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1. BEVEZETO

1.1. A szikes tavaink vilaga

A s6s tavak a Fold minden kontinensén megtalélhatoak: Europaban, Eszak- és Kozép-
Amerikaban, Dél-Afrikaban, Ausztralidban és Azsia egyes teriiletein is (Grant, 1992).
Specialis csoportjukat alkotjadk a szikes tavak, amelyek elkiiloniilnek a kozonséges sos
tavaktol a meghatarozé kémiai tulajdonsagaik miatt.

Magyarorszag a szikes vizekben leggazdagabb teriilet Eurdpaban (Vords és mitsai,
2009). Hazankban két nagykiterjedésti szikes t6 van, a Velencei- és a Fertd to, viszont a
szikes vizterekbe az Alf6ldon talalhato sekély, esetenként id0szakos allovizek is beletartoznak
(Boros, 2002; Boros és Vords, 2010). Eppen ezért a ,,t6” megnevezés hibas, tudomanyos
értelemben az Alfoldon talalhato szikes tavainkat nem lehet valodi tavaknak tekinteni, mert a
vizmélység és a kornyezeti jellemzok alapjan nem kiilonithetd el a parti (litoralis) 6v €s a nyilt
vizi (pelagikus) tajék (Boros, 2002).

A magyarorszagi szikes tavak lugos kémhatdsu (alkalikus), sekély, kontinentalis
allovizek, amelyekre a Na', HCOs™ és COs> ionok dominanciaja €s az alacsony sotartalom
(hiposzalin) jellemzd. Azonban, e domindns ionok mellett, a tobbi kémiai vegytilet és azok
mennyisége teriiletenként eltérhet, tovabba az év soran nagymértékben valtozhat a szikes
tavak so tartalma és iondsszetétele. (Boros és Voros, 2010)

A szikes tavakban taldlhaté sziksé vagy természetes szoda (natrium-karbonat,
Na,COs) az idészakos kiszaradaskor fehér anyagként csapodik ki a felszinen. Hazadnkban a
szodat sziksogyarakban hasznositottdk, tovabba a szikes viz €s iszapja gyogyhatdsa miatt is
ismeretes. (VOros és mtsai, 2009)

Kialakulasuk és eltiinésiik kdzettani, éghajlati, vizfoldtani és antropoldgiai hatasok
sajatsagos egymasra hatasanak koszonhetd (Grant, 1992; Boros, 2002; Siimegi ¢s Szilagyi,
2010), ahol szerepet kaphat a wvulkdni mikodés, tektonikus mozgads és a szél-folyd
medencealakitd hatasa (Duckworth és mtsai, 1996). A szikes to létrejottének kritériumai az
allandé s6 forras, lefolyastalan meder, vizzaré réteg és a kontinentalis éghajlat. A sé
felhalmozodast a lefolyas hianya és az intenziv parolgés eredményezi (Boros, 2002).

A Duna-Tisza kozi fehér vizii szikes tavak nagyon kiilonlegesnek szédmitanak
(hidrologiai és algologiai szempontbol is, Somogyi és mtsai, 2009a), ezért ex lege védettek. A

természetvédelmiik érdekében megalkotott 1996. évi LIII. térvényben a rdluk szold definicid



a kovetkezo: ,,A szikes t6 olyan természetes vagy természetkozeli vizes él6hely, amelynek
medrét tartésan vagy idészakosan legaldbb 600 mg/liter natrium kation dominancidju oldott
asvanyi anyag tartalmu felszini viz boritja, illetve a teriiletén sziki életkzosségek talalhatok.”
(Boros és Voros, 2010)

Szikes tavaink limnologiai karakterisztikuma a rendkiviill magas szerves anyag
tartalom (58-154 mg/l k6zott valtozik, ehhez képest a Kis-Balaton vize ritkdn haladja meg a
20mg/1-t), amelynek okologiai kovetkezménye még nem ismert. (VOrds és mtsai, 2005)

A szikes tavakat tobbféleképpen is lehet csoportositani. Korabban a magyarorszagi
szikes vizeket alapkdzet szerint soroltdk tobb altipusba: az elsé a mészben szegény Tiszantuli
szikes tavak, a masodik a meszes-lugos Duna-Tisza kozi szikes tavak, valamint Bodrog-
Zagyva-Tisza és Dunantal szikes tavai, amelyek napjainkra mar eltlintek. (Vords és mtsai
2009)

Boros ¢és Vords (2010) az altaluk vizsgalt szikes vizek esetében alabbi csoportokat
hataroztak meg a dominans ionok és azok aranya alapjan: a szikes alaptipust (Na"; HCO3"), és

két altipusat ennek (Na”; HCO;>CI és Na™>Mg"; SO,~>HCO5>Cl).

1. Abra: A Zab-szék (Voros és Boros, 2011)

A szikes vizek sziniik alapjan két csoportba oszthatéak. Az egyik az Un. ,,fehér szikes
vizek”, amelyekre nagymértékli turbiditds és az aljzaton vald piszkosfehér szinli karbonat-
mésziszap felhalmozodas jellemz6 (Boros, 2002). A fehér vizli szikes tavak zavarossaga

(turbiditasa) magyarazhat6 a nagyobb méretiikkel €és a tomedret 6vezo, szEélvédd, stirli mocsari



novényzet hidnyaval, mivel ebben az esetben a sz¢él hatdsa jobban érvényesiil (Voros és mtsai,
2005). A masik az un. ,fekete tavak”, amelyek tulajdonképpen a fehér szikes viz
feltoltédésével, iszaposodéasaval jon 1étre. Ezeknek a sargasbarna szinét a lugos kémhatdsra
feloldodott, lebegd szerves anyagok okozzak (Boros, 2002).

Az altalam vizsgalt minta a Zab-szék vizébol (1. abra) szarmazik, amely a fehér vizi

szikes tavak csoportjaba tartozik. (Voros és mtsai, 2005)

1.2. A fotoautotrof pikoplankton

A fotoautotrof pikoplankton (APP) alatt olyan vizben lebegd éldlényeket értiink,
amelyeknek mérete hagyoményosan 0,2-t61 2 pm-ig terjed (Sieburth és mtsai. 1978),
energiajukat fényt hasznositva szerzik, és anyagcseréjiik sordn képesek a szén-dioxidbol
szerves szénvegylletek eldallitasa. Egyes szerzok értelmezésében a pikoalgdk atmérdjének
fels6 mérethatara kitolodik 3 pm-re (Stockner és Antia 1986; Voros 1991; Malinsky-
Rushansky és mtsai, 1995).

A pikoalgdk szamos tulajdonsaga Osszefiigg a testméretiikkel. A kedvezd feliilet-
térfogat aranyuk miatt jobb fényhasznositdsi képességgel rendelkeznek, mint a nagyobb
méretll algdk. A pikoalgak sejtfenntartasara kevesebb energia sziikséges, ezért tobb energia jut
a szaporodasukra. A kis méretiik miatt nagyobb hatasfokkal képesek felvenni a tadpanyagokat,
¢s az eufotikus zonabol is kevesebb eséllyel iilepednek ki (Raven, 1998). A szikes tavainkra
kiilonlegesen alacsony, néhany centiméteres eufotikus mélység jellemzo, amelyre a vilagon
kevés példa van. Valdsziniisithetd, hogy a szikes tavainkban levd magas turbiditas okozta
fényhidny kompetitiv elényt jelent a pikoalgdk szamara a fent emlitett eldny0s tulajdonsagaik
miatt (VOros és mtsai, 2005).

A fotoautotrof pikoalgdk meghatarozd szerepet toltenek be Magyarorszag sekély
szikes tavai €letében. A baktérium méretli algdkra eldszor 1991-ben Schmidt hivta fel a
figyelmet, majd az elsd izben t4jékozodo jelleggel vizsgalt hét viztér mindegyikében talaltak
APP-t. (VOros és mtsai, 2005)

A szikes tavaink sok esetben extrémen hipertrofak, amely azt jelenti, hogy béséges
szerves anyag termelés jellemzd rajuk, ahol a piko-méreti algdk teszik ki fitoplankton

Iényeges, sOt akar teljes részét. Ezzel megcafoljak azt az altalanos jelenséget, amely szerint a



trofitds novekedése esetében a pikoalgak részesedése csokken a fitoplankton tomegébdl €s

A mérsékelt éghajlati dvben a fotoautotrof pikoplankton sajatsagos szezondlis
dinamikat mutat: a melegebb iddszakban a cianobaktériumok, a hidegebb iddszakban a
pikoeukariota algék jelennek meg jelentds szamban. (Mdzes és mtsai, 2006; Somogyi ¢és
mtsai, 2009a; 2009b)

Az alacsonyabb hdmérséklet és fényhianyos viszonyok miatt a befagyott tavakban a
fizikai, kémiai és bioldgiai folyamatok lényegesebben lassabbak, ezért a nyari idészaktol
eltérd algakozosség alakul ki benniik. Tehat, a homérséklet és a szalinitds is dontden
meghatarozza a pikoalga genotipusok mennyiségi viszonyait. (Somogyi €s mtsai, 2009a;
Felfoldi és mtsai, 2010b)

Somogyi ¢és munkatarsai (2009) a pikoeukaridtdk téli dominancidjara keresték a
valaszt, ugy, hogy a pikoeukariotak és a pikocianobaktériumok fotoszintézisének hémérséklet
¢és fényfiiggését vizsgaltak. Azt tapasztaltak, hogy 15°C-os homérséklet alatt a pikoeukariota
torzs fotoszintetikus aktivitisa nagyobb ¢és a fényhasznositdsa is jobb volt a
pikocianobaktérium torzshoz képest, igy a pikoeukaridta algdk szdmara ezen tulajdonsaguk

elényt biztosit a téli, hidegebb idészakban. (Somogyi és mtsai, 2009b)

1.3 A pikoalgak azonositasa molekularis biologiai modszerekkel

Kezdetben az APP mennyiségi, mindségi viszonyait és szerepiiket tanulmanyoztik a
vizes ¢élohelyek anyagforgalmédban, tovabba azok szezondlis dinamikdjat vizsgaltak.
Napjainkra a taxonomiai-filogenetikai kutatasok keriiltek elétérbe. (Callieri, 2007)

A pikoalgdk azonositdsa kis méretiiknek és az alaktani valtozatossdg hianyanak
koszonhetden néhdny esetben problémakkal jar (Henley és mtsai, 2004). Az epifluoreszcens
mikroszkoppal és aramlasi citometridval meg lehet szamlalni a pikoalgakat, de ezekkel a
modszerekkel csak harom f6 csoport kiilonithetd el a sejtekben megtalalhatd pigmenteknek
megfelelden: fikoeritrin- és fikocianin-pigment-dominancidju pikocianobaktériumok, ill.
pikoeukariota algak (Maclsaac és Stockner, 1993).

A pikoalgdkat a korabbi klasszikus izolaldsi technikdkkal, morfologiai ¢és
ultrastrukturalis tulajdonsagaik, pl. a sejtek mérete, alakja, sejtosztodas tipusa (kettéosztodas,

bimbdzas, autosporulacio; 2.-3.-4. abra), sejtek belso és sejtfal szerkezete, egyes alkotérészek
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vagy enzimek jelenléte vagy hidnya alapjan probaltak rendszerezni. (Henley és mtsai, 2004;

Somogyi és mtsai, 2009a; Felfoldi és mtsai, 2010b)

2. abra: A Nannochloris bacillaris zoldalga kettéosztédasa (Yamamoto és mtsai, 2007)

.

4. abra: A Chlorella vulgaris zéldalga autosporulacidja (Yamamoto és mtsai, 2004)

A technika fejlédésével a molekularis filogenetikai modszerek (DNS szakaszok

Osszehasonlitd bazisorrend elemzése) alkalmazasa bebizonyitotta, hogy tobb taxondmiai
kategoria nem allja meg a helyét a morfoldgiai bélyegek osztalyozasa alapjan. A klasszikus
rendszerezés nem veszi azt figyelembe példaul, hogy szdmos alaktani jellemz6 kornyezeti
hatas miatt alakul ki. (Felfoldi és mtsai, 2010b)

A nagyon egyszerli felépitésli, tobbnyire gomb alaki pikoeukariota algédkat
morfologiai alapon két csoportba, a Nannochloris és Chlorella nemzetségbe soroltak be. A
molekuléris filogenetikai elemzéseknek koszonhetden kideriilt, hogy ezen csoportositas
polifiletikus, ezért nem allja meg a helyét. (Felfoldi és mtsai, 2010b)

A mikroszkopikus méretli eukariotdk nukleinsav alapt azonositdsanal kozdsségi
mintdk esetében alkalmazhatnak denaturdlé gradiens gélelektroforézist (DGGE), kvantitativ
(real time) PCR-t, ’dot blot” és fluoreszcens in situ hibridizaciot, tovabba klonozast és a
klonok 6sszehasonlitod bazissorrend elemzését is. (Felfoldi és mtsai, 2010b)

A pikoeukariota algadk rendszerezése leggyakrabban molekularis genetikai modszerek
segitségével, a 18S rDNS (riboszémalis RNS kis alegységét kodolod gén) szekvencia alapjan

torténik, amelyeket kiegészithetik mas gének vizsgalataval pl. az ITS (riboszémalis RNS
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gének kozotti nem kodold régio), a rbecl (a RuBisCO nagy elegységét kodold gén), és a psbA
(a II-es fotorendszer D1 fehérjéje) szekvenciajaval. (Somogyi €s mtsai, 2009a; Felfoldi és
mtsai 2010a)

Az elmult években a molekularis biologiai kutatdsok segitségével tengerekben és
6ceanokban idaig Chlorophyta, Cryptophyta, Haptophyta és Heterokontophyta torzsek
pikoalga képviseldit sikeriilt leirni, azonban az édesvizekben ill. sés tavakban levd
pikoeukariota csoportok tagjair6l még mindig keveset tudunk (Callieri, 2008; Somogyi és
mtsai, 2012). A molekuléris bioldgiai elemzések 1évén mar szdmos értékes informaciod latott
napvilagot, de a nukleinsav szekvencia adatbazisok még nem teljesek, tovabba nem allnak
mindig rendelkezésre megfeleld specifitast modszerek (Vaulot €s mtsai, 2008; Felfoldi és

mtsai, 2010b).



2. CELKITUZESEK

A magyarorszagi szikes vizek kutatdsa nagy multra tekint vissza e teriiletek természeti
értékeinek és adottsdgainak koszonhetden, de nem lehet lezartnak tekinteni a kutatdsokat,
mert a vizsgalatok folyamatosan 0j taxonokat mutatnak Kki.

A pikoalgdk korében a szezonalis dinamika minden mérsékelt Ovi toban
megfigyelhetd, azonban mar 2006-ban regisztraltdk a kiskunsagi szikes vizekben az
irodalomban kozolt legnagyobb pikofitoplankton sejtszamokat, a pikoeukariotak (1,08*10°
sejt/mL a szabadszallasi Biidos-székben, Somogyi ¢és mtsai. 2009b) ¢és a
pikocianobaktériumok esetében is (1,03*10° sejt/mL a Zab-székben, Voros és mtsai. 2005).

2012. februarban Zab-székben regisztralt téli algaviragzas mértéke az eddigi rekordok
kozott van.

A kutatds sordn arra voltunk kivancsiak, hogy ezt a szokatlanul nagymértékii
pikoeukariota alga tomegprodukciot milyen fajok okozhattdk, és vajon 11j taxonok feleldsek-e

a rendkiviili jelenség kialakulasaért.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Helyszini adatok

A mintavétel 2012. februar 15-én tortént (46°50'11,4"E 19°10'17,0"K). A viz hémérséklete
-0,5 Celsius fok, pH-ja 9,58, a fajlagos elektromos vezetOképessége 8900uS/cm, és az oxigén
tartalma 19,1 mg/l (129%) volt. A befagyott jég 6 cm-es vastagsagii volt, amelyet még
11 cm-es hotakard fedett be. Alatta zold szinti volt a viz, akar egy siirii algatenyészet (5. abra).
A mintavételt és a fizikokémiai vizsgalatokat Vords Lajos és munkatéarsai végezték (MTA

Balatoni Limnolégiai Intézet).

5. abra: Zab-széki zoldalga viragzas februarban (Vorés Lajos felvétele)
&..

3.2. A DNS kivonasa

A teljes plankton genomialis DNS koncentralt vizmintabol az UltraClean™ Soil DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, USA) segitségével lett kivonva a gyartd
utasitdsai szerint, azzal a kivétellel, hogy a sejtfeltards 1épés 30 Hz-en, 2 percig tartd

razatassal tortént egy MM301 tipusu sejtmalom (Retsch, Haan, Germany) alkalmazasaval.
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3.3. A 18S rDNS felszaporitasa polimeraz lancreakcioval

A 18S rRNS gén megkdzelitdleg 1100 bazispar (bp) hosszisagu fragmenseit PCR
segitségével enzimatikusan felsokszorositottam (amplifikaltam). Az alkalmazott reagenseket
az 1. tdblazat ¢és a primereket ill. a reakci6 paramétereit a 2. tdbldzat tartalmazza. Az
amplikonok méretének és mennyiségének ellendrzése elektroforézissel tortént (20 perc, 100
V-on TBE pufferben). Az altalam hasznalt 1 (m/V)%-os agar6éz gélben a GR Safe DNS
festékkel (Innovita) megfestett DNS-t ates6 UV fényben detektdltam. A kldénozast és a
bazissorrend elemzéseket megelézéen a PCR termékeket EZ-10 Spin Column PCR Product

Purification Kit (Bio Basic) segitségével tisztitottam meg a gyartd leirasat kovetve.

1. Tablazat: Alkalmazott PCR-ek Gsszetétele (50uL reakcié-térfogat esetén)

mennyiség adalékanyag

27 dH,0

10 dNTP (ImM, dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Fermentas)
S5 Tag puffer (750mM Tris-HCI, 200mM (NH,4),SO4, 1% Tween 20, Fermentas)
4 pL MgCl, (25mM, Fermentas)
2 Taq polimeraz (1U/uL, Fermentas)

0,5 primerek (3,25*10®*mM, Integrated DNA Technologies)
1 templat DNS
2. Tablazat: Az alkalmazott PCR primerek és jellemzdik
primer neve referencia primer bazissorrendje 5'-3' PCR specifitas  hoprofil
Moon-van der 95 °C 2 perc, 32
Euk328f Staay és mtsai ACC TGG TTG ATC CTG CCA G ciklus (94 °C 45
(2000) Chlorophyta ~ mp, 55 °C 1 perc,
Zhu és mtsai 72 °C 1,5 perc),
Chlo02r (2005) CTT CGA GCC CCC AACTITC 72 °C 10 perc
Sambrook és 95 °C 3 perc, 32
MI3F Russell 2001) O TAAAACGA CGG CCA GT ciklus (95 °C 30
Sambrook és klonozo vektor mp, 52 °C 30 mp,
MI13R Russell (2001) GGA AAC AGC TAT GACCATG 72 °C 1 perc),
alapjan modositva 72 °C 10 perc

3.4. Klonozas és a klonok csoportositasa

A klonkonyvtar készitést a kék-fehér szelekcion alapuldé pGEM-T Easy Vektor

System-mel (Promega) végeztem el a gyartd utasitasait kovetve. A klonok csoportositasa
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esetében a DNS amplifikacidja két 1épésben, elészor M13-as primerekkel, majd Euk328f-
Chlo02r primerekkel tortént. Az igy kapott DNS fragmenteken restrikcids emésztést
végeztem: a 3. tdblazatban talalhat6 anyagok keverékét inkubaltam 3 oran keresztiil, 37 °C-
on. Ezt 80 perces elektroforézis kovette 80V-on, TBE pufferben, 2 (m/V)%-os agar6éz gélben.
A klonok azonos restrikcios mintazati genotipusainak kivalasztasa a Csp6l és a Hin6l

endonukledzok segitségével tortént (Fermentas).

3. Tablazat: Restrikciés emésztés osszetétele

mennyiség adalékanyag
9,7 DEPC kezelt viz
2 uLL puftjer

0,3 enzim

8 PCR termék

3.5. Szekvenalas és adatelemzés

A szekvenald reakcidt és a kapillaris elektroforézist a Biomi Kft (Go6dollo,
Magyarorszag) és a LGC Genomics végezte (Berlin, Németorszag).

A kromatogramokon a Chromas program (Technelysium Pty Ltd, Tewantin,
Ausztralia) segitségével az automatikus leolvasas hibait manudlisan korrigdltam, a vektor és a
primerek szekvenciait eltavolitottam. A szekvencidkat a BLAST programmal (Altschul és
mtsai. 1997) és a GenBank DNS-adatbazissal hasonlitottam dssze. A filogenetikai analizist a

MEGA 5 szoftverrel és a Silva adatbazis segitségével végeztem el (Tamura és mtsai, 2011).
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4. EREDMENYEK

A Zab-széki szikes vizbdl szarmazd mintat a 18S rDNS alapjan dolgoztam fel. A
klonozas 90 klont eredményezett. A klonokat els6é korben Euk328f és Chlo02r primeres PCR-
rel probaltam felszaporitani, amely gyakran nem eredményezett termékeket. A vektor-
specifikus M13F és MI13R primerekkel eljarva szinte minden esetben sikeres volt az
amplifikalas. Az amplifikalt klonokon elvégzett gélelektroforézis harom kiilonb6z6 méretii
DNS-t mutatott. Ezt 0jbol Euk328F és Chlo02R primerekkel torténd amplifikalas kovette. A
klonokat restrikcids emésztéssel csoportositottam. Az restrikcios emésztések eredménye
nagyon sokféle és valtozatos csoportok jelenlétét sugallta, hiszen 90 klonbol Gsszesen 37-féle
kloncsoportot lehetett megallapitani. A 37-féle klon nukleotid sorrendjét meghataroztam. A
szekvenalas eredményeit a GenBank adatbazissal 6sszevetve a 4. tablazat szemlélteti.

A szekvenalési eredmények jelentds szdmui, nem APP taxonokat is (az sszes klonhoz
képest 74,12 %) kimutatattak, amelyek alacsony hasonldsagi értékeket mutattak foként a
Cercozoa torzsbe tartozo heterotrof eukaridtakkal. Azonban, csak a Trebouxiophyceae osztaly
(Chlorophyta) képviseldivel legnagyobb paronkénti hasonldésag értékeket mutatott
szekvenciakkal végeztem részletes elemezéseket. A 4. tibldzatban zdldalga szekvenciat
tartalmazé kloncsoportok kék szinnel, ezen belill a manudlisan ellenérzés utdn kapott
megfeleld szekvencidk hasonlosagi szézaléka zolddel, a nem megfelelok sargaval vannak
jelolve. Az AV-51-es szekvencia tal révid volt az azonositashoz. Az AV-59 és AV-84-es
klonok kiméra szekvencidkat tartalmaztak, ezért ezeket a fahoz nem hasznéltam. A zdldalga
szekvencidk atlagos hossza 976,4 bp. A kloncsoportok eloszlasa nagyjabdl egyenletes,
nincsen egyértelmii dominancia kozottiik.

A feldolgozott zoldalga szekvencidkat a filogenetikai elemzés alapjan két csoportba
lehetett sorolni (6. abra). Az els6 csoport az AV-5, AV-12, AV-17, AV-23, AV-34, AV-36 és
AV-60 klonokat tartalmazza, amelyek a Marvania geminata SAG 12.88-cal (96,67-98,15 %)
¢s a Nannochloris sp. AS 2-10-zel mutatjak a legnagyobb hasonlésagot (97,42-98,11 %). A
masodik csoport az AV-6, AV-26, AV-62 klonokat foglalja magaba, és ezek a Chloroparva
pannonicaval (ACT 0608, ACT 0622) allnak a legkdzelebbi rokonsagban (97,28-97,92 %). A
vizsgalt pikoeukariota taxonokat, a 18S rRNS gén 97,6 % alatti paros hasonlosag érték

esetében mar elfogadjak j nemzetségként (Somogyi és mtsai, 2011).
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4. Tablazat: A klon DNS-ek szekvenalasi eredményei

Ifof:’l]’.'a ';’;;’:;f’;;’f "(Z;jz legkizelebbi taldlat Zeo’ﬁ ‘S‘I’ZJ‘ ane
AV-1 1,18 749 | NT Cercozoa klon AY620333.1 89,42
AV-2 3,53 844 | Eudiaptomus graciloides GU067947.1 99,72
AV-3 2,35 937 | Cercozoa sp. ATCC 50530 HQ121439.1 92,58
AV-4 1,18 966 | Pirsonia diadema AJ561114.1 93,14
AV-5 2,35 955 | Picochlorum eukaryotum SAG 55.87 JX235962.1 | 97,18
AV-6 1,18 955 | Picochlorum eukaryotum SAG 55.87 JX235962.1 | 97,28
AV-7 2,35 820 | Cercozoa sp. ATCC 50530 HQI121439.1 90,6
AV-9 1,18 853 | Methylibium petroleiphilum PM1 CP000555.1 81,91
AV-12 2,35 954 | Nannochloris sp. AS 2-10 AY195968.1 | 97,7
AV-13 1,18 497 | vampyrella pendula HE609041.1 86,52
AV-16 1,18 567 | Marsupiomonas pelliculata JN592593.1 98,94
AV-17 1,18 954 | Gloeotila sp. JL11-10 AY195976.1 | 98,11
AV-18 1,18 765 | Massisteria marina AF174370.1 89
AV-23 2,35 1025 | Nannochloris sp. AS 2-10 AY195968.1 | 96,67
AV-24 1,18 1033 | Pseudomonas aeruginosa AP012280.1 79,23
AV-26 3,53 978 | Chlorella minutissima AB006046.1 | 97,42
AV-27 3,53 1013 | NT Cercozoa klon AY620333.1 91,57
AV-28 3,53 557 | NT Choanoflagellata IN825671.1 92,39
AV-29 31,76 968 |NT Cercozoa 1b9 EU567287.1 92,79
AV-33 1,18 1013 | n. a. n. a. n. a.
AV-34 1,18 972 | Gloeotila sp. JL11-10 AY195976.1 | 98,15
AV-36 2,35 979 | Nannochloris sp. AS 2-10 AY195968.1 | 98,03
AV-40 4,71 1002 | NT Metazoa klon FJ410784.1 92,27
AV-42 1,18 985 | Cercomonadida KM klon EU647174.1 90,71
AV-44 1,18 995 | Cercozoa sp. ATCC 50530 HQ121439.1 92,47
AV-46 1,18 1010 | Pirsonia diadema AJ561114.1 94,63
AV-50 2,35 971 | Choanoflagellida sp. SL163 klon D10 EF432541.1 93,35
AV-51 1,18 609 | Picochlorum eukaryotum SAG 55.87 JX235962.1 98,67
AV-53 1,18 998 | Eimeriidae KM klén EF023584.1 88,91
AV-56 1,18 978 | NT Cercozoa 1b6 EU567286.1 98,23
AV-59 2,35 956 | Nannochloris sp. ANR-9 AY220081.1 90,32
AV-60 2,35 1022 | Marvania geminata AF124336.1 | 98,75
AV-62 2,35 970 | Chlorella minutissima AB006046.1 | 97,92
AV-66 2,35 999 | NT Banisveld eukari6ta klon EU091848.1 91,61
AV-80 1,18 993 | NT tengeri eukariote klon DQ310339.2 87,16
AV-84 1,18 972 | Chlorella sorokiniana X74001.1 91,68
AV-87 1,18 976 | NT Cercozoa klon AY620333.1 89,26
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6. abra: A zoldalga szekvencidk filogenetikai elemzése maximum likelihood médszerrel,
bootstrap analizissel ellendrizve (az 50 % feletti értékek feltiintetésével)

g Mannochloris sp. RCC 011 AJ131691

M. sp. RCC 115 AY526738

P oklahomensis UTEX 2795 AY422073
M. maculatus CCAP 251/3 AB080302

M. atomus CCAP 251/7 AB080303

M. sp. MBIC 10053 AB055304

M. sp. MBIC 10096 AB058312
M. sp. MBIC 10091 AB058309
Mannochlorum eukaryotum Mainz 1 X06425

30 [ M. oculata UTEX 1995 AY422075
91, C. sp. Yanagocha RA1 Y14850
M. bacillaris AB080300
C. prototh. var. acidicola 124 AJ439399
Mannochloris sp. JL 4-6 AY195983
Mannochloris sp. AS 2-10 AY 1959638
Kaoliella spiculiformis AF278744
G. contorta SAG 41.84 AY422074
33! Gloeotila sp. JL 11-10
L— N sp. ANR-3 AYZ220081
g3, M. geminata SAG 12.88 AF124336 Nannochloris klad
N. coccoides CCAP 251/1b AB050301

74

"

——— AV-60
gg) AV-34

AV-1T

54 AV-23
AV-36
AV-5
2 AV-12 1.
- ACT 0608 FJ013257
493['7— AVE
_E0] ACT 0622 FJ013256
33 AV-26
L AvE2 2.

a5

C. minutissima C-1.1.9 X56102
M. eukaryotum UTEX 2502 AB080304
100 (C. minutissima SAG 1.50 AB006046

Ficochlorum eukaryotum SAG 55.87

g2— Parachl. kesslen SAG 211-11g X566105

] 93 _E Parachl beijerinckii SAG 2046 AY323841 Parachlorella klad

100 Closter acicularis SAG 11.86 Y17470

L— Dicloster acuatus SAG 41.98 AB037085
Muriella terrestris ASIB V38 AB01284

Didymogenes anomala SAG 18.91 AY323839

C. sorokiniana Prag A14 X74001
5l~— Micract. pusillum CCAP 248/7 AM231740

M. pusillum SAG 48 93 AF364102
C. sorokiniana SAG 211-40a X73993

vulgaris SAG 211-11b X13688
C. sorokiniana SAG 211-8k X62441
D. belenophorus SAG 42.98 AY 323837
Actinastrum hantzschii SAG 2015 AF288365
Dictyo. pulchellum SAG 222-2a AY323833
Didymaogenes palatina SAG 30.92 AY3233840

g7 — C. lobophora Andreyeva 750-1 X63504 Chlorella klad
B5H7 c

—
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5. DISZKUSSZIO

A legkozelebbi rokonként megallapitott zoldalga fajokra mind jellemzd az egy
nukleusz, egy mitokondrium, egyik oldalt elhelyezkedd kloroplasztisz altalaban pyrenoid
nélkiil, és keményitdszemcsék néhai eléfordulasa a sejtben. A kloroplasztisz tartalmaz
klorofill-a-t, klorofill-b-t, és egyéb pigmenteket, amelyek csoportonként eltérhetnek (luteint,
violaxanthint, neoxanthint és B-karotint, stb). Nincsen ostoruk. A zold, gomb vagy ovalis
alaka, 1-2,3x1,2-2,6 um atmér6jic Chloroparva pannonica autosporulacioval szaporodik. A
sejtfala haromrétegli, amely koziil a legbelsd mikrofibrillaris réteg (Somogyi és mtsai, 2011).
A Nannochloris sp. ellipszoid alakt (1,5 um széles, 3-3,5 um hossza), megnéhet 5-6 um
hosszura, és osztodasi tipusa a kettéosztodas. A Marvania geminata gomb alaku (3,5-3,8 um
atméroji), €s bimbozassal osztodik (Yamamoto és mtsai, 2007). Ezeknek a fajoknak a
morfoldgiai tulajdonsagaik nagyon hasonldak, csak a reprodukcidjuk az, ami lényegesen eltér,
ezért a legfobb kiilonbségeket a 18S rRNS gén szekvencidja mutatja meg kozottiik.

A klénok vizsgalt 18S rRNS gén szakaszain beliil nem talalhat6éak intronok. A tavoli
rokonsagban levé Chlorophyta nemzetségek Choricystis (Trebouxiophyceae) ¢és a
Mychonastes (Chlorophyceae) 18S rRNS génje ugyan tartalmaz intronokat, tovabba a
harmadik édesvizi pikoeukariota alga nemzetség, a Chloroparva pannonica (7. abra) is.
Viszont az intronok egyenldtlen eloszlasa és eléforduldsa miatt nem hasznos filogenetikai
marker. (Somogyi és mtsai, 2011)

A DNS alapt filogenetikai analizis bevezetése megujitotta mind az édesvizi, mind a
sosvizi zoldalgak taxonomiajat, annak ellenére, hogy szamos piko-méretii Chlorophyta
nomenklatirdja és rendszerezése még mindig feliilvizsgalatra var. Ezen problémédk miatt
jelenleg a 18S rRNS génnek nincs altalanos paros hasonlosagi értéke, amely meghatarozhatna
a Chlorophyta nemzetségeket. (Somogyi és mtsai, 2011)

A fenti eredmények alapjan valoszintisithetd, hogy az egyik altalam kimutatott csoport
a Chloroparva nemzetség fajait boviti, a masik csoport pedig 1j nemzetséget alkot. A
molekularis bioldgiai médszerekkel elemzett eredmények elegenddek filogenetikai csoportok
megalkotasahoz, azonban nem elegenddek valid taxonok leirdsahoz. A fajleirasahoz
sziikséges az Ujonnan felfedezett fajok ill. nemzetségek tenyésztéses vizsgalata, tovabba
torzsgyljteményben ill. herbariumban valoé elhelyezése. A késdbbiekben ezek potlasara kell

torekedni.
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A nem zoldalga genotipusok nagy aranya miatt, a klonkonyvtar készitése elétt hasznalt
18S rRNS primerek alkalmassdga megkérddjelezhetd, mert Cercozoa fajok szamottevd
mennyiségben fordultak eld a klonok esetében. Nagyon nehéz zdldalga 18S rDNS specifikus
primereket késziteni. Egy atfogdbb zoldalgakra specifikus primer tervezési vizsgalat is azt az
eredményt hozta, hogy nem lehet teljesen specifikus primereket talalni, amellyel

magyarazhatd a Cercozoak jelenléte (Moro és mtsai, 2009).

7. abra: A Chloroparva pannonica transzmisszids elektronmikroszkdépos felvétele.

C: kloroplasztisz, CW: sejtfal, M: mitokondrium, N: nukleusz, P: peroxiszéma,

PG: plasztoglobulin, PM: plazmamembrén, V: vakuélum (Somogyi és mtsai, 2011)
3 e #

Hazank szikes vizeiben az alabbi baktérium méretii z6ldalga nemzetségeket hataroztak
mar meg: Mychonastes, Chloricystis és Chloroparva (Somogyi és mtsai, 2012), de a
pikoeukariota algdk sokfélesége még mindig okozhat meglepetést a kutatoknak. Mér rengeteg
Uj taxon (baktériumok és zoldalgak egyarant: Bacillus aurantiacus, Borsodi és mtsai, 2008;
Bacillus alkalisediminis, Borsodi és mtsai, 2011; Cellulomonas phragmiteti, Rusznyak és
mtsai, 2011; Chloroparva pannonica, Somogyi és mtsai, 2011) le lett irva, de szikes vizeink
még mindig rejtegethetnek olyan ¢él6lényeket, amelyek meghatarozoéak ezen éldhely

szempontjabol.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Duna-Tisza kozi sekély, turbid szikes vizterek Eurdpaban egyediilalloak,
kiemelkedd jelent6ségli természeti értékeket képviselnek, geologiai és 6kologiai szempontbol
egyarant fontosak. A mérsékelt ovi szikes tavak képesek teljesen kiszaradni, mégis extrém
fotoautotréf pikoplankton (<2um) gazdagsig jellemzé rajuk. Osszetételiik szezonalis
dinamikat mutat: a cianobaktériumok a melegebb, a pikoeukariota algak a hidegebb iddszak
kedvel6i. A pikoalgak fenotipusan alapulo6 faji vagy nemzetségi szintii azonositasa korlatozott
a morfoldgiai tulajdonsagaik szegénysége €s egyszerlisége miatt, ezért ma mar inkabb a DNS-
alapu modszerek elterjedtebbek.

A dolgozatom célja egy Zab-szEékbdl szarmaz6 2012. februéri szikes vizminta faji
Osszetételének részletesebb megismerése volt a pikoeukariota algakdzosségre nézve. A
helyszinen az irodalomban kozolt egyik legmagasabb értékii zoldalga tomegprodukceid volt
megfigyelhetd. A mintdbol a pikoeukaridta algdkat molekularis biologiai PCR alapt
modszerek alkalmazasaval vizsgaltam, a zoldalga fajokat 18S rRNS gén Osszehasonlito
bazissorrend elemzésével azonositottam. A kozdsségi DNS-bdl klonozas utjan kapott 90 klont
restrikcios emésztéssel csoportositottam.

A szekvenalasi eredményeket a GenBank adatbazissal Osszehasonlitva, a klonok az
eddig leirt Trebouxiophyceae osztaly (Chlorophyta) fajaival alacsonyabb hasonldsagot
mutattak. [gy valoszintisitheté, hogy 0j nemzetségek ill. fajok okoztdk ezt a rendkiviili

vizviragzast.
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7. SUMMARY

The shallow turbid soda pans located in the Danube-Tisza Interfluve are unique in
Europe. They represent significant natural value both in geological and ecological aspects.
The soda lakes in the temperate zone are able to dry out completely, but they could be
characterized with extreme photoautotropic picoplankton richness (<2um). Their composition
shows seasonal dynamics: cyanobacteria prefer warmer periods while eukaryotic algae
dominate in colder periods. The phenotype based identification of picoplankton on the species
or genus level is limited because of the scarcity and simplicity of their morphological
characteristics, therefore DNA-based methods are commonly used nowadays.

The thesis aims to reveal the species composition of the eukaryotic algal community in
a soda water sample taken from Zab-szék on February 2012. A mass production of green
algae (bloom) that was among the highest abundance values published was observed on the
site. Eukaryotic picoalgae were studied by PCR-based molecular biological techniques and
the green algal species were identified by the comparative analysis of 18S rRNA gene
sequences. The 90 clones obtained from the community DNA were grouped according to their
restriction digestion pattern.

Following the comparison of sequencing results with the GenBank database, the
clones have showed low similarity values to the Trebouxiophycean species (Chlorophyta) so
far described. So it is likely that new genera or species have caused this extraordinary algal

bloom.
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8. SZERZO1 HOZZAJARULAS

1.

A Zab-sz€kbdl szarmazo kozosségi 18S rDNS-t sikeresen felszaporitottam polimeraz
lancreakcidval Euk328f és Chlo02r primerek alkalmazasaval, majd megtisztitottam, és
klonozassal valasztottam szét, amely 90 klont eredményezett.

A klénokat két Iépésben amplifikdltam PCR-rel, elészor M13F és M13R, majd
Euk328f ¢és Chlo02r primerek alkalmazéasaval, mert a csupan az utobbi primerekkel
torténd amplifikalas gyakran nem eredményezett PCR termékeket (amelyet
gélelektroforézissel ellendriztem minden esetben).

A klonok csoportositasat restrikciés emésztéssel hajtottam végre, és a hozzatartozo
miuveleteket elvégeztem (gélelektroforézis).

A szekvendlds eredményeit Chromas, GenBank DNS-adatbazis, Silva adatbazis,
BLAST és MEGAS programok segitségével elemeztem, amelyek 2 10j filogenetikai

csoportot mutattak a Zab-széki mintabol.
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