxidald Gsbaktériumokhoz (Nitrosocaldus és
Nitrososphaera) sorolt filotipusok uraltak (Anda és mtsai 2015). A varosligeti és a harkanyi
termalkutakbol nyert vizmintak baktériumkozosségeinek klonkdnyvtar alapu vizsgalati eredményei a
két hasonld tulajdonsaggal jellemezhetd karsztos éldhelyen a Betaproteobacteria osztalyba tartozo
molekularis klonok dominancidjara vilagitottak rd. A termofil, kemolitotrof anyagcserére képes
kénoxidald taxonok koziil nemzetség szinten azonban csak a Sulfurihydrogenibium képviseléinek
eléfordulasa volt kozos. Az alacsonyabb taxondmiai szinten feltart eltérések hatterében a két élohely
kozti kiillonbségek (pl. a termalviz hofoka, kinyerési mélysége) mellett a klonkonyvtarak korlatozott
taglétszamabdl adodo torzito hatasok is felmeriiltek (Miseta és mtsai 2012; Anda és mtsai 2015).
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3.2.2. Energetikai célra hasznositott dél-alfoldi termalkutak hévizének extremofil
prokariota diverzitisa

A dél-alfoldi régioban szamos mélyfurast kutat létesitettek az 1980-as években folytatott
szénhidrogén kutatasok soran. A Szarvas kornyéki kutak termalvize balneologiai célokra nem alkalmas,
ezért azt ipari és mezdgazdasagi létesitmények flitésére hasznaljak (Pekar 2008). A vizsgalatba vont
miik6dod, 1790-2223 m-es talpmélységii kutakbol tobb mint 90 °C-os hémérsékletli termalviz nyerhetd
ki. A termel6kutak vize enyhén ligos kémhatasu (pH 7,9-8,5) és nagy sotartalommal jellemezhetd.
Emellett a termalvizek 6sszes fenol, KOIx és BOIs értékei is magasak (Németh és mtsai 2014).

Ezeknek a kiilonleges ¢16helyeknek a mikrobidlis kozdsségérdl kutatasunkat megelézden még
semmilyen ismerettel sem rendelkeztiink. Vizsgalatunk soran harom mélyfurasu kat termalvizében
el6fordulo Bacteria és Archaea kdzosségek taxondmiai Osszetételét térképeztiik fel 16S rRNS gén alapt
molekularis klonkonyvtarak 1étrehozasaval (Németh és mtsai 2014).

A mélyfurasu kutak forrasponthoz kozeli vizébdl azonositott hipertermofil prokariota kozosségek
nagymértékben kiilonboztek a termalfiird6két6l, mindenekel6tt az eldbbiekben mért joval magasabb
(>90 °C-os) vizhOmérséklet, a nagy fajlagos elektromos vezetOképesség és a szerves anyag (fenol)
tartalom miatt. A detektalt filotipusok tobbsége hasonld geotermalis kornyezetekbdl leirt
termofil/hipertermofil fajokkal mutatta a legkozelebbi rokonsagot. Ezeknek az extremofil fajoknak az
anyagcsere tulajdonsagai alapjan a Szarvas kornyéki kutak vizében é16 prokariotak esetében a kiilonféle
nitrat-1égz6 és obligat anaerob szulfat- és kénlégzé anyagceserét, tovabba a metanotrof baktériumok,
valamint az acetotrof és a hidrogenotrof metanogének altal hajtott biologiai metan-ciklus mitkodésére
kovetkeztettiink (Németh és mtsai 2014).

3.3. Hipogén Kkarsztosodasi folyamatokhoz kapcsolodé oligotrof és
sugarrezisztens mikrobakozosségek morfologiai és taxonomiai
valtozatossaga

3.3.1. A Budai-termadlkarszt kozponti és déli megcesapolodasi teriiletére jellemzd
termalvizek és biofilmképzo baktériumkiozosségek taxonomiai sokfélesége

A Dunantali-kézéphegység észak-keleti peremén, a Budai-termalkarszt (BTK) tridsz és eocén
karbonatos kézeteiben szaznal is tobb barlang huzodik (Leél-Ossy 1995; Leél-Gssy & Virag 2018).
Budapest lakott teriilete alatt, a fedett és fedetlen karbonatos viztart6 rétegek hataran, a megcsapolodasi
pontoknak tekintett kutakon és forrasokon keresztill szamos kiilonbozé eredetli és homérsékletii
termalviz jut a felszinre (MadI-Sz6nyi & Toth 2015; Déri-Takacs és mtsai 2015; Madl-Szényi és mtsai
2017). A kozponti megcsapolodasi teriilethez tartozd6 Molnar Janos-barlang Eurdpa legnagyobb,
napjainkban is aktiv, hipogén termalkarsztos barlangja (Leél-Ossy 1995; Goldscheider és mtsai 2010).
A BTK kozponti termalkarsztos teriiletén az oldott anyagokban gazdag mélységi eredetli, felszallo
termalvizek és a csapadékbol szarmaztathatd, meteorikus karsztviz keveredése tagas barlangrendszerek
kialakulasahoz vezetett. A barlangviz nyomelem Osszetételének és radionuklid tartalmanak elemzésével
Erdss ¢és mtsai (2012) két sz¢élsotag, egy meteorikus €s egy hidrotermalis 0sszetevo kiilonb6z6 mértékil
keveredésére visszavezethetd korrozios barlangképzédési folyamatot igazoltak. A BTK déli
megcsapolodasi teriiletén ugyanakkor nem talaltak szamottevo kiilonbséget a felszinre jutd forrasok
kémiai Osszetételében és homérsékletében. A Gellért-hegy eléterében fakado és tobb (pl. Rac-, Rudas-,
Gellért) gyogyfirdét taplald termalforrasokban a radionuklid elemzések alapjan csak hidrotermalis
Osszetevot tudtak azonositani (Erdss és mtsai 2012). A déli termalkarsztos teriileten talalhatd
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lencseszerti, kisebb méretli forrasbarlangokban a mélységi fluidumok és az oldott gazok nagyon
valtozatos karsztos formak kialakulasat eredményezték. Itt a meteorikus vizeknek a karsztfejlodési
folyamatokhoz val6 hozzajarulasa elhanyagolhat6 (Virag és mtsai 2013).

Az elsé mikrobiologiai kutatdsokat a BTK egyik kdzponti €s egyik déli megcsapolodasi pontjanal
hipogén karsztfelszinen fejlodott biofilmeken végeztikk (Borsodi és mtsai 2012). A két forrasfeltorési
ponton a biofilmek mikroszkdpos morfoldgiai €s taxondmiai diverzitas vizsgalatdval is egymastol eltérd
kozosségszerkezetet tartunk fel. A Molnar Janos-barlang biofilmjében hasonlé méretli, hosszu fonalas
¢és palca alaku sejteket figyeltiink meg tobbé-kevésbé homogén eloszlasban, ezzel szemben a Rudas-
amorf szerves anyag matrixba (EPS, extracellular polymeric substances) agyazodva. A filogenetikai
elemzések mindkét helyen foként a kén- és a vas-biogeokémiai ciklusaban résztvevo, mezofil és termofil
baktériumokkal rokon molekularis klonok meglepden nagy diverzitasat mutattdk. Ennek ellenére a
Molnar Janos-barlangbol szarmazd mintdt a Firmicutes torzs, mig a Rudas-Torok-forrasbarlangbol
szarmazot a Deltaproteobacteria osztaly képvisel6i dominaltak (Borsodi és mtsai 2012).

Mindez arra Osztonzott benniinket, hogy a BTK teriiletén behatobban vizsgaljuk az aktiv
karsztfejlodési (oldodasi és kivalasi) folyamatokkal dsszefiiggésben 1€vo (pl. termalvizhez, kozetfelszini
biofilmhez, vizfelszini és hipogén barlangi biogeokémiai kivaldsokhoz tarsithatd) extremofil
mikrobakozosségeket. A BTK kdzponti és déli megcsapolodasi teriiletén a kiillonb6zo forrasbarlangi
¢l6helyekhez kapcsolodo mikrobiota morfologiai tulajdonsagainak és taxonomiai dsszetételének atfogo
elemzését pasztazo elektronmikroszkopos (SEM), tenyésztéses, molekularis klonozasos és 1 generacios
piroszekvenalasi modszerek alkalmazasaval végeztiik el. A 2012-ben megkezdett vizsgalataink soran
valaszt kerestiink a mikroorganizmusok karsztfejlodési folyamatokban és lokalis biogeokémiai
ciklusokban betdltott lehetséges szerepére is (Anda és mtsai 2017; Borsodi és mtsai 2018; Enyedi és
mtsai 2019).

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a BTK teriiletén kialakult biofilmek morfologiai
szerkezetét €s taxonomiai Osszetételét nagymértékben befolyasoltak a felszinalatti vizek regionalis
aramlasi rendszerei, a feltor6 forrasvizek fizikai és kémiai tulajdonsagai és a forrasbarlangok
anyakozetének a tipusa is. A BTK kiilonb6z6 megcsapolodasi pontjairdl szarmazo biofilm mintak SEM
felvételein asvanyi szemcséket és foként nagy mennyiségii EPS matrixba dgyazott, halozatos szerkezetli
fonalas baktériumot figyeltiink meg és feltartuk a biofilmeket alkotd baktériumsejtek morfoldgiai
valtozatossagat is (Anda és mtsai 2017; Borsodi és mtsai 2018).

A BTK egyedi hidrogeologiai sajatossagainak kdszonhetden a kutatasba vont molekularis klonok
a legnagyobb szekvencia-egyezést foként mas karsztbarlangi és termalforras-kornyezetb6l szarmazo, de
tenyésztésbe még nem vont kornyezeti klonszekvencidkkal mutattak. A legkdzelebbi rokon fajok ismert
metabolikus tulajdonsagai alapjan azonban feltételezhetd, hogy a mezofil és termofil, anaerob kén-,
szulfat-, nitrat- €és vas(Ill)-redukaldé kemoorganotrof, valamint kén-, ammonia- €s nitritoxidalo
kemolitotrof prokariotak komplex anyagcsere-haldzatokat tartanak fenn a vizsgalt biofilmekben
(2. dbra). Ez egyuttal ravilagit a nitrogén-, a kén- és a vas-korforgalomban részt vevé mikrobialis
anyagcsere-folyamatok nagy valtozatossaganak a jelentdségére ebben az afotikus, igen alacsony
autochton szerves széntartalmu, kiilonleges kornyezetben (Anda és mtsai 2017; Borsodi és mtsai 2018).

A biofilm mintak részletes dsszehasonlitd elemzése soran nagyon valtozatos, a Proteobacteria, az
Acidobacteria, az Aquificae, a Chlorobi, a Chloroflexi, a Firmicutes, a Nitrospirae, a Planctomycetes, a
Parcubacteria és a Thaumarchaeota térzsekbe sorolt filotipusok altal dominalt taxondmiai kompoziciot
tartunk fel, molekularis klonozassal és 0 generacios piroszekvenalassal egyarant. A termalkarszt
vizében ezzel szemben nagymértékben leegyszeriisodott, csaknem kizardlagosan Betaproteobacteria
filotipusok altal uralt kdzosségi Osszetételt mutattunk ki.
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Kiilonbozé erésségli gammasugarzassal kombinalt tenyésztéses vizsgalataink soran az
Actinobacteria, a Firmicutes, a Proteobacteria, a Bacteriodetes és a Deinococcus-Thermus taxonok
kozel 100 kiilonbozd baktériumfajanak, akér 15 kGy sugarddzissal szemben rezisztenciat mutatd
képviseldjét vontuk tenyésztésbe a BTK kozetfelszini biofilmjébdl. A besugarzott mintak tenyészthetd
baktériumai kozott a Gram-pozitiv, sporaképzd vagy pigmenttermeld torzsek dominaltak, amelyek ily
modon is alkalmazkodtak a hipogén barlangok szélséséges kornyezeti feltételeihez (Enyedi és mtsai
2019). Kutatasaink eredményeinek Osszegzéseképpen megallapithatjuk, hogy a komplex modszertani
megkozelités alkalmasnak bizonyult a BTK kozponti és déli megcsapolodasi teriiletére jellemzd
termalvizek ¢és Dbiofilmképz6 extremofil baktériumkozosségek taxonomiai — sokféleségének
tanulmanyozasara és megismerésére, a mintavételi helyek és mintatipusok szerinti fizikai-kémiai és
mikrobioldgiai kiilonbségek feltardsara, a lehetséges ok-okozati Osszefiiggések elemzésére, a
tenyésztheté sugarrezisztens baktériumok azonositasara és toleranciaképességének tesztelésére (Anda
és mtsai 2017; Borsodi és mtsai 2018; Enyedi és mtsai 2019).

3.3.2. A Rudas Gydgyfiirdé forrasbarlangjaban in situ végbemend biofilm képzodés
nyomon kovetése mikroszkopos és uj generdcios piroszekvendldsi modszerekkel

A BTK kozponti és déli megcsapolodasi teriiletén végzett atfogd vizsgalatok eredményei
egybehangzdan azt mutattak, hogy a barlangi kozetfelszinen kifejlodott és a karsztosodasi
folyamatokban kulcsfontossagi szerepet jatszo biofilm kozosségek morfologiai és taxondmiai
komplexitasukban is alapvetéen eltérnek a mélybdl feltoré termalvizek mikrobidtajatol. Kutatasunk
folytatasaképpen ezért a BTK-ra jellemz6 biofilm képzddés folyamatat a Rudas-Torok forrasbarlang
medencéjében — mint egy antropogén hatasoktol mentes ,,természetes laboratériumban” — monitoroztuk.
Az in situ kisérlet egy éve alatt, rendszeres mintavételezéseket kovetden, mikroszkopos technikakkal
vizsgaltuk a mesterséges szubsztratumon fejldd6 biofilm morfologiai szerkezetében bekdvetkezo
valtozasokat, és nagy ateresztoképességli 16S rRNS gén alapu piroszekvenalassal kdvettiik nyomon a
baktériumkozosségek taxonomiai Osszetételének atalakulasat (Anda és mtsai 2020).

A fizikai és kémiai paraméterek alapjan viszonylag allandonak tekinthetd kornyezetben — a
mikroszkopos megfigyelések és a 16S rRNS gén alapu piroszekvenalési vizsgéalatok eredményeibdl
szamitott fajszambecslés és diverzitas index eredmények alapjan — a morfologiailag komplex, érett
biofilm szerkezet kialakulasdhoz 9-12 hétre volt sziikség. Bar a torzs (phylum) szintli taxonémiai
diverzitas mar a biofilm képz6dés 3. hetében elérte a maximumot, a kisérlet teljes idétartama alatt egyes
taxonomiai csoportok relativ abundanciajaban jelent0s valtozasokat mutattunk ki, ami a kozosségen
beliili kapcsolatrendszerek folyamatos atstruktiralddasara utalt. A Chloroflexi torzs képviseldi a teljes
egyéves vizsgalati iddszakban a biofilmek baktériumkozosségének csaknem egynegyedét tették ki. A
Nitrospira nemzetség (Nitrospirota) képvisel6i a 6. héten voltak a biofilm leggyakoribb
kozosségalkotdi, mig a Planctomycetota torzs tagjai a 12. héttél kezdve valtak dominanssa. A
Proteobacteria torzs jelentés taxondmiai diverzitast mutatott mind a viz-, mind a biofilm mintdkban. A
BTK mintdkban a kisérleti id6 elérehaladtaval, vagyis a biofilm érése soran a nem osztalyozhatod
Bacteria taxonok aranya folyamatosan nétt. Mindez a BTK kiilonleges kornyezeti feltételeihez
alkalmazkodni képes, mindezidaig ismeretlen extremofil prokariota kozosségnek meglepden nagy, de
még mindig javarészt rejt6zkddd taxondomiai sokféleségérdl arulkodott. Egy év elteltével a mesterséges
aljzaton kifejlédott biofilm  kozosségszerkezete nagyfoki hasonldésagot mutatott a barlangok
kozetfelszinén természetes koriilmények kozott képzodott biofilmekével, de jelentdsen eltért a kornyezd
barlangviz planktonikus baktériumkozosségeinek Osszetételétdl. A termalviz mintat egyetlen OTU
dominalta, ami a kemolitotr6f kénoxidald Sulfuritortus calidifontis (Kojima ¢és mtsai 2017)
baktériumfajjal mutatta a legnagyobb (93,4%-0s) szekvencia-hasonldsagot (Anda és mtsai 2020).
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3.3.3. Egy hazai regionalis karsztrendszer forrasfeltorési végpontjain a kiilonbozo tipusu
hipogén barlangi mikrohabitatok baktériumkozosségeinek ésszehasonlitisa uj
generdcios amplikon-szekvendldssal

A BTK-ban elvégzett mikrobiologiai vizsgalataink eredményei ramutattak arra, hogy a
termalkarszt barlangok véltozatos éléhelyeket kindlnak a prokariota szervezetek szdmara. A Molnar
Janos-barlangb6l szarmazd termalvizbol, koézetfelszini  biofilmbdl és  karbonatkivalasokbol
mikroszkopos és  klonozasos  technikdkkal egymdstdl  jelent6sen  eltér6  Osszetételi
baktériumkozosségeket mutattunk ki (Anda és mtsai 2017). Tovabbi kutatasaink soran ezért arra
torekedtiink, hogy regionalis léptékben is feltdrjuk hogyan hatnak a hasonlé hidrogeoldgiai
tulajdonsagokkal jellemezhetd hipogén karsztbarlangok sajatos fizikai-kémiai tulajdonsdgai (pl. a
hémérséklet, a pH, a redox-potencial, az iondsszetétel, a feliilet tipusa) az eltéré mikrokdrnyezetek
mikrobiotajanak Osszetételére. Ehhez a Dunantuli-kozéphegység két szélsé forrasfeltdrési pontjan
talalhato, de ugyanahhoz a regionalis aramlasi rendszerhez tartozé hipogén barlangot Vvizsgaltunk
(Madl-Szényi & Toth 2015). Egyik a BTK teriiletén talalhato freatikus hipogén Molnar Janos-barlang
volt, a masik a Hévizi-to alatt talalhatd szublakusztris Amphora forrasbarlang. A nagy
ateresztoképességli Illumina MiSeq 16S rRNS gén amplikon-szekvenalas alkalmazasa lehetové tette
szémunkra, hogy az eddigieknél részletesebb betekintést nyerjiink a kiillonb6z6 természetes barlangi
mikro-habitatok (a kiilonb6z6 homérsékletli forrasvizek, a koézetfelszini biofilmek és a
karbonatkivalasok) baktérium diverzitasdba, ¢és hogy Osszehasonlitsuk a barlangok egyedi
sajatossagainak a kiilonbozé baktériumtaxonok el6fordulasara gyakorolt hatasat (Borsodi és mtsai
2022a).

A Dbaktériumkozosségek 16S rRNS gén alapu amplikon-szekvenalason alapuld diverzitas
vizsgalataval 0sszesen 57 baktérium torzset vagy kandidatus diviziét azonositottunk a két hipogén
termalkarszt barlangbol. Koziiliik csak 10 torzs (Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Cyanobacteria, Epsilonbacteraeota, Nitrospirae, Omnitrophicaeota [korabbi OP3 kandidatus osztaly],
Planctomycetes, Proteobacteria és Verrucomicrobia) volt ko6z0s valamennyi mintaban. Szinte
mindegyik mintatipust a Proteobacteria és/vagy az Epsilonbacteracota torzsek dominanciaja jellemezte.
Mas abundans torzsek megoszlasdban mind makroszinten (a karsztbarlangrendszer forrasfeltorési
végpontjain), mind mikroszinten (a kiilonbdzo élohelytipusok vonatkozasaban) jelentds kiilonbségeket
tartunk fel. A termalvizekbdl szarmazé filotipusok elsésorban kiilonbozé kemolitotrof kénoxidalo
baktériumokkal mutattak rokonsagot. A kornyezeti paraméterek kiilonbozéségének megfelelden, a
szublakusztris forrasbarlangban a Thiovirga, a Thiofaba és az Arcobacter nemzetségek, mig a freatikus
hipogén barlangban a Sulfurovum, a Sulfuricurvum és a Sulfurifustis nemzetségek képviseldi voltak
meghatarozok. Az ammoniaoxidald (unclassified Nitrosococcaceae) €s nitritoxidald baktériumokkal
(Nitrospira) rokon szekvenciadk azonban csak a hipogén karsztbarlangra voltak jellemzok. Ezzel
szemben az oxigéntermeld fotoautotrof baktériumokkal és az aerob kemoheterotrof baktériumokkal
rokon szekvencidkat csak a szublakusztris forrasbarlangi mintakbol azonositottuk (Borsodi és mtsai
2022a).

3.3.4. Hazai hipogén termalkarsztbdl izoldalt a tudomdnyra nézve uj sugdrrezisztens
baktériumfajok polifazikus taxonomiai jellemzése

A BTK teriiletén végzett tenyésztésen alapuld vizsgalataink eredményeképpen eddig két, a
tudomanyra nézve 01j sugarrezisztens baktériumfajt irtunk le a polifazikus taxonémiai elvek szerint

Deinococcus budaensis sp. nov. (Makk és mtsai 2016) és

Deinococcus fonticola sp. nov. (Makk és mtsai 2019) néven.
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3.4. Az Ojos del Salado (Szaraz-Andok) vizes élohelyeinek szélsoséges
kornyezeti feltételeihez alkalmazkodott (poli)extremofil prokariota
kozosségek taxonomiai valtozatossaga

A Magyar Szaraz-Andok Kutatdsi Program 2010-ben szervezett eldszor expediciot a Széaraz-
Andok kiilonallo hegyoriasait reprezentald Ojos del Salado-vidék kornyezeti valtozasainak feltarasa
céljabol. Azota a kihelyezett miiszerek segitségével — 4200 m-t6l 6893 m-ig — 6 magassagi szintben
szervezett expediciok soran tanulmanyozzak a negativ vizhaztartdsi magashegyi sos tavakban
bekovetkezd valtozasokat, az extrém magassagban kialakult (idészakos) hegyi tavak kialakulasat,
valamint a vulkani kisérdjelenségek (pl. g6zkitorések) kornyezetfejlodést befolyasold szerepét. Ezek a
kutatdsok, melyek a bolygonk egészére jellemzd klimavaltozas megismerését célozzak, az egyik
legextrémebb foldi kornyezetben végmend atalakulasokba engednek betekintést.

3.4.1. Negativ vizhaztartisu magashegységi sekély sos tavak halofil és sugdrrezisztens
baktériumkozosségei

A ko6zéps6 Andok térségében (Altiplano: Bolivia, Chile, Argentina; Atacama-sivatag: Chile
¢északi része és Puna: Chile, Argentina) szamos magashegyi (>3000 m tengerszint feletti magassagu)
s0s to és vizes €l6hely talalhato (Albarracin és mtsai 2015, 2020; Bull és mtsai 2016; Orellana és mtsai
2018). Ezek a sekély, sos vagy hipersos tavak és vizes élohelyek olyan evaporacios medencékben
alakultak ki, ahol a csapadékbol, az olvadod hotakarobol és a talajjégbdl szarmazo viz felhalmozodott
(Nagy ¢és mtsai 2019). Kiterjedésiiket a talajviz és a parolgas egyensulya hatarozza meg, igy a parolgas
szezonalis valtozasainak fiiggvényében nének vagy zsugorodnak (de la Fuente és mtsai 2021). A sos
tavak és vizes ¢l6helyek rendkiviil heterogén oOkologiai rendszerek. Soétartalmuk meglehetdsen
ingadozo, melyekben a szulfatok és a kloridok, ritkabban a natrium-, a kalcium- és a magnézium-
karbonatok dominalnak (Risacher és mtsai 2003). Az aktiv vulkanok kozelsége miatt kémiai
Osszetételiiket befolyasolja a szokatlan asvanyi anyagokat (pl. litiumot, bort vagy arzént) tartalmazo
termalvizek beszivargasa is (Vignale és mtsai 2021). A magashegyi atalasszohalin vizi
Okoszisztémakban tobbszorosen szélsdséges kornyezeti hatdsok (pl. a negativ vizhaztartasbol adodo
magas sokoncentracio mellett az er6s UV sugarzas, a nagy napi homérséklet-ingadozas, az alacsony
légkori nyomads) érvényesiilnek, ami kedvezd életfeltételeket kinal a  (poli)extremofil
mikroorganizmusok megtelepedéséhez (Albarracin és mtsai 2015, 2020). Kutatasunk soran tenyésztéses
¢s piroszekvenalasi modszerek alkalmazasaval bovitettiik ismereteinket a Puna de Atacama (Chile) két
tavoli, magasan fekvo, sekély sos tavaban (Laguna Santa Rosa és Laguna Verde) ¢l6 (poli)extremofil
baktériumkozosségek taxonomiai diverzitasarol (Borsodi és mtsai 2022Db).

A magashegyi sos tavakbol a tobbszorosen szElsdséges kornyezeti koriilmények dacara nagyfoki
bakteridlis taxonomiai diverzitast tartunk fel. A bentikus baktériumkdzosségeket mindkét toban a
Proteobacteria és a Bacteroidetes torzsekbe tartozd szekvencidk dominaltak. A Bacteroidetes torzs
képviseldinek aranya majdnem kétszer olyan nagy volt a Laguna Santa Rosa tliledékmintdkban, mint a
Laguna Verde mikrobialis bevonat mintakban. Annak ellenére, hogy a Proteobacteria atlagos
abundancija hasonlo volt a két toban, a mintavételi helyek kozott figyelemre méltd kiilonbségeket
lehetett megfigyelni. Alacsonyabb taxondémiai szinteken mind az éldhely tipusa (tavi {iledék vs.
mikrobialis bevonat), mind a mintavételi helyek szerint nagyfoku valtozatossagot tapasztaltunk. Ez arra
utalt, hogy a foldrajzi és éghajlati hasonldsadgok ellenére a helyi kérnyezeti hatasok nagymértékben
befolyasolhattik a mikrobialis diverzitast. igy az él¢hely tipusatol fiiggéen kiilonbozd baktériumok
vehettek részt a helyi szén-, nitrogén- és kén korforgalomban, beleértve a fototrofian alapul6 elsédleges

crcr
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3.4.2. Egy magashegyi permafioszt olvadékto pszichrofil, oligokarbofil és xerotolerdans
baktériumkozosségei

A permafroszt teriiletek mikrobidlis Okologiai vizsgalata — a kutatdsok asztrobiologiai és
klimatikus jelent6sége miatt is — az utobbi évtizedekben az érdeklédés fokuszaba kertilt. A permafroszt
(vagyis az Orokfagy birodalma) meglehetdsen 0Osi és stabil kornyezetnek tekinthetd, napjaink globalis
klimavaltozasanak hatasara mégis szembetiing atalakulasokon megy keresztiil (Cheng & Wu 2007;
Schuur és mtsai 2015). Degradacidja gyakran olvadéktavak kialakulasat eredményezi, amely jelenségrol
nemcsak a sarkvidékekrdl szamoltak be (Laurion és mtsai 2010), hanem magashegységi permafroszt
kornyezetbol is (Nagy és mtsai 2019; Kereszturi és mtsai 2020). Az 5000 m-es magassag felett talalhato
olvadéktavak ugyanakkor sokkal ritkabbak, mint a sikvidéki periglacialis tavak.

A klimavaltozasnak kitett, permafroszttal jellemezhetd magashegységi teriiletek altalaban
mentesek a kdzvetlen human behatasoktol, hiszen rendkiviil nehezen megkdzelithetok. A magashegyi
permafroszt olvadéktavak ezért az asztrobioldgiai kutatdsok természetes laboratoriumainak is
tekinthetok, mivel egyszerre vizsgalhat6 benniik a nagy tengerszint feletti magassagbol eredd extremitas
¢s az orokfagy hatasa. A Szaraz-Andok térségét mar régota in. Mars analog teriiletként tartjak szamon
(Escudero és mtsai 2007; Cabrol és mtsai 2009; Farias és mtsai 2011; Dorador és mtsai 2013; Cabrol és
mtsai 2018), ahol az elmult években egyre nagyobb figyelmet kaptak az 5000 m-nél magasabban fekvo
teriiletek (Schmidt és mtsai 2018). Ebben a régioban talalhato a Fold legmagasabban fekvé vulkanja, az
Ojos del Salado is, amely tobb asztrobiologiai vizsgalatra kivaloan alkalmas, permafroszt eredetii
magashegyi olvadéktavat rejt magaban (Nagy és mtsai 2019). Ezeknek a tavoli és érintetlen hegyvidéki
permafroszt olvadéktavaknak az extremofil mikrobidlis kozosségeir6l igen kevés informacidval
rendelkeziink. Jelen kutatisunk soran az Ojos del Salado vulkan 5900 m tengerszint feletti
magassagiaban fekvé permafroszt olvadéktavaban és kornyezetében ¢él6  poliextremofil
baktériumkdzosségek taxondmiai Osszetételét vizsgaltuk tenyésztéses és Illumina MiSeq amplikon-
szekvenalasi modszerek egyidejii alkalmazasaval. A mintavételre a 2016. évi februari Foldgomb
Atacama Klima-monitorozé Expedicio soran keriilt sor a tovizbdl és a tavi iiledékbdl, valamint a to
koriili permafroszt aktiv rétegébdl a totol kiilonbozd tavolsagokbdl és a felszin aldl kiilonbozo
mélységekbdl (Aszalos és mtsai 2020b).

A Fold valoszinileg legmagasabban fekvd permafroszt olvadéktavanak és kornyezetének
vizsgalataval a vilagon elsé alkalommal nyertiink betekintést a Mars analdgnak is tekintett élohely
baktériumkdzosségeinek Osszetételébe. Az Ojos del Salado vulkédn permafroszt olvadéktava mas
magashegyi permafroszt altal befolyasolt vizes él6helyekhez hasonldan — féként az alacsony szerves
anyag tartalom miatt — leegyszeriisddott baktériumkozosséget rejt magaban. Ennek az lehet a
magyarazata, hogy a poliextremofil mikrobiota Osszetételére az erds UV sugarzas mellett jelentés
szelekcios hatast gyakorolhatnak a permafroszt felsd, aktiv rétegére jellemzO sorozatos fagyas-
felolvadas és kiszaradas-nedvesedés ciklusok. A rendkiviil alacsony hémérséklethez és szerves anyag
koncentraciohoz, valamint extrém er6s UV sugarzashoz alkalmazkodott tenyésztésbe vont
baktériumtorzsek féleg olyan pszichrofil, xerotolerans és oligokarbofil baktériumfajok képviseléinek
bizonyultak, amelyeket az utobbi években mas magashegységi vagy polaris glacialis kornyezetekbol
irtak le. A 16S rRNS gén alapu Illumina MiSeq amplikon-szekvenalds eredményei fOként a
Patescibacteria, az Acidobacteria, az Actinobacteria, a Bacteroidetes, a Chloroflexi, a
Gemmatimonadetes, a Planctomycetes, a Proteobacteria és a Verrucomicrobia torzsekbe tartozo, de
ismert fajok hianyaban pontosabban nem azonosithatd, kandidatus taxonokhoz vezettek. Az eddig
,Iejtézkodo” baktériumok jelentds részaranya alatdmasztotta, hogy az extremofilek tenyésztésen
alapul6 elemzése is nélkiilozhetetlen jovobeni potencialis biotechnoldgiai alkalmazasuk szempontjabol
(Aszalos és mtsai 2020b).
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3.4.3. Az Ojos del Salado aktiv vulkani krater kérnyezetének acidofil és termofil
baktériumkozosségei

A glacio-vulkanizmus olyan a Foldon napjainkban is zajlo geoldgiai folyamat, amely jelentds
mennyiségli folyékony halmazallapotd viz képzddése mellett, ¢éles homérsékleti és geokémiai
gradienseket eredményez6 potencialis mikrobialis élohelyek kialakulasaval jar egyiitt. Az igy 1étrejovo,
egyediilallo és tobbszordsen is szélsdséges kornyezetekben a poliextremofil mikrobialis kolonizécio
szamara rendelkezésre allo élohelyek széles fizikai-kémiai skalan valtoznak (Cousins & Crawford
2011). A jég és a vulkanizmus kolcsonhatasa olyan reaktiv kornyezeteket eredményezhet, amelyek
imitaljak a Marson uralkodd viszonyokat. Ezek a korabban elérhetetlen ,természetes foldi
laboratoriumok™ — pl. az antarktiszi Szaraz-Volgyekben (Wierzchos és mtsai 2005; Walker & Pace
2007), az Atacama-sivatagban (Navarro-Gonzalez és mtsai 2003), az evaporit (Rothschild 1990;
Edwards és mtsai 2006) és permafroszt (Gilichinsky és mtsai 2007) kornyezetekben — az
extraterresztridlis élet lehetOségének kutatdsa szempontjabdl is kivalo lehetdséget kinalnak a kutatok
szamara, ezért egyre nagyobb figyelmet kapnak napjainkban (Cavicchioli 2002; Lage és mtsai 2012;
Williford és mtsai 2018).

Az Ojos del Salado térségében a vulkanizmushoz kothetd hévforrasok el6fordulasa nem ritka, pl.
a 4350 m tszf. magassagon fekvé Laguna Verde sos t6 medencéjében is megfigyelték (Nagy és mtsai
2019), de a hohatar feletti permafroszt régidban csak elvétve fordul elé. Az Ojos del Salado vulkéan
6893 m-es focsucsatol délre, egy mellékkraterben talalhaté a Fold minden bizonnyal legmagasabban
(6480 m-en) fekvé tava, melyet a fumarolakbol kiaramlo meleg vizii patak mellett a teriiletre hullé hé
¢és a permafroszt olvadékvize taplal (Nagy és mtsai 2019). A Foldgomb Atacama Klima-monitorozo
Expediciok tantsaga szerint a to medencéjét a 2014-es felfedezése oOta jég és ho tolti ki. Kutatasunk
soran ebben az Ojos del Salado (Szaraz Andok) aktiv vulkanizmusa altal befolyasolt magashegységi
kratertoban €s a kornyezetében el6forduld poliextremofil baktériumkozosségek Osszetételének a
megismerésére torekedtiink tenyésztéses és Illumina MiSeq szekvenaldsi modszerek egyiittes
alkalmazasaval. A feltart baktériumok taxonomiai diverzitdsdnak ismeretében létrehozott modell

segitségével a kozosségalkotok lehetséges geomikrobiologiai szerepére kovetkeztettiink (Aszalos és
mtsai 2020a).

Az Ojos del Salado kraterkdrnyezetébdl gyiijtott tiledékmintdkbol szinte kizardlag csak az
Arthrobacter és a Pseudarthrobacter (Actinobacteria) nemzetség pszichrofil és xerotolerans fajainak a
képviseldit sikeriilt tenyésztésbe vonni. A baktériumkozosségek amplikon-szekvenalassal feltart
taxonomiai dsszetételében mar torzs (phylum) szinten is jelentds kiilonbségeket mutattunk ki a vulkéni
utomiikodéstol tavolodva megfigyelhetd éles homérsékleti és pH gradiens mentén. A fumarolas patak
iiledékébol azonositott acidofil vas(ll)- és kénoxidald, valamint vas(II)- és kénredukalé baktérium-
nemzetségekkel nagyfoki szekvencia-egyezést mutato filotipusok abundans eléfordulasa alapjan ebben
a tobbszorosen extrém kornyezetben a vas- €s a kén-korforgalmat egymassal szorosan dsszekapcsolo,
leegyszerlisodott dsszetételii baktériumkozosség mikodését sejtjiik, amit egy biogeokémiai modellben
foglaltunk 6ssze (3. dbra).

Ismerve a Marson feltételezett egykori hidrotermalis rendszereket, tovabba a vas és kén
feldisulasokat, a voros bolygo legvaloszinlibb €16 szervezetei az altalunk is kimutatotthoz hasonlo, 6si
leszarmazasi vonalat képviseld, vas- és kénoxidald kemolitotrof prokariotak lehettek.
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4. A LEGFONTOSABB UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
MEGALLAPITASAI

Az extremofil mikroorganizmusok taxondmiai €s anyagcsere diverzitasaval kapcsolatban végzett
eddigi kutatasaink eredményei alapjan altalanos kovetkeztetésként allapithatjuk meg, hogy

— egymastol foldrajzilag tavol fekvo extrém kornyezetekben a hasonld szélsdséges kornyezeti
koriilmények hatdsara faji Osszetételiikben ugyan gyakran csak részben atfedd, de hasonld
anyagcsere-képességekkel rendelkezd, hatékony és sokoldali metabolikus egylittmiikddésre
képes extremofil mikrobialis kozosségek alakulhatnak ki;

— a kornyezeti feltételek lokalis valtozatossdga, vagyis az akar mikrométeres tavolsagokban
kialakul6 fizikai-kémiai gradiensek még az egymashoz nagyon kozeli teriileteken (pl. mozaikos
szerkezetl szikes talajokban) vagy egymassal kapcsolatban allo, de eltérd éléhelytipusokban (pl.
hipogén barlangi viztestekben és kézetfelszini biofilmekben) is nagymértékben kiilonb6zo
taxondsszetételil mikrobakdzosségek 1étrejottét eredményezhetik;

— a gyakorta rendkiviil zord kornyezeti feltételek ellenére, a nagyon kiilonb6zd anyagcsere-
képességekkel rendelkezé extremofil baktériumok kozott kialakuld szoros, sejt-sejt szintii
kolesonhatasok (pl. biofilmekben), egymastol fiiggd, meglepéen valtozatos és gazdag
taxondsszetételli, hatékonyan és szabalyozottan miikodé komplex haldzatok kialakulasahoz
vezethetnek;

— az extrém kornyezetek (az élGhely tipusatol, a foldrajzi elhelyezkedéstdl és a geologiai
sajatossagoktol fiiggetleniil) az alkalmazott mikrobialis Okologiai vizsgalati modszerek
robbanasszeri fejlodése és a kutatasok intenzifikalodasa ellenére is ma még nagyrészt ismeretlen,
rejtézkodo taxondmiai diverzitassal rendelkeznek, ami kiaknazatlan lehetdségek tarhazat kinalja
a kutatok szamara;

— az Uuj extremofil taxonok tenyésztésbe vonasa nagy jelentdséggel bir, nemcsak a prokaridta
sokféleség feltarasa szempontjabdl, de az 4j fajok (pl. Pannonibacter phragmitetus gen. nov., sp.
nov.) lehetséges humanegészségiligyi vonatkozéasai, valamint mezOogazdasagi, ipari-
biotechnologiai alkalmazhatdsaga tekintetében is.
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