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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

1.1. Bevezetés

Kiilonboz6 planktonikus algafajok adott viztérben vald egyiittélését szamos abiotikus
(fényviszonyok, tdpanyag-ellatottsadg, turbulencia, hdmérséklet, stb.) és biotikus (kiilonb6zo
interakcios kapcsolatok: predacid, allelopatia, stb.) tényez6 befolyasolhatja (Cloern 1976,
1978). Adott viztérben szezondlisan és napszakosan is valtozik az ott €16 algék fajszama, és az
ott 1év0 fajok egyedszama (Sommer 1994). Egy-egy faj jelenléte vagy hidnya szdmos
informaciot hordoz az adott viztérre vonatkozdan. A tobb éves periodust feloleld vizsgalatok
bizonyitjak, hogy mig egyes években bizonyos fajok nem, vagy csak kis egyedszammal
képviseltetik magukat, addig mas években tomegesen megjelenhetnek az adott viztérben
(Cloern 1976). Torténik mindez gy, hogy a viztér abiotikus tényezdéi szdmottevéen nem
kiilonboznek az el6zd években mért értékektol. Ilyen esetekben mindig tiizetesen meg kell
vizsgalni az esetleges biotikus tényezdket is, mint példaul a toxicitas, predacio, allelopatia,
konkurencia (Sukenik et al. 2002, Hedger et al. 2004).

A planktonikus algafajok ko6zotti interakcids kapcsolatok feltardsanak tobb lehetséges
modja van: (i) axenikus tenyészetek egyiittélésének tesztelése; (i1) axenikus tenyészet mas
axenikus tenyészet sejtkivonataval és/vagy exudadtumaval torténd kezelése; (iii) axenikus nem
toxikus, vagy toxikus tenyészet mas toxikus faj tisztitott toxinjaval torténd kezelése (Sommer
1994). Az igy kapott eredmények segitenek eldonteni, hogy allelopatiardl, konkurenciarol,
vagy toxicitasrol van-e sz6 a vizsgalt populaciok kozott.

Az egyiitt nevelt tenyészetekkel végzett kisérletek egyik nagy eldnye, hogy lehetové
teszi a kiilonbozé kornyezeti faktorokért (tapanyagforrasért, fényért) valdo versengés soran
1étrejovd interakcios kapcsolatok feltarasat két, vagy tobb, de meghatarozott szamui faj
egyedei kozott (Chu et al. 2007). A toxikus cianobaktériumok interakcios kapcsolatai mindig
is az érdeklédés kozéppontjaban alltak. Kevert tenyészetekkel végzett kisérletek soran
megfigyelték, hogy egyes M. aeruginosa tenyészetek esetében kompeticios elonyt jelentenek
az altaluk termelt extracellularis vegyiiletek (Lam és Silvester 1979), a tapanyag-dus
kornyezet (Takeya et al. 2004), a magasabb homérséklet (Chu et al. 2007) valamint a
megfeleld mennyiségben inokulalt sejtek szama (Béres et al. 2007, 2012).

Az elmult években megnétt az érdeklddés a terepi koriilményeket imitald kisérletek
irant, s egyre nétt azon tanulméanyok szama, melyekben tisztitott toxin helyett, ill. mellett
teljes sejtkivonatokat (crude extract), valamint exudatumot is hasznaltak az interakcios
kapcsolatok feltarasara. A ,teljes sejtkivonattal” végzett kisérletek egyik nagy elénye, hogy a
természetben végbemend folyamatok (pl. egy cianobakterialis vizviragzas végstadiumat
jellemzé tomeges sejtpusztulas) ,.Elet-szeri” leképezését teszik lehetévé azaltal, hogy a
toxikus sejteket tartalmazo mintakat feltaras utan, mindenféle tisztitas nélkiil adjak a vizsgalni
kivant tenyészetekhez. Az eddigi tanulmanyok vizsgélati ,alanyai” elsésorban hajtasos
novények (Triticum aestivum, Allium cepa - Sanevas et al. 2006, Pflugmacher et al. 2007),
zooplanktont alkoto fajok (Cladocera sp. - Okumura et al. 2007), valamint kiilonb6zd béka és
halfajok (Oberemm et al. 1999) voltak. A cianobakterialis ,teljes sejtkivonatok™ eukariota
algédkra, ill. prokariota fotoszintetizald nem-toxikus cianobaktériumokra kifejtett hatasairol
még kevesebb adat all rendelkezésre (Pietsch et al. 2001, Valdor és Aboal 2007, Vassalakaki
¢s Pflugmacher 2008), s ezek is elsdsorban a sejtkivonatok altal okozott fizioldgai hatasokat,
nem pedig a hosszabb tavu, populacio szintli valtozasokat mutatjak be.

Egy-egy vegyiilet, vegyliletcsoport sejtekre, szovetekre, szervezetre gyakorolt tényleges
hatdsat azonban akkor Ilehet igazdn megvizsgdlni, ha a kezelésekhez tisztitott
vegyiiletet/vegyiileteket ~ alkalmazunk. Eppen ezért hasznilnak a  cianotoxinok
hatdsmechanizmusanak, toxikussaganak vizsgalatahoz tisztitott toxinokat (Singh et al. 2001).



Mivel a cianotoxinok jelentds része nemcsak a vizi 0koszisztémat veszélyezteti, hanem az
ivovizbe (Zilberg 1966, Lippy és Erb 1976, Byth 1980, Teixera et al. 1993, Jochimsen et al.
1998), itatd vizekbe (Francis 1978, Negri et al. 1995) tap-adalékokba (Negri €s Jones 1995,
Prepas et al. 1997) bekeriilve az emberre és a tenyészallatokra is komoly veszélyt jelent,
szamos tanulmany/kutatdcsoport foglalkozik vizsgalatukkal.

Mind a cianobaktérium, mind pedig a Cryptophyta fajok kisebb-nagyobb egyedszamban
alland6 tagjai felszini vizeinknek; jelenlegi ismereteink szerint mindkét taxon nagy
egyedszamban vald egyiittes jelenlétére eddig még nincs adat. Ennek okai lehetnek, az
abiotikus tényezOkon (homérséklet, turbulencia, fény) tilmenden a cianobaktériumok altal
termelt allelopatikus vegyiiletek is.

1.2. Célkitiizések

Vizsgalataink soran a Cryptomonas ovata (nem toxikus, eukaridta Cryptophyta) €s a
Microcystis aeruginosa (toxikus, prokariota, Cyanobacterium) fajok kozti interakcios
kapcsolatainak  megismeréséhez harom kiilonb6z6, egymadst kiegészité —moddszert
alkalmaztunk:

I. a két faj egyiitt nevelése kevert tenyészetekben
I1. sejtkivonattal torténé kezelés;
I1I. tiszta toxinnal torténo kezelés

Munkank soran a kovetkez6 konkrét kérdésekre kerestik a valaszt:

I. Kevert tenyészetek:

1. Befolyasoljak-e, és ha igen, milyen mértékben a C. ovata sejtek életben maradasat,
szaporodasat, végsd soron a populdcié fennmaradasat a kiilonbozd sejtszam-aranyban
inokulalt M. aeruginosa sejtek?

2. Hogyan befolyasoljdk az M. aeruginosa sejtszam-ndvekedését az eltérd sejtszdmarany-
beallitasi koriilmények?

I1. Sejtkivonattal kezelt tenyészetek:

1. Milyen mértékben toxikusak, amennyiben toxikusak a kevert tenyészetek inokulalasi
koriilményeinek megfeleld M. aeruginosa sejtkivonatok a C. ovata tenyészetek
populéciodira?

2. Van-e antibakteridlis, vagy ndvekedés-serkentd hatdsa a kevert tenyészetek inokulaldsi
koriilményeinek megfeleld C. ovata sejtkivonatoknak a M. aeruginosa tenyészetekre?

3. Kimutathat6-e autotoxicitas, vagy novekedés serkentés a Microcystis tenyészetek esetében
az eltér6 inokulalasi korilményeknek megfelelé mennyiségli M. aeruginosa
sejtkivonatokkal torténd kezelés hatasara?

II1. Mikrocisztin-LR (MC-LR) tisztitott toxinnal kezelt tenyészetek:

1. Milyen mértékben toxikus hosszl tdvon (14 napos expozicid) a MC-LR a M. aeruginosa
sejtkivonatokkal egyenértékii koncentraciokban a C. ovata tenyészetekre?

2. Milyen mértékben toxikus a MC-LR magasabb koncentracioban, akut toxikoldgiai tesztben
(72 oras expozicid) a C. ovata tenyészetekre?



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A Kkisérletek soran hasznalt Cryptomonas ovata és Microcystis
aeruginosa torzsek, nevelési koriilmények

Kisérleteink sordan C. ovata (CCAP 979/61, Egyesiilt Kiradlysag) és M. aeruginosa
(BGSD 243, Magyarorszag) torzseket vizsgaltuk. A kisérleteinkhez hasznalt tapoldatot,
fényintenzitast, hémérsékletet az elOkisérleteink tapasztalatai alapjan vélasztottuk ki (a
dolgozatban nem bemutatott eredmények). A kisérletek buborékoltatott tenyészetekkel
végeztiik (SERA Air 275R akvériumi levegépumpa; 275 L h'), a tenyészeteket 400 mL
végtérfogatban 500 mL-es Erlenmeyer-lombikokban, Jaworski médiumban
(http://www.ccap.ac.uk/media/documents/JM.pdf), allandé fényintenzitason (20 pmol m™ sec”
", 22-23°C-on tartottuk fent. A vizsgalatok idétartalma 14 nap volt (kivéve a toxicitasi
tesztet, 1d. késobb). A tenyészetekbdl naponta 1 x 10 pl. mintat vettiink, a tenyészetek
sejtszam-valtozasanak nyomon kovetésére. A sejtszamot Zeiss Jenaval mikroszkop
segitségével hataroztuk meg 400-szoros nagyitdson. A ndvekedési ratat a kovetkezo egyenlet
segitségével hataroztuk meg:

k= (InN, — 111N1) / (t,—tp)
ahol k a tenyészet novekedési rataja, N, a tenyészet sejtszama t; iddpontban, az N, a tenyészet
sejtszama t, idépontban, t; az inokulalas napja, t, az inkubacids id6 egy adott napja.

2.2. Kevert tenyészetek (C. ovata és M. aeruginosa sejtek egyiitt nevelése)

2.2.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata egyiitt nevelése valtozé sejtszamu M.
aeruginosa-val

A C. ovata inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL"' volt a kontroll és a kevert
tenyészetekben. A M. aeruginosa sejtek szama a kevert tenyészetekben a kisérletek
inditasakor: 0,1 x 10° sejt mL™" (1:1 aranyu tenyészet); 0,2 x 10° sejt mL™ (1:2 aranyu
tenyészet); 0,4 x 10° sejt mL™ (1:4 aranyu tenyészet); 2,5 x 10° sejt mL™ (1:25 ardnyu
tenyészet); 5 x 10° sejt mL™ (1:50 ardnyu tenyészet). A kisérletek soran alkalmazott M.
aeruginosa kontroll tenyészetekben a sejtszdmot a kevert tenyészetek M. aeruginosa
sejtszamanak megfeleléen allitottuk be. A 0,1 x 10° sejt mL™"' sejtszama M. aeruginosa
esetében arnyékolt kontroll tenyészetet is alkalmaztunk. Az arnyékolt kontroll tenyészetet
alufdlia segitségével arnyékoltuk le az inkubalasi id6 elsé hetében.

2.2.2. Egységnyi sejtszamu M. aeruginosa egyiittnevelése valtozo sejtszamu C.
ovata-val

A M. aeruginosa inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™ volt a kontroll, az arnyékolt
kontroll és a kevert- tenyészetekben. A C. ovata sejtek szama a kevert tenyészetekben a
kisérletek inditasakor: 0,1 x 10° sejt mL™ (1:1 aranyu tenyészet); 0,2 x 10° sejt mL™ (2:1
aranyt tenyészet); 0,4 x 10° sejt mL™" (4:1 aranyu tenyészet). A kisérletek soran alkalmazott
C. ovata kontroll tenyészetekben a sejtszdmot a kevert tenyészetek C. ovata sejtszamanak
megfelelden allitottuk be.

Az 1:25 ¢és 1:50 ardnynak megfeleld tenyészetek bedllitasatol el kellett tekinteniink,
mivel a C. ovata tenyészet lehetséges maximalis sejtszama nem haladta meg sokkal a 10° sejt
mL" egyedszamot (ami messze elmarad az 1:25 aranyu tenyészet inditasahoz sziikséges 2,5 x


http://www.ccap.ac.uk/media/documents/JM.pdf

10°, valamint az 1:50 ardnyd tenyészet inditdsahoz szitkséges 5 x 10° sejt mL’
egyedszamtol).

2.3. Sejtkivonattal kezelt tenyészetek
2.3.1. C. ovata tenyészetek kezelése M. aeruginosa kivonattal

A C. ovata inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™" volt a kontroll és a kivonattal kezelt
tenyészetekben. A C. ovata kezelt tenyészetekhez a M. aeruginosa sejtkivonatabol a 2.2.1.
fejezetben bemutatott kevert tenyészetek M. aeruginosa sejtszamanak megfeleld mennyiséget
adtunk (0,1 x 10° sejt mL™'; 0,2 x 10° sejt mL™"; 0,4 x 10° sejt mL™; 2,5 x 10° sejt mL! és 5 x
10°sejt mL™ M. aeruginosa kivonatat).

2.3.2. A M. aeruginosa tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal

Kisérleteink soran C. ovata kivonattal kétféle kezelést alkalmaztunk a M. aeruginosa
tenyészeteken.

A 2.2.1. fejezetben leirt aranyoknak megfeleléen 0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata kivonattal
kezeltiik a 0,1 x 10° sejt mL™", 0,2 x 10° sejt mL™" és 0,4 x 10° sejt mL™' inokulalasi sejtszamu
M. aeruginosa tenyészeteket. Minden esetben vizsgaltuk a kivonattal kezelt M. aeruginosa
inokulalt sejtszamaval egyez6 sejtszamu kontroll tenyészetet is. A 2,5 x 10° sejt mL™ és 5 x
10° sejt mL™" inokulalasi sejtszami M. aeruginosa tenyészeteket azért nem vizsgaltuk, mert a
kevert tenyészetekben a C. ovata sejtszama kimutatasi hatar al (100 sejt mL™) csokkent az 1.
napra, valamint a kevert és kontroll M. aeruginosa tenyészetek ndvekedése kozott nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget.

A 2.2.2. fejezetben leirt ardnyoknak megfeleléen a M. aeruginosa inokulalasi sejtszdma
0,1 x 10° sejt mL™" volt a kontroll, az arnyékolt kontroll és a kivonattal kezelt tenyészetekben.
A M. aeruginosa kezelt tenyészetekhez a C. ovata sejtkivonatabol a 2.2.2. fejezetben
bemutatott kevert tenyészetek C. ovata sejtszamanak megfelelé mennyiséget adtunk (0,1 x
10° sejt mL'l; 0,2 x 10° sejt mL'l; 0,4 x 10° sejt mL™" C. ovata kivonatat).

2.3.3. M. aeruginosa tenyészetek kezelése M. aeruginosa kivonattal

A M. aeruginosa inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™ volt a kontroll, az arnyékolt
kontroll és a kivonattal kezelt tenyészetekben. A M. aeruginosa kezelt tenyészetekhez a M.
aeruginosa sejtkivonatabol a 2.2.1. fejezetben bemutatott kevert tenyészetek M. aeruginosa
sejtszaméanak megfeleld mennyiséget adtunk (0,1 x 10° sejt mL™; 0,2 x 10° sejt mL™'; 0,4 x
10° sejt mL™"' M. aeruginosa sejt kivonatat).



2.4. A M. aeruginosa tisztitott toxinjaval kezelt tenyészetek

2.4.1. A C. ovata tenyészetek kezelése MC-LR-rel

A C. ovata sejtszama minden tenyészetben megkozelitéleg 0,1 x 10° sejt mL™” volt. A
tisztitott toxinnal kezelt tenyészetek vizsgalata sordn a haszndlt toxinmennyiségek
megfeleltek a M. aeruginosa sejtkivonattal kezelt tenyészetek esetén hasznalt kivonatok
toxintartalméanak (0,0213 pg mL™"; 0,0425 pg mL™; 0,0851 pg mL™; 0,532 ug mL™" és 1,063
ng mL™"). A sejtkivonatok toxintartalmat a 2.5.3. fejezetben bemutatott toxinmérések
eredményei alapjan szamoltuk ki.

2.4.2. Toxikologiai teszt

A kisérleteket Jaworski médiumban nevelt C. ovata tenyészeteken haromszoros
ismétlésben Titer-Tech® lemezen (4 mL végtérfogat), allando fényintenzitason (20 pmol m™
sec) végeztiik el. A C. ovata tenyészetek sejtszama megkézelitéleg 0,1 x 10° sejt mL™ volt.
A kisérletek id6tartalma 72 6ra volt (MSZ EN 28692:1998; ISO 8692:1989). A C. ovata
tenyészeteket 0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25 és 50 pg mL™" toxinnal kezeltik. A C. ovata
tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozast 72 ora eltelte utdn hatdroztuk meg; 10-10 pL
mintat vettiink tenyészetenként, amit Jenaval fénymikroszképpal 400-szoros nagyitason
vizsgaltunk.

2.5. A sejtkivonatok elkészitése, a MC-LR tisztitasa és mérése
2.5.1. A M. aeruginosa kivonat elkészitése

A M. aeruginosa sejtkivonat elkészitéséhez 300 mL M. aeruginosa tenyészetet
centrifugéltunk 0ssze (Beckman Avanti J-25 8500 rpm, 20 perc). A tenyészet sejtszama a
centrifugalas el6tt 16 x 10° sejt mL™ volt, az sszegylilt sejteket felhasznalasig —20 °C-on
taroltuk. A sejtek feltardsa haromszori fagyasztdssal-olvasztassal tortént (fagyasztds
fagyasztoszekrényben -20°C-on tortént, idotartalma 24 o6ra volt; a felolvasztast
szobahOmérsékleten teljes kiolvadasig végeztiik), a kiolvasztott sejttdmeget 0jboli fagyasztas
eldtt minden esetben 2 percig szonikaltuk.

2.5.2. A C. ovata kivonat elkészitése

A C. ovata sejtkivonatanak elkészitéséhez 800 ml C. ovata tenyészetet centrifugéaltunk
0ssze (Beckman Avanti J-25 8500 rpm, 20 perc). A tenyészet sejtszama a centrifugalas elott
1,1241 x 10° sejt mL™" volt, az 6sszegyiilt sejteket felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. A sejtek
feltarasa haromszori fagyasztassal-olvasztassal (min. 24 ora fagyasztas -20°C-on, felolvasztas
szobahdmérsékleten teljes kiolvadasig) tortént, a kiolvasztott sejttomeget Gjboli fagyasztas
el6tt minden esetben 2 percig szonikaltuk.



2.5.3. A MC-LR tisztitasa és a tenyészetek toxintartalmanak mérése

A MC-LR tisztitasa kromatografias modszerrel tortént (Harada et al. 1988, mddositva
Vasas et al. 2006). A tapfolyadékok toxintartalmat micellaris elektrokinetikus
kromatografiaval (MEKC) hataroztuk meg a Vasas és munkatarsai (2006) altal megadott
paraméterek alkalmazéasaval. Ugyanezen moédszert alkalmaztuk a M. aeruginosa sejtek
toxintartalmanak meghatarozdsara. A mérési eredmények alapjan az altalunk alkalmazott
koériilmények kozott a M. aeruginosa sejtek mikrocisztin-tartalma 2,1266 x 10 ng sejt™;
ebbdl 50,6% MC-LR, 39% MC-YR, 10% MC-YA és 0,4% MC-RR.

Az altalunk alkalmazott nevelési koriilmények kozott, ahol sem magas hdmérséklet
(>40°C), sem extrém magas (9), vagy extrém alacsony (1) pH, sem erds UV sugarzas nem allt
fent, ill. az alkalmazott tenyészetek heterotrof baktériumoktol mentesek voltak (Chorus és
Bartram 1999), a mikrocisztinek bomlasaval nem kellett szamolnunk.

2.6. A nitrat-meghatarozas menete

A nitrat-meghatarozas a tenyészetek 400 puL sejtmentes feliilisz6jabol tortént. A
mintakat feldolgozasig -20 °C-on taroltuk. A nitrat tartalom meghatarozasa Felfoldy (1987)
altal kozolt modszer alapjan tortént, a méréshez felhasznalt oldattérfogatok csdkkentésével. A
tenyészetek nitrat-felvételét a tapoldatban mérhetd nitrat-tartalom alapjan szamitottuk, a
tapoldat eredeti nitrat-tartalmat tekintve 100%-nak.

2.7. Statisztikai elemzés

A kontroll ¢és kezelt tenyészetek novekedési gorbéi kozotti kiilonbségeket egyutas
ANCOVA moddszerrel elemeztiik (Zar 1996, Hammer et al. 2001). A ndvekedési ratak
statisztikai értékelése egyutas ANOVA modszerrel tortént. A statisztikai elemzésekhez a Past
programot hasznaltuk (Hammer et al. 2001).

3. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK
3.1. Kevert tenyészetek

3.1.1. Egységnyi sejtszami C. ovata egyiitt nevelése kiilonboz6 sejtszamu M.
aeruginosa-val

A C. ovata sejtek szama, valamint ezzel egyiitt novekedési rataja csokkent a kevert
tenyészetekben, kiilonbség abban mutatkozott, hogy mikorra csékkent a C. ovata sejtszdm
100 sejt mL' (az alkalmazott sejtszamoldsi modszer kimutatdsi hatira) ald, és ez
Osszefliggésben all a M. aeruginosa abundancigjaval.

A 0,1 x 10° sejt mL™ sejtszamu M. aeruginosa kontroll tenyészetben a Microcystis sejtek
pusztulasat, a populacid dsszeomldsat feltehetden az arnyékolas hianya okozta. Ezt a feltevést,
az is alatamasztja, hogy a 0,1 x 10° sejt mL™" sejtszamu arnyékolt M. aeruginosa kontroll
tenyészetekben a sejtek életben maradtak. Mint ahogy az ismert, a kiilonb6z6 Microcystis
aeruginosa laboratoriumi torzsek fényigénye szinte torzsenként valtozd. Mig egyes torzsek
esetében mar a 37 pmol m” s fényintenzitas is igen magasnak szamit (Phelan és Downing



2011), addig vannak olyan torzsek, melyeket 90 pmol m™ s, 115 umol m™ s™!, vagy akar 400
umol m™ s™' fényintenzitason is életben lehetett tartani, ill. ez volt az optimalis a Microcystis
sejtek szamara (Yamaguchi et al. 2000, Boumnich et al. 2001, Visser et al. 2003).
Altalanossagban taldn mégis elmondhaté, hogy a M. aeruginosa tenyészeteket 15-80 pmol m’
s fényintenzitas mellett nevelik (Yamaguchi et al. 2000, Visser et al. 2003, Yang és Jin
2008, Renaud et al. 2011, Yang et al. 2012). Természetesen azt, hogy milyen fényintenzitas
szamit optimalisnak, tapasztalataink szerint nagymértékben befolyasolja az inokulalt sejtszam
mennyisége is. A vizsgalataink, ill. a torzsnevelés soran egyértelmiien kideriilt, hogy a kis
sejtszammal (0,1 x 10° sejt mL™") inokulalt sejtek még a 20 pmol m™ s fényintenzitast sem
képesek elviselni.

A kevert tenyészetekben az M. aeruginosa sejtszamaban megfigyelhetd valtozasok
szoros Osszefiiggésben allnak a tenyészet C. ovata tartalmaval. Az 1:2 és 1:4 aranyu
tenyészetek esetén a M. aeruginosa ndvekedési rataja alacsonyabb volt, mint a megfeleld
kontroll tenyészeteké, viszont az 1:25 és 1:50 aranyu tenyészetekben a M. aeruginosa
sejtszam mar nem tért el szignifikdnsan a megfeleld M. aeruginosa kontroll tenyészetek
sejtszamatol. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a C. ovata sejtek ezen kdzepes ardnyok (1:2
¢és 1:4) esetén kolcsonds negativ hatassal vannak a M. aeruginosa sejtek novekedésére. Nem
teljesen vilagos, hogy mi all e hatas hatterében. Az azonban ismert, hogy a Cryptophytak
termelnek olyan extracellularis vegylileteket (Kellam ¢és Walker 1989), f6leg
poliszacharidokat, melyek eddigi ismeretek szerint heterotrof baktériumokra vannak negativ
hatassal. Tovabbi magyarazat lehet még a két faj tapanyag-felvételi sajatossagaban
megnyilvanulo kiilonbség is: mig a C. ovata sejtek a tenyésztési 1d6 legelején akar 25%-kal is
hatékonyabban veszik fel a tapoldatban talalhato nitratot, addig a Microcystis sejtek azonos
sejtszam-Osszeallitds mellett a tenyésztési id6 2. felében kezdik el ezen tdpanyag nagyfoki
felvételét. Ennek oka feltehetden az is lehet, hogy mig a M. aeruginosa jol tolerdlja a
tapanyag-szegény kornyezetet, valamint gazdag tapanyag-raktarakkal (cianoficin, fikocianin
mint nitrogén-raktar, polifoszfat-testek mint foszfor-raktar) rendelkezik (Kromkamp 1987,
Kolodny et al. 2006), és alacsony ndvekedési rata jellemzd ra, addig a Cryptomonas sejtekre
tobbek kozott gyors, hatékony tapanyag-felvétel és viszonylag magas novekedési rata
jellemzdé (Padisdk 2003). Vagyis az 1:2 és 1:4 sejtszam-bedllitds mellett a M. aeruginosa
sejtek kontrolltdl eltéré novekedését okozhatta a C. ovata sejtek gyorsabb tapanyag-felvétele
is.

Lam ¢és Silvester (1979) megfigyelték, hogy M. aeruginosa és Chlorella sp. kevert
tenyészetében a Microcystis sejtek gatoltak a Chlorella sejtek novekedését (94%-al a kontroll
tenyészethez képest). Magas Microcystis/Cryptomonas arany esetén ehhez hasonld gatlas
figyelheté meg. A kapillaris elektroforézis eredményei azt mutattdk, hogy az extracellularis
mikrocisztin mennyisége a kimutatasi hatar alatt volt mind a kontroll M. aeruginosa, mind a
kevert tenyészetekben. A mikrocisztinek, szemben mas cianotoxinokkal, tobbnyire csak igen
kis mennyiségben valasztodnak ki a kornyezetbe (altaldban 0,8-10%-a a teljes
toxintartalomnak - Sivonen és Jones 1999, Ha et al. 2009, Zhang et al. 2010), nagyobb
mennyiségben csupan a sejtek lizise utan keriilnek ki a szabadba. Az irodalmi adatok alapjan
az is igen kérdésesnek tlinik, mennyire beszélhetiink aktiv kivalasztasrol (Shi et al. 1995,
Rohrlack és Hyenstrand 2007)

Kérdés tehat, hogy az €16 M. aeruginosa sejtek miért gatoljak a C. ovata szaporodasat, és
a C. ovata sejtek miért tinnek el a tenyészetbdl M. aeruginosa jelenlétében. Eredményeink
azt mutatjak, hogy mind az 1:1, mind pedig a 1:2 aranyu kevert tenyészetekben a C. ovata
novekedési ratija az elsé két napban magasabb, mint a cianobaktérium torzsé, és ez igaz a
tapanyag-felvételi ratajukra is. Mindezek ellenére, a M. aeruginosa mar ezen inokulalasi
korilmények kozott is tal tudja noni a Cryptomonas sejteket. Ennek két Iehetséges
magyarazata van: egyrészt lehetséges, hogy a cianobaktérium sejtek olyan allelokemikaliat



termelnek €s bocsatanak ki, amelyet a kisérleteink sordn nem vizsgaltunk, ill. amelyekre a
folyamatosan pusztuld Microcystis sejtekbdl felszabaduld igen kis mennyiségli toxinok
esetleg szinergista hatast gyakorolnak. Tovabba okozhatja az is, hogy a C. ovata sejtek,
¢letstratégidjuknak megfelelden, az els6 napokban gyorsan felveszik a rendelkezésre allo
tapanyagokat, és talan pontosan ez vezetett ahhoz, hogy a tenyésztési id0 végére ezen sejtek
»eltinjenek” a tenyészetbdl: az alacsonyabb tapanyag-koncentraciét jobban tolerald
Microcystis sejtek tal tudtak nOni az arra érzékenyebb Cryptophyta sejteket (Padisak 2003).

3.1.2. Egységnyi sejtszamua M. aeruginosa egyiitt nevelése Kiilonb6zo sejtszamu C.
ovata -val

A kevert tenyészetek C. ovata sejtszamanak valtozdsa nagymértékben fliggott az
inokulalt C. ovata sejtek szamatol. Abban az esetben, mikor a kevert tenyészetben az
inokulalt C. ovata sejtek szdma megegyezett az M. aeruginosa sejtek szamaval, a C. ovata
sejtszama jelentdés mértékben lecsokkent a 14. napra, a M. aeruginosa sejtszama viszont
megsokszorozdodott a kiinduldsi értékhez képest. A 2:1 és 4:1 ardnyl kevert tenyészetekben,
ahol a Cryptomonas sejtek szama az inokulalas napjan 2-, ill. 4-szerese volt a Microcystis
sejtek szdmanak, a tenyészetek C. ovata sejtszdma minden esetben szignifikdnsan magasabb
volt a kontroll tenyészetétdl. Ezzel szemben ezen tenyészetekben a Microcystis populéacio
novekedése jelentds mértékben alatta maradat az drnyékolt kontroll tenyészetben
tapasztaltaknak.

A kevert tenyészetekben a C. ovata populacid kontroll tenyészethez viszonyitott
intenzivebb ndvekedésének okai feltehetden abban is keresenddk, hogy a Microcystis sejtek
lizisével esetlegesen tobblet-tdpanyagok, hormon-hatast vegyiiletek keriiltek a tapkozegbe
(Sergeeva et al. 2002, Stirk et al. 2002, Tsavkelova et al. 2008, Hussain et al. 2010).

A Microcystis sejtek szdmanak csokkenése, valamint a populdcidé ndvekedés-gatlasa
egyrészt (1) a C. ovata sejtek intenzivebb nitrat-felvételével, valamint (ii) a Cryptomonas
sejtek altal termelt esetleges antibakterialis vegytiletekkel lehet szoros 6sszefiiggésben.

Eredményeink jol Osszevetheték a Takeya ¢és munkatarsai (2004) Chlorella és
Microcystis egyiittnevelésével kapcsolatos megfigyeléseivel: Eredményeik azt sugalljak, hogy
kis tapanyag utanpoétlas esetén a Microcystis sejtek novekedési iiteme a gyorsabb, hisz ezek az
¢lélények a tapanyagban szegényebb kornyezetet jobban elviselik, mint a Chlorella sejtek.
Ezzel szemben tapanyagokkal jobban ellatott koriilmények kozott a Chlorella sejtek nagyobb
szaporodasi ratajuknak és tapanyag-felvételi ratdjuknak kdszonhetéen talndvik a Microcystis
sejteket. Vizsgalataink sordn mi is azt tapasztaltuk, hogy a C. ovata sejtek ndvekedési rataja a
az 1:1, 1:2, 2:1 és 4:1 aranyu kevert tenyészetekben az els6 napokban magasabb, mint a
Microcystis sejteké; tovabba az ezen tenyészetekhez tartozd kontroll tenyészetekben is a
Cryptophyta sejtek tapanyag-felvételi ratdja a magasabb.

Osszességében a kevert tenyészetekben tapasztalt sejtszam-véltozasok alapjan
elmondhato, hogy létezik olyan C. ovata: M. aeruginosa ardny, amely mind a két faj
novekedését lehetévé teszi, azonban minél nagyobb a kiillonbség a két faj inokulalési
sejtszamaban, anndl kisebb az esélye annak, hogy az alacsonyabb sejtszamban inokulalt faj
¢letben marad a tenyészetben.

Vardi és munkatarsai (2002) P. gatunense és M. aeruginosa egyiittnevelése soran azt
tapasztaltak, hogy mind a Peridinium mind pedig a Microcystis sejtek életben maradasa, ill.
novekedése nagymértékben fiiggdtt az inicidlt sejtek szamdatol. Kis, ill. kozepes inicialt
Peridinium sejtszam mellett a dinoflagellata sejtek elpusztultak, vagy ndvekedésiik jelentésen
gatolt volt. Ez az eredmény ol korrelal az altalunk tapasztaltakkal, ahol a Crypfomonas sejtek
¢letben maradasa szorosan Osszefiiggott az inicialt C. ovata, ill. M. aeruginosa sejtek



szamaval. Azonban a Vardi és munkatdrsai altal végzett kisérletek arra is ravilagitottak, hogy
a M. aeruginosa sejtek novekedése is jol korreldl a P. gatunense inicidlt sejtek szdmaval.
Akér harmadéra is csokkent a Microcystis sejtek szama a Peridinium sejtek szamanak
novelésével. Az altalunk tapasztalt eredmények is azt mutattak, hogy a cianobaktérium sejtek
szdma 30-80%-kal is alacsonyabb lehet az arnyékolt kontroll tenyészeténél az inicilt
Cryptomonas sejtek szamatol fiiggden.

3.2. Sejtkivonatokkal kezelt tenyészetek

3.2.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata tenyészetek kezelése kiillonb6z6 mennyiségii
M. aeruginosa kivonattal

Cianobaktérium sejtek teljes kivonatanak alkalmazasa jol modellezi azt a természetes
jelenséget, amikor a cianobakterialis vizviragzasok 6sszeomlasakor a sejtek lizalnak, és teljes
intarcellularis tartalmuk a vizbe keriil. A mikrocisztinek extracellularis koncentracidja is
ekkor a legmagasabb (Park et al. 1998).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a M. aeruginosa sejtkivonata szignifikdnsan
befolyasolja a C. ovata novekedését. Novekedést serkentd és gatld hatdsok egyarant
megfigyelheték voltak a sejtkivonat mennyiségétél fiiggden. El§ cianobaktérium sejtek
exudatuma, vagy a cianobaktérium szlrt tdpfolyadéka gatolhatja bizonyos mikroalga fajok
novekedését, poliszacharid termelését és szekretalasat, GSH és ROS mennyiségét (Babica et
al. 2006, Mohamed 2008, Oberhaus et al. 2008, Leao et al. 2009, El-Sheek et al. 2010). A C.
ovata tenyészettel végzett kisérletek esetében csak a magas (1:50 ardnynak megfeleld) M.
aerigonosa sejtkivonat mennyiség esetén volt megfigyelheté ez a gatld hatas. Az 1:50
aranynak megfelelé mennyiségli sejtkivonat toxintartalma 1.0633 pg mL™' MC-LR-rel
egyenértékil, mégis a sejtkivonat ebben a magas koncentracidoban erételjesebb gatlast okozott,
Osszefiiggd jelenséggel is magyarazhatd: (i) a sejtkivonat mas mikrocisztin varianst (MC-YR,
MC-YA, MC-RR) is tartalmazott; (ii)) — mas Microcystis térzsekhez hasonléan — mas, eddig
még nem izolalt allelopatikus hatast vegyiiletek jelenléte is elképzelhetd (Suikkanen et al.
2006, Palikova et al. 2007); ill. (iii)) a mikrocisztinek egy része a sejtkivonatban
fikobilinekhez kotott, az alkalmazott MECK technikaval nem kimutathaté forméaban volt jelen
(Juttner és Liithi 2008). A kiilonb6zd mikrocisztin variansok toxikussaga célszervezetenként
valtoz6 mértékben eltérd lehet (McElhiney et al. 2001); valamint szinergikus hatasok is
felléphetnek az egyes variansok, ill. allelopatikus hatasu vegyiiletek kozott (Mohamed 2008).

Az alacsonyabb sejtszamaranyoknak megfeleld0 mennyiségli sejtkivonat novekedést
serkenté hatisa nem egyediilallo jelenség. 1998-ban Sedmak és Kosi 0,104-0,519 pg mL™
MC-RR-rel kezelt Cryptomonas erosa (Cryptophyta), Monoraphidium contortum
(Chlorophyta), Scenedesmus quadricauda (Chlorophyta), nem-toxikus Microcystis
aeruginosa (Cyanobacteria) taxonoknal figyelte meg a ndvekedés stimuldlasat. Bar
esetiikben, szemben a C. ovata tenyészetekben megfigyeltekkel, a stimuldlas csak a
tenyésztési id6 elsé napjaiban érvényesiilt, a tenyésztés végére a vizsgalt taxonoknal a
novekedés gatlast szenvedett. Ou ¢és munkatarsai (2005) egy 17 napos kisérletben
Poterioochromonas sp. esetében figyeltek meg sejtszam-ndvekedést 0,1-4 pg mL™ MC-LR és
MC-RR kezelés hatasara. Az is ismert, hogy egyes szabadon ¢16, ill. szimbionta
cianobaktérium térzsek (Calothrix sp., Phormidium animale; Nostoc sp. Anabaena sp.,
Anabaenopsis sp., Chlorogloeopsis sp., Cylindrospermum sp., Gloeothece sp., Plectonema
sp., Synechocystis sp. Oscillatoria sp., Phormidium sp., Chroococcidiopsis sp.) képesek
fitohormon hatasu vegytileteket (pl. auxinokat, cytokinineket, gibberellineket, abszizinsavat



¢és etilént - Manickavelu et al. 2006) kibocsatani, amelyek serkenthetik eukaridta algak
novekedését (Sergeeva et al. 2002, Stirk et al. 2002, Tsavkelova et al. 2008, Hussain et al.
2010).

3.2.2. M. aeruginosa tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal

3.2.2.1. Kiilonb6z6 inokulalasi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek kezelése egységnyi
mennyiségii C. ovata kivonattal

A M. aeruginosa tenyészetek inokulalasi sejtszama 0,1 X 10%,0,2 x 10°, és 0,4 x 10° sejt
mL™" volt. A kezelésekhez 0,1 x 10° sejtszamnal megfeleld mennyiségli C. ovata kivonatot
hasznaltunk. A 0,1 x 10°inokulalasi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetekben a sejtszam az 5.
napra 100 sejt mL™ ald csokkent. Feltételezéseink szerint, az arnyékolt kontroll tenyészetek
eredményeit figyelembe véve, ennél a kisérletnél a C. ovata kivonat nem biztositott elegendd
arnyékolast a Microcystis sejteknek, valamint anticianobakteridlis hatdsok is feltételezhetok
(lasd 3.2.3. fejezet). Ezzel szemben a 0,2 x 10° sejt mL™ és 0,4 x 10° sejt mL™" inokulalasi
sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek esetében a C. ovata kivonat mar novelte azok
sejtszamat, ill. ndvekedési ratajat (88% és 47%-kal) is.

Az altalunk kapott eredmények jol dsszevethetok a Lam ¢és Silvester (1979) altal kapott
eredményekkel, akik Anabaena-Microcystis, valamint Chlorella-Microcystis sejteket neveltek
egymas ,,sziirletében”. Megtfigyelték, hogy mind a Chlorella, mind pedig az Anabaena sejtek
kivonata jelentds sejtszam-novekedést eredményezetett a Microcystis tenyészetekben a
kontroll tenyészetekhez képest.

3.2.2.2. Egységnyi inokulalasi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek kezelése kiilonboz6
mennyiségii C. ovata kivonattal

A M. aeruginosa tenyészetek inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™' volt. A
kezelésekhez 0,1 x 10° 0,2 x 10°, és 0,4 x 10° sejtszamnal megfelelé mennyiségii C. ovata
kivonatot hasznaltunk. A 0,1 x 10° inokulalasi sejtszama M. aeruginosa tenyészetekben a
sejtszam az 5. napra 100 sejt mL™" al4 csokkent; a 0,2 x 10° sejt mL™ és 0,4 x 10° sejt mL™
Cryptomonas sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek esetében szignifikdnsan
alacsonyabb volt a Microcystis sejtek ndvekedési rataja, mint az drnyékolt kontroll tenyészeté,
¢s sejtszamuk is 17-32%-kal alatta maradt az arnyékolt kontrollnak. Ezek az eredmények jol
korrelalnak a hasonl6 bedllitast kevert tenyészetek eredményeivel, és aldtdmasztani latszanak
azt a feltevést, hogy a C. ovata sejtek valamilyen, eddig még nem detektalt antibakterialis
vegyliletet termelhetnek, ami csdkkenti a Microcystis sejtek szaporodasat.

Anticianobakterialis vegyiileteket mar mind mikroalga (perifiton — Wu et al. 2011), mind
pedig makroalga fajokban leirtak (Chara vulgaris — Zhang et al. 2009, Asparagopsis
taxiformis — El-Baroty et al. 2007, Manilal et al. 2010). Ezen ¢éldlények esetén indol, 3-oxo-
alfa-jonon (Wu et al. 2011), valamint (Z,2)-9,12-oktadekadiénsav (ODEA, 18:2),
tetradekansav (TDA, 14:0) és hexadekansav (HAD,16:0) (Zhang et al. 2009) termelését
figyelték meg.

Kellam ¢s Walker (1989) 27 eukaritta alga taxon, koztiik a Cryptomonas calceiformis
tengeri faj, antibakterialis hatdsat vizsgaltadk. Eredményeik alapjan a C. calceiformis Gram-
pozitiv baktériumok, nevezetesen a Bacillus subtilis és a Staphylococcus aureus laboratériumi
torzsek novekedésére gyakorolt negativ hatast.
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Annak bizonyitdsa, hogy a M. aeruginosa nodvekedésének gatldsa esetiinkben
antibakterialis vegyiiletek termeléséhez kothetd, tovabbi vizsgéalatokat igényel.

3.2.3. Egységnyi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek Kkezelése Kiilonbozo
mennyiségi M. aeruginosa kivonattal

Annak érdekében, hogy teljesen kizarhassuk az amugy igen kis valdszinliséggel
eléforduld autotoxicitas lehetdségét, valamint Osszevethessiik a C. ovata kivonattal végzett
kisérletek eredményeivel a M. aeruginosa kivonatanak sajat novekedésre gyakorolt hatasat,
feltétlentil sziikségesnek tartottuk elvégezni ezeket a kisérleteket is.

A kezelt tenyészetekben a sejtek mennyisége a tenyésztési idé végére a kiindulasi érték
tobbszorosére emelkedett, szemben a kontroll tenyészetben lezajlo valtozasokkal, ahol a
tenyészet sejtszama az 5. napra 100 sejt mL™' ala csokkent. A 0,1 x 10° sejt mL™, 0,2 x 10°
sejt mL™", 0,4 x 10° sejt mL" sejtszamnak megfelelé mennyiségii sejtkivonattal kezelt
tenyészetek novekedése szignifikansan eltért az arnyékolt kontroll tenyészet novekedésétdl is,
annal magasabb sejtszamot értek el. A kapott eredményeket 6sszevetve a C. ovata kivonattal
végzett kisérletek eredményeivel elmondhatd, hogy mig az egyszeres sejtszami C. ovata
kivonat nem tudta megakadalyozni az egységnyi sejtszamu Microcystis sejtek elpusztulasat,
addig az egyszeres sejtszami M. aeruginosa kivonattal kezelt egységnyi sejtszamu M.
aeruginosa tenyészetben a sejtek életben maradtak, és a kezelési 1d6 végére tulnéttek az
arnyékolt kontroll tenyészetet. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a Microcystis sejtkivonat
az arny€kolo hatdson tilmenden egyéb, pozitiv modon is hatdssal volt a populacio életben
maradasara. Ezt a feltevést tdmasztjak ald Sedmak és Kosi (1998) kisérletei is, ami soran
kimutattak, hogy a mikrocisztineknek novekedésszabalyoz6 (M. aeruginosa tenyészetre nézve
novekedést fokozo) szerepe van. A M. aeruginosa sejtkivonat ndvekedésfokozo hatasa a
kétszeres €s négyszeres sejtszdmu kivonatokkal kezelt tenyészetek esetében pedig még
kifejezettebb volt szemben a hasonl6 aranyu C. ovata kivonatokkal, amelyek novekedésgatlo
hatdsa mar ennél a koncentracional is érvényesiilt.

A 2,5 x 10° sejt mL™" és 5 x 10° sejt mL™ sejtszamnak megfelelé mennyiségii M.
aeruginosa sejtkivonattal kezelt tenyészetek novekedési rataja az elsé két napon alatta maradt
az eddigiekben bemutatott kezelt tenyészetekének. Ennek feltehetden az az oka, hogy bar a
sejtkivonattal bevitt tdpanyagok mennyisége lehetéveé tenné a sejtek gyorsabb szaporodésat,
azonban az ilyen nagy mennyiségli algakivonat &rnyékold hatisa mar megakadalyozza a
pozitiv hatdsok kifejezddését. Az arnyékold hatason til felmeriilhetne a toxintartalom gatlo
hatasanak valésziniisége, de az irodalmi adatok tiikkrében (Babica et al. 2007) ez az eshetdség
elvethetd.

3.3. A M. aeruginosa tisztitott toxinjaval kezelt tenyészetek

A természetben altaldban 0,001-0,01 pg mL™ koncentracioban vannak jelen az oldott
mikrocisztinek (mennyiségiik természetesen varianstol, ill. populdciotdl fliggden valtozo)
(Chorus 2005, Babica et al. 2007), azonban egy-egy massziv cianobaktérium vizviragzas
esetén extrém magas toxinkoncentraciok is eléfordulhatnak (19,5 pg mL™', Japan - Nagata et
al. 1997, 25 pg mL™', Németorszag - Fastner et al. 1999, 8,43-20 pg mL™', Ausztralia - Kemp
és John 2006, 18,04 ng mL™', Magyarorszag - Mathé et al. 2007). A vizsgalatok megtervezése
soran ezért torekedtiink arra, hogy minél szélesebb koncentracid-tartomanyban elvégezziik a
kisérleteket, tekintettel arra is, hogy az adott sejtszamu Microcystis tenyészetnek mennyi az
egységnyi toxintartalma. Ezért a kisérletek soran alkalmazott toxinmennyiségek egyrészt
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megfelelnek a kiilonb6z6 sejtszamaranyu kevert tenyészetek (és ezéltal a M. aeruginosa
sejtkivonataval kezelt C. ovata tenyészetek) toxintartalmanak; valamint ezeknél az értékeknél
joval magasabb, de a természetben még relevans koncentraciokat is alkalmaztunk.

A kiilonbozd sejtszamaranynak megfeleld toxinmennyiségek a nevelés elsé néhany
napjaban jelentds mértékben gatoltdk a kezelt tenyészetek novekedését (~50%-os gatlas a
kontroll tenyészethez képest). A 4.-6. naptdl kezddéddéen a tenyészetek azonban
regeneralodtak, bar a tenyésztési id6 végén sejtszamuk szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint
a kontroll tenyészeté. Ezek az eredmények jol korreldlnak mas tanulmanyok eredményeivel,
melyekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy erdsen faj, €s kornyezet fiiggd, melyik taxon hogyan
reagal rovid és hosszu tdvon az adott mikrocisztin(ek) jelenlétére: Kearns és Hunter (2001) a
Chlamydomonas reinhardtii MC-LR-rel kezelt tenyészetei esetén figyelték meg, hogy
alacsony toxinkoncentraciok mellett a kezelt sejtek mozgasképessége nem kiilonbozott a
kontroll sejtekétdl a tenyésztési idd végére. Babica és munkatarsai (2007) azt tapasztaltak,
hogy 0,001-0,01 pg mL™" mikrocisztin koncentracié nem okoz szignifikans eltérést kiilsnb6z6
zoldalgak novekedésében a tenyésztési id0 végén. Ezt a mikrocisztin analég nodularin
esetében is megfigyelték (Suikkanen et al. 2006). Sedmak és Kosi (1998) a MC-RR heterogén
hatasairdl szamoltak be. 0,104-0,519 pg mL™ toxinmennyiség és alacsony fényintenzitas
mellett a Monoraphidium contortum és a Scenedesmus quadricauda sejtszaima emelkedett,
mig a Cryptomonas erosa ndvekedése a tenyésztési id6 végére a kezdeti ndvekedés
stimulalast kovetden gatlast szenvedett. A szerzOk arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az
erés gatlo hatas csak specialis megvilagitasi koriillmények kozott figyelheté meg. A toxikus
hatdsokat tehat erdsen befolydsolhatja a mikrokdrnyezet: ugyanaz a koncentracid lehet
toxikusabb a mikrokornyezettdl és az adott alga érzékenységétol fiiggéen. Bartova és
munkatarsai (2011a) Pseudokirchneriella subcapitata tenyészeteket kezeltek 0,3 pg mL™
MC-RR ¢és MC-LR toxinnal és azt tapasztaltdk, hogy a sejtek életben maradéasat ¢és
szaporoddsat sem pozitivan, sem negativan nem befolyasoltak ezek a toxinmennyiségek.
Osszességében tehat elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt C. ovata, hasonldan a Sedmak és
Kosi (1998) altal vizsgalt C. erosa-hoz, a kiilonbozé zdldalga taxonoknal érzékenyebben
reagal az ebben az 0sszedllitasban alacsony, a sejtszamnak megfeleld toxinkoncentracidkra,
azonban a populécio egyik esetben sem pusztult el, és a kiilonb6zd toxinmennyiségek hatasa
nem kiilonb6zott egymastol.

A természetben 1is csak bizonyos koriilmények kozt eléforduld, magas
toxinkoncentraciok (2,5-50 pg mL") eredményei alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a C.
ovata tenyészet még 5 pg mL™ MC-LR-t is képes a kontrollhoz viszonyitott alig t5bb, mint
50%-os novekedésgatlas mellett elviselni. Vagyis igen tag hatarok kozott (0,0213 — 5 ug mL”
") nem valtozik jelentés mértékben az érzékenysége. A kiindulasi értékhez viszonyitva
50,71%-os gatlas figyelheté meg a 20 ug mL™' koncentracional. Vagyis a vizsgalt faj mar igen
kis toxinmennyiségre érzékenyen reagdl, viszont hosszu tdvon, egyszeri behatds utan (pl.
vizvirdgzas 6sszeomldsa) sejtszam-csokkenés mellett, de a populacid életben tudna maradni.
A szakirodalom alapjan azt lehet mondani, hogy a viszonylag magas toxinkoncentraciokkal
végzett kisérletek sordn nem elsOdlegesen magukkal a populdciokkal, hanem az egyes
sejtfolyamatokkal foglalkoztak elsdsorban. Bar célszervezettdl, ill. toxinmennyiségtdl,
valamint varianstol fiiggden valtozik, melyik faj milyen mértékben érzékeny az adott toxinra,
az azonban altaldnossdgban elmondhatd, hogy csak kevés olyan algafaj (Klebsormidium sp. —
Valdor és Aboal 2007) van, melyre semmilyen detektalhato hatdssal nincs a nagy (akar 50 pg
mL™") toxinkoncentracio. A fajok tobbségénél fotoszintézis gatlast (Dunaliella tertiolecta —
Escoubas et al. 1995, Anabaena sp. és Nostoc muscorum — Singh et al. 2001, Peridinium
gatunense — Sukenik et al. 2002, Synechococcus elongatus — Hu et al. 2004, Scenedesmus
quadricauda - Sedmak és Elersek 2005), ill. az oxidativ stressz enzimek, ill. egyéb enzimek
szintjének emelkedését (Scenedesmus armatus — Pietsch et al. 2001, Anabaena sp. és Nostoc
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muscorum — Singh et al. 2001, Synechococcus elongatus — Hu et al. 2004, Poterioochromonas
— Ou et al. 2005) figyelték meg. Ezek az eredmények azonban nehezen dsszevethetdk az
altalunk végzett kisérletek eredményeivel, mivel mi a vizsgélataink soran a populdcidszintii
valtozasok detektalasara torekedtiink.

A bemutatott eredményeink tiikrében a célkitiizésekben megfogalmazott kérdésekre a
kovetkezd valaszok adhatok:

I. Kevert tenyészetek:

1. Befolyasoljak-e, és ha igen, milyen mértékben a C. ovata sejtek életben maradasat,
szaporoddsat, végso soron a populacio fennmaradasat a kiilonbozo sejtszam-aranyban
inokulalt M. aeruginosa sejtek?

A C. ovata sejtek novekedését ¢és életben maradasat nagyban befolyasoltdk az eltérd
inokulalasai aranyok. Az egységnyi sejtszamban inokuldlt C. ovata sejtek szdma minden
esetben kimutatasi hatar ala csokkent a kevert tenyészetekben. Annak magyardzatara, hogy
milyen tényezdk (pl. allelopatikus hatdsok) allnak ennek hatterében, a tovabbi vizsgalatok
eredményeibdl kovetkeztethettiink.

Abban az esetben, amikor a C. ovata sejtek inokuldldsi ardnya volt a magasabb, a
Cryptophyta sejtek minden esetben tuln6tték a Microcystis sejteket. Ezek az eredmények is
alatdmasztani latszanak azt a feltevést, hogy a kevert tenyészetekben a két faj kozti
interakcios kapcsolatban elsdsorban az abiotikus tényezokért valdé kompeticid jatszik szerepet
¢s a M. aeruginosa éltal termelt toxin esetleges allelopatikus hatdsa csupan masodlagos.

2. Hogyan befolyasoljik az M. aeruginosa sejtszam-névekedését az eltérd sejtszamardny-
beallitasi koriilmények?

A M. aeruginosa sejtek minden esetben életben maradtak a kevert tenyészetekben. A
tenyészetek kozt eltérés csak a kontroll tenyészetekhez viszonyitott novekedési ratdjukban
mutatkozott meg. Az 1:2 és 1:4 aranyu tenyészeteknél az M. aeruginosa novekedési rataja
alatta maradt a kontroll tenyészetekének, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a C. ovata ezen
kozepes aranyok esetén szintén hatassal van a M. aeruginosa novekedésére. Nem teljesen
vilagos, hogy mi all e hatas hatterében. Feltételezhetd, hogy az elsé napokban a C. ovata
sejtek jelenléte a tapanyag felvételében konkurenciat jelentett az M. aeruginosa sejteknek (3b-
c. 4dbra). Ezt tdmaszthatja ald az a megfigyelés is, hogy az 1x-es, 2x-es és 4x-es kontroll
tenyészetekben a tapanyag-felvételi rata minden esetben a C. ovata sejtek esetében volt
magasabb (4. és 6. abra).

Azokban a tenyészetekben, melyekben a C. ovata sejtek inokuldldsi aranya volt
magasabb, a Cryptomonas sejtek hatékonyabb tdpanyagfelvétele biztositotta azt, hogy a
Cryptophyta populaci6 jelentds mértékben tulndtte a cianobaktérium sejteket.

II. Sejtkivonattal kezelt tenyészetek:
1. Amennyiben toxikusak, milyen mértékben toxikusak a kevert tenyészetek inokuldldsi

koriilményeinek megfelelo M. aeruginosa sejtkivonatok a C. ovata tenyészetek
populacidira?
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A M. aeruginosa sejtkivonatokkal kezelt C. ovata tenyészetek vizsgalata soran kapott
eredmények tobb szempontbdl is aldtdmasztottdk azt a feltevésiinket, hogy az ¢€l6 sejtek
kozott elsédlegesen interakcids kapcsolatokrol nem pedig allelopatiarol van szo:

(1) egyetlen sejtkivonat sem vezetett a C. ovata sejtek szdmanak detektdlasi hatar ala vald
csokkenéséhez szemben a kevert tenyészetekkel;

(ii) a 0,4-2,5 x 10° sejt mL™" kivonatok serkentették a C. ovata sejtek novekedését szemben a
kevert tenyészetekben tapasztalt detektalasi hatar ala csokkend Cryptomonas sejtszammal;
(iii) az 5 x 10° sejt mL™" kivonat novekedésgatld hatassal birt az elsé napokban, azonban a
populécié nem pusztult el, hanem folyamatosan ndvekedett, csak a kontroll tenyészetnél
kisebb intenzitassal.

2. Van-e antibakterialis, vagy novekedés-serkenté hatasa a kevert tenyészetek inokulalasi
koriilményeinek megfelelo C. ovata sejtkivonatoknak az M. aeruginosa tenyészetekre?

A C. ovata sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetekrdl elmondhatd, hogy
amennyiben a sejtkivonat az él0 Microcystis sejtek szamaval megegyezd szamu sejtbol
szarmazik, ugy a kezelés a cianobaktérium sejtek pusztulasahoz vezet (8. abra). Ha a C. ovata
kivonat mennyisége a M. aeruginosa sejtszamanal alacsonyabb sejtszimnak megfeleld, akkor
serkenti a Microcystis sejtek szaporodasat, mig magasabb sejtszamnak megfeleld mennyiségii
Cryptomonas kivonatok szignifikans M. aeruginosa sejtszam csdkkenést okoznak a kontroll
tenyészetekhez képest. Osszességében tehat elmondhatd, hogy a C. ovata termelhet olyan
antibakterialis vegyiileteket, amelyek negativan befolydsoljdk a Microcystis sejtek
szaporodasat, azonban ezek kémiai Osszetételének, kibocsatasuk mértékének meghatarozasa,
egyaltaldn 1étezésiik bizonyitdsa még tovabbi, jelen dolgozat kereteit meghaladd szamu
vizsgalatot igényel.

3. Kimutathato-e autotoxicitds, vagy novekedés serkentés a Microcystis tenyészetek esetében
az eltero inokulalasi  koriilményeknek megfelelé mennyiségii M. aeruginosa
sejtkivonatokkal torténo kezelés hatasara?

Mig a C. ovata sejtkivonatoknak mind neutralis, mind ndvekedést serkentd, mind pedig
novekedést gatld hatasa megfigyelhetd volt, addig a Microcystis sejtkivonatok egyértelmiien
pozitivan befolyasoltdk a cianobaktérium sejtek szamanak emelkedését. Tehat az autotoxicitas
ennél a laboratériumi torzsnél egyértelmiien kizarhato.

ITI. MC-LR tisztitott toxinnal kezelt tenyészetek

1. Milyen mértékben toxikus hosszu tavon (14 napos expozicio) a MC-LR a M. aeruginosa
sejtkivonatokkal egyenértékii koncentraciokban a C. ovata tenyészetekre?

A tiszta toxinnal valé kezelés soran alkalmazott toxinkoncentraciok (0,02-1,1 pg mL™)
mérsékelt és visszafordithatd valtozasokat okoztak a kezelt C. ovata tenyészetek
sejtszamaban. Vagyis az altalunk vizsgalt C. ovata mikrocisztinekre vonatkoztatva nem
tekinthetd érzékeny fajnak: bar mdar alacsony koncentracidban reagdl a toxin jelenlétére,
azonban ha egyszeri hatasrdl van sz6, a populacio képes regeneralddni.

2. Milyen mértékben toxikus a MC-LR magasabb koncentracioban, akut toxikologiai tesztben
(72 ordas expozicio) a C. ovata tenyészetekre?
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A toxikoldgiai tesztek azt mutattdk, hogy a C. ovata sejtek ECsy értéke Osszevetve azt
egyes vizinovények érzékenységével (Pflugmacher 2002) viszonylag magasnak mondhatd
(2,5 ug mL™). Meg kell jegyezni azonban, hogy viszonylag széles koncentracio-tartomanyban
hasonlé érzékenységet tapasztaltunk. A C. ovata populdcid teljes pusztuldsa (a sejtszdm
99,5%-0s csdkkenése) 50 pg mL™ toxinkoncentracio jelenlétében volt megfigyelhetd.

Napjainkban egyre népszeriibbek a természetes koriilményeket modellezd kevert
tenyészetekkel és a sejtkivonatokkal végzett kisérletek, mivel még kevés adat All
rendelkezésre a szakirodalomban a fitoplankton tagjai kozti tényleges interakcios
kapcsolatokrol, kiillondsen vitatott az allelopéatia kérdése a cianotoxinokkal kapcsolatban.
Ezért tartottuk fontosnak megvizsgalni a C. ovata és a M. aeruginosa kozti interakcios
kapcsolatokat. A M. aeruginosa 1:50 aranynak megfeleld6 mennyiségli nyerskivonataval
kezelt C. ovata tenyészetek eredményei azt sugalljak, hogy a toxinok allelopatikus hatdsa a
gatlas kifejtésében feltételezhetd (mint pl.: szinergizmus a kiilonb6z6 mikrocisztin varidnsok
kozott - Mohamed 2008; az alkalmazott analitikai modszerrel nem detektalhato, proteinhez
kotott cianotoxinok jelenléte - Jiittner és Liithi 2008; mas allelopatikus hatasu vegytiletek
jelenléte - Suikkanen et al. 2006; Palikova et al. 2007); az alacsonyabb aranynak megfeleld
mennyiségben alkalmazott sejtkivonattal, illetve a tiszta toxinnal végzett kezelések
eredményei azonban azt mutatjdk, hogy a C. ovata sejtszamanak csokkenése a kevert
tenyészetekben nem elsdsorban a tapoldatban 1évd oldott mikrocisztineknek kdszonhetd.
Vizsgalataink eredményei terepi megfigyelésekkel torténd Osszevetése még tovabbi kutatas
targyat képezik.

Az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a fizikai kornyezet
hatasai els6dlegesek a fitoplankton kozosségek Osszetételének meghatirozadsaban (Padisak et
al. 2010, Zohary et al. 2010), emellett a forrasokért valdo kompeticié, a populaciok jelenléte,
¢lettevékenysége okozta kornyezeti valtozdsok (4rnyékolds, pH-valtozasok), valamint a
cianobakterialis vegyiiletek altal okozott gatld hatdsok szintén fontos szerepet jatszhatnak.
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Interactions between Cryptomonas ovata Ehrenberg (Cryptophyta) and
Microcystis aeruginosa Kiitzig (Cyanobacteria)

Ph.D. thesis

Vikoria B-Béres

1. INTRODUCTION AND OBJECTIVES

1.1. Introduction

Planktonic algal species coexistence in water can be influenced by various abiotic (light,
nutrient supply, turbulence, temperature, etc.) and biotic (different interactions as predation,
allelopathy, etc.) factors (Cloern 1976, 1978). Algae species richness and number of
individuals can change seasonally and spatially in a given water body (Sommer 1994). The
presence or absence of a species holds information about the water body. Multi-year period
studies show that some species are represented in only a small number in some years, while
they may appear in huge biomass in other years (Cloern 1976), without evincible significant
differences of abiotic factors measured from one year to the other. In such cases, the biotic
factors such as toxicity, predation, allelopathy, concurrency must always be carefully
considered (Sukenik et al. 2002, Hedger et al. 2004).

There are several possible ways of the investigation of interaction between
phytoplankton species: (i) testing the coexistence of axenic cultures; (ii) treating an axenic
culture with the crude extract/exudate of an other axenic culture; (iii) treating a toxic or non-
toxic axenic culture with the purified toxin of an other toxic culture (Sommer 1994). The
obtained results help to determine whether allelopathy, concurrency or toxicity is involved in
the interactions of the studied populations. One great advantage of co-culturing experiments is
that they allow to explore the interaction during competition for environmental factors
(nutrients, light) between two or more, but limited number of species (Chu et al. 2007).
Interactions of toxic cyanobacteria have always been in the focus of interest. It has been
observed in mixed cultures that certain M. aeruginosa strains benefit by their extracellular
compounds (Lam et Silvester 1979), by nutrient-rich environment (Takeya et al. 2004), by
higher temperature (Chu et al. 2007) and by the corresponding quantities of inoculated cells
(Beres et al. 2007, 2012).

In recent years, there is an increased interest for experiments imitating field conditions
and there is growing number of studies in which crude extracts and exudates are also used
instead or beside of purified toxins to explore the type of interactions. One great advantage of
experiments with crude extracts is that they are modelling naturally occurring processes (e.g.
lyses of cell mass at the end of a cyanobacterial water bloom) by adding toxin containing cell
debris without purification to the studied cultures. Subjects of previous studies primarily were
higher plants (7Triticum aestivum, Allium cepa - Sanevas et al. 2006, Pflugmacher et al. 2007),
zooplankton species (Cladocera sp. - Okumura et al. 2007), as well as different frog and fish
species (Oberemm et al. 1999). There are fewer available data about the effects of
cyanobacterial crude extracts on eukaryotic algae or on non-toxic cyanobacteria (Pietsch et
al., 2001 Valdor and Aboal 2007, Vassilakaki and Pflugmacher 2008). These studies mainly
present the physiological effects of crude extracts, rather than the longer-term, population-
level changes.
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The real impact of a compound/a group of compounds on cells, tissues, could be truly
tested if purified compounds are used. This is the reason of application of purified toxins in
studying the mechanism of action of cyanotoxins (Singh et al. 2001). Since the major part of
cyanotoxins endangers not only the aquatic ecosystem, but humans or domestic animals as
well, by getting into drinking water (Zilberg 1966, Lippy és Erb 1976, Byth 1980, Teixera et
al. 1993, Jochimsen et al. 1998, Francis 1978, Negri et al. 1995) or feed-additives (Negri €s
Jones 1995, Prepas et al. 1997), several studies / research groups dealing with them.

Cyanobacteria, as well as Cryptophyta species are permanent members of phytoplankton
in large or small numbers; according to present knowledge, there are no data about the
coexistence of each taxon in large numbers of individuals. The reasons for this may be
allelopathic compounds produced by cyanobacteria in addition to the abiotic factors
(temperature, turbulence, light).

1.2. Objectives

To understand the interaction between Cryptomonas ovata (non-toxic, eukaryotic
cryptomonad) and Microcystis aeruginosa (toxic prokaryotic cyanobacterium) three different
complementary methods were used:

I. Co-culturing of the two species in mixed cultures
I1. Treatments with crude extracts
III. Treatments with purified toxins

We looked for the answers to the following specific questions during our work:

I. Mixed cultures:

1. Has any influence and in what extent the different inoculated cell densities of M.
aeruginosa on the growth of C. ovata cultures, the survival of populations?

2. How the different inoculating conditions affect the increase of M. aeruginosa in mixed
cultures?

II. Crude extract treated cultures:

1. Are M. aeruginosa crude extracts toxic to C. ovata?

2. Is there an antibacterial or growth-stimulating effect of C. ovata crude extracts on M.
aeruginosa cultures?

3. Is there demonstrable autotoxicity or growth stimulation of M. aeruginosa crude extracts
on M. aeruginosa?

III. Purified microcystin-LR (MC-LR) treated cultures:

1. How toxic is MC-LR in concentrations equivalent to M. aeruginosa crude extract to C.
ovata cultures in long-term experiments (14 day exposure)?

2. How toxic MC-LR in higher concentrations to C. ovata cultures in acute toxicity test (72 h
exposure)?
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Strains, culturing conditions and experimental setup

C. ovata (CCAP 979/61, United Kingdom) and M. aeruginosa (BGST 243, Hungary)
were used for the experiments. The culturing medium, light intensity and temperature were
chosen on the base of pilot-experiments. Batch cultures aerated with sterile air were used
(SERA Air 275R air pump; 275 L h™") in 500 ml Erlenmeyer flasks with a final volume of 400
ml. Cultures were grown and maintained under continuous irradiation (20 pmol m™ sec™) in
Jaworski’s medium (http://www.ccap.ac.uk/media/documents/JM.pdf), at 22-23°C. The
duration of the experiments was 14 days (except for the toxicity test, see below). To
determine cell numbers, 10 pL samples were collected daily. Cell numbers were counted by a
Zeiss Jenaval microscope at 400% magnification. Growth rates were calculated as follows:

k=(nNy—InN)) / (t2—t))
where k is the growth rate of the culture, N; the cell number of the culture in time t;, N, the
cell number of the culture in time t,, t; is the day of inoculation, t, a given day of the
experiment.

2.2. Mixed cultures (containing both C. ovata and M. aeruginosa cells)

2.2.1. Mixed cultures inoculated with C. ovata and M. aeruginosa cells in 1:1, 1:2,
1:4, 1:25 and 1:50 ratios

The inoculated cell numbers of C. ovata were 0.1 x 10° cells mL" in every case.
Previous observations showed that this cell density is optimal for inoculation under our
culturing practice. Lower cell densities results too long lag phase and do not allow reaching
possible maximal biomass; while higher inoculating cell densities leads to early stationary
phase. M. aeruginosa cell numbers in mixed cultures were 0.1 x 10° cells mL™ (1:1 ratio), 0.2
x 10° cells mL™ (1:2 ratio), 0.4 x 10° cells mL™" (1:4 ratio), 2.5 x 10° cells mL™" (1:25 ratio),
and 5 x 10° cells mL™" (1:50 ratio). The inoculated cell numbers of C. ovata control cultures
(C. ovata cultures without M. aeruginosa cells) were 0.1 x 10° cells mL™' The inoculated cell
numbers of M. aeruginosa control cultures (M. aeruginosa cultures without C. ovata cells)
were the same, as the inoculated cell numbers of M. aeruginosa in mixed cultures. In the case
of M. aeruginosa control cultures, shaded cultures were also used, where the inoculated cell
numbers were 0.1 x 10° cells mL™, to avoid photoinhibition. Shading was carried out with an
aluminium foil collar around the erlenmeyer flask’s neck on the first week of incubation time.

2.2.2. Mixed cultures inoculated with C. ovata and M. aeruginosa cells in 1:1, 2:1,
and 4:1 ratios

The inoculated cell numbers of M. aeruginosa were 0.1 x 10° cells mL" in control,
shaded control and mixed cultures in every cases. C. ovata inoculated cell numbers in mixed
cultures were 0.1 x 10° cells mL™ (1:1 ratio), 0.2 x 10° cells mL™" (2:1 ratio), 0.4 x 10° cells
mL™ (4:1 ratio). The inoculated cell numbers of C. ovata control cultures were the same, as
the inoculated cell numbers of C. ovata in mixed cultures. Since maximal cell number of C.
ovata wasn’t much higher than 1-1.5 x 10° cells mL™" we had to regarded to investigate the
cultures with ratios 25:1 and 50:1.
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2.3. Crude extracts treated cultures
2.3.1. Treatment of C. ovata cultures with M. aeruginosa crude extracts

The inoculated cell numbers of C. ovata were set to approximately 0.1 x 10° cells mL™,
both in treated and in control cultures. C. ovata cultures were treated with M. aeruginosa
extracts equivalent to the M. aeruginosa cell numbers in mixed cultures (see above, chapter
2.2.1).

2.3.2. Treatment of M. aeruginosa cultures with C. ovata crude extracts

Two different experimental setup were used for treatment of M. aeruginosa cultures with
C. ovata crude extracts were used.

According to cell number ratios described in 2.2.1. chapter, M. aeruginosa cultures,
inoculated with 0.1 x 10° cells mL™", 0.2 x 10° cells mL™" and 0.4 x 10° cells mL™" cells, were
treated with 0.1 x 10° cells mL™ C. ovata crude extracts. The inoculated cell numbers of M.
aeruginosa control cultures were the same, as the inoculated cell numbers of M. aeruginosa in
treated cultures. Since the C. ovata cell number in mixed cultures with 1:25 and 1:50 ratios
decreased below the limit of detection (100 cells mL™) for the first day, furthermore there
were not significant differences between M. aeruginosa cell numbers in control and these
mixed cultures, M. aeruginosa cultures, inoculated with 2.5 x 10° cells mL™ and 5 x 10° cells
mL! cells, were not treated C. ovata crude extracts.

According to C. ovata cell number ratios described in 2.2.2. chapter, M. aeruginosa
cultures were treated with C. ovata crude extracts equal to inoculation cell numbers 0.1 x 10°
cells mL™; 0.2 x 10° cells mL™" and 0.4 x 10° cells mL™". The cell number of M. aeruginosa in
treated, control and shaded control cultures were 0.1 X 10° cells mL™.

2.3.3. Treatment of M. aeruginosa cultures with M. aeruginosa crude extracts

According to cell number ratios described in 2.2.1 chapter, M. aeruginosa cultures were
treated with M. aeruginosa crude extracts equal to cell numbers 0.1 x 10° cells mL™, 0.2 x
10° cells mL'l, 0.4 x 10° cells mL'l, 2.5 x 10° cells and 5 x 10° cells mL™'. The cell number of
M. aeruginosa in treated, control and shaded control cultures were 0.1 x 10° cells mL™.

2.4. MC-LR treated cultures

2.4.1. Treatment of C. ovata cultures with purified toxin (MC-LR) of M.
aeruginosa

The inoculated cell numbers of C. ovata were 0.1 x 10° cells mL™, in treated and control
cultures as well. MC-LR was used for the purified toxin treatments; concentration of MC-LR
in the toxin treated C. ovata cultures were 0.0213 pg mL™', 0.0425 ug mL™", 0.0851 pg mL™,
0.5317 pg mL™, and 1.0633 pg mL™". These concentrations of the purified toxin were equal to
the total toxin contents of M. aeruginosa crude extracts (see below the calculation of toxin
content).
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2.4.2. Toxicity test

To determine the toxic effects of MC-LR after 72 h exposure, C. ovata cultures were
treated with 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, and 50 pg mL"! toxin. Tests were carried out on 12 wells
plates (in a final volume of 4 ml Jaworski’s medium); the inoculated cell numbers of C. ovata
were 0.1 x 10° cells mL™"; the plates were incubated for 72 h with continuous irradiation (20
umol m? s) at 22-23 °C. Cultures were sampled at 0™ and 72" hours. All experiments were
done in triplicate.

2.5. Crude extract preparation, MC-LR purification and measurement
2.5.1. Preparation of M. aeruginosa crude extract

300 ml of M. aeruginosa culture with known cell number (16 x 10° cells mL") was
centrifuged (Beckman Avanti J-25, 20 min, 6,000 X g) to prepare M. aeruginosa extract. The
pellet was stored at -20 °C until the start of the experiments. Cells were disrupted by freezing
(at -20 °C) and thawing (at room temperature) thrice following 2 min of sonication
(Transsonic T470/H sonicator).

2.5.2. Preparation of C. ovata crude extract

800 ml of C. ovata culture with known cell number (1,13 x 10° cells mL™") was
centrifuged (Beckman Avanti J-25, 20 min, 6,000 x g) to prepare C. ovata extract. The pellet
was stored at -20 °C until the start of the experiments. Cells were disrupted by freezing (at -20
°C) and thawing (at room temperature) thrice following 2 min of sonication (Transsonic
T470/H sonicator).

2.5.3. MC-LR purification and measurement

MC-LR purification was carried out according to Harada et al. (1988, later modified by
Vasas et al. 2006). The toxin content of crude extract stock and the medium was measured by
capillary electrophoresis (Vasas et al. 2006). The toxin content of M. aeruginosa cells was
2,1266 x 10™ ng cell™; the composition of MCs in the cells, and crude extract according to
MECK analyses were MC-LR (50.6%), MC-YR (39%), MC-YA (10%), and traces of MC-
RR.

The possibility of chemical and biological degradation was extremely low, because
under the applied conditions, there were no extremely high temperatures (>40°C); high (9) or
low (1) pH values; or intensive UV radiation; and the cultures were free from heterotrophic
bacteria (Chorus és Bartram 1999).

2.6. Measurement of nitrate
To measure the nitrate content in cultures, 400 pL cell-free supernatants were used. The

supernatants were stored at -20 °C. Nitrate measurements were carried out according to the
method Felfoldy (1987), with reduced volumes. To calculate the nitrate-uptake of cells, the
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cultures nitrate content at the O™ day was regarded as 100%. The nitrate concentration of
cultures was measured at 0™, 7" and 14" days.

2.7. Statistical analyses

One-way ANCOVA was used to determine the significances among the tendency-
differences of growth curves of control and treated cultures (Zar 1996; Hammer et al. 2001).
One-way ANOVA was used to determine the significances among the growth rates and
nitrate uptake of control and treated cultures. Past program was used for the statistical
analysis (Hammer et al. 2001).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Mixed cultures

3.1.1. Co-culturing of C. ovata and M. aeruginosa cells in 1:1, 1:2, 1:4, 1:25 and
1:50 ratios

Cell numbers of C. ovata decreased in mixed cultures in all cases. There were
differences only in the time when C. ovata cell numbers decreased fewer than 100 cells ml™
(the detection limit of our count technique) and these decreases were in correlation with the
abundance of M. aeruginosa.

The collapse of M. aeruginosa population in 0,1 x 10° cell mL™ culture was probably
caused by the lack of shading. This assumption is corroborated by the fact, that the cells
remained alive in 0,1 x 10° cell mL" shaded control cultures. As it is known, the light
requirements of different M. aeruginosa strains vary in a wide range. While 37 umol m™ s
light intensity is very high for some strains (Phelan and Downing 2011), other strains can be
kept alive up to 90 pmol m? s, 115 pmol m™ s™" or 400 pmol m™ s™ (or this was the optimal
light intensity for Microcystis cells; Yamaguchi et al. 2000, Boumnich et al. 2001, Visser et
al. 2003). In general M. aeruginosa strains are cultured 15-80 pmol m™ s  light intensity
(Yamaguchi et al. 2000, Visser et al. 2003, Yang and Yin 2008, Renaud et al. 2011, Yang et
al. 2012). We have found that it is greatly influenced by the amount of inoculated cells as
well, what is the optimal light intensity. It is showed in this study that the used M. aeruginosa
strain is not able to tolerate 20 pmol m™ s light intensity in low inoculated cell density (0,1
x 10° cell mL™).

M. aeruginosa cell count changes in mixed cultures are closely connected with the C.
ovata content of the cultures. M. aeruginosa growth rate was lower than the corresponding
control cultures in cultures with 1:2 and 1:4 ratio, but M. aeruginosa cell numbers were not
significantly different from the corresponding M. aeruginosa controls in cultures with 1:25
and 1:50 ratio. However, C. ovata seemed to have some impact on Microcystis growth at
intermediate (1:2 and 1:4) cell number ratios. The way of this interaction is not clear. It is
known that cryptomonads can produce extracellular compounds ((Kellam and Walker 1989);
these are mainly polysaccharides so far known to have allelopathic impact exclusively on
heterotrophic bacteria. Another possible explanation could be the differences in nutrient-
uptake characteristics of the two species: C. ovata cells take up nitrate up to 25% more
efficiently from the culture medium at the beginning of the experiments than M. aeruginosa
cells, while Microcystis cells in the same number start the uptake of this nutrient in the second
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half of the culturing period. M. aeruginosa tolerates well the nutrient-poor environment, it has
rich nutrient storages (cianoficin, phycocyanin as nitrogen storage, polyphosphate bodies as
phosphorus reserve; Kromkamp 1987, Kolodny et al. 2006), and low growth rates typical of
it, while Cryptomonas can be characterised by fast, efficient nutrient uptake and relatively
high growth rate (Padisak 2003). The lower M. aeruginosa cell numbers in mixed cultures
with 1:2 and 1:4 ratio could be caused by the faster nutrient uptake of C. ovata cells.

Lam and Silvester (1979) observed that in mixed cultures of M. aeruginosa and
Chlorella sp. Microcystis cells inhibited cell growth of Chlorella (94% in comparison to the
control culture). Similar inhibition was observed in the case of high Microcystis /
Cryptomonas ratio. Capillary-electrophoresis showed that extracellular MC content of the
culturing media was under the LOD in all of the mixed cultures and in M. aeruginosa control
cultures. Microcystins, unlike other cyanotoxins, mostly excreted into the environment in very
small quantities (usually 0.8 to 10% of the total toxin content - Sivonen and Jones 1999, Ha et
al. 2009, Zhang et al. 2010), larger amounts of these toxins are released after lyses of the
cells. Active secretion of microcystins is questionable based on literary data (Shi et al. 1995,
Rohrlack and Hyenstrand 2007).

The question is why C. ovata proliferation was inhibited by living M. aeruginosa cells,
and why C. ovata disappeared from the culture in the presence of M. aeruginosa. Our results
show that both growth rate and nitrate uptake rate of C. ovata are higher than those of the
cyanobacterial strain in mixed cultures with 1:1 and 1:2 ratios. Nevertheless, M. aeruginosa
can outgrow Cryptomonas cells in these inoculation conditions. There are two possible
explanations: on one hand, it is possible that the cyanobacterial cells produce and emit an
allelochemical compound, which was not tested in the experiments, which may exert a
synergistic effect with the very small amounts of toxins continuously released from dying
Microcystis cells. On the other hand, it is possible that according to the life strategy of C.
ovata, available nutrients are rapidly taken up from the culturing medium in the first days.
This could lead to the phenomenon that C. ovata cells "disappear" from the culture:
Microcystis tolerate better the lower nutrient concentrations and can outgrow the
cryptomonad (Padisak 2003).

3.1.2. Co-culturing of C. ovata and M. aeruginosa cells in 1:1, 2:1, and 4:1 ratios

Changes of C. ovata cell numbers in mixed cultures were largely dependent on its
inoculation conditions. In the case when the inoculated cell number of C. ovata was equal to
that of M. aeruginosa, the cell number of C. ovata decreased significantly to the 14" day of
the experiment, while cell number of M. aeruginosa multiplied in comparison with the
starting densities. The cell numbers of C. ovata were higher in mixed cultures with 2:1 and
4:1 ratios than in the corresponding control cultures. In contrast, the cell numbers of
Microcystis populations were significantly below of the cell number of shaded M. aeruginosa
control culture. The more intense growth of C. ovata populations in mixed cultures with 2:1
and 4:1 ratios relative to controls might be caused by additional nutrients and/or hormon-like
compounds released into the medium during lyses of Microcystis cells (Sergeeva et al. 2002,
Stirk et al. 2002, Tsavkelova et al. 2008, Hussain et al. 2010).

The decrease of Microcystis cell numbers and the inhibition of growth could be caused
by (i) the intensive nitrate uptake of C. ovata cells, (i1) and could be closely related with
possible antibacterial compounds produced by the Cryptomonas cells.

Our results are well comparable with the observations of Takeya et al. (2004). They
found that the growth rate of Microcystis was higher at low nutrient supply, because these
organisms tolerate better the nutrient-poor environment than Chlorella. In contrast, Chlorella
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cells overgrew Microcystis cells due to their higher growth rate and nutrient-uptake rate under
better nutritional conditions. In our study we found that the growth rates of C. ovata were
higher than that of Microcystis in mixed cultures with 1:1, 1:2, 2:1 and 4:1 ratios in the first
few days of the experiments, as well as there were higher nutrient uptake rates in
cryptomonad control cultures than in Microcystis control cultures.

Overall, it can be said based on the observed cell number changes in mixed cultures that
there exists a C. ovata - M. aeruginosa ratio which allows to grow both species, however, the
greater the difference between the inoculation cell number of the two species, the smaller the
chance that the species inoculated in lower cell numbers survives. Vardi et al. (2002) found
that survival of both P. gatunense and M. aeruginosa in mixed cultures was largely dependent
on the number of inoculated cells. Peridinium cells died or their growth was significantly
inhibited when the dinoflagellata was inoculated in small or medium cell numbers. This result
correlates well with our findings, that Cryptomonas survival was closely related to the
numbers of inoculated cells. However, the experiments carried out by Vardi et al. also
highlighted the fact that M. aeruginosa growth was well correlated with the number of
inoculated cells of P. gatunense. The number of Microcystis cells decreased less than one
third of their initial number with the increasing number of Peridinium. Our results also
showed that the number of cyanobacterial cells could be lower by 30-80% than in shaded
control cultures depending on the initial number of Cryptomonas cells.

3.2. Crude extract treated cultures

3.2.1. Treatment of C. ovata cultures with various amounts of M. aeruginosa
crude extracts

The maximum release of MCs occurs during the decomposition period of Microcystis
cells when a bloom collapses in the aquatic environment (Park et al., 1998). The use of crude
extracts of cyanobacterial cells could be a good representation of this natural situation.

Our results proved that the crude extract could significantly influence the growth rate of
C. ovata. The relationship was highly variable. Inhibitory, neutral, and facilitative interactions
were also observed depending on the amount of the crude extract. Exudates of living
cyanobacterial cells or filtrates of cyanobacterial culturing media can inhibit the growth; the
polysaccharides production and release; GSH and ROS values of certain microalgal species
(Babica et al. 2006, Mohamed 2008, Oberhaus et al. 2008, Leao et al. 2009b, El-Sheekh et al.
2010). At high concentration of crude extract (equivalent to 1:50 ratio) we experienced this
inhibition. MC content of this amount of crude extract was equivalent to the 1.0633 ug mL™
purified toxin treated C. ovata cultures; however, the crude extract seemed to be more toxic at
the first 7-8 days at this high concentration. It could be explained by the presence of other
MC variants (MC-YR, MC-YA, MC-RR); the presence of other inhibitory compounds of M.
aeruginosa (Suikkanen et al. 2006, Palikova et al. 2007), or the occurrence of protein bound
cyanotoxin. MCs could be present bound to phycobilin (o) monomers (Jiittner and Liithi
2008) which are not detectable by our MECK method. The present but undetected toxin could
explain the stronger toxicity of the crude extract. Furthermore, different MCs could have
different toxic properties (McElhiney et al. 2001) and there could be synergistic interactions
among MC variants (Mohamed 2008).

The facilitative impact that we experienced at low crude extract concentration is a known
phenomenon. Sedmak and Kosi (1998) observed growth stimulation in the case of
Cryptomonas erosa (Cryptophyta), Monoraphidium contortum (Chlorophyta), Scenedesmus
quadricauda (Chlorophyta), and non-toxic Microcystis aeruginosa (Cyanobacteria) cultures

23



treated with 0.104-0.519 pg mL"' MC-RR. It has to be noted; that in these cases the
facilitative effects were observable only in the first few days of the experiments, and later
growth inhibition was detected, in contrast to our study, where the growth of C. ovata was
stimulated during the whole time of exposure. Ou et al. (2005) observed increased growth of
Poterioochromonas sp. treated with 0.1-4 ng mL™" MC-LR and MC-RR. It is known, that
several free living or symbiotic cyanobacterial strains (Calothrix sp., Phormidium animale,
Nostoc sp., Anabaena sp., Anabaenopsis sp., Chlorogloeopsis sp., Cylindrospermum sp.,
Gloeothece sp., Plectonema sp. Symechocystis sp. Oscillatoria sp., Phormidium sp.,
Chroococcidiopsis sp.) are able to release phytohormone-like compounds (e.g. auxins,
cytokinins, gibberellins, abscisic acid and ethylene - Manickavelu et al. 2006), which may
facilitate the growth of eukaryotic algae (Sergeeva et al. 2002, Stirk et al. 2002, Tsavkelova et
al. 2008, Hussain et al. 2010).

3.2.2. Treatment of M. aeruginosa cultures with C. ovata crude extracts

3.2.1.1. Treatment of variously inoculated M. aeruginosa cultures with a given amount of
C. ovata crude extracts

The cell numbers of M. aeruginosa cultures were set to 0.1 X 106, 0.2 x 106, and 0.4 x
10° cells mL". C. ovata crude extract equal to 0.1 x 10° cell number was used for the
treatments. The cell number of M. aeruginosa in cultures inoculated with 0.1 x 10°
Microcystis cells mL™" decreased fewer than 100 cells mL™ after the treatment with C. ovata
crude extract. It can be assumed, that this amount of crude extract did not provide enough
shading for M. aeruginosa cells; and anticyanobacterial effects of the crude extract also can
be presumed (see chapter 3.2.3.). In contrast, the applied amount of C. ovata extract increased
the growth of M. aeruginosa in cultures inoculated with 0.2 x 10° or 0.4 x 10° Microcystis
cells mL™.

These results are well correlated with the results of Lam and Silvester (1979) culturing
Anabaena-Microcystis and Chlorella-Mycrocystis cells in the filtrate of one other. They
observed that the filtrate of both Anabaena and Chlorella increased the growth of Microcystis
in comparison with control cultures.

3.2.2.2. Treatment of M. aeruginosa cultures with various amounts of C. ovata crude
extracts

The cell numbers of M. aeruginosa cultures were set to 0.1 x 10° cells mL™". C. ovata
crude extracts equal to 0.1 x 10°%, 0.2 x 10° and 0.4 x 10° cell numbers were used for the
treatments. The cell number of M. aeruginosa in cultures inoculated with 0.1 x 10°
Microcystis cells mL™ decreased fewer than 100 cells mL™ in after the treatment with C. ovata
crude extracts (see chapters 3.2.1.1. and 3.2.3). The cell number of M. aeruginosa were
significantly lower (by 17-32%) in cultures treated with C. ovata extracts equal to 0,2 x 10°
cells mL™" and 0,4 x 10° cells mL™' than in Microcystis control cultures. These results are in
good correlation with the results of mixed cultures and seem to support the assumption that C.
ovata could produce a not yet detected antibacterial compound, which able to decrease the
proliferation of M. aeruginosa cells.

Anticyanobacterial compounds are described in the case of microalgae (periphyton - Wu
et al. 2011) and macroalgae (Chara vulgaris — Zhang et al. 2009, Asparagopsis taxiformis —
El-Baroty et al. 2007, Manilal et al. 2010). The products were indole, 3-oxo-alpha-ionone
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(Wu et al. 2011), (Z,Z2)-9,12-octadecadienic acid (ODEA, 18:2), tetradecanoic acid (TDA,
14:0) and hexadecanoic acid (HAD,16:0) (Zhang et al. 2009).

Kellam and Walker (1989) studied the antibacterial effects of 27 eukaryotic algal taxa,
the marine Cryptomonas calceiformis among them. C. calceiformis had a negative impact on
the growth of Gram-positive bacteria, namely on laboratory strains of Bacillus subtilis and
Staphylococcus aureus.

It requires further investigations to prove that antibacterial compounds caused the growth
inhibition of M. aeruginosa.

3.2.3. Treatment of M. aeruginosa cultures with various amounts of M.
aeruginosa crude extracts

These experiments were achived to exclude autotoxicity and to compare the effects of
Microcystis extracts and C. ovata extracts on the growth of M. aeruginosa.

The cell numbers of M. aeruginosa were significantly higher in cultures treated with
Microcystis extracts equal to 0.1 x 10°, 0.2 x 10° and 0.4 x 10° cells mL" than in M.
aeruginosa shaded control culture. It has to be emphasised that the cell number of M.
aeruginosa decreased fewer than 100 cells mL™" in cultures treated with C. ovata crude extract
equal to 0.1 x 10° cells and M. aeruginosa cell numbers were significantly lower in cultures
treated with C. ovata extracts equal to 0,2 x 10° cells mL™" and 0,4 x 10° cells mL™" than in
Microcystis control cultures (see in chapter 3.2.2.2). These results suggest that C. ovata
extracts contain inhibitory compounds, while Microcystis cell extracts can facilitate somehow
the growth of Microcystis cultures in addition to the shading effect. This assumption is
supported by the observations of Sedmak and Kosi (1998), which showed that MCs has
growth regulator role (growth stimulator in the case of M. aeruginosa).

The growth rates of M. aeruginosa cultures treated with Microcystis extracts equal to
2,5 x 10° cell mL™ and 5 x 10° cell mL™" were lower in the first two days than in cultures
treated with less concentrated extracts. This is likely because of the shading effects of such
large quantities of algal extracts, although the nutrient intakes of cell extract allow faster
growth of the cells. The inhibitory effect of toxin content of the extracts can be raised in
addition to shading effects, but this possibility can be rejected in the light of literary data
(Babica et al. 2007).

3.3. Cultures treated with the purified toxin of M. aeruginosa

Dissolved MCs generally are present in concentrations 0,001-0,01 ug mL™ in nature
(this quantity can vary, of course, according to the toxin variant or Microcystis population -
Chorus 2005, Babica et al. 2007). Extremely high MC concentrations can occur in the case of
collapse of massive cyanobacterial blooms (19.5 pg mL™, Japan - Nagata et al. 1997, 25 ug
mL"', Germany - Fastner et al. 1999, 8.43-20 pg mL™', Australia - Kemp and John 2006, 18.04
ng mL"', Hungary - Mathé et al. 2007). Therefore, wide concentrations ranges were applied
during the experiments taking into consideration the toxin content of Microcystis cells, i.e.
there was a set of experiments carried out with MC concentrations equal to the cell number
ratios, and there was an other set of experiments applying higher MC concentrations. MC-LR
in concentration equal to the appropriate cell number ratios significantly inhibited the growth
of treated C. ovata cultures (~ 50% inhibition compared to the control cultures). The cultures
were regenerated from the 4™ to 6™ days, but cell numbers remained significantly lower than
in control cultures at the end of the culturing period. These results correlate well with the
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results of other studies, which suggest that short or long term responses of different taxa to the
presence of MCs strongly depends on the species and environment. Kearns and Hunter (2001)
observed in the case of Chlamydomonas reinhardtii that mobility of the treated cells did not
differ from control cells at low MC-LR concentrations at the end of the culturing period.
Babica et al. (2007) found that 0,001-0,01 pg mL' MC concentrations did not cause
significant difference in the growth of various green algae at the end of the culturing period.
This was also observed for MC analog nodularin (Suikkanen et al. 2006). Sedmak and Kosi
(1998) reported heterogeneous effects of MC-RR. Monoraphidium contortum and
Scenedesmus quadricauda cell numbers increased at the presence of 0.104 to 0.519 mg mL"
toxin and low light intensity, while the growth of Cryptomonas erosa culture was inhibited
after the initial stimulation. The authors concluded that the strong inhibitory effect can be
observed only in special lighting conditions. The toxic effects are strongly affected by the
microenvironment: the same concentration could be more toxic depending on the
microenvironment and on the sensitivity of algae. Bartova et al (2011) treated
Pseudokirchneriella subcapitata cultures with 0.3 pg mL™' MC-RR and MC-LR. It was found
that this toxin concentration has neither positive nor negative influence on the survival and
proliferation of the cells. Overall, we can say that C. ovata more sensitive to low toxin
concentrations than green algae, similarly to C. erosa studied by Sedmak and Kosi (1998).
However, the population was not destroyed and the effects of different toxin concentrations
did not differ from each other.

Based on the results of toxicity tests with high toxin concentrations (2.5 to 50 pg mL™) it
can be concluded that 5 pg mL™ MC-LR caused little more than 50% growth inhibition of C.
ovata cultures, 50.71% growth inhibition was observed even at 20 pg mL™ concentration.
This means that the sensitivity of C. ovafa did not significantly change in a very wide
concentration range of MC-LR (from 0.0213 to 5 pg mL™). C. ovata is sensitive on low MC-
LR concentrations, but in long term, after a single exposure (e.g., after the collapse of a
cyanobacterial bloom) the population is able to stay alive despite of cell number decrease.
Based on the literature, it can be said that experiments applying relatively high MC
concentrations addressed not primarily populations, but certain cell processes. Although the
sensitivity of species depends on target organism, amount and variant of toxin, it can be
generally stated that there are only few algal species (Klebsormidium sp. - Valdor and Aboal
2007), on which there is no detectable effect of large (up to 50 pg mL™") MC concentrations.
Inhibition of photosynthesis (Dunaliella tertiolecta — Escoubas et al. 1995, Anabaena sp. and
Nostoc muscorum — Singh et al. 2001, Peridinium gatunense — Sukenik et al. 2002,
Synechococcus elongatus — Hu et al. 2004, Scenedesmus quadricauda - Sedmak and Elersek
2005), stimulation of oxidative stress enzymes and other enzymes (Scenedesmus armatus —
Pietsch et al. 2001, Anabaena sp. and Nostoc muscorum — Singh et al. 2001, Synechococcus
elongatus — Hu et al. 2004, Poterioochromonas — Ou et al. 2005) were observed. However,
these results are difficult to compare with the results of our experiments, as in our study we
attempted to detect changes in population level.

On the basis of the presented results the questions of the objectives can be answered as
follows:

I. Mixed cultures:

1. Has any influence and in what extent the different inoculated cell densities of M.
aeruginosa on the growth of C. ovata cultures, the survival of populations?
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Cell growth and survival of C. ovata was influenced by the different inoculation rates.
The cell numbers of C. ovata fell below the detection limit in all cases of mixed cultures
inoculated with 0.1 x 10° mL™ C. ovata cells. The reason of this is complex (interactions for
nutrients, light sensitivity). Toxins of M. aeruginosa, however, are likely to play only a
secondary role in it, because there was not present extracellular microcystins in detectable
amounts in these cultures.

When C. ovata cells were inoculated in higher number than M. aeruginosa cells, the
cryptophyte exceeded the cyanobacterium. These results seem to support the hypothesis that
primarily competition for the abiotic factors plays a role in the interaction between the two
species in mixed cultures, and the possible allelopathic effect of the toxin produced by M.
aeruginosa has secondary importance.

2. How the different inoculating conditions affect the increase of M. aeruginosa in mixed
cultures?

M. aeruginosa cells always survived in mixed cultures. The only difference among the
cultures was in their growth rate compared to control cultures. M. aeruginosa growth rates
were below that of control cultures in cultures with 1:2 and 1:4 ratio, this suggests that C.
ovata affects M. aeruginosa growth in these ratios. It is not entirely clear what is behind this
effect. It can be assumed that C. ovata cells competed with M. aeruginosa cells in nutrient
uptake in the first few days of experiments. This may corroborate by the observation that
nutrient-uptake rates of C. ovata cells in 1%, 2x and 4% control cultures were higher in each
case than that of M. aeruginosa cells.

In cultures, in which the inoculation rates of C. ovata were higher, the increased nutrient
uptake rates of Cryptomonas cells ensured that the population of cryptomonad outgrow the
cyanobacterial cells.

I1. Crude extract treated cultures:
1. Are M. aeruginosa crude extracts toxic to C. ovata?

The results of C. ovata cultures treated with M. aeruginosa crude extracts confirmed our
assumption, that the relations between living cells and not allelopathy play primary roles in
the interaction of the two species:

(i) Cell numbers of C. ovata was never below the detection limit in contrast with the
observations in mixed cultures;

(ii) Crude extracts equal to 0,4-2,5 x 10° cells mL™ stimulated the growth of C. ovata in
comparison to control cultures;

(iii) Crude extract equal to 5 x 10° cells mL™ inhibited the growth of C. ovata, however, the
population was not destroyed, but continued to grow with lower intensity than the control
culture.

2. Is there an antibacterial or growth-stimulating effect of C. ovata crude extracts on M.
aeruginosa cultures?

The treatment causes the death of the cyanobacterial population, when the cell extract of
C. ovata was equal to the cell number of Microcystis. C. ovata crude extract stimulated the
growth of Microcystis, when it was equal to lower cell number than the number of
Microcystis cells; while at cell extracts of the cryptomonad corresponding to higher cell
numbers caused a significant decrease in M. aeruginosa cell numbers compared to control
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cultures. Overall, we can conclude that C. ovata may produce anti-bacterial compounds that
negatively affect the growth of Microcystis cells, however, to describe their chemical
composition, level of release, to prove their existence needs further examinations going
beyond the possibilities of the present work.

3. Is there demonstrable autotoxicity or growth stimulation of M. aeruginosa crude extracts
on M. aeruginosa?

C. ovata crude extracts had both neutral, growth stimulatory as well as growth inhibitory
effects, while Microcystis crude extracts clearly had a positive impact on the number of
cyanobacterial cells. Thus, autotoxicity can be clearly excluded in the case of this laboratory
strain.

II1. Purified MC-LR treated cultures:

1. How toxic is MC-LR in concentrations equivalent to M. aeruginosa cell extract to C. ovata
cultures in long-term experiments (14 day exposure)?

The used toxin concentrations in pure toxin treatments (from 0.02 to 1.1 pg mL™) caused
moderate and reversible changes in the cell numbers of treated C. ovata cultures. C. ovata can
not be considered as sensitive species to microcystins: although it responds to low
concentrations of presence toxin, but the population able to regenerate in the case of single
exposure.

2. How toxic MC-LR in higher concentrations to C. ovata cultures in acute toxicity test (72 h
exposure)?

The toxicological tests showed that ECsg values for the cryptomonad can be considered
as relatively high (2.5 pg mL™) in comparison with the sensitivity of some aquatic plants. It
should be noted, however, that similar sensitivity was observed in a relatively wide range of
concentrations (from 0.02 t02.5 ug mL™). The total destruction of C. ovata population (99.5%
decrease of cell numbers) was observed at 50 pg mL™ toxin concentration.

Nowadays experiments modelling natural conditions (mixed cultures, crude extracts) are
more and more popular, whereas there are few data available in the literature for interactions
between members of phytoplankton, particularly contentious issue the allelopathic activity of
cyanotoxins. Therefore it is considered important to study the interaction between C. ovata
and M. aeruginosa, a eukaryotic alga and a toxic cyanobacterium. The results of C. ovata
cultures treated with M. aeruginosa crude extract in 1:50 ratio suggest that the allelopathic
effect of toxins in growth inhibition can be assumed (such as synergism of the different
variants of microcystins - Mohamed 2008; presence of protein-bound cyanotoxins
undetectable by the applied analytical method - Jiittner and Liithi 2008; presence of other
allelopathic compounds - Suikkanen et al. 2006, Palikova et al. 2007). However, the results of
treatments with crude extract corresponding to lower ratio, and the pure toxin treatments
suggest, that the decrease in C. ovata cell number in mixed cultures is not primarily due to
dissolved microcystin content of the culture medium. Comparison of our results with field
observations is the subject of further research.

Based on these results we can conclude that the effects of the physical environment are
primary in the composition of phytoplankton communities (Padisék et al. 2010, Zohary et al.
2010). In addition competing for resources, environmental changes caused by the presence
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and activity of other populations (shading, pH changes), and the inhibitory effects caused by
cyanobacterial compounds also play an important role.
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