z

=
2
\ O
O
[a°]
| =~
=
o=
wn
Ne)
S
@]
o~
o
=
-
?
—
o
o
(3]
—_—
=
[ge]
<
wn
O
>
o18]
2
2~}
o
o
5]
O
]
8
<
—




Styx Barlangkutato Csoport
Evkonyve
2018.



Styx Barlangkutat6 Csoport
8312 Balatonederics Bakosdomb u. 2.
E-mail: szisziba65@asat.hu

tel: 06-30-3066050

Targy: kutatasi jelentés
Balaton-felvidéki Nemzeti Park Igazgatdsag
8229 Csopak, Kossuth u. 16.

Puskas Zoltan
Igazgato 1r részére

Kutatasi Engedély iigy. szama: VE-097/07758-04/2017

Tisztelt Nemzeti Park Igazgatésag!

A Styx Barlangkutaté Csoport tagjai a sajat munkdinkon kivil mas csoportok
munkaiban, feladataiban is részt vettek. igy pl:
® Eredményes munkakapcsolat van a Vulkdnszpeleoldgiai Kollektiva
tagjaival, részt veszink programjaikon, barlangkutaté taboraikban

® Tagjaink dnkéntes segitéként, John Szilard elndk a Balatonedericsi Szakasz
felel6seként vett részt a BfNP altal is tdmogatott, masodik alkalommal
megrendezésre kerilt Vadlan Ultra Terep 108 Km-es futéverseny
lebonyolitasaban. Frissitd, és ellendrzd pontunk a Balatonedericsi Tajhaz
épulleténél volt. Az eredményes lebonyolitasnak, és a pozitiv
visszajelzésnek is készonhetden a verseny a 2019-es orszdgos
versenynaptarban tovabbra is szerepel.

® Tovabb folytattuk Sinka Gaborral, a BfNPI Keszthelyi-hegység Tdjegység
vezetdjével a Csodabogyds-barlang fotddokumentacidjat. Kezdetben a
kaland tdra Utvonalak (Alap, E 1., E. 2.), ebben az évben a nemrég feltart
BP-ag, a késbbbiekben tervezzik a barlang tovabbi szakaszainak
fotddokumentaciojat is.

Csoporttarsaim és a csoport EIndkségi tagjainak nevében k6széndm 2018. évi

tamogatasukat, segitségtiket.
Tovabbi munkajukhoz eredményekben gazdag 2019. évet kivanunk!

Tisztelettel:
John Szilard
elnok

Styx Barlangkutaté Csoport

Balatonederics, 2019. februar 13.
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Csodabogyos-barlang (Kat. szam: 4440-4) és a

Szeéllik-barlang (Kat. szam: 4440-83)
kutatasa

2018.

Feltaré kutatas:
Ebben az évben a Styx Barlangkutat6 Csoport nem végzett 6nall feltaré kutatast a
Csodabogyos-barlang, és a Széllik-barlang tertiletén.

Tudomanyos, és terepi munkak elvégzéséhez nyujtottunk segitséget:

¢ Folytattuk a 2007.-ben elkezdett csepegd viz, és azok stabil izotép geokémai
vizsgalatat, illetve a barlangi h6mérséklet, szén-dioxid méréseket.
A mérések havi rendszerességgel, a barlang t6bb pontjan folynak.
A mintakat a MTA Geokémiai Kutatointézetben vizsgaljak.
(Dr. Czuppon Gyorgy,)

¢ Terepi mintavételezés: John Szilard, Kovacs Zsofia Adrienn végezte

¢ A mikrobiologiai kutatasok elozetes eredményeként elkésziilt egy szakdolgozat
Makk Judit és Enyedi Néra Tiinde (ELTE TTK Mikrobiolégiai Tanszék)
témavezetésével:

1. kép 2. kép

Ralatonederics

[

1. kép: Barlangkutaté Csoportunk tagjai a Szlovak Paradicsomban tiraztak
(Fotd: John Szilard)

2. kép: Futdk, segitlk, és a tajékoztatd tabla a VUT 2018. Balatonedericsi frissitd, és valtd
pontjan (Fotd: John Szilard)



2018
Enyedi Nora Tiinde

Jelentés a Csodabogyos-barlangban végzett mikrobiologiai

kutatasokrol

A Csodabogyds-barlangban folytatott stabilizotop-geokémiai monitoring jellegli kutatast a
2017-2018-as években mikrobioldgiai vizsgalatokkal egészitettiik ki, hiszen a barlangban
ezidaig nem tortént vizsgalat a mikrobialis diverzitas széleskorii feltarasara. A nemzetkozi
irodalom alapjan feltételezhet6, hogy a barlangi kornyezetben él6 baktériumkozosségek
valtozatos anyagcsere-folyamataik révén szerepet jatszhatnak a barlangképzddésben a lokalis
fizikai-kémiai paraméterek valtoztatasan keresztiil. Mivel a barlang alacsony szerves anyag-,
de magas kalcium-tartalommal jellemezhet6 extrém él6helyet kinal a mikrobak szamara, ezért
azok adaptacios folyamatai kozé tartozhat a karbonat-kivalas indukalasa (Banks és mitsai,
2010; Ortiz ét mtsai, 2014; Baskar és mtsai, 2016; Fang és mtsai, 2017). Kiils6 felsziniik és az
altaluk képzett biofilmek matrixanyaganak kémiai jellege befolyasolhatja a CaCOs3
morfologidjat és kristalyszerkezetét (Braissant és mtsai, 2003), amellyel hatassal lehetnek a
klimakutatas soran gy(ijtott adatok interpretalasara is (Demény és mtsai, 2016). A mikrobialis
karbonat-precipitacié igéretes technologia lehet a talaj megerdsitésében, a nehézfém
bioremediacioban, az 6njavito beton hasznalataban, az épiiletek, miiemlékek meg6rzésében és
a CO, megkdtésben (Anbu és mtsai, 2016). A folyamat hatdsmechanizmusat befolyasolo
tényezOk megismerése sziikséges a biotechnologiai kezelések alkalmazhatosaganak
szempontjabol is.

A kutatas célja a karsztbarlangok morfolégiajanak kialakulasahoz vezetd mikrobialis
eredeti  folyamatok tanulmanyozasa, kiilonds tekintettel a mikroorganizmusok

barlangképz6désben és asvanykivalasok kialakulasaban bet6ltott szerepére.



Eredmények

A mikrobialis kozosség 0Osszetételének vizsgalatdhoz a barlangban végzett monitoring
vizsgalatok helyéiil is szolgalo Fiiggokert- és Lian-termekben kijel6lt reprezentativ helyekrol
vett mintdkat (csepegd viz, cseppkéfelszini biofilmek) vontuk tenyésztésbe a barlangi
kornyezeteket reprezentald taptalajok segitségével és torekedtiink azok optimalizalasara az
extrém kornyezetek tulajdonsagainak megfelel6en (barlangi iiledékkivonat, kalcium és
asvanyi anyag tartalom megndvelése utjan).

A Csodabogyos-barlang két termébdl Osszesen 138 baktériumtorzset izolaltunk. A
baktériumtorzsek 16S rRNS-gén bazissorend-elemzésével 58 csoportot tudtunk
megkiilonboztetni (Krett és mtsai, 2017; Yoon és mtsai, 2017). Az azonositott
baktériumtorzsek tobbsége 97% folotti hasonldsagot mutatott a referencia térzséhez és a
kovetkez6 négy filogenetikai torzs képvisel6iként azonositottuk: Bacteriodetes, Proteobacteria
(Alpha- és Gammaproteobacteria osztaly), Firmicutes és Actinobacteria (1. dbra). Mindkét
mintateriilet esetében az Actinobacteria torzs képvisel6i hasonléan magas aranyban jelentek
meg.

A) B)

30% 66%

1%

3%

B Bacteroidetes H Proteobacteria Firmicutes ™ Actinobacteria

1. abra: A Csodabogyods-barlangbol szarmazo6 mintakbol tenyésztésbe vont baktériumtorzsek

filogenetikai torzsek szerinti megoszlasa.

A) A Lian-terembdl izolalt torzsek.

B) A Fiiggokertbdl izolalt torzsek.



A kiilonb6z6 mintak bevonasaval és a specialis 0sszetétel(i taptalajok hasznalataval 28
nemzetség képviseldit sikeriilt azonositani, amelyek leggyakrabban a Bacillus, Pseudomonas,
Arthrobacter, Brevibacterium, Micrococcus, Paeniglutamicibacter, Rhodococcus és
Streptomyces nemzetségbe sorolhatdo baktériumfajok voltak. Az altalunk kimutatott
nemzetségek képviselGit izolaltdk mas karbonat barlangokbdl is (Baskar és mtsai, 2016; Fang
és mtsai, 2017). Az alacsony szerves anyag tartalommal rendelkez6 Csodabogyds-barlangbdl
szarmaz0 iszap extraktumot tartalmazé szilard tapagaron nagyobb szamu baktériumtérzset
sikeriilt tenyésztésbe vonnunk, koztik a Microbacterium, Kribbella, Psychrobacillus,
Planomicrobium, Paenibacillus és Acinetobacter nemzetségek torzseit csak ezen a taptalajon
sikertilt kitenyészteniink. Patogén baktériumok jelenléte nem volt kimutathat6. Eredményeik
azt mutatjak, hogy a Csodabogyds-barlang alacsony szerves anyag tartalommal jellemezhet6
kornyezeti feltételeinek ellenére diverz heterotr6f baktériumkozosséggel rendelkezik. Az
altalunk hasznalt taptalajoknal alacsonyabb szerves anyag tartalmu taptalajok hasznalataval
tovabbi baktériumtorzsek kitenyésztése lehetséges, illetve a barlang iiledék extraktuma
kedvezObb koriilményeket biztosit a barlangb6l szarmazé baktériumkozosségeknek. A
kimutatott legkdzelebbi rokon fajok mezofil, illetve hidegtlir6 (pszichrotolerans), talaj- és viz
kozeli él6helyeken elterjedt, illetve gyakran novényekhez asszocialt heterotr6f baktériumok.
Tobb biofilmképzésben, illetve a nitrogén-korforgalomban is résztvevé baktériumnemzetség
képviseldit is kimutattuk.

A mikrobialis asvanyképz6dés tanulmanyozasahoz az izolalt baktériumtoérzsek karbonat-
precipitacios képességét kalcium-acetatot, éleszt6t és gliikozt tartalmazé taptalajon figyeltiik
meg. A telepek felszinén kialakult kristalyok valtozatos mérete, szine és mennyisége szabad
szemmel is jol lathaté volt, de wvaltozatos morfologidjuk csak fény- és pasztazo
elektronmikroszkdpos (SEM) felvételeken detektalhattuk (2. dbra). A kristalyok alakjanak
valtozatossaga nem csak a kiilonb6z6 torzsek precipitatumait dsszehasonlitva volt jellemzd,
hiszen egy adott térzs gyakran tobbféle morfol6giaju kristaly egyidejli precipitaciojat is

eredményezte.



A SEM-mel készitett felvételeken jol latszédik, hogy a kristalyokat baktériumsejtek
boritjak [2. dbra C-D)].

EHT =20.00 kv Signal A= SE1 Date :27 Nov 2018 z EHT =20.00 kv Signal A = SE1 Date :27 Nov 2018
WD =10.6 mm Mag= 1.13KX File Name = CsML-1101 §f WD =105 mm Mag= 955X File Name = CSDWWL-121-21.if

EHT =2000 KV Signal A= SE1 Date 27 Nov 2018 ZEISS| Signal A = SE1 Date 27 Nov 2018
WD =10.5 mm Mag= 223X File Name = CsMF-32-21 fif [ WD =10.5mm Mag= 571KX File Mame = CsMF-321 it

2. abra. SEM felvételek a baktériumok altal precipitalt valtozatos morfologiaju kristalyokrol.

A) Oerskovia enterophila CsML-110;
B) Stenotrophomonas humi CsDWL-121;
C) Planomicrobium chinense CsMF-32;

D) a C) abran kijeldlt rész nagyitasa.

A kristdlyok pontos 0Osszetételét és a kalcium-karbonat szerkezetét mikro-
rontgenpordiffrakcios mérésekkel kalcitként, aragonitként és vateritként azonositottuk. Az
altalunk izolalt baktériumtorzsek kozott a tudomanyra nézve 1j karbonat-precipitalo térzseket
ismertiink meg. Eredményeink alapjan a barlangbdl izolalt baktériumtérzsek tobbsége képes a

kalcium-karbonat kivalas folyamatanak indukalasara laboratériumi koriilmények kozott.
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Kutatasunkat az OTKA FK123871 palyazat tamogatasaval végeztiik.

A kutatas résztvevdi: Enyedi Néra Tiinde, Makk Judit, Borsodi Andrea, Czuppon
Gyorgy, Németh Péter, Berényi Bernadett, Leél-Ossy Szabolcs, John Szilard

A mikrobiolégiai kutatasok elézetes eredményeként elkésziilt egy szakdolgozat Makk
Judit és Enyedi Nora Tiinde (ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék) témavezetésével:
Halmy Réka: Karbonatképzo baktériumok a Csodabogyos-barlangbél
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