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1. BEVEZETES

Gyakori probléma napjainkban a Fold felszini vizeinek szennyezddése,
¢s ennek kovetkezményei: az €él6helyek drasztikus atalakuldsa, az él6lények
pusztulasa, ¢és egyes esetekben a mikrobidlis tomegprodukcio. Az
eutrofizaciot, mint a kérnyezetszennyezés egyik kovetkezményeként szamon
tarthatd jelenséget, a 20. szdzad kozepén ismerték fel; azdta a jelenség
jelentds karokat okozott a vizi koOrnyezetben, komoly nehézségek
mutatkoztak, és mutatkoznak napjainkban is a vizhasznélatban, horgasztavak,
természetes firdOhelyek vizének kezelésében, ¢és sok esetben az
ivovizkezelésben is (Corus és Bartram, 1999). A vizhasznélatot és -kezelést
érintd problémak része az eutrofizacio alkalmaval megfigyelhetd vizvirdgzas,
azaz a planktonszervezetek (cianobaktériumok €s eukaridta algdk) tomeges
elszaporodasa. A foszfor az egyik legfontosabb elem, amely szerepet jatszik a
planktonszervezetek tomegprodukcidjanak szabalyozasdban, emellett a
rendelkezésre allé kotott nitrogén mennyisége mutatkozik meghatarozonak.
Az ecukaridta algakkal szemben a cianobaktériumok tobb képviseldje
nitrogénkotd képessége révén fiiggetlen a kotott nitrogén mennyiségétol,
ezaltal csokken azon tényezOk szama, amelyek egyiittes megléte sziikséges az
ilyen fajok toémegprodukcidjanak kivaltdsahoz (Corus és Bartram, 1999).

A kozelmultban terjedt el széles korben az a felismerés, hogy a
cianobakterialis toxinok megjelenése a felszini vizekben human-egészségiigyi
problémakat okozhat (Falconer, 1993; Bell ¢és Codd, 1994). A
cianobaktériumok szamos specidlis metabolitot termelnek, amelyeknek
természetes funkcidja nem viladgos, jollehet tobb koziiliik kedvezdtlen hatéssal
van mas ¢lélényekre. A cianotoxinok mind kémiai, mind toxikoldgiai
szempontbdl a természetes toxinok egy igen valtozatos csoportjat keépviselik.
Az elsd megismert cianotoxinok sokkal veszélyesebbnek mutatkoztak a
idegméreg, masok elsésorban a m4ajat karositjdk, megint masok
gastroenteritis-hez hasonld egészségromlast idéznek elé (Chorus és Bartram,
1999). A legajabb kutatdsi eredmények azt bizonyitjak, hogy a cianotoxinok
hatassal lehetnek a fito- €s zooplankton képviseldire és a magasabb rendii
novényekre is. A cianotoxinok az elpusztulé baktériumsejtekbdl a vizbe
keriilve a vizet fogyasztd vad- és haszonallatokra, de a vezetékhalozatba
keriilve az emberre is potencidlis veszélyt jelenthetnek (Chorus és Bartram,
1999).

Az ezerkilencszdz-nyolcvanas években az Un. egérteszt segitségével
vizsgaltak a cianotoxinok hatdsmechanizmusat, ¢és azt, hogy milyen
Osszefliggés van a cianotoxinok koncentracioja és a felszini vizek él6lényeire
gyakorolt hatasa kozott. A toxinok mennyiségi meghatdrozasara alkalmas
analitikai modszerek csak a nyolcvanas évek madasodik felében valtak
elérhetdvé és a specifikus cianotoxinok tanulmanyozésa azoéta is tart (Chorus



¢s Bartram, 1999). A cianobakteridlis toxintermelés vizsgélata soran kevés
kornyezeti faktorrol sikeriilt bizonyitani, hogy a toxintermelést jelentésen
befolyasolja, kiilondsen igaz ez a cilindrospermopszint termeld
cianobaktériumokra. Sok tekintetben nyitott a kérdés, hogy vajon bizonyos
kornyezeti tényezOk valtozasa hatdssal van-e az egyes sejtek toxintartalmara?
Mivel nem vildgos a toxinok oOkologiai szerepe, a toxicitast noveld vagy
csokkentd 6koldgiai faktorok vizsgalata nem konnyt feladat.

Munkank célja az, hogy megvizsgéljuk, hatassal van-e a szulfat-, és a
foszfatéhezés, illetve a kotott nitrogén hianya az Aphanizomenon ovalisporum
fonalas, nitrogénkotd cianobaktérium faj  toxintermeld  torzsének
cilindrospermopszin termelésére. A kén hianyaban bekodvetkezd valtozdsok
tanulmanyozasat az is indokolja, hogy a vizsgélt torzs 4ltal termelt
cilindrospermopszin kéntartalmu cianotoxin. Igy a kénéhezés vizsgalata mind
a primer anyagcsere folyamatair6l, mind a szekunder metabolit termelésrol
értekes informacidkat szolgaltathat. A foszfat, valamint a kotott nitrogén
hidnyaban bekdvetkezd valtozasok vizsgéalata tovabbi 0 ismereteket adhat
egy cilindrospermopszin termeld cianobaktérium toérzs toxintermelésével
kapcsolatban. Munkank célja, a cilindrospermopszin termelés illetve a
tapanyag-ellatottsag Osszefliggéseinek vizsgalata. A kovetkezd kérdésekre
kerestiik a valaszt:

- A kiilonb6z6 €hezési koriilmények kozott milyen fénymikroszkdppal
nyomon kovetheté morfoldgiai valtozdsok figyelheték 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)
metabolizmusaban kulcsszerepet betoltd enzimek - az ATP-szulfurilaz,
a periplazmatikus alkalikus foszfatdz, a nitrogendz komplex -
megjelenése, aktivitdsa a kiilonbozd tapelem-¢hezési koriilmények
kozott?

- Van-e 0Osszefliggés, a cianotoxintermelés és a kén-, foszfor-, illetve
nitrogénellatottsag kozott és az hogyan jellemezhet6? A nitrogénkotés
soran képzddo heterocisztak a vegetativ sejtekhez hasonloan termelnek-
e cilindrospermopszint?



2. ANYAG ES MODSZER
2.1. Az A. ovalisporum tenyésztése

Munkank soran az izraeli Kinneret-tobol 1zolalt toxikus

Aphanizomenon ovalisporum térzzsel dolgoztunk (ILC-164). Az izolatum a
Debreceni Egyetem Novénytani Tanszékének torzsgyljteményében BGSD-
423 jeloléssel szerepel. A torzs fenntartasara, illetve tenyésztésére egyszeres
asvanyianyag tartalmi Allen médiumot hasznaltunk (Allen, 1968).

A vizsgalatainkhoz sziikséges tenyészetek 1étrehozasdhoz exponencidlis

novekedési fazisban 1évo, steril levegdvel buborékoltatott Aphanizomenon
ovalisporum tenyészetb6l a sejteket laboratoriumi homérsékleten (20-25°C)
centrifugaltuk (6000xg, 10 perc Beckman Avanti J-25), majd az adott
tapelemet nem tartalmazo tapoldatban reszuszpendaltuk.

Szulfatéhezés (-S) esetén a tenyészeteket szulfatot nem tartalmazo
Allen médiumban neveltiik. A szulfatot visszakapott (-+S) tenyészetet a
tenyésztés elsé 48 6rdjaban szulfatmentes Allen médiumban neveltiik,
amelyhez a tenyésztés 48. ordja utan a térfogatnak megfeleld
mennyiségll szulfatot adtunk MgSO, form4jaban.

Foszfatéhezés esetén (-P) foszfatot nem tartalmazé Allen médiumban
neveltiik a tenyészeteket. A tapoldat K,HPO, formdjaban tartalmazza a
fosztatot, a foszfatmentes tdpoldatban a kaliumot KCl-dal potoltuk. A
fosztatot visszakapott (-+P) tenyészetet a tenyésztés elsd 168 orajaban
fosztatmentes Allen médiumban neveltiik, a tenyésztés hetedik napjan a
térfogatnak megfeleld mennyiségli foszfatot adtunk a tenyészethez
K,HPO, formajaban.

Kotott nitrogén hidnyaban nevelt tenyészet (-N) specidlis esetet
képvisel. A kontroll koriilmények kozott nevelt tenyészet a teljesen
nitrogénmentes taptalajba valo atoltdst nem viseli el, ezért a kotott
nitrogénéhezéshez az inokulumot centrifugaltuk (6000xg, 10 perc,
Beckman Avanti J-25), a sejteket 0,18 mM nitrogéntartalmu
médiumban (a nitrogéntartalom az eredeti - kontroll - Allen médium
nitrogéntaralmanak 2%-a) reszuszpendaltuk. A tapoldatban a nitrogén
NH4NO; forméjaban volt jelen. Az igy inditott tenyészetet tekintjiik -N
tenyészetnek. -+N tenyészet esetén a tenyésztés elsd felében (168 oran
at) 2% nitrogéntartalmia Allen médiumban nevelt tenyészet, majd a
tenyésztés hetedik napjan a térfogatnak megfeleld6 mennyiségli nitratot
adtunk a tenyészethez NaNO; formajaban.

Bels6 kontrollként alkalmaztunk olyan tenyészeteket, amelyeknél a
tapelemehezést nem nulla id6pontban, hanem a tenyésztés soran
kezdtiik el (+-S, +-P, illetve +-N).



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

2.2. A fénymikroszkopos morfolégiai vizsgalatok

A kiilonbozé ¢€hezési koriilmények kozott végbemend morfologiai
valtozasokat OLYMPUS PROVIS AX 70 tipusit mikroszkop segitségével
kovettiik nyomon. Naponta 5 pl mintat vettiink a tenyészetekbdl, a fotozas
18x18 mme-es fedélemez alatt, OLYMPUS CAMEDIA tipusu digitalis
kameraval tortént. A képek 1000-szeres nagyitassal, a digitalis feltét kétszeres
zoom funkcidjanak felhasznalasaval késziiltek, vilagos latoteri (Bright Field
— BF) ¢és polarizélt (PO) megvilagitdsi mddban (ez utdbbi esetben a
polarizatornak koszonhetden tort fény éri a mintat, aminek eredményeként
»feliileti” kép keletkezik).

2.3. A tenyészetek novekedésének nyomon kovetése

A tenyészetek novekedése alatt a klorofill-a és a fehérjetartalom, a
szaraz tomeg illetve a sejtszdm valtozasat értjik, a kisérletek soran e
paraméterek valtozasat kovettiikk nyomon.

A Kklorofill-a tartalom meghatdrozasa soran a 663 nm-en 80%-0s
acetonban mért fényabszorpcio alapjan szamitottuk a pigmenttartalmat (ug x
ml™', Bendall et al., 1988). A meghatarozashoz minden nap 200 ul mintat
vettiink a tenyészetekbdl. A novekedésvaltozasokat 14 napos iddszak alatt
kovettik nyomon, az ennél iddsebb tenyészetek mar stacioner kultiranak
szdmitanak.

A szdrazanyag-tartalom meghatdrozasdhoz minden nap 3 ml mintat
vettiink, a mintakat centrifugaltuk (6000xg, 3 perc, Fisher Model 59A), majd
mosas utan liofilizaltuk (fagyasztva széritottuk). Az eredmények egyrészt a
tenyészetek novekedésérdl tdjékoztattak, masrészt ezekbdl a mintakbol
mértiik az intracellularis toxintartalmat is, amelyet a szdraz tOomegre
vonatkoztatva is megadtunk.

A sejtek fehérjetartalméanak ismerete az ATP-szulfurilaz és alkalikus
foszfatdz enzim aktivitdsanak meghatarozasahoz, illetve a nitrogendz enzim
vizsgalatdhoz elengedhetetleniil sziikséges, és tovabbi informaciot szolgaltat a
tenyészetek novekedésérdl. A fehérjetartalom meghatdrozasdhoz 8 oranként 2
ml mintat vettiink a tenyészetekbdl (ebbdl a mintdbol hataroztuk meg az ATP-
szulfurildz enzim aktivitasat is). A fehérjekivonast jégen végeztiik, a sejtek



feltarasat haromszori fagyasztassal értiikk el. A kivonatok fehérjetartalmat
Bradford modszerrel hataroztuk meg (Bradford, 1976).

A sejtszamolast JENAVAL mikroszkoppal, 18x18 mm-es feddlemez
alatt végeztik. A sejtszdm meghatarozdsdhoz 5 pl mintat vettiink a
tenyészetekbdl, melyben 300-szoros nagyitds mellett a fonalakat, 1000-szeres
nagyitassal a sejteket szamlaltuk meg. A mintakat 1égmentesen szigeteltiik,
hogy a parolgast megakadalyozzuk. A sejtszamot sejt x ml™" egységben adtuk
meg.

2.4. A heterocisztak izolalasa

A heterocisztak izolalasdhoz a Smith ¢és munkatarsai (1988) altal
kidolgozott mddszert alkalmaztuk, kis modositasokkal. Nagy mennyiségi
heterociszta eldallitdsahoz 8 1 nitratmentes Allen tapoldatot oltottunk be 400
ml egy hetes nitratéheztetett (aktiv heterocisztakkal rendelkezd) inokulummal.
A tenyészetet az exponencialis ndvekedési fazis végeig (9-10 nap) neveltiik.
A 10. napon a tenyészetet centrifugaltuk (6000xg, 10 perc Beckman Avanti J-
25), majd lizozim tartalmu szuszpenzids kozegben vettiik fel. A lizozim a
sejtfalat elbontja, a heterocisztdk specidlis burka azonban hosszabb ideig
ellendll az emésztésnek, mint a vegetativ sejtek ,.hagyomanyos” Gram-
negativ sejtfala. A szétesd fonalak illetve vegetativ sejtek koziil a mas
tilepedési sajatsagokkal bird heterocisztadk differencidl-centrifugaldssal
elvalaszthatok.

2.5. Enzimoldgiai vizsgalatok
2.5.1. Az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasanak mérése

Az ATP-szulfurilaz enzim aktivitasat a Lappartient és Touraine (1996)
altal leirt modszer mddositasdval mértiik. Az enzimreakcid elsé 1épésében a
reakcidelegyet 37 °C-on egy 6rdn at inkubaltuk, majd a reakciét 100 ul 20%-
os SDS hozzéaadasaval allitottuk le (500 ul reakcidelegy tartalma: 80 mM
Tris-HCI puffer pH 8,0; 7 mM MgCl,; 0,2 mM Na,ATP; 1 egység E. coli
inorganikus pirofoszfatdz €s 12 ul nyerskivonat). A masodik 1€épésben az elsd
reakcio soran felszabadult szervetlen foszfat (P;) mennyiségét ammonium-
molibdenatot tartalmaz6d komplexképzd segitségével spektrofotometridsan
hataroztuk meg (Cooper, 1977). A szervetlen foszfat mennyiségének
ism?retében specifikus enzimaktivitast szamoltunk (uM P; x mg fehérje” x
ora ).



2.5.2. Az alkalikus foszfataz enzim aktivitasanak mérése

Az alkalikus foszfatdz enzim aktivitasat Ihlenfeldt és Gibson (1975)
mobdszere szerint in situ mértiikk. A tenyészetekbdl Eppendorf csdovekbe 100
pl-t mértiink és 500 pul 0,4 M Tris-HCI (pH 9,0) oldatot adtunk hozza. Ezt
kovetden 500 ul 8 mM pNPP-t (para-nitro-fenil-foszfat) adtunk a rendszerhez
¢s 10 percig inkubaltuk. Az inkubdlast 25°C-on, soOtétben végeztiik. Az
enzimreakci6d a pNPP hozzdadasaval kezd6dott, a reakciot 500 ul ,,stop oldat”
reakcidelegyhez pipettazasaval allitottuk le, amely oldat 0,2 M Na,HPO4-ot
tartalmazott 1 M NaOH-ban oldva. A reakcidelegyet fél percig 1000xg-vel
centrifugaltuk (Fisher Model 59A) ¢és a pNPP-bdl 4talakitott pNP
mennyiségét 400 nm-en, a feliiluszobol spektrofotometridsan hataroztuk meg
a sejteket nem tartalmazo eleggyel szemben. A fényabszorpcid alapjan optikai
denzitas kiilonbséget, majd a fehérjetartalom ismeretében specifikus
enzimakti“\/itést szamoltunk (atalakitott mM pNPP x mg fehérje”! x ora”, & =
1,83 x 10%).

2.5.3. A nitrogenaz enzimkomplex kimutatasa a nitrogénéhezeés
(molekularis nitrogen kotés) korulmeényei kdzott

A nitrogendz enzimkomplex kimutatasdhoz minden nap 2 ml mintat
gylijtottiink a kotott nitrogént nem tartalmazé tenyészetekbdl. Elsd 1€pésben a
fehérjék szétvalasztasa tortént meg gélelektroforézis segitségével (Laemmli,
1970). A futtatds SDS tartalmu, 7,5 %-os akrilamid gélen, Mighty minigél
rendszerben zajlott.

A szétvalasztott fehérjék transzferalasdhoz a Gershoni €s munkatarsai
(1985) altal kidolgozott blottolasi eljarast alkalmaztuk néhany moédositassal.
A gélen szétvalasztott fehérjék membranra transzferdlasa Hoefer tipusu
blottolo késziilékben zajlott.

A nitrogendz enzimkomplex specifikus kimutatdsdhoz a Towbin és
Gordon (1984), Govezensky ¢s munkatarsai (1991), illetve a Jeong ¢és
Jouanneau (2000) altal leirt immunologiai moddszereket dolgoztuk at a
munkédnk  tdmasztotta  kovetelményeknek  megfelelden.  Elsédleges
ellenanyagként az AgriSera anti-nitrogendz (NifH) immunglobulint
alkalmaztuk, a masodlagos ellenanyaggal valo jeldléshez a Sigma altal
gyartott alkalikus foszfatazzal kapcsolt masodlagos ellenanyagot (anti-
chicken IGG alkaline phosphatase conjugate) hasznaltuk



A nitrogendaz enzimfehérje (antigén) ¢€s az ellenanyagok kozott
kialakitott komplex kimutatdsara (elOhivas) a Sigma szubsztrat oldatat
hasznéaltuk (BCIP-NBT; 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat — nitro-blue-
tetrazoliumklorid). A szubsztrat oldattal vald reakci6 eredményeként szines
(ibolyasvoros) folt jelent meg a nitrocelluld6z membranon ott, ahol az
ellenanyagok az antigénhez kotodtek.

2.6. A toxintartalom meghatarozasa

A sejtek tényleges cilindrospermopszin tartalmat a kapillaris
elektroforézis modszerével hataroztuk meg (Vasas et al, 2002). A
meghatarozashoz minden nap 3 ml mintat vettiink a tenyészetekbdl, a
mintakat a 3.2.2. pontban leirtaknak megfelelden készitettik eld. A
heterocisztakat a 3.4. pontban leirtak szerint izolaltuk, illetve tartuk fel. A
feldolgozast a mintak liofilizalasa €s a szaraz tomeg mérése eldzte meg.

Az elektroforetikus moddszerek koziil a cilindrospermopszin molekula
fizikai-kémiai sajatsagai miatt a micellaris elektrokinetikus kapillaris
kromatografidss (MEKC) modszert valasztottuk a meghatdrozashoz. A
legfontosabb paraméterek optimalasaval a kidolgozott eljards alkalmas a
cilindrospermopszin elvalasztdsara ¢s kvantitativ meghatarozasara. A
pufferelektrolittal beallitott lugos kozegben a 280 nm-en vald detektalast
talaltuk a legoptimalisabbnak. A kapott eredményekbdl szaraz tomegre és
sejtszamra vonatkoztatva szamitottuk a cianotoxin-tartalmat.

3. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

3.1. Morfologiai valtozasok a kulonb6z6 éhezési koriilmé-
nyek kozott

Mind szulfat, mind foszfat, mind pedig nitrat hianydban jelentds

A fénymikroszkdppal megfigyelhetdé valtozasok maér igen kordn, a
tenyésztés elsé néhany napjaban lezajlanak kéné¢hezés soran. Kén hianyaban a
sejtek granulaltsdga mar a masodik napra jelentds mértékben megvaltozott, a
4.-6. napra a sejtek tovabb fokozodd granulaltsiga mellett jellegzetes,
nagyméretli, amorf sejtek voltak megfigyelhetok. A tenyésztés veégére a
fonalak feldarabolddasa €s kitilepedése jellemzd.

Foszfor hianyaban 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 differencidlodott a
foszforéheztetett tenyészetekben, azonban nem beszélhetiink a foszforéhezeés
soran statisztikusan értékelhetd jelenségrdl az altalunk vizsgalt torzs esetében.

Nitrat hidnyaban a Nostocales rendre jellemzd morfologiai atalakulason
megy at a vegetativ sejtek egy része: a 1égkori nitrogén megkotésére képes
heterocisztak jonnek létre. A proheterocisztdk a harmadik napon jelentek meg
a fonalakban, a tenyésztés végére a heterociszta frekvencia meghaladta a 8%-
ot.

3.2. Az A. ovalisporum tenyészetek novekedése a kiilonb6zd
éhezési korulmények kozott

A kontroll, azaz szulfatot, foszfatot illetve nitratot optimalis
mennyiségben tartalmazo tenyészethez képest mind a kénéheztetett, mind a
foszforéheztetett, mind pedig a kotott nitrogén hianyaban nevelt tenyészetben
a novekedés gatlast szenvedett. A gatlads kiilonbozé mértékii a kiilonb6zo
¢hezési koriilmények kozott.

Legnagyobb mértékli novekedésgatlas a kénéheztetett tenyészetben
mérhetd. A foszforéheztetett tenyészetek novekedése ennél joval jelentdsebb,
6-8-szoros novekedés tapasztalhato a 14. napra, a kiindulési allapothoz
képest. Megallapithatd, hogy a foszforéheztetett tenyészet novekedése nem all
le, mint az a kénéhezés soran tapasztalhatd, hanem a 14. napig fennmarad.

A jelenség magyardzatira a kovetkezOket mondhatjuk: szulfat
hidnyéaban a tenyészet 72-96 ora alatt olyan mértékii karosodast szenved, hogy
ekkor mar a szulfat visszaaddsa utan sem képes regeneralodni. A
szulfatéhezés soran, a mas cianobaktériumoknal is megfigyelt valtozasok
zajlanak le, azaz a fikobiliprotein-tartalom drasztikusan csokken, a
sejttérfogat nagy részét granulumok toltik ki (Ortega-Calvo és Stal, 1994;
Arifio et al., 1995). Az Aphanizomenon ovalisporum sejtek — az irodalmi
adatok alapjan a cianobaktériumokra altalanosan jellemzének tekinthetd
moédon — nem képesek nagy mennyiségli kén felhalmozasara €s annak
valamilyen formaban torténd raktarozasara.

Foszforéhezés soran az irodalomban mdas cianobaktériumokkal
kapcsolatban mar ismert jelenségek figyelheték meg az A. ovalisporum
esetében is: a tenyészetek sargulni kezdenek, csokken a novekedés iiteme, de
nem olyan mértékben, mint a szulfatéhezés sordn. Ezeket a jelenséget
kordbban unicellularis 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 hianydban még egy hét utan is novekedést mutatott. A



novekedési adatok alapjan elmondhatd, hogy a sejtek képesek nagy
mennyiségli foszfor felhalmozéasara és annak az anyagcserében, igy a
novekedési folyamatokban valo felhasznalasara. A foszforraktarak kimeriilése
utadn azonban, legkésObb a 16-18. napra a tenyészet 6sszeomlik.

Az irodalom szerint a cianobaktériumokban a fikobiliproteinek
nitrogénraktarként szerepelhetnek kotott nitrogén hianydban (Boussiba ¢€s
Richmond, 1980). Megfigyeléseink 0Osszhangban 4llnak az irodalmi
adatokkal: kotott nitrogén hidnyaban a tenyészetek sarguldsanak fo oka a
fikobiliproteinek lebomlésa. A heterocisztdk kialakuldsa, a nitrogén-kotés
megindulasa utdn a tenyészet teljesen nitratmentes tdpoldatban fenntarthato,
novekedése a kontrollnal alacsonyabb rataval stabilizalodik, ahogyan az mas,
fonalas nitrogénkotd cianobaktériumnal is megfigyelhetd (Wolk, 1982;
Haselkorn és Buikema, 1992).

3.3. Az enzimoldgiai vizsgalatok eredményei

A tapelemek hidnya nemcsak a tenyészetek novekedésének
dinamikajdban okoz valtozasokat, de az adott tdpelem metabolizmusdban
kulcsfontossagu enzimek expresszidjaban is. Az enzimologiai vizsgalatok
soran kimutattuk az adott tdpelem metabolizmusaban szerepld kulcsenzimek
indukciojat.

Meghataroztuk az A. ovalisporum ATP-szulfurilaz enzimének pH
optimumat, valamint megallapitottuk, hogy a szulfit hidnya az enzim
aktivitdsdban kb. husszoros novekedést indukal. A fonalas cianobaktériumok
esetében kevés adat talalhatdé az irodalomban az ATP-szulfurildz enzim
jellemzésére vonatkozoan, a 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-szulfurildz indukcidjara vonatkoz6 adatok az els6
eredmények az A. ovalisporum esetén.

A foszfatéhezés koriilményei kozott az alkalikus foszfataz enzim
aktivitasa a tenyésztés teljes ideje alatt emelkedett, a tenyésztés végére a
kiindulési érték harmincszorosara nétt. Az enzim aktivitdsanak ndvekedése
kloramfenikollal (specifikus prokariota fehérjeszintézis inhibitor) gétolhato,
mindez a foszforlimitalt koriilmények kozott indukaloddo de novo
enzimszintézisre utal. A foszforéhezés soran végzett enzimologiai
vizsgalataink eredményei Osszhangban éallnak 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 differencidlédasdhoz, a nitrogendz enzim indukcidjdhoz vezetett az
altalunk vizsgalt Aphanizomenon ovalisporum torzs esetében. Az irodalomban
talalunk példat arra vonatkozoan, hogy proheterocisztdk megjelennek, de
aktiv nitrogenaz nem mutathato ki (Elhai és Wolk, 1990; Ernst et al., 1992).
A kotott nitrogén hidnyaban mutatott ndévekedési paraméterek alapjan,
valamint a nitrogendz enzimkomplex kimutatisa sordn sziiletett adatok
alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt A. ovalisporum torzsnél ez a
jelenség nem 4ll fenn. A heterocisztak megjelenése, a 1égkori nitrogén
megkotésének elindulasa megfigyeléseink alapjan 0Osszhangban 4ll az
Anabaena PCC 7120 torzzsel kapcsolatban olvashatdé irodalmi adatokkal
(Wilcox et al., 1973). A kotott nitrogénformak csokkent mennyisége, majd
hianya a tapoldatban a nitrogenaz enzim indukcidjdhoz vezetett, az enzim
jelenlétét, illetve mennyiségének novekedését immunologiai eljarassal
mutattuk ki a heterocisztakban.

3.4. A cianotoxin-tartalom valtozasa a kulonbozo éhezési
korulmények kozott

A kiilonb6z6 toxikus cianobaktérium torzsekkel végzett laboratoriumi
vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy a kornyezeti tényezdk
sokféleképpen hathatnak az egyes fajok, s6t még ugyanazon faj eltérd toxint
termeld, vagy ugyanazon faj ugyanazon -cianotoxint termeld, de mas
¢lohelyen el6fordulo torzseire is. A vizsgalatok egy része azt bizonyitja, hogy
a cianobaktériumok tobb toxint termelnek kedvezObb ndvekedési
koriilmények kozott (Chorus és Bartam, 1999). Az ellenkezd esetre is van
példa: Van der Westhuizen és Eloff (1983) tanulménya szerint az altaluk
vizsgalt Microcystis aeruginosa torzsnél a sejtek til magas vagy tal alacsony
pH mellett toxikusabbnak  mutatkoztak. Az 4asvdnyi  anyagok
koncentracidjanak hatdsa 1s nagy valtozatossdgot mutat: Sivonen ¢&s
munkatarsai (1992, 1995) azt tapasztaltdk, hogy egy anatoxint termeld
Anabaena torzs toxinszintjére a foszforhiany nem volt hatassal, mig a
hepatotoxint termeld térzsnél a toxinszint jelentdsen csokkent a foszforéhezés
koriilményei kozott. Orr és Jones (1998) egy Microcystis aeruginosa torzs
mikrocisztin termelését vizsgalva arra a megallapitasra jutott, hogy a
toxintartalom a novekedési rataval egyenes ardnyban valtozik foszfor
hianyéaban. Stolte és 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 kimutathato ilyen 6sszefliggés.

Az el6zéekben bemutatott vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy a
cianobakteridlis  toxinok  termelésére  vonatkoz6  irodalmi  adatok
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ellentmondéasosak. A cianobaktériumok tapelem ¢éhezése é€s cianotoxin
termelése kozotti Osszefiiggések megértése a felszini vizekben taldlhato,
vizviragzast okozd cianobaktériumok funkcidja szempontjabol alapvetden
fontos. Kisérleteinket az elbbi cél alapjan terveztiik meg.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy az A. ovalisporum ILC-
164 fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma szulfat, foszfat és
nitrat hianyaban is lecsokken. Ez a csokkenés nem csupdn a ndvekedési
ratdban  beallt valtozasok eredménye, hanem az egyes sejtek
cilindrospermopszin tartalma csokken le — azaz a cilindrospermopszin
termelésében részt vevd enzimek represszdlodnak, vagy a cianotoxin
lebontasa fokozodik. Ha a toxintartalmat szdraz tomegre vonatkoztatva adjuk
meg, legnagyobb mértékben a kénéheztetett tenyészetben csokken a
toxintartalom (a kiindulési érték 64-65%-kal csokkent 2 nap alatt). A foszfat
hianyaban mérsékeltebb csokkenést tapasztalhattunk (a kiindulasi érték 47-
48%-kal csokkent 2 nap alatt), mig nitradt hianyaban volt a legkisebb mértékii
a toxintartalom csokkenése (a kiindulasi értek 39-40%-kal csokkent 2 nap
alatt). Nitrogénéhezés sordn a 6. naptdl a cilindrospermopszin mennyisége
ujra megnovekedett, ami a torzs nitrogénkotd képességével magyarazhato.
Amennyiben a toxintartalmat sejtszamra vonatkoztatva szamitjuk, nincs
szamottevé kiilonbség a kénéhezés ¢és a foszforéhezés kozott; a
cilindrospermopszin mennyisége mindkét esetben a kiindulési érték 42-44%-
ara csokken két napon beliil. A nitrdtmentes tdptalajban nevelt tenyészet
esetében itt is specialis dinamikaval taldlkozunk, a fentebb emlitett
nitrogénkotd képességnek koszonhetden. Vizsgalataink azt is bizonyitjak,
hogy a nitrat hidnyaban differencialodd heterocisztdk nem tartalmaznak
cilindrospermopszint, azaz anyagcseréjiik a masodlagos anyagcseretermékek
termelése tekintetében is atalakul, a cilindrospermopszin termelés
represszalodik.

A cianotoxin-tartalom csokkenésének mértékében a kénéheztetett
tenyészetben kiilonbséget detektaltunk annak fiiggvényében, hogy a
cilindrospermopszin  tartalmat  szdraz  tomegre, vagy  sejtszdmra
vonatkoztattuk. Ennek magyarazata a kénéheztetett sejtek megvaltozott
anyagcser¢je lehet (glikogén, polihidroxi-vajsav €s egyéb tartalék tdpanyagok
felhalmozasa), amely a szdraz tomeget jelentésen befolyasolja. Azt
mondhatjuk tehat, hogy az A. ovalisporum fonalas cianobaktérium esetén a
szulfat, foszfat, illetve nitrat (nitrogén) metabolizmus a novekedési rata €s az
elsddleges anyagcsere-folyamatok szabdlyozasan 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
szabalyozasaban altaldnos érvényli torvényszeriiségekrdl. Az eddigi ismeretek
azt sugalljak, hogy adott torzs toxintermelése adott €l6helyen, illetve a torzsre
jellemzd sajatos szabalyozasi torvényszerliiségekkel jellemezhetd.
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The effects of sulfate, phosphate or combined
nitrogen starvation on cylindrospermopsin
production of the toxic cyanobacterium
Aphanizomenon ovalisporum

Ph.D. thesis
Bacsi Istvan

1. INTRODUCTION

The contamination of the world’s surface waters and its consequences
are common problems: drastic changes in habitats, destruction of life forms
and in some cases microbial mass production occur. Since the middle of the
twentieth century eutrophication has become more widespread, it has caused
deteriorations in the aquatic environment and serious problems for water use,
particularly in drinking-water treatment (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 mayor nutrient controlling the occurrence of water
blooms, although nitrogen compounds are sometimes relevant in determining
the amount of cyanobacteria or algae present. However, in contrast to
planktonic algae, some cyanobacteria are able to escape nitrogen limitation by
fixing atmospheric nitrogen (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). Cyanobacteria produce a variety of unusual
metabolites, the natural function of which is unclear, although some elicit
effect on other biota. The cyanotoxins are a diverse group of natural toxins,
both from the chemical and the toxicological points of view. Most of the
cyanotoxins that have been identified to date appear to be more hazardous to
terrestrial vertebrates than to aquatic biota. Some of cyanotoxins are strong
neurotoxins, others are primarily toxic to the liver, yet others cause
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gastroenteritis (Chorus and Bartram, 1999). As the new data show,
cyanotoxin may affect on phyto- and zooplankton and higher plants.
Cyanotoxins can appear in high concentration in surface waters after the death
and lysis of cyanobacterial cells and can cause health problems on the water
consuming wild or domestic animals or human beings (Chorus and Bartram,
1999).

Studies on the occurrence, distribution and frequency of toxic
cyanobacteria were conducted during the 1980s using mouse bioassay.
Analytical methods suitable for quantitative toxin determination only became
available in the late 1980s, but studies of specific cyanotoxins have been
increasing since then (Chorus and Bartram, 1999).

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. Since the ecological role of the
cyanotoxins is yet unknown, the investigation of enhancing or lowering
ecological factors of toxicity is a difficult problem.

The effect of sulfate, phosphate and combined nitrogen starvation on
cylindrospermopsin level was studied 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
sulfur starvation with cyanotoxin content. 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 combined
nitrogen deprivation the cylindrospermopsin content of the differentiated
cells, the heterocysts were also measured.

The aims of the study are as follows:

-  What kind of light microscopy-detectable morphological changes can
be seen during the different nutrient starvations?

- How does the growth of A. ovalisporum cultures change in sulfate-,
phosphate- or combined nitrogen limited media?

- How do the activities of the enzymes playing key role in the uptake of
the given nutrient alter?

- Is there any connection between the cyanotoxin production and the
nutrient deprivation of A. ovalisporum. Do the heterocysts
differentiated during bound nitrogen Ilimitation take part in
cylindrospermopsin production?

13



2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Strain and growth conditions

In our experiments cylindrospermopsin producing Aphanizomenon
ovalisporum strain ILC-164 from Lake Kinneret, Isracl was used. The strain
was coded BGSD-423 in the strain collection of Department of Botany,
University of Debrecen. The cultures were grown in Allen medium (Allen,

1968).

Exponentially growing A. ovalisporum cultures were centrifuged at
laboratory temperature (20-25 °C, 6000xg for 10 min, Beckman Avanti J-25)
and the cell pellet was carefully washed twice with sterile nutrient free
medium as it required. At zero time the washed cells were resuspended at the
same densities in sterile prewarmed full medium (controls) or in media lack of
the given nutrient.

In the case of sulfate starvation (-S) the cultures were grown in
sulfate free medium. Later sulfate supplemented cultures (-+S)
were grown in sulfate free medium for 48 h and afterward the
culture was supplemented with MgSQO, solution.

In the case of phosphorous starvation (-P) the cultures were
grown in phosphate free medium. Since the medium contains
phosphorous as K,HPO,, in the phosphate free medium the
potassium was added as KCIl. Later phosphate supplemented
cultures (-+P) were grown in phosphate free medium for 168 h
and afterward the culture was supplemented with K,HPO,
solution.

The medium for nitrogen starvation contained 0,18 mM
nitrogen as NH4NO; (this is 2% of full medium nitrogen
content) at zero time. The cultures grown in this medium called
—N cultures. The nitrate supplemented (-+N) were grown in
nitrate free medium for 168 h and afterward the culture was
supplemented with NaNOj; solution.

As an internal control nutrient starvations were induced at the
middle of experiments as well (for sulfate starvation at 48 h, for
phosphate and bound nitrogen deficiency at 168 h,
respectively). At predetermined time (each day) samples were
collected and wused for assays as described above.
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2.2. Light microscopy studies

The morphological changes during nutrient deprivation were followed
with an OLYMPUS PROVIS AX 70 type microscope. 5 ul samples were
collected from each culture for photography; the photos were taken at 1000x
magnification, with an OLYMPUS CAMEDIA digital camera, in Bright Field
and Polarized modes.

2.3. Measuring the growth of A. ovalisporum cultures

The ,,growth of the cultures” was followed by the accumulation of
chlorophyll-a, protein and dry mass and the increase of the cell number per
milliliter.

The chlorophyll-a content was measured spectrophotometrically at 663
nm in 80% acetone (Bendall et al., 1988). 200 ul samples were collected each
day for determination of the changes in Chl-a content in a two weeks period.

For the determination of dry mass 3 ml samples were collected each
day. The samples were centrifuged (6000xg, 3 min, Fisher Model 59A, USA)
and the pellets were lyophilized and weighed with analytical scale.

For protein content analyses 2 ml samples were collected in each 8"
hour, the samples were frozen and thawed three times to damage cell wall.
After centrifugation the supernatants were assayed for protein (Bradford
1976). Protein content of the supernatant was used as an enzyme extract for
enzyme assays, the specific enzyme activities were calculated on the basis of
protein content.

Cell number per ml was determined from 5 pl culture samples in
triplicate (all cells of filaments were counted microscopically using
JENAVAL microscope, 300% magnification for filaments and 1000x
magnification for cells).

2.4. Isolation of heterocysts

For the isolation of metabolically active heterocysts, a slightly modified
method of Smith et al. (1988) was applied. The cultures grown in combined
nitrogen free medium were centrifuged at the end of exponentially phase (on
the 9"-10" day). The concentrated cell (filament) suspension was digested
with lyzozyme. The enzyme digests cell walls, but the special, thicker wall of
heterocysts are resistant to lyzozyme digestion. The Gram-negative cell walls
of the vegetative cells are digestable. The heterocysts can be separated of
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lysed vegetative cells by differential-centrifugation because of the existing
difference of their specific gravity.

2.5. Enzyme assays
2.5.1. ATP-sulfurylase assay

The ATP-sulfurylase enzyme (ATPS) activity was measured by
molybdate dependent formation of pyrophosphate method of Lappartient and
Touraine (1996) with minor modification. 2 ml samples were centrifuged
(6000xg, 3 min Fisher Model 59A) and the pellet was resuspended in 100 pl
of 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8,0). The cell suspension was frozen and
thawed tree times to damage cell wall and after centrifugation protein content
of the supernatant was used as an enzyme extract for ATP-sulfurylase assay
and assayed for protein (Bradford 1976). Briefly, the 500 ul enzyme reaction
mixture contained 80 mM Tris-HCI buffer (pH=8,0), 7 mM MgCl2, 0,2 mM
Na2ATP, 1 unit inorganic pyrophosphatase (from E. coli, Fluka, Germany)
and 12 ul crude extract. The enzyme assay mix was incubated for one hour at
37 °C and the reaction was stopped by addition of 100 ul of 20 % SDS. The
liberated inorganic phosphate was assayed by a modified version of
molibdate-based method as described by Cooper (1977).

2.5.2. Alkaline phosphatase assay

The measurement of in situ alkaline phosphatase (AP) activity was based
upon the in situ method of Ihlenfeldt and Gibson (1975). 100 ul samples were
collected from the cultures and 500 ul of 0,4 M Tris HCI buffer (pH=9,0) and
500 ul 8 mM para-nitrophenyl-phosphate was added and incubated for 10 min
at 25 °C in darkness. The reaction was stopped by adding 500 pl of 0,2 M
Na2HPO4 in 1 M NaOH. The mixtures were centrifuged (1000xg for 1/2
min, Fisher Model 59A) and liberation of p-nitrophenol was measured at 400
nm and pM pNP x mg protein” x h' calculated. In enzyme assays (ATPS,
AP) the complete reaction system stopped at zero time served as blank.
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2.5.3. Detection of nitrogenase enzyme complex

For detection of nitrogenase enzyme complex 2 ml samples were
collected throughout of experiments. The first step was the separation of the
proteins by polyacrylamide gel electrophoresis in 7,5% gels (Laemmli, 1970)
using a Mighty gel system.

To transfer of the separated proteins to nitrocellulose membrane the
modified blotting method of Gershoni et al. (1985) was used.

For specific detection of nitrogenase enzyme complex an immuno-
assay was used as described earlier (Towbin and Gordon, 1984; Govezensky
et al., 1991; Jeong and Jouanneau, 2000). The primary antibody was the
AgriSera anti-nitrogenase (NifH) immunoglobulin, the anti-chicken IgG
alkaline phosphatase conjugate (Sigma) was used as secondary antibody.

To develop the antigen (nitrogenase complex subunit) — antibody (IgG)
complexes a substrate solution of 5-bromo-4-chloro-3-indolphosphate—titro-
blue-tetrazoliumchloride (BCIP-NBT; Sigma) was used. Purple coloration can
be seen on the nitrocellulose membrane, where the antibodies bound to the
antigens.

2.6. Quantitation of cylindrospermopsin content of A.
ovalisporum cells

3 ml culture samples were centrifuged (6000xg for 3 min Fisher Model
59A) and the pellets and supernatants were lyophilized separately. The
cyanotoxin (CYN) content was determined with the help of capillary
electrophoresis as described by our laboratory earlier (Vasas et al. 2002).

We applied the micellar electrokinetic chromatography (MECK) among
electrophoretic methods, because of the physico-chemical features of the
cylindrospermopsin molecule. Optimizing the main parameters of the method
1s suitable for separation and quantitative determination of the
cylindrospermopsin. We found that detection is optimal in alkaline
electrolytes at 280 nm. The obtained data were normalized to the zero time
controls which were chosen 100 % on basis of dry mass or cell number.
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3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Morphological changes during nutrient starvation

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

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

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

Some of the vegetative cells differentiated into heterocysts under bound
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).

3.2. Nutrient starvation altered the growth of A. ovalisporum

Both sulfate phosphate and bound nitrogen starvation reduced growth
but not in the same rate.

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 damaged the culture within 72-96 hours so far,
that the regeneration of the cells was impossible even with the 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
(Ortega-Calvo and Stal, 1994; Arifio et al., 1995).

In contrast, both unicellular (Collier and Grossman, 1992) and
filamentous cyanobacteria (Healey, 1982) 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.

The phycobiliproteins may serve as nitrogen pool in the cyanobacteria,
as it can be read in the literature (Boussiba and Richmond, 1980). Our results
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are in accordance with the previous data: the cultures yellowed primarily
because of the disorganization of phycobiliproteins. After the differentiation
of heterocysts, the growth of the cultures stabilized at a lower rate as it is

described in the case of other filamentous nitrogen fixing species (Wolk,
1982, Haselkorn et al., 1992).

3.3. Alteration of enzyme activity and induction of nutrient
starved A. ovalisporum cultures

By enzymological studies, an induction of the key enzymes of the
metabolic pathways of the given nutrients was shown.

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 §,0.
Data of alteration of ATP-sulfurylase by sulfate deprivation are rare in the
literature in the case of filamentous cyanobacteria. The increase of the
enzyme activity of ATP-sulfurylase by sulfate starvation in Spirulina
platensis and Anabaena cylindrica was discussed earlier (Menon and Varma,
1978; Sawney and Nicholas; 1977). Our data about the induction of ATP-
sulfurylase activity in sulfate deprived cells are the first in the case of A.
ovalisporum.

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 suggests a de novo protein synthesis. These
results are in accord with previous findings that in cyanobacteria AP enzyme
system is inducible by phosphate deficiency (Healey 1982, DeMarsac and
Houmard 1993).

The lack of combined nitrogen led to the differentiation of some of the
vegetative cells (8-10%) to heterocysts and the induction of nitrogenase
enzyme complex in A. ovalisporum. In some cases proheterocysts appears but
active nitrogenase is not detectable (Elhai and Wolk, 1990; Ernst et al., 1992).
The appearance of the heterocysts and the nitrogen fixation was in accord
with previous findings published for Anabaena PCC 7120 (Wilkox et al.,
1973). The presence and the increasing amount of the 33 kDa subunit of
dinitrogenase-reductase during bound nitrogen starvation were established by
immunoblot method.
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3.4. Alteration of cylindrospermopsin content of nutrient
starved A. ovalisporum

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. The majority of studies indicate that
cyanobacteria may produce more toxins under conditions which are more
favorable for their growth (Chorus and Bartram, 1999). In contrast,
Microcystis cells were found to be more toxic when grown at high and low
pH (Van der Westhuizen and Eloff, 1983). The effects of the concentration of
nutrients also show differences: in low concentrations of phosphorous
anatoxin-a producing Anabaena strain produced less toxins but for
hepatotoxic strains phosphorous had no effect (Sivonen et al., 1992, 1995).
Orr and Jones (1998) found in the case of a Microcystis strain that there is a
direct linear correlation between the cell division and toxin production rates
during phosphorous starvation. In a Nodularia spumigena strain it seemed
most likely that nodularin production is not regulated by the growth rate under
phosphorous limitation (Stolte et al., 2002). These experiments show that
there are contradictions in data of cyanotoxin production. It is fundamentally
important to understand the relationship between the cyanotoxin production
and nutrient availability, because of the function of the toxic cyanobacteria in
surface waters.

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

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 content of the cultures lacking combined nitrogen decreased to 61-
62% of zero time level in 48 hours. The amount of cylindrospermopsin began
to decrease after the 6th day and this phenomenon can be explained with the
nitrogen-fixing ability of A. ovalisporum.

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 etc.). The heterocysts,
differentiated under nitrogen fixing conditions, do not contain
cylindrospermopsin. The possible explanation of this phenomenon is not
clear. The alteration of heterocyst metabolism may elucidate the measured
changes of cyanotoxin content.

20



Our results clearly show that the cylindrospermopsin content of A.
ovalisporum cells decrease during sulfate or phosphate starvation or in the
lack of combined nitrogen. These changes in cyanotoxin content are not direct
linear correlation with the cell division rate, as the cylindrospermopsin
content decreases per cell during nutrient starvation. We detected difference
in rate of cylindrospermopsin pool size reduction on dry mass base and on
cell number base during sulfate starvation. 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 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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