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Biborbaktérium-kozosség dsszetételének megismerése ijgeneracios

DNS-szekvenalasi és tenyésztéses technikak kombinalasaval

Korponai Kristof', Somogyi Boglérkaz, Szabo Attila', Boros Emil’, Viros Lajosz, Felfoldi Tamas'
'ELTE Mikrobiolégiai Tanszék, 1117 Budapest, Pizmany Péter sétany 1/c. (tamas.felfoldi@gmail.com)
MTA Okolégiai Kutatékozpont, Balatoni Limnolégiai Intézet, 8237 Tihany, Klebelsberg Kuno it 3.

Kivonat: Egy Fiilépszallds hatariban talalhat6 sekély szikes viztesten 2014 aprilisaban latvanyos, kettds tdmegprodukcié volt megfigyelhett: a fel-
s6 harom em-es vizrétegben talalhato planktonikus zéldalgak (Qocystis submarina) tomege alatt jol elkiiloniil réteget alkottak az ostorral
rendelkezd, palcika alaki, fototaxist mutatd biborbaktériumok, amelyek azonositdsat nagyfelbontasi molekularis modszerrel €s tenyész-
téssel is megkiséreltitk. Az egyetlen vizmintabdl kivont kdzésségi DNS tjgeneracios szekvendlassal (Roche GS Junior platform) végzett
elemzése soran 3131 szekvenciat kaptunk, amelyeknek tobb, mint felét az Ectothiorhodospira és a Rhodobaca nemzetségek alkottak. A
dominans csoportok koziil tobbet sikeriilt tenyésztésbe is vonnunk. A vizmintdbdl haromfajta taptalajon végeztiink aerob és anaerob te-
nyésztést, amihez két sajat fejlesztésii taptalajt is felhasznaltunk. Aerob tenyésztés sordn 1,7-35x 10° TKE/mL kozétti baktérium csirasza-
mot kaptunk 19 nap inkubacid utdn, mig anaerob koriillmények kozott nagyon kiilonbozd értékeket mértiink a kiilénb6z6 taptalajokon. Az
izolalt torzsek kb. fele pirosas szinli volt, néhanyuk irizalast is mutatott. A torzsek kozdtt a Proteobacteria és a Bacteroidetes phylumok
tagjai domindltak, és a Halomonas, Pseudomonas, Nitrincola, Vibrio, Alkalimonas, Porphyrobacter, Loktanella, Paracoccus, Roseicitre-
um, Roseinatronobacter, Rhodobaca, Belliella és Aquiflexum nemzetségekkel mutattak rokonsagot. Tobb, a tudomanyra nézve 1j fajt izo-

laltunk, amelyek leirdsat a kdzeljovoben fogjuk elvégezni.

Kulesszavak: szikes t6, biborbaktérium, tomegprodukcio, tenyésztés, njgeneracios DNS-szekvendlas.

Bevezetés

A szikes tavak a Karpat-medence jellegzetes felszini
formdi. Csak nagyon kevés hozzajuk hasonld kemizmu-
st vizteret talalunk Foldiinkon (Boros és misai., 2014).
Ezekre a sekély, kis fotikus zéndval rendelkezd, nyaranta
gyakran kiszarad6 tavakra jellemz6 a ligos pH (9-11), a
nagy napi héingds és a relative magas sziksé-tartartalom
is. Ezen tulajdonsdgok olyan erds szelekcids hatdssal bir-
nak az élélényekre nézve, hogy a tavak életkdzdsségét
néhany kivételtdl eltekintve egysejtli szervezetekre kor-
latozza (Sorokin és misai., 2004). A hazai szikesekben ¢-
16 planktonikus ktz6sség dsszetételére jellegzetes szezo-
nalis valtozasok jellemzdek, amelyeknek gyakorta része
a téli zoldalgaviragzas (Somogyi és mitsai., 2009; Palffy
és misai., 2014), amelyet a karpat-medencei szikeseken
kiviil eddig csak Belsé-Azsidban irtak le (Fanjing és mt-
sai., 2009). Szintén érdekes jelenség a tavasszal-nyaron
nagy mértékben elszaporodd zoldalgakkal vagy pikocia-
no-baktériumokkal egyiitt megjelend biborszinili baktéri-
umok szemmel is jol 14thatéd tomege a felszini zold réteg
alatt (Borsodi és misai., 2013). Utobbi jelenség so0s vizi
komyezetb6l régota ismert (Ollivier és mitsai., 1994;
Sorokin és mtsai., 2004).

Kutatasunk célja egy Fiilopszallas hataraban taldlhato
szikes toban megfigyelt biborbaktérium tomegprodukcio
Osszetételének feltarasa volt.

Anyag és modszer

A mintavétel 2014, aprilis 23-an tortént. A kisméret(i,
névtelen t6 a Kelemen-szék kozelében talalhaté a Kis-
kunsagi Nemzeti Park teriiletén (E. sz. 46°45,818°, K. h.
19°10,828°). Az alapvetd vizkémiai paramétereket a
helyszinen mértitk (WTW MultiLine P 8211 multiméter-
rel), mig az a-klorofill (Wellburn, 1994) és a-bakterio-
1973, Biel, 1986) laboratoriumi koriilmények kozott tor-
tént. A zold vizoszlop és az iiledék kdzvetlen kizelében
megfigyelt bibor szinli réteg elemzését kiilon végeztiik, a
baktériumkozosség Osszetételének meghatarozasat csak
ez utdbbi réteghol végeztiik el.

A kozosségi DNS-t 500 mL vizmintabdl vontuk- ki
UltraClean®™ Soil DNA Isolation Kit (MoBio) segitségé-
vel. A molekuléris vizsgalatokhoz a bakterialis riboszo-
ma kis alegységében taldlhaté 16S RNS-t kddolo gént (a

16S rDNS-t) hasznaltuk fel a taxonok azonositasahoz. A
piroszekvenalashoz a 16S rDNS-t polimeraz lancreakcio
(PCR) segitségével, B341F ¢és B785R primerekkel (Klin-
dworth és misai., 2013) szaporitottuk fel, a PCR terme-
keket High Pure PCR Cleanup Micro Kit-tel (Roche)
tisztitottuk meg. A mindségi ellendrzést €s a DNS kon-
centracidjanak mérését Model 2100 Bioanalyzer (Agi-
lent) késziilékkel végeztilk. A DNS-szekvenalas GS Jun-
ior (Roche) platformon tortént a gyartd utasitasai szerint.
Ezt kivetden a kapott szekvencidkat mothur v1.33 szoft-
ver (Schloss és misai., 2009) segitségével elemeztiik. A
PCR amplifikaci6 és a szekvenalod reakcio soran keletke-
zett miitermékeket (homopolimerek, kimérak) és az egy-
szer el6forduld (singleton) szekvenciakat a bioinformati-
kai elemzes soran kiszirtiik. Az igy nyert j6 minbségii a-
dathalmazt a SINA szoftver (Pruesse és mitsai., 2012) se-
gitségével illesztettiik, a taxondmiai azonositas az ARB-
SILVA referencia adatbazis (letoltés ideje: 2014.10.07;
Quast és mtsai., 2013) hasznalataval tortént.

A tenyésztéses vizsgalatokhoz haromféle taptalajt
hasznaltunk. Szilarditéanyag szerint elkiilonithetjiik az a-
gar-alapii R2ZA-t (DSMZ médium 830; pH 10), a gellan-
gumi-alapt sajat fejlesztésii *C’-t6l (1 L szikes viz, 16 g
gellangumi, 0,6 g MgSO, x 7H,0 és 0,3 g CaCl, x
2H,0) és *S’-t61 (1 L desztillalt viz, 16 g gellangumi, 1 g
élesztokivonat, 0,6 g MgS0O, x 7TH,0, 0,3 g CaCl, x
2H,0 és 10 g NaHCO;; pH 10). A vizmintabdl készitett
hét tagh higitasi sor tagjait erre a haromféle tiptalajra
szélesztettilk, majd aerob és anaerob moédon inkubaltuk
szobahdmérsékleten, szort fénnyel megvilagitott helyi-
ségben. Az anaerob tenyésztés anaerob zacskoban gaz-
fejleszto tasak felhasznalasaval tortént (Microbiology A-
naerocult® A mini, Merck). A tisztitott torzsekbsl G-
spin" Total DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnolo-
gy) segitségével vontuk ki a DNS-t, amelyb6l 27F (Lare,
1991) és 1492R (Polz és Cavanaugh, 1998) primerek se-
gitségével PCR-rel szaporitottuk fel a 16S rDNS-t. A ter-
meékek ellendrzését 20 perces elektroforézissel végeztiik
100 V-on 1%-o0s agaroz gélben. A PCR termékek tiszti-
tasat, a szekvenald reakciot és a kapillaris elektroforézist
az LGC Genomics végezte (Berlin, Németorszag), a
Sanger-féle bazissorrend-meghatarozas ABI 3730XL
platformon (Applied Biosystems) tortént. A kromatogra-
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mokon Chromas Lite 2.1.1 szoftverrel (Technelysium)
végeztiik a hibasan értelmezett bazisok manualis korrek-
cidjat és a primer-szekvenciak eltavolitasit. A szekven-
cidkat EzTaxon (Kim és mitsai., 2012) adatbazis segitsé-
gével valid fajok tipustdrzseivel hasonlitottuk Ossze a
torzsek azonositasanak érdekében.

Eredmények és értékelésiik

A mintavétel idejében a vizmélység 5 cm, a pH 10,2,
a vezetOképesség 15,5 mS/cm volt. A vizoszlopban az a-
klorofill koncentracidja 10,6 mg/L, mig az tiledékfelszini
piros rétegben az a-bakterioklorofill koncentracidja 7,8
mg/L volt. Mikroszképos vizsgalatokkal megallapitot-
tuk, hogy a viz felszinén megfigyelhetd z6ldalga-virag-
zast ugyanaz az Qocystis submarina okozta, amelynek
egy masik kiskunsagi szikes toban, a Bd&ddi-székben
2009-ben megfigyelt toémegprodukcidja alatt az itt meg-
figyelthez hasonld bibor szinii réteg alakult ki (Borsodi
és mtsai., 2013).

Tenyésztéses eljarassal meghataroztuk a heterotrof
baktériumok csiraszamat. Aerob korilmények kozott 19
nap inkubécié utan 1,7x10°3,5x107 TKE (telepképzé
egység)/mL értékeket kaptunk; az intervallum also érté-
kei a ’C’ taptalajhoz, mig a felsék az ’S’ és az R2A mé-
diumhoz kotheték. Anaerob koriilmények kozott 4,2x10*
és 3,6x10" TKE/mL értékeket eredményezett a 19 nap
inkubacié a ’C’ és S’ médium esetében, ugyanakkor az
R2A taptalajon semmi nem nétt ki.

A haromféle taptalajrol tiszta tenyészet forméajaban 46
aerob torzset sikeriilt fenntartani és azonositani. Az anae-
rob torzsek azonositisa lasst ndvekedésiik miatt még
feldolgozas alatt all. 16S rDNS szekvencia alapjan a tor-
zsek a Proteobacteria (25 db) illetve a Bacteroidetes (21
db) phylumba tartoznak, a legkdzelebbi tenyésztésbe
vont fajok tipustorzseivel 92,7-99,9%-o0s szekvenciabeli
egyezeést mutattak (1. tdbldzat).

Ujgeneraciés szekvenalassal 3131 szekvenciat nyer-
tiink, amelyek 97 % feletti szekvencia-hasonldsag szerint
(Tindall és misai., 2010) 143 operativ taxondmiai egyseé-
get (OTU-t) alkottak, ami a mintaban eldforduld baktéri-
umfajok szamanak feleltethetd meg. Feltind volt az an-
aerob bibor kénbaktérium, az Ectothiorhodospira nem-
zetség 32,6 %-os részaranya (1. dbra), amelyhez &ssze-
sen 3 OTU tartozott, ami harom e nemzetségbe tartozo
kiilonbdz6 faj jelenlétét valdszintisiti. JoOI latszik még to-
vabbd a tenyésztéses eljardssal azonositott nemzetségek-
kel vald nagyaranyi egyezés. A torzseink kodzott is meg-
talalhatd Rhodobaca nemzetséget 795 szekvenciaval ket-
t6 OTU, mig a Loktanella és a Porphyrobacter-t 97, il-
letve 80 szekvenciaval egy-egy OTU képviselte, a 71 A-
quiflexum szekvencia pedig 3 OTU-hoz tartozott. Meg-
jegyzend6, hogy az elébbi harom nemzetség tagjai bizo-
nyos koriilmények kozott fotoheterotrof ndvekedésre is
képesek, mig az utdbbi csoport az obligat heterotrof a-
nyagcserét folytatok kozé tartozik (Fuerst és misai.,
1993; Brettar és mtsai., 2004; Van Trappen és misail.,
2004; Madigan és mtsai., 2010).

A tenyésztéses és tenyésztéstdl fliggetlen vizsgalat e-
redménye kizotti atfedés mértéke meglepd, hiszen sok e-
setben egy-egy mintabdl a teljes kdzdsség csupan 0,01-1
%-a vonhaté tenyésztésbe (Puspita és mtsai., 2012), ne-
kiink viszont sikeriilt az egyik domindns nemzetséget

(Rhodobaca), valamint a gyakoribb csoportok koziil tob-
bet (Aquiflexum, Loktanella és Porphyrobacter) is kite-
nyészteniink, ami az alkalmazott egyedi taptalajok haté-
konysagat igazolja. Tovabba mindenképpen megjegy-
zendd, hogy bar tenyésztettiink Nitrincola, Alkalimonas,
Pseudomonas és Vibrio nemzetségek alkalikus vizekb6l
leirt fajainak szekvencidival nagyfoki hasonldsagot mu-
tatd baktériumokat, ezeket az jgeneracios szekvendlas-
sal nem sikeriilt kimutatnunk. Ennek oka az lehetett,
hogy valosziniileg nagyon kicsi, elhanyagolhaté mennyi-
ségben lehettek jelen a kozosségben. Més szikes tavak-
bol viszont sikeriilt ezeket a nemzetségeket is az itt al-
kalmazott (jjgeneracios DNS-szekvendlasi modszerrel ki-
mutatni (Szabo A., Korponai K. és Felféldi T., publikd-
latlan eredmények).
1. tabldazat. A bibor szinii rétegbdl izolalt baktériumtirzsek

azonositasanak eredménye (legkizelebbi rokon fajok tipustir-
zseihez vald hasonlésdguk) a 16S rDNS szekvencia elemzése

alapjdin
. torzsek —_—
phylum | classis | genus szkuss (b hasonlésag (%)
i Porphyrobacter 1 99,0 %
‘S | Loktanella 4 99,3-99,7 %
_E Roseicitreum 1 99,6 %
]
e % Roseinatronobacter 1 97,7%
L‘g 'd& Rhodobaca 2 97,6-97,7 %
% Paracoccus 1 96,1 %
% 2 Halomonas 3 98,4-98,8 %
& § Nitrincola 2 97,3-98,4 %
’g Pseudomonas 3 94,7-98,4 %
’g Vibrio 3 99,7 %
= Alkalimonas 4 99,9 %
8 s | Belliclla 9 93,0-99,8 %
o
2 -E Aquiflexum 9 93,0-93,7 %
g -g Fontibacter 2 92,7%
= | Indibacter 1 93,5 %
100 -
801 RS 533 Lutealibacter
= 2 Haloferula
3 N eIeece: uncultured Verrucomicrobia
S e0d [OOTES Ectothiorhodospira
5 RTINS Desulfonatronum
© a1 =59 Porphyrobacter
& o Loktanella
g 40 o Rhodaobaca
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- Aquiflexum
o 20 uncultured Microbacteriaceae
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0

rror

1. dbra. A bibor szinii réteg bakteridlis kozosségének
dsszetétele az ujgenerdcios szekvendlds eredményei alapjdn
(Az dbrdn csak az 1%-ndl nagyobb ardnyban jelen lévé
nemzetségeket vagy azzal ekvivalens tenyésztésbe nem vont
csoportokat dbrdzoltuk kiilon kategoriaként.)

Osszefoglalas

Molekularis biologiai vizsgalatainkkal meggdllapitot-
tuk, hogy a bibor szinil réteget nem egy baktérium ho-
mogén monokultiurdja, hanem egy viszonylag komplex
baktériumkozosség alkotta. A baktériumkozosségen be-
liil két pirosas szinli nemzetség (az Ectothiorhodospira
és a Rhodobaca) egyiittesen kiemelkedd, 58%-0s résza-
ranyt képviselt. A dominans taxonokat jelentés mennyi-
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ségben sikeriilt tenyésztésbe vonnunk, valdsziniileg az

alkalmazott egyedi taptalajoknak is kdszonheten.

A bibor szinii réteg mikroszkoépos vizsgalata soran os-
torral rendelkez6, gorbiilt palcika alaku, fototaxist muta-
t6 pirosas szinil baktériumok tomegét lattuk. Irodalmi a-
datok (Imhoff; 1995, Imhaff, 2006) szerint az obligat an-
aerob bibor kénbaktérium, az Ectothiorhodospira nem-
zetség tagjaira a megfigyelt morfologiai tulajdonsagok
raillenek.

Koszonetnyilvanitas

A kutatast az OTKA PD 105407 és PD 112449 pélyazat ta-
mogatta. A kutatas soran hasznalt miiszerek beszerzéset a KM-
OP-4.2.1/B-10-2011-0002 és TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0030
palydzatok tamogattdk. Somogyi Boglarka és Felfoldi Tamas
munkdjat a Magyar Tudomanyos Akadémia Bolyai Janos kuta-
toi osztdndija segitette. A szerzok kiszonetiiket fejezik ki Né-
meth Baldzsnak a mintavételbeli, valamint Balogh Lajosné
Anikdnak technikai segitségéért.
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Determination of purple bacterium community composition combining next-generation DNA sequencing and
cultivation techniques
Korponai, K., Somogyi, B., Szabo, A., Boros, E., Viris, L. and Felfoldi, T.

Abstract: In April 2014 a spectacular, dual bloom occurred in a shallow alkaline soda pan near the village Fiilopszallds (Danube-Tisza Interfluve,
Hungary). The upper three cm water layer was inhabited by a dense population of the planktonic green alga, Oocystis submarina; and un-
der that, there was a separate purple layer formed by rod-shaped purple bacteria with flagella and showing phototaxis. 1dentification of
these bacteria was carried out using cultivation and high-throughput DNA-sequencing methods. As a result of next-generation sequencing
(Roche GS Junior platform) 3131 sequences were obtained, of which more than half were identified as members of the genera Ectothio-
rhodospira and Rhodobaca. Members from many dominant groups were successfully cultivated. Three different solid media were used
during aerobic and anaerobic cultivation, two of them were designed particularly for this work. During aerobic cultivation, 1.7-35%10° CF-
U/mL plate counts were obtained after 19 days of incubation, while under anaerobic conditions highly dissimilar values were recorded on
different culture media. Half of the isolated bacterial strains had reddish coloration, a few of them showed irisation. Among the bacterial
strains, members of phyla Proteobacteria and Bacteroidetes dominated, and the strains showed the highest similarity with the genera Halo-
monas, Pseudomonas, Nitrincola, Vibrio, Alkalimonas, Porphyrobacter, Loktanella, Paracoccus, Roseicitreum, Roseinatronobacter, Rho-
dobaca, Belliella and Aquiflexum. Several strains represent potentially new species, their taxonomic description will be carried out in the

near future,

Keywords: soda pan, purple bacteria, bloom, cultivation, next-generation DNA sequencing.



