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1. BEVEZETES

Gyakori probléma napjainkban a Fold felszini vizeinek
szennyezddése, és ennek kovetkezményei: az él6helyek drasztikus
atalakulasa, az ¢l6lények pusztuldsa, ¢és egyes esetekben a mikrobialis
tomegprodukcid. Az eutrofizaciot, mint a kornyezetszennyezés egyik
kovetkezményeként szamon tarthato jelenséget, a 20. szazad kézepén
ismerték fel; azota a jelenség jelentds karokat okozott a vizi
kornyezetben, komoly nehézségek mutatkoztak, ¢és mutatkoznak
napjainkban is a vizhasznalatban, horgésztavak, természetes
fiird6helyek vizének kezelésében, ¢és sok esetben az ivovizkezelésben
is. A vizhasznalatot €s -kezelést érintd problémak része az eutrofizacid
alkalmaval megfigyelhetd vizvirdgzas, azaz a planktonszervezetek
(cianobaktériumok ¢és eukaridta algdk) tOmeges elszaporoddsa. A
foszfor az egyik legfontosabb elem, amely szerepet jatszik a
planktonszervezetek tomegprodukcidjanak szabéalyozasaban, emellett a
rendelkezésre  all6  kotott  nitrogén  mennyisége  mutatkozik
meghatarozonak. Az eukaridta algédkkal szemben a cianobaktériumok
tobb képviseldje nitrogénkotd képessége révén fiiggetlen a kotott
nitrogén mennyiségétdl, ezaltal csokken azon tényezdk szadma, amelyek
egylttes megléte szilkséges az ilyen fajok tomegprodukcidjanak
kivéltasahoz.

A kozelmultban terjedt el széles korben az a felismerés, hogy a
cianobakteridlis toxinok megjelenése a felszini vizekben human-
egészségiigyi problémakat okozhat. A cianobaktériumok szamos
specialis metabolitot termelnek, amelyeknek természetes funkcidja nem
vilagos, jollehet tobb koziilik kedvezdtlen hatdssal van mas
¢lélényekre. A cianotoxinok mind kémiai, mind toxikologiai
szempontbol a természetes toxinok egy igen valtozatos csoportjat
képviselik. Az elsé megismert cianotoxinok sokkal veszélyesebbnek
mutatkoztak a szarazfoldi gerincesekre, mint a vizi ¢élélényekre.
Néhany cianotoxin erds idegméreg, masok elsdsorban a m4jat
karositjak, megint masok gastroenteritis-hez hasonl6d egészségromlast
idéznek eld. A legujabb kutatasi eredmények azt bizonyitjak, hogy a
cianotoxinok hatéssal lehetnek a fito- és zooplankton képviseldire és a
magasabb rendli ndévényekre is. A cianotoxinok az elpusztuld
baktériumsejtekb6l a vizbe keriilve a vizet fogyaszté vad- és



haszonallatokra, de a vezetékhalozatba kerillve az emberre is
potencialis veszélyt jelenthetnek.

Az ezerkilencszaz-nyolcvanas ¢években az Un. egérteszt
segitségével vizsgaltdk a cianotoxinok hatdsmechanizmusat, és azt,
hogy milyen 0Osszefiiggés van a cianotoxinok koncentracidja és a
felszini vizek ¢él6lényeire gyakorolt hatdsa kozott. A toxinok
mennyiségi meghatarozasara alkalmas analitikai modszerek csak a
nyolcvanas évek masodik felében valtak elérhetévé és a specifikus
cianotoxinok tanulméanyozésa azobta is tart.

A cianobakteridlis toxintermelés vizsgalata sordn kevés
kornyezeti faktorr6l sikeriilt bizonyitani, hogy a toxintermelést
jelentésen befolyasolja, kiilondsen igaz ez a cilindrospermopszint
termeld cianobaktériumokra. Sok tekintetben nyitott a kérdés, hogy
vajon bizonyos kornyezeti tényezdk valtozdsa hatdssal van-e az egyes
sejtek toxintartalmara? Mivel nem vildgos a toxinok dkologiai szerepe,
a toxicitast noveld vagy csokkentd Okologiai faktorok vizsgalata nem
konnyt feladat.

Munkank célja az, hogy megvizsgaljuk, hatdssal van-e a szulfat-
¢és a foszfatéhezés, illetve a kotott nitrogén hianya az Aphanizomenon
ovalisporum fonalas, nitrogénkoté cianobaktérium faj toxintermeld
torzsének cilindrospermopszin  termelésére. A kén hidnyaban
bekovetkezd valtozasok tanulmanyozdsit az is indokolja, hogy a
vizsgalt torzs altal termelt cilindrospermopszin kéntartalmu cianotoxin.
gy a kénéhezés vizsgalata mind a primer anyagcsere folyamatairol,
mind a szekunder metabolit termelésrdl értékes informacidkat
szolgéltathat. A foszfat, valamint a kotott nitrogén hidnyaban
bekovetkezd valtozasok vizsgalata tovabbi 1) ismereteket adhat egy
cilindrospermopszin termeld cianobaktérium torzs toxintermelésével
kapcsolatban. Munkank célja, a cilindrospermopszin termelés illetve a
tapanyag-ellatottsdg  Osszefiiggéseinek vizsgalata. A kovetkezd
kérdésekre kerestiik a valaszt:

- A kilonbozé  éhezési  koriilmények  kozott  milyen
fénymikroszkoppal nyomon kdvetheté morfologiai valtozasok
figyelhetok meg, a nitrogénéhezés esetén hogyan alakul a
heterociszta frekvencia?

- Hogyan alakul az A. ovalisporum tenyészetek novekedése
megfeleld kén-, foszfor-, illetve nitrogénellatottsag esetén,



illetve a kén-, foszfor-, valamint a nitrogénéhezés koriilményei
kozott?

- Hogyan valtozik az egyes tapelemek (kén, foszfor, nitrogén)
metabolizmusdban kulcsszerepet betolté enzimek - az ATP-
szulfurilaz, a periplazmatikus alkalikus foszfataz, a nitrogendz
komplex - megjelenése, aktivitasa a kiilonboz6 tapelem-&éhezési
koriilmények kozott?

- Van-e 0sszefliggés, a cianotoxintermelés ¢és a kén-, foszfor-,
illetve nitrogénellatottsag kozott €s az hogyan jellemezhet6? A
nitrogénkotés soran képz0dod heterocisztak a vegetativ sejtekhez
hasonl6an termelnek-e cilindrospermopszint?

2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A cianobaktériumok
2.1.1. A cianobaktériumokrol altalaban

A cianobaktériumok prokaridta €l6lények, vagyis az eukariota
mikroalgédkkal ellentétben sejtjeik nem tartalmaznak valodi sejtmagot.
A fehérjeszintetizalo apparatus felépitésében 70S riboszémak vesznek
részt (Fay és Van Baalen, 1987; Bryant, 1994). A kozponti helyzet,
szintelen centroplazmat szines kromatoplazma veszi koril. A
sejtmembran a tipikus, kettds foszfolipid réteg alkotta egységmembran.
A citoplazmat lizozim-érzékeny Gram-negativ sejtfal veszi koriil. A
sejtek meghatarozott alakjat peptidoglikdn réteg biztositja, a
sejtfalszintézis penicillinnel gatolhato.
pigmentek tilakoid membranrendszerbe szervezddnek, amelyek a
protoplazma periféridlis részén helyezkednek el (kromatoplazma). A
sejtek szine a kékeszoldtol az ibolyas-vorosig valtozik, a klorofill-a
z061d szine éltaldban elfedi a karotinoidok (pl. B-karotin) és a jarulékos
pigmentek, mint a fikocianin, allofikocianin ¢és a fikoeritrin
(fikobiliproteinek) szinét. A fikobiliproteinek fikobiliszomakba
tomoriilnek, amelyek a tilakoidok kiilsé felszinén, sorokban



helyezkednek el (Bryant, 1994). Klorofill-a molekuldkat ¢&s
fikocianinokat minden cianobaktérium tartalmaz. A cianobaktériumok
fotoszintetikus apparatusaban az oxigéntermeld szervezetekre jellemzé
mindkét reakcidcentrum (PS I és PS II; Ormerod, 1992) megtalalhato.
A jarulékos pigmentek megfeleldé aranyban valo szintézisével
rendkiviili ~ mértékben  képesek  alkalmazkodni  kornyezetiik
fényviszonyaihoz (kromatikus adaptacio; Bryant, 1994).

A fényellatottsaghoz vald alkalmazkodasban fontos szerepet
toltenek be a sok fajnal megfigyelhetd gazvakudlumok. Ezek a gézzal
telt holyagocskak a kiilsé felszinlikon hidrofil, a belsd felsziniikon
hidrofob kamrak, a sejtek fajsulyanak szabalyozasat végzik (Porat et
al., 2000). A gazvakudlumok mérete kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra
valtozik, lehetové téve a baktériumsejt (telep vagy fonal) szdmara a
megfeleld élettér megtalalasat.

A cianobaktériumok képesek az alapvetd tapanyagok és
anyagcseretermékek  raktdrozésiara.  Elektronmikroszképpal — jol
megfigyelhetok a citoplazmatikus zarvanyok (pl. glikogén szemcsék,
zsircseppek, cianoficin szemcsék, polifoszfat testek, karboxiszomak;
Fay és Van Baalen, 1987). Kizardlag a cianobaktériumokra jellemzoek
a nitrogén raktarként miikodd cianoficin szemcsék, amelyek a
citoplazmaban a tilakoidmembranok kozott helyezkednek el. A
kromatoplazméban tdpanyagraktarként glikogénszemcsék ¢€s polifoszfat
testek fordulhatnak el6. A protoplazma jellemz6 képletei még a
karboxiszomak, melyek a széndioxid felvételében jatszanak szerepet, a
Calvin-ciklus karboxilalo enzimét, a ribuloz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-
oxigenazt tartalmazzak.

A légkori nitrogén megkotésének képessége alapvetd
anyagcsere-folyamat a  cianobaktériumok egy részénél. A
nitrogénmolekulat a nitrogendz enzim mikodése révén kozvetleniil
ammoéniumma (NH,") alakitjak. A nitrogénfixalas képessége
altalanosan eléfordul a fonalas, heterocisztat képzé nemzetségekben
(Anabaena, Nostoc sp.). Sok, adatokkal jol alatamasztott példa azonban
azt igazolja, hogy a heterocisztat nem képz6 cianobaktériumok (pl.
Trichodesmium sp.) is képesek megkdtni a molekularis nitrogént
(Chorus ¢és Bartram, 1999). A cianobaktériumok nitrogén-
anyagcseréjérdl a 2.1.4. pontban sz6lunk részletesebben.



A heterocisztas Nostocales rend képviseldinek masik jellemzd
tulajdonsaga az akinéta képzés. Az akinéta sporaanaldg, kiszaradas-
rezisztens képlet, gazdag glikogénkészlettel és nitrogénraktarral. Az
akinéta lehetdvé teszi a képzésére képes fajok 1égkorben valo terjedését
is. A Stigonematales rend fajai ugyancsak rendelkeznek heterocisztaval
¢s akinétaval is (Fay és Van Baalen, 1987).

Az Oscillatoriales rendbe tartozo egyes fonalas fajok a fonalak
végén Un. hormogoniumot fejlesztenek, amely vékony nyélkaburokkal
koriilvett szaporitd képlet, fiziologiai egységeket képezd sejteket
tartalmaz. A hormogdéniumok jol elhatirolhatd reproduktiv részei a
fonalnak, melyek szabadulasuk utan aktiv sikl6 mozgasra képesek, a
sziilé1 fonalrdl levalva az elterjedést szolgaljak (Fay és Van Baalen,
1987).

A fenti képletek (heterociszta, akinéta, hormogdénium) a
multicellularis, fonalas morfoldgiaji cianobaktériumok sajatjai. A
fonalat alkotd sejtlancolatot trichomanak nevezik. A heterociszta, az
akinéta és a hormogonium a vegetativ sejtek differencialédasaval jon
1étre (Chorus és Bartram, 1999).

Az unicellularis formak sejtjei gomb, henger vagy ovoid
alakuak (pl. Chroococcales rend). A sejtek rendezetlen kolonidkba
aggregalodhatnak, amelyekben a sejtfalat boritdé poliszacharid
nyalkaburok tartja Ossze a telepeket. Tok vagy hiively szekretalasaval
rendezettebb telepek alakulhatnak ki. A Pleurocapsales rend bizonyos
fajaindl pszeudoparenchimatikus telepfelépités figyelheté meg (Chorus
¢s Bartram, 1999).

A cianobaktériumok szaporodasa aszexualis. Az unicellularisak
sejtjei izopolarisak vagy heteropolarisak lehetnek (ez utobbi esetben a
sejtek megnyultak, az utddsejtek az anyasejt meghatirozott részérdl
valnak le — pl. az un. exospdorak a Chamaesiphonales rend esetében).
Egyes csoportoknal megfigyelhetd az anyasejt sok aprd leanysejtté valo
feldarabolodasa egymast kovetd kettéosztodasokkal (baeocitdk vagy
endosporak). A fonalas formak reprodukcidja torténhet a trichoma
segitségével. A trichomds szervezddésiiek kitartd szaporitoképletei a
mar ismert akinétak (Chorus és Bartram, 1999).



2.1.2. A cianobaktériumok kénanyagcseréje

A szulfatok képezik a legfontosabb kénforrast az ¢éldvilag
szamara; a mikrobdk és a novények altal felvett és metabolizalt szulfat
jelenti az ¢l6lények kénforgalmanak alapjat. A ndvényekre, az
eukariota algakra, s6t a prokariota mikroorganizmusok nagy részére is
altalanosan  jellemz6, hogy a ként szulfat formdjédban, a
plazmamembranban lokalizalt H'/SO4> kotranszporter segitségével
veszik fel. A Synecococcus sp. esetében ismert, hogy a szulfat
transzportjanak lebonyolitasaban egy extracellularis fehérje is
kozremiikodik (Laudenbach et al., 1991).

A novényekben és az eukaridta algdkban a felvett szulfat a
kloroplasztiszba szallitodik, redukcidja e sejtorganellumban megy
végbe. A szulfit redukcidjanak egyes Iépései a prokariotak
citoplazmajaban hasonloan zajlanak, mint az eukariota plasztiszokban
megfigyelhetd. A szulfat elsd 1épésben ATP-hez kapcsolodik. A
reakciot az ATP-szulfurilaz katalizélja, adenozin-foszfoszulfat (APS)
keletkezik. Az APS-bdl glutation és ferredoxin redukald agensek
kézremiikddésével szulfit, majd szulfid keletkezik, ez utdbbi ciszteinbe
¢épiil be. APS-bdl kiindulva foszfo-adenozin-foszfo-szulfaton (PAPS)
keresztiil a kolin szulfatalasa is bekovetkezhet (Bogdanova és Hell,
1997; Droux et al., 1998; Kim et al., 1999).

A cianobaktériumok kénanyagcseréjére vonatkozoan a fonalas
fajok koziil a Spirulina platensis ¢és az Anabaena cylindrica ATP-
szulfurildz enzimét jellemezték részletesebben (Menon és Varma,
1978; Sawney ¢és Nicholas, 1977). Lényegesen tobb adat talalhaté az
irodalomban az unicellularis cianobaktériumok kénanyagcseréjére
vonatkozoan. Részletesen tanulmanyoztak a Synechococcus nemzetség
kiilénbo6z6 torzseinek kén-metabolizmusat, és a hozzatartoz6 enzimeket
(Schmidt és Christen, 1978; Mishra és Schmidt, 1992; Collier ¢és
Grossman, 1992). A vizsgalatok eredményei szerint a szulfat
redukcidjadnak egyes 1épései a prokariotak citoplazmajaban hasonloan
zajlanak, mint az eukaridta plasztiszokban. A cianobaktériumok
szulfatfelvételét és a felvett szulfat redukcidjat, valamint szerves
vegyiiletekbe valdo beépitését foglalja Ossze az 1. abra, az ATP-
szulfurilaz altal katalizalt reakcio részleteit a 2. dbra mutatja.
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. APS-kinaz

. PAPS-reduktaz

. szulfit-reduktaz

. szerin-acetiltranszferaz
. cisztein-szintaz

NO O, WN =

8. cisztationin-B-szintaz
9. cisztationin-y-liaz
10. homoszerin-acetiltranszferaz

11. O-acetilhomoszerin-szulfhidrilaz

(homocisztein-szintaz)
12. cisztationin-y-szintaz

A szamok az egyes reakcidkat



Az intermedierek roviditései: AcCoA: Acetil-koenzim-A; APS: adenozin-5-
foszfoszulfat; CoA: Koenzim-A; PAPS: 3'-foszfo-adenozin-5'-foszfoszulfat;
PAP: 3-5'-difoszfo-adenozin Az abra a http://www.genome.jp internetes oldal
alapjan készult.
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2. dbra. Az ATP-szulfurilaz altal katalizalt reakcio. A reakcié soran a felvett
szulfat ATP-vel kapcsolodik (,aktivalodik®), a reakcid eredményeként
pirofoszfat (difoszfat) és APS (adenozin-5-foszfoszulfat) keletkezik.

Ortega-Calvo és Stal (1994) illetve Arino és munkatarsai (1995)
tanulmanyoztak részletesen egy Gloeothece faj kénanyagcseréjét.
Kimutattak, hogy kén hidnyaban a tenyészetek erételjesen sargulnak, a
sejtekben dezintegralédik a fotoszintetikus apparatus, jol nyomon
kovethetd a fikobiliproteinek lebomlésa, valamint kiilonb6zd tartalék
tapanyagok (cianoficin  szemcsék, glikogén, polihidroxivajsav)
felhalmozasa figyelheté meg. Szulfat hianyaban a Gloeothece kultarak
a 4. nap utan sargulni kezdtek és a novekedés leallt, a tenyészet
stacioner fazisba lépett. A vizsgalt Gloeothece faj vastag poliszacharid
tokot fejleszt, amelyben a sejtek csoportokban helyezkednek el.
Szulfatéhezés soran a tok jol definidlhatd szerkezetbeli éatalakuldsat
figyelték meg. Leirtak, hogy a kén visszaadasa utdn, egy rovid lag
periodust kovetden a tilakoidok gyorsan ujraszervezddtek, az ¢hezés
soran felhalmozott glikogén granulumok eltiintek, és megfigyelhetd
volt a tok eredeti szerkezetének visszarendezdése.

Kénéhezés hatdsara bekovetkezd ultrastruktaralis valtozasokrol
beszdmoltak mas cianobaktérium fajok esetén is. Egy Synecococcus
torzs esetén leirtak, hogy a kénéhezés alatt gyorsan degradalddott a c-
fikocianin, a klorofill-a tartalom drasztikusan csokkent, a tilakoid
rendszer redukalédott, a sejttérfogat nagy részét glikogén és
polihidroxivajsav granulumok toltotték ki (Schmidt et al., 1982;
Wanner et al., 1986). Richaud és munkatarsai (2001) egy Synecocystis
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koncentracid6 mellett a Synecococcus sejtek megnovekedett szamban
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tartalmaznak polifoszfat granulumokat (Lawry és Jensen 1979). A
kénéhezés cianoficin akkumulaciét indukal a Plectonema boryanum,
Anabaena variabilis, Nostoc muscorum és Phormidium luridum (Lawry
¢s Simon, 1982), valamint Aphanocapsa fajokban (Allen et al., 1980).

2.1.3. A cianobaktériumok foszforanyagcseréje

A foszfornak mind a heterotr6f, mind a fotoautotrof
szervezetekben fontos szerepe van, mivel a sejtekben lejatszodo
energiaforgalom ¢és a kiilonboz0 anyagcsere-folyamatok a foszfat és a
foszforilalt vegytiletek jelenlététdl fiiggenek.

A cianobaktériumok eddigi ismereteink szerint nem vesznek fel
szerves foszforvegylileteket, kivételt képez az Anabaena flos-aquae
glilk6z-6-foszfat  felvétele. A cianobaktériumok extracellularis
foszfatdzai a sejten kiviil hidrolizaljak a szerves foszforvegyiileteket,
ily modon a foszfort ortofoszfat formajaban veszik fel, a foszforfelvétel
mértéke pH 7,5-8,5 kozott optimalis (Healey, 1982). A sejtekben az
ortofoszfat foszforilalt nukleozidok, és mas, a cianobaktériumok
anyagcseréjének  fenntartdsdhoz  nélkiilozhetetlen  foszforilalt
vegyliletek képzddése soran keriil felhaszndldsra (pl. cukor-foszfatok,
glicerinaldehid-foszfat, dihidroxiaceton-foszfat, stb.).

A kiils6 ¢és a bels6 foszforkoncentraciok alapvetéen
befolyasoljak a cianobaktériumok ndvekedési ratajat és anyagcseréjét
(Lin, 1974). Foszforhidnyos koriilmények kozott a  belsd
foszforkoncentraci6 - szamos eukariota algdhoz ¢és heterotrof
baktériumhoz hasonléan - minimalisra csokken (Chen, 1974; Batterton
¢s Van Baalen, 1968). A foszfor hidnyaval csokken a fotoszintézis
liteme, az ATP, a klorofill-a, a fehérje, az RNS és a DNS mennyisége
(Batterton és Van Baalen, 1968; Healey, 1982). Foszforhiany esetén
mind a fényben, mind a sotétben nd a foszforfelvétel ardnya, és ez
emelked6 ATP-szintézist ¢és polifoszfat képzdodést eredményez
(Batterton és Van Baalen, 1968).

A foszforlimitalt koriilmények kozotti novekedésvaltozas
nemcsak a foszfatfelvételben és kivalasztasban tiikr6zddik, hanem ilyen
koriilmények kozott a sejtek arra kényszeriilnek, hogy megvaltoztassak



anyagcser¢jiiket, amely enzimrendszereikben is megnyilvanul (Healey,
1982; Block ¢és Grossman, 1988). A foszforhiany hatdsara a
cianobaktériumokban Uj enzimek szintetizalodnak. Ilyen de novo
szintetizalt enzim az alkalikus foszfatdz, amely a sejtfal
periplazmatikus részébe transzportalodik (Ihlenfeldt és Gibson, 1975;
Donan ¢s Jensen, 1977). A cianobakteridlis anyagcsere vizsgalata
bebizonyitotta, hogy a nitrogénfixadlé cianobaktériumok sokkal
nagyobb foszforhianyt képesek elviselni, mint a nitrogént nem kotok
(Fitzgerald, 1969). Ezekben az éldlényekben a felhasznalhato kiilsé €s
belsd foszforkoncentracid szabéalyozza az alkalikus foszfataz aktivitasat
(Healey és Hendzel, 1975). A bels6 foszforkoncentracid csokkenésével
n6 az enzimaktivitds (Healey, 1982).

Az alkalikus foszfataz termel6dését, mint a foszfatlimitacidra
adott valaszt az Escherichia coli-ban és szamos prokariota és eukariota
szervezetben tanulmanyoztdk. A foszfataz tipusu enzimek két pH
optimummal jellemezhetdk: a savanyu (pH 5,3-5,8) és a lugos (pH 9,5-
10,0) tartomanyban. A nem specifikus alkalikus foszfataz enzimek pH
optimuma a ligos tartomdnyba esik, ezért megkiilonboztetik a
foszfomonoészteraz aktivitastol, amely savas pH optimumot mutat. A
foszfatdz enzim  aktivitasat altaldban  4-nitro-fenil-foszfat
szubsztratummal hatarozzak meg. A felszabadulo, alkalikus kdzegben
sarga szinll nitro-fenolt spektrofotometridsan mérik (Thlenfeldt és
Gibson, 1975).

A nem specifikus alkalikus foszfatdzok génjei a foszfatéhezés
soran derepresszalodnak. A kiilonbdzo prokariota és eukaridta sejteken
végzett kutatdsok bebizonyitottdk, hogy az enzim expresszidja
kiilonbozik a foszfattartalom altal meghatarozott kiillonféle novekedési
koriilmények kozott (Fitzgerald, 1969; Thlenfeldt és Gibson, 1975). Az
alkalikus foszfatdz a derepresszidé utan baktériumokban ¢és az
¢lesztdgombakban a periplazmatikus térben (Wetzel et al., 1970; Reid
¢s Wilson, 1971; Costerton et al., 1974; Bedu et al., 1982), a sejtfalhoz
kapcsolodva (Cheng et al, 1971), vagy a kiilsé membranban
(MacAlister et al., 1977) talalhato, mig az emldsok alkalikus foszfataza
szorosan a sejtmembranhoz kapcsolddik (Fernley, 1971; Coleman és
Gettins, 1983). Az alkalikus foszfatdz enzimek széleskori szubsztrat-
specifitdst mutatnak. Katalitikus aktivitdsa az alkalikus pH
tartomanyban optimalis (Reid ¢és Wilson, 1971; Fernley, 1971;
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Coleman ¢és Gettins, 1983). Szdmos baktérium- €s emldssejt alkalikus
foszfatazdnak kutatdsa azt jelzi, hogy az Osszes tisztitott enzim
cinktartalmi metalloenzim, amelyben cink (II) ionok stabilizaljak az
altalanos fehérje szerkezetet €s funkciot (Coleman és Gettins, 1983).

Az alkalikus foszfatazok a cianobaktériumokban is altalanosan
eléfordulnak, és fontos szerepiik van a sejtekben (Fitzgerald, 1969;
Healey, 1982). A cianobakterialis sejtekben foszforhidnyos
koriilmények kozott szintetizalédik az alkalikus foszfataz enzim
(Ihlenfeldt, ¢és Gibson, 1975), amely csakagy, mint mas
baktériumokban, a periplazmatikus térben helyezkedik el (Donan és
Jensen, 1977). A cianobakteridlis alkalikus foszfatazokra iranyulo
kutatasok azt jelzik, hogy néhany fajban (pl. Anabaena variabilis,
Pseudoanabaena catenata) a maximalis aktivitashoz in vivo kiilsé
kalcium ionokra van sziikség (Healey és Hendzel, 1975), mig mas
fajoknal (pl. Synechococcus sp.), a cinkion az enzim potencialis
inhibitora (Ihlenfeldt és Gibson, 1975).

Kozismert, hogy a heterotrof baktériumok, a fotoszintetizald
baktériumok, sdt az eukariota algak tobb képviseldje is képes a foszfort
nagy mennyiségben raktarozni. Sok heterotréf ¢€l6lényhez és
fotoszintetikus algdhoz hasonldéan a polifoszfat szemesék altaldban a
cianobaktériumok vegetativ sejtjeiben taldlhatok (Stanier és Cohen-
Bazire, 1977). Kiilonb6zd kutatdsok azt mutatjak, hogy foszforhidny
esetén a polifoszfat szemcsék foszforforrast jelentenek a nukleinsavak
¢s a foszfolipidek bioszintézise szamara. A  polifoszfatok
energiahdztartdsban betoltott szerepét tamasztja ald, hogy mind
baktériumokban, mind élesztoben kimutattak a polifoszfatokbol valod
ATP szintézist (Clark et al., 1986; Schuddemat et al., 1988). A sejtek
anyagcseréje soran a kiilonb6z6é reakcidkban szervetlen pirofoszfat
(PP;) keletkezik; vagy az ATP szintézishez hasonldéan a
fotofoszforilacioval és/vagy oxidativ foszforilacioval jon létre (Stanier
¢s Cohen-Bazire, 1977). A PP; az anyagcserében sok enzimre ,,feed-
back” szabalyozast fejt ki. A foszforéhezés koriilményei kozott a
sejtekbdl eltind polifoszfat testek miatt megvaltozik a sejtek
ultrastruktirdja. A jelenség a fonalas cianobaktériumok korében is
ismert (Jensen ¢és  Sicko, 1974). A  cianobaktériumok
foszforanyagcseréjét vazlatosan a 3. dbra foglalja dssze.
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3. abra. A cianobaktériumok foszforanyagcseréje foszforlimitalt kdralmények
kozott. P;: inorganikus foszfat; PP;: pirofoszfat (difoszfat); Poli P: polifoszfat
(Ninh, 1985)

2.1.4. A cianobaktériumok nitrogén-anyagcseréje
2.1.4.1. Az elemi nitrogén megkotése

A cianobaktériumok jelentds hanyada képes a 1égkori nitrogén
megkotésére aerob  korilmények kozott és szamos faj képes
nitrogénkotésre, ha anaerob koriilmények kozé keriil.

A molekuléris nitrogén megkdtését a nitrogenaz enzimkomplex
végzi. A nitrogenaz enzimkomplex felépitése nagyon hasonl6 a 1égkori
nitrogén megkotésére képes mikroorganizmusok korében, olyannyira,
hogy a kiilonbozd fajokbol szarmazd komplex alegységek bizonyos
esetekben képesek egymast helyettesiteni. A komplex két proteinbdl
all. A dinitrogenaz egy a,f, tetramer, amely négy 4Fe-4S csoportot és
két Mo-Fe kofaktort kot. A dinitrogendz feladata az elemi nitrogén
megkotése €s ammoniava vald redukcidja hat elekron és hat proton
felhasznalasaval, az enzim molibdéntartalmi részének ebben van
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szerepe. A dinitrogén reduktaz két alegységbdl allo dimer. Feladata az
elektronok tovabbitasa a dinitrogendzra. Mindkét reakcioban
ferredoxin, vagy flavadoxin az elektrondonor (Dean et al., 1993). A
nitrogénbdl képz6édé ammonia, illetve ammoniumion a glutamin-
szintetdz — glutamat szintaz Gton épiil be szerves vegyliletekbe (Wolk et
al., 1976).

A nitrogenaz komplex rendkiviil érzékeny az oxigén jelenlétére
— az oxigén az enzim irreverzibilis inaktivacidjat okozza. Mivel a
cianobaktériumok oxigéntermeld fotoautotrof ¢ldlények, igy nitrogenadz
enzimrendszeriiket a 1égkdri oxigéntdl €s a fotoszintézis eredményeként
keletkez6 endogén oxigént6l is meg kell védeniiik. A nitrogénkdtd
sejtek (heterocisztak) specidlis nyalkaburokkal, tokkal és/vagy specialis
cianobaktérium genusz (Gloeothece, Synecococcus) aerob koriilmények
kozott nem mutat nitrogénkotd aktivitast, azonban mesterségesen
anaerob kornyezetben nevelve Oket képesnek mutatkoztak a 1égkori
nitrogén megkotésére (Rippka et al., 1979; Rippka és Waterbury,
1977). Ugyanezen unicellularis cianobaktérium nemzetségek mas fajai
képesek a nitrogén ,,aerob” viszonyok kozotti megkotésére — ezeknél a
torzseknél a nitrogénkdtés és a fotoszintézis (illetve a fotoszintetikus
oxigéntermelés) iddbeli eltolddasat (nappal €s éjszaka) figyelték meg.
Hasonl6 jelenség volt megfigyelhetd néhany fonalas, de heterocisztat
nem képzé faj esetében is (pl. Oscillatoria, Plectonema, Phormidium
fajok bizonyos torzsei esetén - Fay, 1992).

A légkori nitrogén megkotésére aerob koriilmények kozott
képes fonalas cianobaktériumok jelentds hényadandl a fonalat alkotd
vegetativ sejtek egy része specialis morfologiai atalakuldson megy
keresztiil, amikor a 1égkori nitrogén az egyediili nitrogénforras. A fonal
bizonyos  sejtjei a  nitrogén  megkotésére  specializalodott
heterocisztakka  alakulnak. A heterocisztait képzo  fonalas
cianobaktériumok koziil az Anabaena nemzettség PCC 7120 jelzés
torzse esetén tanulmanyoztdk legrészletesebben a heterocisztak
differencidlodasanak folyamatat, beleértve a folyamat genetikai hatterét
is. A vegetativ sejt eldszor proheterocisztava alakul, amelynek hat
morfologiai allapota kiilonboztethetdé meg a heterocisztava érés soran
(Wilcox et al., 1973). A differencialodott sejt jellemzdje az igen vastag
sejtfal. A tok kiilsé poliszacharid rétege fizikai védelmet biztosit, a
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bels6 glikolipid réteg megakadalyozza az oxigén bejutdsat a sejtbe
(Murry és Wolk, 1989). A glikolipidek gliikozbol vagy ritkdbban
galaktdzbol €és a hozzajuk észter vagy éterkotéssel kapcsolodd 26-28
szénatomszamu  zsirsavbol ¢éplilnek fel. A poliszacharid réteg
oligoszacharid-konkatamerekbdl 4ll, az alegységek felépitésében
gliikozon kiviil galaktoz, xiléz, manndz vagy mas szénhidratok vesznek
részt (Cardemil és Wolk 1981).

A heterocisztdban csak a PS 1 miilkddik, ez biztositja a
nitrogénkotéshez  sziikkséges ATP-t ¢és a redukald erét. A
differencialodas soran a PS II miikddése, igy az oxigéntermeld rendszer
miikodése is megsziinik (Wolk, 1982), de megvan a lehetdség a PS 11
alternativ miikodésére, amely soran képes elektronokat fogadni szerves
vagy szervetlen donortol (Bockholt et al., 1991), a PS 11 tehat jelen van
a heterocisztaban (Thiel et al., 1990). A heterociszta szénhidratokat
(szacharozt) vesz fel a vegetativ sejtektol, és kotott nitrogént (glutamat,
aszpartat, NH,', glutamin) biztosit a vegetativ sejtek szdméara. Nem
teljesen tisztazott, hogy az NH, -akceptorként funkcionalé vegyiiletek
(glutamat, a-ketoglutarat, oxalacetat) a heterocisztdban
szintetizalédnak, vagy a vegetativ sejtekbél transzportalodnak at.
Sotétben a N, és O, redukalasdhoz sziikséges redukalo agensek a
pentoz-foszfat ciklusban vagy az izocitrat-dehidrogendz mikodése
soran keletkeznek. A NADPH elektronokat biztosit a heterociszta-
specifikus ferredoxinok ¢és a 1égzés szamdra. A nitrogendz
miikodéséhez sziikséges ATP a 1égzés soran termelddik sotétben,
fényben az ATP a PS I-hez kapcsolt elektrontranszport miikodésének
eredménye.

Az érett heterociszta fikobiliprotein tartalmara vonatkozdan
tobbféle adat all rendelkezése. Bizonyos esetekben nem mutathatok ki a
fehérje természetli pigmentek (Thomas, 1970), maskor a
fikobiliprotein-tartalom eléri a vegetativ sejtekben kimutathatd
mennyiség 40%-at is (Peterson et al., 1981). Az Anabaena variabilis
esetében fikobiliszomakat is kimutattak a heterocisztakbol (Ke et al.,
1983). A fikobiliproteinek altal begylijtott nagy mennyiségli energia a
PS I-hez transzportalodik, szemben a vegetativ sejtek esetében
megfigyeltekkel, ahol a begytijtott energia elsdsorban a PS Il-re tevodik
(Peterson et al., 1981). Jellemz6 az érett heterocisztara a szubcellularis
zarvanyok hidnya. A heterociszta vegetativ sejtekhez kapcsolddo
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részén talalhatok a fénymikroszkoppal is jol tanulmanyozhatd poléris
testek, amelyek a sejtek kozotti szén- illetve nitrogénforgalomért
felelosek. A polaris testek cianoficinbdl (poliarginil-poliaszpartat)
épiilnek fel.

A heterocisztak tobbé-kevésbé szabalyos térkozokkel jelennek
meg a fonalon. A leginkabb vitatott kérdés, hogy mi hatarozza meg azt,
hogy melyik vegetativ sejt differencidlodjon heterocisztava. A
vizsgélatok azt mutatjdk, hogy meghatirozott, minimalis szami
szomszéd sejtre van szilikség ahhoz, hogy a differencialodas elinduljon,
ugyanis a nagyon révid fonalakon nem képzddik heterociszta (Wilcox
et al, 1973). Egyes Anabaena, Cylindrospermum ¢és
Cylindrospermopsis fajoknal a heterociszta a fonal végén helyezkedik
el, bizonyos torzseknél a heterocisztak parban allnak a fonal végén. Az
is eléfordul, hogy a fonal mindkét végén talalhato egy-egy heterociszta.
Természetes korilmények kozott eddig a Mastigocladus laminosus
esetén figyelték meg, hogy tobb heterociszta helyezkedik el egymas
utan lancot alkotva (Nierzwiczki-Bauer et al., 1984; Stevens et al.,
1985). A kutatdsok vildgossa tették, hogy a heterocisztdk nem
véletlenszertien helyezkednek el a fonalban, azonban a kérdésre, hogy
mi donti el, hogy melyik vegetativ sejt differencialédjon heterocisztava,
még keresik a valaszt.

A nitrogendz miikddése a 4. dbran, a heterociszta anyagcseréje
vazlatosan az 5. dbran lathato.

Elektron- ' . Nitrogenaz-
donorok Elektron- protein TQATP
Enzim hordozo
PyS .- Ferredoxin
NADPH Oxi-
NADH reduktdz N2
vagy e Flavadoxin 2H*
H,
Hy
ZNH3

4. é&bra. A nitrogendz enzimkomplex mikddése. Azo-Fd-potein: azo-
ferredoxin, Mo-Fd-protein: molibdo-ferredoxin, PyS: pirosz8lésav. (Szalai,
1994)
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5. abra. A heterociszta anyagcseréje vazlatosan. A folytonos vonalak a szén
€s a nitrogén utjat mutatjak, a szaggatott vonalak a redukalé agensek
kézremiikddésével lezajlo elektronaramlast, a kérd6jelek a nem egyértelmlen
bizonyitott részleteket jeldlik. Az enzimek, enzim komplexek és az
elektrontranszport-lanc elemei bekeretezve lathatok. Roviditések: AcCoA —
acetil-koenzim-A; arg — arginin; asp — aszpartat, be/f — citokrom be/f komplex;
cit — citrat; fruc — fruktdz; F6P — fruktéz-6-foszfat; Fdx — vegetativ sejt-tipusu
ferredoxin; FdxH — heterociszta-specifikus ferredoxin; FNR — ferredoxin-
NADP" oxidoreduktaz; G6P — gliikdz-6-foszfat, 6PG — 6-foszfogliikonat; gin —
glutamin; glu — glutamat; gluc — glikéz; H,-az — hidrogenaz, izocit — izocitrat;
aKG — a-ketoglutarat; NADH-DH — NADH-dehidrogenaz; oaa — oxalacetat; ox.
PPC - oxidativ pentéz foszfat ciklus; P — inorganikus foszfat; PEP —
foszfoenolpiruvat; PGA — 3-foszfoglicerat; PS | — |. fotorendszer; pys — piruvat;
R5P — ribul6z-5-foszfat; RET — respiracids (Iégzési) elektron transzport; triézP
— trioz-foszfat. Az abra Haselkorn és Buikema (1992) nyoman késziilt.

2.1.4.2. A szervetlen és a szerves nitrogénvegyluletek
asszimilacioja

A cianobaktériumok képesek kornyezetiikb6l az ammoniumion
kozvetlen felvételére, sOt altalanossdgban elmondhatd, hogy az
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ammoniumion, mint kizardlagos nitrogénforras is megfeleld szamukra
(Healey, 1977; Ohmori et al., 1977; Flores et al., 1980; Boussiba et
al.,1984b). Az ammonium-transzportrendszer tanulmanyozasara ''C
metilammoniumot haszndlnak. A rendelkezésre 4all6 adatok azt
mutatjdk, hogy az ammoéniumionok felvétele aktiv transzporttal
torténik, mig az ammonia passziv diffuzié Gtjan jut be a sejtbe, ahol
protonalodik, ¢és igy ammoéniumionként 1ép be az anyagcsere-
folyamatokba (Boussiba et al.,1984a).

Az  ammoéniumion  kozvetleniil  reakcioba  Iéphet a
glutaminsavval a  glutamat-dehidrogendz ~ enzim  katalizdlta
folyamatban, melynek eredményeként glutamin keletkezik. Az
ammoniumionok asszimildciéjanak f6 Utja a cianobaktériumokban
azonban a  glutaminszintdz/glutamin-oxoglutarat-aminotranszferaz
(GS/GOGAT) ciklus (Hoare et al., 1967; Neilson és Doudoroff, 1973).
Az elséként keletkezd vegyiilet ebben az esetben is a glutamin, amely a
kovetkezd 1épésben a 2-oxoglutaratot amindlja. A  kutatdsok
eredményei azt mutatjak, hogy a nitrogénforrastdl fiiggetleniil ez az
ammoniumion szerves vegyiiletekbe valdo beépiilésének 6 tUtja a
cianobaktériumokban (Wolk et al., 1976; Meeks et al., 1977; Flores et
al., 1983). Az Anabaena cylindrica fonalas cianobaktérium esetében
megfigyelték a pirosz6losav kozvetlen aminacidjat (Lawrie et al.,
1976), mas fajok esetében pedig a 2-oxoglutarat kozvetlen aminéciojat
is (Florencio et al., 1987; Martinez-Bilbao et al., 1988; Chavez és
Candau, 1992).

A nitrdt a legdltalanosabban hasznalt nitrogénforrds a
cianobaktériumok korében. A nitrat asszimilacidja a nitrat felvételét és
nitriten keresztiil ammoéniumma valé redukciojat foglalja magéban. A
nitrationok aktiv transzport utjdn jutnak be a sejtbe, bar a magas
extracellularis  nitratkoncentracid  esetén passziv  diffuzidt s
megfigyeltek (Omata et al., 1989, 1993). A cianobakterialis nitrat-
reduktaz enzim egy konstitutiv, egyetlen polipeptid lancbol all6 fehérje,
amely molibdént, nem-hem vasat és savlabilis szulfidot tartalmaz
(Candau, 1979; Mikami ¢és Ida, 1984; Martin-Nieto et al., 1990, 1992).
Az enzim feladata a nitrat nitritté vald redukaldsa, amely folyamat két
elektront igényel és az elektrondonor a redukalt ferredoxin (Arizmendi
¢s Serra, 1990).
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A cianobaktériumok nitritfelvétele két uton valosulhat meg; a
nitrition bejuthat a sejtbe aktiv transzporttal (Flores et al., 1987;
Madueno et al., 1987), illetve passziv diffazioval (Flores et al., 1987,
Martin-Nieto et al., 1989). Az aktiv transzport soran kompeticid
figyelhetd meg a nitrit- €s nitrationok kozott, amibdl kovetkezik, hogy
aktiv felvételiik ugyanazon transzportrendszerhez kithetd (Madueno et
al., 1987; Rodriguez et al., 1992). A cianobakterialis nitrit-reduktaz
enzim egy 52-68 kDa molekulatomegii monomer, vas-kén proteint és
hem vasat taralmaz (Miyaji és Tamura, 1992). Az enzim homoldg a
magasabbrendii  ndvények  kloroplasztiszdban  talalhatd  nitrit-
reduktazzal. Feladata a nitrit ammoéniumma val6é redukcidja, amely
reakcio hat elektront igényel, az elektrondonor redukalt ferredoxin
(Arizmendi és Serra, 1990). Az enzim természetesen a
nitratredukciobol szdrmazo nitritet és az exogén nitritet s
ammoniumma redukalja, amely a fentebb ismertetett médon 1ép be a
felépitd folyamatokba.

Néhany cianobaktérium faj esetében kimutattdk, hogy szerves
vegyliletek is szolgalhatnak nitrogénforrasként. Nielson és Larsson
(1980) hét cianobaktérium torzs vizsgalata soran azt tapasztalta, hogy a
hagysav és soi, a glutamin, aszparagin, arginin, €s az ornitin voltak
azok a szerves vegyliletek, amelyeket a vizsgalt torzsek képesek voltak
hasznositani. A Synechococcus PCC 7002 torzs esetén jelentdsen
magasabb szamu nitrogéntartalmi szerves vegyiiletrol mutattak ki,
hogy nitrogénforrasként szolgalhatnak (Kapp et al., 1975).

A nitrat-, illetve nitritredukcié  folyamatat, mint a
legéltalanosabb szervetlen nitrogénvegyiilet asszimilacidt, a 6. dbra
mutatja be. A cianobaktériumok nitrogénanyagcseréjét vazlatosan a 7.
abra foglalja Gssze.
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A Pentoz-fosziat-
ciklusbol

Nitratreduktaz Nitritreduktdz

6. abra. A nitrat- és a nitritreduktaz mikoédése. Fd: ferredoxin (Szalai, 1994)

N Gin

Nukleinsavak
Sejtfal
Porfirinek
Poliaminok
Fehérjék

= Nukleotidok
N03 Amino-cukrok
Aminosavak

(Arg, Asp)

L | Cianoficin

Citoplazmamembran

NHZ Arg

7. &bra. A cianobakterialis nitrogén anyagcsere fé utvonalai. A szubsztratok
és a termékek nem sztéchiometrikus aranyban vannak feltlintetve. A fekete
korok az egyes szubsztratokhoz tartozd permedzokat jeldlik. Arg: arginin;
Asp: aszparaginsav; C-vazak: a biomolekulak szénvazai; GIn: glutamin; Glu:
glutaminsav; OG: 2-oxoglutarat. (Flores és Herrero, 1994)
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2.2. Az Aphanizomenon ovalisporum

Az  Aphanizomenon  ovalisporum az  oxigéntermeld,
fotoszintetizald baktériumok (Cyanobacteria) divizidjan belill a
Nostocales rendbe, a Nostocaceaec csaladba tartozik. Az
Aphanizomenon nemzetségre jellemzo, hogy a fonalak egyenesek, vagy
kozel egyenesek, tobbnyire maganyosak, ritkan nyalabokat alkothatnak.
A fonal végén a sejtek elvékonyodnak (sokdig ez volt az egyik
legfontosabb bélyeg az Aphanizomenon ¢és az Anabaena genuszok
megkiilonboztetésében — Komarek, 1958). Az A. ovalisporum a 1égkori
nitrogén megkdtésére képes fonalas faj, azaz nitrat hianyéaban a kifejlett
fonalakon heterocisztdk differencialédnak. A fonalat alkotd vegetativ
sejtek hosszukasak, a sejthatarok jol kivehetdek (kismértékii
befliz6dések lathatok a fonalon). A heterocisztdk gdombdlytiek, vagy
kissé elliptikusak, mindig egyesével, a vegetativ sejtek kozott
talalhatok a fonalban, soha nem képzddnek a fonal végén, és nem
fordulnak eld csoportosan. Az érett heterocisztak a vegetativ sejtektol
jol megkiilonboztethetdk. A Nostocales rend tobbi nemzetségére
jellemz6 moédon az A. ovalisporum esetében is megtalalhatok a
specialis szaporitd- és kitartd képletek, az akinétadk. Az akinétdk gomb
vagy ovalis alakuak, szintén a vegetativ sejtek kozott figyelhetok meg a
fonalban (Whitton, 2002). Irodalmi adatok szerint legtobbszor
egyesével fordulnak eld, ritkdn azonban egymas mellett kettd, vagy
tobb akinéta is kialakulhat.

Az A. ovalisporum elsésorban a tropusi, szubtropusi teriileteken
tomeges, de a mérsékelt ovben, igy hazankban is eléfordul. A faj a
vizviragzast okoz6 cianobaktériumok kozott tarthatd szamon,
legismertebb az 1994-ben, az izraeli Kinneret-toban lezajlott tomeges
elszaporodasa (Berman, 1997; Pollingher et al., 1998; Hadas et al.,
1999). Shaw ¢és munkatarsai (1999) leirtdk a faj virdgzasat
Ausztralidban, a kozelmultban pedig két gorogorszagi tdban vald
megjelenésérdl szamoltak be (Gkelis et al., 2005).

Az A. ovalisporum toxikus cianobaktérium. A Kinneret-tobol
izolalt torzs altal termelt toxint Banker ¢s munkatarsai (1997)
jellemezték, a toxin a citotoxikus alkaloidok ko6zé tartozd
cilindrospermopszinnek bizonyult (a toxinrdl részletesebben a 2.5.
pontban szo6lunk). Késébbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy az eddig
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izolalt toxikus A. ovalisporum torzsek mindegyike
cilindrospermopszint termel. (Shaw et al., 1999; Gleiks et al., 2005). A
cianotoxin szintézisében résztvevo enzimek, és az enzimeket kodolo
gének azonositasa folyamatban van (Shalev-Alon et al., 2002;
Kellmann et al.,, 2006). A Kinneret-tobol szarmazd torzsbol egy
cilindrospermopszin-szarmazékot, a 7-epicilindrospermopszint is
izolaltak (Banker et al., 2000). A toxin szintéziséért felelés enzimeket
kodold gének feltérképezése mellett, illetve annak segitségével
Kellmann ¢és munkatarsai (2006) a cilindrospermopszint termeld
cianobaktériumok filogenetikai kapcsolatait is megprobaltak feltarni.

A korabban, a 16S rDNS szekvenciak felhasznalasaval késziilt
torzsfak szerint a kiilonb6z6 Cylindrospermopsis raciborskii térzsek
alkotnak egy csoportot, a masik csoportot — a morfologiai kiilonbségek
ellenére — az Umezakia natans, az Aphanizomenon ovalisporum fajok
ismert torzsei, illetve az Anabaenopsis és a Cyanospira genuszok
alkotjak. Mas Aphanizomenon fajok és az Anabaena genusz tagjai
93%-0s vagy kisebb homologiat mutattak a 16S rDNS szekvencidban,
igy jol elkiilonithet6k a fenti csoportoktdl (Neilan et al., 2003). A
cilindrospermopszin szintézisében résztvevd enzimeket (poliketid-
szintaz, amidino-transzferdz €s protein-szintetdz) kodold gének (aoaA,
aoaB ¢és aoaC) mindegyike megtaldlhatd minden, genetikailag mar
vizsgalt  cilindrospermopszint  termeld  cianobaktériumban. A
szekvencia adatok alapjan a Cylindrospermopsis raciborskii torzsek
egy csoportot alkotnak, mig a masik csoportba az Umezakia natans, és
az Aphanizomenon ovalisporum izolatumai tartoznak, alatdmasztva a
16S rDNS alapjan kapott eredményeket. Az Aphanizomenon
ovalisporum Izraelben izolalt térzse (ILC-146) nagyobb homologiat
mutat az Umezakia natans-szal, mint az Ausztralidban (APHO028A)
izolalt torzs (Kellmann et al., 2006).

Az irodalomban kevés adat taldlhatdé a faj asvanyianyag-
igényével kapcsolatban. A  virdgzasat befolydsold tényezdkre
vonatkozban szinte kizarolag a Kinneret-toban lezajlott tomeges
megjelenés kapcsan olvashatok eredmények. Elsédlegesen a N:P arany
alakuldsat tanulmanyoztadk, a t& szervetlen nitrogéntartalméanak
fokozatos csokkenése, az oldott szervetlen foszfor mennyiségének
novekedése vezetett a cianobakteridlis tomegprodukcié kialakuldsdhoz
(Gophen et al., 1999). A toban lezajlott tomegprodukciordl gytjtott
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adatok tovabbi tanulmanyozasa soran felmeriilt, hogy a viz oldott
szerves nitrogéntartalma (DON — Dissolved Organic Nitrogen) jelentds
nitrogénforras lehet és a heterocisztak megléte nem feltétleniil jelent
aktiv  nitrogénkotést  (Berman, 2001). Az A. ovalisporum
cilindrospermopszin termelése ¢és a kornyezeti faktorok kozotti
Osszefiiggések vizsgalatara vonatkozdan elmondhatd, hogy e téren
hidnyosak az irodalmi adatok.

2.3. A vizviragzasok

A vizviragzas kifejezés alatt a planktonszervezetek tomeges
elszaporodasat értjiikk a felszini vizekben, amely a viz intenziv
elszinezddéséhez (zold, kékeszold, sargaszold, sarga, vords, barna) és
zavarosoddsdhoz vezet. Jellemzd lehet a ,,viragzo” vizekre a felszinen
felgyiilemld €16, vagy elhalt algatomeg, amely felszini réteg, hab,
hartya illetve darabos massza format Olthet (Reynolds és Walsby,
1975). Toxikus vizviragzasrol abban az esetben beszéliink, amikor a
vizvirdgzasban eléfordulo planktonszervezetek olyan
anyagcseretermékeket termelnek, amelyek valamilyen biologiai
tesztben toxikusnak mindsiilnek.

A mérsékelt éghajlati 6vben az alga- és cianobaktérium-
kozosségek Osszetétele jellegzetes mintdzatot mutat az évszakok
valtakozasaval. Télen ¢s kora tavasszal, elsGsorban az iszapban nagy
mennyiségben jelenlévd, gyors ndovekedésii, kis méretli ostorosokat a
zoldalgak kovetik a tavasz masodik felében, és nyar elején. Késo
nyaron ¢s Osszel olyan fajok jelennek meg, amelyek nehezen
fogyaszthatok a zooplankton szdmara, mint a pancélos-ostorosok
(Dinoflagellata) vagy a sargdszold algak. Az eutr6f és hipertrof
vizekben a cianobaktériumok domindldo el6forduldsa a nyari
fitoplankton jellegzetessége. A tropusokon a szezondlis valtozasok nem
elég nagyok ahhoz, hogy dnmagukban indukaljak a cianobaktériumok
tomeges elszaporoddsat mas fajok felett (Chorus és Bartram, 1999).

A cianobakteridlis vizvirdgzasok kialakulasaban Kkitlintetett
szerepet jatszik a nitrogén és a foszfor. Az eukariota algdk szaméra
optimalis N:P aranyt (16-23:1/N:P) 0Osszehasonlitva a vizviragzast
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el6idéz6 cianobaktériumok szdmdara optimalis arannyal (10-16:1/N:P),
lathatd, hogy ez az ardny a cianobaktériumoknal alacsonyabb
(Reynolds ¢és Walsby 1975; Chorus ¢és Bartram, 1999). A vizvirdgzas
nemcsak a modern civilizacié okozta foszfat és nitrat terhelt vizekre
jellemzé. Mar 1188-bol szarmaznak irasos emlékek arra vonatkozoan,
hogy felfigyeltek a jelenségre. Hangsulyozandé azonban, hogy az
1950-es évek elott meglehetdsen ritka volt, a beszamolok kiilonleges €s
nem szokvanyos eseményként targyaltak. A vizvirdgzasok torténetében
fontos 1ddészak a miitragydk illetve a foszforalapi mosdszerek
hasznalatanak vilagméretii elterjedése. Altaldnosan elfogadott az a
nézet, hogy ezeknek az anyagoknak a felszini vizterekbe valo
bekeriilése idézte eld korunk egyik aktudlis problémdjat, az egyre
fokozottabb mértékli és gyakorisdgu toxikus vizviragzasokat. A
vegyipar fellendiilésével, az ezerkilencszdzotvenes, de kiilondsen a
hatvanas évektdl kezdédden a vilag minden tajardl egyre gyakoribbak a
toxikus vizviragzasokrol szolo jelentések.

1986-ban és 1987-ben a dél-finnorszagi Vesijarvi-toban okozott
toxikus vizviragzast két Anabaena torzs. A két torzs egylittesen tiz
kiilonb6zé mikrocisztin varianst termelt. A torzseket késobb alapos
vizsgalatnak vetették ala, mely ramutatott, hogy az egyes kornyezeti
faktorok (pl. fény- vagy foszforellatottsag) mennyire nem egyértelmiien
befolyasoljak a toxikus vizvirdgzasért feleldssé tehetd cianobaktérium
faj toxicitasat. A fenti eset érdekessége, hogy a neurotoxint termeld
Anabaena torzs toxinszintjére a foszforhiany nem volt hatassal, mig a
hepatotoxint termeld torzsnél a toxinszint jelentésen csokkent a
foszforéhezés koriilményei kozott (Sivonen et al., 1992, 1995).
Ausztraliabol tobb faj toxikus vizvirdgzasat publikaltdk. A mérsékelt
ovi teriileteken els6sorban a Microcystis, Anabaena és Nodularia
genuszok tomeges elszaporodasa jellemzd, mig a szubtropusi, a tropusi
teriileteken az Aphanizomenon ¢és a Cylindrospermopsis fajok a
leggyakoribbak.  Igen  sulyos  kovetkezményekkel — jart a
Cylindrospermopsis raciborskii viragzasa 1979-ben a Solomon-gatnal,
Palm Island-en, Eszak-Queensland teriiletén. 138 hepatoenteritiszes
megbetegedést jelentettek, az dldozatok elsdsorban gyerekek voltak. A
betegség hasi fajdalommal, a maj megnagyobbodasaval jart, amit a
vesefunkciok zavara €s véres hasmenés kovetett. 1995 marciusa és
juniusa kozott Brisbane ivovizellatasaban okozott problémat ugyanezen
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faj a North Pine Viztarozoban valdo tomeges elszaporodasaval.
Allatmérgezéseket jelentettek Uj-Dél-Wales, Dél-Ausztralia, Victoria,
Nyugat-Ausztralia és Queensland teriiletérél. A mérgezések oka az
Anabaena circinalis, Microcystis aeruginosa, Nodularia spumigena,
Cylindrospermopsis raciborskii vagy az Aphanizomenon ovalisporum
fajok viragzasa volt (Vezeboer et al., 2000). 1994 és 1998 kozott az
izraeli Kinneret-toban figyelték meg az Aphanizomenon ovalisporum
faj tomeges elszaporodasait. A viragzas minden év hatodik honapjaban
kezdédott, a gyors szaporodast gyors degradacié kovette, majd a
tizenkettedik honapra a faj csaknem teljesen eltiint. Az A. ovalisporum-
ot 1994-ben talaltdk meg a toban, és ebben az évben érte el a
legnagyobb eléfordulast, kb. 6000 fonal/ml értékkel. A faj egértesztben
toxikusnak bizonyult, a cianotoxint a kordbban mas fajokbol mar izolalt
cilindrospermopszinként azonositottak (Banker et al., 1997).

Hazankban az elsé vizvirdgzassal kapcsolatos kozlés 1934-ben
jelent meg. Sebestyén Olga a tihanyi Bioldgiai Kutatdintézet eldtti Kis-
obolben augusztus 11-én zoldessarga Microcystis aeruginosa és
Microcystis flos-aquae okozta vizviragzast figyelt meg. A masodik
kozlés 1960. julius 30-ardl vald, vilagoszold, savos vizviragzast
¢szleltek Balatonboglaron a part kozvetlen kozelében egy védett
bedblosodésben, melyet Anabaena flos-aquae (Lyngb.) Bréb. f.
jacutica (Kissel.) Elenk. idézett el6. A kovetkezd vizviragzast
Hortobagyi kozolte: 1960. augusztus 23-an a balatonboglari partmenti
részeken kisebb-nagyobb Microcystis flos-aquae csomok usztak a
vizben. Megjelenésiik egyediilallo, ugynevezett ,,szort” vizviragzas
volt. A Microcystis flos-aquae tovabbi szort megjelenésii viragzasairol
tettek jelentést, 1960. augusztus 19-én és 1961. szeptember 17.-19.
kozott (Hortobagyi, 1962). Az eddig emlitett hazai vizviragzasok
viszonylag kis teriiletre korlatozodtak, és gyors lefutdsuak voltak. Az
elsd fokozott mértékii és hosszan tartd balatoni vizvirdgzasra 1966.
szeptember 2-an figyeltek fel. A jelenség a Keszthelyi-6bolben
mutatkozott, a Zala torkolatdhoz kozel. A vizviragzas 6 km széles és 11
km hosszt teriileten alakult ki, melyet egyetlen cianobaktérium faj
okozott: az Aphanizomenon flos-aquae (L.) Ralfs. A hetvenes évek
balatoni vizviragzasait szintén ez a faj idézte eld. Rendszerteleniil a
nyari honapokban vizvirdgzast idézett el6 1982-ben, 1992-ben és 1994-
ben a Cylindrospermopsis raciborskii (Padisak, 1997).
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2.4. A cianotoxinok

A cianotoxinok mind kémiai, mind toxikoldgiai szempontbol a
természetes toxinok egy igen valtozatos csoportjat képviselik.
Csoportositasuk tobb szempont szerint torténhet, egyik lehetdség az,
amikor a magasabb rendii gerincesekre gyakorolt hatasuk alapjan
rendszerezik Oket. Igy beszélhetiink idegmérgekrél (anatoxin-a,
saxitoxinok),  hepatotoxinokr6él  (mikrocisztinek, nodularin  és
cilindrospermopszin) és gastroenteritis-hez hasonld egészségromlast
okoz6 toxinokrol (mint példaul a lipopoliszacharidok; Chorus ¢és
Bartram, 1999). Kémiai szerkezetiik alapjan a cianotoxinok harom
nagy csoportja kiilonboztetheté meg: ciklikus peptidek, alkaloidok és
lipopoliszacharidok (Chorus és Bartram, 1999).

2.4.1. A hepatotoxikus ciklikus peptidek — a mikrocisztinek
és a nodularinok

A vizvirdgzasokbdl leggyakrabban kimutatott cianotoxinok a
ciklikus peptidek korébdl, a mikrocisztin és nodularin csaladbol
keriilnek ki. Egértesztben ezek a vegyiiletek a médj ,,vérzését” okozva
n¢hany oran belil a kisérleti allatok pusztulasat idézik eld.
Mikrocisztineket termelé szervezetek a planktonikus Anabaena,
Microcystis, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc, és Anabaenopsis fajok
¢s a szarazfoldi Hapalosiphon genusz. Nodularin termelést eddig csak a
Nodularia spumigena fajnal mutattak ki.

A ciklikus peptidek molekulatomege ~800-1100 Da, o6t
(nodularinok) vagy hét (mikrocisztinek) aminosavbol épiilnek fel.
Felépitésiikben az L- ¢és D-aminosavak mellett szokatlan, ritka
aminosavszarmazékok vesznek részt (Chorus és Bartram, 1999).
Vizoldhatok ¢és néhany, szdmos hidrofob csoportot tartalmazd
mikrocisztin kivételével, nem képesek kdzvetleniil athatolni az allati, a
novényi és a bakteridlis sejt membranjan. A sejtbe vald bejutasukban
olyan transzporterek vesznek részt, amelyek egyébként eszencidlis
vegyliletek szallitdsdban jatszanak szerepet. A kornyezetbe ezek a
toxinok csak a cianobakterialis sejtek pusztuldsa utan, azok lizise
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alkalmaval kertiilhetnek, kémiai stabilitdsuk ¢és vizoldhatosaguk
kovetkeztében kiszabaduldsuk utdn hosszabb-rovidebb ideig jelen
lehetnek a felszini vizekben. A mikrocisztinek ¢és nodularinok
toxicitdsanak alapja, hogy erdsen képesek kotddni az emldssejtek
kulcsfontossagi  enzimeihez, a protein-foszfatizokhoz. Linearis
formaban mindkét vegyliletcsoport alacsonyabb toxicitast mutat.
(Harada et al., 1999).

A mikrocisztin tipusii toxinokat elsdként a Microcystis
aeruginosa cianobaktérium fajbol izolaltdk, innen ered ¢ toxincsalad
elnevezése (Carmichael, 1989). Napjainkra tobb mint 100 strukturalis
varidnst azonositottak a kiilonbozé cianobaktérium torzsekbol. A
szerkezeti eltérések a cianotoxinban eléforduld hét aminosav
barmelyikét érinthetik (Carmichael, 1992, 1994).

A brakkvizekben el6forduld cianobaktérium faj, a Nodularia
spumigena, a mikrocisztinekkel azonos hatast, egyszerii szerkezetli
ciklikus pentapeptidet tartalmaz, amelyet az organizmus nevérdl
nodularinnak neveztek el. E vegyiiletnek is tobb szerkezeti variansat
izolaltak. A Theonella swinhoei tengeri szivacsban talaltak egy
nodularin-analégot, a motuporint, amely csak egyetlen aminosavban
kiilonbozik a nodularintél. Feltételezhetéen cianobakteridlis eredetli a
toxin, mivel ismert, hogy a szdbanforgd szivacsnak cianobakteridlis
szimbiontai vannak (Chorus és Bartram, 1999).

2.4.2. A neurotoxikus alkaloidok — az anatoxinok és a
saxitoxinok

A neurotoxikus  cianobaktériumok  megjelenésérdl  Eszak-
Amerikaban, Eurdpaban ¢és Ausztralidban szamoltak be, ahol
allatmérgezéseket okoztak. Egértesztben a neurotoxinok a 1égzés
gatlasa miatt igen gyorsan (2-30 percen beliil) a kisérleti allatok
pusztulasat okozzak. Harom cianobakterialis neurotoxin csalad ismert:

- az anatoxin-a ¢és homoanatoxin-a, amelyek acetilkolin

analogként viselkednek,

- azanatoxin-a (S), amely egy antikolinészteraz, és
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- a saxitoxinok, amelyek blokkoljdk az  idegsejtek

natriumcsatornait.

Az anatoxin-a egy kis molekulatomegii alkaloid (165 Da),
masodlagos amin. Anatoxin-a-t termelnek a kovetkez6 fajok: Anabaena
flos-aquae, Anabaena spp. (flos-aquae — lemmermannii csoport),
Anabaena planktonica, az Oscillatoria, Aphanizomenon és
Cylindrospermum genuszok fajai. A homoanatoxin-a (179 Da) egy
anatoxin-a homolog, amelyet egy Oscillatoria formosa (Phormidium
formosum) t6rzsbdl izolaltak (Skulberg et al., 1993).

Az anatoxin-a (S) ciklikus N-hidroxiguanin foszfat észter,
amelyet az NRC 525-17 jeli Anabaena flos-aquae torzs termel. A
vegyliletet az Anabaena lemmermannii-bdl is izolaltak (Henriksen et
al., 1997). Az anatoxin-a (S)-nek nem talaltak strukturalis variansat.

A saxitoxinok a karbamat alkaloid neurotoxinok egy csoportjat
alkotjak, amelyek lehetnek nem szulfatdltak (saxitoxinok — STX),
egyszeresen szulfatdltak (gonyautoxinok — GTX) vagy kétszeresen
szulfataltak (C-toxinok). Néhany fajbol dekarbamoil valtozatokat és
tobb 1) toxint is leirtak. A saxitoxinokat eredetileg kagylokbol
izolaltdk, amelyekben taplalékukbol, tengeri pancélos ostorosokbol
dusultak fel, és emberi halaleseteket is okoztak. Saxitoxinokat az alabbi
cianobaktérium  fajokban talaltak: Aphanizomenon flos-aquae,
Anabaena circinalis, Lyngbya wollei és Cylindrospermopsis raciborskii
(Chorus és Bartram, 1999).

2.4.3. A citotoxikus alkaloidok

Az Ausztrdlia trépusi és szubtropusi vizeibdl izolalt
szervezetekbél  kimutatott  cilindrospermopszin  egészen  mas
mechanizmus szerint okozott egészségiigyi problémakat az ivovizben
val6 megjelenésével. Ez a vegyiilet egy ciklikus guanidin alkaloid (415
Da), amelyet napjainkra t6bb cianobaktérium fajbol izolaltak. Elséként
a Cylindrospermopsis raciborskii-bol irtak le (Hawkins et al., 1985,
1997), innen ered a vegyllet elnevezése. A cilindrospermopszin
elsdsorban a majra hat, de rendellenes elvaltozasokat indukél a
vesékben, 1épben, timuszban és a szivben is. A cilindrospermopszin
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szerkezeti valtozatait is izolaltdk: a deoxicilindrospermopszint a C.
raciborskii  egyik torzséb6l (Norris et al, 1999), a 7-
epicilindrospermopszint az A. ovalisporum izraeli (ILC-146) t6rzsébdl
(Banker et al., 2000). A cilindrospermopszinrdl részletesebben a 2.5.
fejezetben szolunk.

2.4.4. A dermatotoxikus alkaloidok — az aplysiatoxinok és
a lyngbyatoxinok

Tengeri, bentikus cianobaktériumok, mint pl. Lyngbya,
Oscillatoria és Schizothrix fajok termelhetnek olyan toxinokat,
amelyek komoly dermatitist okozhatnak. A Lyngbya gyulladaskelt6
hatdsaért az aplysiatoxinok ¢és debromoaplysiatoxinok feleldsek,
amelyek potencidlis tumor promoterek és protein kinaz-C aktivatorok
A Lyngbya majuscula egy masik torzse dermatitist és stlyos szaj €s
gyomor/bélgyulladast okoz. Ez a faj lyngbyatoxin-a-t tartalmaz
(Chorus és Bartram, 1999).

2.4.5. Az irritalé hatasu toxinok — a lipopoliszacharidok

Elészor  Weise  és  munkatarsai  (1970)  izolaltak
lipopoliszacharidokat az Anacystis nidulans cianobaktérium fajbol. A
lipopoliszacharidok altalaban a Gram-negativ baktériumok sejtfaldhoz
tartozd  kiils6 membranban taldlhatok, ahol fehérjékkel és
foszfolipidekkel alkotnak komplexet. A lipopoliszacharidok, ahogy a
neviik is mutatja egy cukorkomponensbdl, altalaban hex6zbdl és egy
lipid  alkotorészbol,  leggyakrabban  14-18  szénatomszamu
hidroxizsirsavakbol allnak. A zsirsav komponens tehetd feleldssé az
emberben és emldsallatokban kivaltott allergias tiinetekért (Keleti és
Sykora, 1982).
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2.4.6. Egyeéb cianobakterialis bioaktiv vegyuletek

Ismert, hogy a cianobaktériumok sok mas bioaktiv vegyiiletet is
termelnek, amelyek koziil néhany az orvosi alkalmazas teriiletén is
érdeklodésre  tarthat  szamot, masok  toxikusak  Ilehetnek
cianobaktériumokra, baktériumokra, algdkra és a zooplanktonra. A
cianobaktériumok altal termelt vegytiletek kozott talalunk tumorellenes,
antiviralis, antibiotikus és gombaellenes anyagokat. A cryptophycin
nevi depsipeptidet (olyan peptid, amely egy észterkotést tartalmaz) egy
Nostoc faj GSV 224 jelli torzsébdl izolaltak, igéretes rakellenes szernek
tartjak. Napjainkban egyre tobb 1j, biologiailag aktiv ciklikus, lineéris
¢és depsipeptidet izolalnak kiilonbozd cianobaktériumokbdl (Chorus és
Bartram, 1999).

2.4.7. A cianotoxinok szintézisének szabalyozasa,
cianotoxinok a kornyezetben

A cianotoxinok bioszintézisének felderitése kezdeti stddiumban
van, tobb cianotoxin képzdédésének tanulmanyozéasara jelzett
prekurzorokat  alkalmaznak. gy pl. radioaktiv  szénizotop
felhasznalasaval kovethetdveé valik a toxin szénvazanak kialakulésa.

A toxinok kimutatdsara, mennyiségi meghatarozasira az egér-
¢s Ujabban a csirandvény-teszt mellett modern miiszeres analitikai
modszereket, mint pl. magasnyomast folyadék kromatografiat,
kapillaris  elektroforézist, = vagy  immunologiai  modszereket
alkalmaznak. Tiszta cianobaktérium torzsekkel végzett laboratériumi
vizsgélatok eredményei azt mutatjdk, hogy a kornyezeti faktorok
valtozasokat indukalhatnak a toxicitas mértékében, a toxin
koncentracioban. A leginkabb vizsgalt kornyezeti tényezok a
kovetkezOk: fény, hoOmérséklet, 4svanyi anyagok koncentracidja
(makro- ¢és mikroelemek), pH. E tényez6k nagyon sokféleképpen
hathatnak a kiilonb6zd fajok toxintermelésére, de ugyanazon faj eltérd
toxint termeld torzseire is. A mikrocisztinek és az anatoxin-a a kedvezd
novekedési koriilmények kozott, a ndvekedés logaritmikus fazisdban
érik el a legmagasabb koncentraciot. Ugyanakkor ismeretesek olyan
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mikrocisztint termeld torzsek is, amelyekben a toxinkoncentracié a
novekedés teljes iddtartama alatt kozel konstans marad. A vizsgalatok
azt bizonyitjak, hogy a cianobaktériumok tobb toxint termelnek
kedvezébb novekedési koriilmények kozott. igy pl. a 10°C alatti és
30°C feletti hémérsékleten jelentdsen csokken a sejtek toxintartalma
(Chorus ¢és Bartram, 1999). Az ellenkezd esetre is van példa: Van der
Westhuizen €s Eloff (1983) tanulmanya szerint a sejtek tul magas vagy
alacsony pH mellett toxikusabbnak mutatkoztak. Az 4svanyi anyagok
foszforkoncentracionadl — bizonyos toxinok (pl. mikrocisztinek)
mennyisége kisebb, mig mas toxinokra (pl. anatoxin-a) a
foszforkoncentracio nincs hatéssal. (Chorus és Bartram, 1999).

A cianotoxinok elsdsorban a sejtek pusztuldsa utan, a sejtfal és a
kivalasztasuk az €16 sejt altal csak ritkdn fordul eld. Egészséges, a
novekedés logaritmikus fazisdban 1évdé kulturdban a teljes
toxinmennyiségnek mindossze 10-20%-a extracelluldris (Sivonen és
Jones, 1999). A kdrnyezetben, a vizvirdgzas kibontakozasanak kezdeti
szakaszaban az extracellularis toxinkoncentracié csupan 0,1-10 pg/l. Ez
az érték a viragzas osszeomlasakor 3000-25000 pg/l is lehet (Lindholm
¢s Meriluoto, 1991; Jones ¢és Orr, 1994). Ez igen fontos adat a
vizkezelés szempontjabol: a vizvirdgzasok réz-alapti vagy szerves
herbicidekkel val6 kezelése a kornyezd vizek toxintartalménak oridsi
mértékli novekedéséhez vezethet. A toxinok négy nagy csoportja,
kiszabadulva a sejtbdl kiilonb6zd kémiai stabilitdst mutat a vizben.

A mikrocisztinek, 1évén ciklikus peptidek, extrém moddon
képesek ellenallni a hidrolizisnek vagy az oxidacionak a semleges pH-
tartomany kozelében. A mikrocisztinek és a nodularinok aktivak
maradnak még forralds utdn is. A természetes vizekben honapokig vagy
évekig is jelen lehetnek. Magas hdmérsékleten (40°C) és alacsony pH-n
lassu hidrolizis zajlik, a jelen 1évd toxinmennyiség pH=1 esetén 10 hét
alatt 90%-ban bomlik le. Gyors lebontasukra csak laboratériumi
koriilmények kozott van lehetdség, pl. 6M HCI jelenlétében magas
hémérsékleten, erds oxidalo agensek segitségével (pl. 6zon) vagy UV
sugdrzas alkalmazasaval. Erds napfényben a mikrocisztinek lassu
fotokémiai bomldson és izomerizacion mennek keresztil. A
fotodegradacio lejatszodasahoz vizoldhat6 sejtpigmentek,
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fikobiliproteinek jelenlétére van sziikség. Ilyen koriilmények kozott 2-6
hét alatt 90%-o0s bomlas megy végbe. Gyorsabban zajlik a folyamat
humuszanyagok jelenlétében (Chorus és Bartram, 1999).

Az anatoxin-a viszonylag stabil s6tétben, de napfényben enyhén
lugos  koriilmények  kozott  gyorsan  elbomlik.  Természetes
fényviszonyok ¢és pH=8-10 mellett a toxin féléletideje 14 nap
(alacsony, 10 pg/l kezdeti koncentracido esetén). Az anatoxin-a (S)
semleges €s savas koriilmények kozott viszonylag stabil (Chorus és
Bartram, 1999). A saxitoxinok szobahOmérsékleten sotétben egy sor
lasst hidrolitikus reakcion mehetnek 4at. Fotolizisiik ez iddig nem
bizonyitott.

A toxinok kiiilepedése, az iszapban val6 felhalmozddasa nem
jellemzd folyamat, mivel az ott ¢él6 baktériumok 4ltal gyorsan
lebontasra  keriilnek. A ciklikus peptidek biodegradacidjara
vonatkozoan ismert a legtobb adat, a folyamat a gytirti felnyitasara,
egyes szubsztituensek lehasitasara képes baktériumok tevékenységéhez
kothetd (Sphingomonas, Pseudomonas, Proteobacteria fajok; Jones et
al., 1994). Egyes Pseudomonas torzsek képesek az anatoxin-a
lebontasara is.
mikrocisztinek ~ felhalmozdédhatnak  vizi gerincesekben  és
gerinctelenekben (halakban, puhatestiiekben €s a zooplanktonban). A
puhatestickben a  legnagyobb  mikrocisztin  koncentracio a
hepatopankreaszban talalhatd, gerincesekben a cianotoxin a madjban
halmozodik fel. A saxitoxinok a tengeri pancélos ostorosokat
(Dinoflagellata) fogyasztd  gerincesekben ¢és  gerinctelenekben
akkumulalédnak (Chorus és Bartram, 1999).

A cianotoxinok baktériumokra gyakorolt hatdsa nem
egyértelmii. Laboratoriumi koriilmények kozott bizonyos torzsek
novekedését gatolni képesek, de ez a hatdsuk a természetben nem
bizonyitott. A cianotoxinok a zooplankon képviseldire sokféle hatassal
vannak, melyek még nem egyértelmiien tisztdzottak. A halak hasonld
moddon reagalnak a toxinokra, mint az emldsok a laborkisérletekben. A
vizsgalatok azt mutatjak, hogy a taplalkozas soran a szervezetbe keriilo
toxikus cianobaktériumok, vagy cianotoxinok a madjsejtek nekrozisat
okozzak, amit a halak pusztulasa kovet. Az érzékenységben nagy
eltérések mutatkoznak a kiilonb6zdé fajok kozott. A cianotoxinok
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karosithatjdk a majon kiviil a szivet, a vesét, a kopoltyut, a bort €és a
Iépet. Ilyen karosodasokat az eurdpai ponty (Cyprinus carpio) esetében
is leirtak (Chorus és Bartram, 1999).

2.5. A cilindrospermopszin

A cilindrospermopszin, mint az eldzéekben lathattuk, a
citotoxikus alkaloidok kozé tartozé cianotoxin. Ciklikus guanidin
alkaloid, melynek molakulatomege 415 Da. A Cylindrospermopsis
raciborskii, (Hawkins et al., 1985, 1997), az Umezakia natans (Harada
et al., 1994), az Aphanizomenon ovalisporum (Banker et al., 1997), a
Raphidiopsis curvata (Li et al., 2001), az Anabaena bergii (Schembri et
al., 2001; Fergusson és Saint, 2003), az Aphanizomenon flos-aquae
(Preussel et al., 2006), az Anabaena lapponica (Spoof et al., 2006) ¢s a
Lyngbya wollei (Seifert et al., 2007) cianobaktérium fajok esetében
nyert bizonyitast, hogy cilindrospermopszint termelnek. Tiszta
formaban a toxin elsésorban a majra hat, de karos hatast gyakorol a
vesére, lépre, timuszra és a szivre is (Runnegar et al., 1994, 1995;
Runnegar és Lu, 1994; Falconer et al., 1999; Azevedo et al., 2002).
Ujabban a cianotoxin neuronokra valo hatasat is kimutattak (Kiss et al.,
2002), s6t genotoxikus volta is felmeriilt (Shen et al., 2002). A
cilindrospermopszin pontos hatasmechanizmusa még nem tisztazott. Az
irodalomban taldlunk adatokat arra vonatkozdan, hogy gatolja a
fehérjeszintézist allati (Froscio et al., 2003) és novényi sejtekben is
(Metcalf et al., 2004). Reisner és munkatarsai (2004) eredményei
szerint a toxin a pirimidinszintézist gatolja. A cilindrospermopszin
széleskorli  hatdsainak  hatterében  4ll6 pontos  molekuldris
mechanizmusok feltarasa tovabbi kutatasok targyat képezi.

Az 1994-es Kinneret-tavi (Izrael) vizvirdgzasbol szadrmazod
Aphanizomenon ovalisporum torzsb6l izolalt biologiailag hatasos
vegyiilet optikai aktivitdst mutat, a lathaté fényt + 10,2° mértékben
elforgatja. A forgatds mértéke és irdnya bazikus (pH=9,0 NH4OH-al
beallitva), semleges (pH=7,0) valamint savas (pH=5,0 CH3;COOH-al
beallitva) kozegben sem valtozik. Az Umezakia natans-bol izolalt
vegyiilet ugyanilyen optikai tulajdonsagokkal jellemezhetd, mig a
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Cylindrospermopsis raciborskii terméke ellentétes értéket mutat
(Ohtani et al., 1992).

Burgoyne ¢és munkatarsai (2000) kozoltek el0szor adatokat a
cianotoxin bioszintézisérdl. Radioaktiv izotopokkal jelolt feltételezett
prekurzor molekulak felhasznéalasaval tartak fel a cilindrospermopszin
képzddésének 1épéseit Cylindrospermosis raciborskii-ban. Kimutattak,
hogy a molekula alapja a guanidino-ecetsav, amely 6t acetat egységbdl
épiil fel. Az acetat egységek adjak a CYN 4. — 13. szénatomjait, a 14. és
15. szénatom, a 16-os szamu nitrogén glicinbdl szdrmazik. Az acetat
egységek ¢s a glicin dsszekapcsolasat a poliketid-szintetaz enzim végzi,
a ciklizacio feltételezhetdéen autokatalitikus titon megy végbe. A 16-o0s
¢s a NH-CO-NH szegment eredete is ismeretlen. Feltételezik, hogy a
guanidino-ecetsav 1étrejottében egy amidino-transzferdz enzim is részt
vesz. Ezt a feltevést latszanak aldtdmasztani Shalev-Alon ¢és
munkatarsainak (2002) eredményei is. Kutatocsoportjuk egy amidino-
transzferazt kodold gént azonositott az Aphanizomenon ovalisporum-
ban. A gén a szekvenciaadatok alapjan a Streptomyces griseus-bol leirt
prokaridta tipusu amidino-transzferaz enzimet koédolja. A gén egy
poliketid szintetdzt ¢és egy peptid-szintetdzt kodold gén kozott
helyezkedik el - ,,szomszédjai” kulcsfontossaguak a
cilindrospermopszin szintézisében. A hasonl6 élettani folyamatokban
vagy biomolekuldk szintézisében résztvevd enzimeket kddold gének a
prokaridtdkban, az esetek tilnyomo6 tobbségében, klaszterekbe,
szabalyozasi egységekbe tomoriilnek. Mindez azt sugallja, hogy az
amidino-transzferdz enzimnek szerepe van a cianotoxin létrejottében. A
cilindrospermopszin bioszintézisének vazlata a 8. abran lathato.
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8. abra. A cilindrospermopszin szintézis elsd |épései soran lejatszédo
biokémiai reakciok, amelyeket harom géntermék, az AoaA, AoaB, és az AoaC
katalizal az A. ovalisporum-ban. ACP: Acil karrier protein; KR: ketoreduktaz.
Az abra Kellmann és munkatarsai (2006) nyoman késziilt.

A cilindrospermopszin sotétben viszonylag stabil, magas
hémérsékleten (50°C) lassi bomlasa figyelhetd meg (Chiswell et al.,
1999). Napfényben, pigmentek (fikobiliproteinek) jelenlétében relative
gyorsan bomlik, 2-3 nap alatt a kiinduldsi mennyiség 90%-a
degradalodik. A tiszta toxin napfényben is stabilnak mondhaté
(Chiswell et al., 1999).

A cilindrospermopszin  kiiilepedése, az iszapban vald
példat lathatunk (els6sorban rakok, kagylok esetében - Saker ¢és
Eaglesham, 1999; Saker et al., 2004; Kankaanpaa et al., 2005). A
cianotoxinok a zooplankon képviseldire sokféle hatassal vannak,
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melyek még nem egyértelmiien tisztazottak (Fabbro et al., 2001,
Nogueira et al., 2004). A cilindrospermopsin vizi gerincesekre kifejtett
hatasarol lényegesen kevesebb adat taldlhato az irodalomban, a
vizsgélatok azt mutatjak, hogy a mérgezési tiinetek hasonléak, mint az
emlosok esetében a laborkisérletekben. A tdplalkozas soran a
szervezetbe keriild, cilindrospermopszint termelé cianobaktériumok,
vagy maga a toxin a majsejtek nekrozisdt okozza, amit a halak
pusztulasa kovet. Az érzékenységben nagy eltérések mutatkoznak a
kiilonbozd fajok kozott. A cilindrospermopszin karosithatja a majon
kiviil a szivet, a vesét, a kopoltytt (Chorus és Bartram, 1999). Mint
fentebb mar szoltunk roéla, a cianotoxin hatdsdnak pontos
mechanizmusa még nem tisztazott.

Az 1990-es évek ota tobb kutatocsoport foglalkozott a
cilindrospermopszin szerves kémiai szintézisével. 1995-ben Snider és
Harvey egy biciklikus modell szintézisét valdsitottak meg. 1996-ban
Heintzelman és munkatarsai a piperidin A-gylriit, 1998-ban Snider és
Xie a biciklikus guanidint és a hidroximetiluracil oldallancot hoztak
1étre szerves kémiai szintézissel. Késébb a molekula szintézisét tobben
megvalositottak (Xie et al., 2000; White és Hansen, 2000), s6t, a 7-
epicilindrospermopszin totalszintézise is megvalosult (Heintzelman et
al., 2001, 2002; Looper és Williams, 2004; White és Hansen 2005). A
kémiai szintézis hozzasegit a molekula szerkezetének pontosabb
megismeréséhez, a szerkezet és a hatasmechanizmus 6sszefiiggéseinek
alaposabb megértéséhez. Ezek a vizsgdlatok egészen a kozelmultig
folytak és minden bizonnyal tovabb folynak a jovdben is.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyésztése

Munkénk sordan 2.2. pontban részletesen bemutatott, az izraeli
Kinneret-tobol izolalt toxikus Aphanizomenon ovalisporum torzzsel
dolgoztunk (ILC-164). Az izolatum a Debreceni Egyetem Novénytani
Tanszékének torzsgylijteményében BGSD-423 jeldléssel szerepel.

A cianobaktériumok tenyésztése soran a BG-11 ¢és az Allen
tapoldatok hasznalata altalanosan bevalt. Az Aphanizomenon
ovalisporum torzs fenntartasara, illetve tenyésztésére egyszeres
asvanyianyag tartalmi Allen médiumot hasznaltunk (Allen, 1968).

A vizsgélatainkhoz sziikséges tenyészetek 1étrehozasahoz
exponencialis ndvekedési fazisban 1évo, steril levegdvel buborékoltatott
Aphanizomenon ovalisporum tenyészetbél a sejteket laboratoriumi
hémeérsékleten (20-25°C) centrifugaltuk (6000xg, 10 perc Beckman
Avanti J-25), majd szulfatot, foszfatot, illetve nitratot nem tartalmazo
tapoldatban reszuszpendaltuk. Ezt kdvetden a sejtszuszpenzidt 400 ml
Allen tapoldatot tartalmaz6, 500 ml-es Erlenmayer lombikokba oltottuk
szét. A novekedésvaltozasokat, az enzimologiai folyamatokat és a
toxintartalom alakulasat kéthetes periodusban kovettik nyomon, a
kovetkezd tenyészetekben:

- Kontroll: teljes d4svanyianyag tartalmi Allen médiumban
novekvo tenyészet.

- -S: szulfitot nem tartalmazd Allen médiumban ndvekvd
tenyészet. Az Allen tapoldat magnézium-szulfat (MgSO4 7H,0)
¢s vas-szulfat (FeSO47H,0) formdajaban tartalmaz ként,
valamint a mikroelemek koziil a réz és a cink is szulfat-soként
van jelen. A szulfatmentes tapoldatban a magnézium-szulfatot
ekvivalens mennyiségii magnézium-nitrattal (Mg(NOs), 7H,0),
a vas-szulfatot vas-kloriddal (FeCl,6H,O) helyettesitettiik, a
réz- ¢és cinktartalmat réz-klorid (CuCly) és cink-klorid (ZnCl,)
form4jaban biztositottuk.

- +-S: a tenyésztés elsO 48 drajaban teljes asvanyianyag tartalmu
Allen médiumban ndvekvd tenyészet, majd a 48. o6ra utdn a
sejteket centrifugaltuk (6000%g, 10 perc Beckman Avanti J-25),
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szulfatmentes médiumban reszuszpendaltuk, ezt kovetden az
eredeti térfogatnak megfeleld szulfatot nem tartalmazé Allen
médiumban vettiik fel.

-+S: a tenyésztés elsé 48 ordjaban szulfatmentes Allen
médiumban nevelt tenyészet, amelyhez a tenyésztés 48. oraja
utan a térfogatnak megfeleld mennyiségli szulfatot adtunk
(MgSO,4 formgjdban, hogy ne noveljik meg a tapoldat
nehézfémtartalmat — a cianobaktériumok a nehézfémekre,
kiilonosen a rézre nagyon €rzékenyek).

-P: foszfatot nem tartalmaz6d Allen médiumban ndvekvd
tenyészet. A tapoldat K,HPO, form4jaban tartalmazza a
foszfatot, a foszfatmentes tapoldatban a kaliumot KCI-dal
potoltuk.

+-P: a tenyésztés elso felében (168 oran at) teljes asvanyianyag
tartalmia  Allen médiumban novekvd tenyészet, majd a
tenyésztés hetedik napjan a sejteket centrifugaltuk (6000xg, 10
perc Beckman Avanti J-25), foszfaitmentes médiumban
reszuszpendaltuk, majd az eredeti térfogatnak megfeleld
foszfatot nem tartalmaz6 Allen médiumban vettiik fel.

-+P: a tenyésztés elso felében (168 6ran at) foszfatmentes Allen
médiumban nevelt tenyészet, majd a tenyésztés hetedik napjan a
térfogatnak megfeleld mennyiségli foszfatot adtunk a
tenyészethez K,HPO,4 formajaban.

-N: A kontroll koriilmények kozott nevelt tenyészet a teljesen
nitrogénmentes taptalajba vald atoltdst nem viseli el, ezért a
kotott nitrogénéhezéshez az inokulumot centrifugaltuk (6000%g,
10 perc Beckman Avanti J-25), a sejteket 0,18 mM
nitrogéntartalmi médiumban (a nitrogéntartalom az eredeti -
kontroll - Allen médium nitrogéntaralmanak 2%-a)
reszuszpendaltuk. A tdpoldatban a nitrogén NH4NO;
formajaban volt jelen. Az igy inditott tenyészetet tekintjiik -N
tenyészetnek.

+-N: a tenyésztés elsé felében (168 oran at) teljes asvanyianyag
tartalmia  Allen médiumban novekvé tenyészet, majd a
tenyésztés hetedik napjan a sejteket centrifugaltuk (6000xg, 10
perc Beckman Avanti J-25), 2% N-tartalmi médiumban
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reszuszpendaltuk, majd az eredeti térfogatnak megfeleld, 2%
nitrogént tartalmaz6 Allen médiumban vettiik fel.

- -+N: a tenyésztés elsd felében (168 oran at) 2%
nitrogéntartalmi Allen médiumban nevelt tenyészet, majd a
tenyésztés hetedik napjan a térfogatnak megfeleld mennyiségli
nitratot adtunk a tenyészethez NaNOs formajaban.

A tenyészetek nevelése, illetve a torzs fenntartasa allandé fényen (max.
30 umol/m’s fényerd, Polylux XLg fénycsovek) 28°C-on, steril
levegdvel buborékoltatott 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban tortént.

3.2. A fénymikroszképos morfolégiai vizsgalatok

A kiilonb6z6 ¢hezési  koriilmények kozott  végbemend
morfologiai valtozasokat OLYMPUS PROVIS AX 70 tipusa
mikroszkop segitségével kovettiik nyomon. Naponta 5 pl mintéat
vettlink a tenyészetekbdl, a fotozas 18x18 mm-es feddlemez alatt,
OLYMPUS CAMEDIA tipusu digitalis kamerdval tortént. A képek
1000-szeres nagyitassal, a digitalis feltét kétszeres zoom funkciojanak
felhasznalasaval késziiltek, vilagos latoterii (Bright Field — BF) és
polarizalt (PO) megvilagitdsi modban (ez utobbi esetben a
polarizatornak koszonhetéen tort fény éri a mintat, aminek
eredményeként , feliileti” kép keletkezik).

3.3. A tenyészetek novekedésének nyomon kovetése

A tenyészetek novekedése alatt a klorofill-a ¢és a
fehérjetartalom, a szaraz tomeg illetve a sejtszdm valtozasat értjiik, a
kisérletek soran e paraméterek valtozasat kovettik nyomon. A
tovabbiakban tehat nodvekedésen a klorofill-a ¢és a fehérje
mennyiségének novekedését, a szaraz tomeg illetve a sejtek szaméanak
emelkedését értjiik, ndvekedésvaltozdson az ezek mennyiségében
bekdvetkezd valtozast.
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3.3.1. A Klorofill-a tartalom meghatarozasa

A klorofill-a tartalom meghatarozasa soran a 663 nm-en 80%-0s
acetonban mért fényabszorpcid alapjan szamitottuk a pigmenttartalmat
(ug x ml”, Bendall et al., 1988). A meghatirozashoz minden nap 200
pl mintat vettiink a tenyészetekbdl. A novekedésvaltozasokat 14 napos
iddszak alatt kovettiik nyomon, az ennél iddsebb tenyészetek mar
stacioner kultiranak szamitanak.

3.3.2. A szaraz tomeg meghatarozasa

A szarazanyag-tartalom meghatarozdsahoz minden nap 3 ml
mintat vettlink, a mintdkat centrifugaltuk (6000xg, 3 perc, Fisher
Model 59A), majd mosas utan liofilizaltuk (fagyasztva szaritottuk). Az
eredmények egyrészt a tenyészetek novekedésérdl tajékoztattak,
masrészt ezekbdl a mintakbol mértiik az intracelluldris toxintartalmat
is, amelyet a szaraz tomegre vonatkoztatva is megadtunk.

3.3.3 A fehérjetartalom mérése

A sejtek fehérjetartalméanak ismerete az ATP-szulfurilaz és
alkalikus foszfatdz enzim aktivitdsanak meghatarozasidhoz, illetve a
nitrogendz enzim vizsgalatahoz elengedhetetleniil sziikséges, €s tovabbi
informaciot szolgaltat a tenyészetek novekedésérdl. A fehérjetartalom
meghatarozdsdhoz 8 o6ranként 2 ml mintat vettiink a tenyészetekbdl
(ebbdl a mintabol hataroztuk meg az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasat
is).

A fehérjekivonast jégen végeztik, a sejtek feltarasat haromszori
fagyasztassal értiikk el. A kivonatok fehérjetartalmat Bradford
modszerrel hataroztuk meg (Bradford, 1976).
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3.3.4. A sejtszam meghatarozasa

A sejtszdmolast JENAVAL mikroszkoppal, 18x18 mm-es
fedélemez alatt végeztiikk. A sejtszdm meghatdrozasahoz 5 pl mintat
vettiink a tenyészetekbdl, melyben 300-szoros nagyitds mellett a
fonalakat, 1000-szeres nagyitassal a sejteket szamlaltuk meg. A
mintakat légmentesen szigeteltiik, hogy a parolgast megakadalyozzuk.
A sejtszamot sejt x ml™' egységben adtuk meg.

3.4. A heterocisztak izolalasa

A heterocisztdk izoladldsdhoz a Smith és munkatarsai (1988) altal
kidolgozott modszert alkalmaztuk, kis modositdsokkal. A modszer
lényege, hogy a centrifugalassal toményitett sejt (fonal) szuszpenziot
lizozimos emésztésnek vetjiikk ala. A lizozim a setfalat elbontja, a
heterocisztak speciadlis burka azonban hosszabb ideig ellendll az
emésztésnek, mint a vegetativ sejtek ,,hagyoméanyos” Gram-negativ
sejtfala. A széteso fonalak illetve vegetativ sejtek koziil a mas tlilepedési
sajatsagokkal  bir6  heterocisztdk  differencidl-centrifugdléssal
elvalaszthatok.

Nagy mennyiségli heterociszta eldallitdsdhoz 8 1 nitraitmentes
Allen tapoldatot oltottunk be 400 ml egy hetes nitratéheztetett (aktiv
heterocisztdkkal rendelkezd) inokulummal. A  tenyészetet az
exponencialis novekedési fazis végéig (9-10 nap) neveltik. A 10.
napon a tenyészetet centrifugaltuk (6000xg, 10 perc Beckman Avanti J-
25), majd a sejteket 60 mM pH 7,5 Tris-HCI, 50 mM mannitol, | mM
EDTA és 1,0 mg x ml™ lizozim tartalmi szuszpenzids kozegben vettiik
fel. A szuszpenzidt 2 oran keresztiil 37 °C-os vizfiirdon tartottuk, majd
desztillalt vizzel a kiinduldsi térfogat tizszeresére higitottuk. A
lizozimmal valé emésztés, majd a higitas okozta ozmotikus sokk
kovetkeztében a vegetativ sejtek elroncsolodtak. A heterocisztakat
differencidl-centrifugdlassal valasztottuk el a sejttormeléktol. A
cenntrifugalast Janetzki K23 tipusu, kilengbfejes centrifugaval
végeztik (350-1400%g, 5 perc). Minden centrifugdlds utan
eltavolitottuk a feliiluszot és a heterocisztak allapotat mikroszkoppal
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(JENAVAL) ellendriztiik. A kovetkezd centrifugalas el6tt a csapadékot
lizozim-mentes szuszpenzids kdzegben vettiik fel. A centrifugalds utan
a sejttomeget UG-160 tipusu szonikdtorral haromszor 15 s
idétartamban szonikaltuk. A szonikalt sejttdmeget szuszpenzids
kozegben mostuk, majd centrifugaltuk (6000xg, 10 perc Beckman
Avanti J-25). A {iledéket — ép heterocisztak tomegét — 5 mM pH 7,5
Tris-HCI pufferben vettiikk fel (a heterocisztdk épségét elsdsorban a
poléaris testek megfeleld helyzete alapjan allapitottuk meg). A
heterocisztak feltardsa tobbszori fagyasztas-olvasztassal, illetve
szlikség esetén szonikalassal tortént. A feltrds, majd centrifugélas utan
nyert feliluszot alkalmaztuk a tisztitott heterocisztdk enzimoldgiai
(Western-blot) és toxikoldgiai (CE) vizsgalatahoz.

3.5. Enzimolégiai vizsgalatok
3.5.1. Az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasanak mérése

Az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasat a Lappartient ¢s Touraine
(1996) éltal leirt modszer modositasaval mértiikk. Az enzimreakcid elsé
Iépésében a reakcidelegyet 37 °C-on egy oran at inkubaltuk, majd a
reakciot 100 pl 20%-os SDS hozzaadéasaval allitottuk le (500 ul
reakcioelegy tartalma: 80 mM Tris-HCI puffer pH 8,0; 7 mM MgCly;
0,2 mM Na,ATP; 1 egység E. coli inorganikus pirofoszfataz és 12 pl
nyerskivonat). A masodik 1épésben az elsd reakcié soran felszabadult
szervetlen  foszfat (P;) mennyiségét ammonium-molibdenatot
tartalmazé komplexképzo segitségével spektrofotometridsan hataroztuk
meg (Cooper, 1977). A szervetlen foszfat mennyiségének ismeretében
specifikus enzimaktivitast szamoltunk (UM P; x mg fehérje™ x ora™).

3.5.2. Az alkalikus foszfataz enzim aktivitasanak mérése

Az alkalikus foszfatdz enzim aktivitasat Ihlenfeldt és Gibson
(1975) modszere szerint in situ mértikk. A tenyészetekb6l Eppendorf
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csovekbe 100 pl-t mértiink és 500 pl 0,4 M Tris-HCI (pH 9,0) oldatot
adtunk hozza. Ezt kovetéen 500 pul 8 mM pNPP-t (para-nitro-fenil-
foszfat) adtunk a rendszerhez és 10 percig inkubdltuk. Az inkubalast
25°C-on, sotétben végeztiikk. Az enzimreakcid a pNPP hozziadésaval
kezd6dott, a reakciot 500 pl ,stop oldat” reakcioelegyhez
pipettazasaval allitottuk le, amely oldat 0,2 M Na,HPOj4-ot tartalmazott
1 M NaOH-ban oldva. A reakcioelegyet fél percig 1000xg-vel
centrifugaltuk (Fisher Model 59A) és a pNPP-bol atalakitott pNP
mennyiségét 400 nm-en, a feliiluszobol spektrofotometridsan
hatdroztuk meg a sejteket nem tartalmazd eleggyel szemben. A
fényabszorpcido alapjan optikai denzitas kiillonbséget, majd a
fehérjetartalom ismeretében specifikus enzimaktivitdst szamoltunk
(atalakitott mM pNPP x mg fehérje™! x 6ra”, & = 1,83 x 10%).

3.5.3. A nitrogenaz enzimkomplex kimutatasa a nitrogéné-
hezés (molekularis nitrogén kotés) korulményei ko-
zott

A nitrogenaz enzimkomplex kimutatdsdhoz minden nap 2 ml
mintat gyiijtottiink a kotott nitrogént nem tartalmazod tenyészetekbol.
Els6 1épésben a fehérjék szétvalasztisa tortént meg gélelektroforézis
segitségével (Laemmli, 1970). A futtatds SDS tartalmt (denaturalo),
7,5 %-os akrilamid gélen, 25 mA aramerdsség mellett, Mighty minigél
rendszerben zajlott 1,5 6ras futtatasi idovel.

A szétvalasztott fehérjék transzferalasahoz a a Gershoni és
munkatarsai (1985) altal kidolgozott blottolasi eljarast alkalmaztuk
né¢hany moddositassal. Az elektroblot sordn a gélen szétvalasztott
fehérjéket nitrocellul6z membranra (Schleicher Schuell Protron BA8S
celluléz nitrat, 0,45 um) vittiik at. Az eljaras alatt a gél €s a membran is
190 mM glicint és 20% metanolt tartalmaz6é 25 mM-os Tris-HCl
pufferbe meriill, pH = 8,3 (tank blotting). A gélen szétvalasztott
fehérjék membranra transzferalasa 3 oran at, 300 mA aramerdsséggel,
Hoefer tipusu blottol6 késziilékben zajlott.

A nitrogendz enzimkomplex specifikus kimutatasdhoz a Towbin
¢s Gordon (1984), Govezensky és munkatarsai (1991), illetve a Jeong
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¢s Jouanneau (2000) altal leirt immunologiai médszereket dolgoztuk at
a munkank tdmasztotta kovetelményeknek megfeleléen. A blottolasi
eljarast a nitrocelluloz membran aspecifikus kotohelyeinek telitése
kovette (blokkolas). A blokkold oldat 2% BSA és 0,1 Tween 20
tartalmu egyszeres PBS, az inkubalasi id6 1 o6ra. A nem specifikus
kotohelyek telitése utan az elsddleges ellenanyaggal (AgriSera anti-
nitrogendz (NifH) valdé kezelés kovetkezett. Az ellenanyagot
haromezerszeres higitdsban alkalmaztuk (a higitast a blokkolooldattal
végeztiik), a membrant 7 Oran at inkubaltuk. A masodlagos
ellenanyaggal valo jeloléshez a Sigma altal gyartott alkalikus
foszfatdzzal kapcsolt masodlagos ellenanyagot (anti-chicken IGG
alkaline phosphatase conjugate) hasznaltuk.

A nitrogenaz enzimfehérje (antigén) és az ellenanyagok kozott
kialakitott komplex kimutatasara (el6hivas) a Sigma szubsztrat oldatat
hasznaltuk (BCIP-NBT; 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat — nitro-blue-
tetrazoliumklorid). A szubsztratoldatot 0,05 mM MgCl, tartalmu 0,1
M-os Tris-HCI pufferben (pH 9,5) vettiik fel. A szubsztrat oldattal valo
reakcio eredményeként szines (ibolyasvords) folt jelent meg a
nitrocellul6z membranon ott, ahol az ellenanyagok az antigénhez
kotodtek.

3.6. A toxintartalom meghatarozasa

A sejtek tényleges cilindrospermopszin tartalmat a kapillaris
elektroforézis modszerével hataroztuk meg (Vasas et al., 2002). A
meghatarozashoz minden nap 3 ml mintét vettiink a tenyészetekbdl, a
mintdkat a 3.2.2. pontban leirtaknak megfelelden készitettiik el. A
heterocisztakat a 3.4. pontban leirtak szerint izolaltuk, illetve tartuk fel.
A feldolgozast a mintak liofilizéldsa és a szaraz tomeg mérése eldzte
meg.

Az elektroforetikus moddszerek koziil a cilindrospermopszin
molekula fizikai-kémiai sajatsagai miatt a micellaris elektrokinetikus
kapillaris  kromatografiass (MEKC) modszert valasztottuk a
meghatarozashoz. A legfontosabb paraméterek optimalasdval a
kidolgozott eljaras alkalmas a cilindrospermopszin elvalasztisara és
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kvantitativ. meghatarozdsara. Az aldbbi mérési paramétereket

alkalmaztuk:

kapillaris:
injektalas:
fesziiltség:

hémérséklet:
detektalas:

pufterelektrolit:
prekondicionalas:
posztkondicionalas:

kvarc (non-coated), Legs: 60 cm, id: 50 pm
hidrodinamikus, anddos végen, 50 mbar 2 s
25 kV, normal polaritds (and6d végi
injektalas, katod végii detektalas),

25°C, termosztalt

diddasoros spektrofotometrias, 280 nm

25 mM borat, 40 mM SDS, pH: 9.1
5 perc mosas a pufferelektrolittal
10 perc mosas 0,5 M NaOH-dal

A pufferelektrolittal beallitott lugos kozegben a 280 nm-en vald

detektalast talaltuk

a  legoptimalisabbnak. = A hidroxidos

posztkondicionalasra a kapillaris bels6 feliiletének biologiai matrix
utani minél tokéletesebb regeneralasa, mosdsa miatt volt sziikség.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1. Az A. ovalisporum fénymikroszképpal megfigyel-
heté morfolégiai valtozasai

Az Aphanizomenon nemzetségre jellemzd, hogy a fonalak kozel
egyenesek, nem helikalisak, nem képeznek hurkokat, mint az az
Anabaena, Anabaenopsis vagy a Cylindrospermopsis nemzettségekben
megfigyelhetd (Whitton, 2002). A fonalak a végiikon elvékonyodnak, a
fonalak végén a sejtek megnyultabbak — sokdig ez volt a legfontosabb
megkiilonboztetd bélyeg az Aphanizomenon ¢és az Anabaena
nemzetségek kozott, ez utdbbi genuszra ugyanis mindez nem jellemz6
(Komarek, 1958). Az Aphanizomenon nemzettség megkiilonboztetd
bélyegeit Hindak (2000) foglalta 6ssze a fonalmorfologian tal sok mas
kritériumot hasznalva. Az Aphanizomenon fajok elkiilonitése nem
egyszerll feladat, az akinétdk morfologidja kulcsfontossagu a fajok
elkiilonitésében.

Az altalunk vizsgalt Aphanizomenon ovalisporum ILC-164 torzs
a nemzetségre altalanosan jellemz6 morfologiai sajatsagokkal irhato le.
Az atoltast kdvetden a fiatal fonalak csaknem ,,gyongyfiizér’-szeriiek, a
sejtek belsé tere homogénnek latszik. A fonalak hossza az atoltast
kovetéen 80-100 sejt az Aaltalunk alkalmazott buborékoltatott
tenyészetekben. Az atoltast kdvetden, a ,,0” idopontban megfigyelhetd
allapot a 9. abran lathato.

Oty y | 2 9. abra. Az A. ova-

lisporum fonalak

morfolégigja a ki-

. |/ sérletek inditasakor

/ (0 idépontban). Az

1 jeli képen a

° 3 sejtek allapota lat-

Wy hato, a 2 jelli kép a

' fonalak hosszat, a

3 jeli kép a

2 tenyészet allapotat
mutatja be.

10 um
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4.1.1. Morfoldgiai valtozasok kontroll koriimények kozott

Kontroll koriilmények kozott a sejtek a nemzettségre
jellemzébben nyujtottakka valtak (10. abra), a fonalak hossza az
altalunk alkalmazott buborékoltatott tenyészetekben atlagosan 150-200
sejt, de nemritkdn a 300 sejtes hosszusagot is elérték. A kontroll
tenyészetben a tenyésztés végére sem koOvetkezett be jelentds
morfologiai valtozas. A tenyésztés masodik felében az Aphanizomenon
nemzettségre altalanosan jellemzd fonalmorfologiat figyelhettiink meg:
a fonalak a végiikkon jellegzetesen elvékonyodnak, a sejtek
hosszukésak, a nyolcadik naptol kezdédden granulumok jelennek meg
a sejtekben, ez 332 6ra utdn (a 14. napon) a legkifejezettebb (10. abra).
A jelenség a tartalék tapanyagok felhalmozasanak eredménye, amely
oregedd, a novekedés iitemét valtoztatd tenyészetekben gyakran
megfigyelhetd.

a) 48 ora

10 um
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b)

10. abra. Morfologiai valtozasok a tenyésztés teljes id6tartama alatt kontroll
korilmények kozott nevelt A. ovalisporum tenyészetben. Az 1 jell képeken a
sejtek allapota kovethetd nyomon, a 2 jelii képek a fonalak hosszanak
valtozasat, a 3 jelt képek a tenyészet allapotat mutatjak be.
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4.1.2. Morfoldgiai valtozasok a kénéhezés soran

Kén hidnyaban mar 48 6ra (2 nap) elteltével jelentds valtozasok
kovetkeztek be az A. ovalisporum sejtek morfologidjaban.
Legszembetiindbb valtozas, hogy a sejtek granulaltsiga mar 48 oOra
elteltével (a 2. napra) jelentds mértékben megndtt (11. a dbra). A 96.-
144. 6rara (4.-6. napra) a sejtek tovabb fokozodd granulaltsaga mellett
jellegzetes, nagy méretii, amorf alak sejtek voltak megfigyelhetdk (11.
b ébra). A kénéhezés soran a fénymikroszkoppal megfigyelhetd
valtozdsok mar igen kordn, a tenyésztés els6 néhany napjaban
lezajlanak. A tenyésztés végére a fonalak feldarabolodéasa ¢és
kitilepedése volt megfigyelhetd, a 150-200 sejtes fonalak néhany (3-8)
abra). Megfigyeléseink Osszhangban 4llnak a mas, unicellularis vagy
fonalas cianobaktériumokra vonatkozd irodalmi adatokkal. Kén
hianyaban a tenyészetek erdteljesen sargulnak (11. ¢ 4bra), ami a
fotoszintetikus apparatus dezintegralodasara utal. Az enzimmérésre
hasznalt nyerskivonatok kék szinének eltlinése (a megfigyelést nem
mutatjuk be) a fikobiliszomak, fikobiliproteinek ¢és a hozzajuk
kapcsolodd  pigmentek  (fikocianin, fikoeritrin) degradécidjara,
lebomlasara utal (Richaud et al., 2001). A sejtek fokozodo
granuléltsaga a kiillonbozd tartalék tapanyagok (cianoficin szemcsék,
glikogén, polihidroxivajsav) felhalmozasanak eredménye lehet (Ortega-
Calvo és Stal, 1994; Arifio et al., 1995; Schmidt et al., 1982; Wanner et
al., 1986). Meg kell azonban jegyezniink, hogy az esetlinkben
megfigyelhetd granulumok mibenlétének pontos azonositdsdhoz
tovabbi vizsgalatok sziikségesek, amely jelen munkdnknak nem volt
célja.

A kén visszaadasa utan, egy rovid lag periodust kdvetéen (kb.
48 ora) az ¢hezés soran felhalmozott granulumok eltiintek, a fonalak
visszanyerték a  kontrollban  megfigyelhetd  allapotukat (a
megfigyeléseket nem mutatjuk be). Elmondhatjuk tehat, hogy a
kénéhezés olyan altalanosnak mondhaté morfologiai valtozasokat
indukél (fotoszintetikus apparatus degradacidja, tartalék tdpanyag
felhalmozas), amelyek mind az unicellularis, mind a fonalas
cianobaktérium fajok esetében megfigyelhetdk.
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c) 288 ora ', 1

N

10 um H‘

11. abra. Morfoldgiai valtozasok a tenyésztés teljes ideje alatt szulfatmentes
médiumban nevelt A. ovalisporum tenyészetben. Az 1 jell képeken a sejtek
allapota kovetheté nyomon, a 2 jel( képek a fonalak hosszanak valtozasat, a
3 jell képek a tenyészet allapotat mutatjak be.

4.1.3. Morfoldgiai valtozasok a foszforéhezés soran

A foszforéhezés soran a vegetativ sejtek jelentds része
kismértékli, valtozdson ment at. Foszfor hidnydban a sejtek
megnyultabbak, a fonalak vékonyabbak, mint a kontroll esetében (12. a
abra), a tenyésztés végére a sejtek belso strukturaja ,.eltlint”, a vegetativ
sejtek homogénné valtak (12. ¢ abra). Ennek lehetséges magyarazata
az, hogy a foszfatéheztetett sejtekben a polifoszfat granulumok
lebomlanak. Ez a jelenség az irodalombdl is ismert valtozas (Jensen és
Sicko, 1974).

A heterocisztds Nostocales rend képviseldinek altaldnos
tulajdonsaga az akinéta képzés. Az akinéta sporaanaldg, kiszaradas-
rezisztens képlet, gazdag glikogénkészlettel és nitrogénraktarral. Az
akinéta képzés lehetdvé teszi a faj légkorben vald terjedését is. Az
akinétak valamely kornyezeti tényezd kedvezdtlenné vélasa esetén
jelennek meg. Differencidlodasukrdl még hidnyosak az ismereteink, az
eddigi megfigyelések szerint kitlintetett szerepe van a homérsékletnek
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(ktilonosen a hémérséklet ingadozasanak — Moore et al., 2005), és a
tapanyag-ellatottsdgnak. A legtobb esetben a nitrogén illetve a foszfor
hidnya volt az, amely elinditotta a vegetativ sejtek akinétava alakulésat.
Moore és munkatarsai (2003) a Cilindrospermopsis raciborskii, Sarma
¢és munkatarsai az Anabaena torulosa (Sarma és Khattar, 1992; Sarma
et al., 2004), Olli és munkatarsai (2005) az Anabaena lemmermannii
esetében figyelték meg, hogy a foszfor, illetve a nitrogén hianya
akinéta differencidloddshoz vezethetnek. Az altalunk vizsgalt A.
ovalisporum torzs foszforéheztetett tenyészeteiben is megjelentek
akinétdk (12 c é&bra), azonban csak igen kis szdmban és nem minden
esetben. Az akinétak megjelenése a fonalakon az A. ovalisporum ILC-
164 torzsnél a foszforéhezés soran inkabb véletlenszerli, mint jellemzd
jelenségnek tekinthetd az altalunk beallitott tenyésztési koriilmények
kozott.

A foszfor visszaadasat kovetden a fonalak gyorsan (24-48 ora
alatt) visszanyerték a kontroll tenyészetre jellemzd morfologiai
allapotot (a megfigyelést nem mutatjuk be).

a) 48 6ra 1

10 um
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b) 168 6ra

12. abra. Morfologiai valtozasok a tenyésztés teljes id6tartama alatt
foszfatmentes médiumban nevelt A. ovalisporum tenyészetben. Az 1 jelli
képeken a sejtek allapota kovetheté nyomon, a 2 jeli képek a fonalak
hosszanak valtozasat, a 3 jell képek a tenyészet allapotat mutatjak be.
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4.1.4. Morfoldgiai valtozasok kotott nitrogén hianyaban

Kotott nitrogén hianydban a Nostocales rendre jellemzo
morfologiai dtalakuldson megy at a vegetativ sejtek egy része: a 1égkori
nitrogén megkotésére  képes  heterocisztdk  jonnek létre. A
nitratéheztetett tenyészet 72 6ra utan (a 3. napra) sargasbarna sziniivé
valt, ami kb. a 120. 6rdig (az 5. napig) megmaradt. Ez az atmeneti
nitrogénhidany kialakulasa miatt bekovetkezd, elsésorban fikocianin
degradacido kovetkezménye. A proheterocisztdk a harmadik napon
jelentek meg a fonalakon (13. b 4bra). A proheterociszta fala még nem
vastagabb a vegetativ sejténél, és nem lathatok a jellegzetes polaris
testek sem. 120-144 ora elteltével (az 5.-6. napra) jonnek létre a polaris
testek, azaz megtorténik a heterociszta vegetativ sejtektol valod
izolacigja (13. ¢ dbra). A nitrogendz enzim milkddésének beinduldsa
utan stabilizalodik a tenyészet ndvekedése, 336 6ra utan (a 14. napra) a
vegetativ sejtekben tartaléktdpanyag-felhalmozas is megfigyelhetd. A
nitrogén hidnya a heterocisztak kialakuldsa eldtt sincs jelentds hatéssal
a fonalak hosszara, bar a nitratéheztetett tenyészetben a fonalak
rovidebbek, mint a kontrollban. Hosszuk 100-150 sejt, melyeken 240
ora elteltével (a 10. napra) 8-10 heterociszta is lehet.

Megfigyeléseink Osszhangban allnak az irodalomban mas
fajokkal kapcsolatban leirtakkal. A heterocisztdk tobbé-kevésbé
szabalyos térkozokkel jelennek meg a fonalon. A korabbi vizsgalatok
(Wilcox et al., 1973) és sajat megfigyeléseink is azt mutatjak, hogy
meghatarozott, minimalis szdmu szomszéd sejtre van sziikség ahhoz,
hogy a differencidlodéas beinduljon, ugyanis a nagyon rovid fonalakon
nem képzodik heterociszta (az adatokat nem mutatjuk be).

A nitrdt visszaaddsa nem jelent dramai valtozast a sejtek
anyagcserébol, a heterocisztak szdma csak lassan csokken a
tenyészetben (a fonalrdl valo letorés utan kiiilepednek), bar azt
mondhatjuk, hogy a nitrdt 168. ordban (7. napon) valé visszaadasat
kovetden 11j heterocisztak differencidlodasa valoszintileg mar nem indul
meg.
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c) 288 6ra 1 2
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13. abra. Morfologiai valtozasok a tenyésztés teljes id6tartama alatt
nitratmentes médiumban nevelt A. ovalisporum tenyészetben. Az 1 jeli
képeken a sejtek allapota kovethet6 nyomon, a 2 jelli képek a fonalak
hosszanak valtozasat, a 3 jell képek a tenyészet allapotat mutatjak be.

4.2. Az A. ovalisporum tenyészetek novekedésének
nyomon kovetése

Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedésének
nyomon kdvetésére alkalmas moddszer a klorofill-a-, a fehérje- és a
szaraz tomeg vizsgalata, illetve a sejtszam meghatarozasa. A
vizsgalatok soran a kiilonb6z6 tapeleméhezés (szulfat, foszfat, nitrat)
valamint az ¢éhezésbdl az adott tapelem visszaadasat kovetden
regeneralodo tenyészetek ndvekedését vizsgaltuk.

42.1. Az A. ovalisporum tenyészetek novekedése a
kénéhezés korulményei kdzott

A szulfatéheztetett A. ovalisporum tenyészet novekedése rogton
megallt, fliggetlentil attol, hogy az €¢hezés a tenyésztés elején (-S), vagy
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a 48. oraban kezddédott (+-S, 14. a, ¢ abra). A tapelem (S) €heztetés
soran a klorofill-tartalom cs6kkenése altalanosan megfigyelt jelenség a
cianobaktériumok korében. A tilakoidok dezorganizalédasanak oka,
hogy a szervezet a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc kéntartalmu
elemeibdl probalja fedezni a fehérjeszintézis kénsziikségletét (Arino et
al., 1995). A szaraz tomeg a 144. oraig (a 6. napig) nem jelentds, de
egyértelmii novekedést mutatott a kénéheztetett tenyészetben (a
kiindulasi érték haromszorosara nétt 6 nap alatt; 14. b; iires korok),
szemben a klorofill-a tartalommal illetve a sejtszammal. Ennek oka az a
cianobaktériumoknal megfigyelhetd jelenség, hogy a kénéhezés soran a
sejttérfogat nagy részét glikogén és polihidroxivajsav granulumok
(Schmidt et al., 1982; Wanner et al., 1986), illetve polifoszfat testek
(Lawry ¢és Jensen 1979) toltik ki. A kénéhezés cianoficin akkumulaciot
is indukal a fonalas fajok esetében (Allen et al., 1980; Lawry és Simon,
1980). A sejtszam és a szaraz tOmeg vizsgalatok eredményei, valamint
mikroszkopos megfigyeléseink alapjan azt mondhatjuk, hogy ezek a
jelenségek az altalunk vizsgalt torzs esetében is megfigyelhetok. A
sejtszam ¢€s a szaraz tomeg valtozésa a kontroll, illetve a kénéheztetett
tenyészetekben a 15. dbran lathato.

A 48 oOrén at éheztetett tenyészetben a szulfat 48. ordban valo
visszaadasat kovetden a 96.-120. 6ratol (a 4.-5. naptol, azaz 48-50 6ras
lag periddus utan) jelentés novekedés indult meg mindharom vizsgalt
novekedési paraméter tekintetében (14. a-c éabra, iires négyzetek).
Kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a 48 6ranél hosszabb ideig
kénéheztetett tenyészetben a szulfat visszaadasa mar nem eredményezi
a tenyészet regeneralodéasat (az adatokat nem mutatjuk be). Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a  cianobaktériumoknal  &ltalanosan
megfigyelheté modon, az altalunk vizsgalt Aphanizomenon
ovalisporum torzs sem rendelkezik olyan kéntartalékokkal, amelyek a
sejtek osztddasat — a tenyészet ndvekedését — hosszabb idén keresztiil
(néhény napon tul) lehetové tennék.

A 48. ora elteltével a szulfaitmentes médiumba 4toltott tenyészet
novekedése ledllt, ahogyan azt a tenyésztés kezdetétdl kénéheztetett
tenyészet esetében megfigyelhettiik (14. a-c abra, iires hdromszogek).
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sejtszam meghatarozasaval kovettik nyomon. A nyil a szulfat
visszaadasanak, illetve az addig teljes médiumban nevelt tenyészet
szulfatmentes médiumba vald atoltdsanak id6pontjat jeldli.
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4.2.2. Az A. ovalisporum tenyészetek ndvekedése a
foszforéhezés korulményei kdzott

A foszfatéheztetett tenyészet (-P) novekedése lelassult, azonban
a tenyészet tobb mint hatszoros novekedést ért el 336 o6ra (14 nap) alatt
a kiinduléasi allapothoz képest (16. a-c abra, fekete korok). Ez —
figyelembe véve a P; teljes hidnyat a médiumban — arra enged
kovetkeztetni, hogy a sejtek jelentds foszforraktdrral rendelkeznek,
amely lehetdvé teszi a sejtek osztodasat, a tenyészet jelentOsebb
novekedését. Foszforéhezés sordn a sejtszdm és a szaraz tomeg
valtozdsa nem mutat olyan kiilonbséget, mint az a kénéhezés soran
megfigyelhet volt (17. abra). A foszforéhezés koriilményei kozott a
sejtekbol eltiind polifoszfat testek miatt nem valtozik jelentdsen a
szaraz tomeg, megvaltozik viszont a sejtek ultrastruktirdja, amit a
mikroszkopos képek is aldtdmasztanak. Ez a fonalas cianobaktériumok
korében ismert jelenség (Jensen és Sicko, 1974) az altalunk vizsgalt
torzs esetében is megfigyelheto.

A foszfatot a 168. 6rdban visszakapott (-+P) tenyészetben a
klorofill-a tartalom, a szdraz tomeg és a sejtszam tekintetében is szinte
»azonnal” (mar a 192. 6ra utan — a 8. naptdl) jelentds novekedés indult
meg, amely elsdsorban a sejtszamban, de a klorofill-a tartalomban és a
szaraz tomegben is megmutatkozott (16. a-c 4bra, fekete négyzetek). A
novekedési vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a sejtek rovid
1d6n beliil rendkiviil nagy mennyiségli foszfatot képesek felvenni és azt
az anyagcserében hasznositani. Kisérleteink szerint a 192 6ras (8
napos), s6t a 216 oras (9 napos) foszforéheztetett tenyészetek is képesek
a foszfat visszaadasat kovetOen regeneralodni (az adatokat nem
mutatjuk be). A +-P tenyészet novekedése a 168. 6rdban foszfatmentes
médiumba vald atoltast kovetden a foszforéheztetett (-P) tenyészetben
tapasztalhaté modon valtozott meg, mind a klorofill-a tartalom, mind a
sejtszam, mind pedig a szaraz tOmeg alapjan (16. a-c abra, fekete
haromszogek). A foszfatéhezés az eldbbi koriilmények kozott
novekedésgatlast eredményezett.
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4.2.3. Az A. ovalisporum tenyészetek ndvekedése kotott
nitrogén hianyaban

A kotott nitrogén Eheztetett tenyészetek ndvekedését a 18. 4bra
mutatja be. A nitrogénéhezés specialis esetet képvisel, mivel az
Aphanizomenon ovalisporum cianobaktérium képes a 1égkori nitrogén
megkotésére. Ennek ellenére a nitrdtmentes médiumba atoltott tenyészet
96-120 6ran beliil (4-5 nap alatt) elpusztult (az adatokat nem mutatjuk
be). Ahhoz, hogy a heterocisztdk kialakuljanak ¢és meginduljon a
1égkori nitrogén megkotése, biztositani kellett, hogy a médium kotott
nitrogéntartalma ,,fokozatosan”, ¢€s ne ,,egyszerre” fogyjon el. Ezért a
nitrogénéhezéshez olyan Allen médiumot alkalmaztunk, amely 0,18
mM nitrogént tartalmazott NH4NO; formajaban (ez a teljes tapoldat
kotott nitrogéntartalmanak 2%-a). Ilyen koriilmények kozott a -N
tenyészet az els6 96 oraban (4 napban) lassan, majd a heterocisztak
kialakulasat- és mitkddésbe 1épését kdvetden egyre fokozottabban, de a
kontroll tenyészetnél mindig alacsonyabb ratdval ndvekedett
mindharom névekedési paraméter alapjan (18. a-c dbra, sziirke korok).
A kotott nitrogén éhezés hasonld modon jatszodik le a 168. ordban
nitratmentes médiumba atoltott (+-N) tenyészet esetében is (18. a-c
abra, szlirke haromszogek). Megallapithato, hogy a tenyészet 4-5 napra
elegendd nitrogén raktarral rendelkezik, amely nem elegendd a
heterocisztdk differencidlodasdhoz. Ehhez a taptalajban minimalis
mennyiségli kotott nitrogénre van sziikség, amelynek elfogyasa sordn
jonnek létre, és 1épnek miikodésbe a heterocisztak ¢€s teszik lehetové a
tenyészet tovabbi novekedését. A szdraz tomeg ¢és a sejtszam
Osszefiiggését vizsgalva megallapithatd, hogy a sejtek tomege és szdma
kozel azonos mértékben valtozik a tenyésztés soran (19. abra).

A 168. 6raban a nitratot visszakapott (-+N) tenyészetben a
novekedés csak jelentds lag periddus utdn indult meg fokozottabban
(18. a-c abra, sziirke négyzetek). Nem figyeltik meg a foszfat
visszaadasanal  latottakhoz  hasonléan a  tenyészetek  gyors
regeneralodasat, gyors novekedést. Ennek valdszinli oka az, hogy a

crer

forditjak a felvett kotott nitrogént.
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18. abra. Az A. ovalisporum tenyészetek ndvekedése kotott nitrogén
hianyaban. A tenyészetek ndvekedését a) a klorofill tartalom, b) a szaraz
tdmeg, és c) a sejtszam meghatarozasaval kdvettik nyomon. A nyil a nitrat
visszaadasanak, illetve az addig teljes médiumban nevelt tenyészet
nitratmentes médiumba valo atoltasanak idépontjat jeldli.
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19. abra. A szaraz tdmeg (Sz) és a sejtszam (N°) 6sszevetése a kontroll
(Kontroll, -¢-, -+ -) és a nitratéheztetett (-N-, -o-, -+-) tenyészetekben.
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4.2.4. Az A. ovalisporum tenyészetek ndvekedésének
0sszehasonlitasa a kulonboz6 éhezési korulmények
kozott

A kontroll, azaz szulfatot, foszfatot illetve nitradtot optimalis
mennyiségben tartalmazd tenyészethez képest mind a kénéheztetett,
mind a foszforéheztetett, mind pedig a kotott nitrogénre ¢heztetett
tenyészetben a novekedés gatlasa figyelheté meg. Ahogy azonban az a
20. abran lathato, mindharom novekedési paraméter esetén kiillonb6zo
mértékil a gatlas a kiilonbozd €hezési koriilmények kozott. Legnagyobb
mértékli a novekedés gatlasa a kénéheztetett tenyészetben (20. abra,
tires korok). A foszforéheztetett tenyészetek novekedése ennél joval
jelentdsebb, mindhdrom nodvekedési paraméter alapjan 6-8-szoros
novekedés tapasztalhatdé 336 oOra utdn (a 14. napra), a kiindulési
allapothoz képest. Megallapithatd, hogy a foszforéheztetett tenyészet
novekedése nem all le, mint az a kénéhezés soran tapasztalhatd, hanem
336 oran keresztiil (a 14. napig) fennmarad (20. abra fekete korok).

A jelenség magyardzatara a kovetkezOket mondhatjuk: szulfat
hianyaban a tenyészet 72-96 o6ra (3-4 nap) alatt olyan mértékii
karosodast szenved, hogy ekkor mar a szulfat visszaaddsa utdn sem
képes regeneralodni. A mdas cianobaktériumoknal is megfigyelt
valtozasok (Ortega-Calvo és Stal, 1994; Arifio et al., 1995) zajlanak le:
a fikobiliprotein-tartalom drasztikusan csokken, a sejttérfogat nagy
részét granulumok toltik ki. Eredményeink alapjan megallapithato,
hogy az Aphanizomenon ovalisporum sejtek — az irodalmi adatok
alapjan a cianobaktériumokra 4ltalanosan jellemzdnek tekinthetd
moddon — nem képesek nagy mennyiségli kén felhalmozéasara és annak
valamilyen formaban torténd raktarozasara.

Mas a helyzet a foszfor esetében: a sejtek — a
cianobaktériumokra ugyancsak altaldnosan jellemzd mddon — képesek
nagy mennyiségii foszfor felhalmozasara (foként polifoszfat forméjaban
- Stanier és Cohen-Bazire, 1977). A foszforraktirak kimeriilése utan
azonban, legkés6bb a 16-18. napra a tenyészet 6sszeomlik.

Az irodalom szerint a cianobaktériumokban a fikobiliproteinek
nitrogénraktarként szerepelhetnek kotott nitrogén hianyaban (Allen és
Smith, 1969; Cohen-Bazire és Bryant, 1982; Boussiba és Richmond,
1980). Megfigyeléseink részben Osszhangban allnak az irodalmi
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adatokkal: kotott nitrogén hidnyaban a tenyészetek sargulasanak oka a
fikobiliproteinek lebomldsa. Ahhoz azonban, hogy a kotott nitrogén
teljes hianyaban a tenyészet ¢életben maradjon, a heterocisztak
kialakuljanak, az igy nyerhetd nitrogénmennyiség nem elegendd, mivel
kotott nitrogént nem tartalmazd tapoldatban a tenyészet 120 oran (5
napon) beliil elpusztult (az adatokat nem mutatjuk be). Feltételezhetjiik
azt is, hogy a fikobiliproteinek lebomlasa olyan mértékben befolyasolja
a fotoszintetikus apparatust, hogy az a sejtek pusztulasahoz vezet.
Ahhoz, hogy meginduljon a légkori nitrogén megkdtése, biztositani
kellett egy minimalis kotott nitrogéntartalmat (a teljes dsvanyianyag-
tartalma Allen tapoldat nitrogéntartalmanak 2%-at). A heterocisztak
kialakuldsa utan azonban a tenyészet teljesen nitratmentes tapoldatban
fenntarthatd, novekedése a  kontrollndl alacsonyabb rataval
stabilizalodik.
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20. abra. Az A. ovalisporum tenyészetek ndvekedésének dsszehasonlitasa a
kilonb6z6 éhezési korlilmények kozott. A szulfat- és foszfatéhezés
vizsgalatara, illetve a nitratéhezés vizsgalatara eltéré idépontokban kertlt sor,
ezért kiilonb6z6 a kisérletek kontrollja. Ezért jeldltiik a nitratéhezéshez tartozé
kontroll tenyészet adatait szirke rombuszokkal, a szulfat- illetve
foszfatéhezéshez tartozé kontroll adatoktdl eltéréen. Az 6sszehasonlitd
abrakon a nitratéhezéshez tartozé kontroll tenyészet adatai Kontroll 2 néven
szerepelnek.

67



4.3. Enzimoldgiai vizsgalatok
4.3.1. Az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasanak valtozasa

A szulfat redukcidjanak egyik kulcsenzime az ATP-szulfurilaz.
A szulfat elsé 1épésben ATP-hez kapcsolodik, ezt a reakciot az ATP-
szulfurilaz katalizalja, a reakcid eredményeként adenozin-foszfoszulfat
(APS) keletkezik.

A szulfatmentes médiumban nevelt A. ovalisporum sejtekben a
szulfatéhezés az ATP-szulfurilaz enzim aktivitdsdnak ndvekedését
indukalja. A nyerskivonatok ATP-szulfurilaz aktivitdsa pH 6,0-nal és
pH 8,0-nal mutatott maximumot (21. b 4bra). A pH 8,0 értékkel
jellemezhetd aktivitas koriilbeliil kétszerese annak, ami pH 6,0-nal
mérhetd. A szulfatéhezés hatasdra a pH 8,0-ndl mérhetd aktivitds
emelkedett, igazolva, hogy az indukélhat6 enzim pH-optimuma 8,0 (21.
b 4bra). Hangsulyoznunk kell, hogy az enzimaktivitds vizsgalata soran
nem torekedtiink az enzim, illetve az altala katalizalt reakcid részletes
enzimoldgiai jellemzésére; célunk ,belsd kontrollként” az ¢éhezés
hatasara bekovetkez6 fiziologiai valtozasok vizsgalata, bemutatasa volt.

A tenyésztés kezdetétdl szulfatéheztetett tenyészetben (-S) az
ATP-szulfurilaz enzim aktivitdsa novekedett, az enzim maximalis
aktivitasat (a kiindulasi értékhez képest csaknem 20-szoros aktivitas-
emelkedés) a tenyésztés 56. orajaban érte el. Ezt kdvetden az enzim
aktivitdsa lecsokkent, de a tenyésztés végéig a kontrollban mérhetd
értéknél magasabb szinten maradt (21. a abra, iires korok). A 48 6ran at
kénéheztetett tenyészetben (-+S) a szulfat 48. Oordban torténd
visszaaddsa utdn az ATP-szulfurildz enzim aktivitasa az 56. Oraig
emelkedett, de a -S tenyészetben mért értéket nem érte el. Az 56. 6ra
utdn az enzim aktivitasa folyamatosan csokkent, 50 oran beliil a
kontrollban mérhetd szintet érte el, és a tenyésztés végéig ezen a szinten
maradt (21. a 4abra, ires négyzetek). Az ATP-szulfuriliz enzim
indukélodésa, az aktivitds emelkedése hasonld modon jatszodott le a 48.
oraban szulfatmentes médiumba atoltott tenyészetben (+-S; 21. a abra,
lires haromszogek), mint az a tenyésztés kezdetétdl kénéheztetett
tenyészetben tapasztalhatd volt.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a szulfat hidnya az
A. ovalisporum ATP-szulfurilaz enzimének aktivitasaban jelentés (20-
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szoros) novekedést indukal. A fonalas cianobaktériumok esetében
kevés adat talalhato az irodalomban az ATP-szulfurildz enzim
jellemzésére vonatkozoan (Spirulina platensis — Menon és Varma,
1978; Anabaena cylindrica — Sawney és Nicholas; 1977). A
dolgozatban bemutatott, az ATP-szulfurildz indukcidjara vonatkozo
adatok az els6 eredmények az A. ovalisporum esetén. Megvizsgaltuk az
ATP-szulfurildz enzim aktivitdsat a foszforéhezés koriilményei kozott
is, és azt tapasztaltuk, hogy a foszforéhezés nincs hatdssal az enzim
aktivitasara (21. c abra).
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21. abra. (a) A szulfatéhezés hatasa az A. ovalisporum tenyészetek ATP-
szulfurilaz aktivitasara. A nyil a szulfat visszaadasanak, illetve az addig teljes
médiumban nevelt tenyészet szulfatmentes médiumba valé atoltasanak
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idépontjat jeldli. (b) Az ATP-szulfurilaz enzim pH optimuma a kontroll (-¢-), és
a szulfatéheztetett (-o-) tenyészetben, (c) az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasa
a foszforéhezés korilményei kdzott.

4.3.2. Az alkalikus foszfataz enzim aktivitasanak valtozasa

Az alkalikus foszfatdz enzim aktivitdsdt azért mértik a
cianotoxin-tartalom valtozasaval parhuzamosan, hogy a foszforéhezés
soran bekovetkezd biokémiai valtozasokat is nyomon kovessiik. A
periplazmatikus  alkalikus  foszfatdz  enzim  expressziojat a
foszforlimitalt koriilmények indukaljak, a cianobakteridlis sejtekben
foszforhidnyos koriilmények kozott szintetizalodik az alkalikus
foszfataz enzim (Ihlenfeldt, és Gibson, 1975). Az enzim pH optimuma a
ltgos tartomdnyba esik, ez kiillonbozteti meg az alacsony pH-n miik6do
savas foszfatazoktol (22. b ébra).

A foszfatéhezés (-P) korlilményei kozott az alkalikus foszfataz
enzim aktivitasa a tenyésztés teljes ideje alatt emelkedett, a tenyésztés
végére a kiindulasi érték harmincszorosara nétt (22. a abra, fekete
korok). Bizonyitottuk, hogy az enzim aktivitasdnak novekedése
kloramfenikollal (specifikus prokaridta fehérjeszintézis inhibitor)
gatolhato, mindez a foszforlimitalt koriilmények kozott indukalodo, de
novo enzimszintézisre utal (az adatokat nem mutatjuk be).

A 168 ora utdn foszfatmentes médiumba atoltott tenyészetben
(+-P) az atoltast kovetd 24 ora elteltével (a tenyésztés 192. 6rdjaban, a
8. napon) mar aktivitasndvekedést figyelhettiink meg, ez az emelkedés
folyamatos volt egészen a 336. 6rdig (a 14. napig; kb. 15-sz0rds
aktivitasnovekedés; 22. a abra, fekete haromszogek). A 168 oOran at
foszforéheztetett tenyészetben (-+P) a foszfat visszaadasat kdvetden az
enzimaktivitas eldszor gyorsan (7-9 nap), majd lassuld tendenciaval
csokkent a tenyésztés végéig (22. a dbra, fekete négyzetek).

Eredményeink 06sszhangban dallnak az irodalmi adatokkal,
melyek szerint a cianobaktériumokban az alkalikus foszfataz rendszer
indukalodik foszfat hidnyaban (Healey, 1982; DeMarsac és Houmard,
1993). Megvizsgaltuk a periplazmatikus alkalikus foszfatdz enzim
aktivitdsanak valtozasat a kénéhezés koriilményei kozott is.
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Vizsgalataink soran azonban megallapithattuk, hogy a kénéhezés nincs
jelentds hatdssal az alkalikus foszfatdz enzim aktivitasara (22. ¢ abra).
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22. abra. (a) A foszforéhezés hatasa az A. ovalisporum tenyészetek alkalikus
foszfataz aktivitasara. A nyil a foszfat visszaadasanak, illetve az addig teljes
médiumban nevelt tenyészet foszfatmentes meédiumba valé atoltasanak
idépontjat jeldli. (b) Az alkalikus foszfatdéz enzim pH optimuma a
foszfatéheztetett tenyészetben, (¢) az alkalikus foszfataz enzim aktivitasa a
kénéhezés korllményei kozott.

71



4.3.3. A nitrogenaz komplex kimutatasa a nitrogénéhezés
kordiményei kozott

A nitrogendz enzimkomplex kimutatdsat nitratéheztetett &s
kontroll tenyészetekben, valamint izolalt heterocisztakon végeztiik el.

A heterocisztdk 72 o6ra utan (a 3. napon) jelentek meg a
tenyészetben (ekkor még proheterocisztakrol beszélhetiink - 4.1.4. pont
- azonban a heterociszta frekvencia szdmoldsanal a proheterocisztak és
az érett heterocisztak kozott nem tettiink kiilonbséget). A heterocisztak
mennyisége 264 oOra utdn (a tenyésztés 11. napjara) az Osszsejtszam
8,5%-at érte el, ezt kovetéen szamuk nem valtozott jelentésen a
tenyésztés végéig (23. a 4abra). A heterocisztdk szdmanak
novekedésével parhuzamosan nétt a nitrogendz mennyisége (23. b abra,
az id6 eldrehaladtdval nétt a nitrocellul6z membrénon a nitrogenazt
jelolo fehérje savok mérete, intenzitdsa). A 24. abran lathato, hogy a
nitratéheztetett tenyészetben (-N) valamint a tisztitott heterocisztdkban
(hcl-hc4, amely mintdk egyre nagyobb koncentracidoban tartalmaztak
heterocisztékat) is sikeriilt az enzimkomplex jelenlétét bizonyitani. A
kimutatas soran a dinitrogendz reduktaz egyik alegysége, a nifH gén
terméke valik lathatova, amely irodalmi adatok, és sajat vizsgalataink
eredményei szerint is 33 kDa molekulatomegii fehérje (24. abra). Az
abran az is lathato, hogy a fehérje kontroll koriilmények kozott nem
képzodik.

Eredményeink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a kotott
nitrogénformak csokkent mennyisége, majd hidnya a tapoldatban a
vegetativ sejtek egy részének (a 11. napra 8.5%-anak) heterocisztava
vald differencidlodasdhoz, a nitrogenaz enzim indukciojahoz vezetett az
altalunk vizsgalt A. ovalisporum torzs esetében. Az irodalomban
talalunk példat arra vonatkozodan, hogy proheterocisztadk megjelennek,
de aktiv nitrogenaz nem mutathaté ki (Elhai és Wolk, 1990; Ernst et al.,
1992). Elhai és Wolk igazoltak, hogy a nitrogénkotés €s a heterociszta
differencidlodéas genetikai programja elvalaszthaté egymastol. A fenti
adatok alapjan egyértelmiien megallapithato, hogy a vizsgalt szervezet,
az A. ovalisporum a nitrogénkoté cianobaktériumokra altalanosan
elfogadott modon valaszol a kotott nitrogén hianyara.

72



—¢©— Kontroll

Heterociszta frekvencia (%)
w

0¢ B R B e e R s SR e
0 50 100 150 200 250 300 350

1d6 (6ra)

(b)

72 96 144 192 240 288 336 ora
23. abra. A heterociszta frekvencia valtozasa (a), illetve a nitrogenaz

enzimkomplex mennyiségének valtozasa az id6 flggvényében (b) a
nitratéhezés soran.
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24. é&bra. A nitrogendaz enzimkomplex kimutatasa nitratéheztetett
tenyészetben (-N), a tisztitott heterocisztakban (hc1-hc4) és a kontroll
tenyészetben. MM: molekulatdimeg-marker, a szamok a marker 6sszetevéinek
molekulatdmegét jeldlik kDa egységben.

4.4. Az intracellularis cianotoxin-tartalom valtozasa az
A. ovalisporum tenyészetekben

A sejtek tényleges cianotoxintartalmat kapillaris elektroforézis
(CE) miiszeres analitikai moédszer alkalmazasaval hataroztuk meg
(3.6.). A sejtek toxintartalmat mg szaraz tomegre, illetve sejtre
vonatkoztatva, %-ban adtuk meg. 100%-nak a kiindulaskor a
kontrollban mért értéket (ug toxin x mg szaraz tdmeg” illetve 107 pg
toxin x sejt’ mennyiséget) tekintettiik.

74



4.4 1. A sejtek cianotoxintartalmanak valtozasa a
kénéheztetett A. ovalisporum tenyészetekben

A kontroll tenyészetben a cianotoxin-tartalom a tenyésztés teljes
ideje alatt kozel allando értéket mutatott, sem szaraz tomegre, sem
sejtszamra vonatkoztatva nem valtozott jelentdsen az A. ovalisporum
sejtekben (25. dbra, fekete rombuszok).

A kénéhezés koriilményei kozott a tenyésztés elérehaladtaval a
tenyészet sejtjeinek szaraz tomegre ¢&s sejtszamra vonatkoztatott
cilindrospermopszin tartalma folyamatosan csokkent. A csdkkenés
iteme fiiggetlen attol, hogy az éhezés a tenyésztés elején (-S; 25. a-b
abra, lires korok), vagy 48 ora (2 nap) elteltével kezdddott (+-S; 25. a-b
abra, iires haromszogek). A toxintartalom csokkenésének mértéke
jelentdésen kiilonbozik attol fiiggéen, hogy a toxintartalmat széaraz
tomegre vagy sejtszdmra vonatkoztatva adjuk meg (25. a-b abra).
Széraz tomegre vonatkoztatva a kiindulasi cilindrospermopszin
tartalom 35%-ra esik vissza 48 ora alatt, mig sejtszam alapjan szamitva
a toxintartalmat, a 48 ora elteltével mérhetdé mennyiség tobb, mint a
kiindulasi érték 40 %-a (44%). Erre a jelenségre magyarazatul
szolgélnak a novekedés vizsgalata soran tapasztaltak. Ahogy az a 4.2.1.
pontban olvashatd, kénéhezés soran igen gyorsan megall a sejtszam
novekedése (14. abra), ezzel szemben a szdraz tdomeg hosszabb idén
keresztiil ( kb. a 150. 6raig, 6. napig) emelkedik, azaz, egy sejt szaraz
tomege nagyobb lesz az ¢hezés eldrehaladtaval (15. 4abra) a
felhalmoz6do granulumoknak koszonhetéen. fgy érthetévé valik, hogy
miért  tnik  szdraz  tomegre  vonatkoztatva  ugyanaz a
cilindrospermopszin mennyiség ,,kevesebbnek”. Mindez azt sugallja,
hogy az adott kisérlet céljatol fiiggden koriltekintéen kell
megvalasztani azt a paramétert, amelyre a toxintartalmat vonatkoztatni
kivanjuk.

A 48 oran at szulfait hianyaban nevelt, majd a szulfatot
visszakapott tenyészetben (-+S; 25. a-b 4abra, ilires négyzetek) a
cilindrospermopszin tartalom egy 45-50 oras (koriilbeliil két napos) lag
periddus utan emelkedni kezd, a tenyésztés utols6 harmadaban eléri a
kontrollban mérhetd értéket. Amennyiben tehat a szulfatot az ¢hezés
olyan idépontjaban adjuk vissza, amikor a tenyészet még regeneralddni
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képes, azaz a novekedés helyreall, akkor a toxintermelés is visszaall az
eredeti szintre.
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25. abra. A cilindrospermopszin-tartalom véltozasa szdraz tdmegre és
sejtszamra vonatkoztatva az A. ovalisporum tenyészetekben a szulfatéhezés
soran. Beoltaskor (nulla idépontban) a cilindrospermopszin mennyisége 5,21
ug x mg'1 széraz tdmeg (a), illetve 2,17 x 10”7 ng per sejt (b). Ezeket a
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mennyiségeket 100%-nak tekintettilk, a tovabbiakban ez alapjan szamitottuk
a cilindrospermopszin tartalmat. A nyil a szulfat visszaadasanak, illetve az
addig teljes médiumban nevelt tenyészet szulfatmentes médiumba valo
atoltasanak idépontjat jeldli.

4.4.2. A sejtek cianotoxin-tartalmanak valtozasa a foszfor-
éheztetett A. ovalisporum tenyészetekben

A foszforéhezés koriilményei kozott a tenyésztés elérehaladtaval
a tenyészet cilindrospermopszin tartalma folyamatosan csokkent,
fiiggetlentil att6l, hogy az ¢hezés a tenyésztés elején (-P), vagy 168 ora
(7 nap) elteltével (+-P) kezdédott (26. a-b abra, fekete korok, illetve
fekete haromszogek), ahogyan azt a kénéhezés esetében is
megfigyelhettiik. Az eredmények azonban azt mutatjdk, hogy a
foszforéhezés soran nem tapasztalhatd Iényeges kiilonbség a
cianotoxin-tartalom csokkenésében a szdraz tomegre vonatkoztatott,
illetve a sejtszamra vonatkoztatott adatok kozott (mindkét esetben a
kiindulasi érték 42-46 %-ara csokken a cilindrospermopszin tartalom 48
ora (2 nap) alatt; 26. a-b abra, fekete kordk). Ennek magyardzata a
novekedésvaltozasok eredményeiben keresendd. A foszforéhezés soran
nem tapasztaltunk szamottevd kiilonbséget a sejtszam, illetve a szaraz
tomeg valtozasa kozott (17. abra), vagyis a sejtek tomege kozel azonos
mértékben valtozott, mint a szamuk, ezért nincs jelentds kiilonbség a
széraz tOmegre vonatkoztatott, illetve a sejtszamra vonatkoztatott
adatok kozott.

A 168 oran (7 napon) at tartd ¢hezés utdn a foszfatot
visszakapott tenyészetben (-+P) a cilindrospermopszin tartalom 24
orandl rovidebb lag periddus utan ndvekedni kezdett (26. a-b 4bra,
fekete négyzetek). Ez is azt bizonyitja, hogy az A. ovalisporum sejtek
rovid i1d0 alatt, nagy mennyiségli foszfat felvételére €és annak az
anyagcserében valo gyors hasznositasara képesek.
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26. abra. A cilindrospermopszin-tartalom valtozasa szaraz témegre és
sejtszamra vonatkoztatva az A. ovalisporum tenyészetekben a foszfatéhezés
soran. Beoltaskor (nulla id6pontban) a cilindrospermopszin mennyisége 5,12
ug x mg'1 szaraz tOmeg (a), illetve 2,12 x 107 ug per sejt (b). Ezeket a
mennyiségeket 100%-nak tekintettilk, a tovabbiakban ez alapjan szamitottuk
a cilindrospermopszin tartalmat. A nyil a foszfat visszaadasanak, illetve az
addig teljes médiumban nevelt tenyészet foszfatmentes médiumba valé
atoltasanak idépontjat jeldli.
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4.4 3. A sejtek cianotoxin-tartalmanak valtozasa a kotott
nitrogén hianyaban nevelt A. ovalisporum tenyé-
szetekben

Kotott nitrogén hidnyaban a tenyészet cilindrospermopszin
tartalma sajatos dinamika szerint valtozik a tenyésztés eldrehaladtaval.
Abban az esetben, amikor az éhezés a tenyésztés elején kezdddik (-N,
27. a-b abra, sziirke korok), a tenyésztés elsé 144 ordjaban (6 napjan) a
cianotoxin-tartalom csokken, 48 dra (2 nap) alatt a kiindulasi érték 61
%-ara, a 6. napra 46,5 %-ra. A 7. naptdl kezdédéen azonban emelkedni
kezd a toxintartalom, a tenyésztés utols6 harmadaban a kontrollban
mérhetd értéknél 5-8%-kal alacsonyabb szinten stabilizalodik.
Amennyiben 168 ora (1 hét) elteltével (+-N, 27. a-b 4abra, sziirke
haromszogek) kezdddott az éheztetés, hasonld tendenciat figyelhettliink
meg a sejtek cilindrospermopszin tartalmanak véltozasaban, mint a -N
tenyészet esetében az els6 6 napban. Azaz a +-N tenyészetben a
cianotoxin-tartalom csokkent a kotott nitrogén megvondsat kovetden
(majd a heterocisztdk megjelenése utdn emelkedik a sejtek
cilindrospermopszin tartalma - az adatokat nem mutatjuk be).

A tenyésztés elsd felében kotott nitrogén hidnyaban nevelt, majd
nitratot visszakapott tenyészet (-+N, 27. a-b abra, sziirke négyzetek)
esetében a sejtek cilindrospermopszin tartalma hasonl6 dinamika szerint
valtozott, mint a tenyésztés végeig kotott nitrogén hidnyaban nevelt (-
N) tenyészet esetében. A cianotoxin-tartalom a tenyésztés elsd felében
csokkent, majd a nitrat visszaadasat kovetden emelkedett, és a 14. napra
a kontrollban méthetd szinten stabilizalddott.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a nitrogénéhezés
kovetkeztében csokken az A. ovalisporum sejtek cilindrospermopszin
tartalma. A cianotoxin-tartalom csdkkenése addig tart, amig helyre nem
all a sejtek nitrogénellatottsdga. Ez a tenyésztés teljes ideje alatt kotott
nitrogén hidnyaban nevelt tenyészet (-N) esetében az érett heterocisztak
kialakuldsa, az aktiv nitrogénkotés megindulasa utan kovetkezik be,
azaz a sejtekben a cianotoxin-tartalom Ujra novekedésnek indul és a
tenyésztés végére a kontrollndl alacsonyabb szinten stabilizdlodik. A
nitratot visszakapott tenyészetben (-+N) hasonldé modon valtozik
cilindrospermopszin mennyisége. Azt mondhatjuk tehat, hogy a
cianotoxin termelés szempontjabol nem tudtunk jelentds kiilonbséget
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kimutatni a nitrogénkotésre ,,berendezkedett” és a nitratot visszakapott
tenyészetek kozott. A nitrogénellatottsag, azaz a novekedés helyreallasa
— annak mikéntjétdl fiiggetleniil - a cianotoxin termelés helyreallasat
eredményezi.

A heterocisztak toxintartalmanak vizsgalata sordn kapott
eredményeket a 28. dbra mutatja be. A vegetativ sejtek kivonatanak
elektroferogramjan jol lathatd a cilindrospermopszin cstcs (28. b 4bra),
mig a heterocisztdk kivonatdnak elektroferogramjan ilyen csucs nem
jelenik meg (28. ¢ abra). Vizsgalataink soran tehat kimutattuk, hogy a
heterocisztdk cilindrospermopszint nem tartalmaznak, a tiszta
cilindrospermopszinnal kiegészitett (,,spike-olt”) heterociszta-kivonat
elektroferogramja (28. ¢ dbra, sziirkével jelolve) is ezt bizonyitja.
Kotott nitrogén hidnyaban tehat a vegetativ sejtek cianotoxintartalma
csokken, majd a megfeleld nitrogénellatas kialakuldsa utan a kontroll
sejtekre  jellemzé  értékre  all  vissza. A heterocisztak
cilindrospermopszint nem tartalmaznak, igy a stabil, mikédo
heterocisztdkat tartalmazd nitratéheztetett tenyészetben az Osszes
toxintartalom kevéssel a kontrollban mérhetd érték alatt marad. Az a
tény, hogy a  heterocisztdkban nem  tudtunk  kimutatni
cilindrospermopszint, felveti, hogy a CYN szintéziséért felelds gének
kikapcsolnak a heterocisztaban. Ez nem meglepd, hiszen a heterociszta
anyagcseréje alapvetden atalakul (Wolk, 1982), rdadasul a nitrogenaz
enzimrendszer miikodése rendkiviil energia és redukald erd igényes.
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27. abra. A cilindrospermopszin tartalom véltozasa szaraz toémegre és
sejtszamra vonatkoztatva az A. ovalisporum tenyészetekben a nitratéhezés
soran. Beoltaskor (nulla idépontban) a cilindrospermopszin mennyisége 4,84
ug X mg'1 szaraz tdmeg (a), illetve 1,89 x 107 ug per sejt (b). Ezeket a
mennyiségeket 100%-nak tekintettiik, a tovabbiakban ez alapjan szamitottuk
a cilindrospermopszin tartalmat. A nyil a nitrat visszaadasanak, illetve az
addig telies médiumban nevelt tenyészet 2% kotott nitrogént tartalmazo
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médiumba valé atoltasanak idépontjat jeldli.
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28. abra. A heterocisztak cilindrospermopszin tartalmanak vizsgalata kapillaris
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elektroforézis (CE) moddszerrel. (a) A tiszta cilindrospermopszin (CYN)
elektroferogramja. (b) A vegetaiv sejtek elektroferogramja, a nyil a
cilindrospermopszin  csucsot jeldli. (c) Az izolalt heterocisztak
elektroferogramja. A bekeretezett részben a nyil a cilindrospermopszin csucs
helyét jeldli. A kinagyitott részben feketével jeldltik a tisztitott heterocisztak
kivonatanak elektroferogrammijat, sziirkével a tiszta cilindrospermopszinnal
kiegészitett heterociszta-kivonat elektroferogramjat.

4.4 4. A cianotoxintartalom valtozasanak osszehasonlitasa
a kulonb6z6 éhezési korulmények kozott

Mint az el6bbiek alapjan lathato, az A. ovalisporum sejtekben a
szulfat, a foszfat és a nitrat megvonasa is a cilindrospermopszin
tartalom csokkenéséhez vezet. Ha a cianotoxintartalmat széraz tdmegre
vonatkoztatjuk, a kovetkezdket allapithatjuk meg: legnagyobb
mértékben a kénéheztetett tenyészetben csokken a toxintartalom (a
kiindulasi érték 35%-ra csokkent 2 nap alatt; 29. a abra, iires korok). A
foszfat hidnyaban mérsékeltebb csokkenést tapasztaltunk (a kiinduldsi
értek 43-46%-ra csokkent 2 nap alatt; 29. a abra, fekete kordk), mig
nitrat hidnyéaban volt a legkisebb mértékii a toxintartalom csdkkenése (a
kiindulasi érték 61-62%-ra csokkent 2 nap alatt, 29. a éabra, sziirke
korok). Kotott nitrogén hidnydban a 6. naptol a cilindrospermopszin
mennyisége ujra megnovekedett, ami a torzs nitrogénkotd
képességével, és igy a nitrogénellatds, az Uj tipusu anyagcsere
beinduldsdval, a ndovekedés jrainduldsaval magyardzhatd. Mint azt az
elézéekben lathattuk az anyagcsere ,,mesterséges” helyredllitasaval,
azaz a hianyzd tapelem  visszaadasaval is  helyreall a
cilindrospermopszin termelés.

Amennyiben a toxintartalmat sejtszdmra vonatkoztatva
szamitjuk, nincs szdmottevd kiilonbség a kénéhezés és a foszforéhezés
kozott; a cilindrospermopszin mennyisége mindkét esetben a kiindulési
értek 43-44%-ara csokken 2 napon beliil (29. b abra, lires, illetve fekete
korok). A kotott nitrogén hidnyaban nevelt tenyészet esetében
sejtszamra vonatkoztatva is kisebb mértékli a cianotoxintartalom
csokkenése (a kiindulasi érték 61-62%-ra csokkent 2 nap alatt, 29. b
abra, szilirke korok), mint szulfat illetve foszfat hidnyéaban.

83



Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy az A. ovalisporum
ILC-164 fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma szulfat,
foszfat €s nitrat hidnyaban is lecsokken. Ez a csokkenés nem csupan a
novekedési rataban beallt valtozasok eredménye, hanem az egyes sejtek
cilindrospermopszin tartalmaban bekovetkezd konkrét csokkenés. A
cianotoxin-tartalom csokkenésének mértékében a kéncheztetett
tenyészetben kiilonbséget detektaltunk annak fiiggvényében, hogy a
cilindrospermopszin tartalmat szaraz tomegre, vagy sejtszamra
vonatkoztattuk. Ennek lehetséges magyarazata a kénéheztetett sejtek
megvaltozott anyagcseréje lehet (glikogén, polihidroxi-vajsav és egyéb
tartalék tapanyagok felhalmozasa, amely a szdraz tomeget jelentOsen
befolyasolja (4.2.1.). Azt mondhatjuk tehat, hogy az A. ovalisporum
fonalas cianobaktérium esetén a szulfat, foszfat, illetve nitrat (nitrogén)
metabolizmus a ndvekedési rata ¢és az elsddleges anyagcsere-
folyamatok szabalyozasan tal szoros Osszefliggésben van a sejtek
cilindrospermopszin termelésével is. A bemutatott eredmények alapjan
hangsulyozzuk, hogy az egyes tapelemek tartalékai alapvetéen
befolyasoljak az A. ovalisporum a cilindrospermopszin termelését.

(a)

—0—-S —e—-P 0 -N —e—Kontroll1 ¢ Kontroll 2
140

CYN tartalom(%, szaraz témegre vonatkoztatva)

0 50 100 150 200 250 300 350
1dé (nap)

84



(b)
—0—-5 —8—-P 0 -N —e—Kontroll1 ¢ Kontroll 2

.
(=4

80 4

60 4

40 4

20 4

CYN tartalom(%, sejtszamra vonatkoztatva)

o

0 50 100 150 200 250 300 350
Idé (6ra)

29. &bra. A cilindrospermopszin-tartalom valtozdsa szaraz tomegre és
sejtszamra vonatkoztatva az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetekben a
kilonb6z6 éhezések soran. A beoltaskor (nulla idépontban) mért
cilindrospermopszin mennyiségeket 100%-nak tekintettiik, a tovabbiakban ez
alapjan szamitottuk a cilindrospermopszin tartalmat. A szulfat- és
foszfatéhezéses kisérleteinket a nitratéhezéses kisérletektdl eltéré idében
végeztik, ezért kuldonbdzb a kisérletek kontrollja, kdvetkezésképp jeldltik a
nitratéhezéshez tartozé kontroll tenyészet adatait is (szlrke rombuszok) Az
Odsszehasonlitd &bran a nitratéhezéshez tartozé kontroll tenyészet adatai
Kontroll 2 néven szerepelnek.

4.5. Az A. ovalisporum tapanyag — ellatottsaganak és
cilindrospermopszin termelésének kapcsolata iro-
dalmi adatok tukrében

Az Aphanizomenon ovalisporum ILC-164 fonalas, nitrogénkoto
cianobaktérium tapeleméhezésének €s cilindrospermopszin
termelésének Osszefiiggéseit vizsgalva a kovetkezdket mondhatjuk:

A kiilonbozo tapelemek hianyaban megfigyelhetd novekedési
sajatsagok Osszhangban allnak az irodalombol ismert adatokkal: A
szulfatéhezés soran, a mas cianobaktériumokndl is megfigyelt
valtozasok zajlanak le, azaz a fikobiliprotein-tartalom drasztikusan

85



csokken, a sejttérfogat nagy részét granulumok toltik ki (Ortega-Calvo
¢s Stal, 1994; Arino et al., 1995). Az A. ovalisporum sejtek — az
irodalmi adatok alapjan a cianobaktériumokra altalanosan jellemzdének
tekinthetd médon — nem képesek nagy mennyiségli kén felhalmozéasara
¢s annak valamilyen forméban torténd raktarozasara.

Foszforéhezés soran az irodalomban mds cianobaktériumokkal
kapcsolatban mar ismert jelenségek figyelhetok meg az A. ovalisporum
esetében is: a tenyészetek sargulni kezdenek, csokken a novekedés
iiteme, de nem olyan mértékben, mint a szulfatéhezés soran. Ezeket a
jelenséget korabban unicelluléris cianobaktériumoknal is megfigyelték
(Collier és Grossman, 1992). A fonalas fajok esetén tobbek kozott az
Anabaena variabilis egyik torzsét tanulmanyoztak részletesen (Healey,
1982), amely a foszfat teljes hianyaban még egy hét utan is novekedést
mutatott. A novekedési adatok alapjan elmondhato, hogy a sejtek
képesek nagy mennyiséglii foszfor felhalmozasara és annak az
anyagcserében, igy a novekedési folyamatokban vald felhasznaldséra.
(Stanier és Cohen-Bazire, 1977).

Az irodalom szerint a cianobaktériumokban a fikobiliproteinek
nitrogénraktarként szerepelhetnek kotott nitrogén hidnyaban (Allen és
Smith, 1969; Cohen-Bazire és Bryant, 1982; Boussiba és Richmond,
1980). Megfigyeléseink Osszhangban allnak az irodalmi adatokkal:
kotott nitrogén hidnydban a tenyészetek sargulasanak f6 oka a
fikobiliproteinek lebomldsa lehet. A heterocisztdk kialakulasa, a
nitrogén-kotés meginduldsa utdn a tenyészet teljesen nitratmentes
tapoldatban fenntarthato, novekedése a kontrollnal alacsonyabb rataval
stabilizalodik, ahogyan az mas, fonalas nitrogénkotd cianobaktériumnal
is megfigyelhetd (Wolk, 1982; Haselkorn and Buikema, 1992).

A tapelemek hidnya nemcsak a tenyészetek ndvekedésének
dinamikajadban  okoz  valtozdsokat, de az adott tapelem
metabolizmusdban kulcsfontossdgi enzimek expresszidjadban is. A
szulfat hianya az A. ovalisporum ATP-szulfurilaz enzimének
aktivitdsaban jelentds (20-szoros) novekedést indukdal. A fonalas
cianobaktériumok esetében kevés adat taldlhaté az irodalomban az
ATP-szulfurilaz enzim jellemzésére vonatkozoan, egy Spirulina
platensis, valamint egy Anabaena cylindrica torzs esetében az
enzimaktivitas novekedésérol szamoltak be ( Menon és Varma, 1978;
Sawney és Nicholas; 1977). A dolgozatban bemutatott, az ATP-
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szulfurilaz indukcidjara vonatkozo adatok az els6é eredmények az A.
ovalisporum esetén.

A foszforéhezés soran végzett enzimologiai vizsgalataink
eredményei dsszhangban allnak az irodalmi adatokkal, melyek szerint a
cianobaktériumokban az alkalikus foszfatdz rendszer indukalodik
foszfat hianyaban (Healey, 1982; DeMarsac ¢s Houmard, 1993).

A kotott nitrogénformdk csokkent mennyisége, majd hidnya a
tapoldatban a vegetativ sejtek egy részének (kb. 8,5%-anak)
heterocisztava valo  differencialodasahoz, a nitrogendz enzim
indukcidjahoz  vezetett az altalunk vizsgalt Aphanizomenon
ovalisporum torzs esetében. Az irodalomban taldlunk példat arra
vonatkozoan, hogy proheterocisztdk megjelennek, de aktiv nitrogendz
nem mutathato ki (Elhai és Wolk, 1990; Ernst et al., 1992), vagyis a
heterociszta differencidlodas és a nitrogénkotés genetikai programja
elvalaszthatd egymastol. A kotott nitrogén hidnyaban mutatott
novekedési paraméterek alapjan, valamint a nitrogendz enzimkomplex
kimutatdsa soran sziiletett adatok alapjan elmondhatjuk, hogy az
altalunk vizsgalt A. ovalisporum torzsnél ez a jelenség nem all fenn,
torzs a nitrogénkotd cianobaktériumoknal dltalanosan elfogadott moédon
reagadl a kotott nitrogén hidnydra. A heterocisztdk megjelenése, a
légkori nitrogén megkotésének elinduldsa megfigyeléseink alapjan
Osszhangban all az Anabaena PCC 7120 torzzsel kapcsolatban
olvashato irodalmi adatokkal (Wilcox et al., 1973).

A kiilonb6zé toxikus cianobaktérium torzsekkel végzett
laboratoriumi vizsgéalatok eredményei azt mutatjak, hogy a kornyezeti
tényezOk sokféleképpen hathatnak az egyes fajok, st még ugyanazon
faj eltérd toxint termeld, vagy ugyanazon faj ugyanazon cianotoxint
termeld, de mas éldhelyen eléforduld torzseire is. A vizsgalatok egy
része azt bizonyitja, hogy a cianobaktériumok tobb toxint termelnek
kedvezdébb novekedési koriilmények kozott (Chorus és Bartram, 1999).
Az ellenkezd esetre is van példa: Van der Westhuizen és Eloff (1983)
tanulmanya szerint az altaluk vizsgalt Microcystis aeruginosa torzsnél a
sejtek til magas vagy tul alacsony pH mellett toxikusabbnak
valtozatossagot mutat: Sivonen ¢s munkatarsai (1992, 1995) azt
tapasztaltak, hogy egy anatoxint termelé Anabaena torzs toxinszintjére
a foszforhiany nem volt hatassal, mig a hepatotoxint termeld térzsnél a
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toxinszint jelentdésen csokkent a foszforéhezés koriilményei kozott. Orr
¢s Jones (1998) egy Microcystis aeruginosa torzs mikrocisztin
termelését vizsgalva arra a megallapitasra jutott, hogy a toxintartalom a
novekedési rataval egyenes ardnyban valtozik foszfor hidnyaban. Stolte
¢s munkatarsai (2002) egy masik hepatotoxin, a nodularin mennyiségét
vizsgalta egy Nodularia spumigena torzs foszforlimitalt tenyészeteiben,
eredményeik alapjan a toxintermelés és a novekedési rata kozott nem
volt kimutathat6 ilyen 0sszefliggés.

Az elozéekben bemutatott vizsgélatok alapjan megallapithato,
hogy a cianobakterilis toxinok termelésére vonatkozé irodalmi adatok
ellentmondasosak. A cianobaktériumok tapelem éhezése és cianotoxin
termelése kozotti 0sszefliggések megértése a felszini vizekben talalhato,
vizvirdgzast okoz6 cianobaktériumok funkcidja  szempontjabol
alapvetden fontos. Kisérleteinket az el6bbi cél alapjan terveztiik meg.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy az A. ovalisporum
ILC-164 fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma szulfat,
foszfat és nitrat hidnyaban is lecsokken. Ez a csokkenés nem csupan a
novekedési rataban beallt valtozasok eredménye, hanem az egyes sejtek
cilindrospermopszin tartalma csdken le — azaz a cilindrospermopszin
termelésében részt vevd enzimek represszaldodnak, vagy a cianotoxin
lebontédsa fokozddik. A cianotoxin-tartalom csokkenésének mértékében
a kénéheztetett tenyészetben kiilonbséget detektdltunk annak
fliggvényében, hogy a cilindrospermopszin tartalmat szaraz tomegre,
vagy sejtszamra vonatkoztattuk. Ennek magyardzata a kénéheztetett
sejtek megvaltozott anyagcseréje lehet (glikogén, polihidroxi-vajsav és
egy¢b tartalék tdpanyagok felhalmozasa), amely a szdraz tomeget
jelentdsen befolyasolja. Azt mondhatjuk tehat, hogy az A. ovalisporum
fonalas cianobaktérium esetén a szulfat, foszfat, illetve nitrat (nitrogén)
metabolizmus a novekedési rata és az elsddleges anyagcserefolyamatok
szabalyozasan tal hatdssal van a sejtek cilindrospermopszin
termelésének szabalyozasara is.

Hangsulyoznunk kell, hogy az eddigi irodalmi adatok és jelen
eredmények ismeretében nem beszélhetiink a cianobakteridlis
toxintermelés szabalyozasdban altalanos érvényli torvényszertiségekrol.
Az eddigi ismeretek azt sugalljak, hogy adott torzs toxintermelése adott
¢léhelyen, illetve a torzsre jellemzd sajatos  szabdlyozasi
torvényszeruségekkel jellemezheto.
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5. 0SSZEFOGLALAS

Az eutrofizacid a 20. szazad kozepe oOta széles korben elterjedt,
jelentds karokat okozott a vizi kdrnyezetben, komoly nehézségeket
valtott ki a vizhasznalatban (Chorus and Bartram, 1999). Az
eutrofizacié alkalmaval sok esetben megfigyelhetd ,,kisérd” jelenség a
vizviragzéas, a planktonszervezetek (cianobaktériumok és eukariota
algdk) tomeges elszaporodasa. A vizvirdgzasok kialakuldasaban a
felvehetd foszfor mennyisége az egyik legfontosabb tényezo, emellett a
kotott — a fitoplankton szempontjabdl els@sorban a szervetlen kdtésben
1évé — nitrogén mennyisége mutatkozik meghatarozonak (Chorus and
Bartram, 1999). A kozelmultban széles korben elfogadotta valt, hogy az
eutrofizacié kovetkezményeként a vizekben megjelend cianobakterialis
toxinok humén-egészségligyi problémat okozhatnak (Falconer, 1993;
Bell és Codd, 1994). Mind kornyezetvédelmi, mind toxikoldgiai
szempontbol fontos és érdekes kérdés a kiilonbozd tapelemekkel vald
ellatottsdg és a cianobakteridlis toxintermelés kozotti dsszefliggések
vizsgalata, kiilondosen annak figyelembe vételével, hogy a
cilindrospermopszint termeld szervezetekkel kapcsolatban kevés ilyen
iranyt ismeret és adat talalhaté az irodalomban.

Munkank sordn a kén, a foszfor, illetve a kotott nitrogén
hidnyanak toxintermelésre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk az ILC-164
Aphanizomenon ovalisporum toxikus cianobaktérium torzs esetében. A
kénéhezés vizsgalatat indokolja, hogy az ILC-164 Aphanizomenon
ovalisporum torzs altal termelt cilindrospermopszin kéntartalmu
cianotoxin. A foszforlimitalt koriilmények hatdsdnak megfigyelése
értékes informaciokkal szolgal, hiszen a foszfor kozponti szerepet
jatszik a vizvirdgzasok kialakuldsaban. A vizhaszndlat szempontjait
figyelembe véve tanulsagos lehet a cianobakterilis foszforforgalom és
a toxintermelés kapcsolatdnak megértése. A nitratéhezés specialis esetet
képvisel, hiszen az Aaltalunk vizsgalt torzs a légkori nitrogén
megkotésére képes. Ebben az esetben arra kerestiik a vélaszt, hogy a
heterocisztak kialakulasaig fellépd nitrogénéhezés hogyan befolyasolja
a vegetativ sejtek cilindrospermopszin termelését, illetve, a specializalt
morfologiai és fizioldgiai sajatsagokkal jellemezhetd heterocisztak részt
vesznek-e a toxintermelésben.
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Eredményeink alapjan a kovetkezoket mondhatjuk el:

Mind szulfat, mind foszfat, mind pedig nitrat hianyaban jelent6s

valtozasok kovetkeznek be az A. ovalisporum sejtek

0 A fénymikroszkoppal megfigyelheté valtozasok mar

igen koran, a tenyésztés elsé néhany napjaban lezajlanak

kénéhezés soran. Kén hianyaban a sejtek granulaltsaga

mar a masodik napra jelentds mértékben megvaltozott, a

4.-6. napra a sejtek tovabb fokozodo granulaltsaga

mellett jellegzetes, nagyméretli, amorf sejtek voltak

megfigyelheték. A tenyésztés végére a fonalak
feldarabolodasa és kitilepedése jellemzo.

0 Foszfor hidnydban a sejtek megnyultabbak, a fonalak
vékonyabbak, mint a kontroll esetében, a tenyésztés
végére a vegetativ sejtek homogénné valtak. A vegetativ
sejtek egy kis hanyada akinétava differencialodott a
foszforéheztetett  tenyészetekben,  azonban  nem
beszélhetlink a foszforéhezés soran statisztikusan
értékelhetd jelenségrdl az Altalunk vizsgalt torzs
esetében.

O Nitradt hianyaban a Nostocales rendre jellemz6
morfoldgiai atalakulason megy at a vegetativ sejtek egy
része: a légkdri nitrogén megkotésére  képes
heterocisztdk jonnek létre. A proheterocisztdk a
harmadik napon jelentek meg a fonalakban, a tenyésztés
végére a heterociszta frekvencia meghaladta a 8%-ot.

A kontroll, azaz szulfatot, foszfatot illetve nitratot optimalis
mennyiségben tartalmazd tenyészethez képest mind a
kénéheztetett, mind a foszforéheztetett, mind pedig a kotott
nitrogén hidnyaban nevelt tenyészetben a ndvekedés gatlast
szenvedett. A gatlas kiilonb6zé mértékii a kiillonb6zé éhezési
koriilmények kozott.
0 Legnagyobb mértékii novekedésgatlas a kénéheztetett
tenyészetben mérhetd. A foszforéheztetett tenyészetek
novekedése ennél joval jelentdsebb, 6-8-szoros
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novekedés tapasztalhaté a 14. napra, a kiindulasi
allapothoz ~ képest. Megallapithato, hogy a
foszforéheztetett tenyészet novekedése nem all le, mint
az a kénéhezés sordn tapasztalhatd, hanem a 14. napig
fennmarad. Szulfat hidnyaban a tenyészet 72-96 ora alatt
olyan mértékii karosodast szenved, hogy ekkor mar a
szulfat visszaaddsa utan sem képes regeneralodni.
Eredményeink alapjan  megallapithatd, hogy az
Aphanizomenon ovalisporum sejtek — az irodalmi adatok
alapjan a cianobaktériumokra altalanosan jellemzdnek
tekinthetd modon — nem képesek nagy mennyiségli kén
felhalmozésara €és annak raktarozédsara. Ezzel szemben a
foszfor esetében a sejtek — a cianobaktériumokra
ugyancsak altalanosan jellemzé méddon — képesek nagy
mennyiségli foszfor felhalmozéasara (féként polifoszfat
formdjaban - Stanier ¢és Cohen-Bazire, 1977). A
foszforraktarak kimeriilése utdn azonban, legkésobb a
16-18. napra a tenyészet 6sszeomlik.

0 Az irodalom szerint a cianobaktériumokban a
fikobiliproteinek  nitrogénraktarként  szerepelhetnek
kotott nitrogén hidnyaban (Boussiba és Richmond,
1980). Megfigyeléseink dsszhangban allnak az irodalmi
adatokkal: kotott nitrogén hianyaban a tenyészetek
sargulasdnak oka a fikobiliproteinek lebomlasa. A
heterocisztak kialakuldsa utdn a tenyészet teljesen
nitratmentes tapoldatban fenntarthat6, novekedése a
kottott nitrogénre jellemzé novekedésnél alacsonyabb
rataval stabilizalodik.

- Az enzimologiai vizsgalatok soran kimutattuk az adott tdpelem
metabolizmuséaban szerepld kulcsenzimek indukciojat.

O Meghataroztuk az A. ovalisporum ATP-szulfurilaz
enzimének pH optimumat, valamint megallapitottuk,
hogy a szulfat hidnya az enzim aktivitdsaban kb.
husszoros novekedést indukal.

0 A foszfatéhezés koriilményei kozott az alkalikus
foszfatdz enzim aktivitdsa a tenyésztés teljes ideje alatt
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emelkedett, a tenyésztés végére a kiindulasi érték
harmincszorosdra ndtt. Az enzim  aktivitdsanak
novekedése kloramfenikollal (specifikus prokariota
fehérjeszintézis  inhibitor)  gatolhatd, mindez a
foszforlimitalt koriilmények kozott indukalodd de novo
enzimszintézisre utal.

0 A kotott nitrogénforméak csokkent mennyisége, majd
hidnya a tapoldatban a nitrogendz enzim indukcidjahoz
vezetett, az enzim jelenlétét, illetve mennyiségének
novekedését immunoldgiai eljardssal mutattuk ki a
heterocisztakban.

A sejtek cianotoxin-tartalmara vonatkoz6 vizsgalataink
eredményei szerint a szulfat, a foszfat és a nitrat hidnya is a
cilindrospermopszin tartalom csokkenéséhez vezet az A.
ovalisporum sejtekben.

O Ha a toxintartalmat szaraz tomegre vonatkoztatva adjuk
meg, legnagyobb  mértékben a  kénéheztetett
tenyészetben csokken a toxintartalom (a kiindulasi érték
35%-ra csokkent 2 nap alatt). A foszfat hidnyaban
mérsékeltebb csokkenést tapasztalhattunk (a kiindulési
érték 43-46%-ra csokkent 2 nap alatt), mig nitrat
hianyadban volt a legkisebb mértékli a toxintartalom
csokkenése (a kiindulési érték 61-62-ra csokkent 2 nap
alatt). Nitrogénéhezés soran a 6. naptol a
cilindrospermopszin mennyisége Ujra megndvekedett,
ami a torzs nitrogénkotd képességével magyarazhato.

0 Amennyiben a toxintartalmat sejtszamra vonatkoztatva
szamitjuk, nincs szamottevo kiilonbség a kénéhezés és a
foszforéhezés kozott; a cilindrospermopszin mennyisége
mindkét esetben a kiindulasi érték 42-44%-ara csdkken
két napon belill. A nitrdtmentes taptalajban nevelt
tenyészet esetében itt is specialis dinamikaval
talalkozunk, a fentebb emlitett nitrogénk6td képességnek
koszonhetden. Vizsgalataink azt is bizonyitjak, hogy a
nitrat hidnyéban differenciadlédd heterocisztdk nem
tartalmaznak cilindrospermopszint, azaz anyagcseréjiik a
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masodlagos anyagcseretermékek termelése tekintetében
is  atalakul, a  cilindrospermopszin  termelés
represszalodik.

Az irodalomban sokféle adatot talalhatunk arra vonatkozoan, hogy
az egyes kornyezeti tényezdk milyen sokféleképpen befolyasolhatjak a
kiilonb6zd cianobaktérium fajok toxintermelését, sOt, ugyanazon faj
kiilonboz6 torzseinek toxintermelését is. A cilindrospermopszint
termel0 cianobaktériumokra vonatkozdéan Iényegesen kevesebb
ismerettel rendelkeziink.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az A. ovalisporum
fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma szulfat, foszfat és
nitrat hianyaban is lecsokken. Ez e csokkenés nem csupan a novekedési
ratdban bedllt valtozdsok eredménye, vagyis attél nem egyenes
aranyban  fligg, hanem az egyes sejtekben csokken a
cilindrospermopszin mennyisége. A kénéheztetett tenyészetekben a
szaraz tomegre, illetve a sejtszdmra vonatkoztatott toxintartalom-
csOkkenés jelentds eltéréseket mutatott. Erre a kénéheztetett sejtek
metabolizmuséanak atalakulésa, a sejtekben felhalmozod6 granulumok
okozta szaraz tdmeg/sejtszam arany megvaltozasa adhat magyarédzatot.
Azt mondhatjuk tehat, hogy az A. ovalisporum fonalas cianobaktérium
esetén a szulfat, foszfat, illetve nitrdt (nitrogén) metabolizmus a
novekedési rata és az elsddleges anyagcserefolyamatok, valamint a
sejtosztodds  szabalyozasan tal Osszefiiggésben van a  torzs
cilindrospermopszin termelésének szabalyozasaval is.

A dolgozatban bemutatott eredmények az els6k az A.
ovalisporum cilindrospermopszin termelése ¢és tapelemellatottsaga
kozotti osszefiiggésekkel kapcsolatban. Eredményeink nem tekinthetdk
altalanos érvénytinek, azt mondhatjuk, hogy adott torzs toxintermelése
adott ¢lohelyen, illetve a torzsre jellemzd sajatos szabalyozasi
torvényszeriségekkel  jellemezhets. A felmeriil6  kérdések
megvalaszolasa, a cilindrospermopszin termelés szabalyozasanak
pontosabb megismerése tovabbi kutatasokat igényel.
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6. SUMMARY

Since the middle of the twentieth century eutrophication has
become more widespread, it has caused deterioration in the aquatic
environment and serious problems for water use (Corus and Bartram,
1999). Wherever conditions of temperature, light and nutrient status are
conducive, surface waters may host increased growth of cyanobacteria
and eukaryotic algae; this phenomenon is referred as a cyanobacterial or
algal water-bloom. Phosphorous is the major nutrient controlling the
occurrence of water blooms, although nitrogen compounds are
sometimes relevant in determining the amount of cyanobacteria or algae
present (Corus and Bartram, 1999). Cyanobacterial toxins have recently
become widely recognized as a human health problem arising as a
consequence of eutrophication (Falconer, 1993; Bell and Codd, 1994).
The examination of the relationship between the availability of nutrients
and cyanotoxin production is an important and interesting question both
environmental and toxicological points of view, especially as there is
less available information in the literature, how nutrient starvation
interferes with cylindrospermopsin production.

The effect of sulfate, phosphate and combined nitrogen
starvation was studied on cylindrospermopsin level in Aphanizomenon
ovalisporum ILC-164. Since cylindrospermopsin is a sulfur-containing
cyanotoxin, it provides a realistic experimental system to analyze and
understand the interference of sulfure starvation with cyanotoxin
content. As nitrogen fixing cyanobacteria are frequently prominent
members of undesirable blooms in natural waters, in which phosphate
availability is a common regulating factor, it deserves considerable
attention to compare the consequences of phosphorous and combined
nitrogen starvation on cylindrospermopsin content of A. ovalisporum, a
nitrogen fixing cyanobacterium. In the case of nitrogen deprivation the
cylindrospermopsin content of the differentiated cells, the heterocysts
was also measured.

- Both sulfate and phosphate starvation and the lack of combined
nitrogen led changes in the morphology of A. ovalisporum cells.

0 The changes of trichomes and cell morphology were
detectable within the first 3 days of sulfate deprivation.
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The ‘granulation’ of the cytoplasm of cyanobacterial
cells increased, oversized, amorphous cell forms
appeared. The trichomes were shortened the fragments
of filaments were dripping to the bottom of the culturing
flask.

0 The trichomes became thinner, the cells interior turn
homogenous in cultures lacking phosphate. A tiny
fraction of vegetative cells differentiated into akinetes by
phosphorous starvation. This phenomenon occurred
rather randomly than significantly uder the studied
conditions in the investigated A. ovalisporum strain.

0 Some of the vegetative cells differentiated into
heterocysts under combined nitrogen limited conditions.
The proheterocysts appeared on the 3" day of culturing
the heterocyst frequency reached 8% at the end of the
experiment (14 days).

- Both sulfate, phosphate and combined nitrogen starvation
reduced growth but not at the same rate.

0 The sulfate starvation resulted in an immediate stop of
growth, while phosphate starvation reduced it
significantly although that was not completely abolished.
The lack of sulfate was deleterious for the viability of
cultures after 72-96 h and regeneration of the cells was
impossible even with readdition of sulfate. The cells of
A. ovalisporum are not able to accumulate sulfate and
they have no storage capacity for it. This phenomenon is
in accordance with previous findings and seems to be a
characteristic feature of cyanobacteria. In contrast,
cyanobacteria have a substantial storage capacity for
phosphorous, as it is widely discussed in the literature.
However, after 16-18 days of phosphorous starvation the
phosphate pools became exhausted, and the cultures
collapsed.

0 The phycobiliproteins may serve as a nitrogen pool in
the cyanobacteria (Boussiba and Richmond, 1980). Our
results are in accordance with the previous data: the
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cultures turned yellow primarily because of the
disorganization of phycobiliproteins. After the
differentiation of heterocysts, the growth of the cultures
restarted and stabilized at a lower rate.

- Through enzymological studies, an induction of the key
enzymes of metabolic pathways in question by the studied
nutrient was shown.

0 Our results clearly shows that lack of sulfate induced a
significant, 20-fold increase of ATP-sulfurylase activity,
one of the key enzyme of sulfate metabolism in
filamentous A. ovalisporum cultures with a pH optimum
of 8,0.

0 Phosphate starvation induced a significant and
continuous 30-fold increase of in situ alkaline
phosphatase enzyme activity. Chloramphenicol, a
specific inhibitor of prokaryotic protein synthesis
inhibited the increase of alkaline phosphatase activity;
this fact suggests a de novo protein synthesis.

0 The lack of combined nitrogen led to the induction of
nitrogenase enzyme complex in A. ovalisporum. The
presence and the increasing amount of the 33 kDa
subunit of dinitrogen-reductase were established by
combined nitrogen starvation with the help of
immunoblot method.

- We analyzed the alterations of cylindrospermopsin content of
nutrient deprived cultures with the help of -capillary
electrophoresis. Sulfate or phosphate starvation, or the lack of
combined nitrogen induced a decrease in cylindrospermopsin
content, but not necessarily at the same rate.

0 The -cylindrospermopsin content of sulfur-deficient
cultures decreased dramatically — only 35% of the zero
time level remained after 48 hours. Phosphorous
starvation induced a moderate decrease in
cylindrospermopsin content of the cells, 43-46% of zero
time level remained after 48 hours. The cyanotoxin
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content of the cultures lacking bound nitrogen decreased
to 61-62% of zero time level in 48 hours. The amount of
cylindrospermopsin began to increase after the 6 days,
this phenomenon can be explained with the nitrogen-
fixing ability of A. ovalisporum.

0 The difference observed between the sulfate- and
phosphate-limited cultures on the basis of dry mass
cannot be obtained if the changes of cyanotoxin content
were counted per cell. The explanation of this
phenomenon might be the metabolic changes induced by
sulfate starvation stress (accumulation of granules,
increasing dry mass). The heterocysts, differentiated
under nitrogen-limited conditions, do not contain
cylindrospermopsin. The reason for this is not known but
one may suppose the decomposition of the cyanotoxin, it
may be a source of combined nitrogen.

There are several data in literature that environmental factors
can induce changes in toxicity or toxin content of a cyanobacterial
species or different strains of a species, but reports on alteration of
cyanotoxin (cylindrospermopsin) content of cylindrospermopsin
producing species are rare.

Our results clearly show that the cylindrospermopsin content of
A. ovalisporum cells decrease by sulfate or phosphate starvation or in
the lack of combined nitrogen, respectively. These changes in
cyanotoxin content are not in direct linear correlation with the cell
division rates as the cylindrospermopsin content decreases per cell in
nutrient starved cultures. We detected difference in rate of
cylindrospermopsin pool size reduction on dry mass base and on cell
number base in sulfate stared cells. The explanation of this phenomenon
might be the conversion of the metabolism of sulfate-deprived cells, the
increasing dry mass of the cultures by accumulating storage granules.
Our consideration of the results leads us to the expectation that the
nutrient limitation in A. ovalisporum cells may have pleiotropic effects
on cyanobacterial toxin metabolism.

The capillary electrophoretic analysis of crude extracts of
nutrient starved A. ovalisporum cells demonstrates for the first time a
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characteristic reduction of the pool size of cylindrospermopsin under
the changes of environmental conditions. Our results add to the debate
of literature concerning the pool size alterations of cyanotoxins. The
cyanotoxin production of a given strain has its own regulation rules -
the more detailed understanding of environmental control of
cylindrospermopsin production needs further investigations, especially
at gene regulation level.
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