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1. Téblazat. A palyazat megvaldsitasaban kozremiikodok és tevékenységiik.




A palyazat megvaldsitasa

A munkakoriilmények kialakitasa, valtozasok a palydzatban irtakhoz képest

A vizsgalati modszerek egy részét rovid tanulmanyutakon sajatitottam el. A fluoreszcens in
situ hibridizacio (FISH) egysejtii tenyészeteken torténé alkalmazasat Sergei Fokin (Pisai
Egyetem, Szentpétervari Allami Egyetem) protozoolégusnal ismertem meg. Masféle labor- és
kisérleti kortilmények kozott tanulmanyoztam a FISH moédszert, valamint a pcr alkalmazasat
Nikolausz Marcell (UFZ Lipcse) segitségével. Ezek az OTKA-t6l fliggetlen finanszirozast
tanulmanyutak segitettek az itthoni labor koriilmények kialakitasaban, immar palyazati
forrasbol. A tervezett koltségvetéshez képest csupan kisebb eltérések torténtek, két
alkalommal pénziigyi atcsoportositds révén jutottam hozza az elére nem latott de sziikséges
eszk6zokhoz (Partec CyScope mikroszkop és Problot Rocker sikrdzo). 2005-ben 90000Ft
allami elvonasara keriilt sor, ennek hatranyat a palyazat futamidejének végefelé éreztem meg.

A vizsgalati objektumok kérének behatdaroldsa

A projekt célcsoportjat amoboid szervezetek képezik. A korabbi tevékenységem soran
vizsgalt hazas amdbak kozil (Amoebozoa: Arcellinida és Cercozoa: Filosea) az
Arcellinidakra sziikitettem a kutatast, mert ezekrdl semmilyen publikalt szekvenciaadat nem
létezett a palyazat megirasanak idején, Filoseakra viszont mar igen (Wylezich és mtsai 2002).
A téma azonban mar a ,,leveg6ben volt”, hiszen az utdbbi 10 évben azon ¢éldlénycsoportoknal
is megkezdddtek a molekularis filogenetikai vizsgalatok, amelyeknél addig csak morfologiai
vizsgalatokat végeztek. 2005-ben jelent meg egy svajci kutatdégarda tollabol az elsé cikk,
amely az Arcellinida csoport tobb genusat — koztiikk egy akkor még tévesen Arcellaként
azonositott fajt — elhelyezte az Amoebozoa torzsfan (Nikolaev és mtsai 2005). A tovabbi
molekularis filogenetikai kutatdsok a Hyalospheniidae csalad fajain folytatodtak, nem érintve
az altalam vizsgalt Arcella genust (Lara és mtsai 2008). 2008-ban jelent meg egy kdvetkezo
cikk, amelyben egy kereskedelmi torzsgytijteménybdl szarmazod Arcella hemisphaerica
parcialis 18S rRNS gén szekvenciajat kozolték csupasz amobak mellett (Tekle és mtsai 2008).
Eddig csupan parcialis 18S rRNS gén szekvenciakat publikaltak az Arcelliniddk korében.
Arcella parcialis 18S rRNS gén szekvencia a zardjelentés irdsanak idején csupan egy van
(EU273445, 1392 bp) az EMBL adatbazis alapjan (Tekle és mtsai 2008). Csupasz amdbak
csak a bakterialis szimbiontak keresésére keriiltek a vizsgalat latoterébe a kapcsolédd PhD
téma erejéig.

Egyetlen genus, az Arcella Ehrenberg, 1832, a csoport névado képviseldje koré szerveztem a
vizsgalatokat, arra alapozva, hogy a tenyészetek létrehozasa €s fenntartasa kiilonbozo sikerrel
torténik a kiilonb6z6é genusoknal (ebben idokdzben sajat tapasztalataim is megerdsitettek).
Korabbi tanulmanyutam (1994, Ralf Meisterfeld, RWTH Aachen) alkalmaval meggy6zédtem
rola, hogy ennek a genusnak tobb fajat lehetséges tenyészetben tartani, bar a sikeres
molekularis munka érdekében a sajat tenyésztési modszert kellett kidolgoznom. Az Arcella
fajok hdza nem tartalmaz agglutinalt szemcséket, kizarolag fehérjébdl all, attetszdé és vagy
lapitott vagy kozel félgomb alakban kidomborodd, de mikroszkoppal konnyen
tanulmanyozhat6. A kiilonb6z6 fajok mérete 45-250pum kozott oszlik meg, mikropipettaval
egyedileg is konnyen kezelhetok.

Metodikai nehézségek

A kornyezeti mintakbol az egysejtli izolalasa elég lassan megy, ezért a nyari nagy minta
mennyiségnek rendszerint csak a tdredékébol tudtam miikddd tenyészeteket kialakitani. Par
nap alatt a mintaban ¢é16 érzékenyebb Arcella fajok elpusztulnak. Izolalast kovetden is csak
kevés izolalt példany (kb. 10%) kezd el osztodni. Egyes fajokat erdfeszitéseim ellenére sem



sikeriilt tenyésztenem (A. conica, A. arenaria, A. megastoma). Mar 2005-ben sikeriilt az elso
Arcella fajt tartdsan tenyészetbe vonni €s véletlen folytan éppen ez maradt fenn végig minden
tovabbi mellett (Al — Arcella intermedia). 2006-ban volt egyidejiileg jelen a legtdbb
tenyészet (31), ekkor még azzal a céllal, hogy egy tartds kisérleti-anyag bazist hozzak 1étre.
Ez a megkozelités nem valt be a fenntartds tetemes idéigénye miatt. 2006 masodik felében
elkezdtem a molekularis biologiai vizsgalatokat eleinte Polldk Beatrix biologus
kozremtkodésével. A DNS izolalast minél tobb sejtbdl kivantam végezni és ezért csak az Al
klénnal foglalkoztam. A tobbi tenyészet a kdvetkezd tavaszig kipusztult, a legtobb anélkdil,
hogy DNS-t tudtam volna izolalni beléle. Mivel kdzben a szimbionta-vizsgalatokat is
elkezdtem, 2007-ben joval kevesebb tenyészetet tartottam fenn, viszont sikerrel redukaltam a
sejtek szamat a DNS izolalasndl. Minthogy tobb Arcella fajndl marl0-20 példanybol is
sikeriilt az izolalt DNS-t amplifikdlni, arra torekedtem, hogy a nehezen tenyészd fajokbol
legalabb ennyit kitenyésszek és az izolalt DNS-t lefagyasztottam. 2007 6szén ritka és nehezen
tenyészthetd fajoknal elkezdtem a kdrnyezeti mintabol egyelt példanyokbol is DNS-t izolalni.
2008 soran ezen meggondolas értelmében a jo kdrnyezeti mintakban talalt fajok koziil azokat,
amelyek egyértelmiien azonosithatok voltak, ezzel a modszerrel dolgoztam fel. Emellett
inditottam 0j klontenyészeteket is. Arra torekedtem, hogy a laborban legrégebben jelenlevo
klontenyészeteket fenntartsam, ez sikeriilt is. A tenyészetek azonban olykor hirtelen
pusztultak ki, ennek okait (virus, baktérium, gomba fert6zés) nem volt még moédom vizsgalni.
Mivel a vizsgalati alanyokat a kornyezetbdl izolaltam és végig fenntartottam, nem volt
sziikséges Arcella tenyészetet torzsgyljteménybdl, kereskedelmi uton beszerezni.

Tudomanyos alapvetés

Filogenetika

2005 koriil az Amoebozoa torzsnél a molekularis filogenetikai ismeretek még igen szlikosek
voltak. A filogenetikai célra legmegfelelobb molekularis markerek kivalaszasa sem tortént
meg. A legtobb Osszehasonlitdé adat a 18S rRNS génrdl volt, ezért a sajat vizsgalataimnal is
ezt a gént terveztem megszekvenalni a genus torzsfan torténd elhelyezésére €s a kiilonbozo
morfoldgiai csoportba tartozd fajcsoportok karakterizaldsara. Az utébbi néhdny évben
elétérbe kertilt a molekularis barcoding témakore az Amoebozoa korében is, €s egyidejlileg a
mitokondridlis citokrom c oxidaz I alegység (COI) génszekvencidjanak hasznéalata. A kevés
Osszehasonlité adat miatt azonban jelenlegi célkitlizésemnek ez nem felelt meg. Az Arcella
fajok intraspecifikus polimorfizmusanak tanulmanyozasara ezért inkabb az ITS régiot
szdndékoztam vizsgalni, amelyet mikrogombaknal és amobak korében is elterjedten
alkalmaznak. Az Amoebozoa ¢s ezen beliil a hazas amobak vizsgalata az utdbbi 5 év sordn a
tudomanyos ¢érdeklddés homlokterébe keriilt. Még mindig nagyon kevés azonban a
szekvenciaadatok mennyisége és a vizsgalt génszakaszok szdma. A tobbgénes vizsgalatok
alkalmazasa (pl. Tekle és mtsai 2008) a jovoben szamomra is kovetendd célt jelent. A mostani
vizsgalatok azonban egyetlen gén, a 18S rRNS vizsgalatan alapulnak.

Szimbiontak

Naegler (1910) figyelt meg el6szor baktériumokkal fer6zott amobakat, amelyek a gazdat
késobb elpusztitottak. Késébb mind amdbakban, mind csillésokban megfigyeltek endobionta
baktériumokat, amelyek egy része csupan rezervoarként hasznalta a gazdat, mig masok a
tenyésztési koriilményektdl fliggden akar patogének lehettek (attekintd cikkek: pl. Barker és
Brown 1994, Horn és Wagner 2004, Greub és Raoult 2004). Napjainkban Osszefoglald
elnevezéssel amoObaban ¢l6 baktériumoknak (amoeba-resisting bacteria — ARB) nevezik
mindazon prokariota szervezeteket, amelyek valamilyen okbol a sejten beliil tartozkodnak és
elkeriilik az emésztést. Mivel a vilagszerte végzett vizsgalatokban a gazdaszervezet a



kereskedelmi célu tdrzstenyészetekben kdnnyen tarthaté és onnan beszerezhetd gyorsan
szaporodo, gyakran (opportunista) patogén csupasz amdbak korébol keriilt ki, a szabadonéld
amébak dontd hanyadanal joforman nincs informécié endobiontak vonatkozasaban. Igy a
lassabban szaporodo, nehezen tenyészthetd csupasz és hazas amdbakrol (laboratoriumokban
tenyésztett Amoeba proteus kivételével) sincs endobiontakkal kapcsolatos adat. Mivel
utébbiak minden természetes ¢lohelyen megtalalhatok, feltétleniil érdemesnek latszott
megvizsgalni, vannak-e és milyen endobionta baktériumaik.

A plazmogémia jelentsége

A prokariota-eukariota viszonyban torténd laterdlis géntranszferre és annak hatdsaira a
gazdaszervezet genomjaban mind tobb bizonyiték van (pl. Watkins és Gray 2006, 2008). A
baktérium atadas nyilvanvalo vertikalis lehetdsége mellett (0sztddas) a horizontalis atadasnak
feltételezhetéen tobb modja is lehet amobakban. A hazas amdbdknal (tovabba kiilonféle
amoboid szervezeteknél, napallatkdknal és foraminiferaknal) megfigyelheté plazmogamia
jelenségét eddig nem tanulmanyoztak behatéan, de rendszerint a taplalék kozos
emésztéseként, vagy valamilyen ivaros folyamat jeleként értelmezték (Okada).
Figyelemremélto jelenség volt a plazmogamia rendszeres eldforduldsa tenyészeteimben, a
megfigyelésekrdl az eredmények kdzott szamolok be.

Eredmények
Eredményeim a Tématervben foglalt célkitizések f6bb pontjainak megfelelden:

Kisérleti objektumok beszerzése
v' Természetes kornyezetb6l izolaltam az Arcella (Amoebozoa, Arcellinida) genus fajait
tenyésztés céljara. Mivel sikeriilt sajat tenyészeteket l1étrehoznom, nem volt sziikséges
torzsgyljteménybdl vasarolnom.

Tenyészetek kialakitasa és fenntartasa
v Létrehoztam a vizsgalandd egysejtii genusz fajaibol nyers és klontenyészeteket. A
legelsé mar négy és fél éve fennall. Utdbbiakat térekedtem eukaridtakra axenizalni,
részleges sikerrel — de kutatdsom szempontjabol csupan az ITS vizsgalatokat
konnyitette volna a valdban axenikus tenyészet, egyeldre specifikus primer hijan -, igy
egyeldre nem forditottam tobb gondot a témara. A tenyészetek fenntartdsa a vartnal

munka- és iddigényesebb volt.

A tenyészetek morfologiai vizsgalata

v A morfoldgiai vizsgalatokhoz rogzitettem mind vegyes mintdkat, mind tiszta
tenyészetekbdl szarmazod sejteket. Biometriai vizsgalatot folytattam a ritka fajnak
mindsilé Arcella formosa-n.

Hazas amdéba kionok genetikai polimorfizmusanak vizsgalata

v A hézas améba klonok genetikai polimorfizmusanak vizsgalatat megel6z6en parcialis
18S rRNS gén szekvenciakat hoztam létre tobb Arcella fajnal. Eredményeim alapjan
lathato, hogy ez a gén alkalmas a genus filogenetikai helyének megallapitasara, de -
szemben mas egysejtli csoportokkal — igen konzervativ, ezért korlatozottan alkalmas
az egyes fajok, fajcsoportok elkiilonitésére. A jelenlegi szekvencia-szakaszok
ismeretében megallapithato, hogy a fajon beliili polimorfizmus tanulmanyozasara mas
gént ill. markert kell valasztani. Az alkalmas markerrel (ITS régio) torténd vizsgalat
optimalizalasa még tart.



Szimbiontak kimutatasa

v' Szimbiontdk kimutatdsa: mind in situ (FISH és TEM), mind molekularis
modszerekkel (16S rRNS gén szekvencia) sikeriilt tobbféle endobionta baktériumot
kimutatnom, egyeseket azonos klontenyészetbdl fél vagy két év tavlataban, ismételten
is. Tobb baktérium torzset tenyészetben, ill. konzervalva tartok fenn.

Vizsgalatok szimbiontat tartalmazo axenikus tenyészetekkel

v Vizsgalatok endobiontakkal: A baktériumokat parcialis 16S rRNS gén szekvencidk
alapjan azonositottam. A fontosabb torzsek egy-egy képviseldjének szekvenciajat
elhelyeztem a GenBank adatbazisban. Antibiotikumos kezelésnél egyelore csupan a
teljes baktérium kozosség kiirtasa sikeriilt, amelyet késéssel a gazdasejtek pusztulasa
kovetett. A talalt baktériumok kozott tobb szimbiontaként ismert genus ill. faj
talalhat6. Az eddigiek ismeretében még nem jelenthet6 ki, hogy barmelyik is
mutualista viszonyban allna a gazdaval. A Rhizobium fajnal azonban a vonatkozo
vizsgalatok még tartanak. Tobb (human) patogén baktériumot is azonositottam.
Ugyanazon Arcella faj kiilonbozé lokalitdsrol szarmazo klonjaiban sikeriilt tobb
azonos baktériumot kimutatnom. A talalt baktérium taxonok koziil a korabbi
szakirodalom tobbet is megemlit csupasz amébakbol. Ez a témarész a vartnal tobb és
sokrétiibb eredményt adott.

Az eredmények részletes kifejtése

A vizsgalati objektumok

A Magyarorszagon eddig azonositott 17 Arcella faj kozil az OTKA kutatds keretében
tizenharommal foglalkoztam valamilyen formaban (2.Tablazat). A fennmarad6 négy hazai faj
koziil kettd nagyon ritka (4. crenulata: még nem publikalt eléfordulas, A. mitrata: egyszeri
¢szlelés tobb évtizede), egy gyakoribb (4. rotundata) és egy feltételezhetden nomen nudum
(4. costata) (Torok 1998). A vizsgalt fajok koziil az A. arenaria nedves mohaban és talajban
gyakori, de tenyészteni nem sikeriilt ¢s DNS izolalas sem tortént egyeldre. Az A. catinus
kiilonb6zo vizes ¢élohelyeken ¢és foként Sphagnumban gyakori, egyeléssel izolaltam
példanyokat a DNS izolalashoz, mert tenyészteni nem sikeriilt. Az A. conica nem tal gyakori
faj egyetlen mintavételi helyen nagy abundanciaval fordult eld, tenyésztése nem sikeriilt és
egyelére csak morfologiai vizsgalatra rogzitett példanyi vannak. Az A. dentata faj hinaras
kisvizekben ¢él, nem gyakori, két kiilonb6z6 ¢€lohelyr6l is begyujtottem, par hoénapig
tenyészteni is sikeriilt. Az A. discoides fajt sikeriilt a legtobb helyrdl begytijteni; nehezen, de
egy évig tenyészthetd, és bar sok DNS izolalas tortént belble, sikeres amplifikalas viszonylag
kevés volt. Az A. excavata faj ritka, a Dundbdl gytijthet faj, egy alkalommal sikeriilt befogni
¢és tenyészteni, szekvenciat is eredményezett. Az 4. formosa nagyon ritka, nemrég leirt faj,
amit tenyészteni csak rovid ideig sikeriilt, a DNS izolalds egyelést kdvetden tortént. Az A.
gibbosa kisvizekben gyakori faj, tenyészteni nem sikeriilt, egyelésbél szarmazik a DNS
minta. Az A. hemisphaerica a leggyakoribb az A. discoides és A. intermedia fajok mellett,
viszonylag konnyen tenyészthetd, de egy éven belill kipusztul, a legtobb szekvencia adat
beldle szarmazik. Az A. intermedia faj a tenyészetben legtovabb fennmarad6 taxon, amelynek
két kiilonb6z6 helyrdl (Ipoly és Duna) szarmazé klontenyészete mar 4,5 ill. 2,5 éve fennall.
Az Ipolybdl izolalt vonal (A1) sikeresen amplifikalhato, mig a Dunabdl izolalt masik azonban
nem. Az A. megastoma faj rendszeresen eldfordul hinaras kisvizek metafitonjaban, de nem
tenyészthetd, egyelt mintakbol izolaltam DNS-t amit eddig nem sikeriilt amplifikalni. Az 4.
polypora fajbdl egyszer egyeléssel sikeriilt DNS-t kinyerni. Az 4. rotundata faj nem fordult



el6 a mintak kozott, de az els6 A. intermedia klon téves azonositasa miatt tobb publikacioban
ezen a néven szerepelt, ezeket A. intermedia 1-ként jelolom Az A. vulgaris rendszeresen
el6fordul hinaras kisvizekben. Nehezen tenyészthetd, az izolalt DNS egyelésbol szarmazik.
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azonositott Arcella fajok = %’ % = % E ES- = *§
Ss & 4 & BEB82 8 E = ®&8
Arcella arenaria Greeff, 1886 + - - - - - - - - -
Arcella catinus Penard, 1890 + ** 1 - 1 1 - - - -
Arcella conica Deflandre, 1928 + ** 2 - - - - -
Arcella costata Ehrenberg, 1847 - - - - - - - - -
Arcella crenulata (Deflandre,
1928) ) ) i i ) ) i i i i
Arcella dentata Ehrenberg, 1830 + 3 2 + 3 2 + + - -
Arcella discoides Ehrenberg, 1872 + 8 6 + 10 8 + + - +
Arcella excavata Cunningham, n 1 1 b ogwer n n i i
1919
Arcella formosa Nicholls,
Meisterfeld & Torok, 2005 A S
Arcella gibbosa Penard, 1890 + wx 3 - 3 2 + - - -
Arcella hemisphaerica Perty, 1852  + 7 3 + 6 5 + - - -
Arcella intermedia (Deflandre, . 3 4 . 1 5 N . . +
1928)
Arcella megastoma Penard, 1902 + wx 1 - 6 5 - + - -
Arcella mitrata Leidy, 1879 - - - - - - - - -
Arcella polypora Penard, 1890 + 1 1 - 1 1 - - - -
Arcella rotundata Playfair, 1918 * - - - - - - - - -
Arcella vulgaris Ehrenberg, 1832 + 1 1 - 3 3 - - - -

2. Tablazat. Az Arcella genus Magyarorszagon kimutatott fajai a kiilonféle vizsgalatokban
torténd részvétel megjeldlésével. *: a 2008-as cikkben A. rotundataként szereplo faj A.
intermedia. **: vegyes rogzitett minta. *** tisztitott amplikon.

Tenyészetek kialakitasa és fenntartasa

A szakirodalomban nincsenek részletes leirasok hazas amoébak tenyésztésével kapcsolatban. A
kollégaktol kapott tanacsok mellett nekem kellett kidolgoznom a megfeleld eljarasokat, ezért
ezeket is ismertetem. A természetben gyiijtott mintdkat laborban atvizsgaltam, hogy van-e
benniik €16 Arcella. A talalt Arcellakbol minél tobb példanyt mikropipettaval kiemeltem a
vizbol és asvanyvizzel telt petricsészébe helyeztem. A példanyok koziil egyet kiemelve
vizcsepp soron atmostam ¢és tiszta dasvanyvizbe helyeztem, tenyésztlemezre vagy
petricsészébe. A tenyésztési koriilmények kialakitasat kovetden taplalékként CASO levesben
felszuszpendalt Enterobacter aerogenest kaptak, ¢élot, vagy 70°C-on eldltet. A
tenyészfolyadék hozzavetdleges Osszetétele a kdvetkezd volt 35mm atmérdju petricsészénél:
kb 5 ml asvanyvizhez 1ul baktérium szuszpenzidt adtam. Ez a mennyiség tapasztalati uton
alakult ki, tobb taplalék esetén nagyon hamar tilszaporodtak a kiilonféle mikroszervezetek.
Az asvanyviz kivalasztasanal szempont volt az alcsony hidrokarbonat és asvanyianyag
tartalom.



1. dbra. Valogatas a vizsgalatban szerepld Arcella fajokbol. a) Arcella formosa, b) A. catinus,
c) A. hemisphaerica, d) A. vulgaris, €) A. megastoma, f) A. gibbosa, g) A. conica, h) A.
discoides, 1) A. dentata



Osszes oldott
asvanyianyag Na®  Ca®’ Mg®"  hidrokarbonat

mg/l mg/l  mg/l mg/l mg/l
Danone Vitalinea - forrasviz 2259 4.0 45,6 4.2 146,5
Nestlé Vera 160 2,0 35,9 12,6 3,5

3. Tablazat. A tenyésztéshez hasznalt asvanyvizek legfontosabb asvanyi komponensei.

A tapoldat mind szerves- mind 4svanyi anyagokban szegény volt. Ellenkez6 esetben, példaul
vitamin ill. nyomelem hozzdaddsa alkalmédval a gombdak tulszaporodtak és az amobak
elpusztultak.

Eukariotakra kvazi axenikus kornyezetet igyekeztem létrehozni. Ez a faradozés csak részleges
eredményre vezetett, mert a magarahagyott és zart petricsészében idével mindig megjelentek
eukariotak. A par hete, honapja fennall6 klénokban inkabb Heterokonta ostorosok voltak
feltinéek, a tobbéves tenyészetekben molekularisan még nem, csak morfologiailag
azonositott mikrombak voltak stabilan jelen. A vizsgalatok jelen fazisaig csak probaképpen
hasznaltam antibiotikum-antimikotikum készitményt a szennyezd szervezetek irtasara. A
javasolt koncentracio a gombakat nem irtotta ki, a baktériumokat azonban igen, és az Arcellak
is elpusztultak 1-6 nap alatt, elképzelhetd, hogy a baktériumtaplalék hidnya és a gombak
tulszaporodasa miatt.

Az Arcelldk gytjtésére az aprilistol oktoberig terjedd idoszak volt a legalkalmasabb, ezen
kiviil csak alkalmilag sikeriilt néhany bevalt mintavételi helyrol €16 példanyokhoz jutni.
Minden alkalmas habitat tipusbol probaltam Arcella fajokat izolalni: talajbol, t6zegmohabol,
aramlovizbdl és allovizekbdl. A leghatékonyabbnak a mezotrof kisvizek bizonyultak,
ahonnan egyidejiileg akar 4-5 faj is elékeriilt. Mivel eredeti célkitizésem szerint az
intraspecifikus polimorfizmust kivantam vizsgdlni, igyekeztem az orszdg minél tdbb,
egymastol tavoli pontjarél mintakat szerezni. Valtozd eredményességgel sikeriilt benniik
Arcellat talalni ill. a mintakat felhasznalni.

Morfologiai vizsgalatok

Plazmogamia
A sikeres klontenyészeteknél (amelyek legalabb fél éven at tuléltek) kb. fél évet kdvetden

semmilyen koriilmények kozott nem lehetett cisztaképzést megfigyelni (Ez a megfigyelés
Osszhangban van azzal, hogy endobionta prokariotak hatdsara amobaban a cisztaképzésre valo
képesség gyengiilésérol szamoltak be (in: Greub 2004)). A klontenyészetben szaporodni nem
hajland6 torzsek viszont hamar cisztat képeztek és kipusztultak. A klontenyészeteknél
megfigyelt igen feltiind jellegzetesség a plazmogamia volt, amelynek soran két vagy tobb
egyed vékony allabbal Osszekottetésben allt egymassal. Erds fény hatdsara az egyedek
szétvaltak, kiilonben perceken at fennallt. Plazmogamiat tobbnyire 0 petricsészébe torténo
athelyezést kovetden, jo allapotban levo tenyészetnél lehetett megfigyelni (2. abra). A két
vagy tobb egyed kozott kialakuld vékony plazmahidak jelentségét abban latom, hogy
lehetové teszik az Osszekottetésben allo citoplazmakban talalhatd baktériumok, virusok és
akar mas, mobilis genetikai elemek cseréjét. Bar a plazmogamiat a jelenség-szinten thl
egyelére nem vizsgaltam, tovabbi kutatasa feltétleniil indokolt, mert a legkézenfekvobb
lehetdséget rejti horizontalis géntranszfer (HGT) megvaldsuldsa szamara amely egyre inkabb
a figyelem kozéppontjaba keriil az aszexualis ¢l6lények, igy akar a hazas amodbak
vonatkozasaban is. A HGT eredményességére mind kisérletes, mind kornyezeti példak
ismeretesek. Novényeken végzett kisérletben példaul Agrobacterium faj tumor indukald
plazmidja (Ti-plazmid) épiilt be a novény nuklearis DNS-ébe (Bock 2010). Kisérletek



tantisaga szerint a Rhizobium fajok is képesek megfeleld plazmid birtokdban horizontalis
géntranszfert létrehozni, marpedig utdbbiak nalam is eldkeriiltek az endocitobiontak
kimutatasa soran. Van példa adaptivnak bizonyuldé HGT-re alga és baktérium kozott:
bakterialis ferritin beépiilését mutattak ki tengeri kovaalgafajnal. (Bock 2010).

Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az eddigi ismeretek szerint kizardlag aszexualisan
szaporodd Arcella trofozoitdknal is el6fordulhat HGT. A palyazat eredményeként a
klontenyészeteken megfigyelt plazmogamia és az endocitobionta baktériumok detektalasa
tehat fontos kiindulopontja a tovabbi kisérletes vizsgalatoknak.

Kapcsolddo publikacio: absztrakt 4 és 6. (plazmogamia bemutatasa)

2. abra. Plazmogamia klontenyészetben tartott Arcella intermedia egyedek kozott.

Az Arcella formosa Nicholls, Meisterfeld, Torok, 2005 biometriai vizsgalata

Az Arcella formosa Nicholls, Meisterfeld & Torok, 2005 azon kevés hazas amdba faj egyike,
amely igen feltiné moddon kiilonbozik mind méretre, mind alakra a genus tobbi fajatdl,
atmeneti formak gyakorlatilag nincsenek. Eddigi ismeretek szerint csupan Hollandia,
Németorszag, Magyarorszag ¢s Kanada egy-egy pontjan fordul eld, holott ezen teriileteken
folytak a legintenzivebb vizsgalatok az utobbi 150 évben. El6 példanyok rendszeres
tanulmanyozasara egyediil a hazai biztos leléhely ad médot, a holland és kanadai el6fordulas
csak iires vazak alapjan igazolhatd. A nagy foldrajzi tdvolsag miatt az 6csai allomany teljesen
izolaltnak tekintheté a faj tobbi populacidjatol. Ez alapjan feltételezhetd, hogy barmely
valtozas kizarolag a helyi génallomanyban bekovetkezé modosulasok eredménye, migracio
gyakorlatilag nincs. A hazas amdébak korében az azonositas egyik fo tdmpontja az egysejtiire
jellemz6 mérettartomany ismerete. A méret alakulasa tenyészeteim megfigyelése alapjan fiigg
attol, hogy mekkora a klont elindit6 sejt és a tovabbiakban milyen hatasok érik azt (taplalék,
parazitak, virusok). Nem ismert, hogy milyen mértékii méretbeli fluktuacio lehetséges, és a
genom milyen mértékben befolyasolja azt, ill. mekkora a kornyezeti hatasok jelentdsége. A
korabbi, 2002-es és 2003-as biometriai vizsgalatokat 2008 és 2009 folyaman kiegészitettem
ujabb adatokkal, kdrnyezeti mintakbol valogatott egyedek lemérése utjan. A diszkriminancia
elemzés (SynTax, Podani 2000) alapjan a vaznak az egyes években mért morfometriai adatai,
csak csekély mértékii kiillonbséget mutattak. Az atmérd, alacsony, de szignifikans eltérést



mutatott egyes évek (2002 és a tobbi, 2003-2008, 2008-2009) vonatkozasaban (3. abra). A
mas populacidkkal nem érintkez6 allomany vazmérete mindenképpen a helyi (genetikai vagy

¢léhelyekrdl torténd immigracio is jelentdsen hozzéajarulhat. Az 4. formosa foldrajzilag izolalt
természetes populacidja a hazas amoébak korében egyediili lehetdséget kinal a fajon beliili
genetikai polimorfizmus feltarasara. A tarolt DNS mintak alapjan ITS vizsgalattal szeretném
az esetleges intraspecifikus polimorfizmust kimutatni. Az ITS vizsgalat optimalizalasa
azonban még tart, az univerzalis primerek ui. a mintaban (sejten beliil) jelenlevo
gombafertdzést is amplifikaljak. A specifikus ITS primer kifejlesztése még nem tortént meg.
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Axis 1

3. éabra. Arcella formosa hazak morfometriai adatainak ordinacioja (diszkriminancia
analizis, Syn-Tax) négy kiilonb6z6 évben felvett adatok alapjan (valtozok: Atmérd,
Meélység, Nyilas)

Kapcsolddo publikacio: absztrakt 2. (Arcella formosa morfometriai adatokon végzett
diszkriminancia analizis bemutatasa)

Egyéb morfologiai és morfometriai vizsgalatok

7 tovabbi Arcella faj mintait rogzitettem tovabbi morfometriai vizsgalatok céljara (3.
Tablazat), négy masik pedig vegyes rogzitett mintabol vizsgalhaté. A morfometriai
vizsgalatok elvégzését a molekularis munkak utinra soroltam at, mivel a molekularis
eredményeket szeretném eldbb publikalni.
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Fényképes dokumentacio késziilt az Arcellak mellett a baktérium tenyészetekrdl és egyes
Arcellabol kitenyésztett gombatelepekrol.

Az Arcella genus molekularis filogenetikai vizsgalata

Az intraspecifikus polimorfizmus vizsgéalatat megelézden a genust szandékoztam a 18S rRNS
gén szekvencia alapjan a torzsfan elhelyezni, majd a vizsgalatban résztvevé Arcella fajok
hasonlosagat vizsgalni ugyanezen marker alapjan. 2005 és 2009 kozott 11 Arcella fajbol 60
DNS izolatumot készitettem, ebbdl 49-et -20°C-on jelenleg is tarolok, a tobbit a munkak
soran felhasznaltam. Bar a DNS izolalas anyag- és iddigényes, a teljes genomialis DNS
tarolasa lehetové teszi a késGbbi tetszéleges felhasznalast. Emellett néhany alkalommal single
cell pcr modszerrel is probalkoztam, ennek optimalizalasa még tart. A hdprofilt Nikolaev €s
mtsai (2005) nyoman kezdtem kiillonb6z6 modositasokkal alakitani. Elséként a s12F - sbR
univerzalis primerpart hasznaltam, de a kontroll elektroforézis soran két csikot eredményezett,
ezért masokat is kiprobaltam, végiil sajat primerek tervezését kezdtem el publikalt Lobosea
szekvencidk alapjan a Primer3 program segitségével, amelyeket univerzalis primerekkel és
mas eukariotaknal mitk6do primerekkel (Waeschenbach és mtsai 2007) egyiitt is hasznaltam.

A genus helye az Amoebozoa torzsfan

A 18S rRNS gén megszekvenalasa az elsé 90 bazis kivételével megtortént, 1694bp
hosszsagii. A Smirnov és mtsai (2005) cikke nyoman a GenBank adatbazisbol letoltott
referencia szekvencidk segitségével altalam készitett torzsfakon az Arcella szekvencia az
Amoebozoa torzs Lobosa altérzs Tubulina csoportjaban taldlhatd. Barmely algoritmus
hasznalataval ez a csoportositas alakult ki.

A valasztott algoritmus €s szubsztitlicios modell szerint azonban a genus pozicidja finom
kiilonbséget mutat, amennyiben vagy a hazas amdbak kozott vagy az Amoeba — Chaos —
Hartmannella klddon beliil csoportosul. A tavolsdgalapi neighbour joining modszer
alkalmazasakor az Arcella genus a tobbi Arcellinida kozott talalhatd az Argynnia dentistoma
hazas amdba faj mellett (neighbour joining, maximum composite likelihood, MEGA 4.0
(Saitou és Nei 1985)). Az eukariota torzsfak kialakitdsanal azonban jelenleg a maximum
likelihood algoritmus hasznalata elfogadottabb, els6sorban a GTR (general time reversible)
szubsztiticios modell hasznalataval. Az igy 1étrehozott torzsfan az Arcella a csupasz amébak
Amoeba — Chaos — Hartmannella kladjan beliil talalhatd a hazas Argynnia dentistoma fajjal
egylitt (TREEFINDER, Jobb 2008) 4. abra.

A vizsgalt Arcella fajok parcialis 18S rRNS szekvenciainak hasonlosaga

Ot Arcella faj (4. dentata, A. excavata, A. formosa, A. hemisphaerica, A. intermedia) parcialis
szekvenciait sikeriilt 0sszehasonlitanom (az A. gibbosa szekvencia nagyon gyenge, az A.
discoides pedig csak a gén els6 kb. 300 bazisara van kész). A 742 illesztett pozicid koziil 124-
nél eltérés volt tapasztalhatdé, amely az A. dentata és A. excavata fajoknal részben a
szekvenciak gyengébb mindsége miatt adodott, mig az A. formosa szekvenciaban kapott
szubsztiticiok zome az ismételt szekvenalasi eredmények ismeretében a faji eltérésnek
koszonheto (5. abra).

Az Arcella excavata — hemisphaerica — intermedia csoportban mar csak 28 szubsztiticié van,
ez a harom taxon morfoldgiailag is er6sen kozel all egymashoz.

A sejtparazita cstcsszerves sporas Eimeria fajok kozott a 18S rRNS gén vizsgalatakor a
gazdaszervezetek nagyobb rendszertani csoportjainak szintjén jelentds kiillonbségek adodtak.
Ennél a csoportnal tehat ez a gén alkalmasnak bizonyult a fajok elkiilonitésére is. Héazas
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amobak korébol szarmazd eredmények alapjan nem értékelhetd egyértelmiien a gén fajok
elkiilonitésre valod alkalmassdga, mert az eddig legtobb adatot nyajtdé Hyalospheniidae
csaladban kapott eredmények ellentmondasosak (Lara és mtsai 2008). A szabadonéld Arcella
fajok kozott a vazmorfologia alapjan kirajzolédd fenoldgiai csoportok molekularis
megfelelésére szamitottam. Az eltérd morfologiai csoportok (Deflandre 1928) azonban
Arcelldknal nem valnak szét hatarozottan a 18S rRNS gén alapjan. Az 4. formosa mutatja a
legnagyobb kiilonbséget a tobbihez képest, am morfologiailag az A. hemisphaerica —
intermedia csoporthoz all kozel.

Kapcsolodo publikacio: absztrakt 2. és 4. (az Arcella genus molekularis filogenetikai
vizsgalatarol)

ITS régio vizsgalata Arcella fajok intraspecifikus polimorfizmusanak kimutatasara

Az ITS régio6 vizsgalatara el6szor egy univerzalis primerpart alkalmaztam. Ennek hasznalata
azonban vagy nem adott eredményt vagy gyenge mindségii, feltehetdleg kevert szekvenciat
eredményezett. A késObbiekben egy csupasz amobakra kidolgozott primer parral
probalkoztam, de a per reakcid optimalizalasa még tart. Tervezem olyan specifikus primerek
kidolgozasat, amelyek gomba szennyezddést nem hoznak fel.

Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalatok Arcella fajok
ultrastruktirajanak megismerésére és endocitobiontak lokalizalasara

2007-09 soran transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatot végeztiink Arcella sejteken.
Tobb korabbi ultrastrukturalis vizsgalat soran mar feltartak az Arcella genus citomorfologiai
jellemzoit (pl. Netzel, 1975). A sajat vizsgalataim sordn a genusra jellemz6 thecagen
granulumok mellett a haz szerkezete, a sejtet a hazhoz rogzité epipodiumok, a sejtmagok ¢és a
kiilonféle organellumok jol latszottak a felvételeken. A citoplazmaban azonban az univerzalis
sejtalkotok kozott megfigyelhetok voltak megkozelitdleg Ipum méretii baktériumsejtek,
amelyek nem emésztévacuoldban, hanem a citoplazmaban helyezkedtek el. Az
emésztoirdcske ultrastrukturalis képe jellegzetesen masként nézett ki mint a — képek tantisaga
szerint membranvacuola nélkiil, szabadon a citoplazmaban elhelyezkedd — baktériumoké.

A baktériumok kozott rovidpalca formak jelenléte volt megfigyelhetd. Baktériumok mellett
rendszeresen lathatok voltak kozelitéleg 100-150nm olykor 300nm méretli parakristalyos
formak, amelyek feltehetdleg virusok. Virusok kozott a feltiinden nagy Mimivirusokrol éppen
amObakban szdmoltak be Greub és mtsai (2004). Mas kutatok korabbi hazas amdébas TEM
felvételein eddig nem jelentek meg hasonlo képletek.

Eukariota endobiontat a vizsgadlt sejtekben nem észleltink. Egy alkalommal az
emésztdlirocskében bukkant fel élesztosejt.

TEM vizsgalatokra tobb Arcella fajbol is elokészitettiink példanyokat, kozilik eddig két
fajnal (4. intermedia 1 és A. formosa) sikeriilt a preparalast végigvinni és a mintakat
megnézni. Az A. intermedia 1 fajnal minden alkalommal lathatok voltak az endobiontak, a
baktérium sejtek épnek latszottak, még osztédo alak is eldkeriilt. Az A. formosa fajnal
ellenben csupan emésztéiirdcskékben lokalizalt taplalékszervezeteket lattunk. Az endobiontak
feltételezett hianyat egy masik egyednél negativ eredményt ny0jtdé in situ hibridizacios
vizsgalat is alatdmasztotta.

Kapcsolddo publikacio: cikk 1, absztrakt: 2, 5, 6.
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74 Vannella anglica AF099101
@yamoeba plurinucleolus AY 121849
49 Vannella mirioides AY 183888
96 Clydonella sp AY 183892
Neoparamoeba branchiphila AY 714366

ﬂ Korotnevella stella AY 183893
Gephyramoeba sp AF293897
Filamoeba nolandi AF293896

Dermamoeba algensis AY 294148

Acanthamoeba castellani M13435

Acanthamoeba tubiashi AF019065
Balamuthia mandrillaris AF019071

Amoeba proteus AJ314604

Chaos nobile AJ314606

Hartmannella cantabrigiensis AY 294147

Arcella spp.

Argynnia dentistoma EU392158

Heleopera sphagni AY 848964

Centropyxis laevigata AY 848965
Nebela lageniformis EU392155
Apodera vas EU392156

Arcellinida

Nebela penardiana var penardiana EU39214

Hyalosphenia elegans EU392154

Endolimax nana AF149916

0.05
4. abra a). Az Arcella genus pozicidja a Lobosa torzsfan (neighbour joining, maximum composite likelihood, a
csomopontoknal a bootstrap értékek feltiintetve, 1000 ismétlés, outgroup: Endolimax nana, 3009 pozicid, skala:
5% disszimilaritas, MEGA 4.0)

Platyamoeba plurinucleolus AY 121849
Vannella anglica AF099101
Vannella mirioides AY 183888

7502

Clydonella sp AY183892
Neoparamoeba branchiphila AY714366

Korotnevella stella AY183893

Filamoeba nolandi AF293896
Gephyramoeba sp AF293897

Dermamoeba algensis AY294148
Balamuthia mandrillaris AF019071

8919

ALTT Acanthamoeba castellani M13435

8481 L Acanthamoeba tubiashi AF019065

10000 Amoeba proteus AJ314604
ﬂ'i'jchaos nobile AJ314606 Amoebidae, Hartmannellidae

4854 Hartmannella cantabrigiensis AY294147

472 - Arcellaspp. | arcellinida
9867 Argynnia dentistoma EU392158

7419

7359 1 Apodera vas EU392156
Nebela lageniformis EU392155

Hyalosphenia elegans EU392154 Arcellinida
9924 | ;35, 6754 Nebela penardiana var penardiana EU39214

Centropyxis laevigata AY 848965

Heleopera sphagni AY848964 —] Arce llinida
Endolimax nana AF149916

0.05
4. abra b). Az Arcella genus pozicidja a Lobosa torzsfan (maximum likelihood, GTR modell, a csomdpontoknal
a valoszinliség értékek vannak feltlintetve, a masodik szamjegyet kdovetd tizedesvesszd technikai okokbol
hianyzik, outgroup: Endolimax nana, 663 pozicio, skala: 5% disszimilaritas, elemzés: TREEFINDER, torzsfa:
MEGA)
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41— Arcella hemisphaerica EU273441

61 | Arcella hemisphaerica

59 Arcella hemisphaerica short
86 [! Arcella excavata

74 Arcella dentata

81 ! Arcella rotundata

Arcella formosa

Arcella gibbosa

Centropyxis laevigata AY 848965

—_
0.05

5. dbra. Az Arcella fajok hasonlosaga parcialis 18S rRNS gén hasonldsaga alapjan (neighbour joining, maximum
composite likelihood, a csomdpontoknal a bootstrap értékek feltiintetve, 1000 ismétlés, pozicio, skala: 5%
disszimilaritds, MEGA)

Fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalatok endobionta baktériumok
kimutatasara és lokalizalasara

A FISH vizsgalatok soran dsszesen hétféle kiilonbozo jelolést alkalmaztam. Leggyakrabban
az eubaktériumokra tervezett oligonukleotidot hasznaltam, hogy lassam, van-e egyaltalan
endobionta baktérium a gazdasejtben. Ehhez a legjobb mindségii ALEXA 546 jelolést
valasztottam, tekintve, hogy nagyon hosszi idon keresztiil birja a gerjesztést. A masodik
legtdbbet alkalmazott proba Alphaproteobacteria specifikus volt, mert ebbdl a csoportbol a
szakirodalom nyoman kimontottan vartam endobiontak eléforduldsat. A korabbi tenyésztéses
vizsgalatok alapjan ésszerlinek tiint mas baktériumcsoportok bevonasa a FISH vizsgalatok
korébe. gy keriilt sor a Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Firmicutes ¢és
Verrucomicrobiales csoportok alkalmi bevondsdra is. A tenyészetekbdl hosszutavon
kiirthatatlan eukariotak kozott feltételezhet volt élesztok jelenléte is, emiatt probalkoztam
ezek kimutatasaval is.

Az Arcella intermedia 1-nél 6 kiilonbozd FISH-t végeztem. Altalanos eubaktérium
vizsgalatok 2007. soran februdr, aprilis €s junius honapokban torténtek. 2008 soran
feltehetdleg sikertelen reakcidé miatt negativ eredményt kaptam. Specifikus probakkal 2007.
juniusban és 2009. augusztusban Alphaproteobacteria csoportot mutattam ki. 2007 juniusban
Firmicutes-re kaptam pozitiv jeleket. Negativ eredményt adott a Verrucomicrobia,
Gammaproteobacteria csoportok mellett a tenyésztéedényben feltételezhetden jelenlevo
¢lesztO-proba is.

Az A. intermedia 2-nél 2007. juliusban Alphaproteobacteria, 2008. oktoberben és 2009.
augusztusban eubaktériumok kimutatasara keriilt sor. Egy tovabbi alkalommal halvany jel
utalt alfaproteobaktériumokra, maskor pedig egyaltalan nem adott jelet ez a proba. Sikertelen
preparalas okozhatott két esetben a fenti probaknal negativ eredményt. Az éleszté ennél a
torzsnél sem adott jelet.

Altalanos eubaktérium vizsgalat pozitiv eredményt adott az Arcella excavata, A. dentata és A.
megastoma fajok egy-egy példanyanal, utobbinal a vizsgalati koriilmények (masik
mikroszkop hasznalata) valosziniileg rontottak az eredményen.

Az Arcella polypora-ban Firmicutes baktériumokat sikeriilt kimutatni. Az A. discoidesnél
alfaproteobaktérium jeloléssel kapott szignalok feltehetden a taplalékszervezetekben vagy
emészturdcskében lokalizalt baktériumok lehettek. Az A. formosa-nal az eubaktérium
szignal egyaltalan nem jelent meg, az alfaproteobaktérium gyenge jelet adott.
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Osszesen 7 Arcella fajnal 29 vizsgalat tortént, 41 sejt koziil 25 adott jelet, ebbdl 16 altalanos
eubaktérium volt, 7 Alphaproteobacteria és 2 Firmicutes. A pozitiv jelek zdme a
klontenyészetben tartott A. intermedia 1. és 2. torzseknél volt tapasztalhato (26 sejt). Az 1.
torzsnél két és fél, az A. intermedia 2. torzsnél két év tavlatdban kaptam pozitiv
eredményeket. A rovid ideje, kozelitéleg 6-8 hete tenyésztett A. polypora, A. excavata és A.
dentata fajok is pozitiv eredményt adtak. A friss kornyezeti mintabol izolalt 4. formosa és A
megastoma nem, ill. csupan kétes, alig észlelhetd szignalokat adott. E két faj azonban
egyidejilleg a legnagyobb atmérdjli és vertikalis kiterjedésii, ahol a gazdasejt mérete erésen
csokkenthette a megfigyelés eredményességét (a hibridizacié soran rosszabb hatasfoku
penetracid, hagyomanyos mikroszkoppal mélységélességbeli problémdk). A hasonld
mérettartomanyba tartoz6 4. dentata példany lapitottabb sejtje idealisabb volt a vizsgalathoz,
raadasul konfokalis 1ézermikroszkoppal, optikai szeletek mentén tortént a megfigyelés. Ezért,
¢s a vizsgalatok egyedi volta miatt nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy a vizsgalt 4.
formosa és A. megastoma fajoknal ne fordultak volna el6 endobionta baktériumok.

Konfokalis 1ézermikroszkop hasznalatara két alkalommal, harom fajnal volt alkalmam. Az A.
intermedia 2-nél és az A. dentata-nal eubaktériumok, az A. intermedia 1-nél
alfaproteobaktériumok sejten beliili lokalizacidjat figyeltem meg. Kimutattam, hogy a
baktériumok a sejt teljes térfogatdban el6fordulnak, preferencialis elrendez6dés nem volt
tapasztalhato.

A tenyésztett egyedek homogén kornyezetben vannak a kornyezetbdl frissen izolaltakhoz
viszonyitva. A tapfolyadék tapanyagban szegény, a sejt belseje azonban ennél gazdagabb.
Feltételezhetd, hogy a baktériumok szamara elonyodsebb a sejten beliil elszaporodni, mint a
tapfolyadékban.

Kapcsolodo publikacio: cikk 1, absztrakt: 2, 3, 5, 6.

Endobionta baktériumok kimutatasa molekularis modszerekkel

A sterilen mosott Arcella példanyokbol agaron (moddositott R2 agar) kitenyésztett
baktériumokat szélesztettiik, izolaltuk, tiszta tenyészetekben novesztettiik, majd DNS izolalast
kovetéen a 16S rRNS gént amplifikaltuk, ezt kovetden a gén 27-519 bp szakaszat
megszekvenaltattuk (a modszer részletes leirasat 1. Torok és mtsai 2008 cikkben). A palyazati
munka soran ezzel a modszerrel 14 kiilonb6z6 baktérium faj ill. genus azonositasara keriilt
sor, amelyek egy része ismétlddden eldkertilt a vizsgalt fajokbol.

Osszesen 40 szekvencia azonositasara keriilt sor szekvenaltatissal, ebbdl 29-re a cikk
megjelenését kovetden. A torzsek tipizalasara ezen felil egy koltséghatékony eljarast
fejlesztettiink ki. A kezdetben alkalmazott ARDRA  csoportositast egy TP-RAPD (two
primers random amplified polymorphic DNA) eljarassal valtottuk fel (Rivas és mtsai 2001,
Lin és mtsai 2008), kimondottan a draga restrikcios enzimek hasznélatanak elkeriilése végett.
A 20 bp hosszu, nagy szazalékban GC bazisparokat tartalmazé reverz primer (NS3) az
univerzalis 27F primerrel alacsony anelldciés homérséklet mellett alkalmazva a kiilonboz6
torzsekre jellemz6 RAPD-profilt adott.

A torzsek egy része DMSO tartalmu oldatban fagyasztva lett eltarolva, egy masik részét
tenyészetben tartjuk tovabbi vizsgalatok céljara.
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baktérium szekvencia gazda Genbank
hossza azonosito
Bacillus cereus 511 bp Arcella intermedia FN667584
Rhizobium gallicum 449 bp Arcella intermedia FN667585
Pseudoxanthomonas sp. 509 bp Arcella intermedia FN667586
Sphingomonas sp. 446 bp Arcella intermedia FN667591
Sphingomonas sp. 445 bp Arcella intermedia FN667592
Sphingomonas sp. 422 bp Arcella intermedia AM903096
Bosea sp. 452 bp Arcella intermedia FN667594
Acidovorax sp. 467 bp Arcella intermedia AM903095
Paenibacillus graminis 491 bp Arcella intermedia AM903093
candidatus Chryseobacterium massiliae 480 bp Arcella intermedia AM903098
candidatus Chryseobacterium massiliae 399 bp Arcella intermedia AM903097
Verrucomicrobium sp. 511 bp Arcella intermedia AM903094
Variovorax paradoxus 384 bp Arcella intermedia AM903099
Variovorax paradoxus 770 bp Arcella intermedia AM903100
Variovorax paradoxus 748 bp Arcella intermedia AM903101
Variovorax paradoxus 742 bp Arcella intermedia AM903102
Variovorax paradoxus 790 bp Arcella intermedia AM903103
Brevundimonas sp. 452 bp Arcella intermedia FN667587
2.
Moraxella sp. 494 bp Arcella intermedia FN667589
2.
Mycobacterium sp. 478 bp Arcella intermedia FN667589
2.
Sphingopyxis sp. 446 bp Arcella intermedia FN667593
2.
Variovorax paradoxus 505 bp Arcella discoides FN667590

4. tablazat. A Genbank nemzetk6zi adatbazisban elhelyezett baktérium szekvenciak és
azonositojuk a gazdaszervezet feltiintetésével.

Egyetlen alkalommal sem tenyészett ki Arcellabol az etetésre hasznalt Enterobacter
aerogenes. A baktériumtorzsek legnagyobb hanyada a Proteobacteria phylumbol kertilt ki,
azon beliil is az Alphaproteobacteria osztalybol (6. abra). Ezen baktériumok kozott szamos
szimbionta és endobionta van. A kapott szekvencidk kozott az ismert szimbionta genusbol a
Rhizobium gallicum faj is szerepel. A kozeli rokon és szimbionta fajt is magaban foglald
Bosea genus csak 1996 6ta ismert, a vizsgalataim soran két kiillonbozo Arcella tajbol (4.
intermedia 1 és 2. torzs, A. discoides) is el0keriilt. A Moraxellaceae csoportba tobb patogén
faj tartozik. A Brevundimonas és Sphingomonas genusok egyes fajai potencialis patogének,
tehat hajlamosak lehetnek endobionta életmddra. A Firmicutes torzsbe tartozé Paenibacillus
fajok kozott ismert endobionta. A Bacillus cereus human vonatkozasban is jelentds korokozo
faj.

A Verrucomicrobia torzsbe tartozo Verrucomicrobium fajok kozott protozoonok szimbiontai
ismertek. A Bacteroidetes torzsbe tartoz6 candidatus Chryseobacter massiliae-t opportunista
patogén amoObabdl izolaltak. Az azonositott gyors ndvekedésti Mycobacterium-rol endobionta
vonatkozasban nincs adat. Osszességében elmondhatd, hogy kozel valamennyi phylumbél
zOmében olyan baktériumok kertiltek el6, amelyek vagy szimbionta rokonokkal rendelkeznek,
vagy patogének, de mindenképpen hajlamosak az intracellularis életmodra.

16



12 Rhizobium gallicum

ndimonas Sp
16 Variovorax 8 Brevu

22 une Sphin
90p yis S
s
dovorar paradoxy Phingomonas

Va
Sphip 900
e
aﬁh’ﬁ.’
., o,
o ooy Moy
N@?‘\\ %, Sﬂé,o
e N o,
) 2, e,
G S Q) Mg
o 69@
S 2
WL %
& 2,
0 F @ %a
Sl

swsue_lﬁujjnms“maag i
guield snpoegueed 7€

. abra. Az Arcella fajokbdl kitenyésztett baktériumok torzsfaja a fobb taxonok kiemelésével.

Az intracellularis baktériumok vizsgalata

A elsé 500 bazis alapjan teljes bizonyossaggal Rhizobium gallicum-ként azonositott
baktérium 16S rRNS gén tovabbi szakaszanak tobbszor megismételt szekvenalasa arra utal,
hogy egy ismeretlen Rhizobiaceae baktériummal van dolgunk, amelynek legkozelebbi
rokonai a Rhizobium és a Shinella fajok. Mivel a baktérium az A. intermedia 1 t6rzsbol tobb,
mint félévet kovetéen ismételten és ujra tobb példanybdl kitenyészett, feltételezhetden egy
hosszl1 id6n at jelenevo (esetleg allandd) endobiontardl lehet sz6. A kozeljovoben morfologiai
¢s FISH vizsgalatokkal egészitjiik ki a molekularis eredményeket.

Az intracellularis baktériumok egy részénél feltételezhetd, hogy a gazdat nem csupan
rezervoarnak hasznaljak, hanem szimbiontaként vannak jelen benne. A Rhizobium ismételt
megtalalasa azonnal felvetette a gondolatot, hogy esetleges nitrogénkotés torténik a gazdan
beliil. El6szor a plazmidon lokalizalt nod faktor és nifH gén jelenlétét vizsgaltam meg pcr
segitségével. A gélképen a nod faktornal vart megfeleld hossziisagl terméket kaptam, mig a
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nifH génnél a két alkalmazott primer par koziil csak az egyik adott terméket. A pcr
optimalizalasa még tart. Az elézetes eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy érdemes
a vizsgalatot folytatni.

A Rhizobium spp. mellett nitrogénkotést igazoltak a Paenibacillus graminis fajnal is. A Bosea
genusban nod faktort azonositottak, nem kizart, hogy diazotrof is eldkeriilhet koziilik. Az
Arcellaban talalt baktérium spektrum tehat tartalmazott olyan taxonokat, amelyek
potencidlisan mutualista kapcsolatban lehetnek a gazdaval.

A taxonspecifikus primerrel végzett pcr segitségével a patogén baktériumok jelenlétét tudtuk
Arcellaban megallapitani (Torok és mtsai 2008).

Kapcsolddo publikaciok: cikk 1, absztrakt 3, 5, 6-10.

Eredmények értékelése

e Létrehoztam két tobbéve fennalld Arcella intermedia klontenyészetet, amelyek hosszu
tava vizsgalatokra alkalmas kisérleti alanyok lehetnek.

o Sikeriilt tobb Arcella faj filogenetikai rokonsagi viszonyait megallapitani 18S rRNS
gén alapu vizsgalatokkal.

e Nagy mennyiségli DNS-mintat gytijtdttem be és tarolok Arcella fajokbol amelyekkel
tovabbi molekularis vizsgalatokat folytathatok, mind az eukariota gazda, mind az
endobionta baktériumok tekintetében.

e Sikeriilt molekularis és in situ modszerekkel kimutatnom endobionta baktériumokat,
amelyek egy része human patogén vonatkozasu, egy tovabbi része a mutualista
kapcsolatra hajlamos taxonokhoz tartozik.

e To&bb éven keresztiil tudtam azonos eukaridta klontenyészet endobiontdit vizsgalni és
igazoltam egyes prokariotak allando jelenlétét. Korabban ilyen vizsgélat — kiilondsen
szabadonélé amdbaval — nem tortént.

A fenti pontokba stiritett tevékenységeim teljesen ujszerick, nem valamely kiilfoldi példa
hazai adaptaciojat jelentik. A filogenetika és az endobionta vizsgalatok 0sszekapcsoldsa végso
soron kés6bbiekben az ivaros szaporodas hianyara hivatott valaszt adni. Ezt a megkdzelitést
még senki nem alkalmazta.

Eredmények hasznosithatosaga

Adataim hozzédjarulnak az utdbbi évek legfrekventaltabb protozoologiai témakdrének, a
molekularis filogenetikdnak eredményeihez, az egyik legismertebb genus, az Arcella
vonatkozasaban sikeriilt eredményeket elérmem. Az altalam kifejlesztett primerek kozlést

kovetden tovabbi eredményeket hozhatnak a témaban.

Az endobionta baktériumok gazdaspektrumat gyarapitottam szabadonéld, potencialisan
mindenhol eléfordulé gyakori amoba genus, az Arcella ismeretével.
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Az altalam fenntartott kisérleti alany alkalmasnak mutatkozik human patogének intracellularis
viselkedésének ill. a ferrtdzés folyamatanak tanulmanyozasara. Ennek kapcsan mar kiilfoldi
kolléga jelezte egyiittmitkddési szandékat.

A feltart endobionta spektrum kozegészségiigyi szempontbdl is figyelemremélto: a Legionella
spp., Bacillus cereus, Brevundimonas sp., Moraxellaceae baktériumok jelenléte a természetes
vizekben ¢€l6  Arcelliban mint rezervoarban  zsufolt fiirdOhelyeken  komoly
kovetkezményekkel jarhat. A jelenség régebben ismeretlen eredetli bakterilis fert6zésekre
adhat magyarazatot.

Tovabbi kutatasok az eredmények tiikrében

Az Arcella fajokon beliili intraspecifikus polimorfizmus vizsgalatat az ITS régio segitségével
érdemes tovabb folytatni, torekedve a specifikus primer kidolgozasara, amely a
gombaszennyezddést nem amplifikalja.

Az Arcellabol baktériumok kimutatdsa soran kapott spektrum tobb tagja preferalja az
endobionta lokalizaciot. Ezek kozott a gazdaval mutualista vagy patogén viszonyban levok
tovabbi kutatasa feltétleniil indokolt.

Az Arcella egyedek kozotti plazmogamia soran a prokariotdk vandorlasat a horizontalis
géntranszfer kapcsan mindenképpen tanulmanyozni kell, kiegészitve a géntranszfert bizonyitd
szakaszok molekularis médszerekkel torténd keresésével.

Az intraspecifikus polimorfizmus és a horizontalis géntranszfer szerepének feltarasa valaszt
adhat arra, hogy miért éri meg az Arcellanak és mas Amoebozoa szervezeteknek - amelyek az
¢lovilag egyik legdsibb és legsikeresebb csoportja - az ivartalan szaporodas.

Hivatkozas a palyazati munkara:

A témaban zajlo kutatas prezentacioit megemlitik a Protist folyoiratban megjelenés alatt 4llo
beszamolodban (1. Mitchell és Gilbert 2010).

Konferencia poszteren mar hivatkoztak az 1. szamu publikaciora:

Corsaro, D., Lara, E., Mitchell, E. A. D.: Searching for endosymbionts in free-living
amoebae. Poszter, ISTA 5 (5th International Symposium on Testate Amoebae), Montbéliard,
2009. szeptember 14-17.

Online referenciaban szerepel az 1. szmu publikacio: Symbiosis Notes nol. Sept. 2009,
Intracellular symbionts of protists, p5,
http://www.docstoc.com/docs/12291713/Symbiosis-Notes-Sept-2009

A téma tovabbi jelentésége:

Az ELTE Allatrendszertani és Okologiai Tanszékén sikeriilt beinditani az Amoebozoa csoport
molekularis vizsgalatra alkalmas labort. Altalanossdgban, ennek a kutatisnak a keretében
kezdddtek meg a Tanszéken beliil, sajat erdbol elvégzett molekularis filogenetikai
vizsgalatok.

A témaban valo jartassag megszerzése alkalmat ad/adott tovabbi Amoebozoa vizsgalatban
val6 konzultaciora, egyiittmiikodésre.
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A téma egy részteriiletét egy PhD hallgato boviti tovabb.
A téma masik részteriiletén egyetemi hallgato tdk munkat végez.

A téma elismerése:

Az ,,V European Congress of Protistology and XI European Conference on Ciliate Biology”
konferencian elhangzott eldadasom nyoman felkértek az anyag cikk formaban torténd
kozlésére a Protistology folydirat valogatott eldadasokat tartalmazé kotetébe.

A 25. DGP konferencian (Wissenschaftliche Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir
Protozoologie, Salzburg, 2007) a poszterem 2. helyezést ért el.

Egyiittmiikodések:
A megkezdett munka hire nyoman kiilfoldi kollégak kerestek meg egyiittmiikodés céljabol.

Megvalosult egyiittmitkddeés:

Molecular phylogeny and systematics in lobose testate amoebae (Arcellinida). MTA-DFG
projekt, kooperacios partner: Dr. Ralf Meisterfeld, RWTH Aachen, futamid6 2008-2010.
MTA/196. (Részemre kutatdsi tdimogatast nem nyujt!)

Tervezett egytittmiikodés:
Legionella vizsgalata hazas amdébakban. Dr. Klaus Heuner, Robert Koch-Institut, Berlin

Elokésziiletben levé publikaciok (impaktfaktoros protisztologiai szakfolyodiratban):

Az Arcella fajokbol izolalt baktériumokrol

Az Arcella genus filogenetikai vizsgalata

Az Arcella formosa faj morfologiai és filogenetikai vizsgalata, biogeografiai megjegyzésekkel
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