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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

1.1. Bevezetés

Kiilonb6z6 planktonikus algafajok adott viztérben valo
egylittélését szamos abiotikus (fényviszonyok, tapanyag-ellatottsag,
turbulencia, homérséklet, stb.) és biotikus (kiilonboz6é interakcids
kapcsolatok, mint predacid, allelopatia, stb.) tényezd befolyasolhatja
(Cloern 1976, 1978). Adott viztérben szezonalisan ¢és napszakosan is
véltozik az ott €16 algdk fajszdma, és az ott 1évé fajok egyedszama
(Sommer 1994). Egy-egy faj jelenléte vagy hianya szamos informaciot
hordoz az adott viztérre vonatkozoan. A tobb éves peridodust feldleld
vizsgalatok bizonyitjak, hogy mig egyes években bizonyos fajok nem,
vagy csak kis egyedszammal képviseltetik magukat, addig mas években
tomegesen megjelenhetnek az adott viztérben (Cloern 1976). Torténik
mindez 0gy, hogy a viztér abiotikus tényez6i szamottevéen nem
kiilonboznek az el6zd években mért értékektdl. Ilyen esetekben mindig
tiizetesen meg kell vizsgdlni az esetleges biotikus tényezdket is, mint
példaul a toxicitas, predacio, allelopatia, konkurencia (Sukenik et al.
2002, Hedger et al. 2004).

A taxonok kozti interakcidés kapcsolatok mar régota az
érdekldédés kozéppontjaban allnak (Keating 1978). A fitoplanktont
alkoté fajok interakcids kapcsolatainak jellemzéséhez altaldban a
kiilonb6zd taxonok populacioinak tér-, és idobeli valtozasait vizsgaljak
(biomassza, egyedszam, klorofill-tartalom, fehérje-tartalom mérése;
Keating 1978, Wiegand és Pflugmacher 2005).

A planktonikus algafajok kozotti interakciés  kapcsolatok
feltarasanak tobb lehetséges moddja van: (i) axenikus tenyészetek
egyiittélésének tesztelése; (i1) axenikus tenyészet mas axenikus tenyészet
sejtkivonataval és/vagy exudatumaval torténd kezelése; (iii) axenikus
nem toxikus, vagy toxikus tenyészet mas toxikus faj tisztitott toxinjaval
torténd kezelése (Sommer 1994). Az igy kapott eredmények segitenek
eldonteni, hogy allelopatiarol, konkurenciarél, vagy toxicitasrol van-e
sz6 a vizsgalt populdciok kozott.

Az egyiitt nevelt tenyészetekkel végzett kisérletek egyik nagy
elénye, hogy lehetévé teszi a kiilonbozd kornyezeti faktorokért
(tapanyagforrasért, fényért) vald versengés soran létrejovo interakcids
kapcsolatok feltarasat két, vagy tobb, de meghatdrozott szamu faj



egyedei kozott (Chu et al. 2007). A toxikus cianobaktériumok
interakcids kapcsolatai mindig is az érdeklodés kozéppontjaban alltak.
Kevert tenyészetekkel végzett kisérletek soran megfigyelték, hogy egyes
M. aeruginosa tenyészetek esetében kompeticios eldnyt jelentenek az
altaluk termelt extracellularis vegyiiletek (Lam ¢és Silvester 1979), a
tapanyag-dus kornyezet (Takeya et al. 2004), a magasabb homérséklet
(Chu et al. 2007) valamint a megfeleld6 mennyiségben inokulalt sejtek
szama (Béres et al. 2007, 2012).

Az elmult években megnétt az érdeklddés a terepi koriilményeket
imitalé kisérletek irant, s egyre nott azon tanulmanyok szama,
melyekben tisztitott toxin helyett, ill. mellett teljes sejtkivonatokat
(crude extract), valamint exudatumot is hasznaltak az interakcids
kapcsolatok feltdrasara. A ,teljes sejtkivonattal” végzett kisérletek egyik
nagy eldnye, hogy a természetben végbemend folyamatok (pl. egy
cianobakteridlis  vizviragzds  végstaddiumat jellemzd  tOmeges
sejtpusztulds) ,,¢let-szerti” leképezését teszik lehetové azaltal, hogy a
toxikus sejteket tartalmaz6 mintakat feltdras utdn, mindenféle tisztitas
nélkiil adjak a vizsgalni kivant tenyészetekhez. Az eddigi tanulméanyok
vizsgalati ,,alanyai” els@sorban hajtdsos novények (Triticum aestivum,
Allium cepa) (Sanevas et al. 2006, Pflugmacher et al. 2007),
zooplanktont alkoté fajok (Cladocera sp.) (Okumura et al. 2007),
valamint kiilonb6z6é béka és halfajok (Oberemm et al. 1999) voltak. A
cianobakterialis ,,teljes sejtkivonatok™ eukariota algakra, ill. prokaridta
fotoszintetizal6 nem-toxikus cianobaktériumokra kifejtett hatasairdl még
kevesebb adat all rendelkezésre (Pietsch et al. 2001, Valdor és Aboal
2007, Vassalakaki ¢s Pflugmacher 2008), s ezek is elsGsorban a
sejtkivonatok altal okozott fizioldgai hatasokat, nem pedig a hosszabb
tava, populécio szintii valtozasokat mutatjak be.

Egy-egy vegylilet, vegyiiletcsoport sejtekre, szovetekre,
szervezetre gyakorolt tényleges hatdsat azonban akkor lehet igazan
megvizsgalni, ha a kezelésekhez tisztitott vegyliletet/vegyiileteket
alkalmazunk. Eppen ezért hasznalnak a cianotoxinok
hatasmechanizmusanak,  toxikussdganak  vizsgalatdhoz  tisztitott
toxinokat (Singh et al. 2001). Mivel a cianotoxinok jelentds része
nemcsak a vizi 6koszisztémat veszélyezteti, hanem az ivovizbe (Zilberg
1966, Lippy és Erb 1976, Byth 1980, Teixera et al. 1993, Jochimsen et
al. 1998), itato vizekbe (Francis 1978, Negri et al. 1995) tap-adalékokba
(Negri és Jones 1995, Prepas et al. 1997) bekeriilve az emberre és a



tenyészallatokra is komoly veszélyt jelent, $Z4mos
tanulmany/kutatécsoport foglalkozik vizsgalatukkal.

Mind a cianobaktérium, mind pedig a Cryptophyta fajok kisebb-
nagyobb egyedszamban dalland6 tagjai felszini vizeinknek; jelenlegi
ismereteink szerint mindkét taxon nagy egyedszdmban valo egyiittes
jelenlétére eddig még nincs adat. Ennek okai lehetnek, az abiotikus
tényezOkon  (hémérséklet, turbulencia, fény) tGlmenden a
cianobaktériumok 4ltal termelt allelopatikus vegyiiletek is.

1.2. Célkitiizések

Vizsgalataink soran a Cryptomonas ovata (nem toxikus,
eukaridta Cryptophyta) és a Microcystis aeruginosa (toxikus, prokariota,
Cyanobacterium) fajok kozti interakcios kapcsolatainak megismeréséhez
harom kiilonb6z0, egymast kiegészitd modszert alkalmaztunk:

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

Munkank soran a kovetkez6 konkrét kérdésekre kerestiik a valaszt:
I. Kevert tenyészetek:

1. Befolyasoljak-e, és ha igen, milyen mértékben a C. ovata sejtek
¢letben maradasat, szaporodasat, végs6 soron a populacio
fennmaradasat a kiilonbozé sejtszam-ardnyban inokulalt M.
aeruginosa sejtek?

2. Hogyan befolyasoljak az M. aeruginosa sejtszam-novekedését az
eltérd sejtszamarany-beallitasi koriilmények?

I1. Sejtkivonattal kezelt tenyészetek:
1. Milyen mértékben toxikusak, amennyiben toxikusak a kevert

tenyészetek inokulalasi koriilményeinek megfeleld M. aeruginosa
sejtkivonatok a C. ovata tenyészetek populécidira?



2. Van-e antibakterialis, vagy novekedés-serkentd hatdsa a kevert
tenyészetek inokulalasi korilményeinek megfelelé C. ovata
sejtkivonatoknak a M. aeruginosa tenyészetekre?

3. Kimutathato-e autotoxicitas, vagy novekedés serkentés a Microcystis
tenyészetek esetében az eltérd inokuldlasi koriilményeknek
megfeleld mennyiségli M. aeruginosa sejtkivonatokkal torténd
kezelés hatasara?

III. MC-LR tisztitott toxinnal kezelt tenyészetek

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

2. Milyen mértékben toxikus a MC-LR magasabb koncentraciéban, akut

toxikologiai tesztben (72 orés expozicid) a C. ovata tenyészetekre?



IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Fitoplankton populaciok egyedszam-novekedésének
jellemzoi

2.1.1. Novekedési rata

Az egyes fajok populdcidinak egyedszdm-valtozasat szamos
egyedszam-valtozasara koncentralva, kiiktatva més fajok populacidinak
jelenlétét az adott kdrnyezetben, a leggyakrabban vizsgalt tényezok a
sziiletési (nettd novekedési) -, és halalozasi (csokkenési) rata, valamint a
kornyezet eltartoképessége.

Idedlis esetben a brutté novekedés (1), és a nettd novekedés (k) kozel
megegyezik egymassal:

k=p

Természetes koriilmények kozott a populaciok nettd novekedési

rataja (k) nem egyezik a bruttd novekedési rataval (p), annal kisebb:

k= p-A
ahol A a csokkenési rata.
A bruttd és a nettd novekedési rata és az id6 koOzti linearis
Osszefiiggést a kovetkezd egyenlettel lehet leirni:
k = (InN; — InNy) / (t; — t1)

ahol N; a populdci6 biomasszaja t; iddpontban, N, pedig a populacid
tudomanyteriileten konvenciondlisan 1 napot tekintenek egységnyi
idoének, ezért a k értéke is 1 napra vonatkozik (Padisak 2003).

A kilonbozé  algafajok  egyedszam-valtozasdnak  pontosabb
megértése érdekében a terepi (Cloern 1976, Sommer 1982, Dokulil és
Padisak 1994, Acs et al. 2003, 2008, Grigorszky et al. 2003, Buric et al.
2007, Gross et al. 2007) megfigyelések mellett laboratériumi, kontrollalt
koriilmények kozt zajlo vizsgalatokat is végeztek (Cloern 1978,
Reynolds 1984, Fahnenstiel et al. 1991, Voros 1995, Rengefors és
Legrand 2001, Suikkanen et al. 2004, Tillmann et al. 2008). A vizsgalt
fajok thlnyomoé tobbségénél, a vartnak megfeleléen, a laboratériumi
koriilmények kozt (optimdlis tapoldatban, optimalis hdmérsékleten,



fényintenzitdson, ragadozok ¢és kompetitorok kizarasaval) nevelt
populéciok névekedési ratdja magasabb volt a terepen mért értékeknél.
Néhany faj terepen mért novekedési rataja megkozeliti a laboratoriumi
tenyészetek novekedési ratajat (Cryptomonas, Ceratium; lasd 1.
tablazat).

1. tablazat. Kiilonboz6 fajok - tobbek kdzott az altalunk vizsgalt M. aeruginosa és a C.
ovata populaciok (kiemelt értékek) - novekedési rataja k (nap™) laboratoriumi (ki) és
terepi (Keerepi) kOriilmények kozott (Padisak 2003).

Fajnév Kiab Hivatkozas Kierepi Hivatkozas
Microcystis aeruginosa 0,48 Reynolds (1984) 0,37  Padisak (1994)
(kolonia)
Synechococcus sp. 1,5 Fahnenstiel et. 0,42  Fahnenstiel et.
al (1991) al (1991)

Anabaena flos-aque 0,78 Reynolds (1984) 0,41  Sommer (1981)

Aphanizomenon flos- 0,98 Reynolds (1984) 0,43  Sommer (1981)
aque
Cylindrospermopsis 1,6 Voros (1995) 0,23  Padisak (1994)
raciborskii
Cryptomonas ovata 0,81 Reynolds (1984) 0,89 Sommer (1981)

Cryptomonas erosa 0,83 Reynolds (1984) 0,48 Sommer (1981)

Ceratium hirundinella ~ 0,21- Reynolds (1984) 0,14- Padisak (1985)
0,27 0,24
Peridinium cinctum 0,22 Reynolds (1984) 0,1 Sommer (1981)

2.1.2. Interakcios kapcsolatok fitoplankton fajok populacioi
kozott

A populdciok természetes kornyezetiikben nem egyediil élnek,
hanem mas populdciokkal egyiitt, melyek mar jelenlétiikkel, élettani
folyamataikkal, taplalkozasi szokasaikkal, extrahalt vegyiileteikkel, és
szdmos mas modon jelentds mértékben befolyasoljak mas populaciok
¢letben-maradasat, novekedését. Vagyis az egyes populaciok, a
kornyezet fizikai-kémiai tulajdonsagai mellett, fontos kdrnyezeti faktorai
is egymasnak. Altaldban a populaciok kozti kolcsonhatasok kozponti



elve a ,taplalkozni és taplaléknak lenni”. Azonban a populaciok kozti
kolcsonhatdsok egy masik jelentds formaja az, mikor a vizsgalt
populacidk egyazon erdforrast hasznositandk; ez a kompeticiéo (Sommer
1994, Padisak 2003, Reynolds 2006).

A fitoplankton tagjai kozotti interakcids kapcsolatok lehetséges
formait az alabbi tablazatban foglaljuk 6ssze (2. tdblazat).

2. tablazat A fitoplankton taxonok kozti lehetséges interakcios kapcsolatok (Sommer
1994 alapjan)

Kolc'sonhatas 4 ) 0
tipusa
Atemenet az
+ Ekto-, ~  allelopdtia ésapréda- o0 olizmus
endoszimbiozis aldozat kapcsolat
kozott
. Ld. elbb Kompeticio, -
allelopatia

2.1.2.1. Fitoplankton populaciok kozti kompeticio

A kompeticio6 az Okologiai feltételekért (pl. az &svanyi
tapanyagokért, a prédaért, a fényért) folyd versengés. Eredménye
legtobbszér a populdcios 1étszdm (az. Un. demografiai viszonyok)
alakulasan mérhetd le. Két populacid egyiittélése vagy az egyik
populacié masik altali kiszoritdsa a két populacié egymasra hatdsanak
mértékétdl és a kornyezet eltartoképességétol fiigg.

Az egyszeriibb kompeticios modellek azt sugalljak, hogy azon
fitoplankton taxonok szdma, melyek egy adott viztérben egyiitt élhetnek,
nem lehet nagyobb, mint az egyiittélést limitald faktorok (pl. tdpanyag,
fény, stb.) szdma. Elsédelgesen tehat adott iddben, adott helyen egyiitt
¢l0 fajok szama az ott talalhat6 limitalo faktorok szamatdl fiigg. A
Hardin-féle kompetitiv kizaras elve alapjan a fitoplankton kozosség
maximalisan 5 fajbol allhat (Hardin 1960). Ezen elv kisérletes
bizonyitasat Tilman végezte el 1982-ben. Vizsgalatai sordn
megallapitotta, hogyha kiilonb6zé fajok ugyanazon erdforrast
hasznaljak, akkor, figyelmen kiviil hagyva a kezdeti ndvekedési ratat és
konstansnak tekintve a csokkenési ratat, az adott forras irant legnagyobb



affinitassal rendelkezd faj a tobbi fajjal szemben kompeticios elényben

lesz és feliil fog emelkedni rajtuk.

Hutchinson azonban mar 1961-ben ramutatott arra, hogy sokkal t6bb
plankton faj ¢l egyiitt, mint azt az elébb emlitett modellek alapjan
feltételezni lehetne (plankton-paradoxon). Ennek egyik legfontosabb
oka, hogy a plankton-kozdsségek nem-equilibrium allapotban vannak. A
nem-equlibrium allapot egyik magyarazata a kornyezeti feltételekben
keresend6: az évszakok, ill. a kevésbé megjosolhatd faktorok (idéjaras)
valtozasa (Padisédk et al. 1993).

Altaldnossagban elmondhatd, hogy kiilsd zavaras hianyaban a
szukcesszid egy stabil allapot kialakulasdhoz vezet, amelyben a legtobb
fajt kompeticiosan kiszoritja egy, vagy néhany dominans faj (Reynolds
et al. 1993). A kutatdsok eredményei azt mutatjadk, hogy 4llando
kornyezeti feltételek mellett maximalisan 4 fajbol allo kozosség esetén
alakulhat ki stabil &llapot, abban az esetben, ha az egyik faj
kompeticiésan kiszoritja a masik harom fajt (Scheffer 1991).
Laboratériumi kisérletek eredményei szerint a kiils6 koérnyzetei tényezok
teljes kizarasa esetén is a tobb, mint négy fajbol all6 plankton-
eggyiittesek valtozo fluktuaciét mutatnak és a kozosség évekig diverz
maradhat (Kersting 1985). Ot, vagy tdbb fitoplankton fajbol 4llé
kozosség viselkedése mds zavard tényezdk, pl. zooplankton fajok
kizarasa esetén is kaotikus lesz (Scheffer et al. 2003). Tébb, mint
valészinli, hogy ez a komplex dinamika a fajok kozott interakcid
eredménye, amely ,,determinisztikus kdosz”-ként definialhatd (Scheffer
1991). A plankton k6z6sség dinamikaja konnyen kaotikussa valik, ha a
tobb fajbol allo kozosségben legalabb harom limitald tapanyagért zajlik
versengés (Huisman és Weissing 1994, 1999, 2001).

Abban az esetben, ha két faj verseng két limitalt eréforrasért, akkor 3
lehetséges végkifejlet lehet, feltételezve, hogy X faj affinitdsa nagyobb
az A erOforrasért, mint a B erOforrasért; az Y faj affinitdsa pedig a B
er6forrasért nagyobb, mint az A eréforrasért (Tilman 1982).

- Az X faj fog felilemelkedni az Y fajon akkor, ha az Y faj
affinitdsa megné az A er6forrdsért, de alatta marad az X faj
affinitasanak.

- Az Y faj fog feliilemelkedni az X fajon, ha az X faj affinitdsa
megnd a B eréforrasért, de alatta marad az Y faj affinitasanak.

- Abban az esetben, ha az A erdforrds mennyisége egy az Y faj
kiiszobértékénél magasabb szinten allandosul; ezzel parhuzamosan



a B er6forrds koncentracidja az X faj kiiszobértékénél magasabb
szinten allanddsul, akkor a két faj adott helyen adott idében
egymds ,felilkompenzéldsa” nélkiil fog egyiitt ¢élni. Az Y faj
nagyobb mértékli elszaporodasat az A erdéforras fogja
megakadalyozni, mig az X fajét a B er6forras.
Azonban két, vagy tobb fajbol allo kozdsségek esetében a limitalo
forrasokon tulmenden mas tényezdk is befolydsolhatjadk az egyes fajok
sikerességét, pl. az allelopatia €s/vagy toxicitas.

2.1.2.2. Allelopatia és/vagy toxicitas fitoplankton egyiittesekben

A kompeticié masik lehetséges formdja az, mikor a populaciok kozt
kolesonds, vagy egyoldalt direkt negativ hatds érvényesiil. Ezt a direkt
negativ hatast okozhatja az egyik populécio altal termelt kémiai vegytilet
(allelopatia) vagy lehet direkt mechanikai hatds is a populaciok kozott
(Sommer 1994).

Az allelopatia az algak esetében valtozatos Okologiai/fiziologiai
jelenség. Az algdk éltal termelt vegyiiletek hatdssal lehetnek mas algakra
a termeld szervezet kornyezetében, magara a termeld szervezetre
(autotoxicitds), az  algdkkal  koOzosségben €16  heterotrof
mikroorganizmusokra, hajtasos novényekre, az algakkal taplalkozo
gerinctelenekre, vagy akar gerincesekre — bar ez utobbi esetek targyaldsa
mar a toxikologia targykorébe vezet at (Inderjit és Dakshini 1994).

Egyes kutatok szerint a kémiai interakciok, kiilondsen az allelopatia,
igen fontos szerepet jatszanak a fitoplankton fajok kozotti
kompeticioban. Mdsok szigoribban fogalmaznak: feltételezhetd, hogy
tavakban a fitoplankton taxonok kozotti allelopatia fontos szerepet
jatszik a kozosség szerkezetének alakulasaban, a vizvirdgzasok
dinamikajanak szabalyozasaban (Keating 1977, Vardi et al. 2002,
Takamo et al. 2003). Vizfolyadsokban az allelopatia jelentdsége a
fitoplankton kozosségekben minden bizonnyal kisebb, de a bentikus
kozosségek életében itt is fontos szerepet jatszhat (Leflaive és Ten-Hage
2007). Legrand és munkatarsai (2003) allelopatia alatt az egyik faj altal
termelt méasodlagos anyagcseretermékek gatldo hatasat értik a masik faj
novekedésére, vagy fizioldgiai folyamataira. Leflaive és Ten-Hage
(2007) szerint az allelopatia masodlagos anyagcseretermékek gatld
hatasa a termel6 szervezet kompetitoraira vagy ragadozoira.



A toxinok, melyek szintén masodlagos anyagcseretermékek,
mérgezéek a termeld szervezettel kozvetlen kapcsolatban nem allo
organizmusokra is. A két fogalom nem zarja ki egymast — a szélesebb
hatasspektrumua toxinok kozott is talalunk allelokemikalidkat. A két
csoport kozotti — nem hatdrozottan megallapithatdo — kiilonbség
altalanossagban a kovetkezokben foglalhatd Ossze: Az allelokemikaliak
termelése nem taxonhoz kotott, mig toxintermeléssel édesvizekben
elsdsorban a  cianobaktériumok  korében  taldlkozunk. Az
allelokemikalidk hatdsmechanizmusa igen valtozatos, mig a toxinok
elsdsorban enzim inhibitorok, vagy membranreceptorokhoz koétédnek.
Az allelokemikaliak 6kologiai szerepe az esetek tobbségében vilagos,
mig a toxinok esetében ez a kérdés még nem tisztazott (Leflaive és Ten-
hage 2007).

Sok megkozelitési lehetdség van az allelopatia tanulméanyozasara,
ezidaig nem sziiletett standard mddszer. Az egyik modszer szerint egy
donor alga sejtmentes kivonatat adjak egy masik alga tenyészetéhez.
Frakcionalt exudatumok, vagy tisztitott allelokemikalidk alkalmazasaval
konkrétabb hatasvizsgélatokra van lehetdség (Legrand et al. 2003). A
legtobb allelokemikaliat cianobaktériumokbdl irtdk le, de néhany tengeri
dinoflagellata toxinja és szamos cianotoxin is rendelkezik allelopatikus
aktivitassal. Az allelokemikdlidk  hatdsmechanizmusa rendkiviil
valtozatos, leggyakrabban sejtlizist vagy a ndvekedés (osztddas) gatlasat
okozzék (Legrand et al. 2003).

2.2. A Microcystis aeruginosa és interakciés kapcsolatai

2.2.1. A M. aeruginosa faj bemutatasa

Az M. aeruginosa a Chroococcales rendbe, azon belill is a
Microcystaceae csaladba tartoz6 cianobaktérium faj. A Microcystaceae
csalddba sorolt cianobaktériumok koloniaképzd ¢€l6lények; a nyalkas
kolénia alakja lehet szabalyos, vagy szabalytalan. Altalanosan jellemzd,
hogy kocsonyas burok borithatja az egyes sejteket is, azonban a
Microcystis nemzetségbe tartozo sejteknek nincs kiilon kocsonyas burka,
a koloniat 6vezd nyalkas hartya szintelen. A kolonia bizonyos, fajra
jellemzd sejtszam f616tt kettéhasad (Komarek 1999).
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A M. aeruginosa  kolonidk  mikroszkopikusak,  vagy
makroszkopikusak (elérhetik a 600-900 pm-t, vagy akar a 8 mm-t is)
tobbé-kevésbé gombolyliek, lencseszeriiek, vagy enyhén hosszikasak. A
sejtek gdmbolytiek, osztodas eldtt azonban enyhén hosszukassa valnak;
sziniik kékes-zold, a sejtekben gazvakuolum talalhato. Megtalalhatok
édes-, valamint brakk vizekben, a viztestek eutr6f zondjaban a
fitoplankton  részét képezik, kozmopolitdk (Komarek 1999).
Tenyészetben gyakran eltlinik a kolonids szervezddés, és a sejtek
maganyosan fordulnak eld, ahogyan ez a kisérletekhez alkalmazott
izolatum esetén is megfigyelheto.

1. abra. a.) Microcystis aeruginosa tenyészet, b.-c.) M. aeruginosa sejtek.

2.2.2. A mikrocisztinek és egyéb bioaktiv vegyiiletek

Mindenekel6tt érdemes tisztazni, mit értiink a kovetkezd fogalmak
alatt: bioaktiv vegyiiletek, allelokemikalidk és toxinok.

- A bioaktiv vegyiiletek biologiai hatasai rendkiviil széleskortiek:

tobbek kozott antibakteridlis, antiviralis, immunszupresszans,
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rakellenes és gyulladascsokkentd vegytiletek tartoznak ide (Mundt et
al. 2001, Jaiswal et al. 2008).

- Ahogy a 2.1.2.2. fejezetben olvashato, az allelokemikalidk olyan
masodlagos anygacseretermékek, amelyek gatlo hatast fejtenek ki az
azt termeld szervezet kornyezetében ¢él6 mas taxonok (pl.
kompetitorok, ragadozdk) életfolyamataira (Legrand et al. 2003,
Leflaive és Ten-Hage 2007). Az allelokemikalidk termelése nem
taxonhoz kotott, hatdsmechanizmusuk igen valtozatos, Okologiai
szerepiik az esetek tobbségében vilagos (Leflaive és Ten-Hage
2007).

- A toxinok, melyek szintén masodlagos anyagcseretermékek,
mérgezoek a termeld szervezettel kozvetlen kapcsolatban nem allo
organizmusokra is. Toxintermeléssel édesvizekben elsdsorban a
cianobaktériumok korében taldlkozunk (3. tablazat). A toxinok
elsdsorban enzim inhibitorok, vagy membranreceptorokhoz
kotddnek, dkologiai szerepiik nem tisztazott (Leflaive és Ten-Hage
2007).

3. tablazat Az egyes cianobaktérium genuszok korében leggyakrabban el6fordulo
cianotoxinok ¢és azok hatasai (Ferrao-Filho és Kozlowsky-Suzuki 2011 nyoman).

Toxin Hatas MoleKula tipusa Termeld szervezet
| sl L el B fe /e o L G Lol Microcystis
és PP2A) gatlasa Anabaena
Planktothrix
Nodularinok Protein foszfatazok (PP1 Ciklikus peptid Nodularia
és PP2A) gatlasa
Saxitixinok Az idegsejtek natrium- Alkaloid Dinofiageiiatak:
csatornainak blokkol4sa Protogonyaulax
Alexandrium
Gymnodinium

D1 ey Az ia s
1 yroaqiriiiiii

Cianobaktériumok:
Anabaena
Aphanizomenon
Aphanizomenon
Cylindrospermopsis
Lyngbya

Anatoxinok Irreverzibilis kapcsolodas  Alkaloid Anabaena
a nikotinerg acetilkolin- Aphanizomenon
receptorokhoz Cylindrospermopsis
Plankthotrix
Oscillatoria
Microcystis
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Toxin Hatas Molekula tipusa Termeld szervezet
Anatoxin-a(s) Az acetilkolin-észteraz Alkaloid Anabaena
aktivitas gatlasa

Cilindrospermopszin A fehérjeszintézis gatlasa, Alkaloid Cylindrospermopsis
a DNS irreveizibilis Aphanizoierion
karositasa Umezakia
Raphidiopsis
Anabaena
Lipopoliszacharidok Trrital6 hatas, gyulladasos  Lipopoliszacharidok A cianobaktériumok
tiinetek az érintett sejtfalanak alkotorészei
szoveteken

A Microcystis aeruginosa, ¢s altalaban a Microcystis fajok
interakcids kapcsolatainak targyalasanal elkeriilhetetlen emlitést tenni
arrol, hogy a genuszba tartozd fajok jo része szamos biologiailag aktiv
vegyliletet termel. Ezek koziil legismertebbek, és talan a legalaposabban
kutatott cianobakterialis bioaktiv vegytiletek a mikrocisztinek.

A mikrocisztinek hepatotoxikus ciklikus peptidek; a nodularinokkal
rokon vegyliletek. Molekulatomegiik ~800-1000 Da, hét aminosavbol
allnak. Felépitésiikben nemcsak L- és D aminosavak, hanem ritka
aminosav-szarmazékok is részt vesznek (Chorus ¢és Bartram 1999).
Napjainkig 60-80 mikrocisztin varians szerkezetét azonositottdk. Ez a
rendkiviili szerkezeti valtozatossdg annak koszénhetd, hogy a 2-es (X) és
a 4-es (Z) pozicioban tobbféle aminosav szerepelhet, valamint a masik 5
aminosavnak is tobbféle szerkezeti varidnsa lehet jelen a molekuldban
(Lawton és Edwards 2001). A 2. ébran a mikrocisztinek altalanos
szerkezete lathatd, 60 mikrocisztin varians szerkezetét és molekulatomeg
adatait pedig a 4. tablazat foglalja 6ssze (Lawton és Edwards 2001,
Sharma et al. 2012).

lzo-glutaminsay (Glu) \I\‘II|-S|\'|IHI[U-.A|<IIIIII i Mdha)
9

J-amino-%-m etoxi-2 2.6,8-rimetil-
COOH

v (ADDA)Y
L /J\/w \‘)}\ \I.mm (Ala)
Vs
/J\r Variibilis aminosav (X)

COOH

Varidbilis amina: \1/}
4

\1ct I-aszparaginsav (MeAsp)

2. abra A mikrocisztinek altalanos szerkezete (Sharma et al. 2012 nyoman).
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4. tablazat 60 ismert mikrocisztin szerkezete a molekulatomegek feltiintetésével, illetve
a dolgozatban alkalmazott M. aeruginosa torzs altal termelt mikrocisztin variansok
kiemelésével. A Z variabilis aminosavak alatt az adott mikrocisztin variansban jelen
1évé aminosav valtozatok is fel vannak tiintetve. Roviditések és egyéb jelolések: Ala:
Alanin; Arg: Arginin; Glu: Glutaminsav; Leu: Leucin; Phe: Fenilalanin; Try: Triptofan;
Tyr: Tirozin; Val: Valin; (A; R; E; L; F; W; Y; V): az adott aminosavat adott
pozicidban tartalmazo mikrocisztin varians elnevezésénél hasznalt betiijelzések; ™ az
adott betiivel jelzett aminosav homo variansa; t: tetrahidrotirozin, ADMAdda: O-
Acetyl-O-demetil-Adda; DMAdda: O-demetil-Adda; (6Z2)-Adda: az Adda
sztereoizomere a D-kettds kotésnél; Dha: dehidroalanin; Dhb: dehidrobutirin; MeSer:
N-metilszerin; a fels6 indexben feltiintetett szamok az adott aminosav molekuldban
elfoglalt poziciojat jelolik (Lawton és Edwards 2001 nyoman).

7 varidbilis aminosav X —  Ala  Arg Gl Ghitaminsav- | T e Metionin-S-  Phe Try  Tyr Val
! @A ® (E) ilé @L) oxid ) (A N0) ~
PP 909 959
Alaa) (MCY-YA)
Aminoizovajsav 923
1044, 1048',
Arg (R) 952 BT e 1008 O e 1028 1028 1067 1058"
{MCY-RR} (MCY-LR) (MCY-YR)
D-Asp’, Dha’ 1009 966 1062"
D-Asp’ 1023 980
Dha’ 1023 980 1014,1028"°
L-Ser’ 1041 998
DMAdda® 980
= Giu(OCHL 994
1037 994
1008, 1028"
1008
105 1069 1073
1012
1041
ADMAdda 1022, 1036™
1038
1052
. MeSe 1040
N-Metillantionin 1115
Glutaminsav-metilészter
D-Asp’, Dha’ 969 983
Dha’ 983 997
L-Ser’ 1001 1015
D-Asp’, Ser’ 1001
Leu (L) 951
Metionin-S-oxid 1035
Phe (F) 985 971
Try (W) 1024
Tyr (Y) 1001

A mikrocisztinek vizoldhatok, ebbdl kifolyolag nem képesek
kozvetleniil athatolni a sejtmembranon (néhany hidrofob csoportban
igen gazdag mikrocisztin izomer kivételével). A sejtekbe vald
bejutasukat olyan transzporterek végzik, melyek egyébként esszencialis
vegyiiletek szallitdsdban vesznek részt. A mikrocisztinek toxicitdsanak
alapja, hogy erdsen képesek kotddni a protein-foszfatazokhoz, vagyis
protein-foszfataz inhibitorok (Chorus és Bartram 1999).

A mikrocisztinek a kornyezetbe javarészt csak a sejtek lizise utan
keriilnek ki, aktiv kivalasztasuk csak ritkan fordul el6. A névekedés
logaritmikus fazisaban a tenyészetek extracellularis toxinmennyisége
csupan a teljes toxin-tartalom 0,8-10, de maximum 20%-a (Sivonen és
Jones 1999, Ha et al. 2009, Zhang et al. 2010). A természetben,
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vizvirdgzas kezdetekor az extracellularis toxinmennyiség csupan 0,0001-
0,001 pg mL"'. Ez az érték azonban a vizvirdgzas osszeomlasakor
elérheti a 3-25 ug mL™ értéket is (Lindholm és Meriluoto 1991, Jones és
Orr 1994). Ezeknek a vegyiileteknek a kémiai stabilitdsa igen nagy,
semleges pH-n extrém moddon képesek ellenéllni a hidrolizisnek és az
oxidacionak. Természetes vizekben hoénapokig, vagy évekig is jelen
lehetnek. Erds napfényen lassan fotodegradaldodnak, ehhez azonban
vizoldhatd pigmentek, fikobiliproteinek jelenlétére van sziikség. Ilyen
koriilmények kozott a mikrocisztinek 90%-a 2-6 hét alatt elbomlik
(Chorus és Bartram 1999).

A mikrocisztineken tul tovabbi fontos biologiailag aktiv
anyagcseretermékek még a kovetkezok: aeruginozinok, mikrogininek,
anabaenopeptinek, cianopeptolinok, ciklamidok, mikroviridinek,
critoficinek és egyéb vegyliletek (Welker és von Dohren 2006). Ezen
anyagcseretermékek pontos bioldgiai szerepe, termelésiik oka nem
teljesen tisztazott, hosszu ideje vita targyat képezi. Allelopatikus
szerepiik nem egyértelmiien bizonyitott, ennek legfébb oka, hogy mig
egyes torzseknél aktiv kibocsatds figyelheté meg a ndvekedés
exponencialis fazisdban, addig mas esetekben nem mérhetd a bioaktiv
anyagok extracellularis jelenléte, csak a populacié Osszeomléasakor, a
sejtek szétesése soran (Welker és von Déhren 2006).

A mikrocisztinekkel kapcsolatban — mint ahogy azt az aldbbiakban
latni fogjuk — tobb elmélet latott napvildgot funkcidjukat illetden,
szerepiik azonban a fitoplankton egyiittesek fajosszetételének
kialakuldsdban, szabalyozasdban nem tisztazott. Ezért fontos minden
olyan laboratériumi és/vagy terepi vizsgalat, amely segithet e
vegyiiletcsoport szerepének megértésében.

Keating mar 1978-ban kimutatta, hogy a mikrocisztinek gatoljak
bizonyos eukariota algak (Chlamydomonas spp., Haematococcus spp.,
Navicula spp. és Cryptomonas spp.) novekedését. Azota tobb
laboratériumi cianobaktérium és eukariota alga torzs esetében vizsgaltak
kiilonb6ozé mikrocisztin varidnsok hatasat.

Zoldalgak

Nagyszamu eredmény létezik arra vonatkozdéan, hogy a
mikrocisztinek gatoljak a zoldalgdk novekedését, ¢letmiikodéseit.
Escoubas ¢s munkatarsai (1995) a Dunaliella tertiolecta zdldalga
klorofilltermelésének gatlasat irtdk le MC-LR-rel valo kezelés hatasara.
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Christoffersen (1996) a Nephroselmis olivacea zdldalga novekedésének
enyhe gatlasat figyelte meg MC-LR kezelés hatasara. MC-RR kezelés a
a fényintenzitastol fliggd modon. A Coelastrum microporum esetén a
novekedés gatlasa  volt megfigyelhetd, de csak magasabb
koncentracioban (Sedmak és Kosi 1998). Pietsch és munkatarsai (2001)
a peroxiddz ¢és a glutation szintetdz aktivitds emelkedését irtdk le
tisztitott MC-LR-rel kezelt Scenedesmus armatus tenyészetekben. A
sejtmentes kivonat gatolta a glutation szintetazt és a fotoszintézist.
Kearns ¢és Hunter a Chlamydomonas reinhardtii  tenyészet
novekedésének gatlasat, valamint a sejtek paralizisét figyelték meg MC-
ket tartalmazoé kivonat, illetve tisztitott MC-LR-rel valo kezelés hatasara
(Kearns és Hunter 2000, 2001). Scenedesmus quadricauda zdldalga
esetében azt figyelték meg, hogy minél nagyobb volt a sejtek szama a
tenyészetben, a 4 sejtbdl allo6 conobiumok laza aggregalddasa egyre
kifejezettebb lett mikrocisztinek hatasara. A toxin-kezelt sejtek térfogata
a 2-4 napon szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll sejteké. A
toxin-kezelt sejtek autofluoreszcencidja megnétt a kontroll sejtekhez
képest, és ez nem csak a sejt novekedésének, hanem a kloroplaszt
novekedésének is koszonhetd. A sejtek klorofill tartalma jelentésen
megnoétt a toxinkezelések hatdsara. A novekvd autofluoreszcencia és a
klorofill-tartalom nodvekedés intenzivebb metabolizmusra utal, ami
egyfajta stressz jelenségnek is tekinthetd (Sedmak és Elersek 2005).

Az eddig targyalt inhibicios jelenségekkel ellentétben Babica és
munkatarsai (2007) kisérleteinek eredményei azt mutatjak, hogy
bizonyos Chlorophyta fajok nem mutatnak nagy érzékenységet
mikrocisztinekkel szemben. Kisérleteik soran o0t zo6ldalga faj
(Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella kesslerii, Pediastrum duplex,
Pseudokirchneriella subcapitata, Scenedesmus quadricauda) tenyészetét
kezelték mikrocisztin-RR-rel és -LR-rel. A Chla. reinhardtii, Chlo.
kesslerii, Pe. duplex ndvekedését erdteljesebben befolyasolta a MC-RR
mint az MC-LR, bar meg kell jegyezni, hogy a kdrnyezetben is gyakran
eléfordulé koncentraciok (0,001-0,01 pg mL") nem okoztak
szignifikans eltérést a tenyészetek novekedésében (Babica et al. 2007).
0,1-5 ug mL™" mikrocisztin (-RR és -LR) sem okozott gatlast a legtdbb
faj esetében, kivéve a Ps. subspicata-t, amelynél 1 pg mL™'-nél
magasabb mikrocisztin koncentraciok jelentds gatlast okoztak a
novekedésben. A legkisebb érzékenység a S. quadricauda esetében
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mutatkozott, csupan 25 pg mL™'-nél magasabb mikrocisztin koncentracio
mellett volt kimutathat6 hatés.

Hasonl6é eredmények sziilettek egy Klebsormidium faj Geitlerinema
splendidum cianobaktériummal vald ,egyiittnevelése” soran: bar volt
kimutathatdo MC a mediumban (0,0001 pg mL™"), az nem gatolta a
Klebsormidium névekedését (Valdor és Aboal 2007). A faj 50 pg mL™"
MC-RR-re sem volt érzékeny. A Klebsormidium ellenallosdgaval
kapcsolatban azt feltételezik, hogy filogenetikailag kozel all az edényes
novényekhez, amelyeknél detoxifikacios rendszer jelenléte lehetséges
(Pflugmacher 1998a-b, 1999, Beattie et al. 2003).

Bartova és munkatérsai (2011a) a Pseudokirchneriella subcapitata
zoOldalga esetében azt tapasztaltak, hogy sem a M. aeruginosa extraktum,
sem a sejtmentes médium, sem 0,3 pg mL”' MC-LR és —RR nem volt
hatassal a novekedésre. A tisztitott mikrocisztinek a glutation reduktaz
aktivitasanak novekedését okoztak, de nem voltak hatassal mas
detoxifikacios enzimekre. A M. aeruginosa extraktum nem volt
semmilyen hatassal, mig a sejtmentes médium a glutation-S-transzferaz
aktivitasanak emelkedését okozta. A rovidtava tesztek (3-24 Ora)
oxidativ stresszre utald eredményekkel zarultak, mig hossza tavon (10
nap) nem volt kimutathat6 szignifikans eltérés a kontrolltol.

Dinoflagellatik

Sukenik és munkatarsai (2002) a Peridinium gatunense
dinoflagelldta novekedésének ¢és fotoszintézisének gatlasat irtak le
mikrocisztinek hatdsara. Vardi és munkatarsai (2002) a Peridinium
gatunense €s a Microcystis aeruginosa egyiittnevelése soran
megallapitottak, hogy az inicidld sejtszdmoknak nagy jelentésége van a
gatlé hatasok tekintetében. 200 sejt mL™ P. gatunense ndvekedését 10°
sejt mL™ Microcystis teljesen meggatolta még akkor is, ha tobblet
tapanyagot juttattak a tenyészetbe. 560 sejt mL"'-nél mar ,.csak” 60%-0s
volt a gatlas, mig 2300 sejt mL™ esetén mar alig volt kimutathat6 hatasa
a Microcystis jelenlétének. A Microcystis novekedését az 1000 sejt mL™
Peridinium sejtszam alatti inicidlds nem befolyésolta, ezzel szemben az
ennél magasabb értékek mar igen, még nagyobb tdpanyag-koncentracid
mellett is (Vardi et al. 2002). A Peridinium sejtekben a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) mennyisége mar fél oraval a Microcystis sejtek
hozzdadasa utdn szignifikdnsan megnétt, az elsd csucsot a hozzdadés
utani els6 oraban érte el, majd 24 o6ra elteltével megfigyeltek egy
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masodik maximumot, ezt kdvetden pedig csokkent a ROS mennyisége.
A tisztitott MC-LR-rel kezelt P. gatunense tenyészetek esetében az
el6z6h6z nagyon hasonld kétcsticsu gorbét figyeltek meg azzal az
eltéréssel, hogy itt a masodik maximumot sokkal hamarabb érte el a
ROS mennyisége. Ezzel szemben a nem-toxintermeld Microcystis sejtek
hozzaadésa alig okozott ROS ndvekedést, tovabba nem volt kimutathato
masodik csucs sem. A ROS maximumot az is befolyasolta, milyen kora
volt a Microcystis tenyészet, amit a Peridinium tenyészetekhez adtak: Az
idésebb tenyészet hozzaadasa lerdviditette a két cstcs kozti id6t, tovabba
az idésebb Microcystis sejtek kb. 30%-o0s P. gatunense sejtpusztulast
okoztak, mig a fiatalabb Microcystis tenyészet hozzaadasa alig okozott
pusztulast (Vardi et al. 2002). A MAP kindz enzimcsalad az, ami a
cianobaktérium vagy toxinjdnak az észlelésében szerepet jatszhat,
tovabba a hozzdjuk kapcsolodd szignal transzdukcids folyamatok
mikrocisztinek hozzdadadsa, a ROS akkumulacidjan keresztiil
programozott sejtelhalashoz vezethet, mégis a talélt sejtek esetében
stimulalja a sejtosztddast. Abban az esetben, ha a tenyészeteket
elékezelték Microcytis sziirlettel, akkor kb. nyolcszorosara nétt a sejtek
tiamin tartalma, ami fokozott DNS szintézisre utal. Ez a jelenség nem
volt kimutathatd, ha tisztitott MC-LR-rel kezelték a tenyészetet (Vardi et
al. 2002). A protein-kinaz (PK) aktivitds nem-toxikus, ill. toxikus
Microcystis sejtek, sziirlet, ill. tisztitott MC-LR hataséra is nétt az elsd
fél oraban. 22 ora elteltével megvizsgalva a toxikus Microcystis sejtek
PK aktivitasra gyakorolt hatdsat, megfigyelték, hogy az a kontroll (fél
orés) szintjére csokkent le. A toxikus Microcystis sejtek és a szlrlet
sokkal nagyobb aktivitidst eredményezett, mint maga a tisztitott toxin.
Egyre kisebb molekulatomegii kindzok felé haladva nétt azok aktivitasa
az Osszes vizsgalat soran (Vardi et al. 2002).

Chrysophytak

Chyrsophyta fajokban a novekedés stimuldciojat, fokozott
szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitast és lipid peroxidaciot, valamint a
glutation pool nem szignifikdns valtozasait irtdk le MC-LR és -RR
hatasara (Ou et al. 2005). A sejtstruktira valtozéasai (vakuolizacio, a
kloroplasztok duzzadasa), valamint a programozott sejthalalhoz hasonlo

crer
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is megfigyelték, valamint kimutattak, hogy a sejtek nem akkumulaljak a
toxint (Ou et al. 2005).

Cryptophytak

A mikrocisztinek Cryptophytakra gyakorolt hatasairol nagyon kevés
adat taladlhato az irodalomban, pedig e csoport nagy jelentdséggel bir a
zooplankton taplalkozasdban (Twombly ¢és Burns 1996, Tessier és
Bizina 2001), igy mikrocisztinekkel szembeni érzékenységiiknek a
planktonk6zosségek egésze szempontjabol jelentésége lehet. MC-RR
kezelés a Cryptomonas ovata gatlasat vagy stimulacigjat is kivalthatja a
fényintenzitastol fliggd modon. A MC-RR alacsony fényintenzitason (4

umol m?s™) gatolta a Cryptomonas erosa novekedését (Sedmak és Kosi
1998).

Cianobaktériumok

Annak ellenére, hogy a mikrocisztinek leginkdbb az eukariota
protein  foszfatdzokra  gyakorolt gatldo  hatasukrél  ismertek,
anticianobakterialis hatasokat is leirtak. Singh és munkatarsai (2001) egy
Anabaena torzs és egy Nostoc muscorum torzs 25 pg mL™ MC-LR-rel
val6 kezelése soran figyeltétk meg a ndvekedésgatlas mellett a
fotoszintetikus oxigéntermelés, a CO, felvétel, valamint a nitrogenaz
aktivitas gatlasat. Kimutattak, hogy mindkét faj sotétben és vilagosban is
felveszi a toxint (Singh et al. 2001).

Synechococcus elongatus cianobaktériumban a novekedés gatlasan
tal a klorofill-tartalom csokkenését, a fotoszintézis és a nitrat reduktaz
aktivitas valtozasat, valamint a fehérje- és szénhidrattartalom valtozasat
figyelték meg MC-RR-rel valo kezelés hatasara (Hu et al. 2004).

A kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a termeld szervezet maga
sem érzékeny a mikrocisztinekre: a M. aeruginosa esetében csak 25 g
mL™" koncentracié mellett volt kimutathato névekedésgatlas (Babica et
al. 2007).

Geitlerinema splendidum cianobaktériumot egyiitt nevelve a Nostoc
sp., Pseudocapsa sp., és Scytonema sp. cianbaktérium fajokat azt
tapasztaltdk, hogy bar volt kimutathat6 MC a mediumban (0,0001 pg
mL"), mégis minden faj nétt. Ugyanezen cianobaktériumokat
Oscillatoria  sp., Rivularia biasolettiana, Rivularia haematites,
Geitlerinema splendidum, Phormidium sp., Tolypothrix distorta ¢és
Scytonema myochrous cianobaktériumok kivonataival kezelve a
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kovetkezdket tapasztaltdk: A Scyfonema  faj ndvekedését 4 napos
inkubalas utan az R. biasolettiana kivételével minden kivonat gatolta.
Nyolc nap elteltével pedig csak az Oscillatoria kivonat gétolta teljesen a
novekedést, mig a tobbi esetben ,csak” novekedés csokkenést
tapasztaltak (Valdor és Aboal 2007). Igaz, hogy ezek a vizsgélatok
bentikus fajokra iranyultak, azonban az altaluk termelt mésodlagos
anyagcseretermékek szerepet jatszhatnak a fitoplankton életében is (pl.
kitilepedés, nyugvé alakok).

Erdekes eredmények szillettek a mikrocisztinek  fonalas
cianobaktériumokra gyakorolt hatdsanak vizsgélata soran. A Trichormus
variabilis fonalas cianobaktériumnal 0,00067-0,037 pg mL™' MC
hatdsara a heterociszta frekvencia emelkedését tapasztaltdk, mig
magasabb MC koncentraci6 a heterociszta-frekvencia csokkenéséhez
vezetett, valamint gatolta az akinétak differencidlodasat. A
sejtdifferencidlodasban bekovetkezd defektusokért feltételezhetéen a
szerin-tipusu protedzok gatlasa felelds (Bartova et al. 2011b).

A kutatdsi eredmények tehat azt mutatjdk, hogy a protein
foszfatazokra gyakorolt gatldo hatds bizonyos cianobakterialis enzimek
esetében is érvényesiilhet (Zhang 1993, Potts et al. 1993, Zhang et al.
1998, Singh et al. 2001, Bartova et al. 2011a,b). Meg kell jegyezni, hogy
egyes Microcystis fajokbol izolalt protein foszfatdzok rezisztensek a
mikrocisztinekre (Shi et al. 1999). A mikrocisztinek mikroalgakra
kifejtett toxikus hatdsai a protein kinadzokkal és foszfatazokkal valo
interakci6 (Vardi et al. 1999, Vardi et al. 2002) mellett oxidativ
stresszben, a ROS mennyiségének ndvelésében nyilvanulnak meg (Hu et
al. 2005).

A mikrocisztinek  lehetséges  funkcioja a  fitoplankton

kozosségekben
A fent targyalt eredmények azt mutatjdk, hogy a mikrocisztinek
hatasa faj- ¢és rokonvegyiilet specifikus — azaz a kiilonb6zd

mikrocisztinek hatasa eltéré lehet ugyanazon faj esetében, valamint a
kiilonb6zé fajok nagyon eltérd moédon reagilhatnak ugyanazon
mikrocisztin varidns jelenlétére. Az eredmények egy része nem
tdmasztja ala azt a hipotézist, mely szerint a kdzvetlen allelopatikus
hatds a mikrocisztinek természetes funkcioja, legalabbis a ndvekedés
kozvetlen gatlasa tekintetében (Babica et al. 2007). Meg kell jegyezni,
hogy az emlitett vizsgalatok egy része, amelyekben ndvekedésgatlas
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mutatkozott, a természetben altalanosan megfigyelhetd mikrocisztin
koncentracioknal (>0,01 pg mL™") magasabb MC koncentraciok (0,01-
57 ng mL") mellett zajlott. Ebb6l kovetkezéen kérdéses, hogy a
mikrocisztinek elsddlegesen mint allelopatikus vegytiletek szerepelnek a
vizi 6koszisztémakban (Babica et al. 2006).

A mikrocisztinek interspecifikus interakciokban vald részvételére
utal, hogy bizonyos fitoplankton fajok jelenléte, vagy exudatuma
hatdssal van a mikrocisztintermelésre: a Clamydomonas reinhardtii
exudatuma gatolta egy Anabaena flos-aquae torzs mikrocisztin
termelését (Kearns és Hunter 2002). Ellenkezo esetre is van példa: egy
Oscillatoria agardhii t6rzs mikrocisztin termelése fokozodott Spirogyra
zoldalgak jelenlétében (Mohamed 2002). Egy M. aeruginosa torzs
esetében a mikrocisztin termelés fokozodéasa volt megfigyelhetd nem
toxikus Planktothrix agardhii tenyészettel, vagy annak tapoldataval valo
kezelés hatasara (Engelke et al. 2003). Vardi és munkatarsai (2002) a
McyB géntermék mennyiségének emelkedését tapasztaltadk Peridinium
gatunense vagy Clamydomonas reinhardtii exudatuméanak hatdsara;
Schatz és munkatarsai (2007) szdmos mas stressz-tényezO hatdsara
figyelték meg ezt a jelenséget. A McyB mennyiségének emelkedése volt
megfigyelheté mikrocisztinek, mikroginin vagy mikropeptin hatasara is.
A szerzok feltételezik, hogy az 6regedd tenyészetekben a sejtek lizise
soran felszabaduld peptidek a mikrocisztinek fokoz6do termelését idézik
eld az életben maradod sejtekben (Schatz et al. 2007).

A mikrocisztinek funkcidja a termeld szervezetekben tehdt nem
vilagos. Egyes szerzok szerint feltételezhetd, hogy olyan funkciot latott
el a sejtben, amely mara elveszett (Carmichael 1994). A toxin
termelésének magas koltsége viszont azt a nézetet erdsiti, miszerint a
toxin aktualis funkcidval is rendelkezik.

A mikrocisztinek funkcidjaval kapcsolatos kutatasok egyik fontos
kérdése, hogy megfigyelhet6-e a toxin aktiv kibocsatasa a termeld sejtek
altal, vagy sem. Egyes esetekben mikrocisztineket mutattak ki a sejtfal
illetve a tok kornyékérdl, ami utalhat a toxin intakt sejtekbdl valo aktiv
kibocsatdsara (Shi et al. 1995). Rohrlack ¢és munkatarsai (2007)
radioaktiv jelolést alkalmazva kovették nyomon az intracellularis
mikrocisztin sorsat egy M. aeruginosa torzs esetében, és azt tapasztaltak,
hogy a toxin nem keriil ki az extracellularis térbe, fliggetleniil a nevelési
kortiilményektdl (alacsony vagy magas fényintenzitds). Az intracellularis
bomlés hidnya azt sugallja, hogy a toxin nem vesz részt a cellularis
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anyagcsere-folyamatokban sem. Ezek alapjan a vizsgalt torzs esetében a
mikrocisztinek szerepére vonatkozo kérdés tovabbra is megvalaszolatlan
marad.

A mikrocisztinek nagy affinitasa vas, réz vagy cink ionokhoz azt
sugallja, hogy e molekuldk szideroférokként funkcionalhatnak (Humble
et al. 1994). Ezt a feltételezést tamaszthatja ala az a megfigyelés, hogy
figyeltek meg (Lukac és Aegerter 1993). Ellenkez6 esetre is van példa:
magas vaskoncentracidé mellett az intracelluldris toxin a vas
megkotésével védelmi szerepet is betOlthet alacsony szinten tartva a
magas  vaskoncentracidé  sordn  egyébként fokozodd  szabad
gyokképzodést (Utkilen és Gjolme 1995).

Sedmak ¢és Kosi (1998) szerint a  mikrocisztineknek
novekedésszabalyozo funkcidja van, amely segiti a sejtosztodast. 0,104-
0,519 pg mL' MC-RR-rel valo kezelés nem toxikus M. aeruginosa
tenyészeteken fokozta a sejtosztodast. Hasonld hatast figyeltek meg
Chroococcus minutus cianobaktérium esetében is, bar megjegyzendd,
hogy a MC-RR aktivald hatasa erésen fényfiiggd volt, a sejtosztodast
aktivalo hatas meghatérozott fényintenzitas (4 pmol m™s ) mellett volt
kimutathat6. E fényintenzitas mellett a Monoraphidium contortum és a
Scenedesmus quadricauda osztdodasanak fokozodasat is megfigyelték.
Meg kell jegyezni, hogy a sejtosztédas aktivalasa csak néhany napig
(max. egy hétig) allt fenn, a tovabbiakban gatlas mutatkozott (Sedmak és
Kosi 1998). A novekedésben, illetve a sejtdifferencialodasban betdltott
szerepet latszanak megerdsiteni Bartova ¢és munkatdrsainak (2011b)
fentebb targyalt eredményei is.

Bizonyos kutatasi eredmények azt sugalljak, hogy a mikrocisztinek
3-amino-9-methoxy-2-6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoil sav
(Adda) aminosava a tilakoidokhoz kapcsolddik (ahol az intracelluldris
mikrocisztinek nagy része lokalizalodik a sejtben, Shi et al. 1995),
ezaltal szerepe lehet a kromatikus adaptacidban. Ezt tAmasztja ald, hogy
néhany esetben magas fényintenzitdsnal a mikrocisztinek szintéziséért
felelés gének nagyobb aranyu expresszidjat figyeltek meg (Kaebernick
et al. 2000). Némileg ellentmond e feltételezéseknek, hogy Kardinaal és
munkatérsai (2007) megfigyelései szerint a nem toxikus M. aeruginosa
torzs tulndtte a toxikus torzset akar 1 toxikus:1 nem toxikus, akar 9
toxikus:1 nem toxikus ardnyban inicialtdk Oket egyiittnevelés soran.
Kiilonbségek mutatkoztak a toxint termeld és nem termeld torzsek
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kozott, ill. az adott tipuson beliil a magas fényintenzitason, ill. sdtétben
tartott tenyészetek kozott a fotoszintézisben, aminosavak termelésében,
zsirsavtermelésben, egyéb sejtfolyamatokban szerepet jatszo fehérjék
akkumuléalasaban, ill. gatldsaban, ¢és a kiilonb6z6 izomerek
megjelenésében (Zilliges et al. 2011).

Sedmak ¢és Elersek (2005) nem toxikus Microcystis torzset kezeltek
0,1038-0,5192 pg mL"' MC-LR, -RR, -YR variansokkal. A toxinok
hatdsara a sejtek nagy, laza aggregatumokat hoztak létre, valamint a
kontrolhoz képest megndtt a sejtek térfogata a toxinkezelést kdvetden.
Ha csak az 1. nap adtak a nem toxikus torzshoz toxint, akkor a 8. napra
nétt sejtek térfogata aztdn visszacsokken a kontroll méretre. Abban az
esetben, amikor a 11. napon ujbol adtak a mar 1. napon kezelt
tenyészethez toxint, akkor a sejtek térfogata ijra megnétt. Ezek azért
fontos jelenségek, mert mind a méret ndvekedés, mind az aggregalodas
szerepet jatszhat a vertikdlis és a horizontdlis szétterjedésben,
migracidban, igy juttatva elonyh6z az adott populacidt. A toxin-kezelt
sejtek autofluoreszcenciaja is megndétt a kontroll sejtekhez képest. Ezt a
jelenséget toxikus Microcystis torzseknél is megfigyelték. A toxikus és
nem-toxikus Microcystis torzsnél is megfigyelték, hogy a toxinok
hatasara megnd a fikocianin tartalom, azonban a klorofill-koncentracio
nem valtozott (Sedmak ¢és Elersek 2005).

Mindebbdl lathatd, hogy a mikrocisztinek funkcidjara vonatkozo
kérdés megvalaszoldsa még varat magara. Bar a mikrocisztinek kétséget
kizarolag az egyik legpotensebb toxinok a vizi Okoszisztémaban,
azonban az eddigi vizsgélatok eredményei azt sugalljak, hogy a sejtek
els6sorban nem ezért termelik a toxint. Ezt timasztja ala az is, hogy az
exponencialis szakaszban sincs akkora kibocsatas, amely igazan komoly,
tartos veszElyt jelenthetne az €l6lényekre. Az Gjabb kutatdsok (Davies
2006) inkabb azt sugalljak, hogy ezek az amugy toxikus, de egyéb
modon is bioaktiv vegyiiletek a sejtek kozti kommunikacidban jatszanak
szerepet. Még messze vagyunk attol, hogy teljes mértékben megértsiik a
mikrocisztinek szerepét, egyre tobb olyan tényre deriil fény, ami a
mikrocisztinek oxidativ stressz esetén jatszott sejten beliili szerepét
tamasztja ald. Tovabbi kutatdsokra van sziikség az allelopatikus
hipotézis végleges megerdsitéséhez vagy elutasitdsdhoz, valamint 1j
informaciok sziikségesek az evolucidos ¢és a molekuldris biologia
tertiletérdl a mikrocisztinek szerepének megvalaszolasara.
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2.3. A Cryptophyta taxon és interakcios kapcsolatai
2.3.1. A Cryptomonas ovata faj ismertetése

A C. ovata a Cryptophyta divizidba, azon beliil a Cryptomonadales
rendbe, a Cryptomonadaceae csaladba tartoz6 eukariota alga. A
Cryptophyta taxon tagjaira jellemz6, hogy unicellularisak, és két
flagellummal rendelkeznek. A Cryptomonadaceae csaladba tartozo
¢lélényekre jellemz6é, hogy a sejtek gyakran kocsonyas burokkal
korbevett kolonidkat képeznek. A mozgo sejteknek két flagellumuk van.
Periplasztidialis kompartmentjeik a két kloroplaszt, illetve a két
pyrenoid, a sejtmag ¢és az egyik pyrenoid koriil elhelyezkedd két
nukleomorf lehet (szamuk fajonként valtozik). Mérsékelt &vi
,&desvizekben” fordulnak elé (Kugrens és Clay 2003).

A C. ovata sejtek ellipszoidak, vagy ovalisak, és enyhén gorbiiltek.
A sejtek 20-80 um hossziak, 6-20 pm szélesek, és 5-18 um ,,vastagok™.
Sejtenként két kloroplasztjuk van pyrenoidokkal (3. abra). Sziniik a
zOldesbarna és a sotétbarna arnyalatai kdzt mozoghat (3. abra). Az
0nallo sejtek kocsonyas burkot nem képeznek (Kugrens és Clay 2003).

3. abra. a) Cryptomonas ovata tenyészet, b-c) C. ovata sejtek.
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2.3.2. A Cryptophyta taxon inetarakcios kapcsolatai

A Cryptophyta taxon ,,édesvizi” tagjai nem toxikusak, bar egyes
laboratoriumi torzsekrél kimutattdk, hogy metanolos sejtkivonatuk
antibakterialis hatasu (Kellam és Walker 1989). A taxonba tartoz6 fajok
fontos szerepet jatszanak a zooplankton taplalkozasi szokasaival, az azt
befolyasold tényezdk feltarasaval foglalkozé kutatasokban (Twombly és
Burns 1996, Tessier és Bizina 2001), tovabba vizsgaljadk mas fajokkal
szembeni kompeticios képességeiket is (Rengefors ¢és Legrand 2001,
Suikannen et al. 2004, Tillmann et al. 2008).

A zooplankton szerveztek eléfordulasa, abundancidja, ill. az utédok
szama ¢és vitalitdsa jol korreldl a taplalékul szolgald fitoplankton fajok
eléfordulasaval, ill. egyedszamaval (Infante és Abella 1985, George et
al. 1990). A zooplankton taxonok téaplalék preferencidja fajonként
valtozo (Ahlgren et al. 1989, Wickham et al. 1993, Stutzman 2006),
azonban altalanossagban elmondhat6, hogy a vizsgélt zooplankton fajok
a kiilonb6zd Cryptophyta fajokat mas fajokhoz viszonyitva altalaban
jobban, vagy nem kevésbé preferaltdk. Egy Daphnia faj predacios
szokasait ¢€s kompeticios kapcsolatait heterotrof csillosok (Halteria
grandinella, Strobilidium gyrans és Strobilidiumvelox), a Keratella
cochlearis ¢és egy Cryptomonas faj jelenlétében vizsgald tanulmany
szerint a Daphnia egyedek ¢életben maraddsat, az utddok szamat
leginkdbb a Cryptophyta faj jelenléte befolyasolta (Wickham et al.
1993). Egy masik tanulmany eredményei azt mutattak, hogy a Daphnia
pulicaria ¢életben maradasa nem fiigg szignifikdnsan a préda
mindségétdl, a Daphnia oregonensis egyedek viszont tovabb maradtak
¢letben a Cryptomonas reflexa és a Pandorina sp. jelenlétében. Mindkét
zooplankton fajrol elmondhat6, hogy mind az utoédok teljes szdma, mind
az egyes egyedek utddszdma magasabb volt a C. reflexa jelenlétében,
mint a zo6ldalga taplalék (Pandorina sp., Sphaerocystis sp.) esetén. A
zooplankton fajok Cryptophyta fajokkal szembeni pozitiv taplalék-
preferencidjanak egy lehetséges magyarazata lehet, hogy a Cryptophyta
fajok kiilonallo egyedei nem képeznek kocsonyas burkot (Kugrens és
Clay 2003, Stutzman 2006), valamint egyik f6 tartalék tdpanyagukat a
telitett és telitetlen zsirok képezik (Kiss 2004).

A Cryptophyta fajok, azon tul, hogy a zooplankton kedvelt taplalékat
jelentik, sok esetben szenvednek el allelopatikus hatdsokat a fitoplankton
mas tagjaitol. Természetes vizekben a Rhodomonas lacustris a

25



Peridinium aciculiferum-mal egylitt el6fordul, annak kompetitora. A P.
aciculiferum olyan biologiailag aktiv anyagokat termel, amelyek
hatastalanok potencialis ragadozodira, viszont allelopatikus hatéast
fejtenek ki a kompetitorra (a R. lacustris sejtek felpuffadnak, és lizalnak
- Rengefors ¢és Legrand 2001). Alexandrium fajok (A. tamarense, A.
ostenfeldii, A. lusitanicum, A. minutum, A. catenella, A. taylori) olyan
allelokemikalidikat termelnek, melyek segitségével jelentds eldnyhoz
tudnak jutni természetes kompetitoraikkal (tobbek kozt a Rhodomonas
salina-val) szemben (az altaluk termelt allelokemikalidk hatdsara a
kezelt sejtek lizaltak; Tillmann et al. 2008). Nemcsak eukariota algak, de
cianobaktériumok is gatolhatjak Cryptophyta fajok szaporodasat: egy
tanulmany kimutatta, hogy a Nodularia spumigena, Aphanizomenon
flos-aquae ¢és Anabaena lemmermannii cianobaktériumok sejtmentes
kivonata gatolja egy Rhodomonas faj egyedszam-novekedését
(Suikkanen et al. 2004).

Osszességében tehat elmondhaté, hogy a Cryptophyta taxonok
interakciés kapcsolatainak vizsgalata, az esetleges eldforduldsukat
negativan befolyasolo tényezok feltarasa elsddlegesen a taplaléklancban
betoltott szerepiik miatt jelentds.
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3. ANYAG ES MODSZER

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

Kisérleteink soran C. ovata (CCAP 979/61, Egyesiilt Kiralysag) és
M. aeruginosa (BGSD 243, Magyarorszag) torzseket vizsgaltuk. A
kisérletek ideje alatti idészakban mind a Cryptomonas ovata, mind pedig
a Microcystis aeruginosa torzseket (amelyekbdl az inokulalas is tortént)
buborékoltatva tartottuk fent a kisérletekkel megegyezd koriilmények
kozott, az atoltasokra kéthetente keriilt sor. Mindkét fajbol 100 ml-es
Erlenmeyer-lombikban 50 ml végtérfogatd allo, ill. razatott
tenyészeteket is fenntartottunk, melyek atoltasara 4-8 hetente keriilt sor.
Az allo tenyészeteket hasznaltuk a razatott tenyészetek inokulalaséhoz,
mig a razatott tenyészetekbdl inokuléaltuk a buborékoltatotttenyészeteket.

A kisérleteinkhez hasznalt tapoldatot, fényintenzitast, hdmérsékletet
az elokisérleteink tapasztalatai alapjan valasztottuk ki (a dolgozatban
nem bemutatott eredmények). A C. ovata tenyészeteink szamdara
egyértelmiien ezen bedllitdsok voltak a legoptimalisabbak, mig a M.
aeruginosa tenyészetek novekedése gyorsabb volt 2-3°C-kal magasabb
homérsékleten, és magasabb nitrat, ill. foszfat tartalmu tapoldatokban,
azonban szignifikans kiilonbség nem volt kimutathat6 a kétféle beallitas
kozott (a dolgozatban nem targyalt eredmények). Tovabba a Microcystis
sejtek toxintartalma, ill. annak Osszetételét sem tért el a kiilonbozo
beallitasok hatdsara (nem bemutatott eredmények).

A kisérletek buborékoltatott tenyészetekkel végeztik (SERA Air
275R akvériumi levegépumpa; 275 L h'), a tenyészeteket 400 mL
végtérfogatban 500 mlL-es Erlenmeyer-lombikokban, Jaworski
médiumban (http://www.ccap.ac.uk/media/documents/JM.pdf; 5.
tablazat), allandé fényintenzitison (20 umol m™ sec’), 22-23°C-on
tartottuk fent. A vizsgalatok idotartalma 14 nap volt (kivéve a toxicitasi
tesztet, 1d. késdbb). A tenyészetekbdl naponta 1 x 10 pL mintat vettiink,
a tenyészetek sejtszam-valtozasanak nyomon kovetésére. A sejtszdmot
Zeiss Jenaval mikroszkép segitségével hataroztuk meg 400-szoros
nagyitason. A noOvekedési ratit a kovetkezd egyenlet segitségével
hataroztuk meg:

k= (InN, — 111N1) / (t,—tp)
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ahol k a tenyészet ndvekedési ratdja, N; a tenyészet sejtszdma t,
id6épontban, az N, a tenyészet sejtszama t, idOpontban, t; az inokulalés
napja, t, az inkubacios id6 egy adott napja.

5. tablazat A kisérletek soran hasznalt Jaworski tapoldat osszetétele.

\egyszer gL?
Ca(NO3), x 4H,0O 0,02
KH,PO4 0,0124
MgSO4 x TH,O 0,05
NaHCO;3 0,0159
FeNa-EDTA 0,00225
Na,-EDTA 0,00225
H;BO; 0,00248
MnCl, x 4H,0 0,00139
(NH4)6M07024 x 4H,0 0,001
Cyanocobalamin 0,00004
Thiamine-HCI 0,00004
Biotin 0,00004
NaNOs3 0,08
Na,HPO4 x 12H,0 0,036

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

3.2.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata egyiitt nevelése kiilonb6zo
sejtszamu M. aeruginosa-val

A C. ovata inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™" volt a kontroll
(4. abra) ¢és a kevert tenyészetekben (5. abra). A M. aeruginosa sejtek
szama a kevert tenyészetekben a kisérletek inditasakor: 0,1 x 10° sejt
mL™" (1:1 arany( tenyészet); 0,2 x 10° sejt mL™" (1:2 aranyu tenyészet);
0,4 x 10° sejt mL™ (1:4 aranyu tenyészet); 2,5 x 10° sejt mL™' (1:25
arany( tenyészet); 5 x 10° sejt mL™' (1:50 aranyt tenyészet) (5. abra). A
kisérletek soran alkalmazott M. aeruginosa kontroll tenyészetekben a
sejtszdmot a kevert tenyészetek M. aeruginosa sejtszamanak
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megfeleléen allitottuk be (4. abra). A 0,1 x 10° sejt mL™" sejtszama M.
aeruginosa esetében arnyékolt kontroll tenyészetet is alkalmaztunk. Az
arny¢kolt kontroll tenyészetet alufélia segitségével arnyékoltuk le az
inkubalasi 1d6 els6 hetében (4. abra).

L

4. abra A kontroll tenyészetek az inokulalas napjan. a. 0,1 x 10° sejt mL"' C. ovata
tenyészet; b. 0,1 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa tenyészet; c. 0,1 x 10° sejt mL™" arnyékolt M.
aeruginosa tenyészet; d. 0,2 x 10° sejt mL" M. aeruginosa tenyészet; e. 0,4 x 10° sejt mL™" M.
aeruginosa tenyeszet; f. 2,5 x 10° sejt mL" M. aeruginosa tenyészet; g. 5 x 10° sejt mL™'M.
aeruginosa tenyészet.
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5. dbra A kevert tenyészetek az inokuldlas napjan. a. 0,1 x 10° sejt mL™ C. ovata és 0,1
x 10° sejt mL™" M. aeruginosa; b. 0,1 x 10° sejt mL" C. ovata és 0,2 x 10° sejt mL™" M.
aeruginosa; c. 0,1 x 10° sejt mL" C. ovata és 0,4 x 10° sejt mL! M. aeruginosa; d. 0,1
x 10° sejt mL™" C. ovata és 2,5 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa; e. 0,1 x 10° sejt mL™" C.
ovata és 5 x 10° sejt mL™' M. aeruginosa.

3.2.2. Egységnyi sejtszamu M. aeruginosa egyiittnevelése
kiilonb6z6 sejtszamu C. ovata-val

A M. aeruginosa inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL" volt a
kontroll, az arnyékolt kontroll és a kevert- tenyészetekben (6. dbra). A C.
ovata sejtek szama a kevert tenyészetekben a kisérletek inditasakor: 0,1
x 10° sejt mL™" (1:1 arany@ tenyészet); 0,2 x 10° sejt mL™ (2:1 aranyt
tenyészet); 0,4 x 10° sejt mL™" (4:1 aranyu tenyészet). A kisérletek soran
alkalmazott C. ovata kontroll tenyészetekben a sejtszamot a kevert
tenyészetek C. ovata sejtszamanak megfelelden allitottuk be.

Az 1:25 és 1:50 aranynak megfeleld tenyészetek bedllitdsatol el
kellett tekinteniink, mivel a C. ovata tenyészet lehetséges maximalis
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sejtszama nem haladta meg sokkal a 10° sejt mL™ egyedszamot (ami
messze elmarad az 1:25 ardnyu tenyészet inditasahoz sziikséges 2,5 x
10, valamint az 1:50 aranyu tenyészet inditasdhoz sziikséges 5 x 10° sejt
mL" egyedszamtol).

6. dbra A kevert tenyészetek az inokuldlas napjan. a. 0,2 x 10° sejt mL™ C. ovata és 0,1
x 10° sejt mL™" M. aeruginosa; b. 0,4 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,1 x 10° sejt mL™" M.
aeruginosa

3.3. Sejtkivonattal kezelt tenyészetek

3.3.1. C. ovata tenyészetek kezelése M. aeruginosa kivonattal

A C. ovata inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™" volt a kontroll
¢s a kivonattal kezelt tenyészetekben (7. abra). A C. ovata kezelt
tenyészetekhez a M. aeruginosa sejtkivonatabol a 3.2.1. fejezetben
bemutatott kevert tenyészetek M. aeruginosa sejtszamanak megfeleld
mennyiséget adtunk (0,1 x 10° sejt mL'l; 0,2 x 10° sejt mL'l; 0,4 x 10°
sejt mL™; 2,5 x 10° sejt mL™" és 5 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa
kivonatat).
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7. abra A M. aeruginosa sejtkivonattal kezelt C. ovata tenyészetek az inokuldlas
napjan. a. 0,1 x 10° sejt mL"'M. aeruginosa kivonattal kezelt; b. 0,2 x 10° sejt mL" M.
aeruginosa kivonattal kezelt; ¢. 0,4 x 10° sejt mL" M. aeruginosa kivonattal kezelt; d.
2,5 x 10° sejt mL" M. aeruginosa kivonattal kezelt; e. 5 x 10° sejt mL"' M. aeruginosa
kivonattal kezelt

3.3.2. M. aeruginosa tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal

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

A 3.2.1. fejezetben leirt aranyoknak megfelelden 0,1 x 10° sejt mL™!
C. ovata kivonattal kezeltiik a 0,1 x 10° sejt mL'l, 0,2 x 10° sejt mL™" és
0,4 x 10° sejt mL™ inokulalasi sejtszamt M. aeruginosa tenyészeteket.
Minden esetben vizsgaltuk a kivonattal kezelt M. aeruginosa inokulalt
sejtszamaval egyez6 sejtszami kontroll tenyészetet is. A 2.5 x 10° sejt
mL”' és 5 x 10° sejt mL" inokulalasi sejtszama M. aeruginosa
tenyészeteket azért nem vizsgaltuk, mert a kevert tenyészetekben a C.
ovata sejtszama kimutatasi hatar ald (100 sejt mL™) csokkent az 1.
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napra, valamint a kevert és kontroll M. aeruginosa tenyészetek
novekedése kozott nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget.

A 3.2.2. fejezetben leirt ardnyoknak megfeleléen a M. aeruginosa
inokulalasi sejtszama 0,1 x 10° sejt mL™" volt a kontroll, az arnyékolt
kontroll és a kivonattal kezelt tenyészetekben. A M. aeruginosa kezelt
tenyészetekhez a C. ovata sejtkivonatabol a 3.2.2. fejezetben bemutatott
kevert tenyészetek C. ovata sejtszamanak megfelelé6 mennyiséget adtunk
(0,1 x 10° sejt mL™"; 0,2 x 10° sejt mL™; 0,4 x 10° sejt mL™' C. ovata
kivonatat; 8. abra).

il

8. abra A C. ovata sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek az inokuldlas
napjan. a. 0,1 x 10° sejt mL- C. ovata kivonattal kezelt; b. 0,2 x 10° sejt mL" C. ovata
kivonattal kezelt; c. 0,4 x 10° sejt mL" C. ovata kivonattal kezelt

3.3.3. M. aeruginosa tenyészetek kezelése M. aeruginosa
kivonattal

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

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

A C. ovata sejtszama minden tenyészetben megkézelitéleg 0,1 x 10°
sejt mL™ volt. A tisztitott toxinnal kezelt tenyészetek vizsgalata soran a
hasznalt toxinmennyiségek megfeleltek a M. aeruginosa sejtkivonattal
kezelt tenyészetek esetén hasznalt kivonatok toxintartalmanak (0,0213
ng mL™'; 0,0425 ug mL™; 0,0851 pg mL™; 0,532 ug mL™' és 1,063 pg
mL™"). A sejtkivonatok toxintartalmat a 3.5.3. fejezetben bemutatott
toxinmérések eredményei alapjan szamoltuk ki.

3.4.2. Toxikologiai teszt

A kisérleteket Jaworski médiumban nevelt C. ovata tenyészeteken
haromszoros ismétlésben Titer-Tech® lemezen (4 mL végtérfogat),
allando fényintenzitason (20 umol m™ sec) végeztik el. A C. ovata
tenyészetek sejtszama megkozelitéleg 0,1 x 10° sejt mL™” volt. A
kisérletek idotartalma 72 ora volt (MSZ EN 28692:1998; ISO
8692:1989). A C. ovata tenyészeteket 0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25 és 50 pg
mL" toxinnal kezeltik. A C. ovata tenyészetek sejtszaméaban
bekovetkezd valtozast 72 ora eltelte utan hataroztuk meg; 10-10 pL
mintat vettiink tenyészetenként, amit Jenaval fénymikroszkoppal 400-
szoros nagyitason vizsgaltunk.

3.5. A sejtkivonatok elkészitése, a MC-LR tisztitasa és
mérése

3.5.1. A M. aeruginosa kivonat elkészitése

A M. aeruginosa sejtkivonat elkészités¢hez 300 mL M. aeruginosa
tenyészetet centrifugéltunk 6ssze (Beckman Avanti J-25 8500 rpm, 20
perc). A tenyészet sejtszama a centrifugalas el6tt 16 x 10° sejt mL™ volt,
az Osszegyllt sejteket felhasznaldsig —20 °C-on taroltuk. A sejtek
feltarasa haromszori fagyasztdssal-olvasztassal tortént (fagyasztés
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fagyasztoszekrényben -20°C-on tortént, iddtartalma 24 ora volt; a
felolvasztast szobahdmérsékleten teljes kiolvadasig végeztiikk), a
kiolvasztott sejttomeget 0jboli fagyasztas elétt minden esetben 2 percig
szonikaltuk.

3.5.2. A C. ovata kivonat elkészitése

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

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

A MC-LR tisztitdsa kromatografids modszerrel tortént (Harada et al.
1988, mddositva Vasas et al. 2006). A Microcystis aeruginosa sejteket
centrifugéltuk, majd a pelletet 90%-os metanollal extrahaltuk. A
metanolos extraktumot 40 °C-on beparoltuk (Biichi) majd 10 mM Tris-
HCI (pH 7.,5) pufferben reszuszpendaltuk. A tisztitdas DEAE-celluloz
oszlopon tortént (2 x 25 cm; DE-52, Whatman), melyet 10 mM Tris-
HCL, pH 7,5 pufferrel ekvilibraltunk. Az oszlopot ezzel a pufferrel
mostuk, majd sogradienssel elualtuk (0-0.2 M NaCl 10 mM Tris-HCI,
pH 7,5 pufferben). Az 6sszegytijtott frakciokat 239 nm-en fotometraltuk
(Shimadzu UV-1601 UV/VIS spektrofotométer). A frakciok
toxikussagat BGST teszttel vizsgaltuk (Vasas et al. 2002).

A toxikus frakcidkat egyesitettilk, a tovabbi tisztitas HPLC-vel
tortént (Késziilék: Shimadzu LC-10AD VP HPLC; oszlop: SUPELCO
Supelcosil™ LC-18 25 cm x 10 mm, 5 pm; detektor: diédasoros UV-VIS
detektor). Az elkiiloniild csucsokat BGST-vel teszteltiik. A frakciok
ujboli  kromatografalasa utdn a tiszta MC-LR-t hasznaltuk a
kisérletekhez.
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A tapfolyadékok toxintartalmat micellaris elektrokinetikus
kromatografidaval (MEKC) hatdroztuk meg a Vasas ¢és munkatérsai
(2006) altal megadott paraméterek alkalmazasaval. (Késziilék: Prince
CEC-770; kapillaris: poliimid boritasu kvarckapillaris (Supelco, atméro:
60 cm x 50 pm, hossz: 52 cm);hidrodinamikus injektalas 100 mbar s™';
25 kV fesziiltség; 25 mM Na-tetraborat - 100 mM SDS puffer, pH: 9,3;
detektalas: diodasoros detektorral 238 nm-en). Az elektroferogrammok
kiértékeléséhez Dax 3D 8.1 szoftvert hasznaltunk. A kimutatasi hatar
mikrocisztinek esetén 3-4 pg mL™; kisebb toxintartalom esetén
toményitett mintakbol tortént a mérés.

Ugyanezen modszert alkalmaztuk a M. aeruginosa sejtek
toxintartalmanak meghatarozasara. A mérési eredmények alapjan az
altalunk alkalmazott koriilmények kozott a M. aeruginosa sejtek
mikrocisztin-tartalma 2,1266 x 10™* ng sejt™'; ebbél 50,6% MC-LR, 39%
MC-YR, 10% MC-YA és 0,4% MC-RR.

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

3.6. A nitrat-meghatarozas menete

A nitrat-meghatarozds a tenyészetek 400 pL  sejtmentes
feliiluszojabol tortént. A mintakat feldolgozasig -20 °C-on taroltuk. A
nitrat tartalom meghatarozasa Felfoldy (1987) altal kozolt modszer
alapjan tortént, a méréshez felhasznalt oldattérfogatok csokkentésével. A
vizsgalat soran a kimért 400 pL mintdkhoz 40 pL natrium-szalicilatot
adtunk. Ezt kdvetden az oldatokat 95 °C-on szarazra paroltuk (Memmert
Model 400 szaritészekrény). A maradékhoz 40 pL tomény kénsavat
adtunk, majd 10 perc varakozas utan 300 pL desztillalt vizzel
egészitettiik ki a mintdkat, ezt kovetden 300 uL Seignette-sot adtunk
hozzajuk. Alapos keverés, majd lehtlés utan a mintdkat 410 nm-en
fotometraltuk. A tenyészetek nitrat-felvételét a tapoldatban mérhetd
nitrat-tartalom alapjdn szamitottuk, a tapoldat eredeti nitrat-tartalmat
tekintve 100%-nak.
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3.7. Statisztikai elemzés

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

4.1.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata egyiitt nevelése kiilonb6z6
sejtszama M. aeruginosa-val

4.1.1.1. A C. ovata sejtszamanak valtozasa

A kontroll C. ovata tenyészetekben a sejtszdm a 14 napos
inkubacios 1d0 alatt folyamatosan ndvekedett, a tenyésztési id0 végére
13-szorosara nott (9. adbra). A kontroll tenyészet nitrat-felvétele az elsd
napon igen alacsony volt (~1,9%), a 7. napon mar a tapoldat nitrat-
tartalmanak kozel 60%-at, a tenyésztés utolsd napjara pedig ~97%-at
vették fel a sejtek (10. abra).

Az 1:1 aranyd kevert tenyészetekben a C. ovata sejtszama a 3.
napra kozel megduplazodott, azonban a 4. naptdl kezdve a sejtszam
folyamatosan csokkent: a 14. napon a C. ovata sejtszama kevesebb, mint
22%-a volt a kiindulasi értéknek (9a. abra). A kontroll és a kevert
tenyészetek novekedésében megmutatkozd kiilonbségeket természetesen
a tenyészetek novekedési ratajan is nyomon lehet kovetni (1. melléklet).
A vizsgalt tenyészetek sejtszdma és novekedési rataja a tenyésztés teljes
ideje alatt szignifikéns eltérést mutatott. A C. ovata sejtszdma mar a M.
aeruginosa azonos szamban vald jelenléte esetén is jelentds mértékben
csokkent a kontroll tenyészet sejtszamahoz képest. A kevert
tenyészetekben a nitrat-felvételi rata az els6 napokban eltért a C. ovata
kontroll tenyészet esetében tapasztaltaktdl (10a. dbra): az elsé napon a
tenyészet nitrat-felvétele ~25% volt, majd a 7. napra ~52%-ra
emelkedett, a 14. napon pedig elérte a ~98 %-ot (10a. abra).

Az 1:2 aranyu kevert tenyészetekben a C. ovata sejtek szama a 2.
napig emelkedett majd a tenyésztési 1d6 végeig folyamatosan csokkent, s
a 14. napra 100 sejt mL™" ald csokkent le (9b. abra). A kevert
tenyészetekben a C. ovata sejtek novekedési ratdjanak az értéke a 7.
naptél mar a negativ tartomanyba esett, vagyis a 7. napon mar az
inokulalt sejtszam mennyiségét sem érte el a tenyészet sejtszama (1.
melléklet; 9b. 4bra). A kevert tenyészet nitrat felvétele az 1. napon
~15%, a 7. napon 58%, mig a 14. napon kozel 100% volt (10b. abra).
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Az 1:4 aranyu kevert tenyészetekben a C. ovata sejtek szdma a 7.
napig oszcillalt, majd folyamatosan csokkent: a 14. napra csokkent 100
sejt mL™" ala (9c. 4bra). A tenyészet nitrat-felvétele az 1. napon ~15%, a
7. napon ~57%, mig a 14. napon ~99% volt (10c. abra).

Az 1:25 és 1:50 aranyu kevert tenyészetekben a C. ovata sejtek
szama mar a beoltast kovetd elsé napra 100 sejt mL™ ala csokkent le (9d.
¢s 9e. abra).

A kevert tenyészetek egyikében sem talaltunk deformalodott
Cryptomonas sejteket.

4.1.1.2. A M. aeruginosa sejtszamanak valtozasa

A 0,1 x 10° sejt mL" kiindulasi sejtszama (1:1 aranynak
megfelel6) M. aeruginosa kontroll tenyészetekben az M. aeruginosa
sejtek szdma, a tenyészet ndvekedési rataja is folyamatosan csokkent (az
5. napra a sejtszam 100 sejt mL'al4 csokkent - 9a. dbra; 2. melléklet).

A 0,1 x 10° sejt mL™" Kkiindulasi sejtszamu (1:1 aranynak
megfelel6) M. aeruginosa arnyékolt kontroll tenyészetekben az M.
aeruginosa sejtek szdma - szemben az arnyékolads nélkiili kontroll
tenyészettel - az els@ 7 napon lassan, de folyamatosan emelkedett, majd
a tenyésztési 1d0 végére a tenyészet M. aeruginosa sejtszama 12,5-
szeresére nott (9a. abra). Az arnyékolt kontroll tenyészetben a nitrat-
felvétel a kovetkezOképpen alakult: az els6 napon a tapoldat nitrat-
tartalmanak ~1,7%-4t, a 7. napra ~18%-at, a 14. napra pedig tobb, mint
97%-at vették fel a sejtek (10a. abra).

Az 1:1 aranyu Kevert tenyészetek M. aeruginosa sejtszdma a
tenyésztési id6 alatt folyamatosan nétt, (a 14. napra a kiindulasi sejtszam
10,6-szeresére, 9a. abra). Szignifikans eltérést tapasztaltunk a 0,1 x 10°
sejtszami M. aeruginosa kontroll tenyészetben bekovetkezd sejtszam-
valtozéasok és az 1:1 ardnyu kevert tenyészetben az M. aeruginosa sejtek
szamanak valtozéasa kozott (9a. abra). A tenyészetek ndvekedési rataja a
tenyésztés ideje alatt 0,2 koriil mozgott, a legmagasabb értéket az 1.
napon érte el (~0,6) (2. melléklet). Osszességében elmondhatd a
tenyészet novekedési litemérél, hogy a tenyésztési id6 4. napjatol
egyenletes mértékben valtozott a kisérlet végéig (2. melléklet). Az 1:1
aranyu kevert tenyészetek és az arnyékolt kontroll tenyészetek M.
aeruginosa sejtszama kozt a tenyésztési idé 14. napjan l1ényeges eltérés
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nem tapasztalhatd (9a. abra), a tenyészetek kozott szignifikans eltérés
nincs.

A 02 x 10° sejt mL™" Kkiindulasi sejtszamu (1:2 aranynak
megfelelé) M. aeruginosa kontroll tenyészetek sejtszama az elsé napra
38%-kal csokkent, majd a 2. naptdl kezdve folyamatosan emelkedett, a
14. napra 43-szorosara nétt (9b. abra). A tenyészetek novekedési rataja
az 1. napon bekovetkez6 csokkenést kdvetden a 8. napig egyenletesen
emelkedett, majd a 9. naptol értéke ~ 0,24 volt (2. melléklet). A kontroll
tenyészet a tdpoldatban 1évo nitrat 4,4%-at vette fel az 1. napon, majd a
felvétel a 7. napra ~30%-ra nott, mig a 14. napon 96% volt (10b. abra).

Az 1:2 aranya Kkevert tenyészetekben az M. aeruginosa sejtek
szaménak véltozasa és a 0,2 x 10° sejt mL™' sejtszamu M. aeruginosa
kontroll tenyészetek sejtszam-valtozdsa kozt szignifikans eltérések
mutathatok ki: az 1:2 ardnyu kevert tenyészetekben az M. aeruginosa
sejtszama folyamatosan ndvekedett, szemben a kontroll tenyészettel,
ahol az 1. napra a sejtszdm csokkent. Tovabbi eltérés mutathato ki a
kevert ¢és a kontroll tenyészet 14. napon mért sejtszdmaban: a kevert
tenyészetben a Microcystis sejtek szdma csupadn ~15-szordse volt a
kiindulasi értéknek, ami majdnem harmada annak a novekedésnek, amit
a kontroll tenyészetben tapasztaltunk (9b. abra). A kevert és kontroll
tenyészetek sejtszdma kozt a tenyésztés ideje alatt szignifikans
kiilonbség van. A tenyészetek noOvekedési ratdjaban bekovetkezo
valtozésok is eltértek a kontroll tenyészetben tapasztaltétol, a kevert
tenyészetben a tenyésztés elsé 5 napjan egyenletesen emelkedett, majd a
tenyésztés 11. napjaig csokkent (értéke a 8. naptol ~0,15 koriil mozgott),
majd a tenyésztés végéig nott (2. melléklet).

A 04 x 10° sejt mL™' kiindulasi sejtszamu (1:4 aranynak
megfelelé) M. aeruginosa kontroll tenyészetek sejtszama a tenyésztési
1d6 végéig folyamatosan emelkedett és a tenyséztési id6 végére ~20,5-
szOrosére nott (9c. abra). A kontroll tenyészet nitrat felvétele az 1. napon
~4%, a 7. napon 81%, a 14. napon pedig ~97% volt (10c. abra).

Az 1:4 aranya Kevert tenyészet M. aeruginosa sejtszama a
tenyésztési 1d6 alatt folyamatosan emelkedett, a 14. napra tobb mint 17-
szerese a 0. napon mért sejtszamnak (9c. abra), a kevert és a kontroll
tenyészet sejtszamai kozott azonban még igy is szignifikans kiilonbségek
vannak (10c. abra).

Az 2,5 x 10° sejt mL™” kiindulasi sejtszami (1:25 aranynak
megfelelé) M. aeruginosa Kkontroll tenyészetben a sejtszam a
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tenyésztési 1id6 13. napjaig folyamatosan emelkedett (~3,6-szoros
novekedés), majd a 14. napra lecsokkent (9d. abra). Az utolsé napon
tapasztalt sejtszam-csokkenés feltehetésen annak kdszonhetd, hogy a
tenyészet elérte a stacioner allapotot, s egy - a tapanyag- tartalomnak
megfeleld - kozel allando sejtszdm-szintet vett fel. A tenyészet
novekedési ratdja az elsé héten ~0,15 koriil mozgott, mig a tenyésztési
1d6 masodik felében ~0,09 értéket ért el (2. melléklet). Ez a csokkenés is
azt a feltevést latszik alatdmasztani, miszerint a tenyészet a tenyésztési
idé utols6 napjaiban megkozelitette a rendelkezésre allo tapanyag-
tartalomnak megfelel6 sejtszamot.

Az 1:25 aranyu Kkevert tenyészetekben az M. aeruginosa sejtszama
az 5. napig folyamatosan emelkedett, majd a tenyésztési idé végéig hol
emelkedve (maximdlis értéke a 12. napon volt), hol csokkenve
(minimalis értéke a 6. napon volt) a 14. napra kozel 2,8-szorosara nétt a
kiindulasi sejtszdmnak (9d. 4bra). A kevert és a kontroll tenyészet M.
aeruginosa sejtszama (9d. abra) kozt a 14. napon nem volt szignifikans
kiilonbség.

Az 5 x 10° sejt mL™ kiindulasi sejtszami (1:50 aranynak
megfelel6) M. aeruginosa kontroll tenyészetben a sejtszam az els6 3
napon folyamatosan emelkedett, azonban a 4. naptol kezdédden a
tenyésztési 1d6 végéig lassu emelkedéseket és csokkenéseket
figyelhettiink meg (9e. abra). Az elsé héten a napi sejtszam-valtozasban
tapasztalhatd nagy eltérések a tenyészet ndvekedési ratajaban is jol
kimutathatéak (2. melléklet), értékiik 0,249 és 0,017 kozott mozgott.

Az 1:50 aranyu kevert tenyészet M. aeruginosa sejtszama a
kontroll tenyészet sejtszamahoz hasonlod valtozasokon (csokkenések és
novekedések) ment keresztiil (9e. éabra). A nodvekedés jellegzetes
lefutdsanak hatterében a magas inokulalasi sejtszam allhat.

A tenyésztés ideje alatt sem a M. aeruginosa kontroll
tenyészetekben, sem pedig a kevert tenyészetekben nem tudtunk
kimutatni extracellularis mikrocisztineket (nem bemutatott eredmény).
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9. abra A kevert tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozasok az 1d6
fliggvényében. a. 0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,1 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa; b.
0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,2 x 10° sejt mL" M. aeruginosa; c. 0,1 x 10° sejt mL™!
C. ovata és 0,4 x 10° sejt mL™ M. aeruginosa; d. 0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata és 2,5%
10° sejt mL™ M. aeruginosa; e. 0,1 x 10° sejt mL™ C. ovata és 5 x 10° sejt mL™" M.
aeruginosa.: Az eltérd kisbetlik a szignifikans kiilonbséget mutatd C. ovata (ac-ec),
illetve M. aeruginosa (ay-fy1) névekedési gorbéket jelolik.
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10. abra A C. ovata és M. aeruginosa kontroll és kevert tenyészetek NO; -felvételében
bekdvetkezd valtozasok a tenyésztési id6 1., 7. és 14. napjan. a. 0,1 x 10° sejt mL™" C.
ovata és 0,1 x 10° sejt mL™' M. aeruginosa; b. 0,1 x 10° sejt mL™"' C. ovata és 0,2 x 10°
sejt mL" M. aeruginosa; c. 0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,4 x 10° sejt mL™" M.
aeruginosa; az eredményeket a médiumbol felvett nitratmennyiség alapjan %-ban
adtuk meg, 100% a médium teljes nitrattartalma.

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

4.1.2.1. A C. ovata sejtszamanak valtozasa

A C. ovata kontroll illetve 1:1 aranyu kevert tenyészetekben (11a.
abra) bekovetkezett C. ovata sejtszam-valtozasok a 4.1.1.1. fejezetben
olvashatok.

A 02 x 10° sejt mL" kiindulasi sejtszamu (2:1 aranynak
megfeleld) C. ovata kontroll tenyészet sejtszama a tenyésztési ido alatt
folyamatosan emelkedett, a 14. napra 3,4-szerese volt az inokulalt
sejtszamnak (11b. abra). A tenyészet atlagos novekedési rataja ~0,09
volt (3. melléklet). A kontroll tenyészet nitrat-felvétele a 14 napos
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inkubacids 1d6 alatt a kovetkezdképpen alakult: az 1. napra a sejtek a
tapoldat nitrat-tartalmanak 18%-at vették fel, a 7. napra ez az érték mar
meghaladta a 96%-ot, a 14. napon pedig ~98% volt az értéke (12b. dbra).

A 2:1 aranyu kevert tenyészetben a tenyészet C. ovata sejtszama a
tenyésztési id6 alatt folyamatosan novekedett: a kiindulasi sejtszam a 14.
napra ~4,5-szorosére nott (8b. dbra). A tenyészet C. ovata sejtszama a
tenyésztési idé végére majdnem 30%-kal magasabb volt, mint a C. ovata
kontroll tenyészet sejtszama (11b. abra). A kevert tenyészet atlagos
novekedési ratdja kozel 0,14 volt (3. melléklet), ez az érték kozel 40%-
kal magasabb, mint a kontroll tenyészet novekedési ratija. A két
tenyészetben a Cryptomonas sejtszamanak novekedése szignifikansan
eltért egymastol. A kevert tenyészet nitrat-felvétele az els6 héten jelentds
mértékben eltért a kontroll tenyészetétdl: a taptalaj nitrat tartalménak az
1. napon ~29%-a, a 7. napon 61,5%-a, mig a 14. napon ~99%-a volt a
felvett nitrat mennyisége (12b. abra).

A 0,4 x 10° sejt mL" Kiindulasi sejtszama (4:1 aranynak
megfelelé) C. ovata kontroll tenyészet sejtszama a tenyésztési 1d6
végére kozel kétszeresére nétt (11lc. abra). A tenyészet atlagos
novekedési rataja ~0,09 volt (3. melléklet). A tenyészet nitrat-felvétele a
kovetkezd modon valtozott a tenyésztés ideje alatt: 1. napon ~29%, a 7.
napon 94,5%, a 14. napon pedig 97% volt (12b. abra).

A 4:1 aranyu kevert tenyészet C. ovata sejtszama, a 2. napra
bekovetkezd csokkenést kovetden, folyamatosan emelkedett: a
tenyésztés végére tobb mint 3-szorosara nott (11c. abra). A tenyészet C.
ovata sejtszamaban bekovetkezd csokkenés (2. nap) egybeesett a
tenyészet M. aeruginosa sejtszamanak aznapi novekedésével (11c. abra).
A tenyészet atlagos ndvekedési ratdja ~0,11 volt (3. melléklet).
Osszehasonlitva a 4:1 aranya kevert tenyészet C. ovata sejtszamat a
kontroll C. ovata tenyészet sejtszdmaval, megallapithatd, hogy a kontroll
tenyészet sejtszdma a 14. napon csupan 70%-a a C. ovata kevert
tenyészetben mért C. ovata sejtszdmnak (1lc. &bra), a tenyészetek
novekedési rataja kozti kiilonbség 20%. A kevert tenyészet nitrat-
felvétele is eltért a C. ovata kontroll tenyészetétdl: az elsé napra a
taptalaj nitrat-tartalmanak tobb mint 53%-a , a 7. és 14. napra ~83 és
~100%-a kertilt felvételre (12c. 4bra).
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4.1.2.2. A M. aeruginosa sejtszamanak valtozasa

Az M. aeruginosa kontroll, arnyékolt kontroll, illetve 1:1 aranyu
kevert tenyészetekben bekovetkezett M. aeruginosa sejtszam-
valtozadsok és a tenyészetek nitrat-felvételének valtozasai a 4.1.1.1.
fejezetben olvashatok.

A 2:1 aranyu Kkevert tenyészetben az M. aeruginosa sejtszama a 2.
napra kozel 21%-al csokkent, majd a 3. napon ujra emelkedett, ezt
kovetden pedig a 4. €s 5. napon Gjabb sejtszdm-csokkenés ment végbe a
tenyészetben (11b. abra). A 7. napt6l kezdve azonban a tenyészetben az
M. aeruginosa sejtek szama folyamatosan emelkedett, a 14. napra elérte
kiindulasi érték 8,8-szorosat (11b. abra). Az elsd héten a tenyészet
sejtszamdban végbemend sejtszam csOkkenések ¢és emelkedések
természetesen a tenyészet novekedési ratjaban is nyomon kdvethetok
(4. melléklet). A 8. naptol a tenyésztési id6 végéig a tenyészet atlagos
novekedési ratdja 0,13 volt (4. melléklet). A kevert tenyészet M.
aeruginosa sejtszam-valtozasa és a kontroll M. aeruginosa tenyészet
sejtszam-valtozadsa kozti legfeltindbb  kiilonbség, hogy kevert
tenyészetben a M. aeruginosa sejtek életben maradtak (11b. dbra). Bar a
kevert tenyészet M. aeruginosa sejtszdma a tenyésztés elsd hetében
oszcillalt, mégis a M. aerugoinosa sejtek szdma novekedésnek indult a
tenyészetben. A kevert tenyészet M. aeruginosa sejtszam valtozasat
Osszehasonlitva az  arnyékolt kontroll tenyészetben tapasztalt
valtozasokkal az mondhato el, hogy az arnyékolt kontroll tenyészet
sejtszama szignifikdnsan magasabb, mint a kezelt tenyészeté (kozel
~45%-kal) (11b. abra).

A 4:1 aranyu Kevert tenyészet M. aeruginosa sejtszdma a
tenyésztési id6 elsé 8 napjan oszcillalt, a tenyésztési id0 9. napjatol
kezdve azonban értéke folyamatosan emelkedett: a 14. napra a kiindulési
érték  2,4-szeresére nott (1lc. abra). A tenyészet sejtszamaban
végbemend valtozasok jol kovethetdk a tenyészet ndvekedési ratajaval is
(4. melléklet). A tenyészet M. aeruginosa sejtszam-csokkenése a 8.
napon egybeesett a tenyészet C. ovata sejtszamanak hirtelen
bekovetkez6 kozel 25%-o0s sejtszam-ndvekedésével (11c. abra). A kevert
¢s arnyékolt kontroll tenyészetben a sejtszam ndvekedése szignifikdnsan
eltért egymastol (11c. abra).
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11. abra A kevert tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozasok az id6
fliggvényében. a. 0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,1 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa; b.
0,2 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,1 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa; c. 0,4 x 10° sejt mL™!
C. ovata és 0,1 x 10° sejt mL™"' M. aeruginosa. Az eltérd kisbetik a szignifikéns
kiilonbséget mutatd C. ovata (ac-ec), illetve M. aeruginosa (ay-dy) novekedési
gorbéket jelolik. e*: csak a 0-4 nap kozott van szignifikans eltérés az e jelzésii 0,4 %
10° sejt mL™"' C. ovata tenyészet novekedésétol.
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12. abra A C. ovata és M. aeruginosa kontroll és kevert tenyészetek NO; -felvételében
bekdvetkezd valtozasok a tenyésztési id6 1., 7. és 14. napjan. a. 0,1 x 10° sejt mL™" C.
ovata és 0,1 x 10° sejt mL! M. aeruginosa; b. 0,2 x 10° sejt mL" C. ovata és 0,1 x 10°
sejt mL" M. aeruginosa; c. 0,4 x 10° sejt mL™" C. ovata és 0,1 x 10° sejt mL" M.
aeruginosa; az eredményeket a médiumbol felvett nitratmennyiség alapjan %-ban
adtuk meg, 100% a médium teljes nitrattartalma.

4.2. Sejtkivonatokkal kezelt tenyészetek

4.2.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata tenyészetek kezelése
kiilonb6z6 mennyiségii M. aeruginosa kivonattal

A kontroll C. ovata tenyészetben bekovetkezett sejtszam-
valtozéasok a 4.1.1.1. fejezetben olvashatok.

A 0,1 x 10° sejt mL™ (1:1 ardnynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt C. ovata tenyészetek sejtszdma a tenyésztési ido
végére kozel 16-szorosara emelkedett (13. 4bra). A tenyészet atlagos
novekedési rataja ~0,28 volt (5. melléklet). A kezelt tenyészet sejtszama
a 14. napon kozel 7%-kal volt magasabb a kontroll tenyészetben szamolt
sejtszamnal, mig atlagos novekedési rataja 4%-kal.
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A 0,2 x 10° sejt mL™ (1:2 aranynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt C. ovata tenyészetek sejtszama a tenyésztési i1d6
végéig folyamatosan emelkedett, a 14. napon elérte a kiindulési érték
14,5-szeresét (13. abra). A tenyészet atlagos ndvekedési rataja ~0,31 volt
(5. melléklet), ami ~11%-val magasabb, mint a kontroll tenyészeté.

A 0,4 x 10° sejt mL™ (1:4 ardnynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt C. ovata tenyészetek sejtszama a 14. napon az
inokulalt sejtszamhoz képest 18-szorosara emelkedett (13. &bra),
szemben a kontroll tenyészettel, melynél csupan 13-szoros ndvekedést
tapasztaltunk (13. abra). A tenyészet atlagos novekedési rataja tobb, mint
25%-kal magasabb, mint a kontroll tenyészeté, értéke 0,36 volt (5.
melléklet).

A 2,5 x 10° sejt mL™" (1:25 aranynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt C. ovata tenyészetek sejtszdma a tenyésztési id6
végéig folyamatosan emelkedett (14. nap: 19,5-szeres novekedés; 13.
abra). A tenyészet sejtszama ~23%-val volt magasabb, mint a kontroll
tenyészeté. A tenyészet atlagos ndvekedési ratajarol (érteke 0,36 volt)
elmondhat6, hogy a kontroll tenyészet atlagos novekedési ratdjahoz
viszonyitva értéke kozel 25%-kal volt magasabb. Bar ezen tenyészetnél
volt a legnagyobb az eltérés a kiindulési és a 14. napon mért érték kdzott
(19,5-sz06r0s), azonban az els@ napokban a tenyészet novekedési rataja
alacsonyabb volt, mint a 0,2 x 10° sejt mL™ és a 0,4 x 10° sejt mL™" M.
aeruginosa sejtkivonattal kezelt tenyészetek esetében (5. melléklet).

Az 5 x 10° sejt mL™ (1:50 aranynak megfelel6) M. aeruginosa
kivonattal kezelt C. ovata tenyészetek sejtszama a 14. napra 1,3 x 10°
sejt mL™" értéket ért el (13. 4bra). Ez a kiindulasi egyedszamhoz képest
tobb, mint 14-szeres ndvekedést jelent. A tenyészet atlagos novekedési
rataja 0,2 volt. Ez az érték ~23%-kal kevesebb, mint a kontroll
tenyészeté. Igy elmondhatd, hogy bar a tenyészet 14. napon mért
sejtszama a tenyészet inditasakor mért sejtszamhoz képest aranyaiban
magasabb (kontroll tenyészet: 12,8; kezelt tenyészet: 14,2), mint a
kontroll tenyészet esetében (13. abra) a tenyészet ndvekedési rataja alatta
maradt a kontroll tenyészetének (5. melléklet).

A M. aeruginosa kivonattal kezelt tenyészetek egyikében sem

cre
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13. abra A M. aeruginosa sejtkivonataval kezelt C. ovata tenyészetek, valamint a C.
ovata kontroll tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozasok az id6 fiiggvényében.
Az eltérd kisbetlik a szignifikans kiilonbséget mutatd névekedési gorbéket jelolik.

4.2.2. M. aeruginosa tenyészetek kezelése C. ovata
sejtkivonattal

4.2.2.1. Kiilonb6zé6 inokulalasi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek
kezelése egységnyi mennyiségii C. ovata kivonattal

Az egységnyi (0,1 x 10° sejt mL™” sejtszamnak megfelel§) C. ovata
kivonataval kezelt M. aeruginosa tenyészetek vizsgalatai soran csak az
1:1, 1:2 és 1:4 aranyu kevert tenyészetnek megfeleld (inokulalasi)
sejtszdmu M. aeruginosa tenyészetet kezeltiink C. ovata kivonattal.
Ennek az oka az volt, hogy a kevert tenyészetekkel végzett vizsgalatok
soran csak ezen sejtszamardnynak megfeleld tenyészetekben
figyelhettiink meg hosszu tavon (t6bb napon keresztiil tartd) interakciot
a két faj kozott. Az ennél nagyobb sejtszamaranyu kevert tenyészetekben
a C. ovata sejtszdma mar az els6 napon kimutatasi hatar ala csokkent,
igy a C. ovata sejtek nem befolyéasoltdk tovabb az M. aeruginosa sejtek
novekedését (9. abra).

A 0,1 x 10° sejt mL™" (1:1 aranynak megfelelé) M. aeruginosa
tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal. Az egyszeres sejtszamu M.
aeruginosa kontroll tenyészet sejtszama az 5. napra 100 sejt mL"' al4
csokkent. A C. ovata sejtkivonattal kezelt egyszeres sejtszamu M.
aeruginosa tenyészetek sejtszama az 5. napra 100 sejt mL™ ala csokkent
(14. abra). A tenyészet sejtszam-csokkenése jol egybevetheté a M.
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aeruginosa kontroll tenyészet sejtszam-csokkenésével (14. dbra), attol
szignifikansan nem tért el (6. melléklet).

A 0,2 x 10° sejt mL™ (1:2 aranynak megfeleld) M. aeruginosa
tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal. A kétszeres sejtszamu M.
aeruginosa kontroll tenyészet sejtszdma az elsd napra 36%-al csokkent,
majd a 2. naptol kezdve folyamatosan emelkedett, a tenyésztési ido
végére tobb, mint 28-szorosara ndtt (14. abra). A tenyészet atlagos
novekedési rataja ~0,15 volt (6. melléklet). A C. ovata sejtkivonattal
kezelt M. aeruginosa tenyészet sejtszdma a 14. napra ~33-szorosara
emelkedett. A tenyészet atlagos novekedési ratdja ~0,3 volt (6.
melléklet). Osszehasonlitva a kontroll tenyészet és a C. ovata
sejtkivonattal kezelt tenyészet sejtszamanak valtozasat, valamint
novekedési ratajat, elmondhatd, hogy bar a kivonattal kezelt tenyészet
novekedési iliteme gyorsabb volt, mint a kontroll tenyészeté,
szignifikdnsan mégsem kiilonboztek egymastol (14. abra).

A 0,4 x 10° sejt mL™ (1:4 aranynak megfelels) M. aeruginosa
tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal. A négyszeres sejtszamu M.
aeruginosa kontroll tenyészet sejtszama a tenyésztési id0 végéig
folyamatosan emelkedett (~20,6-szorosara; 8. dbra). A tenyészet atlagos
novekedési rataja ~0,25 volt (6. melléklet). A C. ovata sejtkivonataval
kezelt négyszeres sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek 14. napon mért
sejtszama kozel 22,3-szor volt magasabb az inokulalt sejtszamnal (10.
abra). A tenyészet atlagos novekedési rataja 0,36 volt (6. melléklet). A
C. ovata kivonattal kezelt tenyészet a tenyésztési id0 els6 napjaiban
intenzivebben novekedett, mint a kontroll tenyészet, viszont a
tenyésztési ido végén csupan 9% volt az eltérés a két tenyészet sejtszama
kozott a kezelt tenyészet javara (14. abra).

50



0

]
8
T
6
]

Seftszim M. seruginosa (=10" sejt mL")

3
2
1
0

a

] 2 4 1 ] L 1% " *
14 inap)

¢

seruginoss 1x kontroll —#—1x M. seruginoss 0.1510" sejt mL " kivonattal kezelt
aeruginosa 2x kontroll ~8-2x M, seruginosa 0.1010" sajt mL” kivonattal kesalt
avrvgingsa 4x kentroll e A M, seruginoss 0.1510" sait " kivanatial keesit

u
- M.
"

eQ

14. dbra A 0,1 x 10° sejt mL™" C. ovata sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek,
valamint az M. aeruginosa kontroll tenyészetek sejtszdmaban bekovetkezd valtozasok
az id6 fuggvényében. Az eltérd kisbetiik a szignifikans kiilonbséget mutaté ndvekedési
gorbéket jelolik. ¢*: csak a 0-5 nap kozott van szignifikans eltérés a c jelzésii 0,4 x 10°
sejt mL™' M. aeruginosa tenyészet novekedésétol.

4.2.2.2. Egységnyi inokulalasi sejtszama M. aeruginosa tenyészetek
kezelése kiilonb6z6 mennyiségii C. ovata kivonattal

A 0,1 x 10° sejt mL' (1:1 ardnynak megfelel§) C. ovata
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek sejtszama, hasonléan az
arnyékolas nélkiili kontroll tenyészetéhez az 5. napra a kimutatasi hatar
ala (100 sejt mL™") csokkent (15. 4bra).

A 0,2 x 10° sejt mL' (2:1 aranynak megfelel§) C. ovata
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetekben az arnyékolas nélkiili
kontroll tenyészettdl eltéréen a sejtek ¢életben maradtak (15. abra),
novekedésiik a tenyésztési id6 els napjaiban (0-8. nap) szignifikansan
alacsonyabb, mint az arnyékolt kontroll tenyészet esetében tapasztalt
(15. ébra). A kontroll tenyészethez viszonyitott els6é 8 napban
bekovetkezett novekedés-csokkenés a novekedési ratakkal is jol nyomon
kovethetd (7. melléklet).

A 0,4 x 10° sejt mL' (4:1 aranynak megfelel§) C. ovata
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetekben a Microcystis sejtek,
hasonléan az elozOekhez, szintén életben maradtak. Azonban ezen
tenyészet esetében is igaz, hogy a tenyésztési ido végére a kezelt
tenyészetekben a sejtek szadma alatta maradt az arnyékolt kontroll
tenyészetének, annak csupan 68%e-a (15. dbra). Ezen kezelés sordn mar a
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tenyésztés teljes ideje alatt szignifikdnsan alacsonyabb a sejtszam
valtozas az arnyékolt kontroll tenyészetben mért értékekhez képest (15.
abra, 7. melléklet).
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15. abra A 0,1 x 10° sejt mL™, 0,2 x 10° sejt mL™" és 0,4 x 10° sejt mL" C. ovata
sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek, valamint az M. aeruginosa kontroll
tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozasok az id6 fiiggvényében. Az eltérd
kisbetiik a szignifikans kiilonbséget mutaté ndvekedési gorbéket jelolik.

4.2.3. Egységnyi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek kezelése
kiilonb6z6 mennyiségii M. aeruginosa kivonattal

A 0,1 x 10° sejt mL™" sejtszamu M. aeruginosa kontroll tenyészet
sejtszdma a 4.1.1.2. fejezetben leirtak szerint alakult, az 5. napra 100 sejt
mL™ al4 csokkent.

A 0,1 x 10° sejt mL™ sejtszami arnyékolt M. aeruginosa kontroll
tenyészet sejtszama a 4.1.1.2. fejezetben leirtak szerint valtozott.

A 0,1 x 10° sejt mL™ (1:1 aranynak megfelel§) M. aeruginosa
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek sejtszama a 14. napra
tobb, mint 33-szorosara nétt (16. abra). A tenyészet atlagos novekedési
rataja 0,25 volt. A kezelt tenyészet sejtszamaban bekovetkezd
valtozasokat 0Osszehasonlitva az arnyékolt kontroll tenyészetben
végbemend valtozasokkal elmondhatd, hogy a kezelt tenyészetben a M.
aeruginosa sejtek novekedése szignifikansan magasabb, mint az
arnyékolt kontroll tenyészetben.

A 0,2 x 10° sejt mL™ (1:2 aranynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek sejtszama a 14. napra a
kiindulaskor mért sejtszdmhoz képest ~42-szeresére noétt (16. abra). A
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tenyészet atlagos ndvekedési rataja ~0,31 volt. A kezelt tenyészet és az
arnyékolt kontroll tenyészet kozti szignifikans kiilonbségek mar a
tenyésztési 1d0 elsd napjaiban megmutatkoztak, s a tenyésztés teljes
ideje alatt megfigyelhetdek voltak: a kezelt tenyészet sejtszama a 14.
napon tobb, mint haromszorosa az darnyékolt kontroll tenyészet
sejtszdmanak. A tenyészet sejtkivonattal torténd kezelése tehat az elso
napokban megndveli a sejtek szaporodasi ratajat, és hatassal van a sejtek
hosszu tava novekedési litemére is (pozitivan befolyasolja azt; 8.
melléklet).

A 0,4 x 10° sejt mL™ (1:4 aranynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek sejtszama a 14. napon
tobb, mint 34-szer volt magasabb, mint a kiindulési sejtszam (16. abra).
A tenyészet atlagos novekedési rataja 0,32 volt. Szembetlind az
inkubéacios i1d6 elsé napjaiban, valamint a tenyésztés teljes ideje alatt a
szignifikans eltérés az arnyékolt kontroll tenyészet ndvekedéséhez
képest: a kezelt tenyészet atlagos novekedési rataja 52%-kal nagyobb,
mint az arnyékolt kontroll tenyészeté (8. melléklet). A két tenyészet elsd
két napra vonatkoztatott atlagos novekedési ratija kozott tobb mint
tizszeres kiilonbség van (az arnyékolt kontroll tenyészeté 0,06, mig a
sejtkivonattal kezelt tenyészeté 0,66), a tenyészetek 14. napon mért
sejtszama kozt pedig kozel 2,8-szoros az eltérés (a kezelt tenyészeté a
nagyobb, 16. abra). Ezek alapjan elmondhato, hogy a sejtkivonattal valo
kezelés ennél a tenyészetnél is jelentds rovid-, s hossza tava sejtszam-
novekedéshez vezetett a kontroll tenyészetekhez képest.

A 2,5 x 10° sejt mL™" (1:25 aranynak megfeleld) M. aeruginosa
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek sejtszama a tenyésztési
id6 végére kozel 38-szorosara nédtt (16. abra). Osszehasonlitva a kezelt
tenyészet €s az arnyékolt kontroll tenyészet novekedési ratajat, valamint
sejtszam-valtozasat a kovetkezok mondhatok el: A kezelt tenyészet
novekedési ratdja (mind az atlagos, mind a napi) szignifikdnsan
magasabb volt az arnyékolt kontroll tenyészeténél (8. melléklet). A
sejtkivonattal kezelt tenyészet 14. napon mért sejtszdma messze
meghaladta az 4rnyékolt kontroll tenyészetét (kozel haromszor
magasabb volt, 14. abra).

Az 5 x 10° sejt mL™ (1:50 aranynak megfelel6) M. aeruginosa
kivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek sejtszama a 14. napon
~32-szer volt magasabb a 0. napon mért sejtszdmndl (16. abra). A
tenyészet atlagos novekedési ratdja 0,2 volt. A kezelt tenyészet
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novekedési ratajat dsszehasonlitva az arnyékolt kontroll tenyészetével
elmondhatd, hogy a kezelt tenyészet novekedési rataja (mind az 1 napra
vonatkoztatott, mind pedig az atlagos ndvekedési rata) magasabb volt,
mint az arnyékolt kontroll tenyészeté (8. melléklet). A kezelt tenyészet
14. napon mért sejtszama is kozel 2,6-szor magasabb volt az arnyékolt
kontroll tenyészeténél (16. 4bra). Osszehasonlitva ezen tenyészet
novekedési jellemz6it az eddig bemutatott kivonattal kezelt
tenyészetekével, az lathatd, hogy sem a tenyészet atlagos novekedési
rataja, sem pedig 14. napon mért sejtszama nem haladta meg a tobbi
tenyészetét, azok kozt a tenyésztés teljes ideje alatt szignifikans
kiilonbségek nem mutathatok ki; sot, az atlagos novekedési rata ezen
kezelés hatasara volt a legalacsonyabb.

45

15

Sejtazim M, aevuginosa (=10° sejt mL")

135 {nag)

- M. awuginoss kontroll - M. aerugingsa dnybkolt kontroll
—tr— M, awruginosa 0.1x10" seft miL " kivonattal kezell —0— M. serugincas @2e10" sajt mL" kivonatal kezsit
=M. auruginosa 0,4= 10" wejs mL " Kivonattal keseh —+— M, servginoss 2,5510" sS4 miL " Kivonattal Kezen
=0 ML seruginess Sx10° sejt mL " kivomattal kezedt

16. abra Az M. aeruginosa sejtkivonataval kezelt M. aeruginosa tenyészetek, valamint
az M. aeruginosa kontroll és arnyékolt kontroll tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd
valtozasok az id6 fliggvényében. Az eltérd kisbetlik a szignifikans kiilonbséget mutatd
novekedési gorbéket jelolik. c*: csak a 0-3 nap kozott van szignifikans eltérés a c
jelzésii 0,4 x 10° sejt mL"'-nek megfelelé mennyiségii kivonattal kezelt M. aeruginosa
tenyészet novekedésétol.

4.3. A M. aeruginosa tisztitott toxinjaval kezelt tenyészetek

4.3.1. C. ovata tenyészetek kezelése MC-LR-rel

Ezen kisérletek alkalmaval 0,1 x 10° sejt mL™ sejtszamu C. ovata
tenyészeteket kezeltiink 0,0213 pug mL™, 0,0425 pg mL™', 0,0851 pg mL’
0,532 pg mL"! valamint 1,063 pg mL" MC-LR toxinnal. Ezek a
toxinmennyiségek megfeleltek az 1:1, 1:2, 1:4, 1:25 ¢és 1:50
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sejtszamaranyu kevert tenyészetek (és a M. aeruginosa sejtkivonataval
kezelt C. ovata tenyészetek) toxintartalménak. A toxinnal kezelt
tenyészetek novekedési ratdja, valamint sejtszdma mind az elsd
napokban, mind pedig a 14 napos inkubécid végére szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint a kontroll tenyészet esetében tapasztalhato
sejtszam (17. dbra). A kezelt tenyészetek sejtszama a teny€sztési ido 72.
orajara a kontroll tenyészetek sejtszamahoz viszonyitva tobb mint 50%-
al csokkent, majd a tenyészetek ,,regeneracidja” volt megtigyelhetd, bar
a sejtszdm a kezelés végére sem érte el a kontrollban mérhetd értéket.
Meg kell jegyezni, hogy a 0,0425 pug mL™' és az ennél magasabb
toxinmennyiséggel kezelt tenyészetek kozott nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget (17. &bra, 9. melléklet); valamint, hogy a
legmagasabb MC-LR koncentracio kisebb mértékben gatolta a C. ovata
tenyészet novekedését, mint az 1:50 ardnynak megfelelé mértékben
alkalmazott sejtkivonat (13. és 17. dbra).

A toxinnal kezelt tenyészetekben nem tapasztaltunk valtozast a C.
ovata sejtek morfoldgiajaban.

Sejtszim C. ovata {=10* coll i)

I jnag)
—#— . ovata kontroll ~0C. ovata 0.0213 ug ML MC-LA-rel kezalt

== . ovats 00425 ug mL " MC-LR-rol Ruzalt =~ €. ovata 00K ug mL" MC-LR-rel kezalt
—H—C. ovata 0537 00 mL" ME-LR-rel kezolt —0— €. ovals 10833 ug emL” MC-LR-rel kezed

17. dbra Az MC-LR-rel kezelt C. ovata tenyészetek, valamint a C. ovata kontroll
tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozasok az id6 fliggvényében. Az eltérd
kisbetiik a szignifikans kiilonbséget mutatd novekedési gorbéket jelolik.

4.3.2. A toxikologiai teszt eredményei

A C. ovata tenyészetek ndvekedésében bekovetkezd valtozasokat 72
oraval a kezelést kovetéen detektaltuk. A C. ovata tenyészetek 72 6ras
toxin-kezelésének eredményei alapjan megallapithatdo, hogy az
inkubécios idé végére mar a 2,5 pg mL™ toxin-mennyiség is tobb mint
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50%-al csokkentette a toxinkezelt tenyészet sejtszdmat a kontroll
tenyészetéhez képest (18a. abra). A toxin-koncentraciok novekedésével
egyre né a kezelt tenyészetek 3. napon mért sejtszama és a kontroll
tenyészetek 3. napon mért sejtszama kozt a kiilonbség (18a. abra). 50 pg
mL™" toxin-koncentracié hatisara a C. ovata sejtek szama a 0. Oranal
szdmolt értekhez képest 99,04%-kal csokken a 3. napra (18b. dbra). A
magas toxinkoncentraciok sem okoztak morfologia valtozast a
Cryptomonas sejtekben.
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Kontroll 2.5 5 10 18 20 5 50 Hentroll 25 5 10 15 20 25 50
MC-LR (j:g mL™") MC-LR (g mL")
a) b)
00. éra B72 dra 00. éra o7z éra

18. abra A 0 pg mL™, 2,5 pgmL", 5 pgmL™, 10 pg mL™", 15 pg mL™", 20 pg mL™, 25
pg mL™ és 50 ug mL™' toxinnal kezelt C. ovata tenyészetek sejtszam-novekedése 72
oraval a kezelés megkezdése utan. a. A tenyészetek sejtszamaban bekdvetkezd
valtozasok a kontroll tenyészet 0. oOraban mért sejtszamahoz viszonyitva. b. A
tenyészetek sejtszamaban bekovetkezd valtozasok az adott tenyészet 0. 6raban mért
sejtszamahoz viszonyitva.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE
5.1. Kevert tenyészetek

5.1.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata egyiitt nevelése kiilonb6zo
sejtszama M. aeruginosa-val

A C. ovata sejtek szama, valamint ezzel egyiitt ndvekedési rataja
csOkkent a kevert tenyészetekben, kiilonbség abban mutatkozott, hogy
mikorra csokkent a C. ovata sejtszam 100 sejt mL™ (az alkalmazott
sejtszdmolasi mddszer kimutatdsi hatara) ald, és ez Osszefiiggésben all a
M. aeruginosa abundanciajaval. (9. abra).

A 0,1 x 10° sejt mL™" sejtszamu M. aeruginosa kontroll tenyészet és
az 1:1 aranyu kevert tenyészet M. aeruginosa sejtszama kozotti jelentds
eltérés véleménylink szerint elsddlegesen a tenyészetben jelen 1évo C.
ovata sejtek okozta arnyékold hatasnak koszonhetd. Ezt a feltevést, az is
alatimasztja, hogy a 0,1 x 10° sejt mL" sejtszami arnyékolt A.
aeruginosa kontroll tenyészetekben a sejtek életben maradtak. Az
arnyékolt kontroll tenyészet inokulalasi ¢€s nevelési koriilményei
megegyeztek a 0,1 x 10° sejt mL™ sejtszamt M. aeruginosa kontroll
tenyészetével, azzal a kivétellel, hogy a tenyészetet az inokulalas napjan
alufdlia segitségével arnyékoltuk. Ezzel azt akartuk bizonyitani, hogy az
arnyé€kolas nélkiili M. aeruginosa kontroll tenyészetben a sejtek
pusztulasanak egyik f6 oka az arnyékolas hianya. Mint ahogy az ismert,
a kiilonb6zé Microcystis aeruginosa laboratoriumi torzsek fényigénye
szinte torzsenként valtozo. Mig egyes torzsek esetében mar a 37 pumol m’
2 5! fényintenzités is igen magasnak szamit (Phelan és Downing 2011),
addig vannak olyan torzsek, melyeket akar 90 pmol m™ s, 115 pmol m"
2 g1 vagy akar 400 pmol m™? s fényintenzitason is életben lehetett
tartani, ill. ez volt az optimalis a Microcystis sejtek szdmara (Yamaguchi
et al. 2000, Boumnich et al. 2001, Visser et al. 2003). Altalanossagban
talan mégis elmondhatd, hogy a M. aeruginosa tenyészeteket 15-80
umol m™ s fényintenzitds mellett nevelik (Yamaguchi et al. 2000,
Visser et al. 2003, Yang ¢és Jin 2008, Renaud et al. 2011, Yang et al.
2012). Természetesen azt, hogy milyen fényintenzitds szamit
optimalisnak, tapasztalataink szerint nagymértékben befolyasolja az
inokulalt sejtszam mennyisége is. A vizsgalataink, ill. a torzsnevelés
soran egyértelmiien kideriilt, hogy a kis sejtszammal (0,1 x 10° sejt mL’
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" inokulalt sejtek még a 20 pmol m™ s™ fényintenzitast sem képesek
elviselni.

A kevert tenyészetekben az M. aeruginosa sejtszamaban
megfigyelhetd valtozasok szoros Osszefiiggésben allnak a tenyészet C.
ovata tartalmaval. Az 1:2 és 1:4 aranyu tenyészetek esetén a M.
aeruginosa novekedési ratdja alacsonyabb volt, mint a megfeleld
kontroll tenyészeteké, viszont az 1:25 és 1:50 aranyu tenyészetekben a
M. aeruginosa sejtszdm mar nem tért el szignifikansan a megfelelé M.
aeruginosa kontroll tenyészetek sejtszamatol. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a C. ovata sejtek ezen kdzepes aranyok (1:2 és 1:4)
esetén kolcsonds negativ hatdssal vannak a M. aeruginosa sejtek
novekedésére. Nem teljesen vilagos, hogy mi all e hatds hatterében. Az
azonban ismert, hogy a Cryptophytdk termelnek olyan extracellularis
vegyiileteket (Kellam és Walker 1989), foleg poliszacharidokat, melyek
eddigi ismeretek szerint heterotr6f baktériumokra vannak negativ
hatassal. Tovabbi magyarazat lehet még a két faj tdpanyag-felvételi
sajatossagaban megnyilvanuld kiilonbség is: mig a C. ovata sejtek a
tenyésztési 1d6 legelején akar 25%-kal is hatékonyabban veszik fel a
tapoldatban taldlhaté nitratot, addig a Microcystis sejtek azonos
sejtszam-Osszeallitas mellett a tenyésztési ido 2. felében kezdik el ezen
tapanyag nagyfoku felvételét. Ezt tamasztja ala a kovetkezd megfigyelés
is: a C. ovata sejtek nitratfelvétele az els6 hét végén még a M.
aeruginosa 2x kontroll tenyészetében mért értéknek is kétszerese, az
ugyanolyan sejtszamu M. aeruginosa kontroll tenyészetének pedig tobb,
mint héromszorosa. Bar szorosan nem ezen Osszeallitas-sorozathoz
tartoznak a C. ovata 2x ¢s 4x kontroll tenyészetek nitratfelvételének
eredményei, mégis itt hivnam fel a figyelmet arra, hogy 6sszehasonlitva
ezen tenyészetek nitrat-fogyasanak eredményeit a M. aeruginosa 2x és
4x kontroll tenyészetekével, mar az elsd napon latszanak a két faj
tapanyagfelvétele kozti jelentds kiillonbségek: ugyanazon Osszeallitast
tenyészetekben a C. ovata sejtek nitratfelvétele négyszer, ill. nyolcszor
magasabb, mint a M. aeruginosa sejteké. Ennek oka feltehetéen az is
lehet, hogy mig a M. aeruginosa jol tolerdlja a tapanyag-szegény
kornyezetet, valamint gazdag tdpanyag-raktarakkal (cianoficin,
fikocianin mint nitrogén-raktar, polifoszfat-testek mint foszfor-raktar)
rendelkezik (Kromkamp 1987, Kolodny et al. 2006), és alacsony
novekedési rata jellemz6 ra, addig a Cryptomonas sejtekre tobbek kozott
gyors, hatékony tapanyag-felvétel és viszonylag magas ndvekedési rata
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jellemzd (Padisdk 2003). Vagyis az 1:2 és 1:4 sejtszam-beallitds mellett
a M. aeruginosa sejtek kontrolltol eltérd novekedését okozhatta a C.
ovata sejtek gyorsabb tapanyag-felvétele is.

Lam ¢és Silvester (1979) megfigyelték, hogy M. aeruginosa és
Chlorella sp. kevert tenyészetében a Microcystis sejtek gatoltdk a
Chlorella sejtek novekedését (94%-al a kontroll tenyészethez képest).
Magas Microcystis/Cryptomonas ardny esetén ehhez hasonld gatlas
figyelhetd meg.

A Kkapillaris elektroforézis eredményei azt mutattdk, hogy az
extracellularis mikrocisztin mennyisége a kimutatasi hatar alatt volt
mind a kontroll M. aeruginosa, mind a kevert tenyészetekben, vagyis
aktiv mikrocisztin kivéalasztds nem volt megfigyelheté a kontroll M.
aeruginosa tenyészetekben sem, és C. ovata sejtek jelenlétében sem. A
mikrocisztinek, szemben mas cianotoxinokkal, tobbnyire csak igen kis
mennyiségben valasztodhatnak ki a kornyezetbe (altalaban 0,8-10%-a a
teljes toxintartalomnak - Sivonen €s Jones 1999, Ha et al. 2009, Zhang et
al. 2010), nagyobb mennyiségben csupan a sejtek lizise utan keriilnek ki
a szabadba. Az irodalmi adatok alapjan az is igen kérdésesnek tlnik,
mennyire besz¢lhetiink aktiv kivéalasztasrol: Shi és munkatérsai (1995) a
sejtfal  kornyékérdl kimutatott mikrocisztinek jelenlétébdl —arra
kovetkeztettek, hogy aktiv toxinkibocsatasrol lehet szo6. Azonban
Rohrlack és Hyenstrand (2007) radioaktiv nyomkovetéssel végzett
kisérletei sordn nem figyeltek meg extracelluldrisan megjelend
toxinformakat.

Kérdés tehat, hogy az €16 M. aeruginosa sejtek miért gatoljak a C.
ovata szaporodasat, és a C. ovata sejtek miért tlinnek el a tenyészetbol
M. aeruginosa jelenlétében. Eredményeink azt mutatjdk, hogy mind az
1:1, mind pedig a 1:2 ardnyt kevert tenyészetekben a C. ovata
novekedési rataja az elsdé két napban magasabb, mint a cianobaktérium
torzsé, €s ez igaz a tapanyag-felvételi ratajukra is. Mindezek ellenére, a
M. aeruginosa mar ezen inokulaléasi koriilmények kozott is tal tudja néni
a Cryptomonas sejteket. Ennek két lehetséges magyarazata van: egyrészt
lehetséges, hogy a cianobaktérium sejtek olyan allelokemikaliat
termelnek ¢és bocsatanak ki, amelyet a kisérleteink soran nem
vizsgaltunk, ill. amelyekre a folyamatosan pusztuld Microcystis
sejtekbol felszabadulo igen kis mennyiségli toxinok esetleg szinergista
hatast gyakorolnak. Tovabba okozhatja az is, hogy a C. ovata sejtek,
¢letstratégiajuknak megfeleléen, az elsé napokban gyorsan felveszik a
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rendelkezésre allo tapanyagokat, és talan pontosan ez vezetett ahhoz,
hogy a tenyésztési id6 végére ezen sejtek ,,eltlinjenek™ a tenyészetbdl: az
alacsonyabb tapanyag-koncentracidt jobban tolerdld Microcystis sejtek
tul tudtak noéni az arra érzékenyebb Cryptophyta sejteket (Padisak 2003).

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

A kevert tenyészetek C. ovata sejtszamdnak  valtozasa
nagymértékben fliggott az inokulalt C. ovata sejtek szamatdl. Abban az
esetben, mikor a kevert tenyészetben az inokulalt C. ovata sejtek szdma
megegyezett az M. aeruginosa sejtek szamaval, a C. ovata sejtszama
jelentds mértékben lecsokkent a 14. napra, a M. aeruginosa sejtszama
viszont megsokszorozddott a kiindulasi értékhez képest. (11a. abra).

A 2:1 aranyu kevert tenyészetekben, amelyekben az inokulalt C.
ovata sejtek szama kétszerese volt az M. aeruginosa sejtek szamanak, a
tenyészet C. ovata sejtszama magasabb volt, mint a kontroll
tenyészetekben; novekedési rataja a kontroll tenyészetben mérhetéhoz
megkozelitd értéket ért el (11b. abra). A sejtszam-valtozasban és a
novekedési ratdban megmutatkozd szignifikdns kiilonbségek (3.
melléklet) feltehetdéen annak koszonhetdek, hogy a tenyészetben
jelenlévé M. aeruginiosa sejtek szama az inkubacios id6 elsé hetében
hol emelkedett, hol pedig csokkent. A csokkenések alkalméval a sejtek
lizélasa lehetové tette, hogy a C. ovata szaporodasat serkentd vegyiiletek
keriiljenek a tapoldatba. A kevert tenyészetekben a M. aeruginosa
novekedése szignifikdnsan alacsonyabb, mint az arnyékolt kontroll
tenyészetekben a Microcystis novekedése (11b. abra).

A 4:1 ardnyu kevert tenyészetekben a C. ovata sejtszama és
novekedési ratadja magasabb, mint a kontroll tenyészeté (11c. abra, 3.
melléklet). Az M. aeruginosa sejtszama joval az arnyékolt kontroll
sejtszama alatt maradt a 4. naptol. Azokban az esetekben tehat, mikor a
C. ovata 0. napon mért sejtszama magasabb volt a M. aeruginosa
sejtszdmanal, a M. aeruginosa sejtek szama alatta maradt a C. ovata
sejtszdmanak, illetve az arnyékolt kontroll M. aeruginosa tenyészetek
sejtszamdnak (11b-c. dbra). Vagyis ebben az esetben is elmondhato,
hogy a C. ovata (negativ) hatassal van a M. aeruginosa szaporodasara,
aminek egyik magyardzata lehet a Cryptomonas sejtek magasabb
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tapanyag-felvételi rataja, valamint a Cryptophytdk altal termelt
antibakterialis vegytiletek jelenléte (Kellam és Walker 1989).

Osszességében elmondhatd, hogy létezik olyan C. ovata: M.
aeruginosa arany, amely mind a két faj novekedését lehetové teszi,
azonban minél nagyobb a kiilonbség a két faj inokulalasi sejtszamaban,
annal kisebb az esélye annak, hogy az alacsonyabb sejtszamban
inokulalt faj életben marad a tenyészetben.

Eredményeink jol Gsszevethetok a Takeya €és munkatarsai (2004)
Chlorella és Microcystis egylittnevelésével kapcsolatos
megfigyeléseivel: Eredményeik azt sugalljak, hogy kis tapanyag
utanpotlas esetén a Microcystis sejtek novekedési liteme a gyorsabb, hisz
ezek az ¢l6lények a tdpanyagban szegényebb kornyezetet jobban
elviselik, mint a Chlorella sejtek. Ezzel szemben tapanyagokkal jobban
ellatott korilmények kozott a Chlorella sejtek nagyobb szaporodasi
ratdjuknak ¢és tdpanyag-felvételi ratajuknak koszonhetden tulndvik a
Microcystis sejteket. Vizsgalataink sordn mi is azt tapasztaltuk, hogy a
C. ovata sejtek novekedési rataja a az 1:1, 1:2, 2:1 és 4:1 aranyu kevert
tenyészetekben az els6 napokban magasabb, mint a Microcystis sejteké;
tovabbd az ezen tenyészetekhez tartozo kontroll tenyészetekben is a
Cryptophyta sejtek tapanyag-felvételi rataja a magasabb.

Vardi és munkatarsai (2002) P. gatunense és M. aeruginosa
egylittnevelése sordn azt tapasztaltak, hogy mind a Peridinium mind
pedig a Microcystis sejtek ¢€letben maradasa, ill. ndvekedése
nagymértékben fliggdtt az inicialt sejtek szamatol. Kis, ill. kozepes
inicialt Peridinium sejtszdm mellett a dinoflagellata sejtek elpusztultak,
vagy novekedésiik jelentdsen gatolt volt. Ez az eredmény jol korrelal az
altalunk tapasztaltakkal, ahol a Crypfomonas sejtek életben maradasa
szorosan Osszefliggdtt az inicialt C. ovata, ill. M. aeruginosa sejtek
szamaval. Azonban a Vardi és munkatarsai altal végzett kisérletek arra is
ravilagitottak, hogy a M. aeruginosa sejtek névekedése is jol korrelal a
P. gatunense inicialt sejtek szdmaval. Akar harmadéra is csokkent a
Microcystis sejtek szama a Peridinium sejtek szamanak novelésével. Az
altalunk tapasztalt eredmények is azt mutattdk, hogy a cianobaktérium
sejtek szdma 30-80%-kal is alacsonyabb lehet az arnyékolt kontroll
tenyészeténél az inicialt Cryptomonas sejtek szamatol fliggben.
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5.2. Sejtkivonatokkal kezelt tenyészetek

5.2.1. Egységnyi sejtszamu C. ovata tenyészetek kezelése
kiilonb6z6 mennyiségii M. aeruginosa kivonattal

Cianobaktérium sejtek teljes kivonatanak alkalmazasa jol modellezi
azt a természetes jelenséget, amikor a cianobakterialis vizviragzdsok
Osszeomlasakor a sejtek lizdlnak, és teljes intarcellularis tartalmuk a
vizbe keriil. A mikrocisztinek extracellularis koncentracioja is ekkor a
legmagasabb (Park et al. 1998).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a M. aeruginosa sejtkivonata
szignifikansan befolydsolja a C. ovata novekedését. NoOvekedést
serkentd és gatld hatdsok egyarant megfigyelhetdk voltak a sejtkivonat
mennyiségétél fiiggden (13. 4&bra). ElI§ cianobaktérium sejtek
exudatuma, vagy a cianobaktérium sziirt tapfolyadéka gatolhatja
bizonyos mikroalga fajok novekedését, poliszacharid termelését és
szekretalasat, GSH és ROS mennyiségét (Babica et al. 2006, Mohamed
2008, Oberhaus et al. 2008, Leao et al. 2009, El-Sheek et al. 2010). A C.
ovata tenyészettel végzett kisérletek esetében csak a magas (1:50
aranynak megfeleld) M. aerigonosa sejtkivonat mennyiség esetén volt
megfigyelhetd ez a gatld hatds. Az 1:50 ardnynak megfeleld mennyiségii
sejtkivonat toxintartalma 1.0633 pg mL™ MC-LR-rel egyenértékii, mégis
a sejtkivonat ebben a magas koncentrdcioban erdteljesebb gatlast
abra). Ennek oka tobbféle, egymassal akar Osszefliggd jelenséggel is
magyarazhat6: (i) a sejtkivonat mas mikrocisztin varianst (MC-RR) is
tartalmazott; (ii) — mas Microcystis torzsekhez hasonléan — mas, eddig
még nem izolalt allelopatikus hatast vegytiletek jelenléte is elképzelhetd
(Suikkanen et al. 2006, Palikova et al. 2007); ill. (iii) a mikrocisztinek
egy része a sejtkivonatban fikobilinekhez kotott, az alkalmazott MECK
technikdval nem kimutathaté formaban volt jelen (Jiittner és Liithi
2008). A kiilonb6zd mikrocisztin  variansok toxikussaga pedig
célszervezetenként valtozo mértékben eltérd lehet (McElhiney et al.
2001); valamint szinergikus hatasok is felléphetnek az egyes variansok,
ill. allelopatikus hatasu vegytiletek k6zott (Mohamed 2008).

Az alacsonyabb sejtszdmaranyoknak megfeleldé mennyiségi
sejtkivonat ndovekedést serkentd hatasa nem egyediilallo jelenség. 1998-
ban Sedmak és Kosi 0,104-0,519 pg mL"' MC-RR-rel kezelt
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Cryptomonas  erosa (Cryptophyta), Monoraphidium  contortum
(Chlorophyta), Scenedesmus quadricauda (Chlorophyta), Microcystis
aeruginosa nem-toxikus torzs (Cianobaktérium) taxonoknal figyelte meg
a novekedés stimulalasat. Bar esetiikben, szemben a C. ovata
tenyészetekben megfigyeltekkel, a stimulalds csak a tenyésztési id6 elsd
napjaiban érvényesiilt, a tenyésztés végére a vizsgalt taxonoknal a
novekedés gatlast szenvedett. Ou és munkatarsai (2005) egy 17 napos
kisérletben Poterioochromonas sp. esetében figyeltek meg sejtszam-
ndvekedést 0,1-4 pg mL”' MC-LR és MC-RR kezelés hatésara. Az is
ismert, hogy egyes cianobaktérium tdrzsek (Calothrix sp., Phormidium
animale; Nostoc sp. és tovabbi 33 szabadon ¢16, ill. szimbionta
cianobaktérium torzs; Anabaena sp., Anabaenopsis sp., Calothrix sp.,
Chlorogloeopsis sp., Cylindrospermum sp., Gloeothece sp., Nostoc sp.,
Plectonema sp. és Symnechocystis sp.; Anabaena sp., Oscillatoria sp.,
Phormidium sp., Chroococcidiopsis sp. és Synechosystis sp.) képesek
fitohormon hatasi vegylileteket (pl. auxinokat, cytokinineket,
gibberellineket, abszizinsavat ¢s etilént - Manickavelu et al. 2006)
kibocsatani, amelyek serkenthetik eukariota algdk novekedését
(Sergeeva et al. 2002, Stirk et al. 2002, Tsavkelova et al. 2008, Hussain
et al. 2010).

5.2.2. M. aeruginosa tenyészetek kezelése C. ovata kivonattal

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

Az egységnyi sejtszdmu Cryptomonas kivonattal kezelt M.
aeruginosa tenyészetekben tapasztaltak alapjan elmondhato, hogy ez a
mennyiség a kis inokuldldsi sejtszdmia M. aeruginosa sejtek életben
maradasat nem tette lehetévé, ezekben a tenyészetekben a kontroll
tenyészetekhez hasonldan a sejtek szdma az 5. napra 100 sejt mL™ al4
csOkkent (14. 4bra) Feltételezéseink szerint, az &arnyékolt kontroll
tenyészetek eredményeit figyelembe véve, ennél a kisérletnél a C. ovata
kivonat nem biztositott elegendd arnyékolast a Microcystis sejteknek.
Ezzel szemben a 0,2 x 10° sejt mL™" és 0,4 x 10° sejt mL™ inokulalasi
sejtszdmu M. aeruginosa tenyészetek esetében ez a mennyiségli C. ovata
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kivonat mar novelte azok sejtszdmat, ill. ebbdl kifolyolag természetesen
novekedési ratajat (88% ¢és 47%-kal) is (14. abra).

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

5.2.2.2. Egységnyi inokulalasi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek
kezelése kiilonb6z6 mennyiségii C. ovata kivonattal

A 02 x 10° sejt mL" és 04 x 10° sejt mL' Cryptomonas
sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek esetében szignifikdnsan
alacsonyabb volt a Microcystis sejtek ndvekedési rataja, mint az
arnyékolt kontroll tenyészeté, és sejtszamuk is 17-32%-kal alatta maradt
az arny¢kolt kontrollnak (15. abra). Ezek az eredmények jol korrelalnak
a hasonld bedllitasti kevert tenyészetek eredményeivel (11. abra), és
alatdmasztani latszanak azt a feltevést, hogy a C. ovata sejtek
valamilyen, eddig még nem detektdlt antibakteridlis vegyliletet
termelhetnek, ami csokkenti a Microcystis sejtek szaporodasat.

Anticianobakteridlis vegylileteket mar mind mikroalga (perifiton —
Wu et al. 2011), mind pedig makroalga fajokban leirtak (Chara vulgaris
— Zhang et al. 2009, Asparagopsis taxiformis — El-Baroty et al. 2007,
Manilal et al. 2010). Ezen ¢€l61ények esetén indol, 3-oxo-alfa-jonon (Wu
et al. 2011), valamint (Z,Z)-9,12-oktadekadiénsav (ODEA, 18:2),
tetradekdnsav (TDA, 14:0) és hexadekansav (HAD,16:0) (Zhang et al.
2009) termelését figyelték meg.

Richard és munkatarsai (1988), valamint Kellam és Walker (1989)
27 eukaridta alga taxon, koztiikk a Cryptomonas calceiformis tengeri faj,
antibakterialis hatasat vizsgaltak. Eredményeik alapjan a C. calceiformis
Gram-pozitiv baktériumok, nevezetesen a Bacillus subtilis és a
Staphylococcus aureus laboratoriumi torzsek novekedésére gyakorolt
negativ hatast.

Annak bizonyitasa, hogy a M. aeruginosa novekedésének gatlasa
esetiinkben antibakterialis vegyliletek termeléséhez kothetd, tovabbi
vizsgalatokat igényel.
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5.2.3. Egységnyi sejtszamu M. aeruginosa tenyészetek kezelése
kiilonb6z6 mennyiségii M. aeruginosa kivonattal

Annak érdekében, hogy teljesen kizarhassuk az amuigy igen kis
valoszinliséggel  eléforduld  autotoxicitds  lehetdségét, valamint
Osszevethessiik a C. ovata kivonattal végzett kisérletek eredményeivel a
M. aeruginosa kivonatanak sajat novekedésre gyakorolt hatdsat,
feltétleniil sziikségesnek tartottuk elvégezni ezeket a kisérleteket is.

A kezelt tenyészetekben a sejtek mennyisége a tenyésztési ido
végére a kiindulasi érték tobbszordsére emelkedett, szemben a kontroll
tenyészetben lezajlo valtozasokkal, ahol a tenyészet sejtszdma az 5.
napra 100 sejt mL"! ala csokkent. A 0,1 x 10° sejt mL!, 0,2 x 10° sejt
mL”', 0,4 x 10° sejt mL' sejtszamnak megfelelé mennyiségii
sejtkivonattal kezelt tenyészetek novekedése szignifikansan eltért az
arny¢kolt kontroll tenyészet novekedésétdl is, anndl magasabb
sejtszamot értek el (16. abra). A kapott eredményeket dsszevetve a C.
ovata kivonattal végzett kisérletek eredményeivel elmondhat6, hogy mig
az egyszeres sejtszamu C. ovata kivonat nem tudta megakadalyozni az
egységnyi sejtszami Microcystis sejtek elpusztulasat, addig az egyszeres
sejtszami M. aeruginosa kivonattal kezelt egységnyi sejtszamu M.
aeruginosa tenyészetben a sejtek életben maradtak, és a kezelési id6
végére talnétték az arnyékolt kontroll tenyészetet. EbboOl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a Microcystis sejtkivonat az éarnyékold hatdson
tulmenden egyéb, pozitiv mdédon is hatdssal volt a populacié életben
maradasara. Ezt a feltevést tdmasztjadk ald Sedmak ¢és Kosi (1998)
kisérletei is, ami sordn kimutattdk, hogy a mikrocisztineknek
novekedésszabalyoz6 (M. aeruginosa tenyészetre nézve ndvekedést
fokozd) szerepe van. A M. aeruginosa sejtkivonat ndvekedésfokozo
hatasa a kétszeres ¢€s négyszeres sejtszdmu kivonatokkal kezelt
tenyészetek esetében pedig még kifejezettebb volt szemben a hasonlo
aranyu C. ovata kivonatokkal, amelyek novekedésgatld hatdsa mar ennél
a koncentracional is érvényesiilt.

A 2,5 x 10° sejt mL™ és 5 x 10° sejt mL™ sejtszamnak megfelels
mennyiségli M. aeruginosa sejtkivonattal kezelt tenyészetek novekedési
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rataja az elsd két napon alatta maradt az eddigiekben bemutatott kezelt
tenyészetekének. Ennek feltehetden az az oka, hogy bar a sejtkivonattal
bevitt tapanyagok mennyisége lehetdvé tenné a sejtek gyorsabb
szaporodasat, azonban az ilyen nagy mennyis€gii algakivonat arnyékolo
hatdsa mar megakadalyozza a pozitiv hatdsok kifejezddését. Az
arnyé€kold hatadson tul felmeriilhetne a toxintartalom gatlé hatasanak
valosziniisége, de az irodalmi adatok tiikrében (Babica et al. 2007) ez az
eshetdség elvethetd.

5.3. A M. aeruginosa tisztitott toxinjaval kezelt tenyészetek

A természetben 4altalaban 0,001-0,01 pg mL"' koncentracidban
vannak jelen az oldott mikrocisztinek (mennyiségiik természetesen
varianstol, ill. populaciotol fiiggden valtozd) (Chorus 2005, Babica et al.
2007), azonban egy-egy massziv cianobaktérium vizviragzas esetén
extrém magas toxinkoncentraciok is eléfordulhatnak (19,5 pg mL’,
Japan - Nagata et al. 1997, 25 ng mL™, Németorszag - Fastner et al.
1999, 8,43-20 pg mL™', Ausztralia - Kemp és John 2006, 18,04 pg mL™,
Magyarorszadg - Mathé et al. 2007). A vizsgélatok megtervezése sordn
ezért torekedtiink arra, hogy minél szélesebb koncentracio-tartomanyban
elvégezziik a kisérleteket, tekintettel arra is, hogy az adott sejtszamui
Microcystis tenyészetnek mennyi az egységnyi toxintartalma. Ezért a
kisérletek soran alkalmazott toxinmennyiségek egyrészt megfelelnek a
kiilonb6z6é  sejtszamaranyu kevert tenyészetek (és ezaltal a M.
aeruginosa  sejtkivonatdval  kezelt C.  ovata  tenyészetek)
toxintartalmanak; valamint ezeknél az értékeknél joval magasabb, de a
természetben még relevans koncentraciokat is alkalmaztunk.

A kiilonb6zo sejtszamaranynak megfeleld toxinmennyiségek a
nevelés elsd néhany napjaban jelentds mértékben gatoltdk a kezelt
tenyészetek novekedését (~50%-os gatlas a kontroll tenyészethez
képest). A 4.-6. naptdl kezdédden a tenyészetek azonban regeneralodtak,
bar a tenyésztési id6 végén sejtszamuk szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a kontroll tenyészet¢ (17. é&bra). Ezek az eredmények jol
korreldlnak mas tanulmanyok eredményeivel, melyekbdl arra Ilehet
kovetkeztetni, hogy erdsen faj, és kornyezet fliggd, melyik taxon hogyan
reagal rovid és hosszi tdvon az adott mikrocisztin(ek) jelenlétére:
Kearns ¢s Hunter (2001) a Chlamydomonas reinhardtii MC-LR-rel
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kezelt tenyészetei esetén  figyelték meg, hogy alacsony
toxinkoncentraciok mellett a kezelt sejtek mozgasképessége nem
kiilonbozott a kontroll sejtekétd]l a tenyésztési ido végére. Babica és
munkatarsai (2007) azt tapasztaltik, hogy 0,001-0,01 pg mL’
mikrocisztin koncentraci6 nem okoz szignifikans eltérést kiilonbozo
z0ldalgak novekedésében a tenyésztési id0 végén. Ezt a mikrocisztin
analog nodularin esetében is megfigyelték (Suikkanen et al. 2006).
Sedmak ¢és Kosi (1998) a MC-RR heterogén hatasairol szamoltak be.
0,104 - 0,519 pg mL™' toxinmennyiség ¢és alacsony fényintenzitas mellett
a Monoraphidium contortum és a Scenedesmus quadricauda sejtszama
emelkedett, mig a Cryptomonas erosa novekedése a tenyésztési 1dd
végére a kezdeti novekedés stimulalast kovetden gatlast szenvedett. A
szerzOk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az erds gatldé hatis csak
specialis megvilagitasi koriilmények kozott figyelhetd meg. A toxikus
hatasokat tehat erdsen befolydsolhatja a mikrokdrnyezet: ugyanaz a
koncentracié lehet toxikusabb a mikrokornyezettél és az adott alga
érzékenységétol  fiiggben. Bartova és  munkatarsai  (2011a)
Pseudokirchneriella subcapitata tenyészeteket kezeltek 0,3 pg mL™
MC-RR ¢és MC-LR toxinnal és azt tapasztaltak, hogy a sejtek életben
maradasat és szaporoddsdt sem pozitivan, sem negativan nem
befolyasoltdk ezek a toxinmennyiségek. Osszességében tehat
elmondhat6, hogy az altalunk vizsgalt C. ovata, hasonléan a Sedmak és
Kosi (1998) altal vizsgalt C. erosa-hoz, a kiilonbozd zoldalga
taxonoknal érzékenyebben reagal az ebben az dsszeallitdsban alacsony, a
sejtszamnak megfeleld toxinkoncentracidkra, azonban a populaci6 egyik
esetben sem pusztult el, és a kiillonb6zd toxinmennyiségek hatdsa nem
kiilonb6zott egymastol.

A természetben is csak bizonyos koriilmények kozt eléfordulo,
magas toxinkoncentraciok (2,5-50 pg mL™) eredményei alapjan arra
lehet kovetkeztetni, hogy a C. ovata tenyészet még 5 pg mL™' MC-LR-t
is képes az el6zdéekben mar emlitett kontrollhoz viszonyitott 50%-os
novekedés gatlas mellett elviselni (14a. abra). Vagyis igen tag hatdrok
kozott (0,0213 - 5 pg mL"') nem valtozik jelentés mértékben az
érzékenysége. A kiinduldsi értékhez viszonyitva 50,71%-os gatlas
figyelhetd meg a 20 pg mL™" koncentracional (14b. 4bra). Bar ezek a
kisérletek 72 orasak voltak, a 14 napos vizsgalatok eredményei alapjan
azt feltételezziik, hogy a C. ovata populaciok még ezen igen magasnak
mondhat6é toxinmennyiségek egyszeri direkt hatdsa utan is képesek
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lennének regenerdlodni. Vagyis a vizsgalt faj mar igen Kkis
toxinmennyiségre ¢érzékenyen reagal, viszont hosszu tavon, egyszeri
behatds utan (pl. vizvirdgzas dsszeomlasa) sejtszam-csokkenés mellett,
de a populacio életben tudna maradni. A szakirodalom alapjan azt lehet
mondani, hogy a viszonylag magas toxinkoncentraciokkal végzett
kisérletek soran nem elsédlegesen magukkal a populaciokkal, hanem az
egyes sejtfolyamatokkal foglalkoztak elsésorban. Bar célszervezettdl, ill.
toxinmennyiségtél, valamint varianstol fiiggden valtozik, melyik faj
milyen mértékben érzékeny az adott toxinra, az azonban 4altalanossagban
elmondhat6, hogy csak kevés olyan algafaj (Klebsormidium sp. — Valdor
¢s Aboal 2007) van, melyre semmilyen detektdlhaté hatdssal nincs a
nagy (akar 50 pg mL™) toxinkoncentricid. A fajok tSbbségénél
fotoszintézis gatlast (Dunaliella tertiolecta — Escoubas et al. 1995,
Anabaena sp. és Nostoc muscorum — Singh et al. 2001, Peridinium
gatunense — Sukenik et al. 2002, Synechococcus elongatus — Hu et al.
2004, Scenedesmus quadricauda - Sedmak és Elersek 2005), ill. az
oxidativ stressz enzimek, ill. egyéb enzimek szintjének emelkedését
(Scenedesmus armatus — Pietsch et al. 2001, Anabaena sp. és Nostoc
muscorum — Singh et al. 2001, Synechococcus elongatus — Hu et al.
2004, Poterioochromonas — Ou et al. 2005) figyelték meg. Ezek az
eredmények azonban nehezen Osszevethetok az A4ltalunk végzett
kisérletek eredményeivel, mivel mi a vizsgalataink sordn a
populacidszintli valtozasok detektalasara torekedtiink.

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

I. Kevert tenyészetek:

1. Befolyasoljik-e, és ha igen, milyen mértékben a C. ovata sejtek
életben  maradasat, szaporodasat, végsé soron a populdcio
fennmaradasat a kiilonbozo sejtszam-aranyban inokulalt M. aeruginosa
sejtek?

A C. ovata sejtek ndvekedését és életben maradasat nagyban

befolyasoltak az eltérd inokulalasai ardnyok. Az egységnyi sejtszamban
inokulalt C. ovata sejtek szdma minden esetben kimutatdsi hatar ala
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csokkent a kevert tenyészetekben. Ennek oka igen Osszetett (tapanyag-
interakcid, fénytlirés), a M. aeruginosa altal termelt toxin azonban
feltehetéen csak masodlagos szerepet jatszik benne, hisz ezeknél a
tenyészeteknél nem volt jelen detektalhatdé mennyiségii extracelluléris
mikrocisztin.

Abban az esetben azonban, amikor a C. ovata sejtek inokuldlasi
aranya volt a magasabb, a Cryptophyta sejtek minden esetben tulnétték a
Microcystis sejteket. Ebben, a tovabbi eredmények ismeretében, fontos
szerepet jatszhattak a C. ovata éltal termelt anticianobakteridlis
vegyliletek, melyek nagymértékben gatolhattdk a M. aeruginosa sejtek
novekedését.

2. Hogyan befolyasoljak az M. aeruginosa sejtszam-novekedeését az
eltéro sejtszamarany-beallitasi koriilmények?

A M. aeruginosa sejtek a kevert tenyészetekben minden esetben
¢letben maradtak, a kontroll tenyészetben nevelt sejtek, ill. a C. ovata
sejtek novekedési liteméhez viszonyitva azonban jelentds eltérések
tapasztalhatok. Az eredmények alapjan az mondatdé el, hogy az
egységnyi szamban inokulalt C. ovata sejtek az ugyanilyen sejtszamban
beoltott M. aeruginosa sejtek novekedését ¢és ¢életben maradéasat
elsddlegesen feltehetéen az arnyékolé hatds miatt pozitivan
befolyasoltak a kontroll tenyészethez képest. Abban az esetben azonban,
mikor a Microcystis sejtek nagyobb mennyiségben (0,2-0,4 x 10° sejt
mL™") voltak jelen a tenyészetekben, és az egyes cianobaktérium sejtekre
kevesebb tapanyag jutott, mint az elézéekben, mar jobban
érvényesiilhetett a C. ovata sejtek jelenlétének interakcios hatasa. A 0,2-
0,4 x 10° sejt mL" inokulalt C. ovata tenyészetekben, ahol a M.
aeruginosa sejtek szama 0,1 x 10° sejt mL™" volt a 0. napon, a
Cryptomonas sejtek feltehetéen azért tudtak olyan jelentds mértékben
tulndni a cianobaktérium sejteket, mert ilyen inokuldlési aranyok mellett
mar érvényesiilhetett a C. ovata sejtek feltételezhetd anticianobakterialis
hatasa.
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I1. Sejtkivonattal kezelt tenyészetek:

1. Amennyiben toxikusak, milyen mértékben toxikusak a kevert
tenyészetek inokulalasi koériilményeinek megfelelé M. aeruginosa
sejtkivonatok a C. ovata tenyészetek populdcioira?

A M. aeruginosa sejtkivonatokkal kezelt C. ovata tenyészetek
vizsgalata soran kapott eredmények tobb szempontbol is alatdmasztottak
azt a feltevésiinket, hogy az €16 sejtek kozott elsddlegesen interakciods
kapcsolatokrol nem pedig toxicitasrol van szo: (i) egyetlen sejtkivonat
sem vezetett a C. ovata sejtek szamanak detektdlasi hatar ala valo
csokkenéséhez szemben a kevert tenyészetekkel; (ii) a 0,4-2,5 x 10° sejt
mL™" kivonatok C. ovata sejtekre gyakorolt ndvekedést serkentd hatasa
szemben a kevert tenyészetekben detektalasi hatar ala csokkend
Cryptomonas sejtszammal; (iii) a 5 x 10° sejt mL"' kivonat bar
novekedést gatlo hatassal birt az elsé napokban, a populacidé nem
pusztult el, hanem folyamatosan névekedett, csak a kontroll tenyészetnél
kisebb intenzitassal.

2. Van-e antibakterialis, vagy novekedés-serkento hatasa a kevert
tenyészetek  inokuldlasi  koriilményeinek  megfeleloc C.  ovata
sejtkivonatoknak az M. aeruginosa tenyészetekre?

Az egységnyi C. ovata sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa
tenyészetek novekedésében bekovetkezd valtozdsok is azt tdmasztjak
ala, hogy a Microcystis sejtek szamanak emelkedése, vagy ennek
visszafogott jellege ilyen Cryptophyta sejtszam/kivonat mellett
elsdsorban a tenyészetben jelenlévé €16 Cryptomonas sejtek szamatol, az
€16-¢16 sejtek kozti interakciotdl, nem pedig a C. ovata altal termelt
novekedést gatld vegyiiletektol fliggatt.

Azonban nagyobb C. ovata sejtkivonat mennyiség mellett ez az
anticianobakterialis hatds mar fontos szerepet jatszhatott a Microcystis
sejtszamanak gatolt ndvekedésében.

3. Kimutathato-e autotoxicitas, vagy novekedes serkentés a Microcystis

tenyeszetek esetében az eltéré inokulalasi koriilményeknek megfelelo
mennyiségii M. aeruginosa sejtkivonatokkal torteno kezelés hatdasara?
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Mig a C. ovata sejtkivonatoknak mind neutralis, mind ndvekedést
serkentd, mind pedig novekedést gatldo hatdsa is megfigyelhetd volt,
addig a Microcystis sejtkivonatok egyértelmiien pozitivan befolyasoltdk
a cianobaktérium sejtek szdmanak emelkedését. Tehat az autotoxicités
ennél a laboratoriumi torzsnél egyértelmiien kizarhato.

III. MC-LR tisztitott toxinnal kezelt tenyészetek

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

Bar mar az éltalunk hasznalt legkisebb toxinkoncentracio (0,0213 pg
mL") hatasira is szignifikansan alacsonyabb volt a C. ovata
sejtszamdnak novekedése a kontroll tenyészetekhez viszonyitva, ami azt
jelzi, hogy mar kis koncentracidban is érzékeny a C. ovata a MC-LR
jelenlétére; az ebben a  kisérletsorozatban  hasznalt tiszta
toxinkoncentraciok novekedést gatld hatdsa kozott azonban nem volt
szignifikans kiilonbség, ill. a populacidk minden esetben ¢életben
maradtak. Vagyis bar érzékeny az altalunk vizsgalt Cryptomonas faj,
azonban ha egyszeri hatasrol van szd, a populdcio képes regeneralddni
ezen toxinkoncentracio hatérai beliil.

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

A 2,5-5 ug mL" toxinkoncentraciokkal kezelt tenyészet sejtszama
szignifikansan nem kiilonbozott az alacsonyabb toxinmennyiségekkel
kezelt tenyészetekétdl. A kiindulasi sejtszdmhoz viszonyitva ~50%-os
gatlas volt megfigyelheté a 20 ug mL™ kezelt tenyészeteknél, ill. a C.
ovata sejtek 99,5%-a pusztult el 50 pg mL’ toxinkoncentracio
jelenlétében.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kiilonb6z6 fajok kozti interakcidés kapcsolatok vizsgélata tobb
¢vtizedes multra tekint vissza (Cloern 1976, 1978, Keating 1978,
Sukenik et al. 2002, Legrand et al. 2003, Hedger et al. 2004, Suikannen
et al. 2004, Suikannen et al. 2005). Az interakcids kapcsolatok feltarasa
segithet megérteni - az abiotikus tényezok egyiittes ismeretével - az adott
faj, adott viztérben vald el6fordulasanak, vagy hianyanak lehetséges
okait. Tobb éves periddust feloleld vizsgalatok bizonyitjak, hogy az
abiotikus tényezOk szamottevd valtozdsa nélkiil is egyes években
bizonyos fajok viszonylag nagy szdmban fordulnak eld, mig mas
években csak kis egyedszammal képviseltetik magukat, vagy elé sem
fordulnak az adott viztérben (Cloern 1976, 1978, Keating 1978). Ilyen
esetekben keriilnek a figyelem kdzéppontjaba az adott fajra hato biotikus
tényezok, mint példaul a predacid, a toxicitas vagy a konkurencia.

A cianotoxinok emberekre, 4llatokra vagy novényekre kifejtett
hatdsai jol ismertek (Chorus ¢és Bartram 1999), kiilonésen a
mikrocisztinek esetében (MacKintosh et al. 1990, Sivonen et al. 1990,
Carmichael 1992, Runnegar 1995), az azonban, hogy a cianotoxinok
allelopatikus vegyiileteknek tekinthetdk-e, vitatott kérdés.

Tobb modszerrel lehetséges a fitoplankton egyiittesek egyes fajai
kozotti  interakcids  kapcsolatok, koztik az allelopatikus hatasok
vizsgélata: (i) axenikus tenyészetek egyiittnevelése; (i) axenikus
tenyészetek teljes sejtkivonattal torténd kezelése; (iii) axenikus
tenyészetek tisztitott toxinnal torténd kezelése (Sommer 1994).
Munkank soran — azért, hogy minél pontosabb képet kapjunk a C. ovata
€¢s a M. aeruginosa kozti interakciés kapcsolatok mibenlétérol —
elvégeztik a Sommer altal 1994-ben leirt egymast kiegészitd
vizsgalatokat.

Eredményeink a kdvetkezdkben foglalhatok dssze:

Kevert tenyészetek

A C. ovata sejtek szama minden alkalommal drasztikusan
lecsokkent, ha a M. aeruginosa inokulalasi sejtszama meghaladta a C.
ovata inokulalasi sejtszamat. Kiilonbség csak abban volt, mikorra
csokkent a sejtszam 100 sejt mL™' ald (9. 4bra). Az eredmények
ravilagitanak arra, hogy az adott inokulalasi korélmények az alacsony
stressztlirésti C. ovata szdmara mar nem toleralhatoak; az M. aeruginosa,
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mint jO stressz-tlird faj, tulndtte a C. ovata-t. Annak magyarazatara, hogy
milyen tényezdk (pl. allelopatikus hatasok) allnak ennek hatterében, a
tovabbi vizsgalatok eredményeibdl kovetkeztethettiink.

Azokban a kevert tenyészetekben, melyekben a C. ovata inokuléléasi
sejtszama magasabb volt, mint a M. aeruginosa sejtek szama, a C. ovata
¢letben maradt és tulndtte az M. aeruginosa-t (11b-c abra). Ezek az
eredmények is alatdmasztani latszanak azt a feltevést, hogy a kevert
tenyészetekben a két faj kozti interakcids kapcsolatban elsésorban az
abiotikus tényezOkért vald kompeticid jatszik szerepet ¢és a M.
aeruginosa altal termelt toxin esetleges allelopatikus hatdsa csupan
masodlagos.

A M. aeruginosa sejtek minden esetben életben maradtak a kevert
tenyészetekben. A  tenyészetek kozt eltérés csak a  kontroll
tenyészetekhez viszonyitott ndvekedési ratajukban mutatkozott meg. Az
1:2 és 1:4 aranyu tenyészeteknél az M. aeruginosa ndvekedési ratdja
alatta maradt a kontroll tenyészetekének, ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a C. ovata ezen kdzepes aranyok esetén szintén hatassal van a M.
aeruginosa novekedésére. Nem teljesen vilagos, hogy mi all e hatés
hatterében. Feltételezhetd, hogy az elsé napokban a C. ovata sejtek
jelenléte a tapanyag felvételében konkurenciat jelentett az M. aeruginosa
sejteknek (9b-c. abra). Ezt tdmaszthatja ald az a megfigyelés is, hogy az
Ix-es, 2x-es €s 4x-se kontroll tenyészetekben a tapanyag-felvételi rata
minden esetben a C. ovata sejtek esetében volt magasabb (10. és 12.
abra). Az 1:25 és 1:50 ardnyu tenyészeteknél nem volt Iényeges
kiilonbség a kontroll tenyészet ndvekedési ratdja és a kevert
tenyészetekben talalhatd M. aeruginosa sejtek novekedési rataja kozott,
ami magyarazhatd azzal, hogy a C. ovata sejtek szdma mar az 1. napra
100 sejt mL™ al4 csokkent (9d-¢ abra).

Sejtkivonatokkal kezelt tenyészetek

A M. aeruginosa sejtkivonattal kezelt C. ovata tenyészetek
eredményei azt bizonyitjdk, hogy a M. aeruginosa sejtkivonata
szignifikdnsan befolydsolja a C. ovata ndvekedését. Novekedést
serkentd és gatld hatasok egyarant megfigyelhetok voltak a sejtkivonat
mennyiségétdl fliggden (13. 4bra), ahogyan az mas eukariota alga-
cianobaktérium interakcié alkalmaval is megfigyelhetd volt (Lam és
Silver 1979). Abban az esetben, amikor a M. aeruginosa sejtkivonat
mennyisége megegyezett, vagy kétszerese volt az inokulalt C. ovata
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sejtek szamdnak, nem tapasztaltunk jelentds eltérést a kontroll
tenyészetek ¢és a kezelt tenyészetek sejtszdmaban, bar ez utobbiak
ndvekedési ratdja magasabb volt (13. abra). A 0,4 x 10° sejt mL™" és a
2,5 x 10° sejt mL" M. aeruginosa sejtkivonataval kezelt C. ovata
tenyészetek sejtszama a tenyésztési id6 végére meghaladta a kontroll
tenyészetek sejtszamat, ami egyrészt feltehetéen a sejtkivonattal
tapoldatba juttatott dsvanyi anyagoknak volt kdszonhetd. Masrészt, az
irodalmi adatok tiikrében (Sedmak ¢és Kosi 1998, Ou et al. 2005) akar a
tapoldatba jutott mikrocisztineknek is ndvekedést serkentd szerepe lehet.
Ezzel szemben az 5 x 10° sejt mL™" M. aeruginosa sejtkivonat azonban
mar gatolta a C. ovata sejtek ndovekedését a kontroll tenyészetekéhez
képest (13. abra).

Az M. aeruginosa sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetek
novekedése szignifikansan eltért az 4arnyékolt kontroll tenyészet
novekedésétdl, annal magasabb sejtszamot értek el. Véleménylink
szerint a kezelt tenyészetek ¢és kontroll tenyészet fejlodésében
megmutatkozé kiilonbség oka egyrészt az arnyékold hatdsban keresendd
(ahogy az a sejtkivonattal kezelt és az arnyékolas nélkiili kontroll
tenyészet kozt megfigyelhetd kiilonbségek elsédleges oka Ilehetett),
tovabba a sejtkivonattal tdpoldatba juttatott asvanyi anyagoknak, egyéb
szaporodast serkentd vegyiileteknek is koszonhetd. Sedmak és Kosi
(1998) eredményei alapjan feltételezhetjiik, hogy akéar maguknak a
Micocystis sejtek altal termelt toxinoknak is lehet ndvekedést serkentd
hatdsa. A magas aranynak megfeleld mennyiségii sejtkivonattal vald
kezelés mérsékelt gatld hatdsa a tulzott arnyékoldsnak, és nem az
ontoxikussagnak koszonhetd.

A M. aeruginosa sejtkivonatokkal végzett kisérleteink eredményeit
Osszefoglalva elmondhatd, hogy az M. aeruginosa sejtkivonata csak
nagy koncentracidban gatolja a C. ovata ndvekedését (ez a gatlas
erésebb a tiszta toxin gatld hatasanal is (13. abra), feltehetden Osszetett
allelopatikus hatasnak tekinthetd). Nagy mennyiségben a M. aeruginosa
kivonat az M. aeruginosa tenyészetek novekedését is gatolja, ez a
csekély mértékli gatldas minden bizonnyal az arnyékold hatdsnak
koszonhetd. Az alacsonyabb aranyoknak megfeleldé mennyiségi
sejtkivonat novekedést serkentd hatdsa feltehetden azzal magyarazhato,
hogy a sejtek kivonataval dsvanyi anyagokat ¢és mas szaporodast
serkentd vegyliletet juttattunk a tapoldatba.
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A C. ovata sejtkivonattal kezelt M. aeruginosa tenyészetekrol
elmondhatd, hogy amennyiben a sejtkivonat az €16 Microcystis sejtek
szamaval megegyez0 szamu sejtbol szarmazik, Ugy a kezelés a
cianobaktérium sejtek pusztulasahoz vezet (14. abra). Ha a C. ovata
kivonat mennyisége alacsonyabb sejtszamnak felel meg, mint a kezelt
Microcystis  sejtek szama, akkor serkenti a Microcystis sejtek
szaporodasat, mig magasabb sejtszamnak megfeleldé mennyiségl
Cryptomonas kivonatok szignifikans M. aeruginosa sejtszam csokkenést
okoznak a kontroll tenyészetekhez képest (15. 4bra). Osszességében
tehat elmondhatd, hogy a C. ovata termelhet olyan antibakterialis
vegyiileteket, amelyek negativan befolydsoljadk a Microcystis sejtek
szaporodasat, azonban ezek kémiai Osszetételének, kibocsatasuk
mértékének meghatdrozésa, egyaltalan létezésiik bizonyitasa még
tovabbi, jelen dolgozat kereteit meghalad6 szamu vizsgalatot igényel.

MC-LR-rel kezelt tenyészetek

A tiszta toxinnal kezelt tenyészetek és a toxikologiai tesztek
eredményei alapjan megallapithatd, hogy a C. ovata mikrocisztinekre
vonatkoztatva nem tekinthetd érzékeny fajnak. A tiszta toxinnal valo
kezelés soran alkalmazott toxinkoncentraciok (0,02-1,1 pg mL™)
mérsékelt és visszafordithatdo valtozasokat okoztak a kezelt C. ovata
tenyészetek sejtszamaban (17. és 18. abra). A toxikologiai tesztek azt
mutattak, hogy a C. ovata sejtek ECsy értéke Osszevetve azt egyes
vizindvények  érzékenységével (Pflugmacher 2002) viszonylag
magasnak mondhaté (2,5 pg mL™"). Meg kell jegyezni azonban, hogy
viszonylag széles koncentracid-tartomanyban hasonld érzékenységet
tapasztaltunk. Ezek alapjan, valamint annak ismeretében, hogy a vizsgalt
M. aeruginosa torzs nem bocsat ki detektdlhatdo mennyiségben
mikrocisztineket, azt mondhatjuk, hogy a mikrocisztineknek csak
masodlagos szerepe lehet a M. aeruginosa C. ovata ndvekedésére
kifejtett erds gatld hatasaban.

Napjainkban egyre népszerlibbek a természetes koriilményeket
modellez6 kevert tenyészetekkel és a sejtkivonatokkal végzett kisérletek,
mivel még kevés adat 4all rendelkezésre a szakirodalomban a
fitoplankton tagjai kozti tényleges interakcids kapcsolatokrol, kiillondsen
vitatott az allelopatia kérdése a cianotoxinokkal kapcsolatban. Ezért
tartottuk fontosnak megvizsgalni a C. ovata és a M. aeruginosa kozti
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interakciés kapcsolatokat. A M. aeruginosa 1:50 ardnynak megfeleld
mennyiségli nyerskivonataval kezelt C. ovata tenyészetek eredményei
azt sugalljak, hogy a toxinok allelopatikus hatisa a gatlas kifejtésében
feltételezhetd (mint pl.: szinergizmus a kiilonb6z6 mikrocisztin
variansok kozott - Mohamed 2008; az alkalmazott analitikai modszerrel
nem detektalhato, proteinhez kotott cianotoxinok jelenléte - Jiittner és
Liithi 2008; mas allelopatikus hatasu vegytiletek jelenléte - Suikkanen et
al. 2006; Palikova et al. 2007); az alacsonyabb aranynak megfeleld
mennyiségben alkalmazott sejtkivonattal, illetve a tiszta toxinnal végzett
kezelések eredményei azonban azt mutatjadk, hogy a C. ovata
sejtszamdnak csokkenése a kevert tenyészetekben nem elsOsorban a
tapoldatban 1évé oldott mikrocisztineknek koszonhetd. Vizsgalataink
eredményei terepi megfigyelésekkel torténd Osszevetése még tovabbi
kutatés targyat képezik.

Az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
fizikai kornyezet hatdsai els6dlegesek a fitoplankton kozosségek
Osszetételének meghatdrozasaban (Padisdk et al. 2010, Zohary et al.
2010), emellett a forrasokért valdo kompeticio, a populaciok jelenléte,
¢lettevékenysége okozta kornyezeti valtozasok (4rnyékolds, pH-
valtozasok), valamint a cianobakterialis vegyiiletek altal okozott gatlo
hatasok szintén fontos szerepet jatszhatnak.
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7. SUMMARY

Studies of interactions between different species date back several
decades (Cloern 1976, 1978, Keating 1978, Sukenik et al. 2002, Legrand
et al. 2003, Hedger et al. 2004, Suikannen et al. 2004, Suikannen et al.
2005). The exploration of relationships among phytoplankton taxa can
help us to understand - together with the knowledge of abiotic factors -
the possible reasons of the presence or absence of a given species.
Studies covering a period of several years have shown that certain
species occur in relatively large numbers in some years, while only a
small number of individuals represented, or may not occur in other years
in the same water body, without a significant change of abiotic factors
(Cloern 1976, 1978, Keating 1978). In such cases, biotic factors such as
predation, competition or toxicity are in the focus of interest.

The effects of cyanotoxins on humans, animals or plants are well-
known (Chorus and Bartram 1999), especially in the case of
microcystins (MacKintosh et al. 1990, Sivonen et al. 1990, Carmichael
1992, Runnegar 1995). However, the question if cyanotoxins can be
considered as allelochemicals is controversial.

There are many possible approaches to study allelopathy between
phytoplankton species: (i) co-culturing of axenic strains; (i1) treatment of
axenic strains with crude extracts of an other strain; (iii) treatment of
axenic strains with purified allelochemicals/toxins (Sommer 1994). In
order to get a more accurate view of the interactions of the eukaryote
cryptomonad C. ovata and the cyanobacterium M. aeruginosa, the three
complementary method described by Sommer (1994) were carried out
during our work. Our results can be summarized as follows:

Mixed cultures

The number of C. ovata cells has been drastically decreased in all
cases, when M. aeruginosa inoculation cell number was higher than C.
ovata inoculation cell number. The only difference was the time, when
the number of cells reduced below 100 cells mL™ (Fig. 9). The results
highlight that the given inoculating circumstances are not favorable for
the low stress-tolerant C. ovata. M. aeruginosa, as a good stress-tolerant
organism outgrew C. ovata. It can be possible to explain on the basis of
the results of further experiments, what factors (e.g. allelopathic effects)
are behind this phenomenon.
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C. ovata survived and outgrew M. aeruginosa in mixed cultures, in
which C. ovata inoculation cell number was higher than that of M.
aeruginosa (Fig. 9b-c). These results seem to support the hypothesis that
primarily competition for the abiotic factors plays a role in the
interaction between the two species in mixed cultures, and the possible
allelopathic effect of the toxin produced by M. aeruginosa has secondary
importance.

M. aeruginosa cells always survived in mixed cultures. The only
difference among the cultures was in their growth rate compared to
control cultures. M. aeruginosa growth rates were below that of control
cultures in cultures with 1:2 and 1:4 ratio, this suggests that C. ovata
affects M. aeruginosa growth in these ratios. It is not entirely clear what
is behind this effect. It can be assumed that C. ovata cells competed with
M. aeruginosa cells in nutrient uptake in the first few days of
experiments (Fig. 9b-c). This may corroborate by the observation that
nutrient-uptake rates of C. ovata cells in 1x, 2x and 4x control cultures
were higher in each case than that of M. aeruginosa cells (Fig. 10 and
12). There were no significant differences among M. aeruginosa growth
rates in 1:25 and 1:50 mixed cultures and control cultures, which can be
explained by the fact that C. ovata cell numbers fell below 100 cells mL"
! already on the first day (Fig. 9d-e).

Crude extract treated cultures

The results of C. ovata cultures treated with the crude extract of M.
aeruginosa show that the crude extract of the cyanobacterium
significantly affects the growth of the cryptomonad. Both growth
stimulatory and inhibitory effects were observed depending on the
amount of cell extracts (Fig. 13), as it was observed in interactions of
other eukaryotic algae and cyanobacteria (Lam and Silver 1979). When
M. aeruginosa cell extracts were in the same amount, or twice of the
inoculated number of C. ovata cells, there were no significant
differences observed between control and treated cultures, although the
growth rate of the latter was higher (Fig. 13). Cell numbers of C. ovata
cultures treated with 0.4 x 10° cells mL™ and 2.5 x 10° cells mL" M.
aeruginosa crude extracts exceeded the numbers of cells in the control
cultures at the end of the experiments, probably due to the minerals
added to the culture medium with the extract. On the other hand, in the
light of literary data (Sedmak and Kosi 1998, Ou et al. 2005)
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microcystins also could have a role in growth stimulation. In contrast,
the 5 x 10° cells mL ' M. aeruginosa crude extract, however, inhibited
C. ovata growth compared to control cultures (Fig. 13).

The growth of M. aeruginosa cultures treated with its own crude
extracts differed significantly from growth of the shaded control
cultures, they reached higher cell numbers. In our opinion, the
differences between treated and control cultures were due to shading
effects (as it could be the primary reason of the differences observed
between the crude extracts treated and unshaded control cultures).
Furthermore, minerals and other stimulatory compounds also could
cause increased growth. It can be also assumed that toxins produced by
Micocystis themselves could have growth-enhancing effect, based on the
results of Sedmak and Kosi (1998). The high inhibitory effect of high
amounts of crude extract can be related to over-shading, and not due to
self toxicity.

Summarizing the results of our experiments we can conclude that
crude extract of M. aeruginosa inhibits the growth of C. ovata only in
high concentration (the inhibitory effects were stronger than in the case
of pure toxin (Fig. 13), presumably complex allelopathic effects can be
considered). Large quantities of cyanobacterial extracts inhibited the
growth of M. aeruginosa cultures; this slight inhibition is probably due
to the shading effect of the extract. The growth stimulating effect of
extracts adequate to lower rates probably can be explained by minerals
and other stimulating compounds content of the extracts.

The growth of M. aeruginosa cultures treated with C. ovata crude
extract was not affected, when the amount of crude extract was adequate
to the cell number of the cyanobacterium (Fig. 14). C. ovata extract
corresponding to lower cell number stimulated the growth of Microcystis
cells, while at cell extracts of the cryptomonad corresponding to higher
cell numbers caused a significant decrease in M. aeruginosa cell
numbers compared to control cultures (Fig. 15). Overall, we can
conclude that C. ovata may produce anti-bacterial compounds that
negatively affect the growth of Microcystis cells, however, to describe
their chemical composition, level of release, to prove their existence
needs further examinations going beyond the possibilities of the present
work.
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MC-LR treated cultures

The results of pure toxin-treated cultures and toxicology tests
showed that C. ovata can not be considered as sensitive species to
microcystins. The used toxin concentrations in pure toxin treatments
(0.02 to 1.1 pg mL™) caused moderate and reversible changes in the cell
numbers of treated C. ovata cultures (Fig. 17 and 18). The toxicological
tests showed that ECs, values for the cryptomonad can be considered as
relatively high (2.5 pg mL™) in comparison with the sensitivity of some
aquatic plants (Pflugmacher 2002). It should be noted, however, that
similar sensitivity was observed in a relatively wide range of
concentrations. Based on these data, and knowing that the tested M.
aeruginosa strain do not emit detectable amounts of microcystins, we
can say that these toxins could have only a secondary role in the strong
inhibition of C. ovata growth.

Nowadays experiments modeling natural conditions (mixed cultures,
crude extracts) are more and more popular, whereas there are few data
available in the literature for interactions between members of
phytoplankton, particularly contentious issue the allelopathic activity of
cyanotoxins. Therefore it is considered important to study the interaction
between C. ovata and M. aeruginosa, a eukaryotic alga and a toxic
cyanobacterium. The results of C. ovata cultures treated with M.
aeruginosa crude extract in 1:50 ratio suggest that the allelopathic effect
of toxins in growth inhibition can be assumed (such as synergism of the
different variants of microcystins - Mohamed 2008; presence of protein-
bound cyanotoxins undetectable by the applied analytical method -
Jittner and Liithi 2008; presence of other allelopathic compounds -
Suikkanen et al. 2006, Palikova et al. 2007). However, the results of
treatments with crude extract corresponding to lower ratio, and the pure
toxin treatments suggest, that the decrease in C. ovata cell number in
mixed cultures is not primarily due to dissolved microcystin content of
the culture medium. Comparison of our results with field observations is
the subject of further research. Based on these results we can conclude
that the effects of the physical environment are primary in the
composition of phytoplankton communities (Padisék et al. 2010, Zohary
et al. 2010). In addition competing for resources, environmental changes
caused by the presence and activity of other populations (shading, pH
changes), and the inhibitory effects caused by cyanobacterial compounds
also play an important role.
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10. MELLEKLETEK

1. melléklet A C. ovata kontroll és kevert tenyészeteinek egy napra
vonatkoztatott ¢és atlagos novekedési rataja [k = (InN, — InNy) / (t; — ty),
ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési rata, N, a tenyészet
egyedszama t, idépontban, N; a tenyészet egyedszama t; idépontban, t;
az inokulalas idépontja]

Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési
rata
k C. ovata
kontroll 0,34 0,283 0,183 0,270
k C. ovata
1:1 kevert 0,086 -0,013 -0,11 0,033
k C. ovata
1:2 kevert 0,274 -0,008 — 0,014
k C. ovata
1:4 kevert 0,182 0,048 — -0,033
k C. ovata L B _ B
1:25 kevert
k C. ovata . B B B
1:50 kevert
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2. melléklet A M. aeruginosa kontroll, arnyékolt kontroll és kevert
tenyészeteinek egy napra vonatkoztatott és atlagos novekedési ratdja [k
= (InN, — InN;) / (t2 — t1), ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési
rata, N, a tenyészet egyedszdma t, idOpontban, N; a tenyészet
egyedszama t; id6pontban, t; az inokulalas id6épontja]

1. nap

7. nap

14. nap

Atlagos
névekedési
rata

k M.
aeruginosa 1:1
kontroll
k M.
aeruginosa 1:1
arnyékolt
kontroll
kM.
aeruginosa 1:1
kevert
k M.
aeruginosa 1:2
kontroll
k M.
aeruginosa 1:2
kevert
k M.
aeruginosa 1:4
kontroll
k M.
aeruginosa 1:4
kevert
kM.
aeruginosa
1:25 kontroll
kM.
aeruginosa
1:25 kevert
k M.
aeruginosa
1:50 kontroll
k M.
aeruginosa
1:50 kevert

-0,426

0,063

0,575

-0,479

0,113

0,200

0,422

0,212

0,267

0,249

0,251

0,160

0,233

0,217

0,170

0,286

0,163

0,101

0,138

0,050

0,041

0,181

0,169

0,238

0,193

0,216

0,203

0,073

0,072

0,046

0,042

-0,579

0,159

0,233

0,153

0,165

0,246

0,223

0,118

0,145

0,088

0,081

99



3. melléklet A C. ovata kontroll és kevert tenyészeteinek egy napra
vonatkoztatott és atlagos ndvekedési ratdja [k = (InN, — InN}) / (t; — ty),
ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési rata, N, a tenyészet
egyedszama t, id6pontban, N; a tenyészet egyedszama t; idépontban, t;
az inokulalas idépontja]

Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési
rata
Zlflcléoolrz't:ll 0,081 0.093 0.088 0%
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4. melléklet A M. aeruginosa kontroll, arnyékolt kontroll és kevert
tenyészeteinek egy napra vonatkoztatott és atlagos novekedési ratdja [k
= (InN, — InN;) / (t2 — t1), ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési
rata, N, a tenyészet egyedszdma t, idOpontban, N; a tenyészet
egyedszama t; id6pontban, t; az inokulalas id6épontja]

Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési
rata
k M.
aeruginosa 1:1 -0,431 — — -0,594
kontroll
k M.
aeruginosa
1:1 arnyékolt 0,065 0,159 0,180 0,158
kontroll
k M.
aeruginosa 1:1 0,575 0,233 0,169 0,236
kevert
k M.
aeruginosa 2:1 -0,233 0,118 0,155 0,080
kevert
k M.
aeruginosa 4:1 -0,337 0,052 0,062 -0,011
kevert
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5. melléklet A C. ovata kontroll és M. aeruginosa sejtkivonataival kezelt
tenyészeteinek egy napra vonatkoztatott és atlagos novekedési rataja [k
= (InN, — InN;) / (t2 — t1), ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési
rata, N, a tenyészet egyedszdma t, idOpontban, N; a tenyészet
egyedszama t; id6pontban, t; az inokulalas id6épontja]

Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési

rata

k C. ovata 0.344 0283 0,182 0271
kontroll
k C. ovata

1x kezelt 0,147 0,313 0,198 0,282
k C. ovata

2x kezelt 0,406 0,291 0,191 0,304
k C. ovata

4x kezelt 0,588 0,326 0,207 0,363
k C. ovata

25x kezelt 0,642 0,368 0,212 0,360
k C. ovata

50x kezelt 0,267 0,186 0,190 0,210
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6. melléklet A M. aeruginosa kontroll és 0,1 x 10° sejt mL" C. ovata
sejtkivonataival kezelt tenyészeteinek egy napra vonatkoztatott ¢&s
atlagos novekedési rataja [k = (InN, — InNy) / (t, — t;), ahol k az 1 napra

vonatkoztatott novekedési

rata,

N>

a tenyészet egyedszama t;

idépontban, N; a tenyészet egyedszama t; id6pontban, t; az inokulalas

id6pontja]
Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési
rata
k M.
aeruginosa 1x -0,422 — — -0,597
kontroll
k M.
aeruginosa 1x -0,404 — — -0,649
kezelt
k M.
aeruginosa 2x -0,437 0,219 0,239 0,154
kontroll
k M.
aeruginosa 2x 0,294 0,258 0,247 0,286
kezelt
k M.
aeruginosa 4x 0,199 0,286 0,216 0,246
kontroll
k M.
aeruginosa 4x 0,639 0,328 0,222 0,361
kezelt
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7. melléklet A M. aeruginosa kontroll és 0,1 x 10° sejt mL™", 0,2 x 10°
sejt mL”' és 0,4 x 10° sejt mL" C. ovata sejtkivonataival kezelt
tenyészeteinek egy napra vonatkoztatott és atlagos novekedési ratdja [k
= (InN; — InNy) / (t, — t1), ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési
rata, Ny a tenyészet egyedszama t, iddpontban, N; a tenyészet
egyedszama t; idépontban, t; az inokulalds idépontja]

Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési
rata
kM.
aeruginosa -0,420 — — -0,140
kontroll
k M.
aeruginosa 0,05 0,185 0,194 0,143
arnyékolt
kontroll
k M.
aeruginosa 1x -0,400 — — -0,133
kezelt
k M.
aeruginosa 2x -0,160 0,147 0,184 0,057
kezel
k M.
aeruginosa 4x -0,130 0,150 0,158 0,059
kezelt

104



8. melléklet A M. aeruginosa kontroll, arnyékolt kontroll és M.

aeruginosa

sejtkivonataival

kezelt

tenyészeteinek egy napra

vonatkoztatott és atlagos novekedési rataja [k = (InN, — InN;) / (t2 — t)),
ahol k az 1 napra vonatkoztatott novekedési rata, N, a tenyészet
egyedszama t, id6pontban, N; a tenyészet egyedszama t; idépontban, t;
az inokulalas idépontja]

Atlagos
1. nap 7. nap 14. nap novekedési
rata
k M.
aeruginosa -0,406 — — -0,605
kontroll
k M.
aeruginosa 0,045 0,156 0,182 0,155
arnyékolt
kontroll
k M.
aeruginosa 1x 0,139 0,254 0,250 0,248
kezelt
k M.
aeruginosa 2x 0,414 0,266 0,266 0,306
kezelt
k M.
aeruginosa 4x 0,799 0,246 0,252 0,322
kezelt
k M.
aeruginosa 0,022 0,257 0,260 0,253
25x kezelt
k M.
aeruginosa 0,065 0,241 0,250 0,220
50x kezelt

105



9. melléklet A C. ovata kontroll, 0,0213 pgxmL™, 0,0425 pugxmL™,
0,0851 pgxmL™, 0,532 pgxmL" és 1,063 pgxmL”' MCY-LR toxinnal
kezelt tenyészeteinek egy napra vonatkoztatott és atlagos ndvekedési
ratdja [k = (InN; — InN;) / (t — t;), ahol k az 1 napra vonatkoztatott
novekedési rata, N, a tenyészet egyedszdma t, idOpontban, N; a
tenyészet egyedszama t; idopontban, t; az inokulalas idépontja]

1. nap

7. nap

14. nap

Atlagos
novekedési
rata

k
C. ovata
kontroll
k
C. ovata
0,0213
pgxmL™’
toxinnal
kezelt
k
C. ovata
0,0425
pgxmL™’
toxinnal
kezelt
k
C. ovata
0,0851
pgxmL’
toxinnal
kezelt
k
C. ovata 0,532
pgxmL’
toxinnal
kezelt
k
C. ovata 1,063
pgxmL’
toxinnal
kezelt

0,239

0,131

0,103

0,072

0,129

0.051

0,231

0,209

0,197

0,164

0,171

0,177

0,164

0,144

0,149

0,150

0,150

0,151

0,235

0,174

0,169

0,144

0,148

0,149
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