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Abstract: The Tapolca karst is one of the karstic areas of Hungary that are most sensitive to anthropogenic
impact. The karst water that fills the cave system lying 10-15 m underneath the surface can easily be contaminated
through infiltration. Microorganisms play an important role among the factors that determine the characteristics
of soils. The goal of our research was therefore the comparative microbiological examination of soil samples
taken from a native (T1) and acontaminated (T2) area of the Tapolca karst based on cultivation and non-
cultivation methods. Samples collected in the autumn of 2010 were plated onto different media, and colonies
showed different morphology were isolated. After isolating community DNA from the soil samples, clone libraries
were created. The phylogenetic identification of the bacterial strains and molecular clones was based on the 16S
rRNA gene sequence analysis. The PCR products derived from the strains and clones were grouped on the basis of
their ARDRA patterns, and the dye-termination sequencing method was used for determining the sequences of the
group representatives. The phylogenetic identity of the sequences was verified using the NCBI and the EzTaxon
online databases. The bacterial strains were identified as species of the phyla Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria and Bacteroidetes. The distribution of the species within the phyla was very distinct between the
sample sites. Results of the cultivation showed that the bacterial community of the contaminated area was more
diverse. Most of the processed molecular clones were similar to clone sequences deriving from soil and
rhizosphere samples. Examined by the cloning method, the communities proved to be more diverse in that twice as
many high-level taxonomic groups (phyla or classes) were represented in the samples as observed after
cultivation. Besides the taxons observed by cultivation, members of the phyla Acidobacteria, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Gemmatimonadetes and Verrucomicrobia, and the class J-Proteobacteria were present in the
samples

Bevezetés

Hazéank karsztos tertiletei fontos nemzeti értéket képviselnek nemcsak egye-
diilallo taji jellemzdik, természeti kincseik, de tdjgazdalkodasi jelentdségiik
miatt is. A karsztos kézetek kivald viztarozé és vizelvezetd képességiik ré-
vén jelentds felszin alatti vizbazisnak adnak otthont, igy szdmos telepiilés
vizbazisat szolgaltatjdk. Emellett fontos erdészeti és legeldteriiletek is.
Ugyanakkor e teriiletek nyitott hidrogeoldgiai rendszeriik és haromdimenzi-
0s hatasfeliiletiik révén fokozottan sériilékenyek. A karsztok sajatos oko-
szisztémajaban végbemend folyamatok kutatasa tehat tobb okbdl is kiemel-
kedden fontos feladat.

A karsztrendszerek fejlddésében, mitkddésében kiilonds jelentdség-
gel bir a felszinnel kozvetlen kapcsolatban all6, komplex fizikai, kémiai és
biologiai folyamatokkal jellemezhetd epikarszt zona, mivel a természetes ¢és
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antropogén hatdsok ezen keresztiil, rdadasul a gyors beszivargas miatt igen
gyorsan ¢érik el a karsztrendszert. Valamennyi talajtipus, igy az epikarszt
talajok tulajdonséagait meghatarozé tényezok kozott is fontos szerepet tolte-
nek be az ott ¢l6 mikroorganizmusok. Enzimeik és anyagcseretermékeik
révén meghatarozo szerepet jatszhatnak a talajban végbemend folyamatok,
az anyagforgalom, energiadramlés katalizalasaban, s ezek révén a karsztos
koézetek képzddési- és oldodasi folyamataiban.

A GOmor-Tornai-karszt talajait kordbban tobb alkalommal vizsgél-
tak, a talaymikrobak karsztkorr6zids hatasanak és a kiilonb6zo talajtipusok-
ban ¢l6 baktériumkozosségek strukturdlis és funkcionalis diverzitdsanak
feltardsa szempontjabodl (KEVEI-ZAMBO 1986, DARABOS 1997, ZAMBO
1998, KNAB et al. 2010). A Tapolcai-karszt hazank egyik antropogén hata-
sokra legérzékenyebb karsztos teriilete, azonban az ottani talajokban el6for-
dulé baktérium kozosségek filogenetikai diverzitdsdnak megismerésére ed-
dig még nem folytak vizsgalatok.

Kutatasunk célja éppen ezért a Tapolcai-karszt egy zavarasmentes €s
egy fokozottan szennyezett teriiletérdl szarmazo6 talajminta 6sszehasonlito
mikrobiologiai vizsgélata volt a talajban €16 baktériumkozosségek filogene-
tikai diverzitasanak feltarasa révén. A vizsgalatok soran egymadssal parhu-
zamosan alkalmaztunk tenyésztésen alapuld és tenyésztéstol fiiggetlen mo-
lekularis bioldgiai modszereket, igy alkalmunk nyilt a kiilonb6z6 modszerek
hatékonysaganak ¢s érzékenységének Osszehasonlitdsara is.

Vizsgalati anyag és modszerek

Az Osszehasonlitd mikrobioldgiai vizsgalatok céljabol 2010. 09. 30-4n a
Tapolcai-karszton kijelolt két mintavételi helyen firomag-mintavevdvel (kb.
200-300 g) talajmintat gytjtottiink steril iivegekbe. A talajmintdkat a
24 oran beliil végzett laboratériumi feldolgozasig 6-8°C-on taroltuk.

A mintavételi helyek néhdny fontosabb jellemzdjét az 1. tablazatban

foglaltuk Ossze.
1. tablazat
Table I
Mintavételi helyek és a talajmintak jelolései
Sampling sites and signs of soil samples

Mintavét.el helye Foldrajzi koordinatak Minta jelzése | Talajszint | Talajtipus
Tapolcai-karszt | 7f szélesség | K hosszlisig
Also-Cser-to melletti | coipc 00100 | 417028520156 T1 0-15 cm fekeFe
lapos tetészint rendzina
Zalahalap kornyéki oo o e . barna
illegilis szemétlerako +46°55°2.1195 +17°28°49.5853 T2 0-15 cm rendzina
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Kutatasunk szempontjabdl elényds volt az §szi mintavételi idépont,
mert a mérsékelt égdvi talajokban a mikrobialis biomassza mennyisége év-
szakos fluktuacidt mutat, és a csucsértékek tavasszal, valamint Osszel fi-
gyelhetSk meg (DIAZ-RAVINA et al. 1994).

A tenyésztéshez a talajmintakbdl steril viz felhasznalaséaval tizes 1&p-
tékli higitasi sort készitettiink, majd ennek minden tagjabol haromféle
tapagar (nutrient, R2A, keményit6-kazein) lemez felszinére szélesztettiink.
Tiznapos, 28°C-os inkubacidt kovetden csiraszam becslést végeztiink. A
kifejlodott kiilonallo telepeket morfologiai diverzitdsuk szerint a tapleme-
zekkel azonos Osszetétell ferde agarra izolaltuk. A T1-es jelii mintabol igy
70, a T2-es mintabodl pedig 82 torzset kiilonitettiink el.

A baktériumtorzsek genotipusos vizsgalata sordn a torzsek tiszta te-
nyészeteibol els6ként DNS-t izolaltunk steril liveggyongyos fizikai feltaras-
sal. A telepekrdl szarmazo biomasszat steril iiveggyonggyel és steril HPLC
mindségi desztillalt vizzel elszuszpendaltunk, majd Mixer Mill MM301
tipusu sejtmalommal tartuk fel a sejteket. Az elegyet centrifugéalds utan PCR
késziilékben 5 percig 99°C-on denaturaltuk. Vortexelés €s ijabb centrifuga-
las utdn a mintdkat -22°C-on taroltuk. A templdt DNS jelenlétét
gélelektroforézissel ellendriztiik 1%-os agardz gélben, 100V fesziiltség érteé-
ken, 20 perc futamiddvel.

Az izolalt DNS-bdl a 16S rDNS régiot polimeraz lancreakcié (PCR)
segitségével szaporitottuk fel 27f €s 1387r primereket hasznalva. Ezutan a
16S rDNS PCR termékeknek az Mspl és a BsuRI restrikcios endonukleaz
enzimekkel végzett hasitasaval hoztuk létre azok ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) mintazatat. Az egyedi hasitasi minta-
zattal rendelkezd torzsek PCR termékét EZ-10 Spin Column PCR Products
Purification Kit (Bio Basic Inc.) segitségével tisztitottuk meg.

A reprezentativ torzsek faji szintli azonositasat a 16S rDNS bazissor-
rend-elemzésre alapozva, 27f primer felhasznalasaval a jelolt terminatoru
ciklikus szekvenalds moédszerével végeztik. A szekvencidk filogenetikai
hovatartozasat a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritmus-
sal (ALTSCHUL et al. 1990) a GenBank internetes DNS-adatbazisban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), illetve a mar leirt, tenyésztésbe vont tipus-
torzseket tartalmazd EzTaxon server (http://www.eztaxon.org/; CHUN et al.
2007) segitségével ellendriztiik.

A tenyésztéstdl fliggetlen vizsgalatokhoz a 0,5-1 g-nyi talajmintabol
DNS izolalo kit segitségével (Ultra Clean Soil DNA Isolation Kit, Mo-Bio),
kémiai és mechanikus sejtfeltarast alkalmazva, a protokollnak megfeleléen
kivontuk a kozdsségi DNS-t.
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A DNS izolatumokbdl klonkdnyvtarat hoztunk 1étre a kék-fehér sze-
lekcion (SAMBROOK & RUSSELL 2001) alapulé moddszerrel, a
klonkonyvtarak feldolgozasat KRETT et al. (2010) szerint végeztiik, 27f €s
1401r primerek alkalmazasaval. A reprezentativ klonszekvencidk filogene-
tikai azonositasat ugyancsak a 16S rDNS bazissorrend-elemzésre alapozva
végeztiik, a fentiekben mar leirtak szerint.

Eredmények és értékelésiik

A kivélasztott mintavételi helyekrdl szarmazé mintakban atlagosan
10° TKE/g (TKE = telepképz6 egység) értékeket hatiroztunk meg a minta-
tol és a felhasznalt taptalaj tipusatol fiiggetleniil (/1. tabldzat). A legmaga-
sabb csiraszam értékeket a T2-es (a Zalahaldp melletti illegalis szemétlerako
kornyékérdl szdrmazd) mintabol nutrient és R2A téptalajon becstiltiik
(9 x 10° illetve 7,2 x 10° TKE/g). A legalacsonyabb értékeket a Tl-es (az
Also-Cser-td melletti lapos tetdszintrél szarmazo) mintabdl nutrient és ke-
ményité-kazein taptalajokon (4,1 x 10° illetve 4,7 x 10° TKE/g) hataroztuk

meg.
1I. tablazat
Table 11
A talajmintak csiraszam értékei (TKE/g) az alkalmazott taptalajok szerint
Germ count numbers(CFU/g) of soil samples according to the media used

Tapolcai-karszt/ T1 Tapolcai-karszt/T2
minta minta
6 6
Nutrient 4,1 * 10 9,0 * 10
6 6
R2A 6,0 * 10 7,2 * 10
6 6
Keményité-kazein 4,7 * 10 55*10

Az Osszesen 154 (T1:70; T2: 84) tiszta tenyészetbdl izolalt DNS
ARDRA csoportot (T1: 38; T2: 54) kiilonitettiink el. 57 reprezentans torzs
(TRS: 25; TRW: 31) bazissorrend elemzését €s illesztését végeztik el. Az
azonositott torzsek 18%-anak bazissorrendje kevesebb, mint 97%-ban egye-
zett meg az EzTaxon adatbazisban szerepld fajokéval. Ezekkel az
izolatumokkal ezért érdemes lehet tovabbi, részletesebb taxondmiai vizsga-
latokat végezni, mert az alacsony szekvencia hasonlosag alapjan feltételez-
hetd, hogy ezek még ismeretlen fajok képviseldi lehetnek.

A Tapolcai-karszt talajmintdibdl diverz kozosségeket tartunk fel te-
nyésztésen alapuld vizsgélataink sordn (/II. tablazat). A filogenetikai tor-
zsek szintjén a két mintavételi teriilet kozott a leglényegesebb kiilonbség az
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volt, hogy a Tl-es mintdban a Proteobacteria torzs Gammaproteobacteria
osztalyanak képviseldi voltak tilnyomo tobbségben (40%), mig a T2-es
mintaban az Actinobacteria torzs képvisel6it talaltuk meg a legnagyobb

aranyban (41%).
111 tablazat
Table 11T
A baktérium torzsek és kionok filogenetikai megoszldsa
The phylogenetic distribution of bacterial strains and clones
T1 minta T2 minta T1 minta T2 minta
torzsek | klonok | torzsek [ klonok torzsek | klonok | torzsek [ klonok

Filogenetikai csoport szama (%) szama (%) |Filogenetikai csoport szama (%) szama (%)

Acidobacteria Deltaproteobacteria
Candidatus 6 (12) 3(6) Byssovorax 1(2)

Edaphobacter 1(2) Desulfuromonas 24)
Holophaga 24 24 Haliangium 24

Chloroflexi Smithella 1(2)

Levilinea 24 Sorangium 24
Cyanobacteria Firmicutes

Crocosphaera 4 Bacillus 11 (21) 2(5
Gloeobacter 1(2) Paenibacillus 1(2)

Alphaproteobacteria Paenisporosarcina 1(2) 1(2)
Bradyrhizobium 1(2) Thermolithobacter 1(2)
Brevundimonas 12,5 Actinobacteria
Caulobacter 1(2) 1(2,5) Acidimicrobium 24
Mesorhizobium 24) 1125 1) Aciditerrimonas 1(2)

Ochrobactrum 1(2) Acidothermus 1(2)
Paracoccus 1(2,5) Aeromicrobium 1(2)
Pedomicrobium 1(2) Agromyces 2 (5)
Phaeovibrio 24 Arthrobacter 3(6) 1(2)
Phyllobacterium 24,5 lamia 24
Pseudolabrys 24 Lentzea 1(2)

Reyranella 1(2) llumatobacter 24)
Sphingomonas 3(6) 2 (4,5) Micrococcus 1(2) 3()
Rhodoplanes 48 Mycobacterium 1(2)

Betaproteobacteria Nocardioides 1(2)
Azonexus 2(4) Patulibacter 3(6) 6(11)
Cupriavidus 1(2) Planomonospora 1(2)
Derxia 1(2) Rhodococcus 1(2)
Duganella 1(2) Rubrobacter 24
Massilia 1(2) Solirubrobacter 1(2) 24
Pelomonas 1(2) Streptomyces 48 121922 12
Piscinibacter 4(7) Thermoleophilum 1(2)
Ramlibacter 1(2) Bacteroidetes
Variovorax 1(2) 1(2) Pedobacter 2(5
Vitreoscilla 4(7) Flavobacterium 4(8) 2(5)

Gammaproteobacteria Verrucomicrobia
Alkanibacter 1(2) Candidatus 1(2)
Ectothiorhodospira 1(2) Chthoniobacter 1(2)

Luteimonas 5(10) | Verrucomicrobium 1(2)
Lysobacter 500 1(2) 1245 | 1(2) |Gemmatimonadetes
Pseudomonas 15 (28) 5(12) Gemmatimonas 3 (6)
Pseudoxanthomonas 1(2)
Saccharospirillum 1(2)
Shigella 1(2)

A TIl-es mintdban a Firmicutes, a T2-es mintdban az

Alphaproteobacteria csoportba sorolt torzsek ardnya kozel hdromszorosa
volt a mdasik mintadbol ugyanezen csoportokba tartozo torzsekének. A
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Bacteroidetes és a Betaproteobacteria csoportokba sorolt toérzsek aranya
mindkét mintaban kozel azonos volt.

A Tl-es minta legnépesebb képviseldi a Pseudomonas (28%), a
Bacillus (21%) ¢€s a Lysobacter (9%) genuszok voltak, ugyanakkor a T2-es
mintadban legnagyobb szdmban a Streptomyces (22%), a Pseudomonas
(28%), a Bacillus (21%) és a Lysobacter (9%) genuszok voltak, ugyanakkor
a T2-es mintdban legnagyobb szdmban a Streptomyces (22%), a
Pseudomonas (12%) és a Micrococcus (7%) nemzetségek fajai voltak jelen
a legnagyobb aranyban. E nemzetségek tobbségének képviseldi nagy tlird-
képességliek, eldnytelen koriilmények kozott is fennmaradnak, valamint
metabolikus potencialjuk széleskort.

Egyes  nemzetségek  képviseldi  (Bacillus, Caulobacter,
Flavobacterium, Lysobacter, Micrococcus, Paenisporosarcina,
Pseudomonas, Sphingomonas, Streptomyces, Variovorax) mindkét mintavé-
teli helyrdl eldkeriiltek, igy feltételezhetd, hogy ezek a teriileten dominans
eléfordulasu és nem tal specifikus igényti, konnyen tenyészthetd szerveze-
tek képviseldi. Szamos nemzetség tagjait azonban csak az egyik vagy a ma-
sik teriiletrdl azonositottuk. A T2-es, azaz az illegalis hulladéklerakohelyrdl
szarmaz6 mintabodl kétszer annyi csak arra a teriiletre jellemzé nemzetség
(deromicrobium, Agromyces, Brevundimonas, Duganella, Mesorhizobium,
Nocardioides, Paracoccus, Pedobacter, Phyllobacterium, Rhodococcus)
keriilt elo, mint a Tl-es mintabol (Arthrobacter, Lentzea, Massilia,
Paenibacillus, Pseudoxanthomonas).

Az illegalis hulladéklerakohelyrdl szarmazd mintankbdl tobb olyan
fajt (Mesorhizobium metallidurans, Rhodococcus quinshengii, Streptomyces
plumbiresistens, Variovorax paradoxus) vontunk tenyésztésbe, amelyekrol
leirtak, hogy toleraljak nehézfémek, szintetikus szennyezdanyagok jelenlét-
ét, utobbiakat esetleg degradaljak is.

A tenyésztéstol fliggetlen kozosségszerkezeti vizsgalatok soran 96
tagu klonkonyvtarat hoztunk 1étre. Feldolgozasuk sordn a T1 mintat 68, a T2
mintat pedig 69 ARDRA csoportba soroltuk. Eddig 80 reprezentans klon
(TRC: 42; TWC: 38) bazissorrend elemzését és illesztését végeztiik el a
torzseknél is alkalmazott modon.

A nagyobb filogenetikai csoportok megoszlasat a 3. tadblazatban mu-
tatjuk be. A klonszekvencidk Osszesen 66%-a (T1: 58%, T2: 74%) tartozott
valamelyik, a tenyésztéses mddszerrel is kimutatott 6t filogenetikai torzs
valamelyikébe. Az igy nyert csoportok ardnya azonban a torzsek esetében
megfigyelt aranyokhoz képest némileg eltérd volt.

A T1-es mintdban legnagyobb résziik (23%) nem a Gamma-, hanem
az Alphaproteobacteria rokonsagi korébe tartozott. Kiemelkedd adat, hogy a

148



gammaproteobaktériumok tizedannyian képviseltették magukat a klonok
kozott (4%), mint a tenyészetekben (40%). A tenyésztéses vizsgalatok soran
kapott masodik leggyakoribb filogenetikai torzs, a Firmicutes képviseloi itt
egyaltalan nem voltak jelen, helyiikre az aktinobaktériumok keriiltek(21%).
Nagy aranyban voltak még jelen a klonok kozott a tenyésztéssel ki sem mu-
tathat6 Acidobacteria torzs képvisel6i (18%).

A T2-es mintaban a legnagyobb Iétszdmban az Actinobacteria torzs
tagjait azonositottuk (32%), ez nagyjabol megfelel a tenyésztés soran kapott
eredménynek, ahol 41%-kal szintén ez a taxon volt a leggyakoribb. A
Gammaproteobacteria osztaly fajai azonos ardnyban (17%) voltak jelen,
mint a tenyészetekben, tovabba ugyanilyen gyakoriak voltak a
Betaproteobacteria osztaly képviseldi. A torzsek kozott szamottevd arany-
ban azonositott Bacteroidetes torzs képviseldi a klonkonyvtarakban nem
voltak jelen. Kimutattunk azonban a klonozassal olyan nagyobb filogeneti-
kai csoportok képviseldit, amelyeket a tenyésztés soran nem tudtunk azono-
sitani. Ilyenek voltak a mindkét mintaban jelen 1évé Deltaproteobacteria
osztaly, az Acidobacteria, Cyanobacteria és Verrucomicrobia torzsek, eze-
ken kiviil pedig a T1-es mintdban a Gemmatimonadetes és a Chloroflexi
torzsek tagjai.

Az NCBI adatbazis illesztési eredményei szerint a meghatarozott
klonszekvencidk tilnyomo része eddig tenyésztésbe nem vont, molekularis
biologiai, nukleinsav-alapti moédszerek alkalmazasaval kdrnyezeti mintakbol
azonositott klénokkal mutatta a legnagyobb szekvencia hasonldsagot. E
klénokat talnyomo tobbségben talajokbol (foként ndvények rizoszférajabol)
izolaltdk, de el6fordulnak koztiik hdban, haziporban, mikrobidlis
biofilmben, allati tirtilékben, illetve nitrogénfixalo fajok esetében a gazdafaj
gyokérgiimdiben azonositott baktériumok szekvenciai is. Az EzZTaxon adat-
bazis alapjan megkerestiik a klonjainkkal legnagyobb szekvencia egyezést
mutatd baktériumfajokat is. A szekvencia egyezés azonban a legtobb eset-
ben nem érte el a 97%-ot, igy ezek az adatok faji szinten nem megbizhatdak.
Az NCBI ¢és az EzTaxon adatbazisok adattartalma egymastdl jelentOsen
kiilonbozott, emiatt egyazon klonszekvencidra gyakran kiilonféle besorolast
kaptunk.

Figyelemre mélto, hogy a klonokbdl 1étrehozott ARDRA csoportok a
baktériumtorzsek csoportjaihoz képest igen kis 1étszamuak voltak. Mivel a
kiindulasi torzs illetve klon szdmok nagyjabdl megegyeztek, ez arra utalt,
hogy a tenyésztéssel nyert eredményekhez képest a klonozassal szélesebb
filogenetikai diverzitast tartunk fel.

A Tl-es minta klonszekvencidinak legnépesebb (23%) csoportjat 8
csoporttal ¢és 12 klénnal az Alphaproteobacteria (Mesorhizobium,
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Occhrobactrum, Phaeovibrio, Pseudolabrys, Reyranella, Rhodoplanes) 0sz-
taly képviselte. Faji szinten azonositottuk a Mesorhizobium amorphae nevii
nitrogénfixald baktériumot. A faj tipustorzsét kinai gyalogakacok gyokér-
glim6ibdl izolaltak elészor (Wang et al.,, 1999). Az Actinobacterium
(Acidimicrobium, Aciditerrimonas, Mycobacterium, Patulibacter, Rubro-
bacter, Solirubrobacter, Streptomyces) torzs tagjai voltak a masodik leg-
gyakoribbak (21%) 9 csoporttal és 11 klonnal. A fenti két torzsétdl alig ma-
rad el a klonjaink altal képviselt acidobacteriumok (Chloracidobacterium,
Edaphobacter, Holophaga, Koribacter, Solibacter) aranya (18%). Emellett
a Betaproteobacteria (Azonexus, Derxia, Pelomonas, Ramlibacter) és a
Deltaproteobacteria (Byssovorax, Haliangium, Smithella) osztalyok, vala-
mint a Gemmatimonadetes (Gemmatimonas) torzsekhez tartoz6 klonszek-
venciakat talaltunk viszonylag nagyobb gyakorisaggal. Kisebb szamban (1-
2 csoport 1-2 klonja) voltak jelen a Gammaproteobacteria (Lysobacter,
Saccharospirillum) osztaly, a Verrucomicrobia (Chthoniobacter, Xiphine-
matobcter), a Chloroflexi (Levilinea) és a Cyanobacteria (Gloeobacter) tor-
zsek képviseldi. A Gammaproteobacteria osztaly klonjai kozott megtalalha-
to volt egy szekvencia, amely faji szintli hasonlésagot mutatott a kordbban
mar ismertetett, dél-koreai uborkatermesztd iliveghazak talajabol izolalt
Lysobacter niabensis (WEON et al., 2007) tipustorzsének szekvenciajaval.

A T2-es mintabol 1étrehozott klonkonyvtar vizsgalata alapjan a kii-
16nb6z6 baktériumesoportok képviseldiként azonositott szekvenciak tobbsé-
ge (32%) az Actinobacteria (Acidothermus, Arthrobacter, lamia,
Ilumatobacter, Patulibacter, Planomonospora, Solirubrobacter, Strepto-
myces, Thermoleophilum) torzsbe nyert besorolast. Faji szintli szekvencia
egyezést egy klon mutatott a Streptomyces zaomyceticus nevi fajjal. Az
antibiotikumot (zaomycin) termeld baktériumot FERNANDEZ-CORTES et
al. 2011-ben egy dél-spanyolorszagi, karsztos teriileten elhelyezkedd, paleo-
lit kori barlangrajzokkal teli barlangbol is kimutattak.

Az actinobacteriumok utan az egyik legnagyobb taglétszammal a y-
Proteobacteria osztadly (Alkanibacter, Ectothiorhodospira, Luteimonas,
Lysobacter, Shigella) képviseldi fordultak eld, 7 csoport dsszesen 9 klonjat
foglaltak magukba. Egy klon szekvenciaja 99%-ban megegyezett a Shigella
flexneri faj tipustorzsének szekvencidjaval. A faj egyike a shigellozis nevii
akut hasmenéses betegség korokozodinak, ami a fejlédd orszagok gyermek-
halalozasainak egyik legfobb tényezdje (WANG et al. 2009), de rovidebb
ideig talajokban is fennmarad (LEONARDOPOULOS et al. 1980). A
Betaproteobacteria osztaly (Alcanibacter, Ectothiorhodospira, Illumato-
bacter, Luteimonas, Lysobacter, Shigella) 5 csoport 9 tagjaval volt jelen.
Eléfordultak még a mintdban az Acidobacteria torzs (Chloracidobacterium,
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Holophaga, Koribacter), a Deltaproteobacteria osztaly (Desulfuromonas,
Sorangium), illetve kisebb ardnyban a Cyanobacteria torzs (Crocosphaera),
az alfaproteobaktériumok (Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Pedomicro-
bium), 1illetve 1-1 kloénnal a Firmicutes (Thermolithobacter) ¢és a
Verrucomicrobia (Verrucomicrobium) torzsek képviseldi. Az alfaproteo-
baktériumok klonjai kozott faji szinten azonositottuk a Bradyrhizobium
Jicamae €s a Mesorhizobium albiziae nevil nitrogénfixald fajokat. E fajok
tipustorzseit a jicama (mexikdi fehérrépa) és a szubtropusi elterjedésii
Albizia kalkora nevii mimézafa gyokérgiiméibdl irtdk le (RAMIREZ-
BAHENA et al. 2009, WANG et al. 2007).

A T2-es, azaz az illegalis hulladéklerakohely kornyékérdl szarmazo
mintankban igen nagy szdmban fordultak eld olyan kloénszekvenciak, ame-
lyeknek legk6zelebbi rokonai egy alifas szénhidrogénekkel szennyezett ipari
teriileten folytatott aerob bioremedidcid soran kimutatott, ez idaig még te-
nyésztésbe nem vont baktériumklonok voltak (MILITON et al. 2010). A
kutatdcsoport megfigyelései szerint a 2 évig tartd levegdztetés soran folya-
matosan csOkkent a szerves szennyezOanyagok mennyisége, ezzel parhuza-
mosan pedig valtozott a helyi baktériumkozosség Osszetétele. A kutatdsi
beszamoloban foglaltak szerint a szennyezdanyagoktol mentes talajok leg-
gyakoribb képviseldi az alfaproteobaktériumok, mig legritkabb képviseldi a
gammaproteobaktériumok korébe tartoznak. Ez igaz a T1-es, azaz az érin-
tetlen talajbol szarmazo mintankra is, mint ahogyan az is elmondhat6 a hul-
ladéklerakobdl szarmazd T2-es mintankrél, amit a kutatok ,,gamma-
eltolodas ’-nak neveznek. Eszerint a szénhidrogénnel szennyezett talajokra
jellemzd a gammaproteobaktériumok aranyanak novekedése. A mi mintaink
esetében ezek ardnya az érintetlen talajban 4%, a szennyezett talajban pedig
17% volt. A kutatds soran a szennyezett talajbol kimutattak még a
Gemmatimonadetes és a Chloroflexi torzsek tagjait: ezek a mi mintankban
is jelen voltak. A bioremediacié soran tapasztaltak szerint a kezelés végén a
teljes kozosséget tovabbra is a proteobaktériumok dominaltdk, az rRNS-
klonok révén megismert aktiv kozosségben azonban az Actinobacteria torzs
aranya a kordbbi 30%-r6l csaknem 80%-ra ndétt. Ebbdl e torzs
bioremedidcios folyamatokban valo részvételére kovetkeztettek (MILITON
et al. 2010). Erdekes lenne megfigyelni, hogy vajon a tapolcai hulladéklera-
ko terliletén végzett bioremediacid sordn is megndvekedne-e az
aktinobaktériumok szintén 30%-hoz kdzeli aranya.

A torzsként nemrégiben leirt Verrucomicrobia filogenetikai ag tagja-
inak jelenléte a szennyezett T2-es mintdban feltehetéen kimagasld tiirdké-
pességiikkel, megvaltozott koriilményekhez vald alkalmazkodasi képessé-
giikkel lehet magyarazhatd. E csoport tagjait vizi kozosségekbdl mutattak ki
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eldszor, de ma mar sok mas €él6helyrdl is ismerjiik dket, el6fordulnak eutrof
vagy erdsen szennyezett, extrém hideg vagy forro, illetve szulfidban gazdag
¢s szikes kornyezetekben is (SCHLESNER et al. 2006).

A klonok vizsgélata alapjan a Tapolcai-karszt baktériumkozosségei
Gram-negativ dominancidval voltak jellemezhetok. Klonszekvenciaink ko-
z6tt a Gram-pozitiv baktériumokkal nagyfokt hasonlosagot mutatok csak az
Actinobacteria ¢és a Firmicutes torzsek klonjai voltak. A Gram-pozitiv
klonok aranya (20-30%) azonban nem maradt el tilzottan a tenyésztésen
alapuld moddszerrel nyert eredményektdl (40-50%). A kétféle modszerrel
nyert eredmények kismértékii eltérése mogott feltehetden az alkalmazott
anyagok ¢és technikak (a felhasznalt taptalajok, a DNS izolalds és a PCR
reakciok) eltérd szelektivitasa all. A klonkonyvtarbol kimutatott egyes
taxonok az Aaltalunk alkalmazottol eltérd, sajatos tenyésztési igényekkel
vagy feltételekkel rendelkeznek. Mig tenyésztéses vizsgélatainkkal elsdsor-
ban a Tapolcai-karszt aerob, kemoorganotrof heterotrof baktériumkozossé-
geit tudtuk vizsgalni, a klonozassal kimutattunk szdmos mas metabolizmus-
sal jellemezhetd szervezetet is, melyek feltehetden fontos szerepet jatszanak
a talaj kozosségi anyagceseréjében. Ilyenek voltak példaul a fotoautotrof
Chloroflexi és Cyanobacteria torzsek.

Osszefoglalas

A Tapolcai-karszt hazank egyik antropogén hatasokra legérzékenyebb
karsztos teriilete. A felszin alatt 10-15 m mélyen huz6d6 barlangrendszert
kitoltd karsztviz a beszivargas révén konnyen elszennyezddhet. A talajok
tulajdonsagait meghatarozé tényezok kozott fontos szerepet toltenek be az
ott ¢l6 mikroorganizmusok. Kutatasunk célja ezért a Tapolcai-karszt egy
zavarasmentes (T1) és egy emberi hatas alatt all6 (T2) teriiletérdl szarmazo
talajminta tenyésztésen alapuld és tenyésztéstdl fiiggetlen moédszerekkel
végzett dsszehasonlité mikrobioldgiai vizsgalata volt.

A 2010 06szén gyiijtott talajmintakbol nutrient, R2A és keményitd-
kazein taptalajokra szélesztettiink, és az eltérd telepmorfologiai tulajdonsa-
gokat mutato telepeket izolaltuk. A talajmintakbol a kozosségi DNS izolala-
sat kovetden klonkonyvtarakat hoztunk létre. A baktériumtorzsek és a mo-
lekularis klonok filogenetikai azonositdsat a 16S rRNS gén bazissorrend-
elemzésére alapozva végeztiik el. A kivalasztott mintavételi helyekrdl szar-
mazo6 mintdkban atlagosan 10° TKE/g (TKE = telepképzd egység) értékeket
hataroztunk meg a mintatol és a felhasznalt taptalaj tipusatol fiiggetleniil. A
mintadkbol dsszesen 154 baktériumtorzset izolaltunk. ARDRA mintazatuk
alapjan a T1 torzseket 38, a T2 torzseket 54 csoportba soroltuk. A baktéri-
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umtorzseket az Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria és Bacteroidetes
filogenetikai torzsek fajaiként azonositottuk. A legtdbb tenyésztésbe vont
torzs a Bacillus, Lysobacter, Pseudomonas és Streptomyces nemzetségek
képviseldivel mutatta a legnagyobb hasonldsdgot. Mintavételi helyenként
jelentdsen eltérd volt az egyes fajok filogenetikai torzseken beliili megoszla-
sa. A tenyésztéses modszer eredményei alapjan az antropogén hatéds alatt
allo teriilet bakterialis kozossége diverzebbnek mutatkozott.

A 80 feldolgozott molekuléris klon (T1: 42, T2: 38) a mar leirt bak-
tériumfajokkal nagyon alacsony szekvencia egyezést mutatott, tobbségiik a
legnagyobb mértékben talaj- és rizoszféra mintdkbdl szarmazé
klonszekvencidkhoz hasonlitott. A klonozdsos modszerrel vizsgalva a ko-
zOsségek diverzebbnek tlintek, amennyiben kétszer annyi magasabb szintli
taxondmiai csoport (torzs vagy osztaly) volt jelen a mintakban, mint a te-
nyésztéses vizsgalatok eredményei alapjan. A tenyésztéssel is kimutathatd
taxonokon kiviil az  Acidobacteria, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Gemmatimonadetes és  Verrucomicrobia  torzsek, valamint a
Deltaproteobacteria osztaly képviseldi is jelen voltak a mintdkban.
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