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1. Bevezetés, célkitiizések

Az ¢l6lények szamos olyan terhelésnek vannak kitéve kdrnyezetiikben, melyek
aktivitasukat, fejlédési folyamataikat, lehetdségeiket korlatozzak. Ezeket a terheléseket
egyrészt természetes abiotikus, masrészt biotikus, mig harmadrészt antropogén eredetli
(pl. nehézfémek) tényezOk valtjdk ki. Mindezek a hatdsok - Osszefoglalo néven a
stresszorok - olyan rovid és hosszl tdva valaszokat valtanak ki a szervezetekben,
amelyek 1étrehozzak az egyed ¢életében tilélést biztositd akklimaciot €s akklimatizaciot;
a tobb nemzedék soran kialakuld tartos ellenalld képességet, adaptaciot, €s ennek
eredményeként a rezisztenciat.

A kiilonboz6 stresszorok altal kivaltott stresszvalaszok egyes esetekben teljesen
specifikusak mas esetekben altalanos valaszok kovetkeznek be. Figyelembe véve, hogy
a novények esetében egy-egy generdcid viszonylag hosszu életli, valamint tobbségiik
helyhez kotott, az akkliméacio szerepe rendkiviil fontosnak tlinik.

Mind a talaj, mind pedig a felszini és felszin alatti vizek szennyezésében komoly
gondot okoznak az oldhaté nehézfém ionok ¢és ezek kiilonbozd szervetlen
komponensekkel képzett komplex vegyiiletei. Az ipar altal kibocsatott nehézfém
szennyezoket részletesen elemezték makro-, illetve mikrodkologiai szempontok alapjan,
kevésbé ismertek azonban a nehézfém ionok 4&ltal okozott molekularis
hatdsmechanizmusok. A vizekben eléforduld szennyezd agensek elssorban az algak és
mas mikroorganizmusok ¢életmiikddését befolyasoljak, bar a jol detektalhatod
karosodasokat gyakran csak 0sszetettebb szervezetekben vessziik észre.

Nehézfém okozta stresszek esetében jellegzetes valtozasok Iépnek fel a
fotoszintetizalo €l6lényekben (plazmamembran-karosodasok, oxigéngyokok képzddése,
szabad fémionok jelennek meg a citoszolban, tapanyagfelvételi-, vizhaztartasbeli-,
fotoszintetikus zavarok, novekedésgatlas, csokkent virag- és magképzddés), melyek egy
része kozvetlen, mig masik résziik kozvetett hatasokra vezethetd vissza.

Kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy egy lokalisan, a kornyezetbe
gyakran nagy mennyiségben kikeriild toxikus nehézfém - a krom - milyen modon és
milyen mértékben befolyasolja egy jol ismert zoldalga faj - a Chlorella pyrenoidosa -
egyes anyagcsere folyamatait. Vizsgélatainkhoz a kromot vélasztottuk, mert az
¢lélényekre gyakorolt hatdsainak molekuldris mechanizmusa kevéssé ismert, feltarasa
jelenleg is folyamatban van. Az algdk felhasznalasaval ujabb lehetdségek kinalkoznak
mind az indikacié, mind pedig az akkumuldcid és elimindcid folyamataban. A
kiilonboz6 algafajok gyakran nagy mennyiségben képesek felhalmozni nehézfémeket.
Ezeknek a nehézfémeknek a felvétele és megkotése kozben gyakran olyan
redoxfolyamatok jatszodnak le benniik, amelyek az adott fémiont kevésbé oldhato,
¢él6lények szamara kevésbé hozzaférhetd formaba alakitjdk at. Vizsgalataink kozvetett
modon vélaszt keresnek arra is, hogy egy - nehézfémekkel szennyezett - vizes éldhely
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Munkank soran a Cr(VI) hatasat vizsgaltuk a Chlorella pyrenoidosa zoldalga
szaporoddsara ¢és a nehézfém-stresszekre jellemzd, fontosabb anyagcsere folyamataira.

Fo célkitiizéseink a kovetkezOk voltak:

- Milyen moddon befolyasolja a Cr(VI) a Chlorella pyrenoidosa zoéldalga
szaporodasat, novekedését és biomasszajanak valtozasat?

- Képesek-e a zoldalga sejtek akkumulalni a kromot, illetve milyen ennek a sejten
beliili megoszlasa? Milyen tendenciaju valtozasok torténnek a sejtek mikroelem-
Osszetételében Cr(VI) kezelés hatasara?

- Hogyan valtozik meg a sejtek fotoszintetikus pigment dsszetétele, ill. mintazata,
valamint az 0sszes aminosav ¢és kiilondsen a stresszfiziologiai szempontbol
jelentds prolin tartalma Cr(VI) kezelés hatasara?

- Milyen mértékben valtozik a fotoszintézis hatékonysaga? Kozvetlen, vagy
kozvetett hatdsokra vezethetOk-e vissza ezek a valtozasok, illetve milyen
valtozasok kovetkeznek be a szénhidrat-anyageserében €és milyen metabolikus,
enzimatikus kdvetkezmények tapasztalhatok?

- Hogyan valtozik a nehézfém terhelések hatasdra varhatdéan fellépd oxidativ
stresszt kontrollalé oxidoreduktazok - kataladz, peroxidazok - aktivitasa?

- Jelennek-e meg specialis nehézfém kotd proteinek (fitokelatinok), illetve
indukdlodnak-e a szintézisiikhoz sziikséges enzimek Cr(VI) terhelés hatdsara?

2. Anyag és modszer
2.1. Algatenyészet-algatenyésztés

Vizsgalatainkhoz Chlorella pyrenoidosa (IAM—128) zoldalgat hasznaltunk a
Tokidi Egyetem Mikrobioldgiai Tanszékének gylijteményébdl. Az algasejteket
modositott C-30 neveld oldatban tenyésztettiik.

2.2. Algatenyészet Cr(III) és Cr(VI) — ionnal torténo kezelése

Cr(III)-ként Cr(SO4)s-ot, mig Cr(VI) vegyliletként Na-dikroméatot (NayCr,O7)
hasznaltunk.

2.3. Az algasejtek szaporodasanak vizsgalata

Kétféle modon tortént, kozvetlen sejtszdmlalassal (citométerrel), valamint
fotometris uton.



2.4. Algasejtek frakcionalasa és elemosszetételének meghatarozasa

Az algasejtek feldolgozéasa soran négy frakciot gyiijtottiink (Okamura és Aoyama
1994.) Ep, teljes sejtek (1. minta), a sejtfal frakcio (2. minta). A French Press roncsolas
utani feliiluszot ujra centrifugéltuk és az igy kapott iiledék (3. minta) mint membran —,
mig a feliiluszo, mint citoplazmatikus frakcid (4. minta).

A feliiluszok viztartalmat elparologtattuk, majd a mintakat 24 oran keresztiil
kezeltiik koncentralt HNO; és 30%-0s H,O, (6:1 V/V ardny) elegyében. Az igy kapott
mintakat szdrazra paroltuk, majd a maradékot ujraoldottuk 5 ml 2N HNOjs oldatban.

Az elemosszetételt  Spectroflame  tipust  induktivan  kapcsolt plazma
atomemisszids spektrofotométerrel (ICP-AES) (Spectro Gmbh Kleve, Németorszag)
mértiik a kovetkez6 paraméterekkel: plazma gaz 1,6 dm’min”', nebulizalé gaz 0,6 dm’
min'l, hiitégaz 15 dm’ min'l, gerjesztés 27 MHz, 1,05 kW keresztaramti nebulizer
(Horcsik et al. 2006).

2.5. Fotoszintetikus pigment vizsgalatok
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modszerével hatdroztuk meg. A kiilonbozd fotoszintetikus  pigmenteket és
szarmazékaikat HPLC technikéval vizsgaltuk. A pigmenteket kloroform-aceton-
izopropil alkohol (2:1:1 V/V) elegyével vontuk ki 4°C-on (Simon et al. 1988, 1989).

2.6. Aminosav analizis

A szabad aminosavakat a mintakbol 7%-os triklor-ecetsavval, razatassal
extrahaltuk két ordn keresztil. 200 mg frissen centrifugalt algatomeghez 2 ml
extrahdloszert hasznaltunk. Ezutan szlirdpapiron és membransziirén atsziirtiik (Sartorius
0.45 pm). Az analizist a folyadékfazisbol végeztiik.

Az aminosav tartalmat ioncseréld folyadékkromatografidval hataroztuk meg
BIOTRONIC LC 3000-tipusit (Németorszag) aminosav analizator segitségével. A
kromatografids paraméterek: BTC 2410 kationcseréld toltet (125 x 4 mm),
reaktorhdmérséklet: 135°C, eluens aramlasi sebessége: 0,20 ml/perc, ninhidrin dramlasi
sebessége: 0,20 ml perc”, detektalas: 570 és 440 nm, minta térfogata: 20 pl, Biotronic
4—pufferrendszer (A,B,C,D) (Galiba et al. 1992).

2.7. Fotoszintézis vizsgalatok

Az oxigénfejlédés sebességét Clark-tipusti oxigén elektroddal (Hansatech, Kings
Lynn, England) mértiik a nevel8kozegben, 10-20 pg dm™ klorofill koncentracioju intakt
alga sejteken, 25°C-ra termosztalt mintatartoban, telitési fényintenzitdson, fehér
fényben. A PS II aktivitasat 500 uM fenil-p-benzokinon jelenlétében vizsgaltuk.

A klorofill fluoreszcencia indukcidt és paramétereket szobahdmérsékleten PAM-
2000 tipust klorofill-fluorométerrel (Heinz Walz Gmbh, Effeltrich, Németorszag)



vizsgaltuk, illetve hataroztuk meg. A sotétadaptalt mintdk Fy értékét 5-30 perc
sOtétadaptalas utan, gyenge 1.6 kHz-cel modulalt voros fénnyel mértiikk. Az F, értéket
6000 umol m™s™ telitési fehér fényimpulzussal hataroztuk meg. A PSII maximalis
fotokémiai hatékonysagat az F,/F,, ardnnyal jellemeztiik (ahol F,=F,-F)

A fényakkliméalt mintdk klorofill  fluoreszcencia  paramétereinek a
meghatarozasahoz a nevel6fénnyel azonos 50 pmol m™s™ aktinikus fénnyel vilagitottuk
meg a mintat 5 percig, az F( szint meghatarozéasat kovetden. Méréseink soran az Fo, Fy,,
Fy/Fu és F/Fy értékeket vizsgaltuk.

2.8. Szénhidrat-anyagcsere szabalyozassal kapcsolatos mérések

A Chlorella pyrenoidosa sejteket mostuk, majd az algaszuszpenzidt az adott
enzimnek megfeleld puffer és kvarchomok segitségével feltartuk, a szuszpenziot
centrifugaltuk, a feliiliszot polietilén-glikollal (PEG) frakcionaltuk, majd az igy kapott
oldatokat hasznaltuk az enzimaktivitas mérésekhez.

A HPLC-s cukormeghatdrozashoz a PEG-gel még nem kezelt kivonatot
hasznaltuk: Sarasep Polymer H oszlopon, Shodex RI refraktiv index detektorral. Az
adatok kiértekelése Chromeleon kromatografias szoftverrel tortént, a kalibralast maltoz
standardokkal végeztiik.

A keményité meghatarozast Rose moddszerével végeztiik (Rose et al. 1991). A
foszfofruktokindz  (tovabbiakban PFK) ¢és a  pirofoszfat-fruktoz-6-foszfat-1-
foszfotranszferaz részleges tisztitdsdhoz a lemért algatomeget pufferben (Tris-HCI 50
mM, pH 7,0, 10 % glicerin, | mM EDTA, 28 mM B-merkaptoetanol, 5 mM MgCl,, 5
mM Pi) 1:1 ardnyban feltartuk. A centrifugalds utdn kapott nyers kivonatot
polietilénglikollal (PEG 6000) frakcionaltuk. Az igy kapott részlegesen tisztitott
enzimeket hasznaltuk az aktivitdsok méréséhez, melyeket Kiss és munkatarsai (1989)
szerint végeztiink.

A frukt6z-1,6-biszfoszfataz részleges tisztitdsahoz a lemért algatomeget pufferben
1:1 aranyban feltartuk. A centrifugdlas utdn kapott nyers kivonatot PEG 6000
hozzaadasaval frakcionaltuk. A 13-25% PEG 6000 telités kozott kicsapodott anyagot
centrifugdlds utdn minimalis térfogat pufferben visszaoldottuk. Az igy kapott
részlegesen tisztitott enzimet haszndltuk az enzimaktivitds mérésekhez. Az enzim
aktivitdsat kapcsolt enzimreakcidval hatdroztuk meg. A reakcid eldrehaladasat a 340
nm-en mért abszorpcidvaltozas alapjan kovettiik nyomon (Perkin-Elmer A2).

2.9. A peroxidaz és a katalaz aktivitasok mérése

A 0,2 gnyi algatomeget izoldldo pufferben kvarchomokkal eldérzsoltiink.
Centrifugalas utan a feliilusz6t hasznaltuk az enzimaktivitds mérésekhez. Az
enzimaktivitasokat spektrofotometrias modszerrel mértiik.



Guajakol peroxidaz mérésnél a reakciok elérehaladasat 480 nm-en kdovettiik
nyomon, szubsztratként guajakolt hasznaltunk (Simon et al. 1989).

Aszkorbat-peroxiddz mérésnél a reakcid elérehaladasat 290 nm-en torténd
méréssel kovettiik nyomon, szubsztratként aszkorbinsavat hasznéaltunk (Janda et al.
2000).

Katalaz mérésnél a reakcié elérehaladasat 240 nm-en torténd méréssel kovettiik
nyomon.

2.10. Fitokelatin szintaz (PC szintaz) enzimaktivitas mérés

PC szintdz enzimaktivitas méréséhez 0,2 g algatomeget kvarchomokkal
kivonopuffer segitségével eldorzsoltink majd a mintdkat centrifugaltuk. Az
enzimaktivitds mérés¢hez a feliiluszot hasznaltuk. A reakcioelegy (200 mM Tris-HCI
puffert (pH 8,5); 0,5 mM CdCl,; 10 mM B-merkaptoetanolt; 10 mM glutationt és 0,2 ml
novényi kivonatot tartalmazott, 0,3 ml végtérfogatban) egy oran keresztiil inkubaltuk
37°C-on, majd 0,03 ml 50 %-os szulfoszalicilsavval allitottuk le a reakciot.
Kontrollmintankat 0 idépontban, inkubalds nélkiil allitottuk le. A proteinek kicsapasat
jégen végeztik, 10 percig. A HPLC-s vizsgalat elott a kicsapott mintakat centrifugaltuk,
méréshez a feliiluszot hasznaltuk. A fitokelatinokat Li Crospher 100 (250%4 mm) RP18
(5pum) (Merck, Darmstadt, Németorszag) oszlopon valasztottuk el, szobahdmérsékleten.
Az oszlop utan DTNB-vel termékeket képeztiink, amelyeket 410 nm-en detektaltuk
UV/VIS detektorral. Az eredményeket glutation egyenértékben adtuk meg nmol-ban
(Chen et al. 1997).

A fehérje-tartalom meghatarozasa Bradford modszerével tortént (Bradford 1976).

3. Uj tudomanyos eredmények

A dolgozatban egy toxikus nehézfém ion, a Cr(VI) - Cr(Ill) mellett - hatasat
vizsgaltuk a Chlorella pyrenoidosa zoldalga néhany anyagcsere folyamatara. A
Chlorella pyrenoidosa kedvelt és gyakori tesztorganizmusa a biokémiai ¢és
stresszbiologiai kisérleteknek, mivel fotoszintetikus appardtusa hasonld a hajtasos
novényekéhez, szaporodasa ugyanakkor gyors. A vele végzett kisérletek emiatt nagy
szamban ¢és ismétlésben végezhetdk el, jol reprodukélhatok és ellendrizhetdek.

3.1. A Cr(VI) hatasa a Chorella pyrenoidosa szaporodasara

A Cr(IIT) nem okozott 1ényeges valtozast egyik vizsgalt novekedési paraméterben
sem. A Cr(VI) hatasara azonban minden vizsgalt paraméter esetében jelentds valtozas
kovetkezett be. Az ECsg érték 2 mg dm>-nek adodott, ami fotoszintetizald szervezetek
esetében magas értéknek szamit.



3.2. Mikroelem o6sszetétel, krom akkumulacio

A mérések sordn 21 elem mennyiségét hatdroztuk meg a teljes sejtben.
Vizsgalataink arra utalnak, hogy a névekvd Cr(VI) kezeléssel parhuzamosan a Na, P,
Fe, és Mg mennyisége csokken, a Ca és Cr mennyisége novekszik, mig a S esetében 5
mg dm™ Cr(VI) koncentriciéig novekedést, ettél magasabb kezelési koncentracidk
esetében csokkenést tapasztalunk. A vizsgélt elemek mindegyike elsdsorban a sejtfal
frakcidban lokalizalédott, mig a membran és oldhatd frakciok koézott a megoszlas
azonos nagysagrendii volt.

3.3. Fotoszintetikus pigmentek és a szabad aminosavak mennyiségének valtozasa
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kezelést kovetden. Az a-karotin mennyisége csokken, a B-karotin mennyisége nd, a
Cr(VI) stressz kovetkezményeként a B/a-karotin arany a dupldjara emelkedik. Az 6sszes
szabad aminosav mennyisége 5 mg dm> Cr(VI) kezelési koncentracioig novekszik,
ezutan csokkend tendenciat mutat. A stresszfizioldgiai szempontbol fontos prolin
mennyisége 5 mg dm™ koncentracioig novekszik a 72 6ras kezelés alatt, hasonldan az
Osszes szabad aminosav mennyiségéhez.

3.4. Oxidativ stressz kivédésében fontos szerepet jatszo oxidoreduktazok
aktivitasanak valtozasa

A guajakol peroxiddz esetében az eldzetes kisérleteink alapjan a kezelés
magasabb koncentracioknal mar az elsé nap végén eléri a maximumot, majd onnan
csokkenést mutat. Az aszkorbinsav peroxidaz aktivitaisa 0,1 mg dm> Cr(VI)
koncentracional nem mutatott eltérést a kontrollhoz képest, a tobbi kezelénél az
enzimaktivitasok mar az elsd nap végére elértek maximumukat, majd csokkenni
kezdenek. A kataldz aktivitasaban beélld valtozasok némileg eltérd képet mutatnak. Az
alacsonyabb ¢és a legmagasabb koncentraciok esetében az enzim aktivitasa csokkent, 1-
10 mg dm™ koncentracidk esetében pedig ndvekedett.

3.5. Fitokelatin szintaz aktivitasanak valtozasai

A vizsgalatok soran eldszor mi mutattunk ki fitokelatin szintdz aktivitast
fotoszintetizalo szervezetben Cr(VI) kezelés hatasdra. Az enzim aktivitisa mar a
legalacsonyabb koncentracidban is megemelkedett, aktivitdsanak maximumat az elsé
nap végére érte el, ezutan csokkend tendenciat tapasztalhattunk.



3.6. Fotoszintetikus aktivitasban beallo valtozasok

crer

lényeges eltérés a mintdk Fy és Fy, értékei kozott, magasabb koncentracidk iranyaban az
Fo értéke emelkedik. Ez a hatds a sejtek PS II pigmenttartalmdnak csokkenésével
hozhat6 kapcsolatba. Ezzel ellentétes irdnyban valtoznak meg a kezelt sejtek F,, értékei,
PS II és a tilakoidstruktira megvaltozdsara utalhatnak. Az F,/F, értéke novekvd
kezelési koncentracidval folyamatosan csdkken. Az F/Fy értékekben beallt valtozasok
is a fotoszintézis hatékonysaganak csokkenését mutatjdk. A fejlodott oxigén
mennyisége csokken az id6 és a Cr(VI) koncentracio fliggvényében. Fenil-p-benzokinon
jelenlétében - ami a PS II mesterséges elektronakceptora - a csokkenés lassabban
kovetkezik be, ami arra utal, hogy a fotoszintézis elsddlegesen a PS II mogott gatolt.

3.7. Szénhidrat anyagcsere

A keményitd mennyisége csokken a ndvekvd Cr(VI) koncentracidval, a mono- és
diszaharidok esetében a csokkenés csak a magasabb koncentracioknal kdvetkezik be. A
glikolitikus irdnyu folyamatok kataliziséért felelds PFK és PFP enzimek aktivitidsaban
nem tapasztaltunk jelentds valtozédst, mig a glikoneogenetikus folyamatot katalizalod
FBP-4z aktivitasa csokken.

3.8. Osszegzésként

Megallapithatjuk, a Chlorella pyrenoidosa képes felvenni a Cr(VI)-ot és
akkumulalni, bar a novekedési paramétereket csokkenti. Ugyan a Chlorella sejtek nem
tekinthet6k krom hiperakkumulédtornak, vizsgéaljuk, hogy milyen szerepet jatszhatnanak
koncentracioig a sejtek hatékonyan alkalmazzak a nehézfém stresszekkel szemben védd
mechanizmusokat, valamint képesek megkotni a kromot. Ett6l magasabb koncentraciok
azonban a sejtanyagcsere 0sszeomlasahoz vezetnek.
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1. Introduction and objectives

In our environment, living organisms are exposed to various constrains, which
limit their activity, development processes and other possibilities. These constrains are
resulted partly from abiotic and biotic factors and partly from antropogenous sources
such as heavy metal contamination. The aforementioned effects are known as stressors.
In living organisms, stressors produce short-term and long-term responses which
promote acclimation and acclimatization as well as adaptation and resistance.
Acclimation and acclimatization ensure the survival for the individuals, while
adaptation is a permanent capability of resistance, which develops for generations and
leads to the evolvement of resistance.

Different stressors may induce stress responses, which can be very specific or
general as well. Considering the relatively long lifetime of a plant generation and the
fixed life form of most plant species, role of acclimation seems to be remarkably
important.

Soluble heavy metal ions and their complex compounds with various inorganic
components cause serious problems through the contamination of both the soil and the
surface and subsurface waters. Macro- and micro-ecological analyses of industrial
heavy metal contaminants have been carried out particularly, however, their effects at
physiological/biochemical and molecular levels are not widely known. In waters,
contaminating agents primarily influence the life processes of algae and other
microorganisms, while mostly the environmental damages can be well detected in case
of more complicated organisms.

In photosynthesizing organisms, heavy metals may result in characteristic
modifications in physiological and biochemical processes (plasma membrane damages,
formation of oxygen radicals, appearance of free metal ions in cytosol, disorders of
nutrient uptake, water balance and photosynthesis, limited growth, reduced production
of flowers and seeds), which appear as a direct and/or indirect consequences of presence
of contaminants.

As chromium is a toxic heavy metal, which often gets to the environment in large
quantities, the aim of our researches was to determine its effects on certain metabolic
processes of a well known species of green algae (Chlorella pyrenoidosa). Chromium
was selected for analysis because molecular mechanisms of its effects on living
organisms are not widely known, however these mechanisms are under investigation
presently as well. Use of algae provides new opportunities to reveal the processes of
indication, accumulation, and elimination. Various species of algae are often able to
accumulate large amount of heavy metals. In algae, the uptake and fixation of these
heavy metals usually lead to redox processes, which transform a given heavy metal ion
into a less soluble form. Additionally, this form of heavy metal is less effective for
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living organisms. Indirectly, our study examines the possibilities of using of green algae
in the restoration of a heavy metal contaminated wetland.

During our studies, we examined the effects of Cr (VI) on the reproduction of
Chlorella pyrenoidosa green algae species. Furthermore, alteration of main metabolic
processes characterizing the heavy metal stress were also investigated.

- How does Cr(VI) influence the reproduction, growth and biomass changes of
Chlorella pyrenoidosa green algae species?

- Are green algal cells able to accumulate chromium? What distribution of
chromium can be observed within a cell? What are the tendencies of changes in
the micro-element composition of cells under the influence of Cr(VI)
treatments?

- What changes can be observed in the composition and pattern of photosynthetic
pigments and total amino acid content (with especial regard to stress-
physiologically important prolin) of cells under the influence of Cr (VI)
treatments?

- What changes occur in the extent of photosynthetic effectiveness? Are these
modifications caused by direct or indirect effects? What changes occur in
carbohydrate metabolism? What are the metabolic and enzymatic consequences?

- What changes can be observed in the activities of oxidoreductases (catalase,
peroxidases), which control the prospective oxidative stress after heavy metal
treatments?

- Under the influence of Cr(VI) treatment, can we find special heavy metal
binding proteins (phytochelatins) or can we experience the induction of enzymes
which are necessary to their synthesis?

2. Materials and Methods

2.1. Algal cultures

The algae used in this study were Chlorella pyrenoidosa (strain 1AM-C128)
obtained from the collection of the Institute of Applied Microbiology, University of
Tokyo (Japan). Chemicals were purchased from Sigma Chem. Co. (St. Louis, USA),
and Serva Fine Biochem. Gmbh. (Heidelberg, Germany).

Algae were maintained on agar. Cells were grown in sterile tubes containing
synthetic media modified C-30. Cultures were aerated by filtered air bubbled with 5%
CO, which served as a carbon source and stabilized the algal suspension homogeneity
and pH at 7.2. Cells were permanently illuminated with white fluorescent light (18 Wm’
%) and were kept at 25°C during the growing period.
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2.2. Treatment of algae with chromium compounds

Potassium dichromate was used as hexavalent chromium. The cultures were
grown for 3 in some case 4 days. When cultures reached approximately 1 x 10° cells ml”
"in the nutrient medium, algae were treated with 0.1 - 50 mg dm™ of chromium (VI).
We used K,Cr,O; as hexavalent and Cry(SOy4); as trivalent chromium. For each
experiment a control was also prepared of untreated Chlorella pyrenoidosa cells kept at
the same conditions. Algae were autotrophically propagated for 72 hours after
chromium treatments.

2.3. Analysis of growth rate

The growth rate of algae cultures was followed by indirect turbidometric assay
and direct count using hemocytometer.

2.4. Fractionation of algal cells and elemental analysis

For fractionation algal cells were harvested by centrifugation at 5000g x 10 min,
were washed twice with deionized water, centrifuged, and the weight of the cells was
determined. This type of sample was considered as whole cells (sample 1). These
prepared cells were disrupted using French press at 1500 kgf/cm’® three times. The
homogenate was centrifuged at 3000g % 20 min and the pellet was allowed to stand in 1
ml of 0.5 % sodium n-dodecyl sulphate (SDS) for 30 min. The homogenate with SDS
was centrifuged at 10000g x 20 min to remove the soluble component, and the pellet
was boiled in 80% ethanol for 20 min. The cell wall fraction was prepared by
centrifuging the ethanol boiled pellet at 10000g x 20 min (sample 2). The miscellaneous
fraction was prepared as the mixed supernatant after the treatment with SDS and ethanol
(sample 3). The homogenate was centrifuged 15000g x 45 min after disruption of cells.
The pellet was the membrane fraction (sample 4) and the supernatant was the soluble
fraction (cytoplasmic) (sample 5) (Okamura and Aoyama 1994).

The water of the supernatants was evaporated before digestion. Samples were
digested for a day in concentrated HNO; and 30% H,O;, mixture (6:1 v/v rate), and
dried. The mineralized residue was redissolved in 5 ml of 2N HNO; solution. The
elemental composition was measured by a Spectroflame-type inductively coupled
plasma atomic emission spectrophotometer (ICP-AES) (Spectro Gmbh Kleve,
Germany) with the following parameters: plasma gas 1.6 dm’min”', nebulizer gas 0.6
dm’min’', coolant gas 15 dm’min”', excitation 27 MHz, 1.05 kW cross flow nebulizer.
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2.5. Extraction of photosynthetic pigments of algae and their separation by
HPLC

When individual photosynthetic pigments were separated by HPLC technique
algae pigments were extracted with a mixture of chloroform — acetone — isopropyl
alcohol (2:1:1 v/v) at 4 °C, the analytical procedure was detailed formerly (Simon
1989).

2.6. Amino acid analysis

To determine free amino acid and proline content 200 mg fresh algae were shaken
in 2 ml of 7% trichloroacetic acid for two hours, then they were filtered through paper
filter and membrane filter (0.45 pm). The analysis was carried out using Biotronik LC
3000 amino acid analyzer (Galiba 1992).

2.7. Photosynthetic measurements

The rate of oxygen evolution of intact algal cells was measured by using a Clark-
type oxygen electrode (Hansatech, Kings Lynn, UK) at a chlorophyll concentration of
10-20 pg ml™ in a temperature controlled cell at a constant 25 °C in cultivation medium
at saturating light intensity. The PS II electron transport rate was measured in the
presence of 500 uM phenyl-p-benzoquinone.

The fluorescence induction was recorded and calculated at room temperature by
using PAM-2000 (Heinz Walz Gmbh, Effeltrich, Germany) chlorophyll fluorometer.
Prior to measurement the intact algal cells were dark adapted for 5-30 minutes. The
initial fluorescence level (Fy) was measured with a weak read measuring light at a
modulation frequency of 1.6 kHz. The maximal fluorescence (F,,) was obtained by a
saturating white light pulse with 0.4 s duration. After F, determination, Kautsky effect
was determined upon 5 s long actinic illumination at a photon flux density of 50 umol
m~ s equal to the cultivation light intensity. We investigated the Fo, Fin, Fy/Fp és Fin/Fo
parameters.

2.8. Assays of carbohydrate-metabolism

All procedures were carried out at 4 °C. Collected Chlorella pyrenoidosa cells
were suspended in isolation buffer and ground in mortar with sand. The extract was
centrifuged and fractionated by PEG 6000 (13-25%) and the resulting pellet were
redissolved and used in all enzyme activity examination.

For sugar determination the crude extract were used, without PEG fractionation,
by HPLC technique on Sarasep Polymer H column, by Shodex RI refractive detector.

Starch determination were carried out as described earlier (Rose et al. 1991).
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Phosphofructokinase és pyrophosphate dependent phosphofructokinase were
partially purified by PEG 6000 fractionation and measured by photometrically in a
coupling enzyme reaction (Kiss et al. 1989)

Fructose-1,6-bisphosphatase activity was also partially purified and assayed
spectrophotometrically by coupling the reaction to the reduction of NADP with
phosphoglucose isomerase and glucose-6-phosphate dehydrogenase and measuring the
change in 340 nm.

2.9. Assay of peroxidase and catalase activity

All procedures were carried out at 4 °C. Collected alga cells were suspended, in
isolation buffer and ground in a mortar with sand. The extract was centrifuged and the
resulting supernatant was used in all enzyme activity examination.

Guajacol peroxidase activity was meeasured, by recording changes in absorbance
at 480 nm. The brown colour developed due to the oxidation of guajacol as hydrogen
donor in the presence of H,O, was spectrophotometrically measured (Simon et al.
1989).

Ascorbate peroxidase activity was measured by recording changes in absorbance
at 290 nm, while catalase activity was measured at 240 nm (Janda et al 2000).

2.10. Phytochelatin synthase assay

All procedures were carried out at 4 °C. Collected alga cells were suspended, in
isolation buffer and ground in mortar with sand. The extract was centrifuged and the
resulting supernatant was used in all enzyme activity examination.

The reaction mixture (200 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5), 0.5 mM CdCl,, 10 mM
B-mercaptoethanol, 10 mM glutathion and 0.2 ml extract in 0.3 ml final volume) were
incubated for an hour at 37 °C, and were terminated by 0.03 ml 50% sulphosalicylic
acid. Control samples were terminated without incubation at 0 min. Proteins were
precipitated on ice, for 10 minutes. After centrifugation, the supernatants were assayed
by HPLC technique.

Phytochelatins were separated on Li Crospher 100 (250 x 4 mm) RP18 (5um)
(Merck Darmstadt, Germany). Thiol containing peptides were determined using
postcolumn derivatization with DTNB (Chen et al. 1997).

Protein amount was analysed according to Bradford (Bradford 1976.).

The results are the means of 3-5 replications for each treatment. Three
independent repetitions were performed for each experiment. The data were statistically
evaluated calculating the standard deviation, and by statistical analysis using Tukey’s b-
test.
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3. New scientific results

The dissertation examines the effects of toxic heavy metal ions Cr(VI) and Cr(III)
on certain metabolic processes of Chlorella pyrenoidosa green algae species. Since its
photosynthetic apparatus is similar to that of vascular plants, Chlorella pyrenoidosa is a
popular and common test organism of biochemical and stress-biological experiments;
however it can be described by a rapid reproduction. Consequently, it allows to perform
a large number of tests and repetitions. These test are easy to reproduce and control.

3.1. Effects of Cr(VI) on the reproduction of Chlorella pyrenoidosa

Cr(III) treatment did not result in important changes in neither parameters, while
in case of Cr(VI) treatments, there was significant modifications in all parameters.
Value of ECso was 2 mg dm™, which is considered to be high in case of photosynthetic
organisms.

3.2. The composition of micro-elements and the accumulation of chromium

Our measurements determined the amounts of 21 elements in the whole cell. The
results suggest that increasing of Cr(VI) treatment lead to the decrease of Na, P, Fe and
Mg concentrations and the increase of Ca and Cr content. Less than 5 mg dm™ Cr(VI)
concentrations resulted increasing S content, while higher Cr(VI) concentrations caused
decreasing S content. All of the examined elements were localized primarily in cell
wall, while distribution was the same between the membrane and the soluble fractions.

3.3. Changes in the amounts of photosynthetic pigments and free amino acids

Increasing concentrations of Cr(VI) treatments lead to decreasing chlorophyll
content. Amount of a-carotin decreases, while [B-carotin content increases. As a
consequence of Cr(VI)-stress, rate of p/a-carotin doubles. Less than 5 mg dm™ Cr(VI)
concentrations lead to increasing amounts of total free amino acids, which show
decreasing tendency when Cr(VI) concentrations exceed 5 mg dm™ . During 72 hours-
long treatments, amount of stress-physiologically important prolin increases to 5 mg
dm™ Cr(VI) concentrations, similarly to the total amount of free amino acids.

3.4. Changing activities of oxidoreductases as important factors of the protection
against oxidative stress

On the basis of our preliminary examinations with guajakol peroxidase, increasing
concentrations and periods of treatment lead to increasing enzyme activities. In case of
higher concentrations, enzyme activity reaches its maximum for the end of the first day,
while later it decreases. In case of 0.1 mg dm™ Cr(VI) concentrations, ascorbic acid
peroxidase activity did not differ from the control. In case of the other samples, enzyme
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activities reached their maximum for the end of the first day, and later they began to
decrease. Activity of catalase shows slightly different alterations. The lower and the
highest concentrations decreased this enzyme activity, while 1-10 mg dm™
concentration increased it.

3.5. Alterations in the activity of phytochelatine synthase

Phytochelatine synthase activity in photosynthetic organism under the influence
of Cr(VI) was firstly proved by our measurements. The lowest concentrations were
enough to increase the enzyme activity, which reached its maximum for the end of the
day and then it showed declining tendency.

3.6. Changes in the photosynthetic activity

In case of low (1 mg dm™) Cr(VI) concentrations, Fy and Fy, values of samples did
not show significant differences, but increasing concentrations led to increasing Fy
values. This can be explained by the declining amount of PS II pigments in cells.
Oppositely, F, values of treated cells decreased with the increasing concentrations.
These changes may suggest the modifications of PSII and the thylacoid structure. F,/Fp,
values decreases as treatment concentrations increases. Changes of F,/ Fy values also
point to the declining photosynthetic effectiveness. Amount of developed oxygen
decreases as a function of time and Cr(VI) concentration. In the presence of PpBQ,
which is an artificial electron acceptor of PSII, this declining process is slower
suggesting that photosynthesis is primarily limited behind the PS II.

3.7. Carbohydrate metabolism

Increasing Cr(VI) concentrations lead to decreasing amount of starch. Decreasing
concentrations of mono- and disaccharides were find only at higher Cr(VI)
concentrations. We did not find significant differences in the activities of PFK and PFP
enzymes, which are responsible for the glycolytic processes, while decreasing activity
was measured by FBP-ase, which catalyses the glyconeogenetic process.

In conclusion, we can establish that Chlorella pyrenoidosa is able to uptake and
accumulate the Cr(VI), however it changes growth parameters. In spite of the fact that
Chlorella cells can not be regarded as hyperaccumulators, we examine their possible
role in the phytoremediation of heavy metal contaminated waters. Cells have a
protecting mechanism against heavy metal stress, which is effective only when

3

concentration is below 10 mgdm™. Additionally, cells are also able to fix the

chromium, but higher concentrations lead to the collapse of cell metabolism.
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