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1. Bevezetés

L fejezet
BEVEZETES

Az utébbi néhany évtizedben a pikofitoplankton felfedezése és jelent6ségének felismerése
(Jobnson és Sieburth 1979, Waterbury és mtsai. 1979) atformaélta a vizes élShelyek Gkologiai
folyamatairél alkotott nézeteinket. Ezek az alig néhany mikrométeres fotoszintetikus élélények
Foldunk szinte valamennyi felszini vizében megtalalhatdk, sok esetben nagymértékben hozza-
jarulnak az elsédleges termeléshez, és ezaltal meghatirozé szerepet toltenck be a vizes él6helyek
anyagforgalmaban a taplaléklanc fontos elemét képezve (Li és mitsai. 1983, Platt és mtsai. 1983,
Stockner 1988, Weisse 1993, Callieri 2008).

A pikocianobaktériumok genetikai diverzitasanak kutatisa a tengerekhez és 6ceanokhoz
képest kontinentalis vizekben lényegesen kevesebb figyelmet kapott és féként izolatumokra
iranyult (Robertson és mtsai. 2001, Crosbie és mtsai. 2003a, Ernst és mitsai. 2003). A természetes
kozbsségek vizsgalata pedig mind6ssze néhany éléhelyre korlatozédott (szubalpin tavak: Becker és
mitsai. 2002, Becker és mitsai. 2004, Becker és mtsai. 2007, Callieri és mitsai. 2007 a; Fels6-to: Ivanikova és
mitsai. 2007; néhany angliai t6: Sanchez-Baracaldo és mitsai. 2008). Az édesvizi pikoeukariota algak faji
Osszetételére vonatkozé ismereteink még hianyosabbak (Callieri 2008), az egyes pikofitoplankton
genotipusok' szezondlis valtozasait részletesen tirgyalé munkdk pedig szinte teljesen hidnyoznak
a nemzetkozi szakirodalombol (Becker és mitsai. 2002, Becker és mitsai. 2004, Becker és misai. 2007,
Sdnchez-Baracaldo és mtsai. 2008).

Eppen ezért sekély tavaink planktonikus pikoalga kézosségeinek molekularis biologiai
modszerekkel torténé jellemzése, Gsszetételiik és diverzitasuk megismerése, belsé dinamikajuk
feltarasa nemcsak hazai viszonylatban tekinthet6 hianypotld vizsgalatnak, hanem hozzajarul a

pikofitoplanktonrél alkotott altalinos nézetek formalasahoz is.
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1. fejezet
IRODALMI ATTEKINTES

1. A fotoautotréf pikoplankton altalanos jellemzése

Bér bakteridlis méreti fotoautotr6f lények eléfordulasirél néhany tengeri és édesvizi
kérnyezetben mar korabban is beszamoltak (Bailey-Watts és mtsai. 1968, Paerl 1977, Paerl és
Mackenzie 1977), a pikocianobaktériumok témeges el6fordulasanak felfedezése az 1970-es évek
végéhez kothetS (Johnson és Sichurth 1979, Waterbury és mtsai. 1979, Johnson és Sieburth 1982). A vizs-
gilatokhoz az eredetileg heterotr6f baktériumok szamlaldsara hasznalt epifluoreszcens technikat
alkalmaztak (Daley és Hobbie 1975), ami lehet6vé tette a fotoszintetikus pigmentekkel rendelkezé
apro, néhany mikrométeres sejtek megfigyelését. A felfedezés jelentSségét tovabb novelték azok a
kutatasi eredmények, amelyek szerint a planktonikus elsédleges termelés tilnyomo részét ezek a
szervezetek adjak az 6ceanok trépusi és szubtropusi régidiban (L7 és mtsai. 1983, Platt és misai.
1983). Késébb a vizes él6helyek legkiilonb6zobb tipusaiban sikerilt Sket kimutatni, sok esetben
meghataroz6 mennyiségben (Stockner 1988, Weisse 1993, Callieri 2008), igazolva ezaltal a fotoauto-
trof pikoplankton energia- és anyagforgalomban betdltétt kulesfontossagu szerepét.

A fotoautotréf pikoplankton elnevezés harom jellemz6 tulajdonsagra utal: (2) a_fotoantotrdf
jelleg az energiaszerzés (fényenergia hasznositisa) és az anyagcsere tulajdonsagaira (szén-dioxid-
bol szerves szénvegyiiletek eléallitasa) vonatkozik; ezt sokszor a fotoszintézis' szinonimajaként is
hasznaljak, bar nemcsak a klasszikus fotoszintetizal6 szervezetek (cianobaktériumok, algik és n6-
vények) képesek szén-dioxid konvertalasira biomasszava fényenergia segitségével; (i) a plankton”
clnevezés a vizben lebegé él6lényeket jeloli; (i) a piko elbtag pedig egy adott mérettartomanyt
hatiroz meg, ami a hagyoményos értelmezés szerint a 0,2-tl 2 um-ig tetjed (II/ 1. tdblizaz).

A sejtek legnagyobb linearis mérete alapjan t6rténé osztalyozas azonban nem teljesen
egyértelmi és dltalanos érvényl. Egy masik definicié szerint (Stockner és Antia 1986) a piko méret-
kategéria 3 pm-es fels6 hatarral rendelkezik, és szamos tanulmanyban a pikoplankton megjel6lés

erre vonatkozik (Pearl és MacKenzie 1977, Virds 1989, Virds 1991, Malinsky-Rushansky és mitsai.
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1997, Bell és Kalff 2001, Hepperle és Krienitz 2001, Moon-van der Staay és mtsai. 2001, Becker és mitsai.
2002 sth.). Egyesek pedig tgy érvelnek, hogy mivel az apr6 eukariéta planktonikus algdk mérete
sok esetben csak kissé haladja meg a klasszikus pikoplankton kategdriat (< 2 um), és a sejtek 2-5
um-es nagysaguak, igy a 0,5-5 pm-es méretet jelols witraplankton elnevezés sokkal életszeribb
(Murphy és Hangen 1985). Részben atfed a pikoplankton mérettel az 1-15 um-es tartomanyt atfogd
p-alga megjeldlés (Krienity és mtsai. 1996), bar ez kevéssé elterjedt’. Figyelembe véve, hogy akar
egyazon faj vagy térzs esetében is a megvaltozé kornyezeti kériilmények lényeges méretbeli valto-
zasokat indukdlhatnak (Jezberovd és Komdrkova 2007b), barmilyen szigord méret szerinti elvélasztas
eréltetettnek tinhet. A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a vizsgalati mintik feldolgozasakor is
bekévetkezhet méretvaltozas (pl a fixalas soran) vagy a méretet akaratlanul is tévesen itélhetjiik
meg (pl. a pérusméretnél nagyobb sejtek atjutasakor a szirén) (i 1990, Viris 1991, Vanlot és
mitsai. 2008). Mégis indokolt valamilyen mesterséges hatart meghuzni, hiszen szamos tulajdonsag
Osszefiige a sejtek méretével (kompeticié a tapanyagokért, fényért, energetikai folyamatok, tlepe-
dési rata szb.) (Potter és mtsai. 1997, Raven 1998, Veldhuis és misai. 2005). Ezeket a jellemzéket a foto-
szintetikus pikoplankton esetére vonatkozolag részletesen a II/ 2. tdblizat ismerteti.

A nevezéktan mas tekintetben is zavarosnak tinhet, ezért pontositast igényel. Mivel a
bakteriologia tertletén a pikoplankton elnevezés nem terjedt el, ma kizardlag a klasszikus értelem-
ben vett algdkat jel6li ez a terminus. Ebb6l kovetkez6en sokszor szinonimaként hasznaljak a fozo-
antotrif pikoplankton, pikoplankton és pikofitoplankton” kifejezéseket. A pikoalga megjeldlés a nemzet-
kozi szakirodalomban egyarant jel6lhet prokaridta (cianobaktérium) és eukaridta algakat is, a két
csoport megkilénboztet neve: pikocianobaktérinmok, illetve pikoenkarita algik vagy enkaridta

pikoalgitk.

I1/1. tablazat. Standard méret szerinti plankton csoportok
(Sieburth és mtsai. 1978 alapjin)

elnevezés méret
megaplankton 20-200 cm
makroplankton 2-20 cm
mezoplankton 0,2-20 mm
mikroplankton 20-200 pm
nanoplankton 2-20 pm
pikoplankton 0,2-2 pm
femtoplankton 0,02-0,2 pm

! a dolgozatban a legaltalanosabban hasznalt, 0,2-2 pm mérettartomanyt értjiik a pzko jelz6 esetében, ahol ettdl eltéré
szervezetekre vonatkoznak a megdllapitasok, arra kiilon felhiviuk a figyelmet
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11/2. tablazat. A pikofitoplankton sejtek kis méretébdl ad6do tulajdonsagai
(Raven 1998 alapjan)

fénygyiijtéssel kapcsolatos tulajdonsigok

nagyobb pigment-specifikus abszorpci6 egységnyi sejttérfogatra vonatkoztatott pigmenttartalom mellett

adott pigment-protein esetén révidebb idé sziikséges megfelel6 foton mennyiség abszorpcitjahoz

kisebb foton aramlasi sebesség sziikséges a ’downstream’ folyamatok energidjanak biztositisdhoz, de
emiatt kifejezettebb hajlam a fotoinhibiciost sériilésekre (ezek javitasanak energetikai vonzata)

gyengébb képesség az UV-B sugarzas rongald hatasanak kivédésére UV-B abszorbedld pigmentekkel

I’y

tapanyagfelvétellel és vi tdssal kapcsol. lajdonsdgok

adott koncentracié kiillonbség mellett nagyobb a tenyészkozeg és a plazmamembrin kozott anyagaram-
las lehetSsége

a membranon keresztili, n6vekedéshez sziikséges netté anyag( és viz-)aramlas mennyisége kisebb

mivel az el6z6 két pontban megillapitott jelenségek GsszegezhetGek, alacsony tapanyagtartalmu koze-
gekben a kisebb mérett sejteknek nagyobb lehetdsége van a tapanyagok felvételére

szintén az elsé két pont jelenségeinek GsszegezhetGsége miatt, a mar megszerzett tapanyagok (és az azok
metabolikus 4talakitasa soran keletkezett anyagok) kimosddasa, /. mas anyagok (p/ tengerekben a sok,
édesvizben a viz) beszivargasa kifejezettebb (ezen homeosztatikus veszélyek energetikai vonzata)

novekedéssel és sejt: tdssal kapcsol. foly kra gyakorolt hatisok

nagyobb névekedési rata (egységnyi id6 alatti, egységnyi biomasszara vonatkoztatott névekmény) t6bb
sejtosztodassal jar egységnyi energia/tapanyag felhasznaldsa mellett

a fénygyijtéssel és a hozza kapcsolhaté folyamatokkal (redoxpotencial, ATP-szintézis) Osszefliggd
forras-kihasznalds alacsony fényintenzitas mellett sokkal kedvezSbb a kis sejtek kisebb csomagolasi
hatasa (‘package effect’) miatt

alacsony CO, koncentricié mellett kedvezébb a RuBisCOF forrds-kihasznalisa (p/ a révidebb intra-
cellularis diffuzids tavolsagok miatt)

a fentick miatt kevesebb energia és tapanyag sziikséges a katalitikus rendszer fenntartasahoz, igy tobb jut
a szaporodasra

1 jdrd foly A

-sokk

az eufotikus z6nabol" torténd kitilepedés veszélye kisebb

a parazitizmus veszélye kisebb (kevés energiat és tapanyagot biztositanak a parazita életciklus lezajlasa-
hoz)
a virdlis tamadas és lizis veszélye, 7. a predacids veszteség jelentGsége valoszintleg nem fligg Gssze a

sejtek méretével

A pikoalgak nem kizarélag planktonikus él6lények, hanem a vizek bentikus kérnyezeteit
(perifitont és mesterséges szubsztratokat) is kolonizalhatjak (piko-bentos3) (Abed és mtsai. 2002,
Becker és mtsai. 2004). A sejtek kitapadasat az altaluk kivalasztott anyagok is segithetik (Postius és
Bager 1998). A kevés ilyen iranyu vizsgalat alapjan az kérvonalazédik, hogy a biofilmet alkotd
pikocianobaktériumok kézelebbi rokonai az ugyanazon t6 pelagikus formai, mint a mas él6helyek
biofilmjeiben talalhatok (Becker és mtsai. 2004). Ez szintén a planktonikus pikoalgik sokoldalusagat

példazza, ami vizes kérnyezetekben megfigyelt univerzilis el6forduldsuk alapja (Callieri 2008).
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2. A pikoalgak taxonémiaja

Az 1980-as évek végétSl megindult molekularis biolégiai alapu filogenetikai vizsgalatok
alapjaiban formaltak at a pikoalgik taxonémidjat. Bebizonyosodott, hogy a cianobaktériumok
morfolégiai alapokon nyugvé klasszikus rendszere (Melléklet M/ 1. tiblizata) nem tarthaté fenn
tovabb. Igazolédott, hogy az alaktani jellegek t6bbsége nem megfelel6 filogenetikai bélyeg (Gio-
vannoni é misai. 1988, Robertson és mitsai. 2001). Megdolt az az elképzelés is, ami szetint a hasonld
fotoszintetikus apparitussal rendelkez6 (fikobiliszomak" hianya, Chl 4 megléte) kloroplasztisz
proklorofita” eredeti lenne (ahova a Prochlorococcns pikocianobaktérium nemzetség mellett az en-
doszimbionta Prochloron és a fonalas Prochlorothrix is tartozik). Raadasul kiderilt, hogy a prokloro-
fitik polifiletikusak (II/ 1. dbra) és a proklorofita-n6vényi plasztisz tipust fotoszintetikus fenotipus
legalabb négyszer alakult ki a foldtorténet soran (Palenik és Haselkorn 1992, Urbach és mtsai. 1992).

A legnagyobb valtozasok azonban a Synechococcns pikocianobaktérium és a Chlorella pikoeu-
kariéta alga nemzetségeket érték (Honda és mtsai. 1999, Huss és mitsai. 1999, Robertson és mitsai. 2001).
Korabban ezt a két genust tartottak az édesvizi pikofitoplankton meghatarozé képvisel6jének
(Callieri 2008), a molekularis biolégiai vizsgalatok eredményeképpen azonban 4j nemzetségeket,
csoportokat emeltek ki és alkottak tagjaikbol. A taxonémiai atrendezések a mai napig tartanak,
bér az utébbi néhany évben kissé alabbhagytak a vizsgilati nehézségek (p/. az axenikus' tenyésze-

tek hidnya, az algolédgiai és mikrobiolégiai szemlélet titk6zése) miatt.

Jellemzé taxonomiai bélyegek

Torténeti és 6kologiai jelentésége a morfologiai és pigmentdsszetétel vizsgalatoknak van,
mig az evolicids és taxondmiai kérdések tisztizasa napjainkban mar molekularis biologiai

modszereken alapul.

I1/1. abra (kévetkezd oldal). A cianobaktériumok f6bb leszarmazasi vonalai a 16S tRNS gén (16S rDNS)
alapjan, kiilon kiemelve a pikocianobaktériumok felosztsara kiilénb6z6 szerzok altal javasolt csoportokat
Kiilsd csoport: Gloeobacter violaceus PCC 7427 (/4F732790) a 76 S rDNS 743 5 nukleotid pozicidia alapjan (neighbor-joining
midszerrel szerkesztve, Kimura 2-p szl /0 k , az 50% feletti bootstrap értékeket
Jeltiintettiik). Szines téglalapok: Rﬂbam‘on és misai. 2001, Crosbie és misai 2003a, Ivanikova és mitsai. 2007 dltal megalkotott
kategiridk; zdrdjelben az Ernst és misai. 2003 dltal javasolt két sznbalpin csoport. Az egyes Synechococcns és Cyanobinm tirzsekhe.

rendelt roviditett elnevezése, wyardzatit Id. 11/ 5. és 11/ 6. tablizatok. A Prochlorococcus Gkotipusok kétféle felosztdsa pirossal
(Urbach és mtsai. 1998, Rocap és mtsai. 2002 szerint) és 3ilddel Ua/m.mﬂ és misai. 2006 szerint) jelilve. Piros kirrel a
Sfikoeritrin(PE)-, zolddel a fikocianin(PC)-pi d jdjii 130l  jeliltiik.

10
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1. Irodalmi dttekintés

A cianobaktériumok taxonémidjandl altalinos problémaként jelentkeznek a botanikai és
bakteriologiai megkozelités szabalyai kozotti eltérések. Mig az el6bbi kornyezeti gytjtések morfo-
l6giai tulajdonsagain alapul, addig az utdbbi tiszta tenyészetek vizsgilatin (Oren 2004). Mivel a
cianobaktériumok fotoszintetikus képességiik miatt a botanikusok, prokatiéta mivoltuk miatt pe-
dig a mikrobiolégusok vizsgalatainak alanyai egyarant lehetnek, és a két néz6pont csak kivételes
esetben taldlkozik, taxonémidjuk meglehetésen zavaros (Castenholz és Norris 2005). A helyzetet to-
vabb bonyolitja, hogy tébb térzs esetében kizardlag morfoldgiai informacidk allnak rendelkezés-
re, mig masok esetében csupan egy vagy két gén bazissortendje, az egyéb tulajdonsigokat pedig

nem vizsgaltak.

Morfoldgiai bélyegek

A sejtek altalaban gdmb vagy (f6ként a pikocianobaktérium esetében) palcika alakiak. A
sejtek kis méretébdl adéddan az alaktani valtozatossdg igen sziikos. Pikocianobaktériumoknal
jelent6s morfolégiai valtozasokat figyeltek meg eltéré tenyészkorulmények (Jegberovd és Komdrkovd
2007a) vagy predacids nyomas (Jezberovd és Komdrkova 2007b) hatasara. Hasonléképpen a pikoeu-
karidta algaknal sok morfologiai bélyeg (kocsonyaburok, kolonids/maginyos sejtek szb.) olyan
fenotipusos tulajdonsdgnak bizonyult, ami variabilis és bizonyos kérnyezeti feltételekre (predacids
nyomas, endoszimbiotikus vagy edafikus” életforma s#.) adott adaptiv valaszként értelmezhetd
(Fawley és mtsai. 2005, Luo és mtsai. 2010). Tehat a kevés alaktani jellemz6 nagy része nem allandé

tulajdonsaga az adott fajnak vagy nemzetségnek, igy ezek nem megfelel6 taxonémiai bélyegek.

Pigmentisszetétel

A cianobaktériumok és az eukari6ta algik is rendelkeznek Chl &* pigmenttel, mig a Chl b a
z6ldalgakra (Chlorophyta) és a proklorofitakra jellemz6. Az egyéb pigmentek aranya és eloszlasa
viszont igen valtozatos lehet (Mellékler M/ 2. tiblizata). Mindezek mellett a pikocianobaktériumok
egy kiilonleges fénygyiijté komplexszel is rendelkeznek, a tilakoidok" felszinén elhelyezkeds fiko-

biliszomdval, amely kizarolag cianobaktériumokban és vorésmoszatokban® fordul els. A 11 foto-

2 a zsakallatok als6 részén epizoikus élébevonatot alkotd Acaryochloris cianobaktérium f6 fénygyiijt pigmentje kiilo-
n6s médon nem a Chl 4, hanem a Chl 4 az altala elfoglalt arnyékos, kézeli infravords fényben gazdag niche-nek
megfeleléen (Kiibl és mtsai. 2005)

3 pontosabban a Rhodophyta, Cryptophyta és az tjonnan felfedezett Picobiliphyta csoportoknal
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rendszerhez (PS TI) kapcsolédd fotoszintetikus antennat fikobiliproteinek™ és a hozzajuk kovalens
kotéssel kapesolédd romafirok” (fikabilinek™) alkotjak (I1/3. tablizat, 11/ 2. dbra; ld. F1. Fiiggelék).

A vizalatd fényviszonyok (fényintenzitds és spektralis Osszetétel) etSs szelekeiés nyo-
massal birnak a sejtek pigmentOsszetételére, igy a fikobiliszoma abszorpcids tulajdonsagara is a
benne talalhat6 pigmentek Osszetételén keresztil (II/3. dbra), ugyanis a fikobiliszoma altal ,,be-

gyujtott” fénysugarak azok, amelyek fotoszintetikus szempontbdl aktivnak tekinthet6k. Megkii-

I1/3. tablazat. A fikobiliproteinek tipusai a hozzijuk jellemzéen kapesolodo
kromoférokkal (fikobilinekkel) és azok abszorpciés maximumaval
(Ting és mtsai. 2002, Six és mtsai. 2007 alapjin)

fikobiliprotein Jellemz6 fikobilin abszortpciés maximum
allofikocianin® (APC) o
fikocianin® (°C) ikocianobilin (PCB) 620 nm
. fikoeritrobilin (PEB) ~550 nm
R F
fikoeritrin® (PE) fikourobilin (PUB)" <495 am

* csak tengeri Synechococcusoknal fordul elé

fény szakasz : sOtét szakasz

s
% Il fotorendszer citokrém bf komplex | foterendszer

NADP'+H" NADPH

co,

\
\gm /

szerves szénvegylletek

intraci

lazmatikus
membran

II/2. abra. A fikobiliszomak helyzete és felépitése, valamint a fotoszintézis folyamatainak attekinté dbraja
Synechococcusok esetében
(Ldng 1998, Ting és mtsai. 2002, Overmann és Garcia-Pichel 2006 nyomdn; a CCAIU 625 tirzsril késziilt elektronmikroszkaipos
Jelvétel forrdsa: Wildman és Bowen 1974)

APC: all janin, PC: janin, PE: fikoeritrin, Fd: ferredoxin, ENR: ferredoxin-NADP"-reduktizy D1 és D2: a
reakcidcentrum kizponti fehérjéi; qp43 és op47: Chl a-kitd fehérjéky oyt bssy: citokrom bssyy Mn: oxigénfejlesztd enzimkomplex. A
11/ 11. tablazatban részletesen j elt gének dltal kidolt fehérjék vastagon, kerettel kiemelve.

+a két £6 fikobilin, a PCB és PEB kémiai szerkezetét tekintve csupan két kettés kotésben tér el egymastol (Grossman
és mtsai. 1993), ami jelzi, hogy egy Uj szintre torténé evolicids ,hangolas” olykor mindéssze néhany molekularis

lépést igényel (Szomp 2008)
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I1/3. abra. A vizalatti fényklima és a foto-

a — Chla : R R X X L o
—CHla, : PUB szintetikus pigmentek kézotti 6sszefiiggések
— Ot : Y

a: a fi pigmentek jellemzd in vitro abszorpeids spektruma
(Swanson és mitsai. 1991, Steglich és mtsai. 2003 adatai-
nak egyesitésével; az egyes pigmentek abszonpcids spektruma
ehhez, képest eltolidhat in vivo, Ablgren és Rocap 2006); b:
a kiilinbizd pigmentisszetételii tipusok in vivo abszonpeids
spektruma (Syn: Synechococcns, Pro: Prochlorococcus; Syn 1:
PC-pigment-dominancidji, Syn 2: csak PEB-t tartalmazo,
Syn 3a-3¢: PUB-t is tartalmazé PE-pi dominancidjii
tirzsek, ld. F1. Fiiggelék; Ting és mtsai. 2002, Fietz és
mitsai. 2005, Sixc és mtsai. 2007 adatainak egyesitésével);

egyes pigmentek relativ abszorbancidja

b ER TR c ku/tm}bo{ay wze.rf/y/]e]}ye,é vizalatti J.f:?fz.)’k./.l,’izyﬂ ag
- Syn 2 (WH 8018) (av £C
== Syn 3a (WH 7803) harmonikans regései miatt bekivetkezd fényelnyelés pirossal

== Syn 3 (RCC 307) o . . g
w5 da g 8962) Jelilve; Stomp és mtsai. 2007 a alapjan); d: néhany vizes

- Pro (MED4) élohely szine (Stomp 2008 alapjin)

= Chiorophyceae

= Wannochlaropsis limnetica

nyilt écedn partkézeli viz t6zeges t6

pikoalga sejtek relativ abszorbancidja

néhany vizes éléhely vizalattli fényklimaja

400 500 600 700 800 900 1000
hulldmhessz (nm)

l6nbéztetnek ezért PC- és PE-pigment-dominanciaju pikocianobaktériumokat (Synechococcusokat),
a fikoeritrineseken belil pedig PUB-vel rendelkez6 és PUB nélkili formakat (/. F1. Fiiggelék).
Egyes térzsek ezen pigmentek egymashoz viszonyitott aranyat a kérnyezet fényviszonyainak meg-
felel6en médositani tudjak, ez az 7in. kromatikus adaptaci6” képessége (/. F2. Fiiggelék).

A proklorofitak a z6ld névényekhez hasonléan nem rendelkeznek fikobiliszomakkal (/.
3. Fiiggelék).
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Moleknliris bioligiai alapi filogeneti

A morfolégiai egyontetlség a pikoalgdk valédi diverzitasanak alulbecsléséhez vezetett
(Potter és mtsai. 1997, Robertson és mtsai. 2001, Luo és mtsai. 2010). Ez a felismerés és a taxondmiai
reviziok sziikségessége (Castenholz és Norris 2005, Luo és mtsai. 2010) egyarant a nukleinsav alapu
modszerekkel végzett vizsgalatok eredményeinek hozomanya.

Az apr6 kokkoid sejtekkel rendelkezé algacsoportok a pro- és eukaridtik esetében egya-
rant polifiletikusak és mds, nagyobb vagy killénleges morfolégidju sejtekkel rendelkezé algak ko-
zeli rokonainak bizonyultak’ (Robertson és mtsai. 2001, Krienitz és misai. 2004, Lo és mtsai. 2010).

Monofiletikus agat képez a valamennyi Prochlorococcus és Cyanobinm torzset, ill. a Synecho-
cocensok tobbségét magiban foglalé pikofitoplankton klad®" a cianobaktériumok leszirmazasi
vonalan belill (Urbach és misai. 1998, 11/ 1. dbra). Ezen belil egyes szerzGk tovabbi csoportokat kii-
l6nitenck el (Robertson és mitsai. 2001, Crosbie és mitsai. 2003a, Ernst és misai. 2003, 11/ 1. dbra), de G-
jabb nemzetség vagy faji szintd elnevezések nem szilettek, hiszen szamos, a taxonémiai kategori-
ik megalkotasahoz sziikséges feltétel és adat (tiszta tenyészetek, genom G+C% érték, DNS-DNS
hibridizacio, részletes fizioldgiai vizsgalatok eredményei) a legtébb térzs esetében nem 4ll rendel-
kezésre, csupan a 16S rRNS gén bazissorrendje. Mégis néhany javaslat sziletett a tovabblépésre.
Robertson és mitsai. (2001) szerint a cianobaktériumok 6-os csoportjan kivili Synechococcnsok atneve-
zése szukséges, mig a 6a, 6b és 6¢ csoportok nemzetség, a 6b-n belili alkategéridk pedig faji szin-
td egységeknek feleltethet6k meg. Ernst és misai. (2003) a cianobaktériumok pikofitoplankton klad-
jan belil négy nemzetség megalkotasat javasoljak, a Prochlorococcns és a Cyanobinm mellett két kii-
16nall6 genust alkotna az tengeri és az antarktiszi Synechococcnsok csoportja. Herdman és mtsai. (2001)
az altaluk kijelolt Synechococens klasztereket nemzetség, mig az alklasztereket (subcluster’) faji szin-
tli kategorianak tartjdk (/d. késébb I1/6. tablizal), de hangsilyozzik, hogy kevés adat 4ll rendelke-
zésre és tovabbi vizsgalatok, valamint Gjabb torzsek bevonasa sziikséges a pontos taxondmiai egy-
ségek megalkotasahoz. Mas szerz6k viszont 6vakodnak messzemend kévetkeztetéseket levonni a

molekularis biologiai vizsgalatok eredményeib6l’ és egyértelmiien csak a tdrzsek részletesebb (jo-

> igaz, ez utobbiak extrém korilmények hatasara elveszithetik kiilonleges alakjukat és akar le is gombolyodhetnek
(Krienitz és mtsai. 2004); a kokkoid morfoldgianak tehat egyértelmi adaptiv elénye van bizonyos kérnyezeti feltételek
mellett (Potter és mitsai. 1997, Raven 1998)

¢ a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjan belil (a PS 845 és az antarktiszi torzsek kivételével) 95% a
legalacsonyabb paronkénti 16S tDNS hasonlosag (Crosbie és mtsai. 2003a), ez az érték baktériumoknal altaliban a
nemzetségek hatarat jelzi (Ludwig és mitsai. 1997)

7 a baktériumoknal 4ltaliban faji hatarvonalként alkalmazhaté 97-98%-0s 16S tDNS paronkénti hasonldsagi érték
(Stackebrandt és Goebel 1994) a cianobaktériumnal tdl nagy tavolsag a mar definialt fajok elkiilonitésére, azaz ez a
bakteriol6gidban elterjedt iranyelv itt nem alkalmazhat6 (Castenbolz és Norris 2005); megjegyezzitk azonban, hogy egy
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v6beni) 6kofiziologiai vizsgalatainak titkrében tartjak megalapozottnak a taxonémiai javaslatokat
(Crosbie és mtsai. 2003a, Castenholz, és Norris 2005).

Az eukariéta pikoalgiknal kicsit konnyebben adnak az egyes, 18S rRNS gén alapjin
elkiloniils csoportoknak nemzetségnevet (pl Krienitz és mitsai. 2004, Henley és mitsai. 2004), talan

mert a pikoeukariétakndl nem ttk6znek az algologia és bakteriolégia taxondmiai szempontjai.

Pikocianobaktériumok

A 16S tDNS (Roberson és mitsai. 2001; 11/ 1. dbra) és a mas lassan evolvalodo, zin. haztartasi
(housckeeping’) gének elemzésén alapuld filogenetikai vizsgalatok (Sdanchez-Baracaldo és mitsai.
2005) egyarant alatimasztottik, hogy a Cyanobacteria csoport legdsibb ledgazasit (a Gloeobactert®
kévetSen) a pikocianobaktériumok képezik, pontosabban a Prochlorococcns/ Synechococeus| Cyanobinm
nemzetségek csoportja. Ez egyben jelzi a kicsi sejtméret és a szabadon €16, planktonikus forma
evoluciés szempontbél Gsi jellegét is. VélhetSleg ebbdl az egyszer cianobaktérium tipusbol
alakult ki a tobbi, komplexebb forma’ és tulajdonsig (fonalas novekedés, nitrogén-fixacio,
termofilia, hormogénium'-, heterociszta'- és akinéta'-képzés). Ezt a hipotézist timasztja ald az is,
hogy a Synechococcus-alak (és a taxondmiai szempontbol mdig nem revidealt elnevezés) a torzsfa
tobb leszarmazasi vonalan is megtalilhatd, azaz a nemzetség polifiletikus (Honda és mtsai. 1999,

Robertson és mtsai. 2001; 11/ 1. dbra).

Cyanobinm és Synechococcns

Altaldban ezzel a két nemzetségnévvel talalkozhatunk a Prochlorococcus mellett, ha pikocia-
nobaktériumokrdl olvasunk (I1/4. tdblizat, 11/1. és 11/4. dbra). A Klasszikus felosztas definialja is
jellemzéiket (11/ 5. tablazat), viszont az egyéb csoportokkal valé atfedések miatt nehéz egyértelmd-

en eldonteni olykor a térzsek hovatartozasat. A molekularis biologiai vizsgalatok eredményei pe-

Ujabb vizsgalat alapjan a baktériumndl a faji hatart a 16S rDNS alapjan a legtobb esetben feljebb, 98,7-99,0% folott
valészintsitik (Stackebrandt és Ebers 2006)

8 a Gloeobacter violacens egyedi a cianobaktériumok kézott, hiszen nem talalhatok benne tilakoidok és a fikobiliszomak
felépitése is sajatos (Guglielmi és mtsai. 1981, Herdman és mitsai. 2001), filogenetikai pozicioja alapi a cianobaktériumokon
belil (Giovannoni és mtsai. 1988, Turner és mitsai. 1999, Sdnchez-Baracaldo és mitsai. 2005)

% a rendkiviil nagymértékd morfologiai diverzitas viszonylag rovid id6 alatt alakult ki a cianobaktérium/plasztisz
leszarmazasi vonalon belil, amit jelez az, hogy az evoluciés tavolsigok nem nagyok, a hatékony fotoszintézis
képességének megszerzését kovetGen vélhetdleg gyors adaptiv radiaci6 zajlott le (Giovannoni és mitsai. 1988)
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dig teljesen felboritottak a korabbi rendszertant.
Kiderilt, hogy a Synechococcns nemzetség valoja-
ban polifiletikus (Honda és mtsai. 1999, Turner és
mitsai. 1999, Roberston és mtsai. 2001; 11/ 1. dbra). A
cianobaktériumok egy elkiilontilé csoportjat, ami
a piko méretd izolatumok nagy részét tartalmaz-
ta, pikofitoplankton kladnak nevezték el (Urbach
és misai. 1998; 11/ 1. dbra). Az egyik monofiletikus
csoport (ahova az édesvizi izolitumok dontd
tObbsége az akkori allapot szerint tartozott) pe-
dig megkapta a Cyanobinm gracile nevet (Ernst és
mitsai. 2003; 11/ 1. dbra).

A Klasszikus (II/5. tablizat) és az Gjabb
bakteriolégiai iranyelvek alapjan megalkotott
rendszernek (I1/6. tiblizat) is egyik kézponti ele-
me a sejtek f6 fénygyijté pigmentjének tipusa.
Ujabb térzsek bevondsa a vizsgalatokba azon-
ban igazolta, hogy mindkét nemzetségben egya-
rant el6fordulhatnak PE- és PC-pigment-domi-
nanciaja sejtek is (Fuller és mitsai. 2003, Chen és
mitsai. 2004, Chen és mitsai. 2006).

Az alacsonyabb rendszertani kategdridk
kozott eligazodast jelentésen neheziti, hogy az
egyes csoportok molekuldris biolégiai vizsgala-
tok alapjan t6rténd kijelélése esetenként nem a-
zonos gén vagy régi6 vizsgalata alapjan torténik
(Pl a C és D csoportba tartozoé térzseknek csak
a fikocianin operonja, mig a XV és XVI csopor-
tok torzseinél kizardlag ITS szekvencidk allnak
rendelkezésre és a legelterjedtebben alkalmazott
16S rDNS vizsgilati eredményei hianyoznak;
Robertson és mtsai. 2001, Ablgren és Rocap 2006).
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1. Trodalmi dttekintés

II/4. abra. Néhany pikocianobaktérium izolitum mikroszképos képe
(a-b és d-h: Herdman és mitsai. 2001; ¢: Rippka és mitsai. 2000)
a: Cyanobacterinm stanieri PCC 7202, b: Cyanobinm gracile PCC 6307, c: Prochlorococcus marinns
PCC 9511, d: Synechococcus sp. PCC 6301, e: Synechococcus sp. PCC 6716, £ Synechococcus sp.
PCC 7002, g: Synechococcus sp. PCC 7335, h: Synechococcus sp. WH 5701; méretvonal: 5 ym.

I1/5. tablazat. A Synechococcus-csoport klasszikus felosztasa
(Waterbury és Rippka 1989 alapyan)
Az egyes k jellemzésénél zardjelben szerepli adatok a csoportban talilhats egy tirzs kingrd értéke/ tnlajdonsaga,

amely a tobbi i: ilf nem jellems; a klasszikens felosztdsban szerepld tirzseket ld. 11/ 1. dbra.
alcsoport . méret mozgds- (0 fEnygyijté  genom
élchely . . .
neve (um) képesség pigment G+C%
Cyanobacterinm (CY A) szikes t6, tézeglap 1,7-2,3 nincs PC 39-40
édesviz, mélytengeri nincs
Synechococens (SYN) hoforras 1-2 (3) (vagy van) PC 48-56
tengeri A (MC-A) parti és nyile 6cein - 0,6-1,7 "an“mv“sgy PE 55-62
C
tengeri B (MC-B) parti 6cedn 0,8-1,4 nincs PC 63-69
tengeri C (MC-C) parti 6cean, brakkviz 1,2-2 nincs gg) 47-50
Cyanobinm (CBM) édesviz (brakkviz) 0,8-1,4 nincs PC 66-71

a. Nem tengeri, Synechococcus-tipusii pikocianobaktérinmok

A hagyomanyos megkozelités szerint a Cyanobacterium nemzetség (alatimasztva a moleku-
laris vizsgalatok eredményeit) morfoldgiai-biokémiai tulajdonsigait tekintve (tilakoidok helyzete,
karotinoid-6sszetétel, genom G+C% s7b.) is hatarozottan kilonbozik a Cyanobium/ Synechococcus
nemzetségektSl (Komdrek és misai. 1999; 11/4. és 11/ 5. tiblizat). Bz utbbi két nemzetség klasszikus
elkiilonitése viszont azon alapult, hogy a Cyanobinmok konstans sejtmérettel rendelkeznek, mig a

LWvalodi” Synechococcusok sejtjei extrém korilmények k6zott megnyulnak és szabalytalanul osztod-
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nak (Komrek és mitsai. 1999, Jezberovd és Komdrkova 2007b). Az izolatumok kozott killonbségek talal-
hatok pl. a kilsé6 membranjuk szerkezetében, karotinoid tartalmukban, fénystressz toleranciajuk-
ban, tipanyaghidnyra adott vilaszukban és a sejtfelszini struktardakban (Erust és mitsai. 1996, Postins
és Ernst 1999, Moser és mitsai. 2009). A legjellemz6bb eltérést az egyes sejttipusok kézott, mint azt
korabban emlitettiik, azonban a 6 fénygy(jté pigment tipusa (PE vagy PC) adta és ez a tulajdon-
sag jol megkiilonboztethetd volt a kornyezeti mintak legaltalinosabban hasznalt vizsgalati méd-
szereivel (epifluoreszcens mikroszkopia, aramlasi citometria) is.

A nukleinsav alapu vizsgilatok eredményei viszont nemcsak a kordbban megalkotott
nemzetségek létjogosultsagat kérdGjelezték meg, hanem ravilagitottak arra is, hogy kis genetikai
eltérés olykor jelentSs fiziolbgiai-6koldgiai killonbségekkel parosulhat (pl Ernst és mitsai. 2003) és,
hogy a fotoszintézissel kapcsolatos Gkofiziologiai jellemzok (p/. pigmenttipus) nem mindig kap-
csolhatok Gssze a filogenetikai p()zici(')val10 (Crosbie és mtsai. 2003a, Ernst és mitsai. 2003, Chen és

mitsai. 2004, Everroad és Wood 2006).

11/6. tablazat. A Synechococcusok és Cyanobiumok felosztisa a prokaridta taxonémia irdnyelvei alapjan
(Herdman és mtsai. 2001 alapjin)
Az egyes esoportokhoz, tartozd tirzseket Id. 1T/ 1. dbray vi. 11/ 5. tiblizat.

méret mozgds-  genom

t SIGhel) 5h jell 3
csopor: (wm) képesséa  GH+C% élchely egyéb jellemzd

Cyanobinm (Cbm)

cluster 17 ; édesviz, nem képesek tengeri tipkézegben

ster .a. nin .a.

custe e 8 e brakkviz novekedni, SM-1 cianofag gazdai®

s s . édesviz, képesek tengeri tapkozegben

cluster 2 na. nincs 70 brakkviz novekedni

Synechococens (Syn)

“cluster 17 1,0-1,5 nincs 50-56 édesviz nincs C-PE, alacsony sétolerancia
’subcl. 1.1 1,0-1,2 nincs 55-56 édesviz AS-1M cianofag gazdai
subel. 1.2 1,3-1,5 nincs 50 édesviz AS-1M cianofag nem képes fertézni

“cluster 2’ 1,2-1,4 nincs 52-54  hoforrasok nines C-PE, alacsony i()t()lerancia,

termofilek
nincs C-PE, kértlbelil a korabbi MC-C

’cluster 3’ 1,2-2 i k >

cluster 2-2,0 nincs 49 tengerel csoportnak felel meg ™

cluster 4 1921 e 47 tengerck obligat magas sotartalom, CA I1I;

nitrogendz szintézis anaerob kérnyezetben

*cluster 5’ 0,6-1,7 lehet 55-66 tengerek a korabbi MC-A és MC-B csoportok

koriilbelil a kordabbi MC-A csoportnak felel

meg, PUB is lehet, magas sotartalom igény
’subcl. 5.22 0,9-1,4 nincs 63-66 tengerek nincs C-PE

“kivéve Cyanobinm sp. PCC 6710, PCC 7009, ** Top>53 °C, ™ kivéve Synechococens sp. PCC 7335; n.a. - nincs adat,

egyéb roviditéseket /d. 11/5. és F/ 1. tablizat.

’subcl. 5.17 0,6-1,7 lehet 55-62 tengerek

10 ltaldban az egyes csoportokra ugyanaz a pigment jellemz6 (PC vagy PE), de némelyik csoportnal (pL A csoport,
11/4. dbra) vegyesen fordulnak el6 (Crosbie és mitsai. 2003a); erre két eltéré magyarazat sziletett (i) az Gsi sejtek PC-t és
PE-t egyarant tartalmaztak, (77) egyes csoportok tagjai a kornyezeti feltételekhez adaptaloédva horizontalis géntranszfer
vagy mutacio révén jutottak hozza az adott kérnyezetben hatékony pigment-kombinaciohoz (Erust és mitsai. 2003)
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Harom f6 rendszerezési stratégia latott napvilagot a molekularis biolégiai vizsgalatok
eredményeinek titkrében: (7) a Synechococcus-csoport integralasa a prokariota rendszertanba a bakté-
riumokra jellemzé kulcsfontossaga bélyegek (p/ sejtméret, genom G+C%, sotolerancia) alapjan
(Herdman és mtsai. 2001; 11/ 6. tdblizat); (ii) az egyes filogenetikai csoportok elnevezése az izolatu-
mok foldrajzi el6fordulasa alapjan (Erust és mitsai. 2003, 11/ 1. dbra) és (iii) ezen csoportok szam, /.
bettikédokkal torténd ellatisa (Robertson és mtsar. 2001, Crosbie és mitsai. 2003a; 11/ 1. dbra). Kozos
vonas mindharom megkdzelitésben, hogy a faji elnevezéseket mellézni igyekszenek (kivétel a Cya-
nobium gracile, Ernst és mtsai. 2003). Ujabb térzsek jellemzése azonban a harmadik és egyben leg-
visszafogottabb rendszerezési megkozelités gyakotlati hasznalhatésagat latszik igazolni. A ciano-
baktériumok pikofitoplankton kladjan beliil ugyanis szamos kozmopolita csoport fordul el, szé-
les foldrajzi elterjedéssel'’, bar néhanyndl korlatozott eléfordulds, endemizmus is tapasztalhat6
(Crosbie és mtsai. 2003a, lvanikova és mtsai. 2007, Sdnchez-Baracaldo és mtsai. 2008). Kérdés persze,
hogy ez utébbi mennyire tekintheté az alulmintizottsig megnyilvanulasanak (Pollock és mitsai.
2002, Crosbie és mitsai. 2003a), hiszen a részletes, k6z6sségi DNS kivonason alapulé pikofitoplank-
ton vizsgalatok csupan néhany viztérre korlitozédtak'>. Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy a
cianobaktériumok pikofitoplankton kladjanak nem-tengeri again belil érdekes mdédon tengeri

izolatumok is el6fordulnak (Everroad és Wood 2006).

b. Tengeri Synechococcusok

A cianobaktériumok tengeri pikofitoplankton kladja (Urbach és mtsai. 1998) egy monofileti-
kus csoport'’ valamennyi Prochlorococcus és a legtdbb obligat tengeti Symechococcus izolatummal (11/7.
dbra).

Ujabban a tengeri Syrechococcnsok csoportjait a riboszémalis operon régisinak (168 fDNS
és I'TS) 6sszehasonlito vizsgalata alapjan jelolik ki és romai szamokkal latjak el 6ket (Fuller és mitsai.
2003, Ablgren és Rocap 2006; 11/ 1. dbra). Megtartva a korabbi szokast és figyelembe véve a taxonok

eltéré tulajdonsagainak meglétét, az igy megalkotott csoportokhoz is igyekeznek egyedi jellegeket

' Crosbie és misai. (2003a) szerint a szabadon él6 mikrobak tobbségének elterjedését a sejtek kis mérete és nagy abun-
dancidja miatt kevéssé kotlatozzak foldrajzi hatirok és a legtobb pikocianobaktérium csoport globalis elterjedtsége
mellett foglalnak allst

12 érdekes tendencia, hogy az id6 el6rehaladtaval (és jabb éléhelyek vizsgalataval) hogyan médosul a korabban
kotlatozott foldrajzi elterjedéssel jellemzett csoportok helyzete, p/ a szubalpin I csoporttdl (Emst és misai. 2003, 11/ 1.
dbra) mar a névadas és a publikacié megjelenésének évében kideriilt, hogy nemcsak k6zép-eurépai tavakbol szarmazé
izolatumokat tartalmaz (Crosbie és mtsai. 2003a); hasonléan az E csoporthoz (Robertson és mtsai. 2001; 1T/ 1. dbra) tartozéd
pikocianobaktériumok kizarélag japan tavakbol voltak ismertek egészen 2007-ig (Ivanikova és misai. 2007, Haverkamp és
mtsai. 2008, Haverkamp és mtsai. 2009); egy-egy tjabb mintavételi hely (Fels6-to, Balti-tenger) bevonasa a vizsgalatokba
azonban Ujabb, eddig még nem kimutatott csoportok felfedezésével jarhat (Ivanikova és mtsai. 2007, Haverkamp és mtsai.
2008), amik talan csak ideiglenesen képviselnek az adott viztestre vonatkozo egyedi jelleget; Gj primerek alkalmazasa-
val szintén 4j csoportok kertlhetnek el6 (Haverkamp és misai. 2008, Sdnchez-Baracaldo és mitsai. 2008)

1316S tDNS alapon a tavolsag 3%-nal kevesebb (Moore és misai. 1998, Jobnson és mtsai. 2006)
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kapcsolni, p/. a I csoport kotédését a felszini vizrétegekhez (Toledo és Palenik 2003), mozgasképes-
séget'* a 111 csoporthoz (Toledo és mtsai. 1999, Fuller és mitsai. 2003), a PUB meglétét a VI csoport-
hoz (Fuller és mtsai. 2006a) vagy a kromatikus adapticié képességét a XV csoporthoz (Ablgren és
Roeap 2006). Olykor ezen tulajdonsagok kizardlagos el6forduldsat az adott csoporton belil a ké-
s6bbi kutatasi eredmények felilirjak, mint ahogy az a mozgasképesség esetében is tértént (Chen és

mitsai. 2004).

A Prochlorococcus nemszetség’

A Synechococensoktol eltéréen a Prochlorococens nemzetség monofiletikus és kizardlag 6ced-
nokban és tengerekben fordul el6'. KépviselSik az ismert legkisebb sejt- és genomméreti foto-
szintetikus szervezetek'” (Partensky és mtsai. 1999, Rocap és mitsai. 2003).

A sejtek egyszeri felépitése (kis sejtméret, fikobiliszomak hidnya s70.) meghatarozé szere-
pet jatszhat a Prochlorococcns nemzetség nagyfoku 6kologiai sikerességében és elterjedésében tipa-
nyagban szegény kornyezetetekben, igy az oligotréf dceanok nyiltvizi régidiban (Partensky és mitsai.
1999; ld. még F3. Fiiggelék). Legnagyobb mennyiségben a felszinhez kozeli, rétegzett és tapanya-
gokban szegény vizben fordulnak el6 (Olson és mtsai. 1990b, Campbell és mitsai. 1997, DuRand és
mitsai. 2001, Jobnson és misai. 2006). Mennyiségik a hémérséklettel pozitivan, mig példaul a nitrat
koncentracidjaval negativan korreldl, a sarki vizekbdl hidnyoznak és csak alacsonyabb szimban
fordulnak el6 a tapanyagban gazdagabb mélyebb régidkban (Partensky és mtsai. 1999, Jobhnson és

mitsai. 2006). Bar 16S rDNS alapon kevesebb, mint 3% kilonbség van a nemzetség tagjai kozott

4 néhany tengeri Synechococcus képes a mozgas egy specidlis formajara, ami barmi lathaté mozgaté organellum nélkil
valosul meg (Waterbury és mtsai. 1985); ezeknek a sejteknek adaptiv elénye szarmazhat abbdl, hogy kemotaktikus
valaszt adnak kilonféle nitrogénformak irant, amelyek limitalé forrasként szerepelhetnek az oligotr6f 6ceanokban
(Willey és Waterbury 1989; Toledo és mtsai. 1999); hasonlé szerepe lehet a mozgasnak egyéb mikrokornyezetek felderité-
sében is (Toledo és misai. 1999), és nagy szedimentacios rataval jellemezhetd helyeken, ahol az eltemetédés utan a fel-
szin felé mozgas (fényforras) elényos lehet (Szal 1995)

5 a Prochlorococcus abban killonbézik a tobbi proklorofitatél, hogy divinil Chl # és & is megtalalhaté a sejtekben, mig a
Prochloronnal és Prochlorothrisnél nem (Chisholm és mitsai. 1988)

16 Prochlorococcus-szerti lények édesvizi el6fordulsarl minddssze egy tanulmany szamolt be egy ecutrdf dél-
spanyolorszagi viztarozoban (Corzd és misai. 1999), a partikulumok azonban val6szintleg az aramlasi citométer 4ltal
detektalt apro élettelen szemcsék lehettek (Thomas Weisse, szobeli kizlés); az izraeli Kinneret-toban (masnéven Galileai-
tenger, Tiberias-td, a Biblidban Genezareti-td) tenyésztéstdl fiiggetlen molekularis biologiai modszerekkel a tengeri
Synechococcus/ Prochlorococcus kladhoz nagyon kozeli klonokat taldltak, amik Gsei valoszinidleg abbdl a tengervizbél
szarmaznak, amellyel a t6 kapcsolatba kertilt a foldtorténeti multban (Junier és mitsai. 2007)

17 vélhetSleg annak készonhetGen, hogy a nyilt cedn relative allandé kornyezet biztosit és a génexpresszié szabalyo-
zasahoz nincs sziikség regulicios rendszerre (Palenik és mtsai. 2003, Rocap és mtsai. 2003); a kis genomméret valoszini-
leg a sejtek energia- és anyagforgalmi igényeinek gazdasagosabba tételét szolgalja; ezt példazza a genom GC-aranya-
nak cs6kkenése is, ugyanis egy AT bazispar eggyel kevesebb nitrogénatomot tartalmaz, mint egy GC (Dufresne és misai.
2005).
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(Moore és mtsai. 1998, Urbach és mtsai. 1998), fiziologiai szempontbdl tobb eltéré csoport, zn. Skoti-
pus' taldlhat6 kozottiik (Moore és mtsai. 1998, West és Scanlan 1999, West és mtsai. 2001). Bzek jelen-
tésen kulonboznek fényintenzitasi optimumukban, pigment-Osszetételikben, fénygydjté haté-
konysagukban, nitrogén-hasznositasi képességtikben és cianofag-specifitisukban is, és ennck
megfelel6en kiilénb6z6 niche-cket foglalnak el az éceanokban és tengerekben horizontalisan és a
vizmélység szerint (pl. West és Scanlan 1999, Johnson és mtsai. 2006, Zwirglmaier és mitsai. 2008).

A kisebb Chl b/a, arannyal rendelkezd torzsek nagyobb fényintenzitis mellett képesek
novekedni, ahol a nagyobb Chl b/a, arinya Prochlorococcusok viszont nem (Moore és mitsai. 1998).
Ennek alapjan kilonitik el a felszinhez kozeli, altaliban tipanyagokban szegényebb vizrétegekre
jellemz6 HL (high light-adapted’, azaz er6s fényhez) és az alsébb, tipanyagokban gazdagabb
rétegekben el6fordulé LL (low light-adapted’, azaz gyenge fényhez adaptalédott) dkotipusokat™®
(Moore és mtsai. 1998, West és Scanlan 1999, West és mtsai. 2001, Fuller és mitsai. 2005, Fuller és mitsai.
2006a). Ebben az esetben a filogenetika és a fenotipus is jol 6sszekapesolhatd (II/1. dbra), abbol
pedig, hogy az LL &kotipus para-, mig a HL. monofiletikus (Moore és mtsai. 1998, Rocap és mitsai.
2002) egyes szerz6k evolicios folyamatokra is kovetkeztetnek'”. Mig a kétféle tipust Prochlorococens
a nemzetség elterjedési tertletén belil szinte mindenhol el6fordul, a HL 6kotipus két csoportja
(HL I és HL II) esetében geografiai szeparacié figyelheté meg (West és mitsai. 2001, Zwirglmaier és
mitsai. 2008). Mas szerzOk ezzel szemben hat 6kotipust kilonitenek el a Prochlorococensokon belil

(Rocap és mtsai. 2002, Johnson és mitsai. 2006, 11/ 1. dbra).

Egyéb nemzetsigek

A koribban bemutatott, legjelentésebb nemzetségek mellett talan a Synechococcusnal
nagyobb méretd (2-5 pm) Synechocystis limmnetica nevével talalkozhatunk a leggyakrabban (Swanson és
mitsai. 1991). Mivel Gjabban a pikoalga nemcsak egysejtt formakat jelol (a koloniaképzéstdl /d. 4.
Fiiggelék), és a koloniakrdl leszakadhatnak morfoldgiai tekintetben a Synecho- és Prochlorococcnsokhoz
sok esetben nagyon hasonld sejtek, el6fordulhat, hogy ezeket az egyedeket is beleszamoljik a

pikocianobaktériumok abundanciajaba.

18 felkeveré hatasok kovetkeztében mindketté Skotipus elé6fordulhat ugyanazon vizmélységben vagy akar a teljes
vizoszlopban is (Ferris és Palenik 1998, Moore és misai. 1998, West és mtsai. 2001, Zeidner és Béja 2004, Fuller és mitsai. 2005)
19 miutin az Gsi Prochlorococcus tipus megszerezte a Chl a, és b, szintézisének tulajdonsagat, képessé vélt az 6ceanok
mélyebb vizrétegeinek kolonizaldsara (LI 6kotipus), ahol a tapanyagokért folytatott versengés kevésbé volt kifejezett,
majd tovabbi moédosuldsok eredményeként tdlélése biztositottd valt nagyobb fényintenzitasok mellett is (HL
okotipus) (Rocap és mtsai. 2002, Dufresne és mitsai. 2005)
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Edesvizek planktonikus, olykor piks méretii sejtekkel is rendelkez, de jellemzéen nem a
pikocianobaktériumok kozé sorolt képvisel6i lehetnek még az egysejtid Cyanothece és a kolonias
Aphanocapsa, Aphanothece, Chroococcus, Cyanodictyon, Merismopedia, Microcystis, Snowella és Woronichinia
nemzetségek (Callieri és Stockner 2002, Rajaniemi-Wacklin és misai. 2005, Willame és mitsai. 2006).
Megemlithetjik tovabba, hogy a Geitlerinema, Komvophoron, Leptolyngbya és Psendanabaena fonalak
sejtjel is lehetnek 2 um-nél kisebbek (Rajaniemi-Wacklin és mtsai. 2005, Willame és mtsai. 2006). Az
itt emlitett nemzetségek (II/5. dbra) jelentSs részének taxondmiaja azonban a Synechococcnsokhoz

hasonl6an problémds, reviziot igényel (Robertson és mitsai. 2001, Komdrkovd és mtsai. 2010; 11/ 1. dbra).

I1/5. abra. Olykor piko méreti sejtekkel is rendelkez6, de jellemzben nem a pikocianobaktériumok
koz¢é sorolt nemzetségek tagjainak mikroszképos képe
(a: Komdrkovd és mitsai. 2010; b-g és i: Willame és mtsai. 2006, b: Marbouty és mtsai. 2009 alapjan)
a: Chroococens sp. [JCM, b: Geitlerinema sp. 0BU40S'1, c: Komvophoron sp. 0RO3651, d: Leptolyngbya sp. 1ES2551, e:
Microgystis sp. 7]1.338'1, £ Psendanabaena sp. 02036582, g: Snowella litoralis 1ES4252,
h: Synechocystis sp. PCC 6803, i: Woronichinia liana 1ES4281; mé /10 pm.

Pikoeukariota algik

Az apr6, gémb alaku zoldalgakat (Chlorophyta) leginkabb Chlorella vagy Chlorella-szerd,
ill. Nannochloris és Nannochloris-szer(i algaként emlitették (Szockner 1991). Mara a korabban t6bb
mint 100, édes-, tengervizbél és talajbdl izolalt, i//. endoszimbionta™ fajt magaban foglal6, az alap-
kutatasban és az alkalmazott tudomanyok teriiletén egyarant jelentés Chlorella nemzetség mind-
Ossze harom fajra szakilt (Chlorella lobophora, C. sorokiniana és C. vulgaris). Szamos korabban ide

tartozé faj molekularis biologiai vizsgalatok (genom G+C%, 188 rDNS és I'TS régiok bazissor-

20 az endoszimbionta fajokat eredetileg Zoochlorellinak nevezték (Luo és mitsai. 2010)
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rend elemzése) alapjan més (sokszor Gj) nemzetségbe keriilt 4™ (Huss és mtsai. 1999, Krienitz és
mitsai. 2004; Melléklet M/ 3. tibldzata). Hasonloképpen a Nannochloris nemzetségr6l is bebizonyoso-
dott polifiletikus volta (Yamamoto és mtsai. 2003, Henley és mitsai. 2004; Mellékler M/ 3. tdbldzata). S6t,
megallapitottak, hogy édesvizben inkabb a Choricystis, Mychonastes és Pseudodictyosphaerinm nemzet-
ségek képvisel6i alkotjdk dontéen az eukaridta pikofitoplanktont (Padisik és mtsai. 1997, Hepperle és
Krienitz 2001, Hepperle és Schlegel 2002, Fawley és mtsai. 2004, Fawley és mtsai. 2005, Somogyi és mtsai.
2009a), és a Chlorella fajok csak a tagabban értelmezett prko méret-kategéria (S 3 pm) felsé
hataran taldlhatok, bar az autosporak mérete lehet 2 um-nél is kisebb (Callieri 2008; 11/ 7. tdblizat).
Megdélni latszik az az dltalinosan elfogadott nézet is, amely szerint az édesvizi eukaridta
pikofitoplanktont kizarélag a Chlorophyta csoport tagjai alkotjak. Ugyanis az utébbi években
tobb kontinensrdl leirtdk az (el6z6ektdl epifluoreszeens mikroszkopiaval nem megkiilénboztet-
het6) Nannochloropsis limnetica (Heterokontophyta) eléfordulasat édesvizekben (Krienitz és mitsai.
2000, Fietz és mtsai. 2005, Fawley és Fawley 2007), amely akar tomegprodukciét (bloom’) is okozhat
(Krienitz és mitsai. 2000). Egyes apt6 kovaalgak (Bacillariophyceae) sejtjei (Cyelotella és Stephanodiscus
nemzetségek) is elérhetik a piko méretkategéria felsé hatarat (2-3 um) (Callieri és Stockner 2002).
Az édesvizi eukariota pikofitoplankton meglehetés morfolégiai (I1/6. dbra) és taxondémiai
szegénységétl (11/7. és Melléklet M/ 1. dbra) eltérGen a tengeri pikoeukariota algdknak mintegy 70
fajat kilonboztetik meg, amelyek szamos magasabb rendd taxon kozott oszlanak el, 1ényegesen
nagyobb mortfoldgiai és genetikai diverzitast képviselve (Iaulot és mitsai. 2008; Melléklet M/ 4. tibli-
zata). A kép azonban korantsem teljes, évente t6bb Uj tengeti csoport felfedezésérdl szamolnak

beZZ

3. A planktonikus pikoalgakat befolyasol6 kérnyezeti hatasok

A pikofitoplankton mennyiségének és Osszetételének id6- és térbeli szerkezetét szimos
abiotikus (fény, hémérséklet, tipanyagok mennyisége, pH s#b.) és biotikus hatis (predacié, viralis
lizis s7b.) befolyasolhatja. Ezek a hatdsok sokszor nagyon intim kapcsolatban vannak, és olykor
nem is az a valtoz6 magyarazza a megfigyelt jelenséget, amirdl azt el6sz6r gondolnank; p/. a sejtek
aggregalédhatnak egymashoz és szerves partikulumokhoz (Simon és mtsai. 2002), majd lestllyedve

az afotikus zéndban latszélagos tomegprodukciot okozhatnak (Budinoff és Hollibaugh 2007).

21 a legtjabb vizsgilatok nagyszamu torzs bevonasaval tovabbi kriptikus, lefrdsra varo fajok jelenlétét valdszindGsitik a
nemzetségen beltl (Miiller és mtsai. 2005, 1o és mtsai. 2010)

2 pl a nemrég felfedezett tengeri pikoalga csoport, az egysejti pikobilifitik (~2-6 pm), amelyek vélhetSleg
miésodlagos endoszimbidzissal szerezték meg plasztiszukat és a fikobilineket (Noz és mitsai. 2007)
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I1/7. tablazat. A leggyakoribb, kontinentalis vizekben el6forduld egysejti pikoeukariota algik (< 3 pm-es
legkisebb atmérdji sejtekkel rendelkezé fajok) és f6bb jellemzik
(Krienitz és mtsai. 1996, Hanagata és misai. 1999, Krienitz és mitsai. 2000, Lewin és mtsai. 2000, Hepperle és Krienitz 2001,
Hepperle és Schilegel 2002, Roesler és mitsai. 2002, Yamanoto és mitsai. 2003, Henley és mtsai. 2004, Krienitz, és mitsai. 2004,
Yamamoto és mtsai. 2004, Fawley és mtsai. 2005, Fietz és mtsai. 2005, Fawley és Fawley 2007, Y amamoto és mtsai. 2007, Vanlot
és mtsai. 2008, Luo és mitsai. 2010 adatai alapyan)

nemzetség faj I(Z:jt alak Jellemzd tulajdonsig
Chlorophyta, Chlorophyceae
Mychonastes homosphaera 1,545 g6mb, osztédas autospora képzéssell (2, 4 vagy 8),
5) ovilis bordazott sejtfal, csésze alaku plasztisz
pirenoid® nélkiil, plasztoglobulus” el6fordulhat,
sejtjei 6sszetapadhatnak
Psendodictyosphaerinm’™ _jurisii 2,3-4,5 go6mb osztédas autospora képzéssel; dltalaban laza
szerkezetd, kocsonyas matrixba agyazott,
szdlakkal egymashoz kapcsolt kolonids forma,
ami széteshet maganyos sejtekre; plasztisz
pirenoid nélkiil
Chlorophyta, Trebouxiophyceae
Chlorella™ ‘minutissima 2,5-5 g6mb osztédas autospora képzéssel (2 vagy 4), sima
C-1.1.9 (6-8) sejtfal, nincs kocsonyaburok, pirenoid van
sorokiniana
vnlgaris
Chorigystis™ minor 1,5-3 g6mb, osztédas autospora képzéssel (2), sima sejtfal,
ovilis szalag alaku plasztisz pirenoid nélkiil, olykor
koloéniat képez kocsonyas burokkal
Marvania”™ coccoides 2-3 g6mb bimbozasos osztodast
Meyerella Pplanktonica 1,8-5,0 g6mb, osztédas autospora képzéssel (2 vagy 4), szalag
(~6) ovalis alaku plasztisz pirenoid nélkil szamos
keményitGszemcsével, zsircseppek gyakoriak
Nannochloris bacillaris 1-1,5 x palcika kettéosztodas”
3-5
Parachlorella™ beijerinckii 2,5-8 g6mb, osztédas autospora képzéssel (2, 4 vagy 8),
ovilis olykor kocsonyaburok jellemzd
Picochlornm oklahomense 2 26mb, osztédas autospora képzéssel (2),
ovalis keményitGszemesék eléfordulhatnak, hiperszalin
kornyezetekben fordul elé
Chlorophyta, Prasinophyceac
Picocystis salinarum 1-3 g6mb, autosporulcio, a sejtfal f6 komponense
ML t6rzs™ harom-  poliarabinéz™*", kiilonleges karotinoid
karéja Osszetétel, széles pH- és sotolerancia, alacsony
fényviszonyokat és anoxikus koriilményeket is
jol toleral, kizardlag sés tavakban fordul elé
Heterokontophyta, Eustigmatophyceae
Nannochloropsis™ limnetica 1,5-6 g6mb, autosporulacio, 1-8 plasztisz, oridssejtek is (akar
ovilis, 10 pm), sejtfal papilla, bimbozasos osztodas,
sziv, hideg id6szakokhoz adaptalt, nagy mennyiségt
csepp w3-telitetlen zsirsav

* kizarolag a megnevezett fajokra vonatkozo adatok, zardjelben az autosporangium mérete; ™ eredetileg Dictyosphaceropsis,
“* ezekben a nemzetségekben egyéb, piko méretiinél nagyobb sejtekkel rendelkez6 planktonikus fajok is el6fordulnak, p/.
Marvania geminata (3,5-3,8 pm), Parachlorella kessleri (5-8 pm) és szamos Chorigystis faj (3-15 pm); ™ feltehetSleg a Picocystis

salinarunmal nem azonos fajt képvisel, taxon6miai leirisa eddig nem tortént meg;
és glitkdzamin polimer a szalas sejtfalalkotd

a t6bbi klorofitanal gliik6z, mann6z
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Chlorella sorokiniana  Chlorella vulgaris Choricystis minor
IAM C-212 IAM C-5368 SAG 2511

Marvania coccoides
KR 1986/27 CCAP 251/1B

Meyerelia planktonica
Itas 2/24 S-9w  ltas 2/24 S-1w

3
Dan
'mg

Nannochloris
bacillaris NRJ

Nannochloropsis limnetica
baik90 baik03
k

“~

Picochlorum oklahomense
SPNWR 980625-4A

Pseudodictyosphaerium jurisii SAG 37.98

rqe = P -' : v
visd g t - : h(v 4

11/6. abra. Kisméretd, kontinentalis vizekben el6fordulé planktonikus eukariota algak
(a és b: Yamamoto és misai. 2003, ¢ és d: Krienitz, és mtsai. 1996; e: Yamamoto és mtsai. 2007; [ és g: Fawley és misai. 20057 b és i
Hanagata és misai. 1999, j: Y amamoto és mtsai. 2007; k és I: Fietz és mitsai. 2005, m, n és o: Krienitz és mtsai. 20045 p és g:
Henley és mtsai. 2004; 1, 5 és #: Lewin és mtsai. 2000; u és v: Krienitz és mitsai. 1999 alapydn)
Meéretvonal: Tumy C: kloroplasztisz, G: Golgi-test (diktioszima), k: keményitdszenise, M: mil drinm, N: nuklensz, per: peroxi-
s30may pap: sejtfal papilla, Py: pirenoid/ pirenoid-szeri test, R: riboszimik, 3: elektrondenz; zarvinyok; Id. még Melléklet M/ 2. dbra.
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Fény

A vizalatti fényklimat" (a fény intenzitdsat és spektralis Gsszetételét) dontden befolyasolja
a vizmolekulak fényabszorpcidja (510, 600 és 740 nm kornyékén, 11/ 3.c. dbra), ami a kilonbo6zé
vibraciés mozgasokhoz sziikséges energiat fedezi (Stomp és mtsai. 2007a). Az igy 1étrejové elkulo-
nulé spektralis niche-ek megfeleltethetSk a bolygonkon taldlhaté f6bb fotoszintetikus pigmentek
abszorpciés spektrumaval, vagyis a fototr6f szervezetek képesek voltak pigmentjeik révén a
bolygénkon hozzaférheté ,,fénykindlathoz” alkalmazkodni (Stomp és mitsai. 2007a; 11/ 3. dbra).

A tiszta viz f6ként v6rds és infravords tartomanyban abszorbedl, a voros fény £b. 10
méter mélyen mar szinte teljesen eltinik a spektrumbél. Ez eredményezi az 6ceanok kék szinét
(I1/ 3.¢-d. dbra). A vizmolekulan kiviil azonban kiilonb6z6 oldott és lebeganyagok szintén jelentds
meghatarozoi a vizalatti fényklimanak, ezek jellemz&en a spektrum kék tartomanyaban nyelnek el.
Tgy ezen anyagok novekvé mennyiségével a vizalatti fény spektralis Gsszetételénck meghatirozéja
a z6ld, majd a voros fény lesz (II/3.c. dbra), 1étrehozva az zn. voros eltolodas (red shift)
jelenségét. Harmadik tényezéként maganak a fitoplanktonnak az abszorpcidja szerepelhet, annak
pigmentdsszetételtol fliggd specifikus elnyelésével. Hazai sekély tavaink vizalatti fényklimajara a
vOros és zold fény dominanciaja jellemzo.

Bar a fénnyel kapcsolatos kutatdsok eredményei egyértelmivé tették, hogy a pikofito-
plankton mennyiségi és minGségi viszonyainak meghatarozasiaban a vizalatti fényklima fontos
szerepet jatszik (Pick 1991, Callieri és mtsai. 1996, 1 oris és mitsai. 1998, Stomp és mtsai. 2007 a, Stomp és
mitsai. 2007b), az egyszerség kedvéért sokszor a fénykioltas mértékét megadd vertikdlis extinkcids
koefficienssel keresnek dsszefiigaéseket”™ (Pick 1991, Viris és mtsai. 1998). Mivel maga a viz is speci-
fikus hullimhosszon eredményez fénykioltast, a viz mélysége, a fényintenzitds és a spektralis
Ssszetétel szoros kapcsolatban van egymadssal.

A vizalatti fényklima alapvet6en meghatirozza a pigmenttipusok eloszlasat. A féként
vOros fényt abszorbealé PC-gazdag (z6ldeskék szind) pikocianobaktérium sejtek sekély, eutrof és
,,szines” vizekre jellemzéek dltalinossagban; mig a kék fényt hasznosité PE-pigment-dominancia-
ji (voros) torzsek a mély, oligotrof és mezotrdf tavaknak, valamint az 6ceanok és tengerek nyilt-
vizi régidinak domindns tagjai (Pick 1991, 176ris és mitsai. 1991, Viris és mtsai. 1998, Wood és mitsai.

1998, Stomp és mtsai. 2007b). Mas cianobaktériumoktdl eltéréen azonban a vizalatti fényklima meg-

2 kimutattak, hogy a vertikalis extinkcios koefficiens 0,25 m! alatti értékei esetén a jellemzGen a kék és zold fény,
mig 2,25 m'! feletti értékei esetében a voros fény hatol legmélyebbre (176765 és mtsar. 1998)
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valtozasahoz nem képesek a PE és PC kiegészitS szintézisével adaptalodni (Grossman és mitsai.
1993; F2. Fiiggelék), ezért a fényviszonyok megvaltozasa az édesvizi Synechococcusok esetében
dontéen kihat a genotipusok eloszlasara is (p/. Crosbie és mtsai. 2003a).

A fényklima és a taxonémiai determindltsig masik érdekes példajat adja a tengeri pikocia-
nobaktériumok eloszldsa. A Prochlorococcns nemzetség tagjainak fénygy(jté antenndja alkalmasabba
teszi Gket a kék tartomanyban térténé fényabszorpcidra, mint a zoldére (Morel és mitsai. 1993,
Moore és misai. 1995, Ting és misai. 2002; 11/ 3. dbra); ezért az dcednok nyiltvizi régiiban a Prochloro-
coceusok dominancidja a mélyebb régidkra (~30 m alatt) jellemz6 (Olson és mtsai. 1990b, Partensky és
mitsai. 1997, Ting és mtsai. 2002), ahol a kék fény az uralkod6 (Kirk 1994). Ellentétben a felszinhez
kozeli rétegekkel, ahol a kék és zold fény a Synechococcusok szaporodasanak kedvez, készénhetéen
a fikobiliszomaikban megtalalhaté pigmenteknek (More/ és mtsai. 1993, Moore és mitsai. 1995, 11/ 3.
dbra). Az dceanok parti régidiban viszont hidnyoznak a Prochlorococcus nemzetség tagjai még a mé-
lyebb rétegekbdl is, és kizardlagosan a Synmechococcusok képviselik a pikocianobaktérium frakciot
(Carr és Mann 1994, Partensky és mitsai. 1997), itt ugyanis az 6cean vizének 6sszetétele (huminanya-
gok és a fitoplankton magas koncentraciéja) miatt szintén a z6ld fény az uralkodé (Kirk 1994).

A fény spektralis Gsszetétele mellett a vizalatti fényklima masik f6 meghatarozoja a fényin-
tenzitds. Alacsony fényintenzitasi viszonyok pedig a pikoalgik elterjedésének kedveznek (I1/2.
tablizat). Az intracellularis pigment-koncentracié csokken a novekvé sejttérfogattal (Bricaud és
mitsai. 1988) megakadalyozva a pigmentek miatt bekévetkez sejten beltli fénykioltds hatisinak
er6sodését. Részben ezzel magyarazhatd, hogy a kisebb méretd sejtek t6bb fényt abszorbedlnak
sejttérfogatukhoz képest, mint a nagyobb méretiick és jobb kompetitorok fényszegény viszonyok
mellett® (Agusti 1991). Edesvizben pozitiv korrelaciot talaltak a fényextinkcios koefficiens és az
cukariéta pikoalgdk a pikoplankton biomasszajahoz viszonyitott aranya kozott (Pick és Agbeti
1991), és negativ Gsszefliggést a pikocianobaktériumok sejtszima és a fénykioltds, 7/ a PE-
pigment-dominancidju sejtek ardnya és a fénykioltas kézott (Pick 1991, Stomp és mtsai. 2007b).

A pikoalgdk akar a felszini fény kevesebb, mint 0,1%-a mellett is képesek névekedni
(Roester és mtsai. 2002). A mélyebben fellelhet6 pikoalga sejtek erésebb autofluoreszcenciat mutat-
nak, mint a felszin kozelében levSk (L és Wood 1988, Olson és mitsai. 1990a, Padisik és mtsai. 1997).
A Synechococcusok alacsony fényviszonyokhoz térténd adaptacidjuk sordn megnovelik a Chl/sejt
(Malinsky-Rushansky és mitsai. 2002) és a fikobiliszoma/Chl a aranyukat (Kana és Glibert 1987) a

fényabszorpci6 hatékonyabba tétele érdekében. Erdteljes megvilagitas esetén viszont a PE/Chl

24 a mérsékelt 6vi tavak mélyebb rétegeiben is dominansak lehetnek (Malinsky-Rushansky és misai. 1997), a mélységi Chl
maximum (deep chlorophyll maxima’) jelentés hanyadaért t6bb esetben pikocianobaktériumok a felelések alacsony
fényviszonyok mellett vagy akar a termoklin alatt (Fabnenstiel és Carrick 1992, Padisik és mitsai. 2003, Becker és misai.
2007)
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arany csOkkentésével védekeznek a fény karosité hatasa ellen (Postius és mtsai. 1995). A fikobiliszo-
maval nem rendelkez6 Prochlorococcus és az eukaridta pikoalga Picocystis az alacsony fényviszonyok-
hoz torténd alkalmazkodast Chl-tartalmanak és Chl b/a aranyanak novelésével éri el® (Roester és
mitsai. 2002). Callieri és mtsai. (2007a) az oligotrof, mély Maggiore-téban a felszinhez kézelebb
kisebb és produktivabb, de fotoszintetikusan kevésbé hatékony Synechococcns sejteket figyelt meg a
mélyebb régidhoz képest.

A fényintenzitas is, a spektralis 6sszetételhez hasonléan kihathat a genotipusok eloszlasa-
ra, amit j6l példaz a HL és LL Prochlorococcus Skotipusok mar korabban emlitett esete. A Synecho-
cocens nemzetségnél is megfigyelték, hogy eltéré tipusok talalhatdk vertikilisan a vizoszlopon beltl,
ami részben legalabbis a kilonb6z6 fényviszonyokhoz t6rténé adapticiéval magyarazhatéd

(Malinsky-Rushansky és mtsai. 2002, Toledo és Palenik 2003).

Hémérséklet

Az édes- ¢és tengervizben altalanos jelenség, hogy a pikoeukariéta algak inkdbb a hidegebb
id6szakban, mig a pikocianobaktériumok a melegebb id6szakokban dominalnak (Weisse 1993,
Malinsky-Rushansky és mtsai. 1995, Mizes és mtsai. 2006, Callieri 2008, Somagyi és mtsai. 2009b). Ocei-
nokban a két f6 pikocianobaktérium csoport is eltéré hémérsékleti preferenciat mutat, a Prochloro-
coceusok a melegebb régidkra jellemzéek, mig a Synechococcnsok hidegtirébbek (Lindell és Post 1995,
Fuller és mitsai. 2005, Fuller és mtsai. 2006a). A Synechococcusok eléfordulasa egyébként meglehetsen
széles hémérsékleti skalan figyelhet6 meg, a sarki folyok 0 °C kortli vizétSl (Waleron és mitsai. 2007)
a héforrasok vizéig, ahol akar a fotoszintetikus élet felsé hataran (73 °C, Brock 1967) is képesek
meg-( vagy tal)élni (Miller és Castenholz 2000).

A hémérsékleti széls6ségekhez torténd alkalmazkodas azonban jelentSs evolicids koltsé-
gekkel jar. Termotolerans Synechococcus torzseknél alacsonyabb névekedési ratat, szikebb szaporo-
dasi hémérséklet-tartomanyt, valamint a fagyassal és kiszaraddssal szembeni nagyobb érzékenysé-
get figyeltek meg a kevésbé hétlr6 térzsekhez képest (Miller és Castenbolz 2000). 1zolalt térzsekkel
végzett kisérletek soran szintén megerdsitették, hogy a pikocianobaktériumok magasabb hémér-
sékleti tartomanyt kedvelnek, mint a pikoeukaridta algik (Malinsky-Rushansky és mitsai. 2002,
Somogyi és mtsai. 2009b). Ennek magyarazatat adhatja, hogy a CO, oldhatésaga és hozzaférhetSsége
csokken a hémérséklet emelkedésével és a cianobaktériumok nagyobb CO,-affinitassal birnak

(Shapiro 1990, Badger és Price 2003). Az egyes tengeri Synechococcus és Prochlorococcns genotipusok

2 Jd. még HL és LL Prochlorococens Skotipusok pigment 6sszetételét (22. oldal)
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globalis térbeli eloszlasaban is meghatrozo szerepe van ezen csoportok hémérsékleti optimuma-
nak (Zwirglmaier és mtsai. 2008).

Nemcsak a pikofitoplankton 6sszetételét, hanem a mennyiségi viszonyokat is déntéen
meghatirozza a hémérséklet (Weisse 1993, Agawin és mitsai. 2000, Jing és mitsai. 2009), ezt azonban
(hasonlban a tobbi kornyezeti valtozéhoz) egyéb hatasok (predacio, tapanyag-limitaci6 s70.) jelen-

tésen torzithatjak.

Tdpanyagok’

Mint azt korabban mar emlitettiik, oligotréf kornyezetekben a pikofitoplankton tagjai kis
sejtméretitknek készonhetSen nagyobb hatasfokkal képesek felvenni a tapanyagokat a nagyobb
méretl sejtekkel rendelkezd algikhoz képest (Weisse 1993, Raven 1998, 11/ 2. tiblizat). A mérsékelt
6vi tavakban a tavaszi témegprodukciét kévetéen megfigyelheté hanyatlds is tobbnyite a tipa-
nyag-limiticiénak tudhat6 be (Weisse 1993, Callieri 2008), viszont ha nincs ilyen jellegi korlatozas,
akkor a pikoplankton mennyiségének csdkkenése is elmarad® (1767 é5 mtsai. 1991).

Altzlénosségban elmondhaté, hogy az oligotréf 6ceanokban a nitrogén és vas (Mills és
mtsai. 2004), mig édesvizben elsésorban a foszfor az elsédleges termelést leginkabb korlatozo
tapanyag (Schindler 2006). Természetesen a limitalé tipanyag milyensége donté befolyassal lehet
a pikoplankton mennyiségi és mindségi eloszlasara.

A pikocianobaktériumoknak kisebb a metabolikus koltsége a sejtek fenntartasara, mint az
cukariétaknak, az egyszerdibb felépités miatt (belsé membranok, DNS mennyisége s7b.; Weisse
1993). S6t, megdélni latszik a klasszikus nézet, amely szerint a cianobaktériumok a névényekhez
hasonl6an kizarolag szervetlen tapanyagformakat képesek hasznositani (Zebr és Ward 2002). Ezt

Ujabban a genomvizsgélatok is megerésitettek (Palenik és mitsai. 2003, Rocap és mitsai. 2003).

2 mivel a dolgozat diszkussziojaban a tipanyagokkal kapcsolatos fejtegetések a pikocianobaktériumokra
vonatkoznak, az irodalmi attekintésben is f6ként erre a csoportra vonatkozé kutatasi eredményeket tekintjiik at

27 eutr6f tavakban a tipanyagkinalat mértékénél valoszinidleg jelentGsebb hatas tulajdonithaté a predacio altali
kontrollnak (Weisse 1993, Agawin és mtsai. 2000)

28 kivételek persze vannak; p/ az utébbi néhany évtizedben bizonyos 6ceani régidkban a nitrogén-limitaltsag felSl a
foszforhiany felé tortént eltolédas (Moore és mtsai. 2005); egyes patagoniai ultraoligotrof tavakban a nitrogén limitald
szerepe fontosabbnak bizonyult a foszforéhoz képest (Diaz és misai. 2007)
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Nitrogén

A kilénb6z6 pikocianobaktérium torzsek eltéré nitrogénformakat (ammoénium, nitrat,
urea) preferalnak (Toledo és Palenik 1997), és eltéréen reagilnak a N-hianyos kérilményekre (Posting
és Bager 1998). Prochlorococcnsok pl. nem képesek nitratot hasznositani, kizarélag ammaoniumot,
uredt és/vagy nitritet”, mig néhany tengeri Synechococcus torzs kizardlag amméniumon képes néni
(Moore és mtsai. 2002, Fuller és mtsai. 2003), megfeleléen az élShelyiikon fellelheté formaknak
(Mellékler M/ 3. dbra). Ezzel magyarizhaté az a jelenség, hogy az 6ceanokban az idGszakos
felaramlas kovetkeztében (ami nitratot juttat a felsébb vizrétegekbe) Symechococcus vizviragzas
figyelheté meg (Lindell és Post 1995, DuRand és mtsai. 2001). Bizonyos Synechococcus és Prochlorococcus
torzsek képesek aminosavakat hasznositani (Willey és Waterbury 1989, Moore és mtsai. 2002, Zubkov
és mtsai. 2003), s6t akar cianatot is (Palenik és mtsai. 2003). A Synechococensoknak viszonylag nagy a
N-igényiik a fikobiliszémadk jelent6s N-tartalma miatt (Moore és mtsai. 2002).

Az egysejtd, 3 um korili méretG Cyanothece és Crocosphaera nemzetség tengerekben €16
tagjai’”’ képesek légkori nitrogén megkétésére (Zebr és misai. 2001, Magard és misai 2004). Szimos
édesvizi egysejtli cianobaktérium is képes diazotrof anyageserére (Aphanothece, Gloeocapsa,
Gloeothece s5tb.), de ezek nem tartoznak a piko méret-kategoriaba (> 3 um, Herdman és mtsar. 2007).
Synechococcusok nitrogén-fixaciéjat mutattak ki viszont mélytengeri héforrasok él6bevonatiban,
ahol napi ritmust mutatott és az éjszakai anoxikus korilmények kozott volt megfigyelhetd
(Steunon és mitsai. 2006). A legijabb kutatasi eredmények szerint planktonikus egysejt pikociano-
baktérium formak (0,7-1,5 um atmér6ja sejtek) kozott is eléfordulhatnak az 6ceanokban diazo-
trof szervezetek, s6t olykor jelent6s aranyban (Biegala és Rainbanlt 2008, 1e Moal és Biegala 2009,
igazoltak.

A hozzaférheté N-formaknak hatdsa lehet a koloniaképzSdésre is. Mdzes és misai. (2006)
szoros negativ korrelaciot talaltak az (ammonium-+nitrat+urea)-koncentracié és a kolonids

pikoplankton formak szama kézott. Néhany, a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjan kivili

2 a HL. Prochlorococcnsok elvesztették a nitrat és nitrit hasznositisanak képességét, ami vélhetSleg Gsszefligg azzal,
hogy ez az ckotipus az cednok felszini rétegeiben gyakori, ahol kevés az oxidalt nitrogénforma, mig az LL
okotipusok az eufotikus zona aljan gyakran fellelhetS nitritet is képesek hasznositani, szintén Osszhangban
természetben megfigyelt eloszlasukkal (Moore és mtsai. 2002, Scanlan és West 2002; Melléklet M/ 3. dbra)

30 korabban egyszert morfoldgidjuk miatt tobb publikacioban is Synechococcnsként vagy Synechocystisként szerepelnek (pl.
Grobbelaar és mtsai. 1986, Turner és mtsai. 2001, Zebr és mitsai. 2001), bar filogenetikailag egyértelmien kilonallo
csoportot képviselnek (Mazard és mitsai. 2004, 11/ 1. dbra)
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filogenetikai helyzetl Symechococcus képes cianoficin®  (intracellularis granulumok forméjiban
2 Y ) P gt ]

el6forduld nitrogén-raktarozé vegytilet) felhalmozasara is (Wingard és mtsai. 2002).

Foszfor

Ocednokban a foszfor-koncentricié csokkenésével parhuzamosan a Syrechococensok szama
lecsokken, mig a Prochlorococcnsoké valtozatlan marad vagy névekszik, vélhetSleg ez utébbi csoport
jobb tapanyag-felvételi hatékonysiga miatt, ami a kisebb sejttérfogat kedvezSbb felilet/ térfogat
aranyabol kévetkezik (Fuller és mtsai. 2005, Miibling és mtsai. 2005). A Synechococensok egyébként
clészeretettel hasznositjak az ortofoszfat format, és nagyobb affinitassal veszik fel, mint a
baktériumok vagy mas, nagyobb mérett algak (Vadstein 2000, Moutin és mtsai. 2002). Sét, egyes
képviselsik foszfoniton™, mint egyediili foszfor-forrason is képesek novekedni (Palenik és misai.
2003), és a genomszekvenalds eredményei arra utalnak, hogy egyes torzsek mds szetves foszfor-

formadkat is képesek hasznositani (Palenik és mtsai. 2003).

A tipanyag-limiticid hatdsai

A fitoplankton elemésszetétele az sn. Redfield-aranyok szerint C:N:P atlagosan 106:16:1
(Goldman 1986), ami jelent6sen eltér a heterotréf baktériumoknal tapasztalt tipikus értékektdl
(50:10:1, Fagerbakke és mtsai. 1996). A pikofitoplankton alacsony tiapanyag-koncentriciok melletti
talélésének magyarazatira szamos mechanizmus ismert (Callieri 2008): (i) szikés ortofoszfat
hozzaférés mellett extracellularis foszfatizokkal szerves foszfatokat hidrolizalhatnak, hogy az igy
felszabadulé ortofoszfatot aztan felvegyék (Jansson és mitsai. 1988); (ii) Prochlorococcusok képesek
olyan lipidek (sulfokinovozil-diacilglicerol) eléallitasara, amelyek foszfat helyett ként és cukrot
tartalmaznak (17an Mooy és mitsai. 2006); (iii) a fikobiliszomak nitrogén-raktarként szolgalhatnak
nitrogénhiany esetében (Wyman és mtsai. 1985, Postius és Biger 1998, Postins és Ernst 1999), ugyanis a
sejt oldékony fehérjéinek akar 50-60% szazalékat kitevé fikobiliproteinek tapanyag-limitacional
gyorsan degradalédnak és a keletkez6 aminosavak a tipanyagstressz dtvészeléséhez elengedhetet-

lentil sziikséges fehérjék szintéziséhez felhasznalhatéak (Grossman és mitsai. 1993) sth.

31 multi-L-arginil-poli-(I-aszparaginsav)
2 C-P kotéssel rendelkez6 vegyliletek, amelyek a tengerviz teljes foszfortartalmanak jelentSs részét adhatjak (Clark és
mitsai. 1998)
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Az, hogy az egyes pikoalgak hogyan képesek toleralni bizonyos tapanyagok limitalé
koncentraciéjat akar kézeli rokon térzsek esetében is eltérd lehet, amire egyértelméen utalnak a
Prochlorococensok  foszfor-anyagesere génjeinek el6fordulasiban tapasztalt jelent6s kulonbségek
(Moore és mitsai. 2005). A tapanyagok koncentracidjanak valtozasa azonban nemcsak az egyes geno-
tipusok/6kotipusok mennyiségére lehet hatassal, hanem azok morfoldgiai jellemzéit is befolydsol-
hatja (Erst 1991, Lewin és mtsai. 2000). Bz magyarazatként szolgalhat arra a megfigyelésre, hogy a
tavak kilénb6z6 pontjain (ahol eltéré tapanyag-ellatottsag van), az eltéré morfologiaja sejtek sza-
maban térbeli és idébeli eltérések tapasztalhatdk (Weisse és Kenter 1991, Malinsky-Rushansky és mitsas.
1995, Padisik és mtsai. 1997, Callieri és Piscia 2002).

A viztér hidrogeologiai jellemzoi és a trofitds

A t6 morfoldgiai jellemzi és rétegzettsége (Mellékler M/4. dbra), ill. ez utébbi stabilitisa
nagymértékben befolyasolhatja a pikofitoplankton mennyiségét (Weisse és Kenter 1991, Padisik és
mitsai. 1997, Gaedke és Weisse 1998, Camacho és mtsai. 2003, Callieri 2008). A hérétegzettség gatat
szab a felsé rétegben termel6dott oxigén lejutasanak is, az algak CO, felvétele pedig pH-t névels
hatasu a fels6bb rétegekben, ezért a hdmérséklet, oldott oxigén és pH sokszor egymassal korrela-
16 valtozok és szinkronban viltoznak a mélység szetint (Wang és mtsai. 2008). A rétegzettség soran
kialakul6 striséggradiens megakadalyozza a sejtek kitilepedését, a markans termoklinnél piko-
plankton maximumot hozhat létre, ami sokszor mélységi Chl maximumot™ is jelent egyben
(Callieri és Piscia 2002, Camacho és mtsai. 2003, Callieri 2008). Az a jelenség, hogy a pikoalgik
maximuma sok ténal nem a termoklinnél figyelheté meg (Callieri 2008), jol példazza azt, hogy a
rétegzettség és felkeveredés™ mellett szamos egyéb tényezé is szerepet jatszik a pikoplankton
closzlasaban™. Sekély tavaknal a kiiilepedett sejtek a szél iiledéket felkeverd hatasa révén lehetnek
befolyassal a viztestben taldlhat6 pikoalgdk mennyiségi és minéségi viszonyaira (Be// és Kalff 2001).

Mivel a vizalatti fényklimat szamos tényezS (vizmélység, oldott és lebegbanyagok kon-
centracidja, fitoplankton fénykioltisa) befolyasolja, az adott viztér hidrogeoldgiai jellemz6i és tro-
fikus allapota, valamint a pikoalgdk szamara hasznosithaté fény spektralis Osszetétele k6zott na-

gyon intim kapcsolat van (1/Grds és mtsai. 1998). A vizoszlop mélysége (amely éltaldban inverz

33 dltalaban a Chl molekulak 4ltal jol hasznosithaté kék fény és a tapanyagdusabb kérnyezet kombinéciéja okozza

3 a gyenge rétegzettség és a mély felkeveredés hozzajarulhat a tavaszi pikocianobaktérium csucs elmaradasihoz, mig
a kifejezett rétegzettség jelentés abundanciacsicsok eldidézbie lehet (Gaedke és Weisse 1998, Crosbie és misai. 2003¢)

3 olyan éllovizek esetében, ahol jelentSs befolyds és kifolyas (folyok, patakok) van, szamitisba kell venni a
fitoplankton kimosodasanak lehetéségét is (Katano és mitsai. 2005); nagy hidraulikus retenciés id6 pedig stabil
rétegzettséget eredményezhet, ami a tapanyagok kimertléséhez vezethet az epilimnionban, a tapanyagokban
gazdagabb metalimnion viszont jelentés pikoalga populaciot tartalmazhat (Camacho és mitsai. 2003)
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Osszefligeésben van a t6 trofikus allapotaval) jelentésen meghatarozhatja a pikofitoplankton
mennyiségi és minéségi viszonyait. A pikoalgdk abundancidja sekély tavakban altaldban nagyobb,
mint mély tavakban, ez utébbiakban pedig nagyobb, mint a tengerekben (Be// és Kalff 2001, Mdzes
és mtsai. 2007, Mdzes 2008). Ennek magyarazatat adhatja, hogy a vizmélység csékkenésével parhu-
zamosan altaldban a szervetlen lebegbanyagok koncentriciéja névekszik, a sekélyebb tavak tehat
fényben szegényebb vizeknek tekinthet6k (Mdzes 2008). Mély, oligotréf tavakra tipikusan a PE-
pigment-dominancidji pikocianobaktériumok jellemzéek a PC-pigment-dominanciajuak és pikoe-
ukariotak alacsony szamaval (Weisse 1993, Viris és mtsai. 1998, Camacho és misai. 2003, Callieri
2008). A tavak partkézeli, zavaros, tipanyagokban gazdagabb littoralis” régiiban, az 6eeanokhoz
hasonloéan (Waterbury és mtsai. 1986) viszont forditott a helyzet (Katano és mtsai. 2005, Becker és misai.

2007, Katano és misai. 2008). Sekély tavak™ pikofitoplanktonjanak jellemz6it a 11/8. tablizat

Osszegzi.
I1/8. tablazat. A sckély tavak felosztasa Callieri szerint
(Callieri 2008 alapjdn)
tipus Jellemzé
sekély, tiszta vizii  jellemzben kevés pikoplankton talalhaté benniik, ha mégis akkor foként eukaridtak
oligotrof tavak alkotjak; vizének szegénysége a pikocianobaktériumok erds fényintenzitassal és UV-
(altalaban hegyi sugarzassal szemben mutatott érzékenységével és a tavak altaliban alacsony pH-javal
tavak) magyardzhat6
sekély, turbid az oldott és lebegGanyagok koncentracioja dltal dontSen befolyasolt vizalatti fényklima a
eutr6f tavak PE- és PC-pigment-dominancidju pikocianobaktériumok és pikoeukariota algik
(pL. Balaton) mennyiségi viszonyainak és aranyanak f6 meghatarozdja
sekély tavak sok  elviekben idedlis kornyezetet biztositanak a pikoalgak névekedéséhez, mégis az
huminanyaggal abundanciara és Gsszetételre vonatkozo altalanos megallapitisok nem tehetSk, ugyanis azt
(pl. szikesek) egyéb kornyezeti faktorok dontSen befolyasolhatjak (fény és homérséklet, oldott

szervesanyag-koncentracio, kompetici6 baktériumokkal és mixotrof flagellatakkal, pH s#b.)

A trofikus éllapotra vonatkozolag éltalanos trendek allapithatok meg mind édesvizek
(Voros 1989, Viris és mtsai. 1998, Agawin és mitsai. 2000, Bell és Kalff 2001, Callieri és mtsai. 2007b),
mind 6ceanok esetében (Waterbury és mtsai. 1979, Bell és Kalff 2001). Pozitiv korrelacié figyelheté
meg a pikocianobaktérium sejtek szama és a trofitas kozott. A pikocianobaktériumok hozzajarula-
sa a teljes fitoplankton biomasszajihoz a trofitassal csokken, bar ez a megallapitas nem minden

viztér esetben éllja meg a helyét’” (Hepperle és Krienitz 2001, ld. még a hazai szikesek esetét késGbb).

>

% a sekély t6 ujabb definicié szerint nem abszolut mélységi kategoria, hanem inkdbb a t6 6kologiai ,,viselkedése”
alapjan hatdrozhaté meg; igy sekély ténak tekintheté a hatarozott rétegzédést nem mutato, szél altal kénnyen
felkeveredé viztest, ahol a szediment réteg nincs valamilyen hatarolé réteggel elkiilonitve a folottes vizrétegtSl (ami
abszolut értelemben £b. 5 m-es vizmélység-hatarral definialhato) (Padisak és Reynolds 2003)

3 az a tény, hogy ltalanos érvényl trendek sokszor nem alkothatok meg a hasonld vizi kornyezetekben €16
fotoautotréf pikoplanktonra vonatkozolag, magyarizhat6 azzal, hogy bizonyos lokalis tényez6knek olykor donté
szerepe lehet (Stockner és mtsai. 2000)
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Val6jaban a pikofitoplankton sejtszama is névekszik a trofitas névekedésével, de kisebb mérték-
ben, mint a nagyobb algak esetében, vélhetSleg a megnévekedett veszteség (pl predaciés veszte-

ség) miatt (Agawin és mitsai. 2000).

pH

A pikocianobaktériumok pH 6 alatt csak csekély mértékben jarulnak hozza a pikofito-
plankton mennyiségéhez (Stockner és Shortreed 1991) és inkabb az enyhén lagos pH-t kedvelik
(Szigeti 2003). A pikoeukariota algik viszont széles pH-tolerancidval rendelkeznek™, ezért alacso-
nyabb pH értékeknél a pikofitoplankton kézOsségben az eukariotak valhatnak dominanssa (Weisse
1993). Fontos megjegyezniink, hogy a pH nemcsak a citoplazmatikus pH-t és a sejtfolyamatokat
befolyasolja, hanem dont6en meghatirozza az egyes anyagok kemizmusat is (p/. toxicitast, biolo-

giai hozzaférhetSséget).

Szalinitds

Fdesvizekben, tengerekben és Geeanokban egyarant megtalalhatok a prokariota és euka-
riéta pikoalgak (Callieri 2008, 1 aulot és mtsai. 2008) széles szalinitasi skalat atolelve. Kontinentalis
s6s vizekben 8,5% sétartalomig is el6fordulnak természetes korilmények kozott az eukaridta
Picogystis salinarum és a cianobaktériumok nem-tengeri pikofitoplankton kladjanak egyes képvisel6i
(Budinoff és Hollibangh 2007). 5% sétartalom f6létt mar azonban az algakézosség diverzitasa
jelentSsen visszaesik, ami széls6 esetben egy pikocianobaktérium és/vagy egy pikoecukariota faj
dominancidjahoz vezethet (Roesler és mitsai. 2002, Budinoff és Hollibangh 2007 ).

A kilonbozo torzsek nagymértékben eltéré szalinitasi optimummal rendelkeznek, attél
fiiggben honnan kertiltek izolalasra (1 anyovszki és mtsai. 2008), de altalanossagban elmondhato,
hogy a pikoalgik jelentés része széles szalinitas spektrumot képes toleralni™ (Henley és mtsai. 2004,
Paoli és mtsai. 2007). A nagy s6koncentricié morfoldgiai valtozasokat is indukalhat, p/ a Picocytis

sp. ML torzs sejtjei gomb alak helyett haromkaréjava valnak (Roester és mitsai. 2002; 11/ 6.1. dbray).

38 pl. a Picocystis sp. ML térzs pH 4-t61 12-ig képes novekedni (Roester és misai. 2002)
¥ a s6s Mono-t6bdl (Kalifornia, USA) szarmazo6 izolatumokkal végzett vizsgalatok szerint a pikocianobaktérium
torzs 10, mig az eukaridta Picocystis akar 26%-os sotartalom mellett is képes volt névekedni (Roesler és mtsai. 2002,

Budinoff és Hollibaugh 2007).
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Predicio

A pikofitoplankton predaciéjiban legjelent6sebbek a heterotr6f nanoflagellatik és a
kisebb csillos egysejtick (Stockner és Antia 1986, Bird és Kalff 1987, Sanders és mitsai. 1989, Weisse és
mitsai. 1990, Weisse 1993, Christoffersen 1994, Simek és mitsai. 1995, Pernthaler és mitsai. 1996, 11/ 9.
tablazat, I1/7. és 11/8. dbra). A protista kozosség Osszetétele dontden befolydsolhatja a predacio
jelent6ségét, és forditva, a planktonikus pikoalga kézOsség Osszetétele is meghatirozza az Gket
fogyasztoé kozosség Osszetételét, koszonhetben egyes protistak eltéré taplalék-preferencidjanak
(Weisse 1993, Postins és Ernst 1999, Guillon és mitsai. 2001, Christaki és mitsai. 2005). A pikoalgik
sejtfelszini tulajdonsigai szintén befolyasolhatjdk a predacios ratat"’ és predaciés hatdsra
koléniaképzédés is indukalédhat (Jezberovd és Komdrkovd 2007 a).

A protistak mellett masik meghatarozé csoportot képeznek a szlirégets taplalkozasa
élélények. Ezek nem tudnak egyedi részecskéket szelektdlni, és megvilni is csak az egész
megszirt részecsketomegtSl tudnak (Sommer és Sommer 2006). A kerekestérgek és a Daphnia fajok
atlagosan 1-30 um-es részecskéket szdrgetnek, mig a kizardlag tengervizben eléforduld
zsakallatok akar 0,5 um-nél kisebb sejteket is képesek kisztrni (Sommer és Sommer 2006)". A
sziroget fajok tehat jelentés kompetitoraik lehetnek taplalkozasi szempontbdl a protozoonok-

nak (Sommer és Sommer 2006; 11/ 8. dbra).

1I1/9. tablazat. Pikoalgikat fogyaszt6 él6lénycsoportok
(Stockner 1988, Viris és misai. 1991, Weisse 1993, Miiller 1996, Simeke és mtsai. 1996, Postins és Emst 1999,
Gutillon és mtsai. 2001, Roesler és mitsai. 2002, Jezberovd és Komdarkovd 2007 a, Callieri 2008)

magasabb rendszertani csoport Jellemzdé nemzetség

ostoros egysejtiek (,,Flagellata”) Dinobryon, Och s, Paraphy Pi 1

csillos egysejtiek (Ciliata) Vorticella, Halteria, Cyclidium, Strobilidinm, Urotricha,
Balanion, Ophrydinm

agascsapu rakok (Cladocera) Daphnia, Bosmina, Eubosmina, Ceriodaphnia

kerekesférgek (Rotifera) Keratella, Brachionus

farkos zsakallatok (Appendicularia) Oikoplenra
evezolabu (Copepoda) és egyéb rakok, kagylok, — Artemia
csigik és egyéb gerinctelenek”

* szamos nemzetség legtobb esetben larva allapotban

40 Synechococcusoknal figyelték meg glikozilalt felszini fehérjeburok (*S-layer’) meglétét (Emst és misai. 1996), amely akar
a sejtek teljes fehérjetartalmanak 15%-at is kiteheti (,fmarda és misai. 2002), és vélhetSleg véds szerepet tolt be
predatorokkal szemben (Miiller 1996, Becker és mtsai. 2002, Becker és mitsai. 2007)

4 Copepoda fajok kifejlett allapotban dltalaban az 5-10 um-es, nagyobb méretl fitoplankton sejteket fogyasztjak
(Sommer és Sommer 2006)
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30 um

I1/7. abra. Pikoalga preditorok
(a: Callieri 2008, b: Guillon és mtsai. 2()07 alapjan)

a: Vorticella sp. pikoci rinmokkal a
b: Picophagus Prochlore kal az; enés: ik ib
Roviditések: m — mitokondrinm, p — részlegesen emésztett Prochlorococcus sejtek.
oécedn édesviz
evezdlabu rakok 4 4nti rakok evezdlabu rakok
~ (Copepoda) 93{552 dz?cuemj o (Copepoda)
farkos zsakallatok aga?é’::gg:ﬂ:;kok kerekesférgek
(Appendicularia)

(Rotifera) \

nagycbb méreti
protistak
(z6mében csillosok)

nagyobb méret{
protistak
(zomeben csillasok)

krill”

heterotrdf
nanoflagellatak

/

piko LELT] mikro piko nano mikro
fitoplankton méretcsoportok

heterotréf
nanoflagellatak

I1/8. abra. A taplalkozasi linc alsé része 6ceanok és édesvizek esetében a fitoplankton egyes
méretfrakcioinak feltintetésével
(Opalisiski és mtsai. 1997, Sommer és Sommer 2006 alapjdn)
Piros nyillal a negativ hatdsok jelilve; " regiondlisan a parti vigekre, ™ regiondlisan a sarkvidékekre jellems élélényesaport.

Nem elhanyagolhaté tényez6 tovabba a taplaléklanc fels6bb  részeinek negativ
visszacsatold hatisa, p/. a Marcali-viztirozoba betelepitett fehér busa a pikoplankton 6 predatora-
it, a Crustacea és Rotifera fajokat szinte teljesen elimindlta a viztérb6l, igy csékkentve a piko-
planktonra irdnyuld predaciés nyomast (17gros 1991, Viris és mtsai. 1991).

A hagyomanyos elképzelés szerint a zooplankton csillapitja a fitoplankton tapanyag-
limitaci6jat, oldott tapanyagok kivalasztisa és a tapanyagot igényl6 fitoplankton biomasszajanak
csokkentése révén (Sterner 1986, Callieri 2008). Az utdbbi évtized kutatasi eredményei (p/. a fito-
plankton Daphnia altal okozott foszfor-limitacidja) felhivtik a figyelmet arra, hogy a predaciés
hatds és a tapanyagok hozzaférhetSsége kozott sokkal bonyolultabb kapesolatrendszer van, és

bizonyos esetekben a zooplankton visszatarthatja a tapanyagokat (Sommer és Sommer 2006).
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Tovabb arnyalja a predatorokrdl alkotott képet az a felfedezés, amely szerint az oligotrof deeanok
pikofitoplanktonjinak fogyasztéi kozott jelentds szamban fordulnak el mixotrof élélények is
(Prymnesiophyceae, Bolidomonas, Dinoflagellata) (Frias-Lopez és mitsai. 2009), ill. hogy esetenként a
predatorok belében és féceszében emésztetleniil figyelhet6k meg a pikoalga sejtek (Szockner 1988,

Weisse 1993).

Virilis lizis

A gydztes elpusztitasa ely (killing the winner concept’, Thingstad és Lignell 1997) szerint a
virusok a legjobb kompetitort (a dominans kézosségalkotokat) szoritjak ki az élettérbdl, ezaltal
hozzasegithetik a kevésbé j6 kompetitorokat az elszaporodashoz, ndvelvén igy a diverzitast.
Ennek ellentmondani latszanak azok a kutatasi eredmények, amelyek szerint a pikoalga térzseket
fertéz6 virusok (I1/9. dbra) kozott gazdaspecifitas figyelheté meg (Dillon és Parry 2008).

A virusok egyébként nemcsak mennyiségi szempontbdl lehetnek meghatarozéi a pikoalga
populacioknak, hanem a horizontalis géntranszfer vektoraiként minéségi tulajdonsagokat is atad-
hatnak az egyes térzsek/populicick kozott. Horizontlis géntranszfer atjan pikocianobaktéri-
umoktdl szerzett fotoszintetikus gének (D1 protein, plasztocianin, ferredoxin gének s7b.) jelenléte
egyes cianofagokban és kifejez6dése a gazdasejtben a fotoszintetikus aktivitds, valamint az ener-
glaszerz6 folyamatok fenntartisaval és a viralis replikacié megnévekedett energiaigényének bizto-
sitasaval fugghet 6ssze (Mann és mitsai. 2003, Millard és mtsai. 2004). Hasonl6 genetikai alapu viralis
effektust a fotoinhibicié megakadalyozasara az eukaridta Chlorelldknal is megfigyeltek (Seaton és

mitsai. 1996).

100 nm

11/9. abra. Pikoalgakat fert6z6 virusok
(a-c: Fubrman 2003; d: Krienitz, és mtsai. 2000 alapjin)

2

a-c: Prochlor i1 izoldlt kiilinbizd cianofagok (a: podovirus, b: s3ifovirus, c: miovirus),

d: N opsis lif jca sejtje poligondlis virusokkal
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Szimbiotikus kapcsolatok

Bar a pikofitoplankton mennyiségi és minGségi meghatarozasakor nem veszik figyelembe
a heterotr6f eukariétak sejtjein belil él6 pikoalgakat, ugyanis azok nem tekinthet6k planktonikus
formaknak, mégis a teljesség igénye miatt a szimbiotikus kapcsolatokat is réviden attekintjiik,
hiszen pl. egy vizminta teljes DNS kivonason alapulé vizsgalata soran a gazdaszervezet sejtjein
beltil €16 pikoalgak DNS-¢ is megktilonboztethetetlentl a kivont nukleinsav részét fogja képezni a
planktonikus formékkal egyetemben.

A piko méret-kategoria felsé régidjat megkozelité Chlorella nemzetség tagjai mar tobb mint
szaz éve ismeretesek voltak hidra, szivacs és protista gazdaszervezetek édesvizi szimbiontaiként;
és ezeknek a kapcsolatoknak a gazdaspecifitasa és kornyezeti faktoroktdl valé fiiggése (pl. UV
védelem) is ismertté valt (Summerer és misai. 2008). Az azonban csak az utébbi néhany év kutatasai
soran bizonyosodott be, hogy valédi pikoeukaridta algdk (<2 pum) is alkothatnak szimbiotikus
kapcsolatokat. Az édesvizi csillos Paramecinm bursaridban endoszimbionta Choricystis minor sejteket
figyeltek meg (Nakahara és mitsai. 2004, Zidarova és misai. 2009), sét el6fordulhat kettés szimbiozis
is, Chlorella és Choriystis sejtekkel egyazon él6lényen belil is (Nakabara és misai. 2004) (11/10. dbra).

Tengeri pikocianobaktériumoknal is leirtak Gjabban nem fotoszintetizalé eukaridtakkal
szimbiotikus kapcsolatokat (Foster és mtsai. 2006a, Foster és mtsai. 2006b). Prochlorococcusok és
Synechococcnsok  csillésokkal  (Codonella sp.), amdbakkal (Dictyocoryne sp.) és dinoflagellatakkal
(Citharistes sp., Histioneis sp., Ornithocercus sp.) is alkothatnak valtozatos asszociaciokat, és akar egy
gazdaszervezeten belil t6bb eltéré pikocianobaktérium genotipus is megtalalhaté (Foster és mitsai.

20064).

11/10. abra. Pikoeukariota algak szimbiozisa Paramecinm bursaridval
(a: Zidarova és mitsai. 2009; b: Nakahara és mtsai. 2004)
Fekete nyilak: Choricystis minor, fehér nyilak: Chlorella sejtek; a perialgdlis
vakudlumokba art Choricystis sejteket sgigletes drdjel jelzi.
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Ezekben a kapcsolatokban vélhetSleg a szimbionta partner szén- (és nitrogén)forrast
biztosit a gazdaszervezet szamara, bar ez az anyagtranszport pikoalgik esetén nem igazan nyert
bizonyitast, egyéb megfigyelések (p. a keményits- vagy glikogénszemesékkel kapcsolatosan)
viszont a szoros fiziologiai kapcsolat bizonyitékainak tinnek (Nakabara és mitsai. 2004, Foster és

mtsai. 2006a).

4. A planktonikus pikoalgak térbeli és idébeli viszonyai

Az el6z6ekben ismertetett kornyezeti hatdsok jol tikrozédnek a pikofitoplankton kiilén-
b6z6 csoportjainak térbeli és id6beli mintizatiban. Mivel az egyes tipusok mélység szerinti elosz-
lasat és a vizalatti fényklimaval valé szoros kapcsolatat a dolgozat korabbi részeiben mar ismertet-

tik, itt ezekre az Gsszefiiggésekre nem tériink ki.

Oceidnok, tengerek, tavak, folyék és patakok

Alapveté  kiilonbség, hogy a  Prochlorococcusok  kizardlag tengerekben és 6ceanokban
fordulnak el6 (Partensky és mtsai. 1999), a Synechococcusok viszont édesvizben is megtalalhatok és
akar nagyon kozeli rokonok is szarmazhatnak eltéré tipusu élShelyekrél. Pikoeukaridta algdk
esetében édesvizekben a Chlorophyta fajok a meghatirozéak, mig tengerekben és éceanokban
szamos mas csoport képviseldi is megtalalhatok (vi. II/7. és a Melléklet M/ 4. tiblizata). A kolonias
pikofitoplankton formak viszont inkdbb édesvizben gyakoriak és tengerekben, 6ceanokban csak
elvétve fordulnak el (Maclsaac és Stockner 1993).

Tavakban 1,5-3,5-szer tobb pikoalga talalhaté, mint az ugyanolyan trofitisi 6ceani vizben
(Bell és Kalff 2001; I1I/11. dbra), amit magyarazhatnak a két viztipus morfometridjabol adodo
kiilonbségek™ és a sejtszamesokkenéshez vezetd folyamatok (predacio, viralis lizis) eltéré jelent6-
sége is. A folyokban szintén kevesebb planktonikus pikoalga taldlhat6, mint a tavakban (Szelqg-
Wasielewska 2004, Mdzes és mtsai. 2007, Mozes 2008). Az altalanos trendeket természetesen egyedi
esetek modosithatjak és az élesen elvalasztott tipusok kézott szamos atmeneti jellegl viztér is

eléfordul; pl. folydk és tavak kozott dtmenet képviselnek a folyok mellékigai (Mdzes 2008, Mdzes

42 az 6ceanok (még a parti régiok esetében is) mélyebbek és sokkal szélesebb keveredé réteggel rendelkeznek, mint az
altalaban sekélyebb édesvizi tavak, ez utébbiaknal a kitilepedés és a szél hatasara torténd reszuszpendalddas is
jelentGsen befolyasolhatja a planktonikus él6lények mennyiségét (Bel és Kalff 2007)
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és mitsai. 2009) és a viztarozok™ (Wang és misai. 2008), a Balti-tengerben pedig brakkvizes jellege

miatt megtalalhatok édesvizi és tengeri Synechococcnsok is (Sanchez-Baracaldo és mtsai. 2008).

sejt/mL

I folyok, patakok
I oceanok, tengerek
I oligotrof tavak
mezotrof tavak NG
eu- és hipertrsf tavak [INEIEIEIGEGEE

I1/11. abra. Kilénb6z6 vizterekre jellemz6 pikofitoplankton abundancia értékek
(Weisse 1993, Viris és mtsai. 1998, Pérez és Carillo 2005, Callieri 2008, Mdzes 2008 adatai alapjdn)

Pikoalga biogeogrifia

Az 6ceanokban a névekvé szélességi fokokkal csékkend pikocianobaktérium sejtszam
parosul (Murphy és Hangen 1985, Marchant és mitsai. 1987, Legendre és mitsai. 1993) és a sarkvidéki
6cedni régiokban mar altaldnos és feltling cianobaktérium ,,szegénység” figyelheté meg (1/7ncent és
misai. 2000). Ennek valészintsitheté oka az alacsony hémérséklettel jaré mérsékelt névekedési
rata, amire raaddsul még a predaciés nyomas is hathat (Tang és mtsai. 1997, Vincent és mitsai. 2000).
A Prochlorococcusok északi 48. szélességi kor f6lott és déli 40. szélességi kor alatt hidnyoznak az
6ceanok vizébOl  (Partensky és mitsai. 1999, Zwirglmaier és mitsai. 2008), ezzel szemben a
Synechococcusok dceanokban sokkal szélesebb tartomdnyban fordulnak eld, az északi 70-t6l a déli
50. szélességi korig (Zubkov és mitsai. 2000). A pikoeukatiéta algak viszont az écednokban minden-
hol megtalalhatok (1 eldbuis és mitsai. 2005), igy a hideg dceanokban féként 6k képezik a pikofito-
planktont (Hamilton és mtsai. 2008).

Furcsa médon, a nyiltvizi régidkkal ellentétben cianobaktériumok a sarkvidéki tavakban
extrém magas sejtszamban fordulnak el6 (Rankin és misai. 1997, Vincent és mtsai. 2000), akar 80%0-
os pikocianobaktérium dominanciaval (Bergeron és Vincent 1997, Viézina és Vincent 1997). Egyedi
filogenetikai pozicidval rendelkez6 Synechococcnsok, amiknek mindezidaig csak sarkvidéki el6fordu-
lasarol szamoltak be, szintén izolalasra kertltek ezekrdl az élShelyekedl (Vincent és mtsai. 2000;

11/1. dbra).

4 a tavakba beéml6 folyok a tapanyag-koncentricio és a zavarossig névekedését idézhetik el6, csokkentve a plankto-
nikus pikoalgik aranyat vagy eltolodast idézve el6 a PE- feldl a PC-pigment-dominancia felé (Mdzes és mtsai. 2006,
Duleba és mtsai. 2008, Katano és mitsai. 2008)
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Hasonlé jelentSs pikocianobaktérium  el6fordulast figyeltek meg  sarkvidéki  folyok
esetében is (a szaporodasuknak kedvezhet az enyhébb, de még 4 °C alatti hémérséklet), ez raada-
sul meghatarozo allochton pikoalga témeget hozhat létre a sarkvidékek partkézeli dcedni régioi-
ban (Waleron és mtsai. 2007). Az ilyen allochton hatisok azonban egyéb foly6torkolatoknal is érvé-
nyestlhetnek (p/ a Mississippi folyé és a Mexikéi-6bol pikoalgainak esetében /d. Wawrik és misai.
2003) és a tengeraramlasok szintén létrehozhatnak hasonlé jelenségeket (Gradinger és Lenz 1995,
Hamilton és mtsai. 2008). A hidrolégiai és aramlasi viszonyok tehat déntéen befolyasolhatjik a
planktonikus pikoalgik mennyiségét és diverzitisat egy adott pontjan Foldinknek.

Alapvet6 jelentSsége van az egyes tipusok eloszlasanal a fényviszonyoknak és a tipanya-
gok mennyiségének. A PUB-nélkili fikoertitrines Synechococcusok a partkézeli régidkban, mig a
PUB-vel rendelkez6k a nyiltvizben domindlnak (Olon és mitsai. 1990a, Wood és mitsai. 1998),
hasonloképpen a PC-pigment-dominancidja formak a zavarosabb vizt partkézeli régidkra
jellemzSk (Waterbury és mtsai. 1985, Weisse 1993). Az egyes genotipusok eloszlasaban is kérvonala-
z6dnak trendek (Zwirglmaier és mtsai. 2008)™.

Kontinentalis vizekben a kevés rendelkezésre allé adat (alulmintazottsig) miatt csak mér-
sékelt kovetkeztetések tehetSk az egyes pikocianobaktérium genotipusok térbeli eloszlasara vo-
natkozolag. Szamos csoport kozmopolitanak tinik (Crosbie és mitsai. 2003a), bar, mint azt korabban
mar emlitettiik, itt is el6fordulnak egy-egy adott tora nézve endemikusnak tiné csoportok (Fels6-
t6: Ivanikova és mtsai. 2007, angliai tavak: Sdnchez-Baracalds és mtsai. 2008).

A pikoeukariéta algak killnb6z6 csoportjainak eloszldsa tekintetében féként 6ceanokban

és tengerekben korvonalazédnak trendek (1Vanlot és mitsai. 2008).

Szezonalis viltozasok

Oceanokban és tengerekben a Prochlorococeusok leginkibb a melegebb id6szakokban,
nyaron ¢és Gsszel jellemzbek, télre mennyiségiik lecsékken, ekkor a Synechococcusok és eukariota
algak valnak a pikofitoplankton meghatarozo tagjaiva (Olson és mtsai. 1990b, Campbell és mtsai. 1997,
DuRand és mtsai. 2001, Jobnson és mtsai. 2006).

A mérsékelt 6vi tavak planktonjanak szukcessziéjat az z7in. PEG modell (plankton ecology

group’, plankton ikoligiai csoport, Sommer és misai. 1986) itrja le, ami, bar a pikofitoplanktont nem

4 a tengeri Symechococcnsok 11 csoportja a tropusi/szubtropusi 6cednok parti zondjiban fordul el6, az 1 és IV
csoportok tagjai pedig a 30. szélességi korok folotti, hidegebb dceani vizek parti régidira jellemzOk; a Prochlorococcus
nemzetség LL Okotipusanal relativ egyenletes closzlas figyelheté meg, ezzel szemben a HLI genotipus inkabb a
mérsékeltebb, a HLIT pedig a trépusi és szubtropusi dceani tertiletekre jellemzd (Zwirglmaier és mtsai. 2008)
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foglalja magaban, mégis ahhoz nagyon hasonlé idébeli lefutast josol (Gaedke és Weisse 1998, Postins
és Ermst 1999, Ernst és mtsai. 2000, Callieri és Stockner 2002, Becker és mtsai. 2007), jellemzben két
mennyiségi maximummal (bifizikus eloszlas). A modell szerint az éves ciklus egy tavaszi-nyari
tomegtermeléssel kezdédik (mély tavakban a vizoszlop stabil hérétegzettségének kialakuldsa
utan), ezt pedig egy #isgta vizii fagis (clear water phase’) kéveti a zooplankton predacios, a réteg-
zettség destabilizacidja vagy a tapanyagok kimertlésének hatasara (Weisse 1993, Callieri és Stockner
2002), és 6sszel ujabb hanyatlas figyelheté meg. A pikofitoplankton bifazikus eloszlisa aldl van-
nak azért kivételek® (b Sondergaard 1991, Meada és mtsai. 1992). Az egyes évek kozott megfigyelhe-
t6 eltérésekben az id6jarasbeli kilonbségeknek van dénts szerepe (Gaedke és Weisse 1998). A nyari
id6szakra a pikocianobaktériumok dominancidja jellemz6, mig télen, az 6ceanokhoz hasonléan,
az cukariéta pikoalgik jellemz6k (pl. Postins és Ernst 1999, Mozes és mitsai. 2006, 1/6ris és mitsai 2009a;
11/12. dbra). VélhetSleg a hideg és a gyenge fényviszonyok miatt dominalnak a pikoeukariotik
télen (Somogyi és mtsai. 2009b). A foldrajzi és éghajlati killonbségek ellenére a pikoeukariota algak

megjelenése 15 °C alatti hémérsékletl vizekben altalanos érvénytinek tekinthetd.

------ pikocianobaktériumok

10 —— pikoeukaricta algak

pikocianobaktériumok (10° sejt/mL)
pikoeukariéta algak (10° sejt/mL)

2003 2004 2005 2006 2007

I1/12. 4abra. A pikofitoplankton szezonalis dinamikaja a Keszthelyi-medencében (Balaton)
(Vords és mtsai. 2009a alapjin)
A vizszintes savok a jéggel boritott idiszakokat jelzik.

Az egyes genotipusok szezonalis valtozasaival kapcsolatosan lényegesen kevesebb adat
latott napvilagot és az ilyen jellegli kutatasok leginkabb kontinentalis vizek pikocianobaktériuma-

ira vonatkoznak. A tanulmanyok egy része pusztin a valtozasok tényét nyugtazza, p/. a pikociano-

45 a mérsékelt 6vi és sarkvidékekhez kozeli tavaktdl eltéréen (ahol a pikofitoplankton mennyiségének éves maximuma
tavasszal és nyaron figyelhet6 meg egy vagy két mennyiségi maximummal) a trépusi tavak (pl az afrikai Kivu- és
Tanganyika-t6) egész évben allandéan nagy fotoszintetikus pikoplankton sejtszammal rendelkeznek (Sarmento és mitsai.

2008)
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baktérium kéz6sség molekularis ujjlenyomata (DGGE®) alapjan (Casamayor és misai. 2002, Becker
és mtsai. 2002). A kozlemények masik része egy-két kiemelt genotipus mennyiségének id6beli
alakuldsit koveti (kvantitativ PCR*), a kézosség tobbi tagjanak azonositisa és szezonalitisuk
felderitése viszont altalaban elmarad (Becker és mitsai. 2004, Becker és mtsai. 2007, Sdnchez-Baracaldo és
mitsai. 2008). Ahol viszont részletes felbontasu képet alkotnak a planktonikus pikocianobaktéri-
umok taxonémiai 6sszetételérdl (klonozés és szekvendlas™), ott az idébeli felbontas csekély (két-
harom idépont) (Ivanikova és mtsai. 2007).

Tengerek és 6ceanok pikofitoplankton kézosségét vizsgalva is csupan néhany ilyen jelleg
tanulmany sziiletett (pikocianobaktériumok: Fuller és mitsai. 2005, Penno és mtsai. 2006, Jing és misai.
2009, Tai és Palenik 2009; pikoeukariota algak: Romari és 1V aulot 2004, Countway és Caron 2006),
hasonl6 modszereket alkalmazva (kvantitativ PCR, klénozas és szekvenalas, ’dot blot’ hibridi-
74ci6™). Bzeknél a kornyezeteknél inkabb a térbeli struktirak feltirdsa all a kutatasok homlokteré-

ben (Vaulot és mtsai. 2008, Zwirglmaier és misai. 2008).

5. A pikoalgak diverzitasanak és azonositasanak vizsgalati modszerei

A pikoalga kozosségek taxondmiai jellemzésére és diverzitdsuk vizsgilatira hasznalt
modszerek kozott egyarant megtalaljuk a klasszikus algolgiai (mikroszképos megfigyelés,
pigment-Gsszetétel) és molekularis mikrobiologiai szemlélet (genetikai valtozatossag) eszkoztarat
is (II/ 10. tabldzat). Az alabbiakban ezen modszerek elvének részletes taglaldsa helyett elterjedtsé-
giiknek és alkalmazhatosaguknak kritikai értékelése keril ismertetésre a planktonikus pikoalgak

vizsgalatanak specialis esetében.

Minta elGkészités

A minden vizsgilatot (és késébbi alkalmazandé moédszert) megel6z6 minta el6készités
soran a megfelel6 méretkategéria levalasztasanak legegyszeribb moédja a szirékkel térténd
elkiilonités. Ez esetben jelentkezhet az a probléma, hogy piks méretinél nagyobb sejtek is atjut-
hatnak a pérusokon, és kisebbek is maradhatnak a szir6 felszinén, még akar vakuum-mentes elja-

rasndl is (L 1990, 1/ris 1991, Becker és mitsai. 2002). Sejtszam meghatarozasanal minta tipusatol

46 az emlitett modszerek részletes jellemzését /. 1T/ 10. tablizat
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11/10. tablazat. A pikoalgak azonositisanal és diverzitas-vizsgalatinal leggyakrabban hasznalt médszerek
(Vanlot és mtsai. 2008, Felfildi és mtsai. 2010 alapjin)

mddszer neve mddszer elve

tenyésztéses midszerek és a tirzsek jellemzése

torzsek izolalasa tiszta tenyészetek elGallitasa

transzmisszios az athaladé elektronnyaldb az ultravékony mintaval kolesonhatva teremti

elektronmikroszképia (TEM) meg a képalkotas alapjat, felfedve a mintaszelet finomszerkezetét

pigment analizis az adott térzsben eléfordul 6 pigmentek mennyiségi és mindségi
meghatarozasa

direkt szekvencia analizis® adott DNS szakasz(ok) bazissorrendjének Gsszehasonlito vizsgalata

restrikcios fragmentumhossz a DN restrikciés endonukleazokkal térténd hasitasaval kapott

polimorfizmus (RFLP)" mintazatok 6sszehasonlitasa

a sejtek fluoreszcencia tulajdonsdgain alapnls midszerek

epifluoreszcens mikroszképia kil6nb6z6 hullamhossza fénnyel torténd gerjesztés segitségével a sejtek
pigmentosszetételére lehet kévetkeztetni azok autofluoreszcencidja miatt

aramlasi citometria a folyadékaramlatban haladé sejtek mennyiségének meghatarozasa és
osztalyozasa méret, fluoreszcens tulajdonsag s7b. alapjan

szeroldgiai midszerek

immunfluoreszcens technika fluoreszcens festékek hozzakapcsoldsa bizonyos sejtfelszini molekulakhoz
(antigénekhez)

nukleinsav alapi molekuldris bioldgiai midszerek

fluoreszcens zn situ hibridizacid a sejtek RNS-éhez 7 situ fluoreszcens festékkel jelolt taxon-specifikus

(FISH) oligonukleotidok (vagy azok analdgjainak) kotése

’dot blot” hibridizacio PCR segitségével amplifikalt DNS hibridizaltatasa taxon-specifikus DNS
probakkal

kvantitativ (real time”) PCR a PCR soran keletkez6 termék mennyiségének folyamatos nyomon
kovetésével az amplifikalt gén mintdban el6fordulé mennyisége
meghatarozhat6

kl6nozas és a klonok 6sszehasonlité  a kozosségi DNS (multitemplat PCR termék) szétvalasztasa rekombinans

bazissorrend elemzése vektor-kompetens sejt rendszer segitségével

denaturalé gradiens eltéré GC-tartalmi (és emiatt kill6nb626 olvadasi tulajdonsaggal

gélelektroforézis (DGGE) rendelkez6), de azonos hosszisagii DNS szakaszok elvilasztisa névekvo

denaturalé koncentraciot tartalmazé poliakrilamid gélben
* val6jaban nukleinsav alapti molekularis biologiai modszerek, amelyeket jellemzéen pikoalga izolatumok vizsgalatakor
alkalmaznak

fuggd korrekcids faktor alkalmazasaval (175rds 1991), egyéb esetben pedig ellenérzd vizsgalatokkal
(Pl a tenyészetek sejtméretének ellendrzése) vagy egy - ezt a jelenséget is figyelembe vevé -
mértéktart6 diszkussziéval kezelhet6 a probléma.

A minta elGkészitésének és a méret meghatarozasanak masik hibajaként jelentkezhet, hogy
a fixalé anyagok (p/ glutiraldehid és Lugol-oldat) és az esetleges szaritasi 1épések a sejtek

zsugorodasat idézhetik el6, torzitva a valodi nativ méretet (Iaulot és mitsai. 2008).
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Tenyésztéses eljarasok

A tenyésztés szelektivitdsaval folytatott, a mikroszervezetek esetében dltalanosnak tekint-
het6 kiizdelem a pikoalgik esetében kiegésziil azzal, hogy meglehetésen nehéz axenikus tenyésze-
teket el6allitani (4. I5. Fiiggelék). A gyakorlatban hasznalt, egyféle algat tartalmazé (Cunialgal” vagy
unicianobakterialis) tenyészetekben az algak mellett n6v6 baktériumok (és mas mikrobak) befo-
lyasolhatjak a kultirak fiziologiai vizsgalatainak eredményeit, megnehezitve az egzakt fajok megal-
kotasat. A klasszikus médszerekkel a pikoalga torzsek azonositisa meglehetésen nehézkes. Mind
az prokariéta, mind az cukariéta képvisel6ik esetében az utdbbi évtizedben dénté szerephez ju-
tottak a taxonok elkiilonitésénél és kijelolésénél a molekularis biologiai modszerek (Huss és mitsai.
1999, Robertson és mtsai. 2001, Crosbie és mitsai. 2003a, Fuller és mitsai. 2003, Henley és mtsai. 2004,
Krienitz és mtsai. 2004, Haverkamp és mitsai. 2009). A kemotaxondmiai vizsgalatok, bar kevésbé elter-
jedtek, olykor nagyon érdekes eredményeket hoznak (p/ a Picocystis tobbi klorofitatdl eltéré sejtfal
Osszetétele, Lewin és misai. 2000; vagy a Pinguiophyceae tengeri pikoalga kiilénds zsirsavprofilja,

RKawachi és mtsai. 2002).

Klasszikus mikroszképos vizsgalatok

Sajnos a sejtek részletes vizsgalataval sem fedhet6 fel kell6 szamu, taxonémiai jelentéségi
morfolégiai kiilénbség a pikocianobaktériumok esetében (Leppard és mitsai. 1987, Castenholz és
Norris 2005). A pikoeukariéta algaknal azonban kicsit kedvezébb a helyzet, és némely taxonhoz
egyedi motfolégiai bélyegek kapcsolhatok, pl a Parachlorella kilonleges szerkezet sejtfala (Yama-

moto é mtsai. 2005), a Nannochloris bacillaris palcika alaka sejtjei (N 1921, Yo to és misai.

2007) (11/6. és Melléklet M/2. dbra). A tengeri pikoeukaridta algik taxonomiai gazdagsagaval
(Melléklet M/ 4. tiblizata) az el6bb emlitett édesvizi példakénal még nagyobb mértékd morfoldgiai
valtozatossag parosul (Vaulot és mtsai. 2008). Szintén az eukarita pikoalgik esetében van taxoné-
miai jelent6sége a kilonb6z6 osztodasi tipusoknak (autosporulacid, kettéosztodas és bimbdzas,
Melléklet M/ 2. dbra), amelyek megfigyelését a részletgazdag TEM felvételek” mellett fluoreszcens
mikroszképos eljarasok (kloroplasztisz autofluoreszcenciaja, a sejtfalhoz és a sejtmag DNS-éhez
specifikusan k6t6d6 festékek alkalmazasa) tehetnek még pontosabba (pl. Yamamoto és mtsai. 2007).

Sajnos tobb morfolégiai tulajdonsag tenyészkorilményektSl figeben valtozhat; pl a Picocystis

47 a SEM (pasztazé elektronmikroszképos — *scanning electron microscopy’) felvételek a sejtek felszini struktarainak
hidnya miatt kevésbé hasznalhatok (kivétel p/. Mychonastes homosphaera; Id. 11/ 6.h. dbra)
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salinarum gomb alaki sejtjei Oreg, tapanyagszegény kulturakban haromkaréjuva valnak (Lewin és
mitsai. 2000; 11/6.1. dbra); a pikocianobaktériumok koloniaképzése indukélhat6 (/. F4. Fiiggelék),
ami kilonos koriltekintést igényel a szikos morfoldgiai jellemzok taxonomiai jelentéségének

megallapitasanal (Luo és mitsai. 2010).

A sejtek fluoreszcencia tulajdonsagain alapulé médszerek

Az epifluoreszcens mikroszképia és az dramldsi citometria modszere egymassal
parhuzamosan a pikofitoplankton jelentségénck felfedezésében donté szerephez jutott (Johnson
és Sieburth 1979, Waterbury és misai. 1979, Chisholm és mtsai. 1988, Li és Wood 1988, Courties és misai.
1994), és azéta is szinte egyedilli médszerek a pikoalgak abundancidjanak meghatarozasaban. A
sejtekben el6fordulé pigmentek autofluoreszcenciajanak koszonthetéen mindkét modszerrel
hirom csoport kiilonbéztethets meg: a PE-, a PC-pigment-dominanciaji* pikocianobaktériumok
és az eukariota pikoalgak® (kékesibolya getjesztéfénnyel az eukariéta sejtek Chl # tartalmuk miatt
erés voros autofluoreszeenciat mutatnak, mig a PE-gazdagok sargas-narancsos, a PC-pigment-
dominanciaju pikocianobaktériumok pedig gyenge voros fénytek; z6ld gerjesztéssel csak a fiko-
biliproteines sejtek fluoreszkalnak ers voros fénnyel, mig ezzel a gerjesztéssel az eukaridta algak

nem vagy csak alig lathatéak; Maclsaac és Stockner 1993; 11/ 13. dbra).

11/13. abra. A pikofitoplankton harom f6 tipusanak megkiilénboztetése a sejtek

autofluoreszcenciaja alapjan epifluoreszcens mikroszkoppal
(Somogyi Boglarka felvételei)
a: kékesibolya gerjesztifény; b: zold gerjesztifény
Febér nyilak: pikoeukaridta algaseiter, 3ild nyilak: PC-, piros nyilak: PE-pig inancidji pikoci

4 a korai publikiciokban a kék gerjesztés egyediili alkalmazasaval nem szamoltak a PC-pigment-dominanciaji piko-
cianobaktériumokat (Pick 1991, Maeda és mitsai. 1992), ezért ezek mennyisége bizonyos vizterekben egy ideig rejtve
maradt a kutaték el6tt

4 a Cryptophyta algak szintén tartalmaznak fikoeritrint, de édesvizi piko méret képviselik nincsenek
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Aramlési citometriaval bizonyos esetekben az epifluoreszcens mikroszképban megkiilon-
béztethetetlen pikoalga tipusok is elvalaszthatok™ (Crosbie és mtsai. 2003¢), de a kolénias formak
ennél a technikdnal problémat okozhatnak. Mindkét médszer tovabbfejlesztheté immunolégiai
vagy molekularis prébak felhasznalasival, bar ez utdbbi kapcsoldsa az aramlasi citometridval a
meglehetésen bonyolult protokollok miatt nem terjedt el igazan (Biegala és mitsai. 2003, 1 aulot és

mtsai. 2008).

Szerolégiai moédszerek

Az 1980-as években tobb, tengeri pikocianobaktériumokat immunfluoreszcens technika-
val vizsgalé kozlemény is napvilagot latott (Campbell és mtsai. 1983, Campbell és Carpenter 1987,
Campbell és Tturriaga 1988). Am az akkor talan igéretesnek mutatkozé médszert késébb teljesen fel-
valtottak a koézvetlen filogenetikai informaciét szolgaltaté nukleinsav alapi technikak, és azéta
csak kevés immunfluoreszcens technikat alkalmazé publikacié sziletett. Igaz, néhany alkalmazott
antiszérum esetében nagyfokd specifitasrol szamoltak be és a technika mozgasképes Synecho-
coccnsokra adaptalt valtozatanak hasznalhatésigaval is kecsegtettek® (Toledo és Palenik 2003).
Sikeresen alkalmaztak viszont szerologiai moédszert a foszfor stresszt jelz6 PstS fehérje kornyezeti

el6forduldsanak vizsgalatira pikocianobaktériumoknal (Scanlan és mtsai. 1997, Fuller és mtsai. 2005).

Nukleinsav alapti molekularis biolégiai médszerek

Napjainkban a sejtek csekély morfoldgiai viltozatossiga miatt a pikoalgak taxonémiai
vizsgalataban és azonositasiban meghatirozoé szerep jut a molekularis biolégiai, killonésen a PCR
alapu modszereknek. A pikoeukariéta algak korében tobb taxon megalkotdsa szinte kizardlag a
18S rDNS hasonlésagi értékein alapul (Krienitz és mtsai. 2004, Henley és mitsai. 2004).

A fluoreszcens jelet nukleinsav alapu taxon-specifikus detektalassal kombinald, a mikrobi-
alis 6kologiaban elterjedten alkalmazott FISH technika, a pikofitoplankton vizsgalatanal kezdet-

ben nem bizonyult elég hatékony moédszernek, ugyanis a sejtek autofluoreszcencidja sok esetben

%35

0 a fotoszintézis hatasira bekovetkez6 ligosodas és a sejtek ,,g6cképz6” pontokként mikédése miatt azok felszinén
kalcit (CaCOs) rakddddhat le, ami befolyasolhatja elvélasztasi tulajdonsagaikat (Thompson és mtsai. 1997, Crosbie és mtsai.
2003¢); a precipitacios folyamat kilonésen keményvizi oligotrof tavakban lehet jelentés, és ugy tlinik az eu- és proka-
ridta pikoplankton eltérd kristalytipusok kialakulasat eredményezi (Dittrich és mtsai. 2004)

>l a mozgasképes torzsek sejtfelszinén nagy mennyiségben jelenlévé SwmA fehérjét (Brabamsha 1996), mint lehetséges
antigént megcélozva
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erés hattérzajként elnyomta a probahoz kapesolt fluorokrém jelét (Schinhuber és mtsai. 1999). Bz
raadasul a sejtek alacsony rRNS tartalmaval is parosulhat, tovabb gyengitve a jel erésségét (Worden
és mitsai. 2000). A probléma megolddsira harom lehetGség adodik: (7) az enzimatikus jelerdsités™,
amelynél a prébahoz kotétt torma-peroxidaz a célsejten belil szubsztratjaval reagilva fluoresz-
censen aktfv terméket hoz létre (Amann és misai. 1992, Schinbuber és mtsai. 1999); (i) DNS helyett
erésebb fluoreszcens jelet adé peptid-nukleinsav (PNS™) prébak alkalmazasa, amelyek nagyobb
specifitassal rendelkeznek és kevésbé gatlodik a célhely-felismerésiik, mint a velitk analég DNS
probaké (Worden és mtsai. 2000); (iii) a sejtek elszintelenitése (pl. hékezeléssel, Scanlan és mtsai.
1997); igaz ez utébbi nem terjedt el igazan, és megmaradt az elméleti lehetéségek szintjén. A
hibridizicié6 masik médszere, amikor PCR-amplifikalt termékekhez kapcsolédnak a probak (dot
blot” hibridizacid), szintén népszerl technika (pl. Fuller és mtsai. 2003, Fuller és mtsai. 2005, Zwirgl-
maier és mtsai. 2008) a kvantitativ (real time’) PCR (pL Becker és mtsai. 2002, Becker és mitsai. 2004,
Becker és mtsai. 2007, Sanchez-Baracaldo és mtsai. 2008) mellett a tér- és idébeli strukturak feltarasa-
ndl, hasonléan a mikrobidlis 6kolégiai vizsgalatokban is eltetjedten alkalmazott klonozas és
szekvenalds, /. a DGGE technikihoz. Ezeknél azonban nemcsak az altalinosan el6forduld
16S/18S tRNS gének szerepelhetnek célpontként, hanem akar mas, kizardlag (piko)algikra
jellemzé régiok is. Az utdbbi egy-két évben kiilonésen ajanljak az olyan molekularis médszertant,
zomében a széles csoportot célzé vizsgilatok (pl az univerzalis 16S/18S rDNS alapuak) nagy
torzitdsa miatt, ahol inkdbb egy szlkebb csoportra (vagy tobb ilyen csoportra kilon-kilon)

specifikus a médszer (1Vaulot és mtsai. 2008).

A PCR alapu médszerekkel legelterjedtebben vizsgalt gének és régiok

A legaltalinosabban hasznilt molekularis kronométerek” a riboszémalis RNS-t kédols
gének (fDNS-ek) (II/71. tdblizat). Az Osszehasonlité bazissorrend elemzésiikre alapozott
filogenetikai vizsgalatok a pikoalgdk molekularis bioldgiai alapt jellemzését és csoportositasat
tették lehet6vé (ami sokszor a mar meglévé taxonok létjogosultsaganak megkérdéjelezésével jart),
és alapként szolgaltak a kornyezeti populaciok tagjainak azonositasihoz.

A pikoalgdk molekularis azonositasakor kihivast jelent, hogy (nem megfelelSen specifikus
PCR primerek hianyaban) a nem-axenikus tenyészetekben az algasejtek mellett el6forduld

heterotréf baktériumok vagy protistak rDNS-e ugyanigy, vagy rosszabb esetben, az algakéhoz

2 egyes szakirodalmi forrasokban CARD (catalyzed reporter deposition” - katalizalt jelz6molekula-lerakédas)-FISH-
ként emlitik
53 ahol a DNS cukorfoszfat vaza toltés nélkuli, strukturalisan homomorf pszeudopeptiddel van helyettesitve
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II/11. tablazat. A pikoalgak azonositasanal és diverzitisuk meghatarozasanal leggyakrabban vizsgalt
gének és régiok
(Felfilds és mtsai. 2009b alapjin)

régio kodolt gén 16bb jellemzok
« 165/18S a riboszomalis RNS elony: univerzalisan el6fordul, jelentés adatbazis
‘g g rDNS* kis alegysége hatrany: mérsékelten variabilis
‘g g ITS nem koédol6 régié eldny: variabilis, univerzalisan el6fordul
8 0° hatriny: mérsékelt adatbazis
= egyéh: jelentSs hosszpolimorfizmus
peB(A) fikoeritrin gének elony: variabilis
bhatrdny: csak cianobaktériumokban®* és vorésmoszatokban fordul
cl6, csekély adatbazis
peBA-IGS  fikocianin operon elony: variabilis
% hatrany: csak cianobaktériumokban és vorésmoszatokban fordul
gﬁ el6, proklorofitakban hianyzik, mérsékelt adatbazis
2 egyéh: jelentSs hosszpolimorfizmus
= psbA a PS 11 D1 fehériéje eldny: variabilis
é hatrany: egyes cianomiovirusokban is megtalalhato; laterélis
g géntranszfer valoszindsithetS Synechococcus és Prochlorococcus
ke populaciok kozott virdlis kozvetitéssel; néhany algaban t6bb,
egymastol eltéré kopiaban; csekély adatbazis
rhel a RuBisCO nagy eldny: variabilis
alegységét kodold gén  hdtrany: nemcsak algakban fordul el6 (magasabb rendd névények,
kemoautotrof baktériumok), lateralis géntranszfer, csekély adatbazis
g | 1poCl DNS-fiigg6 RNS elomy: variabilis, prokariétikban csak egy képiaban
= polimeraz egyik génje  hdtrany: nemcsak algakban fordul el6, csekély adatbazis

* prokariotik esetében 168, eukariotaknal 18S; ** /d. még 11/ 2. dbra

képest nagyobb mértékben amplifikalodhat (Fefildi és mtsai. 2009b). A probléma még kifejezettebb
lehet kérnyezeti mintak tenyésztéstSl fiiggetlen diverzitas-vizsgalatakor (Felfoldi és mtsai. 2009b).
Ilyenkor megoldast jelenthet olyan génszakaszok hasznalata a (piko)algak azonositasara, amelyek
kizarélag csak az 6 génallomanyukban talalhaték meg, mint példaul a fotoszintetikus folyamatok-
ban részt vevé fehérjéket kodolo, zn. fotoszintetikus gének (I1/11. tdblizat). Kozeli rokon csopor-
tok elvalasztasara szintén alkalmasak lehetnek, hiszen a genetikai kodszotar degeneraltsaga miatt
(ugyanazt az aminosavat tobbféle triplet is kodolhatja) a fehérjekédolé gének a nem kédold
régidkhoz (ITS, IGS) hasonléan nagyobb variabilitissal rendelkeznek, mint az fRNS gének (Erst
és mitsai. 2003, Budinoff és Hollibangh 2007, Haverkamp és mitsai. 2008).

A 16S/18S tRNS és egyéb gének vagy régiok alapjan szerkesztett filogenetikai fik Gssze-
hasonlitasat azonban nagyban ncheziti, hogy szdmos torzsnél csak az egyik gén szekvenciaja 4ll

rendelkezésre. Fehérjekddold gének esetében problémaként jelentkezhet, hogy olykor tobb képia-

3 bar fikobiliszomakkal nem rendelkeznek, a Prochlorococcusok evolicidsan Gsibbnek tekintheté (ILL) csoportja aktiv
fikoeritrin génekkel rendelkezik (Hess és mitsai. 1999), amik konkrét funkcidja azonban ismeretlen; az evolicios
szempontbol fiatalabb (HL) Prochlorococcnsokban csak a B-alegységét kodold gpeB gén fordul el (Steglich és mtsai. 2003)
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ban, kedvezétlen esetben eltérd szekvencidval talalhaté meg az adott gén (pl. psbA, fikoeritrin®™ és
fikocianin operon™), ami kérnyezeti mintik vizsgalatakor az egyes csoportok ardnyat és diverzi-
tast torzithatja. Korlatozoé tényez6 lehet, hogy bizonyos gének nem talalhatéak meg minden piko-
algaban (p/. fikobiliproteineken alapulé molekularis filogenetikai vizsgalatokat édesvizi pikoeuka-
riéta algak kérében nem végezhetiink), /. lateralis géntranszfer el6forduldsa esetén (pl psbA és
rbel) az adott gén csak azon csoportokon belili vizsgalatokra alkalmas, ahol a csoport tagjai
koéz6tt nem tértént géntranszfer.

Specialis kombinacié a ¢peBA-1GS régi6, amely a fikocianin két alegységét kédold géneket
(¢peB és cpeA) és a koztik 1évé nem kédold, és emiatt jelentSs hosszpolimorfizmussal rendelkezé
szakaszt (IGS-t) tartalmazza. A pikocianobaktériumoknal (jellemzéen a Synechococcnsok nem-ten-
geri képvisel6inél) Gsszefliggést talaltak az IGS hossza és a filogenetikai csoportok kozott, és a
vizsgalatok alapjan ez a régi6 a konzervaltabb 16S rDNS-nél jobban definialt csoportokat adott

(Robertson és mtsai. 2001, Crosbie és mtsai. 2003a).

6. A pikofitoplankton vizsgalata hazankban

Hazai vizeink planktonikus pikoalgainak vizsgalata az 1980-as években kezdédott Voros
Lajos kutatasaival (I7oros 1987-88, 1iris 1989), és kozpontjaként mindmaig megmaradt a Magyar
Tudomanyos Akadémia Balatoni Limnolégiai Kutatdintézete. A sejtek fluoreszcens tulajdonsiga-
in alapulé epifluoreszcens mikroszképos vizsgalatok (mennyiségi viszonyok, Gsszefiiggések a viz-
alatti fényklimaval) nemzetkézi szinten is meghatarozo jelentségti eredményeket hoztak (1767ds és
mitsai. 1991, Voros és mtsai. 1998, Stomp és mtsai. 2007b).

Az utébbi évtizedben a hazai pikoalga vizsgalatoknak a téli pikoeukariéta témegprodukciod
(Mdzes és Voros 2004, Mdzes és mitsai. 2005, Mdzes és misai. 2006, Somogyi és mitsai. 2009b) és a turbid
szikes vizeinkben megfigyelhet extrém magas pikofitoplankton abundancia értékek felfedezése
(Schmidt és Febér 2001, Vords és 1/-Balogh 2003, 1V ris és mtsai. 2005, Somogyi és mitsai. 2009b) adott 4j
lendiiletet. Ennek szerves kiegészitését képezik a molekularis biolégiai alapu diverzitas- (Duleba és

mitsai. 2008, Felfoldi és mtsai. 2008, Felfoldi és mtsai. 2009ab, Somogyi és mtsai. 2009a, Somogyi és mtsai

55 valamennyi Synechococcnsban egy kopidban (¢peBA) taldlhat6 a fikoeritrin operon, de a PUB-t is tartalmazé PE-
gazdag torzseknél két példanyban (¢eBA és mpeBA) fordul el (Everroad és Wood 2006, Six és mtsai. 2007)

56 a PE-gazdag torzsckben egy, mig a PC-pigment-dominanciaval rendelkez6 pikocianobaktériumok genomjaban két
kopiaban talalhatd meg (Six és mitsai. 2007)
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2010a) és az izolalt torzsekkel végzett Skofiziologiai vizsgalatok (Somuogyi és mitsai. 2007, Vanyovszki
és mtsai. 2008, Somogyi és mitsai. 2009b).

A vizsgalt vizterek tekintetében a Balaton és a kiskunsagi szikesek mellett kiemelt érdekl-
dést kapott a Fert6 t6 (Padisdk és Doknlil 1994, Somogyi és mtsai. 2010a) és a folyévizek. Ez utdbbi-
ak esetében a kutatasok kezdetben a Dunara fokuszaltak (176rds és mitsai. 2000, Feid 2002), majd
szamos egy¢b mintavételi hely planktonikus pikoalga kézosségének felmérésével egésziltek ki az
elmult néhany évben (Mdzes és mtsai. 2007, Mozes 2008, Mdzes és mtsai. 2009).

A hazai (és hazai kézremtkodéssel 1étrejott), referalt tudomanyos folydiratban megjelent

publikicidkat és az clért eredményeket a Melléklet M/ 5. tiblizata tészletezi.
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1II. Célkitiizések

1. fejezet
CELKITUZESEK

Hazankban nagy hagyomanyai vannak a pikofitoplankton kutatasoknak, a magyarorszagi
vizek pikoalga k6z6sségeinek valédi diverzitisa azonban mindeddig rejtve maradt. Ez a kérdéskor
nemcsak hazai jelentSséggel bir, hiszen a kiskunsagi szikesekben regisztraltdk a valaha észlelt
legnagyobb pikofitoplankton sejtszamokat. Munkank célkitizéseit és iranyvonalait igy az aldbbi
pontokban foglalhatjuk Gssze:

() A Karpat-medencében talilhaté hipertrof, tutbid és olykor extrém pikoalga
tomegprodukcioval jellemezhetS szikes tavak pikofitoplanktonjinak genetikai diverzitisat kivan-
tuk felmérni. Ezen belil részletesebb elemzést céloztunk végezni a legintenzivebben kutatott
hazai szikes tavunk, a Fert6 t6 planktonikus pikoalgait illetGen.

(i) Magyarorszag legnagyobb és algologiai szempontbdl (beleértve a pikoalgakat is) legtel-
jesebb mértékben jellemzett sekély tava, a Balaton esetében nem pusztan a pikoalgak genetikai
diverzitasat kivantuk feltirni, hanem az egyes genotipusok idébeli valtozasait, ///. ezek kapcsolatat
a fizikokémiai paraméterekkel is szerettiik volna megismerni.

(77)) Munkank soran szem el6tt tartottuk, hogy kontinentalis vizek esetében a diverzitas-
vizsgalatok nem pusztin a 16S tRNS génjére korlatozodtak, és egyes filogenetikai csoportok
esetében csak a fikocianin operon alapjan allnak rendelkezéstinkre informaciok. Ezért tobb eset-
ben mindkét régié egylttes elemzésével kivantunk pontosabb képet alkotni a pikocianobaktéri-
umok filogenetikai hovatartozasarol.

(i) Az alkalmazott médszerek megvalasztasanal igyekeztik figyelembe venni a korabbi
vizsgalatokkal valé 6sszehasonlithatésag mellett az esetleges modszertani fejlesztések lehetGségét

is, a gyors és olesé kivitelezhet6séget nagyobb szamu mintak feldolgozasa esetén.
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1V fejezet
ANYAG ES MODSZER

1. A vizsgalt vizterek altalanos jellemzése

Szikes tavak

Hazank Burépa szikes vizekben leggazdagabb teriilete”. Ezek a vizterek geolégiai, hidro-
logiai, 6kolégiai és természetvédelmi szempontbdl egyarant specialis él6helyeknek tekinthetSk,
hazankban kiilén torvényi védettséget élveznek™ (1/dris és mtsai. 2006b). Kialakulasuk el6feltétele
specidlis hidrometeoroldgiai és talajtani adottsagok egytittes megléte. A viszonylag kevés csapadék
héséggel, nagy lehetséges parolgassal és a talajfelszin kozelében 1évé kapillaris zonaban rendelke-
zésre all6 vizkészlettel parosulva intenziv sémozgast és -felhalmozodast idéz elé (Kdkonyi 2009).

A szikes tavak™ két f6 tipusit kiilonbézetik meg, a lebegé kolloidanyagoktdl zavaros®,
szirkésfehér szind fehér vizd szikeseket és a fenékig atlatszo sotét vizd fekete tavakat. A kétféle
tipus f6ként a lebegbanyagok mennyiségének tekintetében tér el egymastdl; a fehér szikesek vize
is barna®, csak a dontden szervetlen anyagokbol 4ll6 lebegé anyagok elfedik a barna szint (1/Gris

és mtsai. 2006b, 17-Balogh és mitsai. 2009). A tipusok differencidlédasiban fontos szerepe lehet a

7 Szerbiaban, a Havasalfoldon, Ukrajnaban, valamint az Ibériai-félszigeten taldlhatunk még Eurdpaban szikes
vizeket; Burépan kiviil az eurdzsiai sztyeppévezet bizonyos térségeiben (Mongdlia, Kazahsztan, Kina, Oroszorszag
és Torokorszag teriiletén), valamint Afrikaban (Kenya, Tanzania, Csad), Fiszak-Amerika bizonyos tertletein és
Ausztrilidban talalhatok szodas szikes tavak (Boros 2009)

3 az 1996. évi LIIL. térvény alapjan (/d. még az Eurépai Uni6 92/43/EEC él6helyvédelmi iranyelve 1. figgelék /1530
koédszam)

% a legtobb ilyen sekély viztér tudomanyos értelemben nem nevezhetd igazi tonak, ugyanis ezeknél altaliban mélysé-
gileg nem kilonil el a parti zona a nyilt viztSl (Boros 2009)

0 a karbonatok (és egyéb felszini negativ t6ltési O~ csoporttal rendelkez6 molekulak), a Na* ionokkal a turbiditas
stabilizalodasat el6idézo kett6s réteget alkothatnak; az igy létrejott szervetlen lebegd részecskék felszinéhez szerves
anyagok adszorbealodhatnak, szuszpendalt formaban tartva Sket (folyékony tledék koncepci®’, Eiler és mtsai. 2003); a
hazai szikes tavak az oldott és partikuldlt szerves és szervetlen anyagok extrém (maximalis) koncentraciéjanak
készonhetSen vilagviszonylatban is kiilonleges él6helyeknek szamitanak (17615 és mtsai. 2006h)

o1 a szin gy keletkezik, hogy a vizben oldott sziksé a t6 fenekén halmozédé humuszt elfolydsitja és lebegd allapot-
ban tattja
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szélnek val6 kitettségnek, amit a névényzet is befolyasolhat. A viz turbulenciajanak csékkenésével
ugyanis a lebegéanyagok kitilepedhetnek, igy akar egy tavon beliil is kialakulhatnak fehér és fekete
vizl téjak (1ords és mtsai. 2006b), mint pl. a Fertd t6 esetében. A legutdbbi idében viszont ismertté
valtak kristdlytiszta, atlatsz6 vizd szikes tavak is a Sarviz-vélgyében (Fejér-megye) (1/6ris és mtsai.

2009%).

Kiskunsagi és vajdasdgi s3ikesek

Mivel nagyon sekélyek, érzékenyek az id6jaras valtozasaira. Vizkészletiik nagyobb részét a
felszini csapadék mellett a felszin alatti talaj- és rétegvizek adjak. Tobbségiik id6szakosan kiszara-
d6 élshely. Asvanyi anyaguk tekintetében meghataroz6 a natrium-hidrogén-karbont (sz6da, szik-
s6), amely lugos kémhatist okoz (Boros 2009; 11/ 1. tiblizat). A meder aljit legtobbszor boritd
karbonat mésziszap vizzar6 réteget képez és megakadalyozza a viz lefelé szivargisat (Kdakonyi
2009). Korabban ezek a vizek jelent6s gazdasagi (szappanfézés) és gyogyaszati értéket képviseltek
(b6r- és nemi betegségek, reumatikus és csontritkulasos megbetegedések kezelése). Szereptik
azonban id6szakos voltuk® (és a termélfiirdSk térhoditisa), valamint a szintetikus szodagyartas
miatt az utobbi évtizedekben jelentGsen csokkent (Boros 2009, Vords és mitsai. 2009b).

Maximalis telitettségliket a tavaszi héolvadas utan érik el, és az idGjarastdl fuggden nyar
végén, Osszel kiszaradnak és a medret borité karbonat iszap kékeménnyé valik, ,kivirigzik a
sziks6” (Kakonyi 2009). Ezzel parhuzamosan a fajlagos elektromos vezetSképesség is jellegzetes
évszakos valtozast mutat, ltaliban tavaszi minimum és 8szi maximum értékkel® (Sohmidt és Febér
2001, Vards és mtsai. 2006b). Ez utdbbi értékek alapjan valamennyi t6 a hipo- és mezoszalin
kategériaba sorolhatd (Hammer 1986, Schmidt és Febér 2001, Schmidr 2003). Szintén sekély
mivoltuknak készonhetSen, hasonlé extremitisok jellemzéek napi viszonylatban is, akar 20 °C
héingadozassal és szélséséges O, viszonyokkal (éjszaka O, hiany, nappal akar 500%-os telitettség;
Vioros Lajos, szobeli k03/és). A tapelemek szempontjabdl az oldott szervetlen szénformak (HCO; és
CO.Y) korlatlan” hozzaférhetSsége, boséges foszfor és mérsékelt nitrogén talkinalat jellemzi

ezeket a viztereket (176rds és mtsai. 2006b), ami valoszintleg az itt el6forduld kolt6z6 vizi madarak

92 id6szakos voltuk mellett létiik is veszélyeztetett: a XX. szazad sikvidéki lecsapold belvizrendezése (és koribban a
reformkor foly6szabilyozasi munkalatai) a mezSgazdasagi termelés novelése céljabol jelentGsen csokkentették az
alfoldi szikes tavak létét meghatarozo felszin alatti vizszintet; az ezzel parosulé érdemi vizgazdalkodas hidanya és az
idéjarasi viszonyok hatranyos valtozasa a Duna-Tisza kéze vizkészletének erételjes fogyasiahoz vezetett, aminek
kovetkeztében a szikesedés folyamata megszint; a szélkifuvas és csapadékbemosis hatasira megindult a sziktele-
nedés, tobb helyen a fejlédés a gyepesedés és a mez6ségi talajok iranyaba mozdult el (Kdkonyi 2009)

9 a parolgas és csapadékviszonyok nemcsak a szervetlen ionok, hanem az oldott szervesanyagok koncentraciojat is
befolyasoljak, eltéréen mas vizterektSl (17-Balogh és mtsai. 2009)
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clhelyezkeds szikes t6, Eurdzsia legnyugatabbra fekvs sztyepptava. A magyar torész 75 km?
nagysagu, amelynek 85%-at nadas boritja. A hetvenes évek elején a megnovekedett turizmus és a
mez6gazdasagi termelési modszerek atalakulasa miatt a téban erds eutrofizalédas indult meg, a
kés6bbi beavatkozasok kovetkeztében (szennyviztisztité mévek s7b.) azonban a t6 allapota javult®
(Dokulil és Padisik 1994).

A nadasba zart belsé tavakat és a nyilt vizet mesterségesen kialakitott csatornahalézat kéti
ssze. A t6 vizszintjének ingadozasa jelentés”, a szelek felkavaré hatasa az életfeltételeket jelentd-
sen befolyasolja, alacsony vizillis esetén a vizfelszin feldarabolédik, a belsé tavak izolalédnak a
nyilt vizt6l (Padisik és Dokulil 1994, Dinka és mitsai. 2004). A gyakori szélfuvasnak koszonhetSen a
t6 allandoban felkevert allapotban van, a szediment részecskék miatt a nyilt viz zavaros; a vertikalis
rétegzédés emiatt meglehetGsen ritka, inkdbb horizontalis variabilitasr6l beszélhetiink (Dokulil és
Padisik 1994). A belsé tavak és csatornak lebegbanyag-tartalma a nyilt vizéhez képest kevesebb, a
nagy huminanyag tartalom miatt a fény azonban itt is limital (Dznka és mtsai. 2009, Somogyi és mtsai.
2010a; 1V7/ 1. tdblizat). A nagyfokd inhomogenitas tehat térben és id6ben egyarant jellemz3, ami

valtozatos és valtozékony él6helyeket eredményez (Dinka és mitsai. 2004).

Balaton

A Balaton® Kézép-Eurépa legnagyobb sekély tava, a t6 és vidéke egyben az orszag turisz-
tikailag egyik leglatogatottabb teriilete (strandolas, gyogyfiirdék, borvidék, vitorlazas és kirindu-
las).

A Balatonban az 1960-70-es években gyors eutrofizacids folyamat zajlott, nyugatrél kelet
felé csokkend trofikus gradienssel (Herodek 1984). Az 1980-as évektdl helyreallitasi program indult
meg, amely magiban foglalta a szennyviz-elhelyezési és -tisztitasi technolégiak korszertsitését,
valamint a Kis-Balaton kiépitését. Ezek kezdeti eredményeként a Keszthelyi-medence foszfor-
tartalmanak jelentSs csokkenése volt megfigyelhetd (Padisik és Istvanovies 1997). Az eutrofizacios
és helyreallitasi folyamatokra a cianobaktériumok érzékenyebben reagaltak, szimos 4j tropusi és

szubtrépusi eredett faj jelent meg az eutrofizacidval parhuzamosan (Padisik és Reynolds 1998).

061980-ra a t6 hipertr6ffa valt, korabban oligo-mezotrof volt, jelenleg mezo-eutrdf jellegt (Dokulil és Padisik 1994,
Somagyi és mtsai. 2010a)

o7 a t6 feliletéhez viszonyitva kis vizgyijté teriilettel rendelkezik, ezért vizellitasa kiegyensilyozatlan és a kifolyds
szabalyozasaval nem pufferelhetS a csapadék altal szolgaltatott viz hatasa (Dinka és mtsai. 2004)

% neve a szlav blato (jelentése: sar, mocsar, lap) szobol ered; latin neve, a Lacus Pelso magyarul ’sekély tavat’ jelent,
hasonléan német elnevezéséhez (Plattensee, sz6 szetint: "lapos t&”)
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2. Mintavételi helyek és id6pontok

Mintaink kilenc sekély szikes tobdl (hét a Kiskunsag teriiletén, kett6 pedig a Vajdasagban
talalhato), a Fert6 tobdl és a Balaton négy pontjardl szarmaztak (I117/1. dbra, Mellékler M/ 6. tibli-
zata). Az egyazon tobol, il helyrdl szarmazo, kilonboz6 idépontban vett mintikkal az adott viz-
térben esetlegesen megfigyelheté szezondlis valtozasok kévetését céloztuk (a pontos mintavételi

idépontokat /. Melléklet M/ 7. tiblizata). Osszesen 47 mintit vizsgaltunk kilonbéz6 médszerek-

kel.

16°K 18°K

Szlovakia

w
o
3

Tihany (Si6foki-medence)

Zanka (Szemesi-medence)

i
Rékosi-6bdl

it /. szigliget (Szigligeti-medence) E

nyilt viz o

e Keszthely ) ~ . "
*]

IV/1. abra. A mintavételi pontok foldrajzi helyzete
A mintavételi helyek pirossal jelilve, a hozzdjuk tartozd fildrajzi koordindtdkat Id. Melléklet M/ 6. tdblazata.
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3. Alkalmazott vizsgalati moédszerek

A pikoalgik azonositiasihoz és diverzitisuk vizsgalatahoz a PCR alapi médszerek harom
tipusat haszndltuk: (7) az egyes DNS-szakaszok bazissorrend elemzésén alapulé klonozast és
szekvencia elemzést, (i) ezen DNS-szakaszok (eltéré G+C-tartalmabol ad6do) kilénbozé olva-
dasi tulajdonsagait kihasznalé DGGE technikat és (i) az egyes régidknal megfigyelheté hossz-
heterogenitason alapulé LH(length heterogeneity’)-PCR technikat. A genomi DNS két szakaszat
vizsgalatuk, a valamennyi él6lényben megtalalhaté riboszoémalis RNS kis alegységének génjét (16S
rDNS-t) és a fikocianin operont (¢peBA-1GS-t) (I17/2. dbra). Az adatelemzések soran felhasznal-
tuk a dolgozatban bemutatott DNS alapti munkakkal parhuzamosan végzett mikroszképos meg-

figyelések és fizikokémiai mérések eredményeit az atfogdbb diszkusszid lehetéségének érdekében.

riboszémalis operon

tRNS-lle
tRNS-Ala
ITS-2

55 rDNS

E

2F »

CYA 106F ¥
CYA359F »
CYATEIR ¥
1492R ®

fikocianin operan

IGS

cpeBF Il
cpeAR I

E E g 2

5000

hossz (nukleotid)
IV/2. abra. A vizsgalt gének és régiok elrendezédése az alkalmazott primerek illeszkedési pozicioival

A primerek bazissorrendjét ld. 1V'/4. tdblizat.

A mintdk feldolgozasanak Gsszesitett folyamatat az | 17/ 3. dbran tintettiik fel, a mintavételi

idépontok szerinti részletes, vizsgalatokat Gsszesité tablazat a Mellékletben talathatd (M/7. rdbii-

zat).
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IV/3. abra. A mintik feldolgozasanak folyamata
Szaggatott vonallal jelilve a feldolgozads fi irdnyait kiegészitd lipéseky
mintavételi helyek: Sz Duna-Tisza kizi és vajdasdgi szikes tavak, A - Ferts 16, E - Balaton.

Mintavétel és minta el6készités

A sekély szikes tavakbol felszini vizmintdkat vettiink meritéssel, mig a Fert6 t6 és a
Balaton esetében egyesitett vizoszlop mintakat dolgoztunk fel. A mintakat tartdsitas nélkul szalli-
tottuk a laboratériumba, fénytdl elzarva. A mintak feldolgozasa a mintavételtél szamitott 3-6 éran
belil valamennyi esetben megtortént.

A szikes tavak esetében atlagosan 50-100 mL minta centrifugalassal kertlt koncentraldsra
(5000 g, 10 perc), mig a Balatonbdl vett mintakat sziréssel koncentraltuk [0,45 pum pérusatméréja
nitrocelluléz szirével (Millipore, Billerica, MA, USA) 200-300 mL mintat felhasznalva]. A
nukleinsav alapt vizsgalatok megkezdéséig valamennyi mintat —20 °C-on taroltuk. A mintakat
clézetesen méret szerint nem frakcionaltuk, a pikoplankton genotipusok elkiilonitése a nagyobb
méretl algakétdl az altalunk meghatirozott genotipusokhoz leghasonlébb tenyésztett képviselSk-
16l rendelkezésre all6 informacidk alapjan tortént.

A mintavételt és minta el6készitést az MTA Balatoni Limnoldgiai Kutatéintézetének
munkatarsai (17615 Lajos, Somogyi Boglarka, Németh Balizs és Dobos Géza), valamint Boros Emil
(Naturglob Kft., Kecskemét) végezték.
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Kornyezeti viltozok meghatirozisa

Az adataink elemzéséhez felhasznaltuk az MTA BLKI munkatarasai (Somogyi Boglirka,
Virds Lajos, Présing Mdtyds és Németh Baligs) altal mért fizikai-kémiai paraméterek, Chl « kon-
centracio és sejtszam értékeket is. A vizsgalt valtozok meghatirozasanak modjat a Melléklet M/ 8.

tdbldzata tartalmazza.

Pikocianobaktérium térzsek izoldlisa és fenntartdsa

A Balatonbél t6bb unicianobakteridlis pikocianobaktérium térzset is izolaltak az elmult
években az MTA BLKI munkatarsai (17oros Lajos, Koneg Eszter és Kovdes W. Attila), amelyet az
intézet sajat torzsgyljteményében (ACT) folyamatosan fenntartanak (117/2. tabldzat).

Nukleinsav alapu vizsgalatainkhoz folyadékkultiraban felnévesztett sejtek centrifugatu-

mat (5000 g, 10 perc) hasznaltuk, amiket a feldolgozasig —20 °C-on taroltunk.

IV/2. tablazat. A Balatonbol szarmaz6 pikocianobaktérium izolitumok
(Vards Lajos és Somogyi Bogldrka adatai alapjdn)

s Faler-1 to

kod (um) L i tapkizeg”
ACT 9701 0,7x1,3 PC BG-11medositore
ACT 9711 0,8 %14 PC BG-11 msdosicore
ACT 9801 1,0 x 1,5 PC BG-11 medositon
ACT 9802 0,8 x14 PC BG-11 msdosiion
ACT 9803 0,7x14 PC BG-11 msdosicote
ACT 9804 1,0 x 1,7 PC BG-11 msdosicoe
ACT 9806 1,0 x 1,6 PC BG-11 msdosicore
ACT 9807 1,0 PE BG-11 medositote

“ld. Rippka és misai. (1979); ** szinonima: NIVA CYA 375

A DNS kivonisa

A fitoplankton mintak és a torzsek esetében is a DNS kinyerése hasonléan, a fizikai
sejtfeltaras elvén zajlott, amit szilikat-mdtrix alapu tisztitdsi Iépés kovetett.

Minden esetben a koncentralt mintahoz 0,6-1 mL CLS-Y oldatot (Bio101 Systems, Q-
Biogene, La Jolla, USA) és hozzavetélegesen 5 mg polivinil-polipirrolidont (PVPP-t) (Sigma, St.
Louis, MO, USA) adtunk. A szikes tavak mintdinal £5. 0,3 g steril Gveggyongy (@ £b. 0,1 mm)
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hozzaadasa utan a sejteket Mixer Mill MM301 tipusu sejtmalommal (Retsch, Haan, Németorszag)
tartuk fel (1 pere, 30/sec). A genomi DNS tisztitasa Bacterial Genomic DNA Mini-Prep Kit (V-
gene Biotechnology Ltd., Hangzhou, Kina) segitségével tortént a gyarto leirdsa szerint.

A Balatonbdl vett mintiaknal és a torzsek esetében a CLS-Y és PVPP hozzaadasat
kévetSen centrifugalast végeztiink (15 000 g, 5 perc), és a genomi DNS-t tartalmaz6 feliluszot G-
Spin™ Genomic DNA Extraction Kit (Intron Biotechnology, Seongnam, Dél-Korea) felhaszna-
lasaval tisztitottuk a gyarté altal megadott leirast kovetve.

A kinyert DNS-t tovabbi felhasznalasig —20 °C-on taroltunk.

A DNS felszaporitisa PCR segitségével

A megfelel6 génszakaszokat PCR segitségével amplifikaltuk. Az alkalmazott primereket és
a reakcié paramétereit az 117/ 3. és I17/4. tablizat tartalmazza (az egyes modszereknél késébb az
ezekben kozolt reakcidk kédjat tintettiik fel). Az amplikonok méretének és mennyiségének
ellendrzése 1 (m/V)%-o0s agardz gélben tortént. Az elektroforézist kovetden (20 perc, 100 V-on
TBE pufferben) az etidium-bromiddal (500 pg/IL. végkoncentricioban) megfestett DNS-t UV
fényben detektaltuk.

A Kkl6nozast és a bazissorrend elemzéseket megel6zéen a PCR terméket PCR-M™ Clean

Up System (Viogene, Sijhih, Tajvan) segitségével tisztitottuk a gyarté leirdsat kévetve.

1V/3. tablazat. Az alkalmazott PCR-ek 6sszetétele

mennyiség adalékanyag

02 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas, Vilnius, Litvania)

2 mM MgCl, (Fermentas)

2 U Tag polimeraz (Fermentas)

0,4 mg/mL  BSA (Fermentas)

0,325 puM primerek (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA)
1 X PCR puffer (Fermentas)

0,5-4 uL genomi DNS (50 pLL reakcio-térfogat esetén)

Denaturilo gradiens gélelektroforézis (DGGE)
A t6bb minta viszonylag gyors és olcsé feldolgozasat biztosité DGGE technika a kivagott
savok révén egyben a vizsgilt szervezetek azonositasara is lehetéséget ad. A 16S tDNS felszapori-

tasa két 1épésben, 7in. nested PCR-rel tortént (P71 és P2 reakciok, I17/4. tablizad).
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IV/4. tablazat. A PCR primerck bazissorrendje és a reakeiok egych jellemzon

reakcié kéd/név  primer neve primer bizissorrendje (5 —3’) referencra specifitds héprofil
P1-165 tDNS AGAGTT TGA TCM TGG CTC AG Lane 1991 Bacteria 98 °C 5 pere, 35 ciklus (94 °C 30

, Univer;
PCR

1492R

TAC GGY

ACCTT GTT ACG AC

Lane 1991

univerzalis

mp, 52 °C 30 mp, 72 °C 1 perc),
72°C 10 perc

P2 168 rDNS
Cianobaktérium
DGGLE PCR

CYA 359F

GGG GAATYT TCC GCA ATG GG

Niibel és matsai. 1997

CYA T8IR

GAC TAC WGG GGT ATC TAATCCCWT T

Niibel és mtsai. 1997

cianobaktériumok és
plasztiszok

95 °C 3 pere, 32 ciklus (94 °C 30
mp, 60 °C 30 mp, 72 °C 1 perc),
72°C 10 pere

P3— 165 rDNS
Cianobaktérium

CYA 106F

CYAT8IR

CGG ACG GGT GAG TAA CGC GTG A

klonozas PCR
P4 = gpeBA-1GS n__wﬂ_w__
Synechococens ( ’Ww
fikocianin PCR M_MMS.V

TAGTGT A
YT CGC

\CG ACG GCC A

TGT ARG GGA AYTT

Niibel é5 watsai, 1997

GACTACWGG GGTATCTAATCCCWT T

Niibel és patsai. 1997

clanobaktériumok és
plasztiszok

95 °C 3 perc, 32 ciklus (94 °C 30
mp, 60 °C 30 mp, 72 °C 1 perc),
72 °C 10 perc, . 30 perc™

TGY

FACGTGG

Robertson és misai. 2001

Robertson éx ptsai. 2001

a cianobaktériumok
pikofitoplankton
kladja

98 °C 5 pere, 32 ciklus (94 °C 45
mp, 45 °C 45 mp, 72 °C 45 mp),
72°C 10 pere

P5
Klon PCR

MI3F (-20)

GTA AAA CGA CGG CCAGT

Sambrook

Russeli 2001

MI3R

(

-24)

GGA AAC AGC TAT GAC CAT G

Sambrook és Russell 2001

alapyin modositva

klonozé vektor

95 °C 3 pere, 32 ciklus (95 °C 30
mp, 52 °C 30 mp, 72 °C 1 perc),
72 °C 10 perc

*a primer 5’ vé

kozvetlen ba

z 5 2
3F
=
g g ¢
-
5 £ 5
bl +
= <
lwoon
—_— )
3] o
¥
ZHO
< g€ 3
S
£ 5
E F

poliakrilamid

269

centracioju

gélben végeztik 1X TAE

pufferben 100 V-on és 60 °C-

on 15

kereszttil phorU-2

oran

rendszerben

elektroforézis

BV,

International

(Ingeny

Goes, Hollandia) a gyarté al-

A gélt etidium-bromiddal fes-
tettiik, majd steril, kétszeresen

tal megadott leirast kovetve.
desztilldlt vizben mostuk, és

il UV megvilagitas mellett

végl

dokumentiltunk.

A kivalasztott savokat
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626 PCR

denaturalé  koncentracio

formamidot és 7 M ureat tar-

100%

40%

lemzés kovetett.
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Klonozis és a klonok csoportositisa

A tisztitott PCR termékek (P3 és P4 reakciok, 117/4. tiblizal) klonozasat a kék-fehér
szelekei6n (Sambrook és Russell 2001) alapulé, pCR"2.1-TOPO” vektort tartalmazé TOPO TA
Cloning® kittel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) végeztik a gyarté utasitasait kévetve. A DNS
reamplifikacioja a klonozast megel6z6 PCR-eknek megfelel6en, 7/ M13 primerekkel tortént (P5
reakeio, I17/4. tablizal). A klonok csoportositisa BsuRI és Hin6l endonukledzokkal (Fermentas)
végzett emésztést kéveten [0,3 pl. enzim, 2 pL puffer, 7,7 pl. DEPC-kezelt viz (Roth) és 10 pLL
PCR termék keverékének inkubdlasa 3 6ran keresztil 37 °C-on], restrikciés mintazatuk alapjan
tortént [elektroforézis 80 percig, 80 V-on, TBE pufferben 2 (m/V)%-os agar6z gélben]. A kiva-
lasztott egy, 7. néhany csoportreprezentans klén bazissorrend elemzését az alabbiakban leirtak

szerint végeztik.

Bizissorrend elemzés és filogenetikai rekonstrukcio

A szekvenal6 reakciét BigDye® Terminator v3.1 Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) felhasznalasaval végeztik, a gyartd utasitdsait kovetve, a megadott reakci6 térfogat
egynegyedében. Ezt etanolos tisztitds (I17/5. tablizat) kovette, amely sordn a DNS alkoholos ko-
zegben kationokkal reagalva kicsapodik, igy megtisztithat6 az elektroforézist zavard anyagoktol. A
kapillaris elektroforézist a Biomi Kft. (G6doll6) munkatarsai végezték. A kromatogramokat a
Chromas program (Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Ausztralia) segitségével manualisan korrigal-
tuk, a vektor és a primerek szekvencidit eltavolitottuk. Valamennyi nukleotid szekvenciat a Gen-
Bank adatbazisban (Benson és mtsai. 2006) elérhetévé tettiink, az elérési szamokat a megfeleld filo-
genetikai fan tintettiik fel.

A szekvencidkat a Blast programmal (Altschul és mtsai. 1997) a GenBank DNS-adatbazissal,
il a nem fototrof szervezetek esetében a prokaridta tipustorzseket tartalmazé EzTaxon adat-
bazissal (Chun és mtsai. 2007) vetettik 6ssze. Az azonositast kovetben Mega 4 (Tamura és mitsai.
2007) program segitségével filogenetikai rekonstrukciét végeztiink (neighbor-joining mddszer,
Kimura 2-P nukleotid szubsztiticiés modell). A fik ecligazasainak megbizhatésagat bootstrap-

teszttel ellenériztiik, csak az 50%-nal nagyobb értékeket tuntettiik fel.
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IV/5. tablazat. Az etanolos tisztitas 1épései

miivelet részletek
oldat hozzaadasa 3 ul. 3 M NaAc (pH 4,06), 62,5 uL. 95%-o0s
ctanol és 14,5 ul. DEPC-kezelt viz (Roth)

keverés 5 mp, 50 Hz-en asztali kémesérazatoval
inkubacio 15 perc, szobahémérsékleten
centrifugalas 20 perc, 18 000 g

feliluszo elontése -

oldat hozzasadasa 250 uL 70%-os etanol

keverés 5 mp, 50 Hz-en asztali kémcesérazatoval

centrifugalas 10 perc, 18 000 g

feltlaszoé elontése -

kiszaritas kb. 15 perc, vikuum centrifugaban

Hosszpolimorfizmus vizsgzlat (LH-PCR)

A fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett PCR-t (P4 reakcio, I17/4. tiblizal) kovetden
etanolos tisztitast (I17/5. tiblizat) végeztink, majd 20 pL. DEPC-kezelt vizzel (Roth) oldatba
vittik a DNS-t. A kapillaris elektroforézis soran egyszali DNS molekuldkra van szikség, ezt
denaturdlészer hozzaadasaval (formamid) és magas hémérséklet (98 °C, 5 perc) biztositasaval
értik el. Az alkalmazott reakcidelegy Osszetétele a kévetkezd volt: 12 ul. formamid (Sigma), 0,6
uL. GeneScan™-500 TAMRA™ méretmarker (Applied Biosystems) és 1-6 pl. minta. Az elektro-
forézist ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) berendezéssel végeztitk POP-4
polimerrel, 60 °C-on, 8 mp injekcids és 30 mp futdsi idével, 15 kV-on. A kiilénb6z6 hosszusag,
fluoreszcensen jelolt PCR termékek a kapott kromatogramban egy-egy csicsként jelennck meg,
amelyek a kozosség egy (vagy néhany) tagjat képviselik, a cstics alatti tertletek pedig a
dominancia-viszonyokrél adnak informaciét. A kromatogramok egyedi cstcsait, mint operativ
taxondmiai egységeket kezeltik (OTU - ’operational taxonomic unit’). A kilénb6z6 kozosségek
egyedi mintazattal jellemezhetSk, amelyek alapjin az Osszetételik Osszehasonlithaté. A
csucsokhoz tartozé6 DNS-darabok hosszanak meghatirozasat a méretmarkerrel és a torzsekkel

70

végzett egylittes elektroforézis segitette”. Az adatértékelést GeneMapper v3.7 (Applied Biosys-

tems) és Microsoft Excel programokkal végeztiik.

70

a I17/2. tiblizatban feltintetett izolaitumok mellett felhasznaltunk még két székesfehérvari halastobol szarmazo, a
cianobaktériumok pikofitoplankton kladjanak ’F csoportjaba’ tartozé (Felfoldi Tamds és 1 ris Lajos, publikdlatlan eredmé-
nyek) torzset is
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Statisztikai elemzések

A diverzitas indexcket az 4ltalanosan hasznalt formulék alapjan szamitottuk (117/6. tdbli-
zat) az egyes pikocianobakterialis OTU-k 6ssz-fluoreszcenciahoz viszonyitott aranya, valamint a
nagyobb cianobaktériumok mennyisége alapjan. Az elemzések soran Microsoft Excel és PAST

programokat (Hammer és mtsai. 2001) hasznaltunk.

IV/6. tablazat. Az alkalmazott diverzitis indexck és jellemz6ik

diverzitis index szdmitisa  jellemz6i
Shannon-index -Ypiln(p)  értéke 0-tSl (csak egy csiics van a mintiban) egészen magas értékekig (ha
(entrépia) sok cstcs van, de mindegyik aranya alacsony a kozosségben) valtozhat;

a logaritmikus transzformacié kovetkeztében nagyobb sulyt ad a ritkabb

fajoknak, mint a gyakoriaknak;

értékét nehéz valamihez viszonyitani, hiszen nincsen felsé hatara
Simpson-index 1-3(p)? értéke 0 (csak egy csucs van a mintdban) és 1 (minden cstics egyenlé

ardnyban fordul el6 a mintdban) k6z6tt;

szemben a Shannon-indexszel a dominans fajoknak ad nagyobb sulyt
pit az adott csucs teriilete az HGsszes csucs cgylittes teriiletéhez képest
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V. fejezet
EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. A szikes tavak pikofitoplanktonjanak diverzitasa és szezonalis

valtozasai

A kiskunsigi és vajdasigi szikes tavak planktonikus pikoalgii

Kilenc szikes t6bol szarmazé Gsszesen 24 vizmintat dolgoztunk fel a 16S rDNS alapjan
végezett DGGE vizsgélattal [/ 1. dbra; a mintizatok mellett feltiintettitk néhany mért paraméter
(vizhémérséklet, vezetSképesség, Chl a koncentracid, pikoalga sejtszamok) értékét is]. A minta-
zatok elemzése valtozatos képet tart elénk, és a 28 savbol visszanyert DNS bazissorrendjének
meghatarozasa kizardlag cianobaktériumokbdl és eukariéta algakbdl szarmazé 16S rDNS-ekhez
hasonl6 szekvencidkat eredményezett (17/2. és 17/ 3. dbra).

A DGGE vizsgalatot kiegészitettiik az egyik legnagyobb Chl # koncentriciéval rendelkezé
minta (Zab-szék, 2003. jan. 4.) részletesebb, klonozassal t6rténd vizsgilataval. Osszesen 77 klont
vizsgaltunk meg, a klonok restrikciés mintdzata alapjan 12 csoportreprezentins bazissorrend
elemzését végeztik el (17/1. tablizat). A Klonjaink kozott azonban itt jelentds szimban akadtak
nem fototréf mikroorganizmusoktdl szarmazé szekvenciak is (az sszes klonra kivetitve 55,3%-
ban). Ezek alacsony hasonlésagi értékeket mutattak f6ként a Verrucomicrobiales térzsbe tartozd
heterotréf baktériumokkal. A fototréf szervezetekhez kéthets klonok azonban nagy valészind-
séggel pikoalgabdl szarmaztak (17/2. és 17/ 3. dbra).

A klénok kézott a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjanak harom, egymastdl tavoli
rokon képviselsjét is megtaldltuk (17/2. dbra). Az azonos mintibol kimutatott filotipusok”
(DGGE sivok) kozoétt szintén megfigyelhetd volt jelentés genetikai heterogenitds (Ruszanda,
2005. apr. 23.: 98,0-99,0%; Kis-S6s-t6, 2005. apr. 23.: 97,6-100% paronkénti hasonl6sagok). Mas
mintak pikocianobaktériumai viszont kézel vagy teljesen azonosak voltak (Boddi-szék,

2004. szept. 3.: 99,7%; Séskopd, 2005. apr. 23.: 99,3-100% paronkénti hasonlésagok; mig a Fertd
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V/1. tablazat. A Zab-székbdl 2003. jun. 4-én vett fitoplankton minta klonozasinak eredményei

Kién 1;1: o c;:](’zt legkdzelebbi taldlat* h”s‘;f;ﬂ’;’“’g
7.0306¢1 11,8 Synechococcns sp. TAGS 99,0
70306¢3 2,6 Opitutus terrae PB90-1T 88,2
7.0306¢5 6,6 Sphingomonas koreensis KCTC 28827 78,8
7.0306c7 2,6 Opitutus terrae PB90-17 90,6
7.0306c8 13,2 Chlorella kessleri SAG 211-11g7, plasztisz 94,7
20306¢9 15,8 Opitutus terrae PB90-17 90,9
70306¢11 15,8 Verrucomicrobinm spinosum DSM 41367 87,9
70306c13 18,4 Cyanobinm sp. JJM10D4 99,2
7.0306¢16 4,0 Opitutus terrae PB90-17 90,3
7.0306¢17 53 Opitutus terrae PB90-17 89,7
70306c18 2,6 Rubritalea squalenifaciens DSM 187727 80,1
7.0306c47 1,3 Synechococeus sp. PCC 9005 97,8

* pikoalgik esetében a GenBank, heterotréf baktériumoknal pedig az EzTaxon talalatokat adtuk
meg; T tipustérzs

t6bol" és Fehér-tébol szarmazé 16S rDNS-ck bazissorrendje teljesen megegyezett). Ha azonos
tavakbol, kilonb6z6 idépontokban vett mintakat hasonlitunk 6ssze, viztestenként legalabb két
kilonb6z6 csoportba tartozé pikocianobaktériumot sikertilt kimutatni. A szikesekben észlelt
genetikai diverzitas kilonésen érdekes jelenség, ha figyelembe vessziik azt a tényt, hogy ezekben a
vizterekben a vezetSképesség gyors valtozasaival kell szembestlnie a pikoalga kozésségnek
(Schmidt és Febér 2001, Viris és mtsai. 2006b; 11/ 1. tablizat, V7/1. dbra). Az egyes tavakban
megfigyelhet6 genetikai valtozatossag mellett a planktonikus pikoalgik szezondlis dinamikajara
utalé jelekkel is taldlkozhattunk az azonos t6bol szarmazé mintak DGGE mintazatat 6sszehason-
litva (17/1. és 17/4. dbra). Azaz, az egyes tavakban a hémérséklet, vezetSképesség, turbiditis szb.
évszakos valtozasait a pikofitoplankton k6zésség atrendezbdése is titkrozi.

A Kastély-t6bél szarmazé két DGGE sav (DGGE sav 2 és 3) a nem pikoalga cianobakté-
rium nemzetséggel, az Anabaenopsisszal (Nostocales) mutatott nagyfoki nukleotid hasonlésagot
(>99%, 17/ 3. dbra). Jelenlétitket mikroszképos megfigyelések is megerdsitették.

Az eukari6tak plasztiszaibol szarmazé 16S rDNS-ek két elkilonils csoportot alkottak az
édesvizi piko méretd z6ldalgak tébbségét magiban foglalé Trebouxiophyceae csoporton beliil
(V7] 3. abra). A leghasonlobb szekvenciak Chiorella és Koliella izolatumoktdl szirmaztak. Fontos a-
zonban megjegyezniink, hogy az eukariéta pikoalgik tobbségébdl nem dllnak rendelkezésre meg-
hatérozott szakaszok a kloroplasztisz 16S tDNS génjébol (Fuller és mtsai. 2006b, Benson és mitsai.
2006), igy a szikesek pikoeukariéta algiinak pontos, faji azonositisira nem volt lehetéségiink.
Késébbi tenyésztéses vizsgalatok a Chorigystis, Pseudodictyosphaerinm/Mychonastes csoport, valamint

egy Uj zOldalga nemzetség jelenlétét igazoltak ezekben a vizekben (Somogyi és mitsai. 2009a).

"l a Fertd t6 részletesebb jellemzését a kovetkezo alfejezetben adjuk meg
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Z0306c1 kién, Zab-szék £us47534
o | DGGE sav 19, Zab-szék cusssias
i DGGE sav 20, Kis-So6s-t6 Eusa6190
szaki-sarkvidék pas24626

-szék Eus46188
sp. TAGS, izes mocsar, Japan Ars4s067
sp. T7cel, Japan AF448061
58 Synechococcus sp. PS 538 tengerpart, Oroszorszag AF448068
Cyanobium sp. NS01, Eszakl-lenger AY172837
TﬂWI‘ DQ275607
LS40 kién, Fels&-46 Das1o71o
sp. BACH Bajkél-lb, Oroszorszag pa4o1iit

Cyanobium sp. PCC 7001, macsar, arapalyzona, NY, USA auross2s
DGGE sav 23, Kelemen-szék £usisros

oddi
DGGE sav 9, Nl\us Egyiptom Eugssors
CBMO2FO0B kidn, Chesapeake-0bol, MD, USA erssss7
Synechococcus sp. MBIC 10089, ?, Japan Agose226
65 RBL7-58 klon, hobucka, Everest régio, Kina poz2311o
9| DGGE sav 27, Ruszanda Eus4s1s7
Synechococcus sp. MLCB, Mono-to, CA, USA EF630354
MLS1228¢13 klon, Mono-to, CA, USA aro1s2
DGGE sav 8, Ruszanda Eus4si78
DGGE sav 6, Ruszanda £us46176
DGGE sav 14, Béddi-szék eusssres
DGGE sav 5, Kis-Sés-t6 Eusas17s
DGGE sav 9, Kis-S6s-t6 cusas179
DGGE sav 13, Kis-S6s-t6 Eus61s3
Z0306¢13 klon, Zab-szék uss7642
DGGE sav 10, Boddi-szék eusssiso
DGGE sav 25, Kis-S6s-t6 Eusés1ss
DGGE sav 24, Kastély-té eusesras
DGGE sav 7, Béddi-szék eusisirr
DGGE sav 2, Nilus, ptom £uoggoz1
2| d0-70 klén, Genezareti-to, Izrael amé0oss1
R2.1.5.1 kl6n, Darss-, Zlngsl -torkolat, Németorszag 4J583045
Bagar.Water.Eubac. 15 klén, Manzallah-t6, Egyiptom assssosr
Cyanobium sp. JJM10D4, Machovo-t6, Csehorszag Amrio3so
[~ Synechococcus sp. PCCI005, 16, Thailféld arz1ss0

87/ DGGE sav 28, Béddi-szék Eusisros
Z0306c47 klon, Zab-szék Eusd764s

(Cyanobium gracile)

A csoport

Synechococcus-szert torzs P211, tundra t6, Eszaki-sarkvidék arossars

V/2. abra. A cianobaktériumok pikofitoplankton kladjan belil elhelyezkedd, szikes tavakbol
szarmazé DGGE savok és klonok filogenetikai helyzete a 16S rRNS gén vizsgalata alapjan
Kiilsd esoport: Synechococcns elongatus PCC 6301 (AP008231); 301 nukleotid pozicid alapjdn.

A kimutatott pikoalga filotipusok esetében egyébként semmilyen foldrajzi elkilontlést
nem tapasztaltunk, azaz a kiskunsagi és vajdasagi tavak pikoalgai nem alkottak elhatarolt csopor-
tot a filogenetikai fan (17/2. és 17/3. dbra). Ez a megfigyelés jol egyezett azzal a kordbban is ta-
pasztalt jelenséggel, hogy az egyes pikocianobaktérium csoportokon belil véltozatos foldrajzi
helyekt6l és habitatokbdl szarmazé képviselk fordulnak el6 (b Crosbie és mtsai. 2003a, lvanikova és
mitsai. 2007, Haverkamp és mtsai. 2008). Mas szavakkal kifejezve, latva a szikes pikocianobaktérium

genotipusok diffuz eloszlasat a filogenetikai fan, ugy tinik nincs szoros Gsszefiiggés a ’s6s’ Skoti-

70



V. Eredmények és értékelésiik

DGGE sav 2, Kasteély-to cusss1rz
Anabaenopsis sp. 1A AFs16747
Anabaenopsis sp. PCC 9215 avossoss
g DGGE sav 3, Kasteély-to eusssiry
Cyanospira rippkae PCC 9501 Aveasose
Nostoc sp. PCC 7120 x59559 Cyanobacteria

6n Z0306¢8, Zab-szék Eussrois
Chiorella sorokiniana SAG 211-8k xes5689
p CS-41 avsss213
9% Chlorella vulgaris 1AM C-208 aJ387750
Chlorefla kessleri SAG 211-11g xes093
Chiorella autotrophica CCMP 243 avrozios
DGGE sév C2, endolitikus minta, SVAjC Av153440
Koliella spiculiformis arz7a746
830m21 klon, északi-sarkvidéki vizminta paszass7.
DGGE sav 17, S6skopd eusss1e7
84| DGGE sév 15, Fehér-t6 cusisras
DGGE sav 12, Séskopé Eusdsisz
DGGE sav 16, Fehér-t6 usssise
DGGE sav 1, Soskopd euss6171
DGGE sév 4, 6 EUsEE174
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99y
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53|

57|

V/3. abra. A cianobaktériumok pikofitoplankton kladjan kiviil elhelyezkedd, szikes tavakbol
szirmazé DGGE savok és klonok filogenetikai helyzete a 16S rRNS gén vizsgalata alapjan
Kiilsd esoport: Gloeobacter violacens PCC7421 (AF132790); 301 nukleotid pozici alapjan.

a N Kastély-té t— I I X I
; Kelemen-szék t : ! :
g Boddi-szék 1 o34 |
% Bidss-szek [ p w4
zab-szek | i
b 5 | 2004 8. 26, I'm 1
3| 200sjas  EEIE 0 =1
_§ 2004. szept. 3. -z b :.l:.-; _
D | 20040kt 17. 1 i |

V/4. abra. Tér- (a) és id6beli (b) heterogenitas példaja
a kiskunsdgi szikes tavak fitoplankton kéz6sségében
AV 1. dbra kiemelt résgei.

pus és a filogenetikai helyzet k6z6tt. A korabban leirt térzsek és kérnyezeti klonok vizsgalata is
ezt tamasztja ald, hiszen brakk- vagy tengervizb6l szarmazé 16S rDNS szekvenciak édesviziekkel
vegyesen alkotnak csoportokat (pL Crosbie és mitsai. 2003a, Budinoff és Hollibangh 2007, Sdanchez-
Baracaldo és mtsai. 2008).

A mintavételek idépontjdban a vizsgalt tavak tébbsége hipertr6f volt™™ (17/1. dbra). A
pikoalgak k6zott a mikroszkopos vizsgalatoknal kizarélag PC-pigment-dominancidji pikociano-
baktériumok és pikoeukariota algak fordultak el6. Ez a megfigyelés jol egyezett a szakirodalmi
adatok alapjan vart eredménnyel, ugyanis a fikoeritrines pikocianobaktériumok az oligotréfabb
vizekre jellemz8k (176ris és mitsai. 1991, Pick 1991, Voris és misai. 1998, Wood és mitsai. 1998, Stomp és

mitsai. 2007b). A szikesek turbiditasat okozé lebegGanyagok pedig a vizalatti fényklima viriis eltolidd-

72 a szikesek egy részénél (Kastély-t6, Boddi-szék, Fehér-t6 és Zab-szék) a feldolgozott mintak kozott is eléfordultak
nagyon nagy, a hipertrof kategoria hatarat jelzé 75 pg/L feletti (OECD 71982) Chl a koncentrici6 értékek; a vizsgalt
tavakban eddig megfigyelt legmagasabb Chl « értékeket a Kelemen-székben (300 pug/L) és a Biidos-székben mérték
(797 pg/L) (Somogyi és mitsai. 2009b)
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sat eredményezik, ami a z6ld szind algak (PC-pigment-dominancidji pikocianobaktériumok és
pikoeukariotak) elszaporodasanak kedvez (Callieri és mtsai. 1996, 1 iris és mitsai. 1998, Stomp és misai.
2007a), hiszen a hozzaférheté voros fény fikocianobilinnel, valamint Chl « és b pigmentekkel
hatékonyan abszorbealhaté (11/2. dbra). A mikroszképos megfigyelések és a molekularis biologiai
eredmények Osszevetése alapjan valdszinGsithetjik, hogy valamennyi altalunk kimutatott piko-
cianobaktérium filotipus PC-pigment-dominanciaval rendelkezik, hiszen kizardlag ilyen sejttipus
jelenlétére utaltak az epifluoreszcens vizsgalatok.

Izoldlt torzsekkel végzett Okofizioldgiai vizsgilatok kimutattdk, hogy ezekben a turbid,
sekély vizterekben az eukariéta pikoalgak és a pikocianobaktériumok mennyiségi viszonyait dén-
téen a fény- és hémérsékleti viszonyok véltozasai hatarozzak meg (Somogyi és mtsai. 2007, Somogyi
és mtsai. 2009b). 17 °C f616tti hémérsékleten ugyanis a prokaridta, mig ez alatt az eukariéta piko-
alga torzs volt képes jobban hasznositani az alacsony intenzitasa fényt.

A pikoalga sejtek koncentricidja négy nagysigrendet is dtolelt a vizsgalt mintakban (10" -
107 sejt/mL; 17/1. dbra), és a legnagyobb értékek nemzetkézi viszonylatban is kiemelked6en ma-
gas adatoknak tekinthetSk (Carrick és Schelske 1997, Sarmento és mtsai. 2008, Somogyi és mitsai. 2009b).
Ez a meglepben nagy produktivitds volt az, ami néhany évvel kordbban a pikoalga kutatasokat
hazankban ezen vizterek felé iranyitotta (Schmidt és Febér 2001, Viords és V.-Balogh 2003, VVris és
mitsai. 2005). Ezek a kezdeti tanulmanyok igazoltak, hogy a vizek pikoplanktonjat atlagosan 1 pm
méretll, vorosen fluoreszkalé gomb alaku egysejtli cianobaktériumok és eukariéta algik alkotak,
amik jelents hanyadat (74-100%) teszik ki a fitoplanktonnak. Bar jelentéségiikhéz nem fért két-
ség, taxon6miai helyzetiik meghatarozasa mindeddig elmaradt.

A fent bemutatott elemzések tehat hidnypotlonak tekintheték, noha a DGGE technika
modszertanabol adédé korlatok (esetiinkben pl az azonos pozicidban 1évé savok killonbozosé-
ge™) és az azonos mintavételi helyrél szarmazé mintak alacsony sziama korlitozta a részletes
szezonalis dinamika feltirdsanak lehetéségét. Bar tobb kornyezeti paraméter is meghatirozasta
kertlt, szintén az el6z6ekben emlitett két koriilmény nem engedte meg ezen valtozok és az egyes
pikoalga genotipusok kézotti mélyebb Gsszefliggések feltarasat. A nem fototrof szervezetek nagy
aranya a Zab-szék vizmintajabol készitett klonkonyvtarban a hasznalt 16S rDNS primerek alkal-
mazhatosagat kérdéjelezte meg Verrucomicrobiales baktériumokat jelentés mennyiségben tartal-
mazé mintik esetében”. A fent vazolt problémak elkeriilése érdekében, #// a leszlithetd tapasz-
talatok alapjan a tovabbiakban a heterotréf baktériumokat kizaré moédszerek (fikocianin operon
alapu klénozas és LH-PCR) bevondsaval és azonos viztérbdl nagyobb vizsgalt mintaszam alkal-

mazasaval igyekeztik finomitani vizsgalatainkat.

3 ld. részletesebben 174, alfejezet
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A Fertd t6 planktonikus pikoalgdi

A FertS t6bol két nyilt viz{i mintavételi helyrdl (Réikosi 6bol’ és nyilt viz’, 17/1. dbra),
egyazon id6pontbdl (2004. aprilis 28.) szarmazé fitoplankton kézosség klonozassal t6rténé elem-
zését végeztiik el. A valasztas azért esett ezekre a helyekre és id6szakra, mert a korabbi (Padisik és
Dokulil 1994) és a minta feldolgozasakor folyamatban 1évé algologiai vizsgalatok (Somugyi és mitsai
2010a) is azt az eredményt hoztik, hogy a pikoalgik a t6 nyiltvizd régidiban és féleg tavasszal a
legjelentésebbek. A két minta egyébként a mért fizikokémiai és bioldgiai paramétereit tekintve
meglehetésen hasonlénak bizonyult™.

Mindkét mintara elvégeztiik a pro- és eukarita algik 16S rDNS-ére specifikus reakcidkat,
majd a kozosségi PCR termékek elemzését mintinként tobb mint 150 klon vizsgélataval (17/5. és
17/6. dbra). A kapott restrikciés mintizatok alapjan a “nyilt viz” minta esetében (Stnl klénok) 16,
mig a ’Rakosi-6bol” mintinal (Stn2 klénok) tiz klén nukleotidsorrendjét hatiroztuk meg. Klén-
jaink tébbsége (94,7% és 95,8%-0s részesedéssel az Gsszes klonok szamara kivetitve) a ciano-
baktériumok pikofitoplankton kladjanak nem-tengeri csoportjaival mutatott hasonlésagot.

A pikocianobaktérium klénok 64,4%-a az *A’, 32,2%-a ’B’, 2,0%-a 'PD1 csoporthoz’
tartozott a 'nyilt viz’ mintanal, mig 1,4%-uk nem volt kothet6 egyik korabban megalkotott cso-
porthoz sem (ez utdbbi az St1r121 klénnal képviselve, ami a legnagyobb paronkénti hasonlésagot
épp az egyik Zab-sz¢ékbdl szarmazo klonunkkal mutatta, 99,7%-os értékkel; 17/5. dbra). A "Rako-
si-6bol” minta klonjainak 71,8%-a tartozott az *A’, 25,7%-a ’B csoporthoz’ és 2,5%-uk nem volt
kothetS egyetlen csoporthoz sem [az ezt képvisel St2r138 klonnal a legnagyobb paronkénti
hasonlésag értékeket (98,4%) a "PD1 csoport’ tajgai mutattdk]. Sajnos a pikofitoplankton kladon
kiviili fototréfokkal rokon klénjainknak (St1r105, St1r48, St2r57 és Stlrl klonok) még nemzetség
szintdl azonositisa sem volt lehetséges az alacsony hasonlésagok miatt (17/5. dbra). Azt azonban
elmondhatjuk, hogy valamennyi kimutatott nagyobb csoport [,,Oscillatoriales”, Chlorophyta,
Bacillariophyta (kovaalgak)] jellemz6 tagjai a Fert6 t6 fitoplanktonjanak (Dokulil és Padisik 1994,
Padisik és Dokulil 1994, Somogyi és mtsai. 2010a). Emellett a nyilt viz” klénkonyvtar tartalmazott né-

hany heterotr6f baktériumtél eredeztethetd klont is”.

74 a nyilt viz’ mintavételi ponthoz tartozo értékeket /d. 17/ 1. dbra; "Rakosi-6bol” mintavételi pont, hémérséklet: 16 °C,
vezetGképesség: 2400 pS/cm, Chl a: 26 ug/L, Pey: 511 X 10* sejt/mlL., Peuk: <0,1 X 10* sejt/mlL; a planktonikus
pikoalgik részesedése a fitoplankton biomasszajabol 67,5, 7. 80% volt

75 ld. részletesebben V4. alfejezet
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A ’nyilt viz’ minta kéz6sségére elvégeztik Synechococcus-specifikus primerek alkalmazasaval
a fikocianin operon egy szakaszanak vizsgalatat is, szintén klonozassal. Elsédleges célunk ezzel a
16S rDNS klénkonyvtarak elemzése soran kapott, a pikocianobaktériumok 6sszetételére vonatko-
26 informacidink kiegészitése, finomitisa volt. Ismeretes ugyanis, hogy bizonyos csoportokbél
csak peBA-1GS szekvencidk taldlhatok a DNS adatbazisokban (Robertson és mtsai. 2001, Crosbie és
mitsai. 2003a, lvanikova és mitsai. 2007).

~ 'LS40 klon, FelsG-to. A
St1r121 kién, nyilt viz Eustssa
83 7030601 kion, Zab-szek Eust7est
LaP15L91 klén, Lahn foly6, Németorszag £rss7ss7
IFBC1C08 klén, édesvizil t6, Brazilia usszszs
St2r138 klén, Rakosi-8bol Eus14ses

(Cyanobium gracile)

A csoport

ikofitoplankton klad

_Synechococcus-szeril torzs P211, tundra t6, Eszaki-sarkvidék arossizs @
Smen&ucuamamuammsmmam
= Phormidium sp. MBIC 10025 ag183s66
St1r105 klén, n i
Spirulina .‘axr'ssima DQ393278
Oscillatoria neglecta Asooz168

Cyanobacteria

2l mxﬂmﬁsmﬂﬂaaﬂu;ﬁm
~Asterioneliopsis glacialis Aisi6455
Haslea nipkowii AFs14s50
St2r57 klon, Rakosi-0bol everassz
Phaeodactylum tricornutum pai7424
Gyrosigma fasciola AF5i4s47
St1r1 klén, nyilt viz evetasro
Qdontelia sinensis 516457

V/5. abra. A Fert6 t6bol szarmazo cianobaktérium és eukariota alga klonok filogenetikai helyzete
a 168 rRNS gén vizsgilata alapjan
Kiilsd csoport: Thermotoga maritima (M21774, ), 550 rm,é/eolzd  pozicid alapjin.
Pirossal a PE-, zilddel a PC-pi de ijii kat jeliltiik.
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A peBA-1GS klonkonyvtarunk technikai okok miatt a 16S tDNS klonkényvtarakhoz
viszonyitva lényegesen kevesebb, Osszesen 69 inzerttel rendelkez6 klont tartalmazott csupan
(/6. dbra). Ebben az esetben a restrikcios mintizatok alapjan kilenc klén bazissorrend elemzését
végeztik el. A kimutatott csoportok closzlisa a klonok egészére kivetitve a kovetkezé volt:
84,1%-uk az ’A’, 13,0%-uk a ’C csoporthoz’ tartozott és 2,9%-uk (az Stlc6 klonnal képviselve)
pedig alacsony paronkénti hasonlésag értékeket (<80,1%) mutatott az adatbazisban talalhaté
szekvencidkhoz (17/6. és 17/ 7. dbra).

-3

BlAcsoport Eg

B csoport H é ! L

OC csoport -E =

BEPD1 csoport g 5

DOegyéb e s il

W Chiorophyta a
mintavétel halye Zab-szék Fertd 1, nyitt viz Fertd 6, Rakosi-6bal Fertd to, nyit viz
mintavétel idépontja 2003. jan. 4. 2004. &pr. 28. 2004. épr. 28. 2004. 4pr. 28.
vizsgdlt gen/régio 18S rDNS 16S rDNS 16S rDNS cpeBA-IGS
PCR specifitisa pro- és eukaridta algdk  pro- és eukaridta algak  pro- és eukandla algak Synechococeusok
Kkionkényvtar mérete” 77 Klén 154 klén 167 kldn 69 klén

V/6. abra. Az egyes pikoalga csoportok megoszlésa a szikes tavak klonkonyvtiraiban
* csak az inzertet tartalmazd klinok szamat tiintettiik fel.

B csoport
(szubalpin 1)
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St1c6 klon, nyilt viz [54] Eusz6148
801~ St1c73 klon, nyilt viz [40] Euszsrsz
- St1c38 klon, nyilt viz [40] uszs150
Synechocaccus sp. PS 679, Abashiri-to, Japan [40] AF223453 @
St1c85 kién, nyilt viz [40] Eusz6155
100] St1c55 kién, nyilt viz [40] Eusze1s1
74" St1c82 klon, nyilt viz [40] Eusze1s4
PDcpcBA37 klon, Felsd-t6 [40] posieoos

V/17. abra. A Fert6 tobdl szarmazo pikocianobaktérium klonok filogenetikai helyzete
a ¢peBA-IGS régié vizsgalata alapjan
Kiilsd esoport: Synechococcns elongatns PCC 6301 (NCO06576); 378 nukleotid pozicid alapjany az 1GS régid hosszdt szigletes
drdjelben tiintettiik _fel; pirossal a PE-, kékkel a PC-pig dominancidjii izold kat jeliltiik.
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A korabbi kép tehat valdban arnyaltabb lett. A fikocianin operonnal végzett molekularis
vizsgalatainkkal a 16S rDNS alapu klénozasoktdl eltéréen ugyan nem sikerilt B csoportba’
tartoz6 pikocianobaktériumokat kimutatni, viszont egy djabb csoportot (C csoport’) jelenlétét
igazoltuk a FertS toban (vi. 17/5. és 17/ 7. dbra; 7/ 6. dbra). Az eltérésekért az alkalmazott PCR-ck
kiillonb6z6 specifitisa okolhatd, 7. az a tény, hogy C csoportba’ tartozéd Synechococcus 16S tDNS
szekvencia nem talalhat6 az adatbazisban™.

A ’nyilt viz’ mintavételi helyr6l szirmazo, a klénozassal feldolgozottal azonos minta
DGGE modszetrel tortént vizsgalata és a két legintenzivebb savbdl visszanyert DNS bazissor-
rend elemzése az A csoport’ meghatirozé szerepét vetitette elé a Fert6 t6 nyilt vizd régiéiban
(V/1. és 17/ 2. dbra). Ennck a csoportnak a domindns szerepét igazoltik a két mintavételi helyen
két kulonb6z6 régiora végzett klénozas eredményei (mindhiarom klonkényvtarnal a klénok
>64%-a tartozott ide; 17/6. dbra). A pikoalga k6z0sség kevésbé jelents tagjait a 'B’, ’C’ és "PD1
csoporthoz’”, ill. legalibb kett¢™ mindeddig ismeretlen pikocianobaktérium csoporthoz tartozé
filotipusok alkottak.

Nem feledhetjiik azonban, hogy a fent tett megallapitisok nem altalanos érvénytiek a
Fert6 téra nézve, és csak egyetlen aprilisi, jelentSs pikoalga kozoésséggel jellemezhetS idépont
pillanatfelvételére vonatkoznak. fgy elképzelhet, hogy az altalunk dominansnak talalt ’A csoport’
az év mas szakaszaiban, ///. a bels6 tavakban sokkal kisebb ardnyban van csak jelen, valamint az is,
hogy egyéb, altalunk nem kimutatott pikocianobaktérium csoportok is megtalalhatok a t6 fito-
planktonjaban.

A Fert6 t6 régota képezi targyat kilonbo6z6 algoldgiai kutatasoknak (. Somogyi és mitsai.
2010a hivatkozasait), a pikoplankton filogenetikai hovatartozasat taglal6 fent bemutatott molekula-
ris biologiai eredményeink azonban el6zmények nélkilinek tekinthet6k. Mindazonaltal a Fert6 t6
pikoplanktonjinak egészére, 7/. a fluoreszcens tulajdonsagok alapjin elkilonitheté csoportokra
vonatkozélag korabban mar rendelkeztink informaciokkal.

Padisik és Dokulil (1994) Gsszegezte az 1968 és 1992 kozotti mintegy 700 Fert6 tébol
szarmaz6 fitoplankton minta vizsgilatinak eredményeit. Megallapitottdk a  fitoplankton

meglehetésen szegényes fajosszetételét egyéb tavakhoz képest, aminek oka vélhetSleg a nagy

76 [d. részletesebben 1V 4. alfejezet

77 a nemcsak egyetlen szekvenalt klont tartalmazé csoportokon belil a klénok heterogenitisa volt megfigyelhetd
(kivételt képeztek ez aldl az *A csoport’ ¢peBA-IGS klénjai); az *A csoporton’ 98,5-100%, a *B’-n belil pedig 99,1-
100% volt a klénjaink koz6tti paronkénti hasonlésag értéke a 16S rDNS alapjan

78 a 16S tDNS vizsgilatok szerint a Stlr121 és a Zab-székbdl szarmaz6 Z0306¢1 klonok altal alkotott, valamint a
St2r138 klon altal egyediil képviselt csoport a nagy bootstrap értékek és alacsony paronkénti hasonlosag adatok
alapjan vélhetdleg ilyen (17/5. dbra); kérdéses tovabba, hogy a Stlc6 gpeBA-1GS klon (17/7. dbra) egy harmadik eddig
ismeretlen csoport tagja vagy egy olyan 16S rDNS alapjan megalkotott csoport képvisel6je, aminek egyik tagjahoz
sem tartozik fikocianin operon szekvencia
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sokoncentracié és zavarossag. A plankton jellemzé tagjaként a pikocianobaktériumokat,
meroplanktonikus” kovaalgikat” és zoldalgikat emlitik. A pikoalgak biomasszajanak aranya a
vizsgalt nyilt vizi mintikban elérte a 75%-ot is és kilonGsen a tavaszi id6szakban voltak
jelent6sek. Eredményeik alapjan a té érzékenyen reagal az éghajlati valtozasokra, ami déntéen
befolyasolja a fizikokémiai paramétercket (vezetGképesség, tapanyagok ardnya), ez pedig
egyértelmien titkr6z6dik a fitoplankton 6sszetételében (hosszi tavon bizonyos csoportok domi-
nanssa valnak, majd eltinnek). Véleménytk szerint révidtavon (akar szezonalisan) az ismétlédé
felkeveredés, mig hossza tivon a vizszint és szalinitds valtozasai hatirozzdk meg a Fert6 fito-
plankton kozosségének dinamikajat.

Masfél évtizeddel késébb Somagyi és mitsai. (2010a) vizsgaltak a Fert6 t6 fitoplanktonjanak
Osszetételét és rovidtava valtozasait, 2004. aprilisatol oktoberig. Eredményeik egyértelmien alata-
masztottak Padisik és Dokulil (1994) megfigyeléseit, azonban érdekes 4j adatokkal is szolgaltak. A
nyilt viz és a belsé tavak jelentds pikoalga populacidkkal rendelkezhetnek (>10° sejt/mL), akar
80%-o0s részesedéssel a fitoplankton biomasszajabol, legjelentésebbek aprilisban és oktoberben
voltak. A pikoalgik kozil egysejti pikoeukaritakat, valamint egysejtd és kolonids PC-pigment-
dominanciaju pikocianobaktériumokat mutattak ki. Az eukariéta pikoalgdk mennyisége atlagosan
két nagysagrenddel kisebb volt, mint a pikocianobaktériumoké, és kizardlag a belsé tavakban for-
dultak el6. A legnagyobb pikocianobaktérium sejtszamok viszont a nyilt vizben voltak mérheték.
A csatornak pikoplanktonja elhanyagolhaté volt (< 10* sejt/mL).

Lathatjuk tehdt, hogy az epifluoreszcens mikroszkoépia alkalmazasaval is milyen érdekes
tér- és idébeli mintazatokat és valtozasokat sikerilt feltirni a Fert6 t6 pikoalgainak mennyiségi és
minéségi viszonyaira vonatkozolag. Eredményeink alapjan azonban bebizonyosodott, hogy
egyetlen mikroszképos kategéria (PC-pigment-dominancidji pikocianobaktériumok) is szamos
filotipust foglalhat magaban. A Fert6 t6 nagyfoku horizontalis és szezondlis heterogenitdsa, ami a
pikoalgak kilénleges jelentéségével kapesolodik 6ssze, érdekes tovabbi vizsgalati témékat adhat a
pikoplankton molekularis jellemzésével Osszefiiggésben. Kiemelt kutatasi irany lehet annak
megallapitisa, hogy az egyes viztér tipusok (nyilt viz, bels6 tavak) fizikokémiai jellemzéinek
valtozasa (zavarossag, pH s7b.) hogyan befolyasolja a pikoalga filotipusok aranyat. Mig ez a Ferté
esetében csupan tavlati tervként jelolheté meg, a Balaton vizsgalata soran a kornyezeti véltozok és
az egyes pikocianobaktérium genotipusok kozott érdekes Osszefliggésekre leltiink, mint azt a ko-

vetkez6 alfejezetben majd latni fogjuk.

7 sekély tavakban a kovaalgak gyorsan lestillyedhetnek, ezért szélcsendes idGszakokban az tledék felszinén talalhatok
nagy szamban, késébb p/ a szél felkeverS hatasara jbol a viztestbe keriilhetnek, ezaltal csak id6szakosan képezik
részét a planktonnak (Padisik és Dokulil 1994)
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2. A Balaton pikofitoplanktonjanak diverzitasa és szezonalis valtozasai

A Balaton planktonikus pikoalgdinak diverzitisa

A Balatonbdl két kiilonb6z6 helyrdl, négy kilénb6éz6 idépontban vett mintakbol készitet-
tink klonkonyvtarat. A Keszthelynél 2003. februar 19-én vett mintara azért esett a valasztisunk,
mert ennél a mintanal tapasztaltdk kordbban a téban valaha mért legnagyobb pikoeukarita alga
sejtszam értéket (28,8 X 10* sejt/mL, Mdzes és misai. 2006; 11/12. dbra). Bzt a mintat és egy masik,
de pikocianobaktérium dominanciaval rendelkez6 és szintén Keszthelyr6l szarmazé mintat (2005.
oktéber 26.) a 16S tDNS alapjan vizsgaltuk. A fikocianin operon alapjan is két mintat jellemez-
tink klénozasos vizsgalattal, egy tihanyi tavaszi (2006. aprilis 24.) és egy keszthelyi 6szi (2006.
szeptember 4.) mintit. A mintdk megvalasztasanal nem az Gsszehasonlithatésdg volt az elsédleges
szempont, hanem az, hogy lehetbleg kevés szama minta feldolgozasaval viltozatos id6pontokbdl
és helyekrdl szerezziink informaciét és a Balaton pikofitoplankton kézosségének minél teljesebb
diverzitasit megismerhessitk. A peBA-IGS klonkényvtarak létrehozasihoz felhasznalt mintak
kivalasztasakor figyelembe vettik az LH-PCR eredményeit is, amik alapjan sejtheté volt, hogy
melyik mintak a legvaltozatosabb 6sszetételdek™. A klénozashoz hasznalt mintak fizikokémiai és
bioldgiai valtozoinak jellemzd értékeit a Melléklet M/ 9. tblizata tartalmazza.

A kapott restrikciés mintazatok alapjan mintinként 13-33 klon bazissorrend elemzését vé-
geztiik el’'. Klénjaink tSbbsége a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjinak kiilénbéz6 cso-
portjaival, a 2003-as téli minta klénjainak tébbsége viszont a Trebouxiophyceae csalad (Chloro-
phyta) képviselSivel mutatta a legnagyobb paronkénti hasonlésag értékeket (17/8-11. dbra).

Mindkét vizsgalt régié alapjan igazoltuk a B csoport’ és az "MH 305 csoport” jelenlétét a
Balatonban. A 16S tDNS klénok kézott el6fordultak még az *LB03 csoport’ és a "PD1 csoport’
képviseldi is. Ezeken kiviil nyolc tovabbi csoportot sikertilt még kimutatni, amelyek tobbsége
csak viszonylag alacsony paronkénti hasonlésiagot mutatott az adatbazisokban megtalalhaté szek-
venciakkal (a legalacsonyabb értéket a Ke0219r32 klon esetében tapasztaltuk, 97,1%), jelezvén,
hogy a Balatonban szdmos, kordbban még nem ismert csoport is megtaldlhaté (17/8. dbra). A

¢peBA-1GS klonok alapjan a két k6z6s csoporton til a cianobaktériumok pikofitoplankton kladja

80 Jd. kés6bb 17/12. és 17/ 13. dbra

81 a klonok kodolasandl az elsé két karakter a mintavételi hely elsé két bettjébdl szarmazik (Ke - Keszthely, Ti -
Tihany), a k6vetkez6é négy karakter a mintavételi id6pont hénapja és napja, amit a vizsgalt gén egybetls roviditése (r -
16S tDNS, ¢ - ¢eBA-1GS) kévet, majd a klon sorszama zir; a Ke0219r” klénkonyvtarnal 23, a *Kel026r
klonkoényvtarnal 33, a Ti0424c klonkonyvtarnal 20, mig a ’Ke0904c” esetében 13 csoportreprezentins
bazissorrendjét hatiroztuk meg
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A,°C’,’D’, ’E csoportjanak’, valamint hat tovabbi filotipusnak a jelenlétét mutattuk ki. Az egyes

pikocianobaktérium csoportok mintankénti megoszlasat az 17/ 10. dbra ismerteti

—
0,01

I_{‘&annhmnr JINV, édesvizil viziarozo, Csehorszag amrinast
6n GQ422932
Ke1026r111 klén Q422939

‘THe136 klon, Taihu-to, Kina Eus7atao
Ke0219r32 kion Gaazzeta
Z0306¢13 klon, Zab-szék EUs47641
90| [ Bagar.Water.Eubac.15 klén, Manzallah-t6. Egyiptom Asassosr
55 Ke1026r127 kién 6Q422046
Cyanobium sp. JUIM10D4, édesvizii viztarozo, Csehorszag AM710359
ﬁT d0-70 klon, Genezéreﬂ 16, |zrael Ams09861
Cy ium sp. JJ19B5, & , Csehorszag AM710354
5C231730 kion, Galun-16, Panama £usoavas
Synechococcus sp. 0BB26S03, 6, Olaszorszag A/639899
THc235 klén, Taihu-t6, Kina Fuariiss
64" Ke1026r13 kloén 6Q422021

Ke1026r20 klén Go422023
Ke1026r50 klon ca4z2926

‘Keszthely csoport’
h sp. TAGS, izes mocsar, Japan AFadsns7
Synechooocnus sp. T7ecl torkalat Japén AF448061
Cy NSO1, Eszaki-t

172837
78 Synaahococcus sp. PS 838, tengarpan Oroszmszég/\;uaasu

V/8. abra. A Balatonbdl szirmazé torzsek és a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjan beliil
clhelyezkedd klonok filogenetikai helyzete a 16S fRNS gén vizsgalata alapjan
Kiilsd csoport: Syﬂei/wmmt: e/angalﬂr PCC 6301 (AP008231); 542 mtk/ealzd pozicid alapjan. Pirossal a PE-, kékkel a PC-

7

pigme jdji 1ol kat jeliltiik. A B b j iz0ld k

s

csillag jeli.
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0,05

Cyanobium gracile)

b=
:
<

PDcpcBAll csoport
94— Ti0424¢58 klon [43] caassser [[[[| OTU 2 (1)
PDcpcBASE kion, Felss-10 [46] DOs1:
£21 PDcpcBA91 klon, Felsd-to [60] pasteaso
PDcpcBA1 klén, Felsé-t6 [60] basisaso
Ke0904c10 kion [97] GQBBEs40
Ke0904c5 klon [39] Gasasssa [l 0TV 2()
St1 c6 klon Feno 10 [54] Eus26148
p. PS 681, Kasumigaura-td, Japan [42] AFz23443 @
PDepcBAST kIOn FelsG-té [4 ] DOS19905

sl sncaa kfén FenEi lg [40] EUQZS?EO
echococcus sp. PS 684, Abashiri-t6, Japan [40] arzza454 @

MH 305 csoport

oTU3 ()

Synschococcus elongatus PCC 6301, édesviz, TX, USA [51] N ooss76 @
PCC 7806 [66] AF385386

TiD424c8B7 kion [80] cassaser
Ke0904c72 kién [103] casssses
flos-aquae TR183 [103] Av036900

Anabaena compacta 1403/24 [103] av7ozz2as
Ti0424¢8 klén [106] cassssst
199} Tin424c37 kion [106] Gassssss
Ti0424c13 klén [106] Gassssss
Chroococcus dispersus SA01P31 [91] AJ003184

|— Plank!urhnx agardhu NIVA-CYA 537 [98] an490971 aruie
BC-Pla9303 [98] Aviz2279
Kel1504u12 klon [98] caessser
Ke0904c3 klon [98] Gasssssr

95| Ke0904c¢73 klon [98] cassssds
Pianktothrix sp. PCC 7811 [98] Av7es471
Gi i PCC

7421 ncoos12s

V/9. abra. A Balatonbol szarmaz6 cianobaktérium klonok filogenetikai helyzete a gpeBA-IGS régi6
vizsgélata régi6 alapjan
Kiilsd csoport: Synechococons elongatns PCC 6301 (NC006576, ) 285 mt,é/eatm’ pozicid alapjan. Az 1GS' régid hosszdt szigletes
zardjelben tintettiik fel. Pirossal a PE-, zilddel a PC-pig itumokat jeliltiik. Az azonositort OTU-kat ld. mig
V7/12. dbra. Egy extra aminosav beépiilése miatt a gpeB génbe, a Synechococcus sp. PS 672 tirgs és az Anabaena szekvenciak esetében
az amplikonok hdarom bazissal hosszabbak, mint a tibbi esetben.
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A nyolc pikocianobaktérium izolatum kézil az egyedili PE-pigment-dominanciaval ren-
delkezé ACT 9807 torzs a "B csoporthoz’ tartozott (17/8. és 17/9. dbra). Ebben a csoportban a
korabbi tanulmanyok is kizarélag PE-gazdag torzseket irtak le (Crosbie és mtsai. 2003a, Ivanikova és
mitsai. 2007). A t6bbi hét balatoni izolatum viszont az *A csoporthoz’ tartozott mindkét gén vizs-
gdlata alapjan. Ez utébbiak valamennyien 100%-os paronkénti hasonlésag értékekkel rendelkez-
tek az egyetlen korabban ismert, Balatonbdl szarmaz6 térzshoz viszonyitva (Erust és mtsai. 2003) a
16S rDNS alapjan. A ¢peBA-IGS régié alapjan viszont az ’A csoporthoz’ tartozé térzsek kozott
bizonyos foku genetikai heterogenitas volt észlelheté (97,4-100%-o0s paronkénti hasonlésag érté-
kek) és a nem kédol6 régié (IGS) hossza is eltért esetiikben (harom kilonb6zé méret-kategéria).

A klonkonyvtarak elemzéseit és a pikocianobaktérium izolatumok vizsgalatat sszevetve
megallapithatjuk, hogy a Balatonban legaliabb 13 killonb6z6 pikocianobaktérium csoport fordul
el6, ami meglep6en nagy szamnak tinhet a nagyobb méretl cianobaktériumok diverzitasat
ismerve, ugyanis a kimutatott pikoalgak szima a nagyobb mérettd kékalgak fajszamaval

6sszemérhetd volt™,

@ A csoport
mB csoport
OC csoport
mD csoport
BE csoport
mHecsoport
OPD1 csoport
B MH305
WLBO3 csoport
B Keszthely csoport
Oegyéb

W Chiorophyta

a ciancbaklériumok
pkofitoplankten kladja

mintavétel helye Keszthely Keszthely Keszthely Tihany
mintavétel idépontja 2003, febr. 19, 2005, okt. 26. 2006. szept. 4. 2006. &pr. 24.
vizsgalt gén/régic 168 rDNS 168 rDNS ©cpcBA-IGS cpcBA-IGS
PCR specifitisa pro- és eukariota algak  pro- és algak hi

kiénkényvtdr mérete* 70 kién 200 kién 45 klén 58 kién

V/10. abra. Az egyes pikoalga csoportok megoszlisa a Balaton klonkonyvtiraiban
* csak ag ingertet tarlalmazd klonok sdmt tintettiik fel.

822 2006-ban dltalunk vizsgalt idészakban Keszthelynél az Anabaena up/)am{owmoz(ln, Anabaena spiroides, /ip//amzamef
non gracile, Aphan: jssatschenkor, Cylind opsis raciborskii, P hyngbya circumereta, P

Planktothrix agardhii és Snowella lacustris, mig Tihanynal az Aphanizomenon gracile, Planktolyngbya //mﬂettm, P/ané[o/]ﬂgb]a
circumereta, Microcystis flos-aquae és Snowella lacustris cianobaktériumok voltak megfigyelhet6k mikroszképos morfoldgiai
vizsgalatok alapjan (1Gris Lajos adatai)
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— 9779 Anabaena spiroides NIES 78 ararrez27
0,01 Pseudanabaena sp. 0tu30s18 amzs0268
100, Ke1026r118 klon GQazzsss
Limnothrix redekei NIVA-CYA 227/1 AB045929
100 Oscillaloria limnetica MR1 4007908

87" Ke1026r82 klén Gos22935
Ke1026r36 klon co422925
100] Planktothrix sp. PCC 7811 avzes4o2
Planktothrix agardhii NIES 204 Ago4s954
P/anklomnx rubescens BC-Pla9303 aJrazzsi
100r Ke0219r33 klon coazz914
Microcystis aeruginosa PCC 7306 AF139299
Chroococeus sp. JJCM am,
Woronichinia naegeliana 0LE35501 AJTEI043
Ke1026r116 klon coszze43
921 Ke1026r64 klon casz2e30
Snowella litoralis 1LT47S05 as7gio41
Snowella rosea 1LM40S01 as7s1042
88" Snowella litoralis 0TU37S04 as7aro40

99 Aphanizomenon issatschenkol LMECYA31 arrssoss
wuﬁ Ke1026r78 klon coazz934

il

Anabaena compacta 1403/24 avrorses .
Aphanizomenon flos-aguae PCC 7905 Asr3stss Cyanobacteria

{760 Dinophysis acuta acutNPO3 AF52037
H 74} Dinophysis norvegica norvG.CO4 Arssosss
100/ Dinophysis acuminata acumGCO09 AF530364

99
i

S
!
Cryptophyta |

0, Ke1026r174 kién Ga4z2049 '
Ke1026r159 Klén 6422048 |
Thalassiosira pseudonana CCMP 1335 erosraz1 BaClHarchhyta}
Ke1026r67 klon Goazzear
— Ke0219r1 klon 6Q422900
Kaﬂ219r31 kién caszzerz
gg Auxenachlorella protothecoides CS-41 avssaz1z
Chlorella vulgans SAG 211-11b x16579
Chiorella sarokiniana SAG 211-8k x65689
Ke0219r46 klon coszz918
Psrsuhfarslla FKessleri SAG 211-11g x65099

100

100] Ke0219r34 kién ca422915

Ke0219r2 kIén Gaezzso1

Ke0219r17 klén cos22006
Ke0219r77 kién caszzeza Chiorophyta

V/11. abra. A Balatonbdl szairmazo, a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjan kivil elhelyezkedd
kl6nok filogenetikai helyzete a 16S rRNS gén vizsgalata alapjan
Kiilsd esoport: Gloeobacter violacens PCC 7421 (AY768399); 561 nukleotid pozicid alapjin.

A 2003 telén Keszthelynél vett minta fototrdf klonjainak t6bbsége Chlorophyta
torzsekkel mutatta a legnagyobb paronkénti hasonlésigot, harom elkiil6niilé csoportot alkotva
(V/10. é 1V7/11. dbra). Ezek a torzsek a Trebouxiophyceae csalad képviseldi, és az egyes
nemzetségek kozott (Chilorella és Parachlorella) el6fordulnak piko méretd sejtekkel rendelkezé fajok
is (I1/7. tdbldzat). Az éltalunk vizsgalt klonok viszont ezekkel a torzsekkel csak alacsony hason-
l6sagi értékeket mutattak (90,1-92,8%). Sajnos a zoldalgak kloroplasztiszanak 16S tfDNS adat-
bazisa meglehetésen hidnyos, igy a Balaton planktonikus pikoeukarita algiinak pontos, faji
szintl azonositasa jelen vizsgalatunkkal nem volt lehetséges. Pikoeukaridta algakat a t6bbi klon-
konyvtarban nem talaltunk, ami j6l egyezik azzal, hogy a t6bbi klénozott mintaban az eukarita
pikoplankton nem volt jelentSs (17Grds és misai. 2009a; M/ 9. tdblizat), ill. hogy ¢peBA-IGS alapon
cukariota algdkat egyéltalin nem is lehet kimutatni, mivel ndluk nincsenck fikobiliszomak.

A Balaton téli fitoplanktonjanak jellemz6 tagjai a pikoeukariétak, amik leggyakrabban

kokkoidalis alakban jelennek meg (Mdzes és mtsai. 2006, Viris és mitsai. 2009a; 11/ 12. dbra). Szintén
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jelent6sek lehetnek a &b 1 pm széles és 4-6 um hosszu, olajeseppecskéket tartalmazé sejtek,
amiket morfologiai alapon Szichococcus minutissimusként (Trebouxiophyceae) azonositottak (176ris és
misai. 2009a). Egy Szigligetnél vett, szintén téli minta (2009. januar 26.) 18S rDNS alapa DGGE
vizsgalata alapjan a Nannochloris bacillaris (Ttebouxiophyceae) zéldalga faj jelenlétét igazoltak (két
DGGE sav, 98,9-100% paronkénti hasonlosag értékekkel az adatbazisban fellelhetS egyetlen ilyen
szekvenciahoz, Felfoldi és mitsai. 2010; ld. még 11/ 7. tablazat és Melléklet M/ 1. dbra). Az itt hivatkozott
és a dolgozatban bemutatott eredményeink alapjan is valészintsithet6 tehat, hogy a Balaton téli
pikofitoplanktonjiaban meghatirozé szerepet toltenek be a Trebouxiophyceae csalid (Chloro-
phyta) tagjai.

A nagyobb méreti algik kozil is tobb csoport megtaldlhaté volt a klénok kézott (17/9. és

17/11. dbra), ezek a Balaton fitoplanktonjanak jellegzetes tagjai (Padisik és Reynolds 1998, Présing és

mtsai. 2001 stb.). Az Anabaena, Aphaniz , Microcystis, Planktothrix és Snowella nemzetségek
el6fordulasat a vizsgalt id6szakban végzett mikroszképos megfigyelések is megerésitették a
mintikban®. Ezek kézil a kolénidkat képezé Microgystis és Snowella nemzetségek (I1/5. dbra) sejtjei
is elérhetik olykor a piko méret-kategria tigan értelmezett felsé hatarat (< 3 wm, Rajaniemi-
Wacklin és mtsai. 2005, Willame és misai. 2006).

Meglep6 volt viszont, hogy nem a pikofitoplankton kladhoz tartozoé cianobaktériumokat a
peBA-1GS alapu klonkonyvtarakban is taldltunk (17/9. dbra), holott az alkalmazott PCR protokoll
a szakirodalmi adatok alapjan Synechococcnsokra specifikus (Robertson és mtsai. 2001). A korabbi klon-
konyvtarainkhoz hasonléan a riboszoémalis gének alapjan balatoni vizmintakbol készitett klon-
konyvtarak is tartalmaztak heterotr6f baktériumoktdl szarmazé klonokat (2, il 9%-ban)*.

A Balaton a pikofitoplankton kutatisok tekintetében a legintenzivebben vizsgalt magyar-
orszagi viztér. Szamos nemzetkézi tekintetben is meghatarozé jelentségli kutatasi eredmény
szilletett a té planktonikus pikoalgaival kapcsolatosan, p/ a pikofitoplankton mennyiségi és minG-
ségi Osszetételének kapesolata a viz trofitasaval, hémérsékletével, a vizalatti fényklimaval; a kolo-
nias formék képzGdésének magyarazata (. részletesebben Mellékler M/ 5.  tiblizata). A
planktonikus pikoalgak genetikai Gsszetétele és diverzitasa mindeddig azonban ismeretlen maradt.
Ilyen iranyt kutatasainkat azonban kiegészitettiik a Balaton esetében a szezonalis és térbeli eltéré-
sek vizsgalataval, 7/ az egyes genotipusok jelent6ségének és a kornyezeti paraméterek valtoza-

sainak Gsszekapesoldsaval a pikocianobaktérium dominanciaval jellemezhet6 idészakban.

83 /d. 82-es labjegyzet
84 /d. részletesebben 1.4 alfejezet
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Szezondlis viltozdsok és térbeli heterogenitis a Balaton pikocianobaktérium

kozosségében

Osszesen 12 OTU-t sikeriilt megkiilénboztetni a vizsgalt mintiinkban a fikocianin operon
hossz-heterogenitasanak vizsgalata alapjan. 2006-ban a vizsgalati id6szakban (aprilis végétdl
szeptember elejéig) Tihanynal tiz OTU (OTU 1 - OTU 10), mig Keszthelynél nyolc (OTU 2,
OTU 3, OTU 5, OTU 6, OTU 7, OTU 10, OTU 11 és OTU 12) jelenlétét mutattunk ki. Vala-
mennyi OTU esetében jellegzetes id6beli valtozas volt megfigyelhetd (17/12. dbra). A fikocianin
operon alapjan végzett bazissorrend elemzésck (a balatoni klénok és pikocianobaktérium izolatu-
mok) eredményeinek felhasznalasaval az egyes OTU-k tagjainak valdszindsitett filogenetikai
helyzetét is meghataroztuk (17/9. dbra). Mivel az IGS 1égié a cianobaktériumok pikofitoplankton
kladjan beliil atlagosan 40-60 nukleotid hossztsaga (Crosbie és mtsai. 2003a; V'/ 9. dbra), ezért felté-
teleztik, hogy az ennél lényegesen hosszabb nem kédol6 régiét tartalmazé amplikonok (OTU 10,
OTU 11 és OTU 12) nem pikocianobaktériumoktdl szarmaznak. Ezt az OTU 10 és OTU 11
esetében a bazissorrend elemzés eredményeivel is megerdsitettitk. Mindezek alapjan tehat kilenc
pikocianobaktérium OTU-t (OTU 1 - OTU 9) tudtunk megkiilénboztetni a hosszpolimorfizmus
vizsgalattal mintdinkban. Ezek kozil 6t6t (OTU 2 - OTU 6) kilonb6z6 csoportokhoz is hozza
tudtunk kapesolni a filogenetikai fan (17/9. dbra).

Az azonos mintavételi id6pontokat Osszehasonlitva jelentSs térbeli heterogenitas is
tapasztalhato volt a két hely kozott (17/12. dbra). Egy 2005. szi id6pontban (2005. oktober 26.) a
Balaton négy pontjan vett mintak alapjan a pikocianobaktérium kozésség Gsszetételének részlete-
sebb térbeli eltérései trultak fel elSttiink (17/73. dbra). Hasonl6an a 2006-0s mintasor &szi minta-
ihoz ezeknél is az OTU 2 tagjai voltak a legjelentésebb kézosségalkotok (58-96%-os részesedés-
sel). Ebben az esetben a f6 kilénbségeket az két dominans OTU (OTU 2 és OTU 0) relativ ara-
nyaban tapasztalt eltérések adtak, 7/ az hogy az OTU 7 csak a legnyugatibb (keszthelyi) mig az
OTU 5 csak a legkeletibb (tihanyi) mintavételi ponton volt jelen kimutathaté mennyiségben eb-
ben az idépontban.

A szezonalis és térbeli eltérések magyarazatira tobb ok is szoba kertlhet. Ezek két £6
hajtéerejét az évszakos ritmus (a hémérséklet és ezzel parhuzamosan az algak6z6sség mennyiségi
mitsai. 1991, Présing és mitsai. 2007) és a Balaton hossztengelye mentén megfigyelheté (keletrdl

nyugat felé névekvo) trofitasi gradiens (Herodek 1984) adhatja. A hatasok pontosabb felderitése
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érdekében néhany mért fizikokémiai és biolbgiai valtozo, valamint a fikocianin operon vizsgalata

alapjan megalkotott OTU-k kozott kerestiink kapesolatot a 2006-os mintasor felhasznaldsaval.

Keszthely

BOoTU1
mOTU2
moTu 3
@aoTu4
®mOTUS
aoTu6
ooTu7
mOTU8
BOTU9
@oTuU 10
BoTU 11
B OTU 12

OTU-k relativ mennyisége
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V/12. abra. Az egyes LH-PCR OTU-k idébeli viltozasa a Balaton
Keszthelyi- és Siofoki-medencéjében 2006-ban

BOTU2
BOTUS
aoTuB
ootu7

Tihany (Sidfoki-medence
Zinka (Szemesi-medence)
\J/ Szigliget (Szigligeti-medence)

Keszthely (Keszihelyi-medence)

V/13. abra. Az LH-PCR OTU-k térbeli eloszlasa a Balatonban 2005. oktober 26-an
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Kornyezeti faktorok hatdsa az egyes pikocianobaktérium csoportok arinydra

Mivel a pH és vezetSképesség értékei viszonylag kis tartomanyban mozogtak, igy ezeket a
korrelacios elemzéseknél nem haszndltuk. A vertikalis extinkciés koefficiens (K) értéke a Bala-
tonhoz hasonlé sekély tavaknal akar néhany 6ran belil is jelentésen valtozhat id6jarasi hatasok
(pl vihar) kévetkeztében, ezért ennek a kornyezeti valtozonak a mintavétel idépontjaban mért
aktualis értéke és mas viltozok Gsszekapesolasa egy statisztikailag viszonylag alacsonyabb szamu
minta esetében szintén félrevezets lehet. A planktonikus pikoeukariéta algik mennyiségét sem
hasznaltuk fel a statisztikai elemzésekhez, mivel ezek csak egyetlen mintdban voltak jelen
kimutathaté mennyiségen a 2006-os vizsgalati id6szakban (Melléklet M/ 10. tiblizata).

Szamos érdekes szignifikans 6sszefliggést sikertlt felfedniink a kérnyezeti paraméterek és
a pikocianobaktérium OTU-k kézott (17/14. dbra, 17/ 2. tiblazat; a korrelaltatott valtozok listajat
ld. Mellékler M/ 11. tiblizata). A biologiai véltozok kozil a PE-, és a PC-pigment-dominanciaval
rendelkezé pikocianobaktériumok mennyisége, a kolonids pikocianobaktériumok és a hémérsék-
let, valamint a nagyobb méretl cianobaktériumok és a Chl  koncentracidja kozott talaltunk jelen-
tésebb korrelacidkat. A hémérséklettel az OTU 2 pozitivan, az OTU 3 negativan, mig az OTU 9
relativ mennyisége a nitrogénformak koncentraciéjaval pozitivan korrelalt. Szamos OTU mennyi-
sége korrelalt a kolonids pikocianobaktériumok és/vagy a PE- és PC-gazdag formik mennyisé-
gével. A nagyobb méretl kékalgakhoz kapcsolhaté nem pikocianobakterialis OTU-k (OTU 10,
OTU 11 és OTU 12) relativ mennyisége a Chl 2 koncentraciéjaval és a nagyobb méretli cianobak-
tériumok szdmaval mutatott pozitiv 6sszefiiggést. Tébb OTU mennyisége kézott szintén megfi-
gyelhet6 volt pozitiv vagy negativ korrelacio.

A pikocianobaktériumok mennyisége a Balatonban kéveti a vizhémérséklet valtozasat
(Vorgs és mtsai. 2009a), hasonléan mas édesvizekhez vagy az 6ceanokhoz (Waterbury és mitsai. 1986,
Stockner és mitsai. 2000, Callieri 2008). Nem meglepé tehat, hogy a pikocianobakteridlis OTU 2
relativ mennyisége pozitivan korrelalt a hémérséklettel a vizsgalt idészakban. Ezzel ellentétben vi-
szont az OTU 3-nal negativ Osszefiiggés volt tapasztalhaté a hémérséklettel. Ez utébbi OTU
(mas csoportok mellett) a B csoporthoz’ kéthetd filogenetikailag (17/9. dbra). A szintén ’B cso-
porthoz” kapesolhaté BO 8807 genotipus (II/1. dbra) legnagyobb relativ mennyisége télen és
tavasszal volt megfigyelhet6 a Bodeni-t6 felsé 8 méteres rétegében (Becker és mtsai. 2007). Mennyi-
sége szintén jelentSs volt ugyanezen t6 fénylimitalt alsobb rétegeiben, ahova a felszini fénynek
csak mintegy 0,2% ért mar le (Becker és mtsai. 2007). Pikocianobaktérium térzsekkel végzett fizi-

ologiai vizsgalatok alapjan, ugyancsak a B csoporthoz’ kotheté PE-pigment-dominanciaval ren-
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delkez6 izolatumok sokkal érzékenyebbnek mutatkoztak a fotoinhibiciéra, mint az *A’ és 1
csoportokbol’ szarmazé PC-gazdag térzsek (Callieri és mitsai. 2005, Moser és mtsai. 2009). Az
eredmények alapjin tehat a B csoport’ egy hidegebb idészakokhoz és gyengébb fényviszo-
nyokhoz adaptalédott PE-pigment-dominanciaval rendelkez6 csoportnak tdnik.

Szintén a hémérséklettel fiiggott Gssze a kolonias pikocianobaktérium formak mennyisége
is a vizsgalt idészakban. Hasonlé megfigyeléstdl szamoltak be Crosbie és mitsai. (2003¢), akik a
mikrokolénidkat legnagyobb ardnyban a szélcsendes és napsiitéses id6szakban figyelték meg a
felszinhez kozel az oligo-mezotr6f Mond-téban (Mondsee). Hipotézisiik szerint a kolonia sejtjeit
Osszefogo, a fotoszintézis soran képz6d6 kocsonyas anyag kikertilése a sejtekbdl megvédheti azo-
kat a fotoszintézis fény szakaszaban képz6dd redukaloszerek (NADPH, 11/ 2. dbra) gyors felhal-
mozoédasa kévetkeztében esetlegesen 1étrejové fotokémiai sériiléstél. A Balaton 2003-2004. évi
vizsgalata soran Mdzes és mtsai. (2006) ezzel szemben a kolonias pikoalgak és a hozzaférhet nitro-
génformak mennyisége kozott talaltak negativ 6sszeftiggést, és a kocsonyaburok meglétét a haté-
konyabb tapanyag-ujrahasznositassal magyaraztak. Lathatjuk tehat, hogy a kolénidk képzédését
szamos kornyezeti tényez6 befolyasolhatja (részletesebben /d. 4. Fiiggelék), s6t ezek jelentSsége

akar viztestenként vagy egy adott t6 killonboz6 vizsgalati id6szakaiban is eltéré lehet.

Totu
16 . oTU 12
oty 10
1,2 4
non-PPP-Cy -
08 oTUs
PC-Pey
T 0a
&
H ot7,
0
hémérsékiet .
*0TU4 o3
kol-Pey N
~04 OTUZ  NH/N ‘oTu1
NO,-N e
. PE-Pey
.oTU8
-2 “oTUe
1,2 0,8 0.4 1] 04 08 1,2
tengely 1

V/14. abra. Az egyes LH-PCR OTU-k viszonya a kornyezeti valtozokhoz a Balatonban
20006-ban kanonikus korreszpondencia analizis alapjan

Roviditések: PC-Pey - PC-pi nancidji pikocic ennyisége, PE-Pey - PE-pigment-dominancidji
pikoci (1 nyisége, kol-Pey - koldnids pikocianobaktérinmok mennyisége, non-PPP-Cy - nagyobb
méretii (nem pikofitoplantkton) cianobaktéri y 2N - miért nitrogés ik ( Ininm, nitrt, nrea) dsszege
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V/2. tablazat. A kornyezeti valtozok és LH PC R OTU-k kozom szignifikans korrelaciok (p<0,05)
]e/we(gyam{at P( P 1 P( 7 donii i pikoci ok men, j jsége, PE-Pey - PE-pigment-
jdji pi ennyisége, kol-Pey - koldnids pikoci JJrz,ﬂaﬂPPP@"
nagyo/}b miéretii (nem piko ) ci ktéri , 2N - miért nitrogénformatk (ammidninm, nitrat, nrea) dsszege.
A £0,7-nél jelentisebb korrelcidkat csillag jelzi.

paraméter korrelacio szignifikancia
bioligiai valtozok és fizikokémiai paraméterek
PC-Pcy és urea-N -0,564 0,023
PC-Pcy és XN -0,581 0,018
PE-Pcy és urea-N 0,636 0,008
PE-Pcy és XN 0,651 0,006
*kol-Pcy és homérséklet 0,862 <0,001
bioldgiai valtozik és bioldgiai valtozik
PE-Pcy és Chl a -0,639 0,008
*PE-Pcy és PC-Pey -0,727 0,001
PE-Pcy és non-PPP-Cy -0,658 0,006
*non-PPP-Cy és Chl a 0,968 <0,001
OTU-£ és fizikokémial paraméterek
*OTU 2 és hmérséklet 0,735 0,001
*OTU 3 és homérséklet -0,702 0,002
*OTU 9 és NH4*-N 0,818 <0,001
OTU 9 és NO5-N 0,657 0,006
OTU 9 és EN 0,516 0,041
OTU-k és bioldgiai viltozik
*OTU 2 és kol-Pcy 0,784 <0,001
OTU 3 és kol-Pcy -0,604 0,013
OTU 6 és kol-Pcy 0,624 0,010
OTU 6 és XPcy 0,544 0,029
OTU 7 és kol-Pcy -0,508 0,044
OTU 9 és PC-Pcy -0,527 0,036
*OTU 10 és Chla 0,947 <0,001
OTU 10 és PE-Pcy -0,621 0,010
*OTU 10 és non-PPP-Cy 0,979 <0,001
*OTU 11 és Chla 0,948 <0,001
OTU 11 és PE-Pcy -0,552 0,027
*OTU 11 és non-PPP-Cy 0,946 <0,001
OTU 12 és non-PPP-Cy 0,591 0,016
OTU-k és OTU-k
*OTU 2¢és OTU 3 -0,816 <0.001
OTU 2¢é OTU 6 0,533 0.033
OTU 2¢és OTU 7 -0,546 0.029
OTU 2és OTU 9 0,556 0.025
OTU 3és OTU 6 -0,603 0.013
OTU 3¢és OTU 7 0,555 0.026
*OTU 10 és OTU 11 0,900 <0.001
OTU 11 és OTU 12 0,538 0.032

Az OTU 9 relativ aranya pozitivan korrelalt a mért nitrogénformak mennyiségével. Sajnos
a bazissorrend elemzések alapjan ennek a csoportnak a filogenetikai helyzete nem valt ismertté,

mivel a vizsgalt klénok mennyisége csupan a f6bb cianobaktérium csoportok azonositasat tette
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lehetévé. A nitrogénnek egyébként kitiintetett szerepe van a Balaton életében, a hozzaférheté
nitrogénformak mennyisége®™ jelentésen meghatirozza a planktonikus algakozésség sszetételét.
A nitrogén-fixal6 cianobaktériumok (Aphanizomenon flos-aquae, Cylindrospermopsis raciborskii sth.) a
nyari id6szakban kiszoritjdk a tobbi algat (Présing és mitsai. 2007), biomasszajuk mennyisége
forditottan aranyos a pikofitoplankton mennyiségével (176rds és mitsai. 1991). A nitrogénformak
koncentraciéja befolyasolja a kolénias pikocianobaktériumok mennyiségét is (Mdzes és mtsai.
2006); és mint az eredményeinkbdl kidertlt, egyes pikocianobaktérium genotipusok relativ
mennyiségére is kihatnak™.

Az OTU 4 az ’A csoporthoz’ kéthets. Ez talin a kontinentélis vizekben el6forduld
pikocianobaktériumok legvaltozatosabb csoportja, nemcsak az IGS régié hossza tekintetében
(/9. dbra). Az ide tartozé izolatumok és klénok nagyon kilénbézé éldhelyekrdl és foldrajzi
tertletekrdl kertltek elS, sét egyiitt fordulnak el kozottik PE- és PC-pigment-dominanciaval
rendelkezd torzsek is (I1/1. dbra). Ebbél kévetkezbleg a csoport nagymértéki fiziologiai viltoza-
tossdggal is rendelkezhet.

Sajnos a tobbi OTU-hoz kéthetd filogenetikai csoportrol részletesebb fiziologiai ismere-
tek nem allnak még jelenleg rendelkezésre.

Véleményiink szerint a pikocianobaktérium OTU-k (OTU 1 - OTU 9) és a mért bioldgiai
valtozok kozotti korrelaciok nagy része az OTU-k és fizikokémiai valtozok, 7. a fizikokémiai és
bioldgiai valtozok kozotti korrelaciok ajboli megjelenése (p az OTU 2/OTU 3 és koloniés piko-
cianobaktériumok mennyisége koz6tti korrelacié a két megnevezett OTU és a hémérséklet, 7/ a
kolénias formdk és a hémérséklet kozotti korrelacioknak kdszénhetd). Ezzel szemben a nem
pikocianobaktérium OTU-k (OTU 10 - OTU 12) és biolégiai valtozok kézétti korreliciok annak
az eredményei, hogy ezek a genotipusok a nagyobb mérett kékalgikhoz tartoznak, és igy relativ
mennyiségitk nem meglepé médon 6sszefigg ezen cianobaktériumok mikroszképban megfigyelt
sejtszamaval vagy az altaluk jelent6sen meghatarozott Chl « koncentraciojaval.

Elképzelhetd, hogy a planktonikus pikoalga k6z6sség genetikai Osszetételében a mélység
szerint is megfigyelhetGek valtozasok, de a Balaton sekély mivolta miatt viszonylag jol felkeveredd

viztestnek tekinthet6. Mély tavaknal viszont egyértelmt vertikalis killonbségeket talaltak a piko-

85 a mért nitrogénformék preferenciaja a fitoplankton névekedése szempontjabol a Balatonban: ammoénium > urea
>> nitrat (Présing és mtsai. 2001).

80 bar szignifikins negativ korreliciot nem talaltunk a pikocianobaktérium OTU-k diverzitasa és a morfologiai alapon
meghatarozott nagyobb cianobaktériumok diverzitasa k6zott, mégis elmondhatjuk, hogy Tihanynal tébb OTU és
kevesebb nem piko mérett cianobaktérium faj volt jelen a vizsgalt id6szakban, mig Keszthelynél forditva; ez annak az
eredménye is lehet, hogy bizonyos pikocianobaktérium genotipusok névekedését elnyomjak a nagyobb méretll
kékalgak, pl. a nitrogén-fixalé cianobaktériumok
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cianobaktérium filotipusok eloszlasaban, az izracli Genezareti-toban (Junier és mtsai. 2007) és pata-
goniai ultraoligotrof tavaknal (Caravati és mitsai. 2010).

A kornyezeti valtozok tekintetében is csak egy szegmensét vizsgaltuk a lehetséges hata-
soknak. Az egyedi pikoalga genotipusok arinyat szamos egyéb tényezé befolyasolhatja. Meghata-
roz6 jelentségi lehet tobbek kozott az egyéb tapanyagok (pl. foszfor, Becker és mtsai. 2007) kon-
centracidja. Bizonyos cianofagok torzspreferencidja is igazolast nyert édesvizi pikocianobaktéri-
umok esetében (Dillon és Parry 2008), ezért a viralis kontroll is jelent6s hatassal birhat az egyes ge-
notipusok aranyara (Miibling és mtsai. 2005). Ezeken kivil azonban szimos mas abiotikus (p/ szél,
iiledék felkeveredése) és biotikus tényez6 (p/. predacio, fajok kozott interakciok)” befolyasolhatja
a planktonikus pikoalga kéz6sség genetikai Gsszetételét. A fent emlitett hatisok donté mértékben
meghatarozzak a pikofitoplankton mennyiségi viszonyait és Osszetételét, a részletes belsé dinami-

kara vonatkozé Gsszefiiggések feltarasa azonban az elkovetkezé évek kutatasi feladata.

3. A kontinentalis vizek planktonikus pikoalgainak diverzitasa és

szezonalis valtozasaik

A vizsgilt vizterek dsszehasonlitisa

Korabban sziamos tanulmany sziletett a klasszikus pikofitoplankton vizsgalati médszerek-
kel (epifluoreszcens mikroszképia, aramlasi citometria) ezeknek az apré fotoszintetikus él6lények-
nek a térbeli és idébeli eloszlasat illetéen édesvizekben és tengerekben egyarant (Weisse 1993,
Callieri 2008). A molekulatis biolégiai technikak bevezetése a limnoldgia és oceanogrifia teriiletére
azonban nem eredményezte a vertikalis, horizontalis és szezondlis mintazatok kutatasanak folyta-
télagos fejlédését. Kezdetben ugyanis az izolalt pikoalga torzsek vizsgalata hozott 4j, tudomany-
formal6 eredményeket (pl. Huss és mitsai. 1999, Robertson és mtsai. 2001). A morfolégiai egyontetiség
mogott rejlé nagyfoku genetikai diverzitas felfedezése mellett 4jabb meglepé adatokkal a korab-
ban rendelkezésre dllo tenyészetek valodi diverzitashoz valé hozzdjarulasanak csekély mivolta
szolgalt. Uj izolalasi technikak alkalmazasaval (p. Crosbie és misai. 2003ab) és mindeddig nem vizs-
galt éléhelyek bevonasaval (pl. Fuller és mtsai. 2003, Ivanikova és mitsai. 2007), valamint a vizmintik
teljes nukleinsav kivonasan alapuld vizsgalatokkal (p/ Ivanikova és mitsai. 2007, Haverkamp és mitsai.

2007, Sanchez-Baracaldo és mtsai. 2008) bebizonyosodott, hogy a korabban megalkotott csoportok-

87 /d. vészletesebben I1.3. alfejezet
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hoz rendelt egyedi tulajdonsagok z6me, a csoportok jelent6s részének foldrajzi elterjedéséhez ha-
sonléan, sokkal kiterjedtebb és csak az esetek kisebb részében jellheté meg egyedi bélyegként.

Az egyes genotipusok/filotipusok térbeli eloszlasaval kapesolatosan lényegesen tobb adat
latott napvildgot, mint ugyanezen kategéridk szezonalis dinamikéjat érintve. Elég, ha a Prochloro-
coceus Skotipusok mélység szerinti (HL és LL) vagy térbeli eloszlasara (HLI és HLIT), 7/ a kilon-
b6z6 tengeri Synechococensok térbeli eléfordulasara gondolunk (pl. West és Scanlan 2001, Jobnson és
mitsai. 2006, Zwirglmaier és mtsai. 2008). Kontinentalis vizekben Becker és mtsai. (2002, 2004)
mutattak ki el6szor, hogy jelentSs belsé dinamika van a klasszikus moédszerekkel egyontetinek
tinG planktonikus pikoalga kzésségen belil. Ok két genotipus mennyiségének idébeli valtozasait
kévették a pikocianobaktériumok Gssz-mennyiségéhez viszonyitva kvantitativ PCR segitségével a
Bodeni-t6 vizében. Kés6bb a szezonalis valtozasokat illet kutatasaikat kiterjesztették élébevona-
tokra is (Becker és mitsai. 2004, Becker és mtsai. 2007). A kapott eredményeik 6sszehasonlitasat azon-
ban neheziti, hogy a riboszémalis I'TS-t vizsgaltak és kevés édesvizi pikoalga I'TS szekvencia talal-
hat6 az adatbazisokban.

Casamayor és misai. (2002) egy PE- és egy PC-pigment-dominanciaju pikocianobaktérium
genotipus jelent6ségének idébeli véltozasat figyelte meg (februartdl juniusig) a spanyolorszagi
Vilar-t6 aerob epilimnionjaban. lvanikova és mtsai. (2007) 16S tDNS alapu klénozast végeztek a
Fels6-t6 pikoplanktonjaval majusban és szeptemberben harom mintavételi ponton. Mérsékelt
kulonbségeket talaltak az eltéré idSpontokban vett mintdk Gsszehasonlitisival, hiszen két egyedi
csoport dominalt a klonjaik k6zott. Sdnchez-Baracaldo és mitsai. (2008) pedig négy kilénb6z6 cso-
port-specifikus kvantitativ PCR-t (az ’A’ és "H csoportra’, valamint két djonnan felfedezett cso-
portra tervezve) alkalmazott két angliai mesterséges t6 pikocianobaktérium kézosségének egy
éves dinamikajat vizsgalva. Lathatjuk tehat, hogy meglehetSsen kevés kutatas foglalkozott eddig a
kontinentilis vizeinkben elé6fordulé pikocianobaktérium genotipusok idébeli valtozasaival (a
pikoeukariétikéval pedig egy sem), és az alkalmazott médszerek kilonbézésége megneheziti az
Osszehasonlitast (és ez utébbi aldl az itt bemutatott LH-PCR alapu eredmények sem képeznek
kivételt).

Nem feledve, hogy az alkalmazott médszerekben jelentds kilonbségek voltak és a vizsgalt
régiok sem minden esetben azonosak, Gsszehasonlitjuk a mi eredményeinket egymassal és mas
kontinentélis vizek™ vizsgilati eredményeivel az észlelt planktonikus pikoalga diverzitas tekinteté-
ben. Mivel eredményeink és a nemzetkézi szakirodalomban talalhaté adatok is leginkabb piko-
cianobaktériumokra vonatkozé informacidkat tartalmaznak, itt kizardlag erre a csoportra kon-

centralunk (17/3. tdblizat).

88 ide vesszitk még a Balti-tengert is, ahol a tengeri és édesvizi pikocianobaktérium csoportok egyiittesen fordulnak
elé
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V/3. tablazat. A részletesen vizsgalt kontinentélis vizekbdl és a Balti-tengerbdl kimutatott
pikocianobaktérium genotipusok Gsszehasonlitisa sajat eredményeinkkel
Az egyes vizek vigsgdlatindl alkalmazott genomi régiok jegyzékét ld. Felfuldi és mtsai. 2009b.
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Hivatkozasok: h1 - Roberstson és mtsai. 2001, h2 - Crosbie és mitsai. 2003a, h3 - Ernst és mitsai. 2003, h4 - Becker és mitsai. 2004,
h5 - Ivanikova és mitsai. 2007, h6 - Haverkamp és mitsai. 2008, W7 - Sdnchez-Baracaldo és mitsai. 2008, h8 - Haverkamp és mitsai.
2009

A legtobb pikocianobaktérium csoportot a Balatonbdl sikerilt kimutatnunk, mig a
legkevesebbet a Ferté t6bdl, ahonnan a legkevesebb vizsgilati mintank is szarmazott. A mar
korabban megalkotott csoportok kéziil legtobbet szintén a Balatonban taldltunk, mig a legtébb
eddig még nem definialt csoport a szikesekben fordult el6. Mas vizterckkel 6sszehasonlitva a
Balaton az egyik legdiverzebb pikocianobaktérium kézoésséggel rendelkezé ténak tinhet. Ez
azonban téves kovetkeztetés lenne, hiszen a Fels6-tohoz hasonléan a Balaton vize is tobb
modszerrel (térzsizoldlas, klénozas), tobb régié alapjan (16S rDNS, fikocianin operon) és t6bb
mintavételi id6pontban vizsgalt kontinentalis viztér. Véleménylink szerint tehat az alacsonyabb
diverzitasunak tiné élShelyek esetében jelentSs szerepe van az alulmintazottsagnak is.

A korabbi kutatasi eredmények (Crosbie és mtsai. 2003a, Ivanikova és mtsai. 2007, Sdancheg-
Baracaldo és mitsai. 2008, ill. az ezekben megadott hivatkozisok) és a nukleinsav adatbazisokban
folyamatosan halmoz6dé informacidk alapjan (GenBank, Benson és mtsai. 2006) elmondhatjuk,
hogy az dltalunk kimutatott pikocianobaktérium csoportok nagy része meglehetésen eltérd éléhe-
lyekr6l és foldrajzi teriiletekrdl szarmazé klonokat és izolatumokat foglal magiba (17/2., 17/5.,
V') 7-9. dbra, 17/ 3. tablazat). Az’ A csoport’ példaul a lehetd legszélesebb skilat vonultatja fel ilyen

téren, kezdve az ultraoligotrof édesvizi Fels6-t6tdl a turbid Fert6 tavon keresztil a brakk- vagy
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kimondottan sés viz kornyezetekig (p/. Balti-tenger). A pikoplankton kézosségek molekularis
biologiai azonositasanak kezdetén viszont mas csoportok (pl a "B’ és ’C csoport’) lényegesen
kotlatozottabb eléfordulasardl adtak szamot (Robertson és mitsai. 2001, Ernst és mtsai. 2003)”, kés6b-
bi vizsgalatok azonban ezen csoportok szélesebb kord elterjedését bizonyitottak (Crosbie és mitsai.
2003a, lvanikova és mitsai. 2007, Sanchez-Baracaldo és mitsai. 2008, Haverkamp és mtsai 2008, jelen dolgo-
zat). Tébb tanulmany szamolt be arrdl is, hogy egyes csoportok kizarélag bizonyos tavakban for-
dulnak el6 [pl. az LS I’ és ’LS 11" a Fels6-toban (Ivanikova és mitsai. 2007) és két tovabbi csoport
angliai tavakban (Sdnchez-Baracaldo és mtsai. 2008)|. Egyedi filotipusokat mi is kimutattunk a kis-
kunsagi szikesekbdl (Boddi- és Zab-szék, 17/ 2. dbra), a Ferts tobol (17/5. és 17/ 7. dbra) és a Bala-
tonbdl (17/8. és 17/ 9. dbra) egyarant.

Az utébbi évtizedben megfigyelhetS trend alapjan azonban arra kévetkeztethetiink, hogy
az ilyen egyedi csoportok részben az alulmintazottsag eredményei, és korabban nem vizsgalt
él6helyek és id6szakok bevonasaval (7. ujabb primerek bevetésével) az egyedinek kikidltott cso-
portok szélesebb kord elterjedtégét fogjak kimutatni. Az 4j mintdk feldolgozasa azonban wjabb
egyedi pikocianobaktériumok felbukkandsat eredményezheti. Az eltéré kornyezetekbdl és egy-
mastol tavoli foldrajzi tertiletekrdl szarmazé kozeli rokon filotipusok és izolatumok viszont
bizonyitjak ezen pikoalga csoportok nagyfokd adaptacios képességét és sikerességét (/d. miég F7.
Fiiggelék). A sikerességlikre remek példa az altalunk vizsgalt szikes tavak esete, ahol a kdrnyezeti
paraméterek (hémérséklet, turbiditds, szalinitas) gyors valtozasaival kell megkiizdenitik a pikofito-

plankton egyes tagjainak.

Miért ilyen diverzek a pikocianobaktériumok?

Az édesvizek és kontinentalis vizek vizsgalati eredményeihez hasonléan (Crosbie és mtsai.
2003a, lvanikova és misai. 2007, Sanchez-Baracaldo és mtsai. 2008) a Balatonban és a szikes tavakban
észlelt pikocianobaktérium diverzitas is meghaladta a tengerek és 6ceanok esetében megfigyelte-
ket. Ez a jelent6s kilonbség magyarazhaté a féldrajzi hatarok és a tengerekhez képest valtozato-
sabb él6helyskala dltal indukalt gyorsabb fajkeletkezési folyamatokkal, 7. az édesvizi pikociano-
baktériumok hosszu evoluciés torténetével (Sanche -Baracaldo és mitsai. 2008). Ez utébbit timasztja
ald egy, a lassan evolval6dé gének filogenetikai elemzését és az alaktani bélyegeket egyutt vizsgald
tanulmany (Sdnchez-Baracaldo és mtsai. 2005), amely a cianobaktétiumok édesvizi/kontinentélis ere-

detét valoszintsiti, az 6si leszarmazasi vonalakon jellemzéen kis sejtmérettel és szabadon €16,

8 emiatt tortént p/ a B csoport’ elnevezése Ermst és mitsai (2003) altal *szubalpin I csoportra’
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planktonikus életmdddal, ami egy tipikus Synechococcus-tipusu sejtet jelent. A tengerek és dcea-
nok meghdditasa, csakdgy, mint szimos bélyeg megszerzése (komplex morfologia, termofilia,
mozgasképesség s#b.) kés6bb tortént, 7. alakult ki az egyes cianobaktérium leszarmazasi vona-
lakon beldl.

A cimben megfogalmazott kérdés azonban feltehetd egy sokkal szélesebb 6sszefliggésben
is, mint ahogy az mar korabban felmeriilt az egy adott viztérben talalhaté planktonikus élélények
megdSbbentéen nagymértékid sokféleségével kapesolatosan.

A kompelitiv kigards elve szerint £ limitalé kornyezeti valtozo vagy forras (pl. fény,
tapanyagok) mellett maximum #<k faj létezhet (Hardin 1960). Az egyensulyi allapot stabil
fajosszetétele ugyanis ugy tevodik Gssze, hogy minden egyes forras esetében a legerésebb kompe-
titor gy6z, és a tobbi nem marad fenn. Az elvet szimos kompeticios kisérlet is igazolta (Huisman
és Weissing 1999). Vizi 6koszisztémakban azonban meglehetésen kevés limital6 forras mellett igen
jelent6s biodiverzitas figyelheté meg. Ezt a jol ismert jelenséget nevezik plankton paradoxonnak
(Hutchinson 1961).

Az elmélet és a természetes élGhelyek k6zosségeiben tapasztalt eltérések magyarazhatdak
szelektiv predacioval, térbeli heterogenitassal vagy az idGjarasi eseményeknek kdszénhetd idébeli
variabilitassal (Scheffer és mtsai. 2003), azaz a novekedést/szaporodast limitalé tényezdk fluktudcidja
Okofiziolbgiailag hasonld él6lények egyiittélését teszi lehetévé. Az emlitett kiilsé tényezék mellett
azonban belsé okok is vezethetnek a vartnal nagyobb biodiverzitishoz. Néhany limital6 forrds
mellett is elképzelhets, hogy tébb faj ciklikusan helyettesiti egymast”, és ha a fajabundancia
oszcilliciéinak amplitidéja megfeleléen kicsi, akkor akar azok a valés mintavételi adathalmaz
zajanak hatterében észrevétlentil megbujhatnak. S6t, a limital6 forrasok szamanak névekedésével
ezek az egyedi abundancia ciklusok mar nem szabalyosan ismétlédnek, hanem rendszertelen
fluktuaciokként jelentkeznek (Ckompetitiv kdosz’) (Huisman és Weissing 1999).

A forrasok egyike a fény, ami a planktonikus pikoalgik esetében (mint azt az irodalmi
attekintés soran kifejtettitk) kulonos jelentéséggel bir. A fényspektrum felosztasa a fitoplankton
diverzitasinak novekedésével jarhat (Stomp és mitsai. 2007b), lehetéséget biztositva akar nagyon
kozeli rokonok egyuttélésének is (Szomp és mtsai. 2004). Ez a niche differenciacié hiven kifejez6dik
abban, hogy egy adott mintaban PE- és PC-pigment-dominanciaja Synechococcnsok egyarant
eléfordulnak (176rds és mtsai. 1998, Stomp és mitsai. 2007h). A klasszikus 6koldgiai megkozelités

tekintetében pedig a niche differenciacié a versengést csokkentve elSsegiti a killonb6z6 fajok

%0 hiarom limitdlé forrds és harom faj esetén példaul, ha az A faj az a forrsért a legjobb kompetitor, de 4 forras
limitalja szaporodasat, B faj b forrasért a legjobb kompetitor, de ¢ forras limitdlja, mig C faj ¢ forrasért legjobb
kompetitor, de a forras limitalja; egy negyedik, D faj pedig esetleg az el6z6 harom altal keltett oszcillicié mellett
képes novekedésre szb.
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egyuttélését, jelen esetben pedig egy ujabb megoldasat adja a plankton paradoxonnak, és a tobb-
féle pikocianobaktérium genotipus el6forduldsanak egyazon mintaban, igy akar a Balaton tapa-

nyag-limitalt nyari id6szakaban is (17/12. dbra).

4. Az alkalmazott mdédszereink korlatai és hibai

A vizsgalat minden egyes lépése potencialisan hibaval terhelt lehet, kezdve a reprezentativ
mintavételtél a DNS izoldlas és a PCR szelektivitasan keresztiil a kromatogramok leolvasasanak
hibajaig. Néhdny konkrét esettel a vizsgalataink soran mi is taldlkoztunk, ezért adatainkat ezen
kotlitok figyelembevételével elemeztik és értékeltik az el6z6ekben, utalva viszont ezekre a
problémakra. A médszereinkkel kapesolatos torzitasok és hibak részletesebb ismertetését azon-

ban itt, egy kiilon alfejezetben kozoljik.

A PCR és a klonozas torzitisai

Szinte valamennyi 16S rDNS alapi klonkényvtiarunknal elSkertltek kisebb-nagyobb
ardnyban heterotrof baktériumok klonjai az elemzésck sorin (17/75. dbra). Bzek fOként a
Verrucomicrobia torzshoz voltak kapcsolhatok, amelyekrdl ismeretes, hogy a szikes tavainkhoz
hasonl6 eutrof és extrémnek tekintheté kornyeztek lakoi (Sehlesner és mtsai. 2006), nem véletlen
tehdt, hogy éppen a szikes mintanal volt legnagyobb az aranyuk. Az is ismeretes, hogy ez a
baktériumcsoport a Sphingomonadaceae csaldaddal (Proteobacteria) egyetemben (aminek tagjai
szintén el6fordultak a klonok kozott, /d. 17/1. tablizal) édesvizekben a cianobakteriumokhoz
asszocialt baktérium kozésség meghatarozo képvisel6i (Eiler és Bertilsson 2004). Bar a klonozashoz
és a DGGE-hez hasznalt 16S tDNS primerek is az oxigéntermel6 fototréfokra specifikusan
keriiltek megtervezésre (Niibel és mtsai. 1997), hasonld aspecifikus amplifikaciorél mas szerzok is
beszamoltak (Katano és mtsai. 2001, Ivanikova és misai. 2007). Mivel a két médszernél alkalmazott
PCR egyediil a forward primerben kiilonbézétt, gyanitjuk, hogy a klénozashoz hasznalt CYA
106F primer kevésbé specifikus a pro- és eukaridta algakra, mint a DGGE-nél hasznalt CYA
359F primer”".

9 ezt igazolta a riboszémalis DNS-cket tartalmazé RDP (Ribosomal Database Project, Cole és mtsai. 2003) adatbazis-
ban a Probe Match alkalmazassal végzett gyors kereséstink is (a 2010. februar 3-i adatbazis allapot alapjan), amely
szerint a CYA 106F primer tokéletes illeszkedés mellett a cianobaktériumok és eukariota algik 25,3%-anak, az egyéb
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V/15. abra. A klénok megoszlasa az egyes klonkonyvtarakban

A Ferté tavi klonkonyvtarak elemzésének eredményeit Osszehasonlitva egy érdekes
jelenségre bukkantunk, ugyanis a ’B csoport-hoz tartozé klénokkal kizarélag a 16S fDNS alapa
vizsgalataink sordn talalkozhattunk, a ¢peBA-1GS klonkonyvtarbdl pedig teljesen hianyoztak, mig
a ’C csoport’ esetében épp a forditottjat tapasztaltuk (17/6. dbra). Ennck elsédleges okaként
korabban a két kiillonb6z6 régié amplifikdlasihoz hasznalt primerek eltéré specifitasat (Niibel és
misai. 1997, Roberison és misai. 2001, 1V'/4. tdblizat) jeloltik meg. Bér elviekben mindkét primerpar
alkalmas kellene legyen a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjanak valamennyi csoportjaba
tartoz6 szervezet” DNS-ének felszaporitisihoz. Heterotréf baktérium kozosségek esetében

17 adédé torzitasok donten

kimutattak, hogy az alkalmazott primerck eltéré specifitisabd
befolyasolhatjak azt, hogy a PCR milyen arianyban ,,valaszt” az amplifikacié soran a rendelkezésre
all6 DNS-b6l, azaz mennyire fog tikréz6dni a k6zésség tagjainak valés (vagy legalabbis a DNS
kivonasat koévetSen kapott) aranya a multitemplat PCR termék genotipusainak aranyiban;
bizonyos csoportok arinya megnévekedhet eredeti aranyukhoz képest, mig masoké csokken,
szélséséges esetben amplifikdcidjuk teljesen elmarad (Sipos és mtsai. 2007).

A preferencialis amplifikacié tehat magyarazataul szolgalhat az észlelt killénbségeknek, de
az sem zarhato ki, hogy a ’C csoport’ tagjai jelen voltak a 16S rDNS klénok kozétt, mint az egyik
korabban még nem kimutatott csoport, mivel ’C csoporthoz’ tartozé izolatumboél szarmazé 168

tDNS szekvencia nem taldlhat6 a nukleinsav adatbazisokban. Ennek oka kettés lehet: (7) az ilyen

jellegl probalkozasok sikertelenséggel végzédtek, () nem torténtek ilyen jellegli prébalkozasok.

prokariotik 1,3%-anak, mig a Verrucomicrobia 0,3%-anak amplifikalasara alkalmas (1 hibds illeszkedés mellett ezek
az értékek a kovetkezok: 41,0%, 10,8% és 1,2%); a CYA 359F primer tokéletes illeszkedés mellett a
cianobaktériumok és eukariéta algik 56,8%-dnak, az egyéb prokariétak 0,4%-anak, mig a Verrucomicrobia <0,1%-
anak amplifikaldsara alkalmas (1 hibas illeszkedés mellett ezek az értékek a kovetkezok: 65,7%, 5,1% és <0,1%)

92 kivéve a gpeBA-1GS esetében a Prochlorococcusokat, hiszen azok nem rendelkeznek fikocianin operonnal

93 amit nemcsak a primer nukleotidsorrendje, hanem egyéb paraméterek (p/ az alkalmazott annelacios hémérséklet) is
jelent6sen meghataroz (Sipos és misai. 2007)
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Sajnos e hidnyossagot munkank soran mi sem tudtuk pétolni, hiszen egyik rendelkezésiinkre allo
pikocianobaktérium izolditum sem tartozott a ’C csoportba’ (17/9. dbra). A B’ és ’C csopott’ prob-
lematikéjira egy harmadik magyarazat lehet a feldolgozott klonok eltérd szama (17/6. dbra), elkép-
zelheté ugyanis, hogy a 'B csoport’ tagjai jelen voltak a ¢peBA-IGS alapu klonkonyvtarban, a
vizsgalt klénok kis szama miatt azonban nem keriltek elé.

Sokadik lehetséges elméleti valasz az ecltérésekre a preferencialis klonozas, vagyis a
jelenség, amikor bizonyos klénok (bizonyos genotipusok) a PCR termékben tapasztalhaté ara-
nyuktdl eltéré mértékben jelennek meg a klonkényvtarban. A szelektivitas nemcsak az ampliko-
nok hosszaban megfigyelt eltérésesek miatt lehetséges, hanem befolyasolé tényezéként szerepel a
PCR soran hasznalt primerck bazissorrendje, azaz, hogy a klonozé vektor milyen DNS végekkel
taldlkozik (Huber és mtsai. 2009, Palatinszky és mitsai. 2009). 1gaz, e tekintetben egy mintan belil a mi
esetiinkben nem voltak jelentds kilénbségek, leszamitva a primerek néhany degeneralt pozicidjat
(IV//4. tiblizat), ugyanis nem tobb kilénb6z6 primerpar PCR termékének kompozit mintajéval
dolgoztunk.

Bar a molekularis vizsgilatainkkal kapcsolatos problémékat és hibaforrasokat a Fert6 t6
klonkényvtaraknal tapasztalt "B-C probléman’ keresztill mutattuk be, ugyanezeket a torzitasi lehe-
téségeket (PCR specifitasa, adatbazis hianyossagai, preferencialis klénozas) a t6bbi mintanal és
modszernél (szikes PCR-DGGE, balatoni mintak klénozasa és LH-PCR vizsgalata) sem szabad
figyelmen kivil hagyni, jelent6ségukrél azonban csak egy, a jelen munkaéval hasonlé nagysig-

rendd vizsgalatot kévetéen tudnank nyilatkozni.

A DGGE mintidzata

A DGGE médszert elterjedten alkalmazzdk tengeri és édesvizi planktonikus pikoalgik
vizsgalatandl egyarant, szezonalis és térbeli valtozasok kovetésére is, killonféle génekre és régidkra
tervezett specifikus PCR-ekkel (pl. Diez és mitsai. 2001, Katano és mtsai. 2001, Casamayor és misai.
2002, Crosbie és mitsai. 2003, Becker és mitsai. 2004). Hibak azonban ennél a médszernél is adodhat-
nak, mint ahogyan azt mi is tapasztaltuk a szikes tavi mintak feldolgozasa soran.

Megfigyeltitk ugyanis, hogy azonos nukleinsav szekvencidk tobbszoros savokként jelen-
hetnek meg (ahogy a Ferté DGGE savok esetében tapasztaltuk), 7. az azonos poziciobdl vissza-
nyert DNS darabok bazissorrendje teljesen kiilénbozhet (mint p/ a 11-14 DGGE savok esetében)
(V7/1-3. dbra). Az el6bbi problémat magyarazhatja a homo- és heteroduplex molekulik jelenléte

(Ferris és Ward 1997, Zwart és mtsai. 2005). A kilonb6z6 DNS-ek egytittvandorlasat a gélben mas
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kutatok is tapasztaltak (Sekiguchi és mtsai. 2001), amit magyarazhat az emlitett DNS-konformacié
variansok jelenléte, de a kérdés vélhetdleg ennél lényegesen Gsszetettebb, hiszen tobb tanulmany
is sziletett mar, amely a DNS molekulik vindorlasaval kapcsolatos hibdkkal, 7/ a DNS vissza-
nyerésével kapcsolatos, és eziltal az eredményeket is befolydsold eltérésekkel foglalkozik (p/
Kisand és Wikner 2003, Nikolansz, és mitsai. 2005).

Az észlelt DGGE-vel kapcsolatos torzuliasok miatt melléztilk a mintaink mintdzatanak

részletesebb, Gsszehasonlité elemzését (p dendrogramok szerkesztése a mintazat alapjan).

A hosszpolimorfizmus vizsgailatrol

Altalaban az édesvizi pikocianobaktérium genotipusok szezonalis valtozasaival foglalkozé
tanulmanyokban az egyes genotipusokra optimalizalt csoport-specifikus kvantitativ. PCR-ekkel
(Becker és mtsai. 2002, Becker és mtsai. 2004, Becker és mtsai. 2007, Sdchez-Baracaldo és mtsai. 2008) vagy
a teljes kozosségben végbemend véltozasokat megjelenité DGGE technikéaval taldlkozhatunk
(Becker és mtsai. 2002, Casamayor és misai. 2002, Becker és mtsai. 2004). Jelen dolgozatban a tér- és
id6beli eltéréseket a Balaton pikofitoplankton kdzésségében egy djonnan bevezetett modszerrel, a
fikocianin operon nem kédol6 régidjanak (IGS) hossz-heterogenitasan alapulé LH-PCR techni-
kaval kovettiik nyomon. A kromatogramokon megjelend, eltéré hosszisagi PCR termékek
(OTU-k) azonositasat a balatoni klénok in silico meghatarozott amplikon méretének ismerete,
valamint a kéz6sségi PCR termékek és az azonositott pikocianobaktérium térzsek parhuzamos
elektroforézise segitette.

A bazissorrend elemzéssel kiegészitett LH-PCR moddszerrel a pikocianobaktérium
kozosség részletesebb belsé struktarajat sikerilt feltirnunk, mint azt a kordbbi epifluoreszcens
mikroszképos vizsgilatok alapjin megismerhettik. A ¢peBA-IGS alapu LH-PCR azonban valészi-
nileg alulbecsiili a pikocianobaktériumok valédi genetikai diverzitasat, hiszen két OTU is (OTU 2
és OTU 3) a velitk megfeleltetheté amplikon hossza alapjan a filogenetikai fan t6bb csoporthoz is
hozzarendelhetd volt (17/9. dbra). Méstészedl viszont a médszer viszonylag kevés 1épest tartalmaz
[p. a nagyon hasonlé bazissorrend elemzéssel kiegészitett T-RFLP modszerével (Ssékely és mtsai.
2009) 6sszehasonlitva nem tartalmazza az amplifikalt genomi DNS restrikcids emésztését]. Mivel
a molekuldris biolégiai médszerek szinte minden fizisa magaban hordozza a torzitasok és hibak
lehetGségét (von Witzengerode és mitsai. 1997, Sipos és mitsai. 2007), ezért egy kevesebb lépést
tartalmaz6 modszer jobban tikrézheti a kézOsség eredeti Osszetételét. Masik elénye lehet az LH-

PCR-nek, hogy (hasonléan a nagyobb felbontissal rendelkez6 DGGE-hez és klénozashoz) a
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teljes kozosségrol ad képet, ellentétben a kvantitativ PCR-rel vagy a tengerek és 6ceanok pikofito-
planktonjanak vizsgalatanal elterjedten alkalmazott *dot blot” hibridizaciéval.

Mivel a fikocianin operon nincs jelen az édesvizekben él6 eukariota pikoalgdk genom-
jaban, ezért ¢peBA-IGS alapi LH-PCR vizsgilattal sajnos csak a pikocianobaktérium kézosség

Osszetételének valtozasai kovethetSk.

Jo géneket vilasztottunk?

Az észlelt mikrodiverzitas (csak néhany nukleotid poziciéban kilénb6z6 klénok el6fordu-
lasa) is tobbféle médon magyarazhatd, és szintén felveti a molekularis biolbgiai médszerek hibai-
nak lehet6ségét. Ez ugyanis kiillonféle mitermékbdl (Tag polimeraz enzim téves nukleotid-beépi-
tése, heteroduplex molekulak képzédése s70.) is adodhat, de ugyanigy szarmazhat egy szervezeten
belili paralég operonoktdl vagy kozeli rokon taxonok egyiittes el6forduldsatél az adott mintiban
(Acinas és mitsai. 2004). Pikocianobaktériumoknal azonban a paralég 16S tDNS gének el6fordulasa
nem valészind, hiszen ezeknél a szervezeteknél csak egy vagy két példany talalhaté ebbdl a gén-
bél, és ha kett6 fordul is el8, bazissorrendjik teljesen megegyezik (Ernst és mtsai. 2003, Wacklin
2006). Sajnos, a fikocianin operonnal nem ilyen egyértelmi a helyzet.

Six és mitsai. (2007) tizenegy tengeri Synechococcns térzs 6sszehasonlité genomanalizise soran
megallapitottik, hogy a 16S tDNS alapon akar eltéré filogenetikai pozicidval rendelkezd, de
hasonlé pigment tipust (PE, 7/ PC) izolatumoknal a fikobilisz6ma gének nagyon hasonlé elren-
dez6dést mutatnak. Megfigyelték tovabba, hogy a riboszémalis géneken alapulé filogenetika jé
egyezést mutatott a fikobiliszoma magjat képezé fehérjéket kodold gének (allofikocianin gének)
alapjan szerkesztettel, ellentétben a fikobiliszéma palciit alkoté fehétjéket kodold génekkel (fiko-
eritrin és fikocianin). Mindezek alapjan arra kovetkeztettek, hogy a fikobiliszéma kézpontjabél a
PS 1I felé torténd fényenergia transzport egy evolicidsan Gsi és konzervativ mechanizmus, mig a
fikobiliszoma palciit alkoté PC és PE génduplikicionak, laterdlis géntranszfernck és/vagy gén-
vesztésnek volt kitéve™.

A kétféle régié (fikocianin operon és 16S rDNS) alapjan torténd parhuzamos vizsgalatok

olykor ellentmondé eredményeket sziltek. A Balti-tengerb6l végzett tenyésztéses (Haverkamp és

9% az elmélet szerint egy Gsi PC tipus duplikicidjinak és divergencidjinak készonhetGen alakult ki az elsé PE még a
tengeri Synechococcns/ Prochlorococcus 4g cianobaktériumoktol torténé elkiloniilése elSte (Apr és mitsai. 1995, Six és misai.
2007), majd ezt kovette a tengeti Synechococcusokon belil szintén duplikaci6 és divergencia eredményeként a két PE
tipus (PE 1 és PE 1I; /d. I1. Fiiggelék) kialakulasa (Everroad és Wood 2006, Six és mtsai. 2007); késébb a fikobiliszéma
palcait kodold génklaszterek természetes ton vagy virusok altal kézvetitett transzformaci6 révén atadodhattak az
egyes leszarmazasi vonalak k6zott
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mitsai. 2009) és tenyésztéstdl fuggetlen (Haverkamp és mitsai. 2008) PCR alapt diverzitas-vizsgalat
soran a ¢peBA és ¢peBA gének alapjan szerkesztett filogenetikai fa kiilénbozott a 16S rDNS
alapjan készitett6l. Néhany izolalt torzsnél is megfigyelték, hogy a két régié alapjan kilénbozé
csoportokba kertlnek (Robertson és mitsai. 2001, Haverkamp és mtsai. 2009). A Balti-tenger (és hozza
hasonléan a Balaton is), ahol a viz kéztes zavarossaga miatt PC- és PE-pigment-dominanciaja
pikocianobaktériumok egyarant el6fordulnak, vélhetéleg a pigment-diverzifikacié ’forrépontjai’,
lehet6ségét adva a horizontdlis géntranszfernek és a foldrajzi endemizmusoknak egyarant
(Haverkamp és misai. 2009).

Everroad és Wood (2006) pikocianobaktérium izolatumok 16S tDNS, 70C7, ¢peA és cpeB
génjeinek elemzése alapjan azonban gy vélik, hogy a PE gének jelen voltak a Prochlorococcnsoknal,
a Synechococcusok 5.1 és 5.2 csoportjanal, valamint a Cyanobiumoknal is, és az egyes pikocianobakté-
rium torzsek inkabb elveszthették a mar meglévé PE génjeiket. A laterdlis géntranszfer szerepét
tehat kevésbé tartjak fontosnak. Valéban, mindeddig csak egyedi fotoszintetikus gének (igaz, akar
fikobiliszéma gének is) el6fordulasardl szamoltak be cianofiagokban (Mann és mitsai. 2005, Clokie és
Mann 2006). Mégis elképzelhets, hogy ritkiabban, de nagyobb genomdarabok is dtadédhattak
pikocianobaktériumok kézott virusok kozvetitésével. A kérdés azonban nyitott és ha létezik/1é-
tezett ilyen atadodas, annak mértékénck és jelentségének felderitése az elkovetkezé évek kutatasi

feladatai k6z¢€ tartozik.
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OSSZEFOGLALAS

Hazai sekély tavaink pikofitoplanktonjanak genetikai diverzitasa mindezidaig teljesen
ismeretlen volt el6ttiink. A kiskunsagi szikesek, a Fert6 és a Balaton fotoautotr6f pikoplanktonja-
nak molekularis biologiai vizsgalata alapjan eredményeinket az alibbi néhany pontban foglalhat-
juk Ossze:

(1) a vizsgélt tavakban a planktonikus pikoalgik diverzitasa lényegesen nagyobb volt, mint
azt a korabbi epifluoreszcens mikroszképos vizsgalatok alapjan sejteni lehetett;

(ii) ezekben a vizterekben az édes- és kontinentalis vizekre jellemzé pikoalga filotipusokat
sikertlt kimutatnunk; a pikocianobaktériumok a cianobaktériumok pikofitoplankton kladjanak, az
cukariéta pikoalgak pedig a Trebouxiophyceae csalad (Chlorophyta) képvisel6i kozil kertiltek ki;

(7i) a balatoni pikocianobaktériumok genetikai diverzitisa Gsszemérheté volt a nagyobb
méretd cianobaktérium motfospeciesek diverzitasaval;

(iv) nem taldltunk szoros Gsszefiiggést a ’s6s’ pikocianobaktérium Skotipus és a filogeneti-
kai helyzet kozott;

(v) a szikes tavakban a hémérséklet, vezetSképesség és turbiditds évszakos véltozasait a
pikofitoplankton k6z6sség atrendezédése is titkrozte;

(v7) jelentSs szezonalis valtozast és térbeli heterogenitast tapasztaltunk a Balaton piko-
cianobaktérium kézosségének genetikai Gsszetételében is;

(vzi) a Balatonban megtalalhaté néhany pikocianobaktérium genotipus relativ ardnya és a
kornyezeti valtozok (hémérséklet, nitrogénformak koncentracidja) kozott egyértelml Osszefiggé-
seket tartunk fel;

(viii) bevezettiink egy 1j, hosszpolimorfizmus alapi médszert a pikocianobaktériumok

célzott kimutatdsara és a kozosségek Osszetételében megfigyelhetd valtozasok kévetésére.

101



Summary

SUMMARY

The genetic diversity of picophytoplankton inhabiting Hungarian shallow lakes was
previously unknown. Based on the molecular biological analysis of photoautotrophic
picoplankton of the soda pans in the Kiskunsag Region, of Lake Fert6 (Neusiedlersee) and of
Lake Balaton, the results of this study could be summarized as follows:

(?) diversity of planktonic picoalgae was significantly higher in the investigated lakes as it
was previously known based on epifluorescence microscopic investigations;

(i2) in these water bodies, picoalgal phylotypes were retrieved that are characteristic in
fresh- and continental waters; picocyanobacteria were affiliated to the picophytoplankton clade of
Cyanobacteria, cukaryotic picoalgae were the members of the family Trebouxiophyceae
(Chlorophyta);

(i) the genetic diversity of Lake Balaton picocyanobacteria was comparable with the
diversity of larger cyanobacterial morphospecies;

(iv) no strong relationship was found between the “saline’ picocyanobacterial ecotype and
phylogenetic position;

(v) in the soda pans, seasonal changes of temperature, conductivity and turbidity wete
reflected by the changes in the picophytoplankton community structure;

(v7) significant seasonal changes and spatial heterogeneity were also observed in the
genetic composition of Lake Balaton picocyanobacterial community;

(v7i) unambiguous relationships were retrieved between the relative abundance of some
picocyanobacterial genotypes and environmental parameters (temperature, concentration of
nitrogen forms);

(viii) a novel, length polymorphism-based method was introduced for the specific

detection of picocyanobacteria and to follow the changes in their community structure.
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MELLEKLETEK

M/1. tablazat. A cianobakteriumok klasszikus felosztasa

(Castenholz és Waterbury 1989 alapjan)

rend Jellemz6 tulajdonsigok

reprezentativ nemzetség

Chroococcales cgysejtiick, kettéosztédas, bimbozas

Microcystis, X]ﬂe[hr)m[fﬂf

Pleurocapsales egysejtlek, tobbfelé osztédas

Plenrocapsa, Dermocapsa

Oscillatoriales fonalasak, nincs heterociszta, egy sikban osztodnak Oscillatoria, Spirulina
Nostocales fonalasak, van heterociszta, egy sikban osztédnak Anabaena, Nostoc

Stigonematales fonalasak, van heterociszta, tobb sikban osztédnak Fischerella, Stigonema
Prochlorales Chl a és b, hianyoznak a fikobiliproteinek Prochloron, Prochlorococeus”

* pikocianobaktérium nemzetség

M/2. tablazat. Edesvizi pikoalgak pigmentdsszetétele a Chl « %o0-aban

(Fietz és misai. 2005 alapjin)

pigment Cyanobacteria Chlorophyceae Eustigmatophyceae
Chl b - 23-39 -

B-karotin 7-9 2-5 2-3

lutein - 17-51 -

zeaxantin 27-87 1-6 -
violaxantin - 3-14 15-17
neoxantin - 4-8 -
vaucheriaxantin - 5
caloxantin 0-16 -

M/3. tablazat. A klasszikusan Chlorella és Nannochloris nemzetségekbe tartozo fajok taxonomiai revizidja

régi név uj név revizié eléfordulds
'Chlorella ellipsoidea’ [besorolasra var] - édesviz
Chlorella fusca var. fusca Scenedesmus abundans Kessler és mitsai. 1997 édesviz
Chlorella fusca var. rubescens Scenedesmus rubescens Kessler és misai. 1997 édesviz
Chlorella fusca var. vacnolata Scenedesmus vacnolatus Kessler és mitsai. 1997 édesviz
Chlorella homosphaera Mychonastes homosphaera Kalina és Puntocharovd 1987 édesviz
Chlorella kessleri Parachlorella kessleri Krienitz, és mtsai. 2004 édesviz
"Chlorella luteoviridis' [besorolasra var| - édesviz
Chlorella minutissima Mychonastes homosphaera Kalina és Puncocharovd 1987 édesviz
"Chlorella mirabilis' [besoroldsra viar] - édesviz
Chlorella protothecoides Aunxenochlorella protothecoides  Kalina és Puncocharova 1987 édesviz
Chlorella reniformis Watanabea reniformis Hanagata és mtsai. 1998 édesviz
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M/3. tablazat (folytatis)

régi név uj név revizio eldfordulis
'Chiorella saccharophila’ [besorolasra var| - édesviz
Chlorella saccharophila SAG 211.9b Watanabea reniformis Hanagata és mtsai. 1998 édesviz
Chlorella zofingiensis Mychonastes homosphaera Kalina és Puncocharova 1987 édesviz
Chlorella zofingiensis C-1.2.1 Psendomnriella anrantiaca Hindik 1982 édesviz
(SAG 4.80)

Nannochloris atomns Picochlornm atonmus Henley és mtsai. 2004 tengeti
Nannochloris coccoides Marvania coccoides Henley és mtsai. 2004 édesviz
Nannochloris maculatus Picochlorum macnlatum Henley és mtsai. 2004 tengeti
Nannochloris ocunlata Pichehlorum oculatum Henley és mtsai. 2004 brakkviz
Nannochlorum enkaryotum Picochlorum enkaryotum Henley és mtsai. 2004 tengeti

* az adott faj tobbi képvisel6jétd] eltér

6 filogenetikai poziciéval rendelkez6 t6rzs (Hanagata és mitsai. 1999, Henley és mtsai. 2004)

5

Il
61

=

H

—

%0

&2 Picochlorum maculatum CCAP 251/3 asogoaoz
2

i " Marvania coccoides CCAP 251/1b Agoaoaat *
| aafes| [7 Koliella spiculiformis AFz78744

—=

Dmtyos.ohaenum pulchellum SAG 222-2a Av3z3e38

um

sey— Ch]nre.'la saccharophila SAG 211-9a x63505
\;

-

sr— Picochlorum oklahomense UTEX 2795 Av422073*

i Picochlorum oculatum UTEX 1998 Av422075
! picochiorum eukaryotum Mainz 1 xos125
Picochlorum atomus CCAP 25117 Ag080303
wol Marvania geminata SAG 12.88 Ar124336

Gloeotila contorta SAG 41.84 avaz22074
Nannochloris bacillaris Asososoo*
Chiorella minutissima C-1.1.9 xse6102*
Nannochloris eukaryotum UTEX 2502 agososos
1~ Chlorella lobophora Andreyeva 750-1 x63504
Chlorella vulgans SAG 211-11b x13688 *
Ch/oreffa sorokiniana SAG 211-40a x73003*
Actinastrum hantzschii SAG 2015 arzas365

Micractinium pusilium SAG 48.93 aFssa102
" Didymaogenes palatina SAG 30.92 Av323040
Meyerella planktonica tas 224 S-1w Avs43040 *

Mune/[a terrestris ASIB V38 AB012845

LI Dm!asrer acuatus SAG 41.98 AB037085
Closteriopsis acicularis SAG 11.86 yi7470

Parachlorella kessleri SAG 211-11g xs6105
Parachlorelia beijerinckii SAG 2046 avszasar*

A

ev\

SAG 211-Ta xse10

ii Pore 1283 x56089

Chiorella luteoviridis MES A5-4 AB0oso45
Watanabea reniformis SAG 211-9b x73991
Choricystis minor SAG 251-1 xgaorz*
Stichococcus bacillanis K4-4 Asossass
Chlorella mirabilis Andreyeva 748-1 x74000
Chlorella ellipsoidea CCAP 211/1A x63s20
Koliella semperwrsns AF278743
bouxia magna UTEX 902 zz1552

Trebouxiophycea

100f Mychonacies homasphaera CCAP 211/8e xvasss *
* F'seudodlcryosphaenum Jurisii SAG 37.98 aFros074*

F iella C-1.2.1. x74005

s Chlamydemonas reinhardtii M32703
—————— Dunaliella salina mss320
| ———————— Pediastrum duplex m&2997
wl Ankistrodesmus stipitatus SAG 202-5 xse100___ Chlorophycea
DO267705 * Prasinophyceaei CHLOROPHYTA
Nannochloropsis limnetica SAG 1 AF251496 Eustigmatophyceae
o Eusligmatos magnus CCMP 387 vs1os1 HETEROKONTOPHYTA

M/1. 4bra. A kontinentélis vizekben eléfordulé planktonikus pikoeukariota algak és Chlorella-tipusu
z6ldalgak leszarmazasi kapcsolatai a 18S tDNS alapjan
A 1885 rDNS 1808 ﬂuk/ew‘zd pogicidia alapjdn (neighbor-joining midszerrel szerkeszve, Kimura 2-paraméteres nukleotid

P

dellict alkeal;

/05

¢

, a3 50% feletti bootstrap értékeket feltiintetve).

e

A

3¢ eldforduld (< 3 um) csillaggal jeliltiik.
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M/4. tablazat. Tengeri pikoeukariota alganemzetségek és taxonémiai besorolasuk

(Vanlot és mtsai. 2008 alapjin)

A nemzetségeknél, abol egynél 1bb piko méretii faj talilhatd, ezen fajok s3dma drdjelben van feltiintetve (a Chlorella nemzetség
Fkiilondsen vitatott helyzete miatt a fajok szdamat ebben ag; esetben nem tiintettiik fel).

wgasabb rendszertani ‘o
egység S<2um 253 pum
Chlorophyta (6sszesen 22 faj)
Pedinophyceae Resultor Marsupiomonas
Prasinophyceae Bathycoceus, Micromonas, Ostreococcus, Crustomastix, Dolichomastix (3),
Pycnococeus Mantionella, Prasi Prasinoderma,
Pseudosconrfieldia, Pyramiy ;
Trebouxiophyceae ‘Chlorella’, Picochlornm (2) "Chlorella’, Picochlorum (2), Stichococcus

Cryptophyta (6sszesen 1 faj)

Cryptophyceae Hillea

Haptophyta (6sszesen 10 faj)

Prymnesiophyceae Chrysoch ina, I ja, Tri

Chrysochromulina (3), Dicrateria,
Ebriciolus, Phaeocystis (2)

Heterokontophyta (Gsszesen 37 faj)

Bacillariophyceae Arcocellulus, Chaetoceros (2), Minidiscus, Minidiscus (3), Mi
Mi, lus, S (5), Thalassiosira (3)  Thalassiosira (2)
Bolidophyceae Bolidomonas (2) -
Chrysophyceae - Ollicola, Tetraparma (2), Triparma (3)
Dictyochophyceae - Florenciella

Fustigmatophyceae Nannochloropsis

Nannochloropsis (2)

Pelagophyceae Aunreococcus, Pelagomonas

Aureounbra, Pelagococcns

Pinguiophyceae Pinguiochrysis

Pinguiococcus

A. autosporulacié (Chlorella vuigaris IAM C-536)

B. bimbdzas (Marvania geminata SAG 12.88)
L& g sy

)

- 1um - B

M/2. abra. Pikoeukari6ta algik osztodasi tipusai

(Yamamoto és mtsai. 2004, Y amamoto és misai. 2007 alapjan)
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A himérséklet és 5o/

Fe, Cu stb.

/ a porban

jratermelods =y | M kevereds
¢NH;.mea‘orgP U réteg

M/3. abra. Vertikalis gradiensek az 6ceanok nyilt, rétegzett régidiban
(Rocap és mtsai. 2003 alapjin)

Tionsek Ji5i akadih il

dcid gre cevered a felszini, kevés tapanyaggal rendelkezd, erds

meguildgitottsdgii réteget a tapanyagban gazdag, fényszegény alsi X0ndtdl; a felsd réteghen 3ajld fotoszintézist a gyorsan megiijuld
tdpanyagok és az, idiszakos feldramlas taplalja; az, drnyékolds a lejutd fény mennyisigét érzékeltets.

hémérséklel

0 oldott axigén +

M/4. abra. Mély, rétegzett t6 zonai és biogeokémiai folyamatai (nyari allapot)

Szaggatott vonallal ag, idészakos felkeveredés eseményei jelilve.

M/5. tablazat. A hazai pikoalga kutatisokkal kapcsolatos tudomanyos kézlemények és eredmények

publikicio

koz6lt tudomidnyos eredmények

Viros 1987-88

az elsé hazai vizsgilat felhivta a figyelmet, hogy a pikoalgik a hazai dllévizekben is jelentGs szam-
ban fordulnak el6 (a kolonids formak is); a hdmérséklet valoszinileg meghatarozza a pikoalgik
abundanciajat

Viris 1989

a pikoplankton egyedszama nagysigrendekkel meghaladja a nagyobb algik egyedszamat a
Balaton-ban; elsédleges termelésbél vald részesedéstik tbb, mint 50% is lehet; a kékalga
vizviragzas ideje alatt a pikoplankton mennyisége és szerepe elhanyagolhatova valik; jelentéségiik
a trofitds noveke-désével csokken; részesedésik az  Gssz-fotoszintézisbél arinyos  a
fotoszintetizalé feliletbdl valo részesedéstikkel

Viris 1991

a pikoalgak produkciés maximuma a Balaton Keszthelyi-medencéjében 15-30 cm kézott, mig a
Siéfoki-medencében 50-100 cm ko6zott figyelheté meg; produkcio-bioldgiai szempontbdl a
fitoplankton legmegfelel6bb jellemzéije a sejtfelszing a Marcali-viztarozoban a fehér busa miatt a
10 pm-nél kisebb algak szelektiv elényhoz jutnak

Varis és mtsai.
1991

a fototrof pikoplankton mennyiségi viszonyait leginkabb a hémérséklet, a hozzaférheté nitrogén
mennyisége és a zooplankton predaciéja (Cladocera) hatirozza meg, kékalga vizvirigzas
(nitrogén  limitacid) idején a pikoplankton mennyisége és szerepe elhanyagolhatova valik; a
kiilénboz6 fito-plankton méretkategoriak jelentGségét a sejtek teljes feliletével kozelithetjik
legjobban; a hipertréf Keszthelyi-medencére a PC-, a mezotr6f Siéfoki-medencére a PE-
pigment-dominanciaja sejtek jellemz6ek
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M/5. tablazat (folytatds)

publikicio kozolt tudominyos eredmények
Padisifk és a Fert6 téban jelentds pikoalga biomassza talalhatd, részesedése a fitoplankton biomasszajabol
Dokulil 1994 (killonosen tavasszal) elérheti a 75%-ot is

Callieri és mitsai.

1996

a balatoni PC-pigment-dominanciaju térzs (BGS171) z6ld, mig a Maggiore-tobdl (Olaszorszag)
izolalt PE- pigment-dominancidji térzs voros fényben szaporodik gyorsabban, ami az izolalasi
helytik vizalatti fényklimajaval hozhat6 Gsszefiiggésbe

Padjsdk és
mitsai. 1997

az adott t6 hidroldgiai viszonyai (pl. rétegzettség) dontéen meghatirozzak a planktonikus pikoal-
gak vertikalis eloszlasat; intenziv pikofitoplankton jelenlét mély vizrétegekben; Chorieytis, Neoeystis
és Psendodictyosphaerium az eukariota pikoplankton £6 6sszetevéi a Stechlin-téban (Németorszag)

Viris 1997

a BGS171-es pikocianobaktérium térzs alacsony fényigényl, pH optimuma (8,5) egyezik a
Balaton jellemz6 pH értékével, nitrogénigénye viszonylag magas (N:P 30), nitrit jelenlétében
kétszer olyan gyorsan szaporodik, mint ammonia jelenlétében, a sejtek jelentSs mennyiségl
oldott, nemreaktiv foszfort adnak le

Konez és Virds
1998

morfolégiai sajatsigok és pigmentosszetétel alapjan a Balaton diverz pikoalga kozosséggel
jellemezhet6; télen és kora tavasszal alacsony szamban fordulnak el6; a trofitasi viszonyok és a
vizalatti fényklima tiikrében a Siofoki-medencében PE-, mig Keszthelynél PC-pigment-
dominancia figyelheté meg; a kékalgik clszaporoddsaval parhuzamosan nemcsak a pikoalgik
szambeli, hanem morfologiai diverzitdsanak csokkenése is jelentkezik

Vords és mtsai.
1998

a PE-pigment-dominanciaji sejtek az oligotréf, mig a PC-ben gazdag sejtek az eutr6f vizekre
jellemzdk, a két tipus aranyat dontSen a vizalatti fényklima hatarozza meg

Vords és mitsai.
2000

a pikofitoplankton hozzajarulasa az elsédleges termeléshez a Duna magyarorszagi szakaszan nem
jelentds; a fikoeritrines pikocianobaktériumok hidnyoznak a Dunabol

Schmidt és Fehér
2001

cl6szor hiviak fel a figyelmet, hogy a nagy s6koncentracioja kiskunsagi szikesek (Fehér- és Boddi-
sz€k) rendkiviili mennyiségli pikoplanktonnal rendelkeznek

Virgs és V.-
Balogh 2003

az altalanos  trendtSl  eltéréen az  eutr6f Duna-Tisza kozi  szikes tavakban a
pikocianobaktériumokon kiviil mas algafajok nem fordultak el6 a vizsgalt Gszi mintikban, ami
vélhetéleg ezen vizterek sziikos fényviszonyaival all kapcesolatban (a fénykioltas ebben az esetben
cgybeesik a vezet6-képesség névekedésével is)

Mozes és Viris
2004

a téli Balaton fényszegény és 0,5-1 °C-os vizében a planktonikus pikoalgik mennyisége elérheti a
nyaron megfigyelheté értéket, ekkor azonban a fikobiliszomakkal nem rendelkezd, vélhetSleg
piko-cukariota algik a dominans k6zosségalkotok

Mozes és mtsai.

2005

a Balatonban az alacsony hémérséklet inkdbb a pikoeukariota algaknak, mig a magasabb
hémérséklet a pikocianobaktériumok szaporodasinak kedvez; a fikoeritrines sejtek részaranya a
trofitis névekedésével csékken; a kolonias formak a pikocianobaktériumokra jellemzéek; a nyari
nitrogén-limitaci6 elésegiti a kolonias formak kialakulasat

Viiriis és mitsai.

2005

a valaha mért legnagyobb pikocianobaktérium sejtszam (1,03 X 108 sejt/mlL) a kiskunsagi Zab-
székben; a szikesekben a fajlagos fényabszorpcié nagyobb, ezért kompetitiv elénnyel
rendelkeznek a pikoalgak a nagyobb algikkal szemben

Mozes és mitsai.
2006

nyaron a Balaton mezotrof régidjaban (Siéfoki-medence) a PE-, mig a nyugatiban (Keszthelyi-
me-dence) a PC-pigment-dominanciaji sejtek a jelentGsebbek; télen a pikoeukariota algik
jellemzbek az egész toban; a kolonids formdk a nyari tapanyagszegény idészakra jellemzéek

Sonogyi és
Viris 2006

a szikes tavak és a Balaton fitoplanktonjanak fotoszintézisét vizsgalva megallapithato, hogy a
pikoalgik jobb fényhasznositissal rendelkeznek, mint a nagyobb méretii algik, ami bizonyos
kornyezeti feltételek mellett kompetitiv elényt jelenthet sekély tavakban

1V iiriis és mtsai.
2006a

a Balaton hossztengelyében a trofitas csokkenésével (a Keszthelyitl a Siéfoki-medencéig) a
pikofitoplankton részesedése az Gssz-produkciobol novekszik

Mozes és mitsai.
2007

a pikofitoplankton mennyisége foly6é vizekben 1-2 nagysagrenddel kisebb, mint az azonos
trofitisi  allévizekben, az ecukaridtik részesedése a pikoplankton biomasszajabol viszont
jelentGsebb; folyé vizekben hianyoznak a PE-pigment-dominanciaju pikocianobaktériumok és a
kolonids formak aranya is csekélyebb

Somogyi és
misai. 2007

a Duna-Tisza kozi szikes tobol izolalt eukatidta pikoalga torzs maximalis elsGdleges termelése
alacsony fényintenzitason és hémérsékleten, mig a prokaritaé magasabb hémérsékleten és széles
fényintenzitisi tartomanyban van, ami magyarazza a nyari pikocianobaktérium és téli
pikoeukariéta dominanciat ezekben a vizterekben
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M/5. tablazat (folytatds)

publikicio

koz6lt tudomdnyos eredmények

Stomp és mtsai.
2007b

a fényspektrum mentén torténé niche differenciacié a PE- és PC-pigment-dominanciaju
pikociano-baktériumok egytittes el6fordulasanak példajan magyarorszagi tavak bevonasaval

Duleba és misai.
2008

a balatoni pikoalgak diverzitisa nagyobb, mint azt korabban a mikroszképos és tenyésztéses
vizsgalatok alapjan gondoltik; a pikocianobaktérium kézosség genetikai Gsszetétele térbeli és
szezonalis valtozast mutat; egyes Synechococcus genotipusok kozosségen beliili ardnya jol korreldl a
hémeérséklettel, 77 a Chl a koncentracidval

Felfoldi és mitsai.
2008

a Duna-Tisza kozi szikes tavak planktonikus pikoalga kézOssége jelentSs — genetikai
valtozatossaggal ~ rendelkezik kordbban még nem azonositott pikocianobaktérium  és
pikoeukariota alga csoportokkal

Vanyovszki és
misai. 2008

a szikes tavi pikoeukariota izolatum csak az Gszi-tavaszi idGszakra jellemzé alacsonyabb szalinitds
értéket, mig a pikocianobaktérium torzs a nyarra jellemz6 magasabb szalinitas értéket is tolerdlja,
Osszhangban a természetben megfigyelt el6fordulasukkal

1 Gris és mtsai.
2008

a kiskunsagi szikes tavakban a baktériumszamot és a respiracié mértékét sokkal inkabb a vizi és
vandorlé madarak altal okozott szervesanyag-terhelés hatirozza meg, mint a z6mében pikoalgik
altal végzett planktonikus elsédleges termelés

Felfoldi 2009 Osszefoglalas a hazai szikes tavak pikoalgdinak molekularis biologiai médszerekkel torténd
azonositasanak és diverzitas-vizsgalatanak addigi eredményeirdl

Felfildi és mtsai.  a Karpat-medence szikeseinek pikofitoplankton kozossége jelentds diverzitassal rendelkezik az

2009a extrém kornyezeti viszonyok (turbiditas, szalinitas) ellenére; nincs korrelaci6 a sokedvel6 pikoalga
okotipus és a filogenetikai helyzet k6z6tt

Felfoldi és mtsai.  fotoszintetikus gének alkalmazasanak elényei és hatranyai az tRNS operonnal szemben; a hazai

2009 pikoalgik fotoszintetikus génekkel (¢peBA-1GS, psb.A, rbel ) végzett vizsgalatainak ismertetése

Mozes és mitsai.
2009

a Duna g6di szakaszan a pikoplankton dominans komponensei a PC-pigment-dominanciaji
kokkoid pikocianobaktériumok; gyakoriak a 4-8 sejtes laza szerkezetd kolonidk; a
pikofitoplankton részesedése a fitoplankton biomasszajabol nem érte el az 5%-ot; a pikoalgak
évszakos  dinamikdjat alapvetéen a vizhémérséklet és  vizhozam hatirozza meg; a
pikofitoplankton mennyisége a mellék-dgban jelent6sebb, mint a f6agban

Somogyi és
mitsat. 2009a

a szikes tavi pikoeukariota izolatumok egy része a Pseudodi jum/ Mychonastes csoporthoz, ill.
a Chorieystis genuszhoz tartozik, mig masok egy 1j zoldalga nemzetséget képviselnek

Somogyi és
mitsai. 2009

a pikocukariota algik eddig valaha észlelt legnagyobb sejtszama a Budos-székben (1,08 x 108
sejt/mL), az izolalt pikoeukariota algatérzs alacsony, mig a pikocianobaktérium térzs magasabb
hémérsékleten hatékonyabb az alacsony intenzitisu fény hasznositasaban; szikesekben a fény és
hémérséklet egytittesen hatarozza meg a PPP szezonalis dinamikdjat

Somogyi és
mitsai. 2009¢

a kizar6lag maganyos pikoeukariota algasejteket és PC-pigment-dominancidju pikocianobaktéri-
umokat tartalmazo fitoplankton témegprodukcijanak jellemzése mennyiségi viszonyok és izolalt
torzsek vizsgalatan keresztiil szikesekben

VGris és mtsai.
2009a

a Balaton pikoplanktonjanak 6t évet atolels vizsgalatsorozata a kovetkezd dltalanos tendenciakat
allapitotta meg: a PE-pigment-dominanciaji pikocianobaktériumok a mezotréf toteriiletekre, mig
a  PC-pigment-dominancidjiak az eutréf részek nyari pikoplanktonjira jellemzéek, a
pikoeukariotak télen az egész tora jellemziek és akar 1-2 °C-os hémérséklet esetén is képesek
szaporodni

Viris és mtsai.

2009

Osszegz6 munka a kiskunsagi szikesek G6kolégiai folyamatairdl és szerepérdl, amelyben fontos
szerepet jatszanak a piko méretd planktonikus algik

Felfilds és mtsai.
2010

a molekularis biologiai moddszerek alkalmazasi lehetGségeinek bemutatisa sekély tavaink
mikroszko-pikus méretl eukariotdinak azonositasiban; Nannochloris bacillaris pikoeukariota alga a
Balatonban

Somogyi és
mitsat. 2010a

a planktonikus pikoalgdk akér az els6dleges termelés 80%e-at is adhatjak a FertS toban; a nyilt viz
pikocianobaktérium kozosségének jellemzése a 16S tDNS és a fikocianin operon vizsgalata

alapjan

Somagyi és
misai. 20106

pikoeukariota algik a Keszthelyi-medencében az elsédleges termelés 37-70%, a Siofoki-
medencében  pedig  19-45%-at  adtdk 2009 februarjdban, a részesedésiik alacsonyabb
fényintenzitason magasabb volt, igazolva a pikoplankton frakci6 jobb fényhasznositasat, valamint
azt, hogy a téli id6szakra jellemz6 pikoeukariota algak jelentSs szerepet toltenck be a Balatonban
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M/6. tablazat. A mintavételi helyek koordinatai

(Vris Lajos és Somogyi Boglirka adatai)

mintavételi hely Slessé; h isd,
szikes tavak, | ajdasdg (Szerbia)

Soskopd 45°37'459"E 20°12'19,1"K
Ruszanda 45°31'339"E 20°17'52,7"K
szikes tavak, Kiskunsdg

Kis-Sos-t6 46°44'20,6"E  19°59'40,9"K

Kastély-t6

46°46'55,3"E

19°08'13,2"K

Kelemen-szék

46°47'32,5"E

19°10'38,8"K

Boddi-szék

46°46'03,3"E

19°08'46,9"K

Biidos-szék, Pusztaszer 46°32'455"FE 20°02'02,4"K
Fehér-t6, Kardoskut 46°28'184"E 20°37'30,2"K
Zab-szék 46°50'114"E 19°10'17,0"K
Fertd 1o

nyilt viz 47°41'36,0"E  16°43'50,0"K
Rékosi-6bol 47°43'047"E 16°42'06,0"K
Balaton

Keszthely (Keszthelyi-medence) — 46044'05,8"E 17°16'32,0"K
Szigliget (Szigligeti-medence) 46°44'331"E 17°26'18,5"K
Zanka (Szemesi-medence) 46°50'403"E  1704428,8"K
Tihany (Si6foki-medence) 46°55'19,0"E  17955'53,6"K

M/7. tablazat. A mintavételi id6pontok és az egyes mintikkal elvégzett vizsgalatok

mintavétel

)

P
t

ilt gén/régio

(=3
helye idépontja DGGE  klonozis LH-PCR 168 tDNS cpcBA-IGS
szikes tavak, |V ajdasdg (2 minta)
S6skopd 2005. apr. 23. + - - + -
Ruszanda 2005. apr. 23. + - - + -

szikes tavak, Kiskunsag (22 minta)

Kis-Sés-t6 2005.

apr. 23.

Kastély-t6 2004.

marc. 16.

2004.

il 4.

2004.

okt. 17.

Kelemen-szék 2003.

maj. 1.

2004.

okt. 17.

2005.

jal. 7.

Boddi-szék 2004.

apr. 26.

2004.

jdl. 4.

2004.

szept. 3.

2004.

okt. 17.

2005.

apr. 23.

2005.

al. 7.

Biidos-szék 2004.

szept. 3.

2004.

okt. 17.

2005.

jal. 7.

Fehér-t6 2004.

méj. 27.

Zab-szék 2003.

méj. 1

2003.

jan. 4.

2004.

szept. 15.

2004.

okt. 17.

2005.

al. 7.

R R T I S s e I o s I I I I I I el s e S

B I I e e I b o I I St I I ) I I
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M/7. tablazat (folytatis)

mintavétel

vizsgdlati modszer

vizsgdlt gén/régio

helye

idépontja

DGGE  klonozis LH-PCR

168 tDNS

cpcBA-IGS

Fertd' 16 (2 minta)

2004.

nyilt viz

apr. 28. + + -

+ +

Rakosi-6bol 2004.

apr. 28, - + B

+ -

Balaton (21 minta)

Keszthely 2003.

febr. 19. - +

+

2005.

okt. 26. - +

2006.

apr. 24. - -

2006.

m3j. 8. - -

2006.

maj. 22. - -

2006.

jin. 12. - -

2006.

jiin. 26. E E

2006

. aug. 7. - -

2006.

aug. 21. - -

20006.

. szept. 4. - +

Szigliget 2005.

okt. 26. - -

Zanka 2005.

okt. 26. - -

Tihany 2005.

okt. 26. - -

2006.

apr. 24. - +

2006.

maj. 8. - -

2006.

maj. 22. - -

2006.

jan. 12. - -

2006.

jiin. 26. - -

2006.

jidl. 10. - -

2006.

aug. 7. - -

2006.

R I e e I I I I IR I I [ [ [ NS ) )

szept. 4. - -

,
S S S N NS R R R RS IS NS IS 0 IS IS I B

M/8. tablazat. Az elemzés sorin felhasznalt kornyezeti valtozok meghatirozisinak modja

kornyezeti viltozo mérési modszer hivatkozis
hémérséklet [°C| MultiLine P4 mérémuszer (WTW, Weilheim, a gydrtd leirdsa szerint
Németorszag)

pH

WTW MultiLine P4 mérémuszer

a gydrtd leirdsa szerint

vezetSképesség [uS/cm]

WTW MultiLine P4 mérémuszer

a gydrtd leirdsa szerint

atlatszosag [cm]

Secchi-koronggal

Wetzel és Likens (1991)

vertikalis extinkcios
koefficiens (Ky) [1 /m]

fotoszintetikusan aktiv sugarzas mérése
kiilonboz6 mélységekben Li 185B radiométerrel
(LiCOR, Lincoln NE, USA)

Présing és mitsai. (2001)

ammonium-N [ug/L]

indofenol-kék modszer

Mackereth és mtsai. (1989)

nitratN [ug/T]

kadmium-redukciés modszer

Elliott és Porter (1971)

urea-N [ng/1]

komplexképzés diacetil-monoximmel

Newell és mtsai. (1967)

Chl @ [ug/1L]

forré metanolos extrakcié, spektrofluorimetrias
detektalas

Wetzel és Likens (1991)

harom pikofitoplankton
csoport” mennyisége

epifluoreszcens mikroszkopos megfigyelés és
elkiilonités a sejttipusok autofluoreszcenciaja

Maclsaac és Stockner (1993),
Vioris és mitsai. (2009a)

[sejt/mlL] alapjin
nagyobb méretl fénymikroszkopos megfigyelés Wetzel és Likens (1991)
cianobaktériumok

mennyisége [pg/L]

* PE- és PC-pigment-dominancidju pikocianobaktériumok, 7 pikoeukariota algak
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M/9. tablazat. A Balatonbdl szarmazo, klonozashoz felhasznalt mintikban mért
kornyezeti viltozok jellemzé értékei.

. Keszthely Keszthely Tihany Keszthely
parameter 2003, febr. 19. 2005, okt. 26.  2006. dpr. 24.  2006. szept. 4.
vizhémérseklet (°C) 08 12,2 172 20,1
il 8,4 8,1 85 83
vezetbképesség (uS/cm) 800 727 781 691
Ka (1/m) 1.6 1,8 12 0
Chla (ug/L) 11,0 10,7 5,86 33,7
PC-gazdag Pey (10* sejt/mlL) n.a. 8,59 7,75 35,6
PE-gazdag Pcy (104 sejt/mL) n.a. 13,1 26,6 0,93
kolonids Pey (104 sejt/mlL) na. 0,97 4,19 10,4
Gsszes Pey (101 sejt/mly" 14 32,7 344 36,6
pikoeukariota algik (10 sejt/mlL) 28,8 <0,1 <0,1 <0,1

.a. - nincs adat

M/10. tablazat. A 2006-os vizsgilati idészakban Keszthelynél és Tihanynal mért
kérnyezeti véltozok jellemzé értékei

Az dlt ek zdrdjelben vannafk,

paraméter Keszthely Tihany
vizhémérséklet (°C) 17,0-27,8 (21,7) 16,1-27,0 (20,9)
pH 8,2-8,7 (8,5) 8,4-8,8 (8,6)
vezetSképesség (uS/cm) 666-772 (731) 778-805 (788)
Kq (1/m) 1,6-3,4 (2,3) 0,7-2,1 (1,2)
NH4*-N (pg/L) 4,4-10,5 (7,1) 3,7-22,2.(9,9)
NO5-N (pg/L) 0-27 (10,5) 5,8-37,8 (15,5)
urea-N (ug/L) 6,2-55,3 (20,1) 12,3-52,5 (30,8)
Chl a (ug/L) 8,2-00,4 (24,1) 2,3-18,1 (6,5)
PC-gazdag pikocianobaktériumok (104 sejt/mL) 12,4-43,2 (30,1) 1,78-13,0 (7,84)
PE-gazdag pikocianobaktériumok (104 sejt/mlL) 0,93-45,4 (12,9) 21,1-35,5 (29,7)
kolonias pikocianobaktériumok (104 sejt/mL) 8,07-37,4 (22,5) 4,19-34,1 (17,9)
Osszes pikocianobaktérium (104 sejt/mL)* 24,9-57,7 (43,0) 27,0-44,5 (37,5)
nem-piko cianobaktériumok (> 2 pm) (ug/1.) 85-8496 (2675) 10-162 (97)

* pikoeukariota algik egyediil a Keszthelynél 2006. aprilis 24-én vett mintaban fordultak el (1050 sejt/mL)

M/11. tablazat. A statisztikai clemzéseknél felhasznélt paraméterck

fizikokémiai paraméterek biologiai viltozok

vizhémérséklet Chl @ koncentracio

NH4*-N koncentracié PC-gazdag pikocianobaktériumok mennyisége
NOs-N koncentracié PE-gazdag pikocianobaktériumok mennyisége
urea-N koncentracid kolénias pikocianobaktériumok mennyisége

XN koncentricié (NH4*-N + NO3-N + urea-N)  Osszes pikocianobaktérium mennyisége
nem-piko cianobaktériumok mennyisége
peBA-1GS OTU-k relativ aranya
pikocianobaktérium OTU-k diverzitasa
nem-piko cianobaktériumok diverzitisa
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FUGGELEK

F1. A Synechococcusok fikobiliszomajanak felépitése

Valamennyi fikobiliprotein két alegységgel (« és 8) és hasonlé harmadlagos szerkezettel
rendelkezik, amelyhez a kromoférok egy vagy két cisztenil-tioéter kétéssel kapesolddnak. A fiko-
biliproteinek jellemz6it leegyszerdsitve megallapithatjuk, hogy a fikobiliszéma kézpontjaban
elhelyezkedd allofikocianinhoz (APC) és a belSle kiindul6 rudakat (II/2. dbra) alkoté fikocianin-
hoz (PC) csak fikocianobilin (PCB) kapcsolédhat. A masik rudalkoté fikobiliproteinhez, a fiko-
eritrinhez (PE) fikoeritrobilin (PEB) és fikourobilin (PUB) kromofor is kapesolodhat (11/4. tibii-

zat).

F/1. tablazat. A fikobiliproteinek altipusai és azok jellemz6i
(Ong és Glazer 1987, Swanson és misai. 1991, Ting és mitsai. 2002, Six és mtsai. 2007 alapjin)

altipus kapcsolédé kromofor abszortpcids emisszios eldfordulis
PCB:PEB:PUB:PVB* maximum maximum PCy-nal
fikocianin (PC)

C-PC 2:0:0:0 621 nm 648 nm +
R-PCI 2:1:0:0 555 nm, 615 nm 637 nm -
R-PCII 1:2:0:0 533 nm, 554 nm, 615 nm 646 nm +
R-PC 11T 2:0:1:0 490 nm, 592 nm 644 nm +

fikoeritrocianin 2:0:0:1 575 nm 625 nm -
fikoeritrin (PE)
PET
A 0:5:0:0 556 nm 577 nm +
A 0:5:0:0 550 nm 572 nm +
B 0:3:2:0 493 nm, 563 nm 573 nm +
PEII
A 0:5:1:0 498 nm, 544 nm 563 nm +
B 0:4:2:0 494 nm, 547 nm 563 nm +
C 0:2:4:0 493 nm, 544 nm 565 nm +

“a kromofor kotShelyek szamanak megfelelen
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F/2. tablazat. A kilonboz6 Synechococcus pigment tipusokhoz tartozé fikobiliszéma tulajdonsagok
(Sixc és mitsai. 2007 alapjin)

pigment PE tipus
tipus PEI  PEIl

) . RS9917 % L
1 C-PC nincs nincs - )
WH 5701 &- &-

PC tipus PUB:PEB példa torzs” prediktiv szerkezeti modell

5 c-pC, N e » WH 7805 ‘ ‘
R-PC 11 WH 8018
Almo3
3a R-PCII A A ~04 RS9912
WH 7803
3b na A B ~08 RCC 307 6
[ )
CCI605
Oli31
3c R-PCII B c >11 Wh 8102 L
WH 8103 =

CC9902
OAB OB 0 ~0,7 Minos11.1
dey  ween P85 00 OTN oot &6
WH 8020 =

O fehér és ® kék fényhez adaptaltan, o APC, | C-PC, I R-PC, I PEI, l PE II; * filogenetikai pozicidjukat /. 11/ 1. dbra

Ezt az altalinos képet azonban néhany kivétel kissé modositja (F/ 1. tablizat). A PC-hez
nem kizarélag PCB kapcsolédhat, hanem a masik harom kromofér is. Ennek megfeleléen meg-
kulonboztetnek csak PCB-tartalmui (C-PC tipus) és vegyes kromofor Gsszetétellel rendelkezé PC
tipusokat (R-PC I-1II és fikoeritrocianin). Mindegyik PC tipus azonban nem fordul el6 a piko-
cianobaktériumok kézott (az R-PC I vérosmoszatokra és egyes tengeri cianobaktériumokra, mig a
fikoeritrocianin fonalas heterocisztas cianobaktériumokra jellemzd, Swanson és mtsai. 1997).

A PE tipusoknal szintén dltalinosan elmondhaté, hogy PEB mindig megtaldlhat6 benniik,
a PUB ecl6forduldsa azonban nem egyértelmien a két £f6 csoport (PE 1 és PE II) elvalaszté
bélyege, sokkal inkdbb a kapcsolédé kromoférok szama (5, i 6) hatarozza meg az emlitett kate-
goridkat. Az altipusok kijel6lésénél meghatarozé jelentéséggel bir a kapesolédé kromoférok ara-
nya (PUB:PEB). A PUB-t is tartalmaz6 PE II tipus kizarolag a tengeri Synechococcusok csoportja-
ban fordul el6.

A Synechococcusok harom £6 pigment tipusba sorolhatdk a fikobiliszomdkat felépité fiko-
biliproteinek alapjan (Six és misai. 2007, F/2. tiblizat): az 1-es tipusnal csak PC fordul el6, a 2-es-
nél PC ¢és PE 1, mig a 3-as tipusnal PC, PE I és PE 1I egyarant megtalalhat6. Ez utébbinak négy

tovabbi altipusat kilénboztetik meg a fikoetitrinhez két6dé kromoférok (PEB és PUB) aranya
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alapjan (3a-3c), 7. a szerint, hogy a torzsek képesck-e kromatikus adaptaciéra (3d, /. F2.
Fliggelék).

F2. A kromatikus adaptacio

Megfigyelték, hogy a cianobaktériumok egy része képes a fikobilisz6mak Osszetételét
megvaltoztatni, ha a fényklima megvaltozik (v6rostél zold fény felé eltolodas esetén vagy fordit-
va). Bzt a folyamatot &romatikns adapticionak nevezzik, és a cianobaktériumok négy csoportra
oszthatéak ennek tekintetében (F/3. tiblizat). Az elsé csoportba (CA 1) tartoznak a kromatikus
adapticiora nem képes torzsek, a masodikba (CA 1I) azok a cianobaktériumok sorolhaték, ame-
lyek csak a PE, mig a harmadikba azok [CA III, vagy mas néven kiegészit6-tipusu (‘comple-
mentary’) CA], amik a PE és PC mennyiségét is képesek megvaltoztatni a fikobiliszoman belil. A
pikocianobaktériumoknal mindeddig csak a kromatikus adaptacié IV-es tipusat igazoltak, amely
soran (az el6z6ektdl eltéréen) nem a fikobiliproteinek, hanem a hozzajuk kapcsolédé kromo-
forok aranya valtozik meg (Palenik 2001), nevezetesen a PE I11-h6z kapesol6dé PEB:PUB aranya
(Everroad és mtsai. 2006; ld. még F/ 2. tablazat).

A kromatikus adaptacié soran valdszinileg 4j, megfelelé kromoférokkal rendelkez6 fiko-
biliszémak szintézisér6l és nem a mar meglévéek atrendez6désérdl van sz6 (Everroad és mitsai.
2006). A teljes adaptacié két vizsgalt Synechococens torzs esetében £b. egy hetet vett igénybe (ami
megfeleltethetd hat osztédasnak), de mar 72 6ran belul jelentSs valtozasok torténtek a pigment-
Osszetétel tekintetében (Everroad és mtsai. 2006), vagyis a kromatikus adaptacié igen gyors és haté-
kony alkalmazkodé képességet jelol. A CA IV képessége nem monofiletikus bélyeg, hanem t6bb
eltéré filogenetikai helyzetd torzsnél is megfigyelték mar (Palenik 2001, Ablgren és Rocap 2006,
Everroad és misai. 2006, Six és mitsai. 2007, vi. F/2. tablazat és 11/1. dbra). Edesvizben el6forduld

pikocianobaktériumoknal azonban mindeddig nem mutattik ki, hiszen naluk nincs PUB.

F/3. tablazat. A cianobaktériumoknal megfigyelt kromatikus adaptécio tipusok és jellemzsik
(Anderson és mtsai. 1984, Obki és mtsai. 1985, Grossman és mtsai. 1993, Everroad és mtsai. 2006 alapjin)

fikobiliproteinek mennyisége  kromoférok mennyisége

tipus viltozik viltozik példa szervezet
PC PE PE IT

CAl - - - -

CAIL - + - Synechoeystis sp. PCC 6701

Tobpothrix sp.
(korabban Fremyella diplosyphon)
CA TV - - + Synechococens sp. M11.1

CAIII + +
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F3. Miért nincs a Prochlorococcusoknak fikobiliszémajuk?

Filogenetikai  helyzetiket tekintve a  Prochlorococcnsok — egyértelmien leszarmazott
csoportnak tekinthetSk (II/ 7. dbra). Felmeril tehat a kérdés, hogy milyen eldnyokkel jarhat egy
meglehetésen Osszetett és hatékony fénygyjté komplex, a fikobiliszoma elvesztése?

A Prochlorococensok  fotoszintetikus apparatusa, a benne megtalalhaté pigmenteknek
koszonhetben, az 6ceanok kék fényben gazdag régidiban biztositja a hatékony fotoszintézis
képességét, mig a fikobiliszomas pikocianobaktérium formak a spektrum nagyobb hullimhossza
tartoményaira jellemzSek (I1I/3. dbra). A pigmentek killonbozésége azonban nem  tehetd

kizarolagosan felel6ssé a fikobiliszomak hidnyaért.

citoplazma

intracitoplazmatikus
membran

F/1. abra. A Prochlorococcusok 11 fotorendszerének vazlatos felépitése
(Ting és mtsai. 2002 alapjdan; a MIT 9313 tirgsril késziilt elektronmikroszkdpos felvétel forrdsa: Partensky és mtsai. 1999)
Peb: proklorofita Chi-kité fehérje; t5bbi rividitést ld. 11/ 2. dbra.

A Prochlorococcus nemzetség tagjai az 6ceanok oligotrof régidiban (nyiltviz) jelentések,
amelyet a tapanyagok alacsony koncentracidja jellemez (Partensky és mtsai. 1997). A szamitasok
szerint a Prochlorococcnsok Pcb-tipusa fénygyijté apparatusa (F/ 1. dbra) eléallitasinak kevesebb a
fehérje-igénye, mint a zold névények Chl a/b alapi vagy a tobbi cianobaktétium fikobiliszéma
alapu rendszerének (Ting és mitsai. 2002, Scheer 2003), ami kompetitiv el6nyhéz juttathatja a
proklorofitakat nitrogénszegény kornyezetekben.

A nitrogén mellett a vas is jelentSs szerepet jatszhatott a fikobiliszomak elvesztésében. Az
6si 6cean redukdlt kornyezetében a vas oldott formdban koénnyen hozzaférheté volt a
mikroorganizmusok szamara, mig az oxigéntermel6 fotoszintézis megjelenésével (mintegy 3,5-3,2
milliard éve) a vas oxidalédott és kicsapodott. Az igy 1étrejovS vashidnyos kérnyezet valdszintleg
szelektiv nyomast gyakorolt a cianobaktériumok evolacidjara (Ting és mtsai. 2002). A mai
6ceanokban is meglehetésen kevés a bioldgiailag hozzaférhet6 vas mennyisége, korlatozva ezaltal
a fitoplankton szaporodasat (Martin és misai. 1994, Mann és Chisholm 2001). Edesvizi Synechocystis és
Synechococens térzseknél kimutattak, hogy a hozzaférhet6 vas kimertilésével parhuzamosan a

fikobiliszoma gyors degradaciéja és a stressz hatasara egy Chl a-kot6 fehérje (IsiA vagy CP43)
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szintézise figyelheté meg, amely gylrit formal a PS 1 koril, megnévelve ezaltal a rendszer
fénygytjté kapacitasat (Park és mtsai. 1999, Bibby és mtsai. 2001a, Boekema és mitsai. 2001). A
nagyfoku szerkezeti hasonldsag miatt valdszinGsithetd, hogy a Prochlorococcusok £6 fénygyijtd
antenndja egy IsiA-szerG komplexbdl alakult ki (Bibby és mtsai. 20010, Ting és mitsai. 2002), amely
szelektiv el6nyhoz juttathatott egy fikobiliszoma nélkili 6si cianobaktérium tipust bizonyos fény-
és tapanyagviszonyok mellett. Miutan a Chl a,//b-tipusu antenna valt ezeknek a sejteknek az
elsédleges fénygyijté komplexévé, a fikobiliszomat alkoté fehérjéket kédold gének egy része is
elttnt a Prochlorococcusok genomjabol (Hess és mtsai. 2001, 11/ 11. tablizat).

A rendelkezésre dll6 fény hullimhossza, valamint az egyes tipelemek (p/. nitrogén, vas)
kotlatozott hozzaférhetésége tehat vélhetSleg egylittesen hatarozta meg a fikobiliszoma nélkili

Prochlorococcusok kialakulasat.

F4. Miért képeznek a pikoalgak koloniakat és aggregatumokat?

A koléniak, amik hasonlé vagy azonos tipusu sejtek esetenként nehezen kilénboztethetSk
meg az aggregaitumoktol, amelyek akéar kilonb6z6 sejtek sszetapadasabdl is létrejohetnek. Ennek
oka, hogy a legaltalinosabban hasznalt sejtszamlalasi médszerek nem adnak lehetSséget a kiilon-
b62z6 genotipusu, de hasonlé morfolégiaji planktonikus pikoalgdk megkiilonboztetésére. Az érté-
kelést tovabb neheziti, hogy a mintafeldolgozas szlrési lépése soran feldarabolédhatnak, szétes-
hetnek (Weisse 1993). Mivel maguk a koloniak mar 2-3 um-nél nagyobbak, ezért tobb szerzé nem
szamolja a pikofitoplankton k6zé, helytelentl, hiszen a lazan 6sszekapesolodé sejtek a piko méret-
kategoriaba tartoznak és olykor nagyon jelents részét (akar > 50%) képviselhetik a planktonikus
pikoalga kozésségnek (Weisse 1993, Callieri és Stockner 2002). Raadasul szeles idoben feldaraboldd-
hatnak, széteshetnek, és laboratériumi korilmények kozott is bebizonyosodott, hogy ugyanannak
a torzsek létezhetnek egysejt és kolonias formai (Fawley és mtsai. 2005, Jezberova és Komdrkovd
2007a). Tehit a koloniaképzés nem j6 taxondmiai bélyeg (Luo és mitsai. 2010). A kolénias formak-
kal kapcsolatos legizgalmasabb kérdés azonban az, hogy miért alakulnak ki egyaltalan.

Mivel a kolénias formak féként a pikocianobaktériumokra jellemzéek™ (Mdzes és mitsai.
2005; F/ 2. dbra), ezért a vizsgalatok és elméletek is leginkdbb rajuk vonatkoznak.

A koléniaképzédés Gsszefiiggésben allhat példaul a predacié elleni védekezéssel (Stockner

1991, Jezberova és Komdrkovi 2007a). Jezberovi és Komdrkovi (2007a) Cyanobinm sejtek felszinén tébb

% természetesen az eukatiota pikoalgik kozott is el6fordulnak (bl Pseudodictyosphaerinm) (Padisik és mtsai. 1997, Fawley
és mtsai. 2005)
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szaz, predacios hatisra megjelend, 0,1-1 wm hosszd, apré csovecskét (spinae) figyelt meg (F/2.a.
dbra), amiket a sejtek aggregalodasaval hoztak 6sszeftiggésbe.

Egyes kutatok a kolonidk képzédését a hatékonyabb tipanyag-ujrahasznositissal (nutrient
recycling’) kapcesoljak 6ssze (Stockner és mtsai. 2000). Tébbszér megfigyelték ugyanis, hogy tapa-
nyag-limitacié esetén a kolénids pikofitoplankton formak szama megnétt (Schallenberg és Burns
2001, Sarmento és mtsai. 2008). Mdzes és mtsai. (2006) is szoros negativ korrelaciot talaltak a hozza-
férhet nitrogénformak (ammonium, nitrat és urea) és a kolonidk szama kézott a Balatonban, A
kolénidn belili tipanyagok ujrahasznositisanak ellentmond, hogy a kivalasztott kocsonyas anyag
erételjesen gatolhatja a tipanyagok diffuzidjat. Az exkrétum adszorpcidja és a periférialis sejtek
tapanyagfelvétele miatt igy a kolonia belsejéhez kézeli sejtek éhezni fognak, végeredményben pe-
dig a koloniat alkotd sejtek névekedése lassabb lesz, mint a szabadon ¢l6ké (Ploug és misai. 1999).
A hozzaférhet6 tapanyagokkal 6sszekapesolhaté magyarazatot ad viszont az, hogy a kocsonyabu-
rok belsejében a nitrogenaz enzim mikédéséhez szitkséges anoxikus mikrohabitatok johetnek 1ét-
re, elésegitve a kolonidhoz asszocialt diazotr6f baktériumok nitrogén-kétését (Postius és Boger 1998,
Schallenberg és Burns 2001 ).

Az ellentmondast, ami szerint a sejtek aktiv fotoszintézissel szervesanyagban gazdag
kocsonyaburkot termelnek tapanyagban szegény viszonyok mellett, magyarazhatja, hogy ez a
folyamat valéjaban megvédi a sejteket az esetleges fotokémiai karosodastol (Wood és Van Valen
1990, Crosbie és misai. 2003c). Mivel a sejtek csak korlatozottan képesek tarolni a fotoszintézis
soran keletkezett termékeket, és a fény szakaszban keletkezd redukéld er6 (I1/2. dbra) felhalmozo-
dasa is kedvezétlen folyamatokhoz vezethet, ezért a képz6dott szerves termékek kimosodasa és
kivalasztasa megoldast jelent (Wood és Van Valen 1990). Ezt tamasztjak ala Crosbie és mtsainak
(2003¢) megfigyelései, amely szerint a kolonias formak nagy szama a felszini vizréteghez és a szél-
csendes, napsiitéses idészakokhoz volt kéthetd a szubalpin Mond-téban (Mondsee). Frdekes mo-
don a Duna esetében is, amely nem tekintheté tapanyag-limitdltnak és a zooplankton témege is
meglehetésen kevés, a kolonias formak szama a vizhémérséklettel mutatott pozitiv korrelaciot
(Mdzes 2008).

Mindezek alapjan elképzelheté tehat, hogy az egyes vizterekben, 7. az egyes fajok és filoti-
pusok esetében eltéré tényezk hatirozzak meg a kolonidk kialakuldsat. A kolonia-képzédésnek
pedig fontos kévetkezményei lehetnek a planktonikus pikoalgik eloszlasara is, ugyanis mig az
egysejti formakndl nem jellemz6 a lestillyedés a kis sejtméret miatt, az aggregatumoknal mar
jelentGsebb az tilepedési sebesség (Weisse 1993). gy a koloniak lejuthatnak az eufotikus z6na aljara
is, ahol viszont mar eltéré fizikokémiai paraméterekkel talalkozhatnak, p/ nagyobb a tapanyag-

tartalom.
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a: ag édesvizi Cyanobium sp. 10-NR predicids hatdsra nivesztett sejtfelszini csivecskékiel (Jezberova és
Komdrkova 2007a), b: Psendodictyosphaerium jurisii SAG 37.98 kolonidja szalszerii képzddményekkel
dsszekdtitt sejtekel (Krienitz és mtsai. 1999), ¢, d és e: tengeri Synechococous sejteke dltal képzett
kisebb-nagyobb koldniak és lincok (Masquelier és Vanlot 2008 alapjan)

F5. A pikoalgak tenyésztésérdl

A pikoalgak tenyésztésével kapcsolatosan két £6 probléma emlithetd, a tenyésztés szelekti-
vitasanak kérdése és az axenikus torzsek elallitisanak nehézségei.

Az éltalanosan hasznalt szélesztési technika a PC-pigment-dominanciaju torzsek néveke-
désének kedvez (Ernst 1991), a megfelelé méretd fikoeritrines telepek kifejlédéséhez akar 40 hetet
is kell varni (Ernst 1991). Ennek egyik oka lehet, hogy az altalinosan haszndlt nagy tapanyag-
tartalma BG-11 tapkozeg (Rippka és mtsai. 1979) szelektiv a PC-pigment-dominanciaju pikociano-
baktériumokra. Ezt tamasztjak ald azok a megfigyelések, amelyek soran nitrogénszegény
tapkézegben a PE-gazdag torzsek dusulasat tapasztaltak (Becker és mitsai. 2004), ill. alacsony
tapanyag-koncentraciok (nitrat és foszfat) mellett egyes fikoeritrines Synechococcusok jobban
novekedtek (Ernst és mtsai. 2005). A PE-pigment-dominanciaval rendelkezé torzsek izolalasara a

tovabbi megoldasokat alkalmaztak sikeresen: (i) ddsité tenyészetek és *flow sorting”™

(Crosbie és
mitsai. 2003b, 1e Gall és mtsai. 2008); (i) kiegészité szinnel (z6ld fénnyel) térténé megvilagitas az
inkubaci6 soran a szelekciés nyomas fenntartasa érdekében (Becker és mitsai. 2004); (iii) a minta
kihigitisa, hogy a dominans fikoeritrines sejteket ne néjék til a gyorsabban n6vé, de a kozosség
kisebb részét alkoté PC-pigment-dominanciaju pikocianobaktériumok (Crosbie és mtsai. 2003a).
Axenikus tenyészeteket legtobbszor lehetetlen eléallitani, az algasejtek mellett sokszor

heterotr6f baktériumok vagy protistak és gombak is megtalalhatok a tenyészetekben. Az axenikus

torzsek eléallitasara az alabbi megoldasokkal taldlkozhatunk a szakirodalomban: (7) a heterotréf

% az aramlasi citometria kombindldsa a sejtek fizikai szeparaci6javal
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baktériumok szupresszalasa antibiotikum-kezeléssel (1/aara és mtsai. 1979, Ferris és Hirsch 1991); (iz)
mikromanipulacié (Bowyer és Skerman 1968); (iii) gradiens centrifugalas (i és Schmidt 1973); (iv)
flow sorting” (Crosbie és mtsai. 2003b); (v) elektroforetikus szeparaci6 (Palinska és Krumbein 1995).

A tenyésztéssel kapcsolatos tovabbi problémaként jelentkezik az elkilénuls koléniak
hidnya, valamint a szilard és folyadékkultira kézott transzfer nehézsége (Rippka és misai. 2000,

Ernst és mtsai. 2003).

F6. A hazai szikesek egyedisége

Részben a tapanyagok béségének koszénhetden, ezekben a tavakban regisztraltak a valaha
mért legmagasabb pikoalga sejtszam értékeket, mind a pikoeukariétak (1,08 x 10° sejt/mL a
szabadszallasi Budos-székben, Somogyi és mitsai. 2009b), mind a pikocianobaktériumok esetében
(1,03 % 10° sejt/mL a Zab-székben, Varis és mtsai. 2005). A vizek extrém produktivitasahoz az a
kilonleges tulajdonsag is kapcsolodik, hogy ezek a zavaros vizi”, hipertréf tavak nem kovetik
(Vords és 1.-Balogh 2003, 1/drds és mtsai. 2005) azt a tengerekben és édesvizekben egyarant altalinos
jelenséget, miszerint a fotoautotr6f pikoplankton részesedése a fitoplankton teljes témegébdl és
produkci6jabdl a trofitis névekedésével csokken (Stockner 1991, Bell és Kalff 2001, Callieri 2008),
s6t olykor akar 100% pikoalga dominanciaval is rendelkezhetnek (Somogyi és mtsai. 20090). A Fert6
tonal is meghaladja a pikoalgik részesedése a hasonlé mezo-eutrdf vizterekre jellemzé értékeket
(Padisik és Dokulil 1994, 1Voros és mtsai. 1998, Callieri 2008, Somogyi és mtsai. 2010a). Ennek oka az
ilyen turbid, szegényes fényviszonyokkal rendelkez6 vizekben a fénylimitacié és a csokkent
predaciés nyomas lehet (Hart 1988, Felfildi és mtsai. 2009a, Somogyi és mitsai. 2010a). A kedvezd
felillet-térfogat arany miatt ugyanis a kisebb sejtek vélhetSleg jobb fényhasznositasi képességgel
rendelkeznek (Agusti 1991, Raven 1998), és ezaltal a piko méret algak szelektiv el6nyhoz jutnak a
nagyobbakhoz képest fénylimitdlt kérnyezetben. A szlrogeté életmédot folytaté predatorokra
(kerekesférgek, Daphnia fajok) pedig egyértelmlien negativan hat egy szervetlen lebegbanyagokat
nagy koncentracioéban tartalmazé viztér, hiszen nem tudnak védlogatni a taplalék- és ,ballaszt™
részecskék kozott. A zavarossag predaciora gyakorolt (hasonléan kedvezétlen) hatasat mutattak ki
a pikoalgik legjellemz6bb fogyasztéi, a heterotrof ostorosok és csillésok esetében is (. Somuogyi és

mitsai. 2010a hivatkozdsaiz).

97 fénylimitacié miatt fordul el az is, hogy a tavak sekélysége ellenére rendszerint csak planktonikus algak fordulnak
el6 benniik és hidnyzik beldlik a fitobentosz (1767is és mtsai. 2009b)
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A kiskunsagi szikesek protozoon kézosségérdl és kerekesférgeinek mennyiségi viszonyai-
rol nincsenek ismereteink (176rds és mitsai. 2009b). Az algakat és baktériumokat egyarant fogyasztd
Cladocera és Copepoda plankton mennyisége jelentésen, legalabb egy nagysigrenddel meghaladja
a fitoplankton tdmege alapjan varhaté mennyiséget ezekben a vizekben (Boros 2007), ami alapjan
Vorgs és mitsai. (2009b) azt a kovetkeztetést vonjak le, hogy az allatvilag produkciéja alapveten
nem a planktonikus elsédleges termelésre épiil%, hanem mas kiils6, madarak altal bevitt szénfor-
rasokra. A vizi poloska és tocsarak dominalta nekton” fogyasztéi a felszini vizek tilnyomé tSbb-
ségéhez hasonléan nem a halak (amik hidnyoznak ezekbél a tavakbél), hanem a vizimadarak.
Megiallapitjak, hogy a hazai fehér vizli szikesek olyan kulonleges 6kolégiai rendszerek, ahol a
kulcsszereplk az energiairamlas kezdeti és végpontjan egyarant ott allé madarak, és ez limnolo-

giai tekintetben egyedilallé.

F7. Mindenki mindenhol jelen van?

Az a tény, hogy a mikroszkopikus méretd élSlények jelentSs része kitartd képletekkel
rendelkezik, 7. kénnyedén atvészelik a szamukra kedvezétlen életfeltételeket és ezaltal konnyen
szétterjedhetnek bolygonkon, parazs vitakat szilt.

A mindenki mindenhol jelen van hipotézis (everything is everywhere’) szerint (Finlay és Clark
1999, Finlay 2002) az 1 pm-nél kisebb, szabadon él6 mikrobak vélhetSleg mindenhova eljuthatnak
és az adott helyen a kornyezed feltételek hatirozzak meg taléléstiket. Mégis sokszor talalkozunk
olyan csoportokkal vagy fajokkal, amelyek kizarélag egy meghatirozott foldrajzi teriletre
jellemz6ek. Kézenfekvé magyarazatként szolgalhat az, hogy az alulmintizottsig miatt nem
taladlkozunk minden olyan kérnyezetben az adott mikrobacsoporttal, ahol elméletileg
el6forduthatna (Pollock és mitsai. 2002, Crosbie és mtsai. 2003a).

Egy masik megkézelitést ad Medlin (2007) hipotézise, amely szerint a globalis eltetjedtség
és az endemikus fajok kézott folyamatos evolicids dtmenet lehetséges. Szerinte ugyanis az egyes
fajok (vagy dtiiltetve a mi esetliinkre pikoalga csoportok) esetében kiilénb6z6 evolicios pillanat-
felvételeket latunk vizsgilatainkkor. Egy 4j faj megjelenésekor elképzelhetd, hogy sikeressége
miatt globdlisan elterjed, a faj evoltcidjanak ebben a pillanatiban ,mindenki mindenhol jelen
van”. Az id6 el6rehaladtaval azonban a k6z6és génallomany fragmentalédik, és az egyes popula-

ciék alkalmazkodnak a helyi kérilményekhez, mas helyeken esetleg kihalnak. Végul a morfolégiai

% ezt bizonyitja az a tény is, hogy a heterotrof baktériumok sejtszama nem kotreldl a fitoplankton témegének
koncentraciojaval, ami egyébként altaldnos jelenség tavakban és tengerekben (176ris és mitsai. 2009b)
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és fiziologiai differencialédas 4j faj(ok) megjelenését eredményezi; ebben a pillanatban az adott faj
el6fordulasa csak egy bizonyos tertiletre jellemz6, azaz endemikus. Innen természetesen ez a faj
ismét globalisan elterjedhet minden olyan éléhelyen, ahol szaporodasihoz megfelel6 életfeltétele-

ket talal, itt aztan Gjabb adaptaciok Gjabb fajok kialakulasat idézik el6.
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FOGALOMTAR

akinéta: vegetativ sejtbSl képz6dé vastag falu, mozdulatlan kitarté képlet

allofikocianin (APC): a fénygyiijté fikobiliproteinek kékes szind pigment tipusa (A= ~650-655
nm)

antospirakipzés (antospornlicid): osztddasi tipus, amelynél az autosporak az anyasejten belil jonnek
létre, alakjuk azzal megegyez6; pikoeukariota algaknal az anyasejt fala a leinysejteknél nem
61rz6dik meg

axenifeus tenyészet: tiszta tenyészet, ami minden mas ,,szennyez6” mikroorganizmustél mentes

bentosz: a vizfenéken (aljzaton) talalhaté élélények Gsszessége

bimbozas (budding): nem szimmetrikus osztoédasi tipus, amelynél a pikoeukariéta algak esetében az
anyasejtfal nem valik le a leanysejtekrSl, nem degeneralédik és a leanysejtfalhoz tapadva a
kovetkez6 osztédasi ciklusban is megfigyelhetd

diazotrdf: 1égkori nitrogént koté

edafikns: talajon vagy talajban ¢él6

eufotikus vizmélység: az a vizmélység, ahova még elég fény jut le a fotoszintézishez; megfeleltethetd
annak a vizmélységnek, ahova a fotoszintetikus szempontbél hasznosithaté fény 1%-a
lehatol

fikobilin: a fikobiliproteinekhez kovalensen k6t6d6 kromofér, amely a fényenergia szelektiv
bilin (PUB) és fikobiliviolin (PVB)

Jfikobiliprotein: a klorofilloktdl eltéréen vizoldékony pigment (fehérje), amely kovalensen kapcsolo-
dik a fikobilinekhez; a fikobiliszéma {6 strukturilis alkotdja; harom tipusa: allofikocianin
(APC), fikocianin (PC) és fikoeritrin (PE)

Jfikobiliszdma: szapramolekularis fotoszintetikus antenna (makromolekulak fénygyidjté komplexe),
amit fikobiliproteinek és a hozzajuk kovalens kétéssel kapesoloédé kromoférok, mas né-
ven fikobilinek alkotnak; a II fotorendszerhez (PS II) kapcsolédik; kékalgakban és voros-

moszatokban fordul el
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Jikocianin (PC): a fénygy(ijté fikobiliproteinek kékes szind pigment tipusa (A, .= ~615-640 nm)

Jfikoeritrin (PE): a fénygyijté fikobiliproteinek voréses szind pigment tipusa (A= ~565-575 nm);
felosztasa torténhet el6fordulas (R-PE: Rhodophyta-tipus, B-PE: Bangiophyceae-tipus, C-
PE: egyéb cianobaktériumokban) vagy felépités szerint (PE I: 6t kromofér kotShely, jel-
lemz&en csak PEB kapcsolddik; PE 11t hat k6tShely, PEB és PUB egyarant kapcsolddik)

Jfilotipus: bioldgiai tipus, ami a szervezeteket mas szervezetekhez viszonyitott filogenetikai (evola-
ciés) viszonyai alapjan csoportositja; maga a fogalom taxon-semleges, azaz barmilyen filo-
genetikai szinten alkalmazhaté (pl. faj, nemzetség, adott genetikai hasonlésig)

[fitoplanfkton: a vizben lebegé planktonikus algik 6sszessége (a cianobaktériumok és eukarita algik
altal képezett plankton frakcid)

Jotoautotrdf anyagesere: fényenergia hasznositasa szén-dioxidbdl szerves szénvegytiletek elGallitasara

Jotoinhibicid: nagy fényintenzitas altal okozott stressz; £6 célpontja elsGsorban a PS 11 és a psbA gén
altal kédolt D1 protein; kivédése érdekében a D1 protein egy kevésbé érzékeny formaja
aktivalodik a sejtben egyéb folyamatok mellett

Jotosgintézis: szén-dioxid konvertdlasa biomasszava, energiaszerzés és redukaléeré létrehozasa fény-
energia segitségével

Jototrdfia: azon anyageseretipus, amelynek soran a fényenergia kémiai energiava konvertalédik

genotipus: az adott szervezet genetikai Osszetétele; allélok (adott gének alternativ formainak)
kombi-naci6ja, ami az adott egyed bizonyos tulajdonsagat/tulajdonségait meghatirozza; a
dolgozatban egy adott DNS szakasz (bazissorrendje vagy hossza) alapjin megkiilonb6z-
tethetd szervezet

heterociszta: differencialodott vastag fala sejt, amelyben a cianobaktériumok egyik tipusara (fonalas
nitrogénk6td kékalgak) jellemz6 nitrogénkotés zajlik

hormogéninm: a fonalas kékalgdk éltaldban mozgasképes fonaldarabja, amely tovabbnévekedve uj
fonalat hoz létre

littordlis zona: t6, tenger vagy 6cean parti régidja

kettéosztodas: osztddasi tipus, amelynél altalaban két egyforma lednysejt jon létre; pikoeukarita
algaknal az anyasejtfal a kévetkez6 osztddasi ciklusban nem megfigyelheté

klid: k6z6s 6st6l szarmaztathat6 taxonok monofiletikus csoportja, amely valamennyi leszarmazot-
tat (és esetlegesen az Gst is) magaban foglalja

kromatikus adapticio: a fotoszintetikus szervezetek pigment Osszetételének és/vagy tartalmanak
megvaltoztatasa az adott fényviszonyokhoz torténé alkalmazkodas érdekében; a ciano-
baktériumok esetében ez sokszor a fikobiliszomak Gsszetételének atalakitasat jelenti

kromofvr: kémiai anyag/ csopott, amely adott hullimhosszu fény szelektiv abszorpcidjira képes
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meroplanktonikns: az Eletciklus csak egy bizonyos szakaszaban planktonikus

molekuldris kronomiéter: ha a véletlenszerd evoltcios valtozasok allandé gyakorisaggal fordulnak elé
egy biopolimer szekvencidjiban, akkor az ezaltal ,,molekularis 6ra” (molekularis vagy
evoluciés kronométer) szerepet nyerhet; idedlis esetben (legalibb a vizsgalt csoporton
belill) (7) a valtozas sebessége 6sszemérheté az evoluciés tavolsagokkal, (7) a molekula
megfelel6 méretd az elegend informacié szolgaltatisihoz, (#i) univerzalisan el6fordul, (i)
funkcionalis szempontbdl allando, és (») nincs kitéve lateralis géntranszfernek

nekton: a vizben aktiv mozgasra képes él6lények Osszessége

niche: a kornyezeti tényezSk altal meghatirozott sokdimenziés absztrakt térnek azon része,
amelyben a populaci6 fennmaradni képes

dkotipus: egy adott faj genetikailag és fiziologiailag kiilénb6z6 populacidja, amely bizonyos kornye-
zeti feltételekhez (6kolégiai niche-hez) adaptalédott

pirenoid: Kloroplasztiszon belili régi6, amely a szén-dioxid-fixacié és a tartalék tapanyag (keményi-
t6) felhalmozodasanak f6 tertilete

plankton: vizben lebegd élSlények Gsszessége (akar a kozeghez adaptilédva, akar a szél és dramla-
tok hatasara passzivan sodrodva)

plasztoglobulus: olajcsepp(ek) a kloroplasztisz sztromajaban

proklorofita: cianobaktériumok azon csoportja, melyek divinil-Chl @ és & (Chl a, és b)) szintézisére
képes és nem rendelkezik fikobiliproteinekkel; nem monofiletikus csoport; hirom genus
tartozik k6zéjik: Prochlorococens (egysejti, csak tengerekben), Prochlorothrix (édesvizi fonalas
alga) és Prochloron (tengeri zsakallatok szimbiontaja)

RuBisCO: a fotoszintetikus CO,-fixacié (Calvin-ciklus) kulcsenzime valamennyi planktonikus alga
esetében; Ot szénatomos molekulabdl két darab harom szénatomos molekula létrejottét
katalizalja egy szervetlen szénatom (CO,) beépitésével, a folyamathoz sziikséges energiat
és redukdl erdt a fény szakasz soran termel6dott ATP és NADPH adja

Secchi-dtldtszdsdg: a viz atlatszésaganak gyors és egyszerd mérése (Secchi-)korong segitségével; az a
mélység, ahol a vizben fliggSlegesen leengedve a korong eltiinik

tilakoidok: intracellularis membran rendszer, amely a fotoszintézis reakciocentrumat, klorofillt és
néhany egyéb pigmentet tartalmaz

vertikalis extinkcids koefficiens: Ky = 1/n X (Inl; — Inl ), ahol I a felszinre es6 fényintenzitas, 7: a
vizmélység; I: az 7 mélységben mért fényintenzitds, K; az adott vizrétegre jellemzd
vertikalis extinkcios koefficiens

vizalatti fényklima: a viztest adott mélységében abszorbedlhaté fény intenzitasa és spektralis

Osszetétele
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A, — abszorpci6s maximum

APC — allofikocianin (allophycocyanin’)

CA — kromatikus adaptacié (‘chromatic adaptation’)

Chl a/ b — Klorofill a/b

Chl a,/ b, — divinil-klorofill «/b

DEPC — dietil-pirokarbonat

DGGE — denaturdl6 gradiens gélelektroforézis

FISH — fluoreszcens #n situ hibridizacio

HL — er6s fényhez adaptalodott (high light-adapted’)

IGS — gének kozotti nem kodolo szakasz (intergenic
spacer’)

ITS — a strukturalis RNS-t kodol6 régiok kézotti
(altaldban) funkcié nélkuli szakasz (internal
transcribed spacer’)

LH-PCR — hossz-heterogenitast eredményez6
PCR (length heterogeneity PCR’)

LL — gyenge fényhez adaptalédott (low light-
adapted’)

PBS — fikobiliszoma (’phycobilisome’)

PC — fikocianin (’phycocyanin’)

PCB — fikocianobilin (phycocyanobilin’)

PCR — polimeriz lancreakcié (polymerase chain
reaction’)

PCy — pikocianobaktérium(ok) (picocyanobacteria’)

PE — fikoeritrin ("phycoerythrin’)

PEB — fikoeritrobilin ("phycoerythrobilin’)

Peuk — pikoeukariota alga/algik

PS 11 - 1I fotorendszer ("photosystem 11%)

PUB — fikourobilin (phycourobilin’)

PVB — fikobiliviolin (’phycobiliviolin’)

RuBisCO — ribul6z-1,5-biszfoszfat karboxilaz-
oxigendz

SEM — piésztazo elektronmikroszképia (scanning
electron microscopy’)

TEM — transzmisszios elektronmikroszkopia

T-RFLP — terminalis restrikcids fragmentumhossz

polimorfizmus

Abol a rividités szdrmaztatisa ag angol terminus technicus alapjan torténik, abban ag, esethen exek ardjelben feltiintetésre keriiltek.

Torzsgyiijtemények kodjai

ACT — Algal Culture Tihany, Balatoni Limnoldgiai Kutatéintézet, Tihany (Magyarorszag)

CCAIU — Culture Collection of Algae at Indiana University (IN, USA)

CCALA — Culture Collection of the Centre of Algology, Ttebon (Csehorszag)

CCAP — Culture Collection of Algae and Protozoa, Ambleside (Nagy-Britannia)

CCMP — Provasoli-Guillard National Center for Culture Collection of Marine Picoplankton, Boothbay Harbor (ME,

USA)

DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig (Németorszag)



Roviditisek jegyzéke

IAM — Institute of Molecular and Cellular Biosciences, University of Tokyo (Japan)

KCTC — Korean Collection for Type Cultures, Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology, Taejon
(Dél-Korea)

MIT — Massachusetts Institute of Technology, Cambridge (MA, USA)

NIES — National Institute for Environmental Studies, Microbial Culture Collection, Onogawa (Japan)

NIVA — NIVA Culture Collection of Algae, Norwegian Institute for Water Research Oslo (Norvégia)

PCC — Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria, Institut Pasteur (Franciaorszag)

RCC — Roscoff Culture Collection, Station Biologique de Roscoff (Franciaorszag)

SAG — Sammlung von Algenkulturen der Universitit Gottingen (Németorszag)

UTEX — University of Texas, Austin (TX, USA)

WH — Woods Hole Culture Collection, Woods Hole Oceanographic Institution (MA, USA)
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KEPEK JEGYZEKE

Fénymikroszkopos felvételek
ates fény, normal: I1/5. dbra b-g és i képei; 11/ 6. dbra m és n képei (tusfestés); 11/ 10. dbra képei
ates fény, faziskontraszt: I1/4. dbra képei; 11/ 5. dbra a és b képei; 11/ 6. dbra a- e, [, j, &, p, r és u képei; M/ 2. dbra
A képsorozat; F/ 2. dbra b kép
epifluoreszcens: II/ 7. dbra a kép (kék gerjesztifénnyel); 11/ 13. dbra képei; F/ 2. dbra ¢, d és ¢ képei (viriis gerjeszto-
Jénnyel)

Elektronmikroszkopos felvételek
TEM: I1/2. dbra; 11/ 6. dbra d, g i, |, 0, ¢, s, t és v képei; 11/ 7. dbra b kép, 11/ 9. dbra képei; M/ 2. dbra B és C
képsorozat; F/ 1. dbra; F/ 2. dbra a kép
SEM: 11/6. dbra ) kép

Valamennyi abra sajat szerkesztés a megadott forrasok, 7. sajat adatok alapjan.
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