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Kivonat:

Kulcsszavak:

A nyilt tengerl €s Geedni Okoszisziémikban zajld elsédleges termelés jelentos részét (akar 80%-a: is) a Prochlorocoecus &5 Sy-
nechococcus pikocianobaktérium nemzetsépek tagjai végzik. A globalis szinten jelentds Symechocaccusok 8 filogenetikai
csoportjat (kladuk) sok esetben eltért éldhely-preferenciaval jellemezhetdek. A Symechococcusok fellelhetfiel kontinentdtis
vizekben is, exck azonban jellemziien a tengerekben és dcednokban eldforduld csoportoktdl filogenetikailag teljesen elkalond-
16 kladokba sorothaick. B lismérenii cinnobakeérivmak csoportjainak azonositisa molekularis biologiai modszerekke] torténile
a megkillonboztetd morfologia bélvegek limitaltsiga miatt. Kutatasunk soran harom erdélyi sos to, a tordai Tarzan-td, a dés-
aknat Cabdic-t¢ ds a szovitai Medve-1d vizmintéit vizsgalivk a pikocianobakierivm kizdsség Osszetételének részletesebb
megismerese céljabol a riboszématis RNS operon nem kodolo szakaszanak (ETS) és a 168 tRNS gén tsszehasonlitd bazissor-
rend elemzésével, Kimutatiuk, hogy mindharom t6 planktonikus Symechococcus kizdsséget {0kent tengeri &5 Ocedni kornye-
zetekbdl leire filotipusok alkottak. Ezért valdszindsithett, hogy Erdély sos tavainak jelenits részében nem a kontinentalis vi-
zekben altalanosan eldfordulo pikocianabalaérium esoportak dominalnak.

505 tavak, Erdély, pikocianobaktériumok, Synechococcus nemzetség, 165 riboszomalis RNS gén, ITS.

Bevezetés

A szabadon €16 Synechococeus pikocianobaktériumok
nak (Rocap és mtsai, 2002; Zwirgimaier és mtsai, 2008).
A Synechoceccusok €s kizeli rokonai a Prochlorococcu-
sok az czekben az okoszisziémakban triénéd elsddleges
termelés meghatirozd részéérr feleldsek, igy a szén-cik-
lusban valo részvételuk globalis fontossdga miatt a kuta-
10k egyre nagyobb érdek(ddést mutatnak irantuk (Fuller
és mtsai, 2003; Ahlgren és Rocap, 2012).

A Synechococeusok Skologiailag és filogenetikailag, is
diverzek. Elofordulnak kontinentalis édes- és sos vizek-
ben is, azonban ezeket az Gcedni és tengeri térsaiktal el-
terd {ilogenetikai csoportokba soroljak (Rocap és mtsai,
2002; Croshie és mtsai, 2003; Felttldi és mtsai, 2009 és
2011).

E Kisméreil cianobaktériumok faji szintii meghataro-
zdsa kortlményes {Castenholz és Norris, 2005). A mor-
foldgiai bélyegek elemzése nem elegendd az alacso-
nyabb rendszertani kalegoriak definidlasshoz, ezért egy-
re inkdbb elétérbe keriilnek a molekularis bioldgiai méd-
szerekkel vépzett filogenetikai clemzések. A pikociano-
baktériumok faji szintii csoportjainak megalkotasa sok-
Szor azért sem lehetséges, mivel nagyon nehéz tiszta te-
nyészetiket 1étrehozni. Emiatt az elkillénulé, monofileti-
kus leszdrmazési vonalakat kiilénhdzé kaddal eliatott fi-
fogenetikai csoportokként, Gn. kladokkeént jelstik (Cas-
tenholz és Norris, 2005). A helyzetet tovébb bonyolitja,
hogy kevés adat all rendelkezésiinkre, tovibba egy-egy
molekularis biologiai vizsgélat nem mindig azonos DNS
;Zoakasz clemzése alapjan torténik (Ahlgren és Rocap,

12y,

A vizsgélatunk targyat hirom erdélyi sés 6, a tordai
Tarzan-1, a désaknai Cabdic-t6 és a szovitai Medve-o
vizmintiinak molekuldris elemezése képezte a planktoni-

kus pikocianobaktérium kozdsség dsszetételének részle-
teseblr megismerése céljabol. A kordibbi mikroszképos
vizsgalatok eredményei ugyanis azt mutattdk, hogy a
nagy sokoncentracié elienére ezek a szervezetek kiilond-
sen nagy szamban fordulhainak elé az Erdélyi-medence
sés tavaiban (Kereszfes, 2012).
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1. dbra. A Synechococcusok riboszdmilis RNS aperonjdnak
szerkezete. A nyilak a PCR és szelvendlds sortdn hasgndlt pri-
merek hozzivetsleges pozicidjdi jeldiik. Az dbra nem méret-
ardnpos.

Anyag &s madszer

A mintavéte] korilmeényeit, valamint a mintik fiziko-
kémiai paramétereinek meghatarozasat €s a fitoplanktor
vizsgalatok modjét mar kordbbi munkak soran kdzsltiik
(4. tabldzar; Hegyi és mtsai, 2012; Kereszies és misai,
2012). A vizmintakbdl a kéizosségi DNS-t az UltraClean
Water DNA. Isolation Kit (MoBio Laboratories) segitsé-
gével vontuk ki. A 168 rRNS gént és az ITS-1 régidt (/.
dbra) PCR segitségével, az OXY-107f és OXY-1313r
(Fuller és mtsai, 2003) iilletve a 16S-1247{ és 235-1609r
primereket (Rocap és mtsai, 2002) alkalmazva szapori-
tottuk fel. A klonozést és a bazissorrend elemzéseket
megeldzden a PCR termékeket EZ-108 Spin Column PCR
Product Purification Kit (Bio Basic) segitségével tiszti-
tottuk meg. A kldnkonyvtar készitést a kék-fehér szelek-
cion alapulé pGEM-T & pGEM-T Easy Vektor Systeni-
mel (Promega) végeztiik el a gyartd utasitisait kisvetve.
A kldnok csoportositisa esetében a DNS amplifikacidja
két lépésben, elészor M13 primerparral (Sambrook és
Russell, 2001), majd a klonozis elott hasznalt primerek-
ket (Brtént. Az gy kapott DNS fragmentekkel restrikcios
emesziést végeztiink, amely sordn Akl és Hinél (Fer-

L tibldzat. A vizsgalt mintdk fobb jellemzéi

Té neve Mintavétel Mintavételi NaCl  pH T DO Chi PC AB PEU AB
MjE_le) ideje mélység (m) (%) (°C) (mg/L)  (ug/L)y {10° seji/mL) (10° sejt/mL)
Medve-ts o 2010.04.30. 2,0 6.8 79 268 2.8 17,2 113,8 0
Cabdie-ts ¢ 2010.0722. 0,1 5.3 89 282 10,5 104,0 730,2 0
Tarzan-to «  2011.02.08. 25 34 7.3 8.2 2,1 9.0 441 3.4

RﬁViditések: T — himérséklet, DO - oldott O, tartalom, Chl - Korolill-a koncentricit, PC AR - pikacianabaktérinm abundancia, PEU
AR - pikoeukaridta alga abundancia
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menias) endonukledzok fethasznalasaval a DNS-t 3 gran
keresztiil 37°C-on inkubaliuk. Ezi 80 perces elektroforé-
zis kovette 80 V-on 2 (m/V) %-os agaroz gélben. A re-
strikcios mintazatok alapjan kivélasziott klonok szekve-
naldsat M13 (Sambrook és Russell, 2001) ¢s 340 (/. db-
rer; Laloui és mitsai, 2002) primerekkel végeztik el A
szekvenald reakciot és a kapillaris elektroforézist a Bio-
mi Kft. (Godolle, Magyarerszég) és az LGC Genomies
{Berlin, Németorszag) végezte. A kromatogramokon a
Chromas program {Technelysium) segitségével az auto-
matikus leolvasas hibait manudlisan Korrigaituk. A 0
szekvencidkat a BLAST program segitségével (Alischul
és mtsai, 1997) a GenBank DNS adatbazissal hasonlitot-
fuk &ssze. A filogenctikai analizist a MEGA 5 szofiver-
rel (Tamura és mtsai, 2011) végezfitk.

Eredmények és értékelésiik

Osszesen 131 168 tRNS és 175 TS klon restrikcios
emésziési mintizata alapjan 12 illetve 16 ldon szeloven-
cia analizisét végeztik el. Mindhdarom té esetében a leg-
tobb kién a Synechococcus sp. RS9909 és RS9918 izola-
tumokkal mutatott legnagyobb hasonlésdgot (2. és 3. db-
ra). Ezeket eloszor az Akabai-8blbél irtdk le, és a nyilt
tengerekben és dccanokban eléforduld Symechococcus
pikocianobaktériumok VIII. kladjaba soroltak mindkettéit
(Fuller és mitsai, 2003; Zwirglmaier és mtsai, 2008).
Nem sok adat ali rendelkezésre errd] a két izolatumral, a-
zonban a VI klad mas képviseldirdl néhany tanul-
manyban 526 esik. A Synechococeusok VIIL tengeri kla-
djaba sorolt RS9917 izolatum szintén az Akabai-obolbol
szarmazik és a teljes genomjanak szekvencidja rendelke-
zésre all, genomjanak mérete 2,58 Mbp, GC tartalma
64,8 mol% (Duftesne és mtsai, 2008). Egy masik, a Sy-
nechococcusok oceani cléfordulasat vizsgald kutatds so-
ran a VIIL klad tagjait kizardlag hiperszalin laginakban
mutattdk ki (Huang és misai, 2012). Valamennyi VIIL
kladba tartozo izolatum fikocianin pigment-dominancia-
val rendelkezik (Fuller és mtsai, 2003), ami j0l egyezik a
mikroszkopos megfigyelésekkel, hiszen a vizsgalt tavak-
ban kizarolag ilven tipusn pikocianobaktériumok fordul-
tak eld (Keresztes, 2012).

A Cabdic-té {16S-D klénok) planktonikus Syaeche-
coccus kbzosségének 16S rRNS gén alapjan torténd
részletesebb vizsgalata kizarélag a VIIL klad jelenletét
mutatta (2. gbra), a Tarzan-tébol (165-Z Klonok) viszont
ezen £l egy G, 165 rRNS gén alapu filogenetikai cso-
poriot sikeriilt kimutatni. A Tarzan-t6 esetében az ITS
szekvencia analizis alapjan is (ITS-Z klénok) taldltunk e-
gyéb Synechococcus csoportokat a VIIL klad tagjai mel-
lett (3. dbra). Ezeknek a klénoknak a legkozelebbi roko-
nat egy lengyelorszagi t0bol és japan sds tobol izolalt
torzsek voliak (Jasser ¢s mtsai, 2011). Ezzel szemben a
Medve-tobol (ITS-S klénok) az ITS szekvencia alapjan
kizardlag a tengeri VIIL klddot mutattunk ki.

A klénok vizsgalata alapjan megdllapitottuk, hogy
Erdély sés tavaiban elsGsorban nem a kontinentalis vi-
zekben altalanosan el8fordulo pikocianobaktériumok do-
mindlnak, hiszen mindharom to planktonikus Synecho-
coccus kozhsségét foként (»92% az Gsszes vizsgalt klon

" ardnyaban) tengeri és 6cedni kornyezetekbd! leirt filoti-

pusck alkottak.

Praciderococcis smarines NATLTA
Prochiprocecens sp. MITIIOT
Symeshococcus sp. WHEDD (1. klid)
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3. dbra. Az ITS szekvencia szakasz alapjdn létrehozott
Synechococeus kldnak filogenetikai helyzeiét bemutaté
maximumn likeliood modszerrel szerkesutett dend-ro-
gram (mintik jelolése, Id. 1. tdblkdzal)
Kivetkeztetések
A kontinentalis vizekben jelen lev tengeri cianobak-
tériumok megléte a szél (anemochoria) vagy az allatok
altali (zoochoria) terjedéssel iz magyardzhatd. A Karpat-
medence a Kéarpatok kiemelkedésével és a pliocén-kori .
Pannon-tenger kiszaraddsaval jott 1étre (Antal, 1985), igy
felmeriilhet az a lehetbség is, hogy 8si tengeri s6t6m-
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zs0kbdl Is szdrmazhatnak az itt talalhato pikocianobakté-
riumok, hiszen a mintazott tavak esetében ezek a soréte-
gek képezik a 16 fenekét, A Synechococcusok terjedését
azonban kevés tényezd korlatozza, ezért potenciilisan
széleskdriien eléfordulnak. A pikocianobaktériumok je-
lenlétét kimutattak a troposzféraban (8-15 km magassag-
ban) is, amely ravilagit ezen algik hidrolégiai ciklus ré-
vén vald terjedésére (DeLeon-Rodriguez és mtsai, 20 12).

Az adott helycken az dkologiai hatdsoktdl figegen
mas Symechococcus genotipusok fordulnak eld (Felfoldi
¢s mrsai, 2012; Ahigren és Rocap, 2012). Logikus a ma-
gyardzat, hogy miért élnek kontinentdlis vizekben tenge-
i Synechococcusok, mert az altalunk vizsgalt Brdélyi-
sovidék tavai a tengerhez hasonlo so-tsszetétellel (NaCh
rendelkeznek (Hegyi és mitsai, 2012; Keresztes és mitsai,
2012). Hasonlo jelenségral, vagyis tengeri pikocianobak-
térium filotipusok kontinentdlis vizekben megfigyelhetd
elofordulasdrdl, beszdimolo kézlemény a szakirodalom-
ban eddig nem l4tott napvilagot.
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Marine picocyanobacteria in Transylvanian saline lakes
Mentes, A. — Keresztes, Zs. Gy. — Hegyi, A. - Mirialiged, K. — Mdthé, I. — Somogyi, B. — Virds, L. — Felfoldi, T.

Abstract:

Members of the picocyanobacterial genera Frochiorococcus and Symechacoccus contribute up to 86% to the planktonic primary

production in open ocean ecosystems. In many cases, the globally significant main phylogenetic groups (clades) of Sprechococcus
denote ecologically distinct units. Members of the genus Synechococcns can be found in continental freshwaters and saline anquatic
habitats as well, but freshwater phylotypes can be grouped into phylogenetically completely distinct clades apart from those typi-
cally occurring in the open ocean. Taxonomic identification of these small cyanobacteria is based on molecular bislogical techni-
Gues, because their distinetive marphological features are limited. Our aim was to characterize the picocyanobacterial community
of saline fakes in the Transylvanian Basin (Lake Tarzan in Turda, Lake Cabdic in Ocna Dej and Lake Ursu in Sovata) by means of
molecular biological tools: comparative sequence analysis of a non-coding region in the rRNA operon (ITS) and the 168 tRNA ge-
ne. It has been shown that the Symechocsecus community of all the three lakes was dorainated by phylotypes characteristic 1o oce-
ans and seas, It seems that Transylvanian salt lakes have distinct picocyanobacterial communities compared to those Qceurring in

other continental waters.
Keywords:

saline lakes, Transylvania, picocyanobacteria, genus Synechococcus, 168 ribosomal RINA gene, TS,



