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Kivonat: A Kérpat-medence asztatikus szikes tavai a nagy lebegbanyagtartalom és/vagy az oldott szines szervesanyagtartalom miatt fény limital-

tak. Ennek és sajatos kémiai dsszetételilknek, valamint nagy tdpanyagtartalmuknak k&szonhetben vildgviszonylatban egyediilallé éléhe-
lyeknek tekinthetdek. Jellegzetes fizikai-kémiai karakterisztikdjuknak megfelelden a tavakat benépesitd mikrobakozosseégek is kiilonle-
gesek. Az itt é16 mikroorganizmusok kapesolatrendszereinek és a kozdsségben betoltott szerepitk mélyebb megértése érdekében kétféle
nagyfelbontast genomikai megkdzelitéssel vizsgaltuk egy kiszaradas kozeli allapotban 1€vd t6, a szabadszallasi Biidos-szék planktoni-
kus kozdsségét 2012 novemberében. Taxonomiai azonositasukhoz a 168 rRNS gén V3-V4 régidjanak bazissorendjét Roche GS Junior
DNS szekvenalo berendezésen hataroztuk meg. A funkcionalis jellemzéshez shotgun analizist végeztiink Ion Torrent PGM genetikai a-
nalizatorral. Eredményeink alapjan egy taxonomiailag é€s funkciondlisan is komplex kozésség képe rajzolodott ki, amelyben legjelent6-
sebb csoportok a Proteobacteria, Actinobacteria €s Bacteroidetes torzsek voltak. Nagy szdmban képviseltette magat két tenyésztésbe
nem vont Acidimicrobiaceae nemzetség, valamint a Gracilimonas, a Belliella, a Hydrogenophaga, a Roseovarius és rokon nemzetségek.
A funkcionalis metagenomikai elemzés tobbek kdzétt rmutatott arra, hogy az alkalikus kérnyezethez és a kiszéradas kézeli allapothoz
valo szamos lehetséges alkalmazkodasi mod jelen volt a kizdsségi génkészletben, valamint arra, hogy a szénforras hasznositas szerin-ut-

vonala kitiintetett jelentdségii ebben a kérnyezetben.
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Bevezetés

A Karpat-medence asztatikus szikes tavai nagy turbi-
ditasuknak, magas tapanyagtartalmuknak és sajatos ké-
miai 8sszetételiiknek készonhetben vildgviszonylatban e-
gyediilallo éldhelyeknek tekinthetSek (Boros és mitsai.,
2014). Jellegzetes fizikai-kémiai karakterisztikdjuknak
megfelelden a tavakat benépesitd mikrobakdzosségek is
kiilénlegesek (Felfoldi és mitsai., 2009; Somogyi és mits-
ai., 2009, 2011; Borsodi és misai., 2013).

Az itt €16 mikroorganizmusok kapcsolatrendszerei és
a kizdsségben betdltdtt szereplik mélyebb megértése ér-
dekében kétféle nagyfelbontasi metagenomikai megko-
zelitéssel vizsgaltuk egy kiszaradas kozeli allapotban 1€-
v t0, a szabadszallasi Biidos-szék planktonikus kézos-
ségét. A baktérium taxonok azonositidsahoz a molekula-
ris taxonOmidban hasznalt, a bakteridlis riboszoma kis al-
egységét alkotd RNS-t kddold 16S rRNS gén felszapori-
tott szekvencidit az ateresztOképessége és koltség-haté-
konysaga miatt egyre elterjedtebb Ujgeneracids szekve-
naldsi eljdrassal hataroztuk meg. E megkézelités nem-
csak a molekuldris alapon t6rténd taxonazonositasra al-
kalmas, hanem segitségével a teljes kozosség anyagcesere
-folyamatairdl is képet alkothatunk (Segata és misai.,
2013).

Célunk ezen egyediilallo karakteri kornyezetben €16
mikroorganizmusok taxoneloszlasanak, anyagcseréjének,
alkalmazkodasi lehetdségeinek megismerése volt mole-
kuléris genetikai modszerek segitségével.

Anyag és modszer

A mintavétel 2012, november 27-én tortént a Szabad-
szallas melletti Biidos-székbol. Az alapvetd vizkémiai
paramétereket a helyszinen mértitk (WTW MultiLine P
8211 multiméterrel), mig az a-klorofill (Wellburn, 1994)
€s az ammonium-, nitrat-, foszfat- és szulfationok kon-
centracidjanak (Eaton és misai., 2005), valamint a plank-
tonikus pikoalgdk mennyiségének meghatérozasa (Macl-
saac és Stockner, 1993) laboratériumi kériilmények ko-
ZOtt tortént.

A DNS kivondst 500 pL kiindulasi vizmintabol Ultra-
Clean Soil DNA Isolation Kit-tel (MoBio Laboratories)
végeztitk a gyartd utasitasainak megfeleléen azzal a kii-

lénbséggel, hogy a sejtek feltdrasa Mixer Mill MM301
(Retsch) sejtmalommal tértént 30 Hz-en 2 percen keresz-
tiil.

A taxonok azonositdsahoz a bakteridlis riboszéma kis
alegységét alkotd RNS-t kodold gén (16S rRNS gén) egy
koriilbeliil 450 bp hosszii szakaszat szaporitottuk fel po-
limeraz lancreakcio segitségével harom parhuzamos re-
akcioban a véletlenszerii hatdsok minimalizalasa végett.
A reakcioelegy dsszetétele a kdvetkezo volt 20 pL térfo-
gatban: 5% Phusion HF Buffer (Thermo Fisher Scienti-
fic), 0,2 mM dNTP (Fermentas), 0,4 pg/ul. BSA (Fer-
mentas), 0,02 U/uL Phusion High Fidelity DNS polime-
rdz enzim (Thermo Fischer), 0,5 pM S-D-Bact-0341-b-
S-17 és 0,5 pM S-D-Bact-0785-a-A-21 primer (Klind-
worth és misai., 2013). A reakcio hoprofilja a kdvetkezo
volt: kezdeti denaturéacid 98 °C 5 perc; 25 ciklus: denatu-
racid 95 °C 40 masodperc, annelacio 55 °C 2 perc és ex-
tenzid 72 °C 1 perc; végso extenzid 72 °C 10 perc. A
parhuzamos PCR termeékeket egyesitettiik, majd High
Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche) segitségevel tiszti-
tottuk. Koncentracidjuk meghatarozésa €s tisztasaguk el-
lendrzése Agilent High Sensitivity DNA Kit-tel tortént
2100 Bioanalyzer késziiléken (Agilent Technologies).
Az egyedi DNS molekulak bazissorrendjének meghata-
rozasat GS Junior (Roche) késziiléken végeztiik a gyartd
utasitisainak megfelelden. A nyers DNS szekvencia ada-
tok feldolgozasat a mothur v1.33 szoftverrel (Schioss és
mtsai., 2009), a szekvenciak illesztését a SINA program-
mal (Pruesse és mtsai., 2012), a taxonok azonositasat pe-
dig az ARB-SILVA referencia adatbazis (Quast és mts-
ai., 2013) alapjan végeztiik.

A funkcionélis elemzéshez a kivont DNS-t Ion Xpress
Plus gDNA Fragment Library Preparation Kit (Life Te-
chnologies) segitségével fragmentaltuk, majd a szekve-
nalashoz sziikséges adaptereket ligaltunk a fragmensek-
hez. A termékeket Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter) magneses gydngytk segitségével tisztitottuk
DynaMag-2 (Invitrogen) magneses oszlopon. A kivant
hossziisagi fragmenseket 2%-o0s E-Gel SizeSelect gél és
E-Gel Agarose Gel Electrophoresis System segitségével
(Life Technologies) szeparaltuk. Az egyes lépesekben
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keletkez termékek tisztasagat Agilent High Sensitivity
DNA Kittel 2100 Bioanalyzer késziiléken (Agilent) el-
lenériztiik. A szekvenalast megel6z6 emulzios PCR-t Ion
PGM Template OT2 200 Kittel (Life Technologies) vé-
geztiik a gyart6 utasitisainak megfeleléen. A fragmensek
bazissorrendjének meghatarozdsa lon PGM Sequencing
v2 Kit-tel (Life Technologies) Ion 314 (Life Technologi-
es) chipen tortént Ion PGM (Life Technologies) késziilé-
ken. A kapott DNS szekvencidkat az MG-RAST szerver
(Meyer és mtsai., 2008) segitségével rendeltiik hozza is-
mert fehérjekddold szekvencidkhoz, tovabbi mindségi
szlirésként a szerver javasolt alapbedllitasait hasznalva.

Eredmények és értékelésiik

A mintavételkor a helyszinen mért és késodbb a labor-
ban meghatarozott jellemzoket az I. tdblizat tartalmaz-
za.

Az amplikon konyvtar bazissorrendjének meghataro-
zasakor 6350 megfeleld mindségli szekvenciat kaptunk,
ezek taxonomiai eloszlasa nemzetség szintig az I. dbrdn
lathatd. A 16S rRNS gén szekvencidknal hasznalt 97 %-
0s egyezeés alapjan Osszesen 285 csoportot kaptunk, ami
a prokaridta taxonémidban megfeleltethetd a faj rend-
szertani kategorianak (Tindall és mtsai., 2010).

A mintdban a Proteobacteria torzs (31%) Alphaprote-
obacteria (18 %), Betaproteobacteria (10 %) és Gamma-
proteobacteria (2 %) osztalyai, az Actinobacteria torzs
Actinobacteria osztalya (28 %), a Bacteroidetes torzs (23
%) Sphingobacteria (17 %) és Flavobacteria (4 %) oszta-
lyai, valamint a Verrucomicrobia tdrzs (6%) és a TM7
Candidatus torzs (5 %) tagjai domindltak. Nemzetség
szinten leggyakoribb volt a fotoheterotréf Candidatus A-
quiluna (Kang és misai., 2012), a heterotrof Gracilimo-

nas (Wang és mtsai., 2013), a kemoorganotrof Ulvibac-
ter és Belliella (Baek és misal., 2014; Brettar és mtsai.,
2004), a bibor nemkén baktérium Rhodobacter (Imhoff
és mitsai., 1984), az anoxikus fototrof Roseovarius (Lab-
renz és Hirsch, 2005), a kemoorganotr6f vagy kemolito-
tréf anyagceserével rendelkezé Hydrogenophaga (Wil-
lems és Gillis, 2005), tovabba a TM7 Candidatus phy-
lum, a Rhizobiales rend, az Acidimicrobiaceae €és a Ver-
rucomicrobiaceae csaldd leiratlan vagy tenyésztésbe ed-
dig nem vont képviseldi.
1. tdldzat. A Biidos-szék vizének limnologiai jellemzoi 2012.
november 27-én

Vizmélység 2cm

pH 9,16
VezetOképesség 4670 pS/cm
Szerves lebegbanyag 5300 mg/L
NH," 0,70 mg/L
NOy 270 mg/L
PO~ 7,8 mg/L
S0~ 311 mg/L
a-klorofill 59,6 pg/L
Pikoeukaridta alga abundancia* 20.000 sejt/mL

*#az autotrof pikoplankton kizdrdlagos pikoeukariota dominanciat mu-
tatott
Az alkalmazott shotgun metagenomikai megké6zelités-
sel Gsszesen 105 Mbp (637.468 db, atlag 164 + 52 bp
hosszi) DNS szekvencia adatot nyertiink, majd a tovab-
biakban a min&ségi sziiréseket kivetden kapott 45 Mbp
méretli adathalmazzal dolgoztunk. Végeredményben
81.252 megfeleld mindségli leolvasast, az eredeti szek-
vencia halmaz 12,7 %-at sikerlilt azonositani adatbézi-
sokban talalhatd ismert fehérjéket kodold vagy riboszo-
malis RNS gén szekvenciakkal.

1. dbra. A Biidos-szék planktonikus bakteridlis kizisségének filogenetikai eloszldsa nemzetség szintig a 16S rRNS gén alapjin

E szekvencidk tobbsége (79%) a Bacteria doménen
beliil kertilt filogenetikai hozzarendelésre, 4 % virdlis, 2
% eukariota és 0,5 % Archaea eredet(i, 14 % pedig nem
volt azonosithatd. A baktériumok koziil a Proteobacteria
torzs (44 %) Betaproteobacteria (19 %), Alphaproteoba-

cteria (11-%) és Gammaproteobacteria (10-%) osztalyai-
hoz, valamint a Bacteroidetes torzs (34 %) Flavobacteria
(13 %) és Sphingobacteria (12%) osztdlyainak tagjaihoz
tortént a szekvencidk tobbségének hozzarendelése. Ezek
az aranyok hasonldak a bakterialis 16S rRNS gén ampli-
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konok bazissorrendjének meghatirozasakor kapott rela-
tiv abundancia viszonyokhoz. A kiilonbségek f6 oka le-
het egyrészt a riboszomalis RNS szekvencia alapjan tor-
ténd pontosabb taxonazonositds [ebben szerepe van az
ellendrzott mindségil 16S rRNS gén szekvencidkat tartal-
maz06 adatbazisoknak is, valamint e gén >400 bp hossza
szekvencidi elégségesek a nemzetségszintli molekuldris
taxonémiai meghatarozashoz is (Cardenas és Tiedje,
2008); masrészrol viszont a PCR amplifikicié soran a
mintaban talalhat6 taxonok eredeti aranya eltolodhatott
(Sipos és mtsai., 2007)].

A gének funkcidk szerinti megoszlasa a 2. dbrdn 14t-
hatd. A héztartasi funkcidt bet6ltd univerzalisan eléfor-
dulé gének mellett szamos olyan enzimet kodolo gént si-
keriilt azonositani, amelyek a nitrogén, a kén és a foszfor
anyag-korforgalmdban vagy a kdlium és vas mobilizila-
sdban vesznek részt. Tovabbi a kiilonféle energia (foto-
trofia és kemotrofia) és szénhasznositas (autotrofia és
heterotrofia), valamint a mésodlagos anyagesere utvona-
laiban szereplé enzimeket kodold szekvencidk is nagy
valtozatossagban fordultak eld, ez alapjan kijelenthetjiik,
hogy funkcid szerint is rendkiviil valtozatos mikrobaké-
zosség talalhato a vizsgalt éldhelyen, A funkciondlis me-
tagenomikai elemzés ramutatott a proteorodopszin szin-
tézis gének jelentdségére a fototrof anyageserében, és a
szénforras-hasznositas szerin-Utvonaldnak kitiintetett sze
repére, amely leginkabb az alfaproteobaktériumokra jel-
lemz6 (Madigan és mtsai., 2010),

Az alkalikus kéryezethez valo alkalmazkodasra utal-
hat (Sorokin és mtsai., 2014 alapjén) a Na'/H" antiporter
membranfehérjéket kodold gének gyakorisdga a metage-

nomban. A nagy szalinitasi kdrnyezet generalta ozmoti-
kus stresszel szemben a sejtek igyekszenek fenntartani
belsé homeosztazisukat; e folyamattal kapcsolatos lehet
a protonok diffliziojat negativ t6ltésével visszatartd mem
branlipid, a kardiolipin, szintézisiéért felels gén jelenlé-
te, a kaliumsok (pl. KCl) sejten beliili felhalmozaséra u-
tal6 K'-csatorna gének gyakorisaga, valamint ozmotiku-
mok (mint a betain, ektoin és a trehaldz) szintézisét és
transzportjat lebonyolité enzimek és fehérjék génjei. Ki-
szaradas kozeli allapot miatti ozmotikus stressz ellen is
hathat a fenti ozmotikumok szintézise, amik mellett sza-
mos, a kedvezotlen feltételek dtvészeléséhez kithetd,
(példaul spéraképzéssel kapcsolatos) fehérje génje volt
azonosithato a vizsgalt metagenomban.

Kovetkeztetések

(1) Mind a molekuldris taxondmiai és funkcionalis e-
lemzés alapjan egy rendkiviil diverz kizisség jelenléte
nyert igazolast a vizsgalt él6helyen.

(2) A funkcionalis elemzés soran szamos olyan gént
azonositottunk nagy relativ gyakorisaggal, amelyek ter-
mékei az alkalikus, kiszdradé kdmyezethez vald kiilon-
féle alkalmazkodasi mechanizmusokra utalnak.
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Taxonomic and functional genomic analysis of the planktonic microbial community inhabiting an astatic soda
pond
Szabd, A., Korponai, K., Somogyi, B., Viris, L., Jurecska, L., Mdrialigeti, K. and Felfoldi, T.

Abstract: Astatic soda ponds of the Carpathian Basin are light-limited due to their high suspended matter content and/or chromophoric dissolved
organic matter content. This and their special chemical composition, furthermore their high nutrient content, make these habitats unique
worldwide. Due to their characteristic physico-chemical properties, microbial communities living in these ponds are also unique. This
study aimed to obtain a more detailed view about the structure and function of microorganisms with high-resolution genomic tools in the
case of a soda pond prior desiccation, Bildos-szék pond near Szabadszillas in November 2012. For taxon identification, the V3-V4 region
of the 16S rRNA gene was analyzed on a Roche GS Junior DNA sequencer. For the functional analysis, a shotgun metagenomic
approach was applied on an lon Torrent PGM genetic analyzer. Results showed a taxonomically and functionally complex microbial
community structure dominated by members of the phyla Proteobacteria, Actinobacteria, and Bacteroidetes with the remarkable
contribution of two uncultured Actinomicrobiaceae genera and the genera Gracilimonas, Belliella, Hydrogenophaga, Roseovarius and
their relatives. Functional genomic analysis revealed various modes of adaptation to the alkaline environment and to the desiccating
character of the studied habitat, which were present in the community gene pool; furthermore, the importance of the serine-pathway in the

carbon cycle of this environment.

Keywords: 168 rRNA gene, soda pond, metagenome, Na'/H' antiporters, next-generation DNA sequencing, functional genomics



