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Kivonat: A planktonikus kozosségek O0kologiai kutatasa soran napjainkban egyre na-
gyobb hangstlyt fektetnek Osszetételiik dinamikus természetének minél részletesebb
feltérképezésére. Ez tobbek kozott a mintavételek, kovetkezésképp a begyiijtott mintak-
kal kapcsolatos vizsgalatok iddbeli felbontdsanak novelését is sziikségessé teszi. Ennek
koszonhetden az 0sszetételben végbemend valtozasok nyomon kovetésére a mikroszko-
pos technika mellett az dramlési citometria is egyre szélesebb korben keriil alkalmazas-
ra. A citométereket egyelore tobbnyire tengerek alga kdzosségeinek vizsgalatara hasz-
naljak, édesvizi kornyezetben a miiszerekben rejlé potencial még felfedezésre var. Jelen
munka célja a két modszerrel nyert eredmények Osszevetése, illetve a fitoplankton di-
verzitas citometriai paraméterekkel jellemezhetd tér- és idébeli mintazatanak feltarasa a
Balaton példajan. Eredményeink szerint az autotréf pikoplankton (APP) Osszetételének
szezonalis mintazata, valamint a Balaton hossztengelye mentén kimutathatd valtozésa
jol tiikrdzi a tora bizonyos mértékben még mindig jellemzo kelet-nyugati trofikus gradi-
ens hatasat.
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Bevezetés

Mikrobioldgiai kutatdsokban a hagyomanyos mikroszkopos vizsgalatok mellett napja-
inkban egyre szélesebb korben hasznalt technika az aramlasi citometria (WANG et al.,
2010). Ez aldl a planktonikus algak (fitoplankton) sem jelentenek kivételt, a modszert
édesvizi (WANG et al., 2009) és tengeri kozosségekre (MACKEY et al., 2002), valamint
laboratoriumi tenyészetekre (BROOKES et al., 2000) egyarant alkalmaztak. Alga egyiit-
tesek Osszetételének részletekbe mend, fajszintli meghatarozasara ugyan még nem al-
kalmas, de a mikroszkopos technikéval szemben kétségtelen eldnye, hogy a detektalt
sejtszam tekintetében altaldban nagyobb pontossagot biztosit, ezaltal az eredmény hiba-
szorasa kisebb (WANG et al., 2010). Tovabb noveli a mddszer versenyképességét, hogy
a mintak bevizsgalasa kevesebb 1ddt igényel, az igy megnovelt mintakapacitdsnak ko-
szOnhetden pedig a kiilonbozé méretli és pigment dominanciaju csoportok valtozésa
nagyobb 1d6- vagy térbeli felbontasban tanulmanyozhato6.

A Balaton planktonikus alga (fitoplankton) kdzosségeinek kutatasa tobb évtizedes
multra tekint vissza, 0sszetételbeli valtozasuk vizsgalata hagyomanyos forditott, illetve
epifluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokon alapul. A fajszinti meghatarozas a
fitoplankton kutatdsanak nélkiilozhetetlen része, azonban az aramlasi citometria alkal-
mazasaval, elonyeit kiakndzva, részletesebb képet nyerhetiink a kozdsséget alkotd cso-
portok id6- és térbeli variabilitasarol. A modszer alkalmazasanak eléfeltétele a mikrosz-
kopos vizsgalatokkal vald dsszevetés, validalas, ez teszi lehetévé a citométerrel beazo-
nosithatd csoportok rutinszerli elemzését, monitorozasat. Jelen kézirat célja elsdsorban a
két modszerrel nyert eredmények Osszevetése, illetve a fitoplankton diverzitas
citometriai paraméterckkel jellemezhet6 tér- és idébeli mintazatanak feltarasa.

Anyag és modszer

A mintavételek 2013-ban és 2014-ban torténtek kétheti/havi gyakorisaggal aprilistol
novemberig. A vizsgéalatok minden esetben frissen gytijtétt vizoszlop mintakbol tortén-
tek Partec CyFlow Space citométerrel. A vizmintaban 1év6 sejtek detektalasa 200 um
atmér6ji kapillarisban tortént, 1 ul/s aramlasi sebesség mellett, 830 ul mintatérfogat
felhasznalasaval. Kopenyfolyadékként a gyartd (Partec, jelenleg Sysmex) altal forgal-
mazott terméket hasznaltuk. Az alga sejtek gerjesztése 488 nm-es hullamhosszusagu
keék és 638 nm-es voros 1ézerrel, az sejtek detektalasa 4 kiilonb6z6 optikai csatornan
tortént. A miiszer FSC (forward scatter) detektora 4ltal mérhetd fényszorasi paramétert a
sejtméret becslésére hasznaltuk, mig a fluoreszcens detektalasi csatornak a kiilonb6zd
pigment dominanciaju sejtek elkiilonitését teszik lehetévé. Ennek megfeleléen az 575
nm-es detektalasi cstcsu FL2 csatorna a fikoeritrin tartalmt sejtek (egyes
cianobaktériumok ¢és a Cryptophyta divizid algai), az FL3 csatorna (675 nm) pedig a
klorofill vorés fluoreszcencidjanak koszonhetéen minden alga és cianobaktérium sejt
detektalasara alkalmas. Az FL2 és FL3 csatorndk a kék lézeres gerjesztés eredménye-
ként jelentkezd fluoreszcencia érzékelését szolgaljak, mig a vords 1ézeres gerjesztésbol
adodo voros fluoreszeens fény (675 nm) detektalasat szolgaldo FL4 csatorna a fikocianin
pigmentdominanciaji cianobaktériumok észlelésére alkalmas. Az igy nyert citometriai
adatokat FloMax 3.0 szoftverrel értékeltiik ki.

A citometriai és mikroszkoppal nyert abundancia értékek Osszehasonlitdsat az
autotrof pikoplankton (APP, d <2 um) esetében végeztiik el, els6sorban azért, mert ez a
méretkategoria, illetve az ide tartozé harom csoport (pikoeukariotak, fikocianinos és
fikoeritrines pikocianobaktériumok) citométerrel, mikroszkopos validalas nélkiil is
konnyen beazonosithatd, megszamlalhato. A mikroszkopos vizsgalatnal a kiilonb6zd
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pigmentdominanciaji csoportok mennyiségi meghatarozaséhoz Nikon Optiphot 2
epifluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk. A vizmintakbol 1-5 ml-t 0,45 um-es porus-
méretil fekete celluléz-acetat membranfilterre (Macherey-Nagel) sziirtiink, majd az igy
elkésziilt preparatumot glicerinbe agyazva 1000x-es nagyitdson vizsgaltuk. Digitalis
kameréaval minden preparatum esetében 10 1atotérrdl késziilt felvétel, melyek kiértékelé-
sébdl becsiiltilk a mintdk APP abundancidjat és Osszetételét. A harom eltérd pigment
Osszetételli csoport elkiilonitése kékesibolya és zold gerjesztéfény segitségével tortént
(MACISAAC & STOCKNER, 1993).

Eredmények és megbeszélésiik

Az 1. abran jol lathato, hogy a klorofill fluoreszcencidjaval korrelalé FL3 és a
fikocianin fluoreszcenciajat detektaldo FL4 csatorna kivaldéan alkalmas harom nagyobb,
eltéré pigment dominanciaju fitoplankton csoport elkiilonitésére, mennyiségi meghata-
rozasara. A detektalt sejtek FL3 és FL4 paramétereit abrazold szérasdiagramokon az
eukaridta algdk, valamint a fikocianinos és fikoeritrines cianobaktériumok kiilonallo
savokban jelentkeznek. A kapott adatokbdl a Balaton nyugat-kelet irdnyt trofitasi gra-
diensébdl adodo, dsszetételbeli eltérések is megmutatkoznak. Mig a mezo-eutrof Keszt-
helyi-medencében 2013 juliusaban a cianobaktériumokon beliil a fikocianinos fajok
dominaltak (1.a abra), addig az oligo-mezotr6f Siofoki-medence keleti csiicskében (Ba-
latonfiizfénél, 1.b abra) a fikoeritrines taxonok abundanciaja volt magasabb.
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1. abra. A fitoplankton citomteriai szoérasdiagramja Keszthelynél (a) és Balatonfiizfonél
(b) 2013. julius 23-an. FL3 (optikai csatorna): kék 1ézeres (488 nm) gerjesztésbdl adodo
voros fluoreszcencia relativ intenzitasa; F L4 (optikai csatorna): voros lézeres (635 nm)
gerjesztésbdl adodod vords fluoreszcencia relativ intenzitdsa. Z6ld pontfelhd: eukariota
algak; kék pontfeld: fikocianinos cianobaktériumok, vords pontfelhd: fikoeritrines
cianobaktériumok.

2014-ben kiterjedtebb, nagyobb térbeli lefedettségli mintavételekre nyilt lehetdsé-
giink, marciustdl novemberig a rendszeres kettd (Tihany és Keszthely) helyett 6t minta-
vételi ponton (Balatonflizfénél, Zankanal és Szigligetnél is) torténtek gytjtések, kéthe-
ti/havi gyakorisaggal. A citométer fényszorasi (FSC) paramétere és a fluoreszcens csa-
tornak alapjan szétvalasztott autotrof pikoplankton csoportok abundanciajanak valtozasa
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igy mind szezonalisan, mind a t6 hossztengelye mentén nyomon kdvethetd (2.a, 2.b
abra).

Az oligo-mezotrof Siofoki-medence (Balatonflizf6, Tihany) és a mezo-eutro6f
Keszthelyi-medence (Zanka, Szigliget, Keszthely) kozott eltéré APP mintazatot figyel-
tiink meg. Pikoeukariotak els6sorban a tavaszi idészakban fordultak eld nagyobb meny-
nyiségben, nydron abundancidjuk nagy mértékben lecsokkent, majd az 6sz folyaman
ismét novekvo tendenciat mutatott. A Sidfoki-medencében tavaszi el6fordulasukat ket-
tds csucs, egy kora marciusi és egy mérsékeltebb majusi maximum jellemezte, mennyi-
ségiik 307 és 8500 sejt ml™ kozott valtozott (2.a abra). Ettdl eltéréen a to nyugati felé-
ben csak a majusi csucs volt megfigyelhetd, de egész éves szinten a legnagyobb értéket
januarban, Keszthelynél talaltuk (2.b dabra). Itt az abundancia is 0sszességében nagyobb
volt, mint a t keleti felében (320-18200 sejt ml™).
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2.a abra. A autotr6f pikoplankton abuncanciajanak szezonalis valtozasa 2014-ben a
Balatonban Balatonfiizfénél és Tihanynal. FE: fikoeritrines pikocianobaktériumok; FC:
fikocianinos pikocianobaktériumok; EUK: pikoeukariotak.
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2.b abra. A autotrof pikoplankton abuncancidjanak szezonalis valtozasa 2014-ben a

Balatonban

Zankanal,  Szigligetnél ¢és  Keszthelynél.

FE:

fikoeritrines

pikocianobaktériumok; FC: fikocianinos pikocianobaktériumok; EUK: pikoeukariotak.
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Citométeres sejtszam (1000 sejt/ml)
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A pikocianobaktériumok két aspektusbdl is kiilonbozd képet mutattak a Balaton ke-
leti és nyugati felében. Egyrészt, mennyiségiik a Sidfoki-medencében Osszességében
kisebb volt, mint a hdrom nyugatabbra talalhaté mintavételi ponton, igy mig Balaton-
flizfonél maximum abundanciajuk 67200 sejt ml™? volt (fikocianinos ¢és fikoeritrines
egylittesen), Keszthelynél ez az érték megkozelitette 300000 sejt ml™-t. Ezen talmenden
a két csoport aranya is valtozott a t6 hossztengelye mentén. A Siofoki-medencében alta-
laban a fikoeritrines formak volt talsulyban, bar Balatonflizfénél augusztus-szeptember
tajan az arany a fikocianinosok javara fordult. Erdekes jelenség, hogy a fikoeritrinesek
Tihanynal észlelt majusi és szeptemberi csucsa Balatonflizfén egy honapos késéssel,
janiusban és oktoberben volt megfigyelhet6 (2.a abra).
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3. abra. Az autotrof pikoplankton harom eltéré pigmentdominanciaji csoportjanak mik-
roszkoppal szamlalt és citométerrel detektalt abundancidja a 2014-ben gyiijtott balatoni
vizmintakban.
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Zankatol Keszthelyig a fikocianinos pikocianobaktériumok dominanciaja keriilt fo-
kozatosan el6térbe, ezzel parhuzamosan a fiokeritrines formak, kiilonésen nyaron, hat-
térbe szorultak (2.b abra). Ez az osszetétel elsdsorban Szigligetnél és Keszthelynél volt
jellemz0, leginkabb a julius elejétdl szeptember kozepéig tartd idészakban. Ennek meg-
feleléen a fikocianinos csoport majus végi és augusztus-szeptemberi abundancia maxi-
mumainak értéke a Zankan jellemzd 55-65 ezer sejt ml™-rél Keszthelyig 190-200 ezer
sejt ml™-re nétt. A véltozas a fikoeritrines cianobaktériumok szeptember-oktoberi csii-
csa esetében is tetten érhetd volt: mennyiségiik Zankan mar augusztusban jelentés gya-
rapodast mutatott, mig Szigligeten mindez csak szeptemberben kdvetkezett be, Keszthe-
lyen pedig jalius kozepétél kezdédéen minden idOpontban viszonylag alacsony
abundanciat (6290-22145 sejt ml™) talaltunk.

A Balatoni vizmintak aramlasi citometriai vizsgalata alapjan megallapithatjuk, hogy
a mddszer alkalmasnak bizonyult a t6 trofitasi gradiensébdl adddoé fitoplankton Osszeté-
telbeli eltérések, a tér- és idobeli mintazat feltardsara. Az APP vizsgalt csoportjainak
Osszetétele egyezik VOROS et al. (2009) epifluoreszcens mikroszkopos megfigyelései-
vel, miszerint a fikoeritrines pikocianobaktériumok elsésorban a mezotr6f Siofoki-
medence, a fikocianinos formak a t6 magasabb trofitast nyugati felének nyari kozossé-
gében jellemzdk, mig a pikoeukaridtdk a téli idészak dominans APP szervezetei. A
citometriai és mikroszkopos sejtszamlalassal nyert adatok dsszevetésébodl ugyanakkor az
deriil ki, hogy a modszer balatoni fitoplankton vizsgalatra torténd alkalmazésa tovabbi
finomitast igényel (3. abra). A két modszerrel mért adatparok mindharom APP csoport-
ra nézve szignifikans korrelaciot mutattak, bar kimondottan szoros 0sszefiiggést csak a
fikocianinos pikocianobaktériumok esetében talaltunk (r = 0,93, p < 0,005).
Fikoeritrines pikocianobaktériumokra a Pearson-féle korrelacios egyiitthatd 0,64 (p <
0,005), pikoeukariotakra 0,63 volt (p < 0,05). A kapott abundancia értékekben is Kii-
16nbségek mutatkoztak, mikroszkoppal rendszerint nagyobb abundanciit kaptunk,
ugyanakkor egyes idépontokban a kimondottan alacsony (1000-2000 sejt ml™ alatti)
pikoeukaridta sejtszam csak citométerrel volt detektalhato.

A tapasztalt eltéréseket tobb tényezd is okozhatta, ilyen példaul a mintavétel és a
mérés kozott eltelt idd. Kiilondsen nyaron, a begylijtott vizmintdk Osszetétele, az
abundanciaviszonyok, vagy a sejtek pigmenttartalma révid id6 alatt is modosulhatnak,
példaul a megvaltozott fényviszonyok vagy a hdmérséklet emelkedése miatt. Tovabbi
problémat jelenthet, hogy az esetenként Osszetapadd, de valdjaban egysejtii
pikocianobaktériumokat vagy pikoeukariotakat az 4aramlasi citométer egyetlen
partikulumként detektalja, mig mikroszkopos vizsgélatndl ez a veszély nem 4ll fenn.
Ezzel szemben mikroszkdpos szamlalasnal altaldban abbol adodhatnak mennyiségi f61¢-
vagy aldbecslések, ha a sejtek eloszlasa a filteren heterogén, melynek kovetkeztében a
kivalasztott latomezdkben meghatarozott, majd extrapolalt sejtszdmok nem tekinthetok
reprezentativnak. Mivel az aramlasi citométerekkel detektalt fényszoras (FSC csatorna)
mértéke a partikulumok méretével aranyos, a sejtek dsszetapadasabol adodo hiba jelen-
t0s mértékben csokkenthetd, ha az abundanciat az FSC értékek ismeretében 6ssztérfo-
gattd vagy biomasszava konvertaljuk.

A munkankban kimutatott mérési pontatlansagok ellenére az aramlasi citometria al-
kalmazasaban oriasi kutatasi potencial rejlik, melyet a t¢émdban megjelent uttdrd példak
is igazolnak. Ide sorolhaté tobbek kozott HUNTER-CEVERA et al. (2016) munkaja is,
melyben 13 év 6ras felbontasu citometriai adatsorat felhaszndlva tartak fel egy tengeri
Synechococcus kozosség tavaszi felszaporodasa mogott rejlé fizioldgiai és Okologiai
tényezoket. Osszességében kijelenthetd, hogy a modszer tovabbfejlesztésével, a poten-
cidlisan felmeriild hibak kikiiszobolésével az aramlasi citometria hatékony eszkozzé
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valhat hazai vizeink, tobbek kozott a Balaton alga Osszetételének, dinamikajanak, valodi
tér- és idobeli variabilitasanak feltarasaban.

Koszonetnyilvanitas

A szerzok koszonettel tartoznak Németh Balazsnak, Szabo Timeanak és Dobos Géza-
nak a mintavétel soran nyujtott segitségiikért.
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