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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A cianobaktériumokat (Cyanobacteria) bolygonk legdsibb ¢€l6lényei kozott
tartjuk szamon. Kiemelkedd szerepet toltottek be a mai oxigéndis légkor
kialakitasdban. A cianobaktériumok szdmukra kedvezd koriilmények kozott igen nagy
tomegben elszaporodhatnak (jelentds vizviragzdsok okozdi lehetnek), az 6kologiai
egyensuly felboruldsat eredményezhetik, ezaltal nagymértékli kart okozhatnak a vizi
okoszisztémakban (Campos et al., 2013). A figyelem kozéppontjaba allitja dket, hogy
szdmos biologiailag aktiv metabolitot termelnek, koztik a cianotoxinokat. Az
eukariota algdk ¢és a toxintermelésre képes cianobaktériumok interakcids
kapcsolatainak feltérképezése, tovabba a cianotoxinok, mint szekunder metabolitok
vizi életkozdsségekben betoltott funkcidja az algologiai kutatdsok nagy érdeklédésre
szamot tartd témai kozé tartoznak. Az eukaridta algdk és cianobaktériumok kozotti
kolcsonhatas mélyebb megértése és megismerése elengedhetetlen lenne a viztestekben
tapasztalt vizviragzasok prevencidjahoz és kontrolljahoz (Zhang et al., 2017).

A cilindrospermoszin (CYN) a mikrocisztinek (MCs) utan a masodik legjobban
kutatott €s ismert cianobakteridlis toxin. A f6 CYN termeld nemzetségek a
kozmopolita Oscillatoriales €s a Nostocales rendek képviseldi koziil keriilnek ki
termel0 sejtben, illetve az algakozosségekben betoltott szerepérdl azonban még mindig
viszonylag kevés, ¢€s sok esetben egymasnak ellentmond6 informécié all
rendelkezéstinkre.

Munkénk f6 iranyvonalat adta, hogy kozelebb keriiljiink a toxin biologiai
szerepének megértéséhez. Fontosnak tartottuk megvalaszolni, hogy miképpen
befolyasolja a toxin az algafajok abundanciajat, és hogyan hat az egyik legfontosabb
esszencidlis tapelem, a foszfor felvételére, mely elem jelenléte vagy hianya
meghatarozé jelentéséggel bir a primer producensek élettani folyamataiban. Ujabb
irodalmi adatok a CYN algafajok foszfatdz enzim aktivitdsara gyakorolt hatasara
mutatnak ra (Bar-Yosef et al., 2010). Ezért munkank kozponti részét képezte a foszfor
anyagcserében nélkiilozhetetlen szerepet jatszé foszfataz enzimek aktivitdsdban
bekovetkezett valtozasok vizsgalata is. Nem utolsé sorban pedig tudomdasunk szerint
nem 4all rendelkezésre irodalmi adat arr6l, hogy a toxin hogyan befolyasolhatja a
bizonyos algafajok életciklusanak fontos részét képezd kitartoképlet-képzést és az
ezzel gyakran egyiitt jard specifikus anyagcesere-termékek felhalmozasat.

Kisérleteink soran harom, részben eltérdé okologiai igényli zoldalga (Chlorophyta)

faj (Scenedesmus obtusus, Haematococcus pluvialis, Chlorococcum sp.) laboratoriumi
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izolatumait alkalmaztuk. A tenyészeteket kiilonb6z6 mennyiségii ¢és CYN
koncentracidju ciaonbakteridlis kivonatokkal kezeltiik, célunk az volt, hogy
kisérleteink  eredményeinek értelmezésével kozelebb keriiljink a CYN
algakozosségekben betoltott biologiai funkcidjanak megértéséhez.

A Scenedesmus obtusus-szal végzett kisérletek soran viszonylag magas toxin
koncentraciok (1,0 - 2,5 ug ml™") alkalmazasa mellett vizsgalni kivantuk, hogyan hat a
toxin tartalm kivonat a zoldalga conobiumszam valtozasaira, foszfat felvételére,
valamint a savas ¢&s alkalikus foszfatdz enzimek aktivitidsara. A CYN-tartalmu
Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum kivonattal torténd kezelések mellett
nem CYN-termeld Aphanizomenon torzsbdl eldallitott kivonatot is alkalmaztunk
kisérleteink soran, valamint Ugynevezett kiegészitéses kezelések 1is torténtek,
amelyekben a nem toxikus kivonatot a toxikus kivonat CYN-tartalmanak megfeleld

mennyiségli CYN-nel egészitettiik ki. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Az egyes kezeléstipusok és a kezeléstipusokban alkalmazott koncentraciok
hogyan hatnak az S. obtusus condbiumszam valtozasaira?

- Hogyan alakul az egyes tenyészetek foszfat felvételének dinamikaja?

- Milyen hatéssal vannak a cianobakteridlis kivonatok a foszfatdz enzimek
aktivitasara?

- Van-e szamottevo kiilonbség az eltérd kezeléstipus soran tapasztalt valtozasok
kozott? A CYN irodalmi adatok alapjan feltételezett alkalikus foszfataz
aktivitast fokozo hatasa (Bar-Yosef et al., 2010) kizardlag a toxinnak, vagy a
CYN-tartalmi  kivonatban jelenlévd mas anyagcseretermékeknek 1is
koszonhetd?

Alacsonyabb toxin koncentraciok (0,025 — 0,5 pg ml"') alkalmazasa mellett
vizsgaltuk a H. pluvialis z6ldalga novekedésben, tapanyagfelvételben ¢s foszfataz
enzim aktivitasdban bekovetkezett valtozasok mellett, hogy milyen hatassal van a
a sejtek szinanyag felhalmozasara. A H. pluvialisra iranyuld vizsgalatainkban a
kovetkezo kerdésekre kerestiik a valaszt:

crer

tartalmu kivonattal torténd kezelés hatasara?

- Hogyan valtozik az egyes sejttipusok ardnya a kezelt tenyészetekben?



- Befolyasolja-e a C. ovalisporum kivonat a tenyészetek cisztasodasi
folyamatait illetve hatast gyakorol-e a sejtek szinanyag felhalmozasi
folyamataira?

- Hatassal van-e a cianobakterialis kivonat az alga sejtek foszfat felvételére

valamint foszfataz enzim aktivitasara?

A fentiek mellett kutatdmunkank soran Chlorococcum sp. tenyészeteket
kezeltiink teljes (minden sejttormeléket tartalmazd) és centrifugdlt (sejttormelék
mentes) cianobakteridlis sejtkivonattal. Vizsgalni kivantuk, van-e kiilonbség a teljes €s
a centrifugélt cianobakteridlis kivonattal kezelt a Chlorococcum sp. tenyészetekben
bekovetkezett valtozasokban. Ezen kisérletsorozatban a kovetkezd kérdéseket

terveztiik megvalaszolni:

- Milyen hatdssal van a teljes és a centrifugdlt cianobakterialis sejtkivonat a
Chlorococcum sp. tenyészetek novedésére az egyes kezelések soran?

- Milyen valtozasok kovetkeznek be a zoldalga foszfat felvételében?

- Kiilonbozik-e szamottevéen a két tipusi kivonat a kifejtett hatasok
tekintetében?

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Az alkalmazott taxonok

Kisérleteinket a  Debreceni  Egyetem  Hidrobiologiai  Tanszékének
torzsgylijteményében (Algal Culture Collection, Department of Hydrobiology,
University of Debrecen) fenntartott Scenedesmus obtusus (Meyen) (ACCDH-
UD1310), Haematococcus pluvialis (Flotow) (ACCDH-UD1205) Chlorococcum sp.
(Meneghini) ACCDH-UD1002) algatorzsekkel végeztik. A cianobakterilis
sejtkivonat elkészitéséhez CYN-termeld Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum
torzset (Forti, Zapomelovda, Skdcelova, Pumann, Kopp, Janecek) (ACCDH-UD1001;
C+) és nem CYN-termelé Aphanizomenon sp. torzset (ACCDH-UDI1304; C-)

hasznaltunk.



2.2. Nevelési koriilmények

A Scenedesmus obtusus nevelése Jaworski tapoldatban (CCAP Media Recipes
n.d.), 50 mL végtérfogatban, 14 6ra megvilagitas (40 pmol foton m > s™"), 10 dra s6tét
fotoperiodus alkalmazasaval, 24°C-on, razatott tenyészetekben tortént. A kisérletek
id6tartama 14 nap volt.

A Haematococcus pluvailis nevelése Optimised Haematococcus Medium-ban
(OHM, Fabregas et al., 2000), 200 ml végtérfogatban, 14 6ra megvilagitds (80 pmol
foton m 2 s_l), 10 ora sotét fotoperiodus alkalmazaséaval, 24°C-on, steril levegdvel
buborékoltatott tenyészetekben tortént. A kisérletek idétartama 12 nap volt.

A Scenedesmus obtusus és a Haematococcus pluvialis izoldtumok esetében a
foszfat-€¢heztetett tenyészetek nevelése megegyezd koriilmények kozott, de
fosztatmentes tdpoldatokban tortént. A cisztaképzés indukalasara beallitott H. pluvialis
tenyészetek tapoldatdhoz natrium-acetat és hidrogén-peroxid keriilt hozzaadasra (45
illetve 0,01 mM végkoncentracid; Kobayashi et al., 1993).

A Chlorococcum sp. nevelése ,Jaworski tapoldatban, 400 ml végtérfogatban,
folyamatos megvilagitas mellett (80 pumol foton m 2 s '), 24°C-on, steril levegével

buborékoltatott tenyészetekben tortént. A kisérletek id6tartama 14 nap volt.

2.3. A cianobakterialis sejtkivonatok eloallitasa

A kivonatok elkészitéséhez 14 napos cianobaktérium (C+ és C—) tenyészeteket
centrifugaltuk (6000 xg, 10 perc, Beckman Avanti J-25). A feliiliszé eltdvolitasat
kovetden a cianobaktérium sejteket hdromszori fagyasztis-olvasztassal valamint
szonikaldssal (15 perc) tartuk fel. Az igy eldallitott szuszpenzidt neveztik teljes
sejtkivonatnak. A Chlorococcum sp. kezelésénél alkalmazott un. centrifugalt
sejtkivonatot a teljes cianobakterialis sejtkivonat centrifugalasaval (Heraeus Fresco 17,
kapillaris elektroforézissel hataroztuk meg (PrinCE-C 700 késziilék, poliimid boritasu
szilika kapillaris, 80 cm teljes hossz, 50 um belsdé atmérd, 0,15 perc hidrodinamikus
injektalas, 100 mbar, +25kV fesziiltség, 20 perc futtatasi 1d6).



2.4. A Kisérletek Kivitelezése

2.4.1. Kiilonb6z6 cianobakterialis sejtkivonatok Scenedesmus obtusus zdldalgara

gyakorolt hatdsainak vizsgalata

Vizsgalataink soran a Scenedesmus obtusus tenyészeteket CYN tartamu (C+)
valamint CYN-t nem tartalmaz6 (C—) cianobakteridlis kivonattal kezeltiink. Ezek
mellett beallitasra keriiltek tgynevezett kiegészitéses kisérletek, mely soran a S.
obtusus tenyészetekhez C— kivonat ¢és tisztitott CYN keriilt hozzdadasra (C—+C).
Annyi CYN-tartalmu cianobakterialis sejtkivonat, illetve a kiegészitéses kisérleteknél
tisztitott CYN kertiilt hozzaadasra, hogy az egyes kezelések végso toxin koncentracioja
1; 1,5; 2 és 2,5 pg ml" legyen. A toxinmentes kezelések el6allitasahoz a S. obtusus
tenyészetekhez a toxin tartalmi kezelések sordn felhasznalt cianobakteridlis
sejtkivonattal ekvialens mennyiségii C— sejtkivonatot adtunk, az ekvivalens mennyiség
meghatdrozasa a CYN-tartalmu kivonatra jellemz6 cianobaktérium sejtszamot alapul
véve tortént.

Az adott kezeléseknek megfeleld un. negativ kontroll tenyészetek is Osszeallitasra
keriiltek. A negativ kontroll tenyészetek zoldalgat nem, csak a cianobakteridlis
sejtkivonatot tartalmaztak. A negativ kontroll tenyészetek az egyes kezelésekben mért
értékek korrekcidjaul szolgaltak. Ezek mellett a foszfatdz enzimek indukcidjanak
tesztelésére beallitasra keriiltek fosztat eheztetett tenyészetek is.

A kisérletek minden mdésodik napjan tortént mintavétel condbiumszam
meghatdrozashoz (10 pl, 400x nagyitas, Olympus BX50F-3 mikroszkop), valamint
tovabbi 1 ml mintat centrifugéltunk, (16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco 17). A
kiilonvalasztott feliiluszot a foszfatfelvétel meghatarozasara, az alga-biomasszat a
klorofill koncentracio mérésére hasznaltuk fel. A kisérletek 0., 7. és 14. napjan tovabbi

4 x 400 pl mintat vettlink savas és alkalikus foszfatdz mérésekhez.

242. A CYN tartalma cianobakteridlis sejkivonatok Haematococcus pluvialis

zOldalgara gyakorolt hatdsainak vizsgalata

Munkéank soran Haematococcus pluvialis tenyészetekhez olyan mennyiségben
adtuk hozza a CYN-tartalmt cianobakteridlis kivonatot, hogy az egyes kezelések

végs6 toxin koncentracidja 0,025; 0,05; 0,1 és 0,5 pg ml' legyen. Csak



cianobakteridlis kivonatot tartalmaz6 un. negativ kontroll tenyészetek itt is beéllitasra
kertiltek, melyek {6 célja az egyes kezelésekben tapasztalt valtozasok korrekcioja volt.

Ezeken kiviil beéllitasra keriiltek indukalt (a cisztaképzés serkentéséhez specidlis
tapoldatba oltott) és foszfat ¢heztetett tenyészetek is. Minden masodik napon tortént
mintavétel sejtszdmolasra (10 pl, 400x nagyitds, Olympus BX50F-3 mikroszkdp).
Vegetativ sejteknek az ostorral rendelkezd sejteket tekintettiik, mig az ostorukat
elvesztett, jellegzetesen atalakult sejtfala sejteket cisztaknak tekintettiik. Kiilon
szamolasra keriiltek a zold és zold-piros vegetativ sejtek (ZV, ill. ZPV), a zold és zold-
piros cisztak (ZC, ill. ZPC), valamint a teljesen piros cisztdk, az érett aplanosporak
(PC). A tenyészetek foszfat koncentrdcidinak meghatdrozdsahoz 1 ml mintat
centrifugdltunk (16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco 17), a feliiluszot feldolgozasig -
20°C-on taroltuk. Ezen kiviil a kisérletek 0., 7. és 14. napjan tovabbi 4 x 400 pul mintat

vettiink savas és alkalikus foszfataz aktivitas mérésekhez.

2.43. CYN tartalmu cianobakteridlis sejtkivonatok Chlorococcum sp. zdldalgara

kifejtett hatasainak vizsgéalata

A Chlorococcum sp. tenyészetekhez a zoldalga sejtszammal azonos (1:1),
valamint kétszeres (1:2) és négyszeres (1:4) Chrysosporum ovalisporum sejtszamnak
megfelel6 mennyiségii teljes és centrifugalt cianobakterialis sejtkivonatot adtunk (11.
abra). Az osszeallitott 1:1 kezelésben 0,04 pg ml”, az 1:2-ben 0,09 pg ml’, az 1:4
kezelésben pedig 0,17 pug ml' volt a CYN koncentracidja a kisérlet kezdetekor.
Minden masodik napon vettliink mintat sejtszdm meghatarozasra (10 pl, 400x nagyitas,
Olympus BXS50F-3 mikroszkoép), tovabbd a feliiliszo tdpanyag tartalméanak
meghatdrozasara (1 ml; centrifugalas: 16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco 17, tarolas
feldolgozésig: -20°C).

2.5. A Kklorofill koncentracio meghatarozasanak menete

A klorofill koncentracié meghatarozasahoz az egyes kezelésekbdl vett 1 ml minta
centrifugdlasa, és a feliiliszo eltavolitasa utdn maradt alga-biomassza keriilt
felhasznalésara.

A centrifugalassal Osszegyljtott sejtekhez 500 pl metanolt adtunk, majd
homogenizalds utdn 70°C-os vizfiirdoben elsd forrasig melegitettiik. A forrds utan

tovabbi 500 pl metanol keriilt hozzaadasra. Az igy kapott elegyet centrifugaltuk
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(16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco 17), a feliiluszé6t 653, 666 és 750 nm-en
fotometraltuk (Hach Lange DR 6000 UV-VIS). Az egyes mintdk klorofill
koncentracioit Felfoldy (1987) alapjan szamitottuk, és pg ml™'-ben adtuk meg.

2.6. A foszfat koncentracio meghatarozasanak menete

A foszfat koncentracid6 meghatdrozasahoz az egyes kezelések 200 nul sejtmentes
feliiliszoja keriilt felhasznalasra. A  szabad, reaktiv foszfat mennyisége
spektrofotometriasan (Hach Lange DR 6000 UV-VIS), foszfor-molibdenat modszerrel
mértik (MSZ EN ISO 6878 2004). A mérés azon alapszik, hogy a reagensben
talalhatd molibdenat ionok a mintakban 1évo ortofoszfat ionokkal reagalva foszfor-
molibdenat komplexet képeznek, mely kék szinli vegyiiletté¢ redukalodik kénsavas
kozegben. A redukélészer az aszkorbinsav, a folyamat katalizatora a kalium-

antimonil-tartarat. A kialakult komplex elnyelési maximuma 885 nm hulldmhosszon

crer

sy

szamu (10°) condbiumra vonatkoztatva, pg ml”'-ben adtuk meg. A Haematococcus

pluvialis és Chlorococcum sp. esetében a tenyészetek tapoldatanak foszfat

sy

crer

2.7. A foszfataz enzimek aktivitasanak mérése

Eldzetes vizsgalataink alapjan a Scenedesmus obtusus foszfatdz enzimei pHS és
pHY, a Haematococcus pluvialis fosztataz enzimei pHS és pH11 kémhatédsu kozegben
mutatnak maximalis aktivitast, ezért vizsgalatainkat pHS, pH9 és pHI11 pufferek
alkalmazasaval végeztik (pHS: 49 mM kalium-hidrogén-ftalat; pH9: 125 mM
natrium-tetraborat; pH11:24,99 mM natrium-hidrogén-karbonat).

A foszfatdz aktivitds in situ méréséhez Tabatabai ¢s Bremner (1969) valamint
Ihlenfeldt és Gibson (1975) kis mértékben modositott modszereit alkalmaztuk. A
mintadk 400 pl-¢hez 500 pl megfeleld kémhatast puffert adtunk (pHS/pH9/pH11). Az
elegyeket 400 pul para-nitro-fenil-foszfat oldattal (pNPP) egészitettik ki
(végkoncentracid6 8 mM), majd az 0Osszedllitdsokat 60 percig 24°C-on, sotétben
inkubaltuk. A pNPP hozzdadasaval kezd6dott az enzimreakcid, melyet 500 ul ,,stop
oldat”-tal allitottunk le. A ,,stop oldat” 0,2 M Na,HPO4-ot tartalmazott 1| M NaOH-ban
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feloldva. Az elegyeket centrifugaltuk (1000 x g, 1 perc, Heraecus Fresco 17), és a
reakcid sordn a pNPP-bdl atalakitott pNP mennyiségét spektrofotometridsan (Hach
Lange DR 6000 UV-VIS), 400 nm hullamhosszon hatiroztuk meg a reakcid kezdetén
,»stop oldat”-tal leallitott reakcidelegyekkel szemben. Az enzimaktivitast a S. obtusus
esetében condbiumszamra vonatkoztatva, pmol pNP 10° conébium ' éra ' egységben,
a H. pluvialis esetében sejtszamra vonatkoztatva, pmol pNP 10° sejt™ 6ra’ egységben

adtuk meg.

2.8. Statisztikai elemzés

Minden kisérletet haromszoros ismétlésben végeztiink el. A . condbium- ill.
sejtszdmok tendencidinak 0sszehasonlitasdhoz €s a foszfat felvételre vonatkozo adatok
statisztikai  elemzéséhez egyszempontos kovariancia analizist (ANCOVA)
alkalmaztunk (Zar, 1996; Hammer et al., 2001). A foszfatdz aktivitasban, klorofill
koncentracioban, az S. obtusus tenyészetek 14. napi condbiumszadmaban, és a H.
pluvialis  sejttipusainak aranyaiban bekovetkezett valtozdsokat egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) elemeztilk. A statisztikai kiértékeléshez a PAST
(Hammer etl., 2001) és SigmaPlot programokat hasznaltuk.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
3.1. Scenedesmus obtusus

A S, obtusus zoldalga tenyészetek noOvekedésének tendenciajban nem
mutatkozott szignifikdns kiilonbség, csak a C+ kezelt tenyészetek 14. napi
condbiumszdmai voltak szignifikdnsan alacsonyabbak a kontrollhoz képest.
Novekedésgatlas sem a C—, sem a C—C tenyészetekben nem volt megfigyelhetd a
condbiumszadmok alapjan, a klorofill-tartalomban pedig egyik kezelés esetén sem
mutatkozott gatlds. Hasonlo jelenség volt megfigyelhetd a foszfat-Eheztetett
tenyészetben is. Ezek alapjdn elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt S. obtusus
nem érzékeny.

A foszfat-felvétel dinamikdjaban bekovetkezett valtozasok azt sugalljak, hogy a

CYN maés, a termeld sejtben jelenlévd metabolitokkal egyiitt fokozhatja a



cianobaktérium foszfat felvételét: a termeld cianobaktérium hidnydban a jelenlévd
fitoplankton foszfat felvételének mértékére fejt ki stimulaléd hatést.

A CYN tartalmu kivonatok foszfataz enzimekre gyakorolt hatdsaval kapcsolatban
elmondhatd, hogy egy olyan zoldalga faj esetében is sikeriilt kimutatnunk a CYN-
tartalmu cianobakteridlis kivonat hatdsdra megnovekedett alkalikus foszfatdz enzim
aktivitast, mely, ahogyan az fentebb is olvashatd, sem a toxin relative magas
valtozasokban jelentds szerepe van a CYN-nak, egyarant aldtdmasztja a C— kezelések
sordn a conobiumszam novekedés gatlasanak elmaradasa, s6t mi tobb a novekedés
serkentése, illetve a foszfataz-aktivitasok szignifikans novekedésének hidnya. A C—C
kisérletek sordn a novekedésgatlds elmaradasa, valamint a C+ tenyészetekhez
viszonyitott csupan kis mértékli foszfatdz aktivitas valtozas ramutatnak arra, hogy az
egyes kezelésekben tapasztalt valtozasok hatterében nem kizardlagosan a CYN all. A
termeld sejt extracellularis matrixaban jelen vannak olyan metabolitok, melyek
szinergista modon fokozzdk a toxin hatdsat. Ezen anyagcseretermékek a toxint nem

termeld sejtek matrixadbol hianyoznak.

3.2. Haematococcus pluvialis

A H. pluvialisra iranyul6 vizsgalatainkban a legfébb hangsulyt a zoldalga sejtek
Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a CYN-tartalmua cianobakterialis kivonatok
indukaljdk a cisztaképzést, am gatoljak az aplanospordk kialakuldsat, akadalyozva a
cisztak érését, a piros szinanyagok felhalmozddasat. Hangsulyozando6 tovabba, hogy a
H. pluvialis tesztorganizmus esetében is igazoltuk a CYN-tartalmt kivonat alkalikus
foszfatdz aktivitast €s a tenyészet vegetativ sejtjeinek foszfatfelvételét indukalo

hatdsat, tovabb erdsitve ezzel Bar-Yosef €s munkatarsai (2010) elméletét.

3.3. Chlorococcum sp.

A Chlorococcum sp. zoldalga faj esetében a f6 hangsuly arra helyezddott, van-e
kiilonbség a teljes extracellularis matrixot tartalmazd és a csak vizoldhatd frakciot
tartalmazo cianobakteridlis kivonat hatdsdban az alga sejtszdm valtozésait ill.
tapanyagfelvételét tekintve. Annak ellenére, hogy a toxintartalom a kiilonféle tipust
kivonatokban azonos volt, a gatlo hatasok sokkal kifejezettebbek voltak a centrifugalt

kivonattal kezelt tenyészetek esetében, mint a teljes kivonattal kezelteknél. A CYN
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mellett méas vizoldhat6 bioaktiv vegyiiletek is jelen lehetnek mindkét tipusti nyers
kivonatban. Lehetséges, hogy a vizben oldodé CYN és mas vizoldhatdé bioaktiv
vegyiiletek hatdsai jobban expresszalddtak a centrifugélt kivonatokban, mint a teljes
kivonatokban. Ez utdbbiban a sejttormelék ideiglenes kotd feliileteként szolgélhat az
oldott bioaktiv vegyliletek szamara, igy csokkent gatld hatdsokat eredményezve. Ezen
kiviil a sejttormelékben magasabb is lehet a részecskékhez kapcsolodo kiilonb6zd
jotékony vegyiiletek mennyisége (példaul tapanyagok ¢és hormonszerli anyagok;
Sergeeva et al., 2002; Stirk et al., 2002; Tsavkelova et al., 2006; Hussain et al., 2010),
mint a centrifugalt kivonatokban. Ezek a vegyiiletek kompenzalhatjadk a CYN negativ
hatésait a teljes kivonattal kezelt tenyészetekben.

A Chlorococcum sp. tesztszervezettel végzett kisérleteinkben nem vizsgaltuk a
CYN foszfataz aktivitasra gyakorolt hatasat, de a foszfat-felvétel dinamikdjat igen, és
a CYN-re vonatkozdan szdmottevd hatds nem volt kimutathat6, ami felveti, hogy a
CYN foszfat-felvételre gyakorolt serkentd hatdsa nem tekinthetd altalanos

jelenségnek.

Osszevetve cianobakterilis kivonatok kiilonbozé zoldalgakra kifejtett hatasait
elmondhato, hogy a vizsgélataink soran alkalmazott algafajok, mint tesztorganizmusok
eltéréen reagalnak a toxin kiilonb6z6 koncentracidira. Amig egyes fajok esetében (S.
obtusus) nem okoz szignifikdns novekedésgatlast a CYN viszonylag magas
koncentracidja (2,5 pg ml') sem, addig méas fajok esetében mar ennél jelentésen
alacsonyabb toxin koncentraciok (H. pluvialis, 0,05 pug ml™'; Chlorococcum sp. 0,04 ug
ml") a novekedés szignifikans mértékii gatlasat, a fiziologiai folyamatok
megvaltozasat eredményezik. Ezen eredmények ravilagitanak a cianotoxinok, koztiik a
CYN algakozossegek osszetételét, dinamikajat befolyasold hatasaira, hangsulyozzak a
ezen masodlagos anyagcseretermékek  kozosségformaldo  jelentOsegét  vizi

Okoszisztémakban.
4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A Scenedesmus obtusus (Chlorophyceae, Sphaeropleales) zoldalgéaval
kapcsolatos kutatas j tudomanyos eredményei az alabbiak:

- Kimutattuk, hogy a S. obtusus zoldalga sem a foszfat hianyra, sem pedig a CYN

novekedésében szignifikans gatlas nem mérhetd.
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- Eredményeink alapjan valdszintisithetd, hogy a CYN az ¢l6 cianobaktérium

sejtek hidnyaban a jelenlévé zoldalga fosztat felvételét indukalja.

- CYN-tartalmi cianobakteridlis kivonatok hatdsara fokozodott alkalikus
foszfatdz aktivitast sikeriilt kimutatnunk egy olyan zdldalga faj esetében, mely
foszfat hidnyara nem érzékeny. Emellett a CYN szerepet jatszik a S. obtusus

savas foszfatdz aktivitasinak megemelkedésében is.

- Ramutattunk, hogy CYN-termeld sejt extracellularis matrixaban jelen vannak
olyan metabolitok, melyek szinergista modon fokozzdk a CYN hatéasat. Ezek az

anyagcseretermékek a nem CYN-termeld sejtben nincsenek jelen.

A Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae, Chlamydomonadales) zoldalgéaval

kapcsolatban az alabbi 1) tudoményos eredményeket emeljiik ki:

- Tudomasunk szerint ez az elsé tudomanyos vizsgalat arra vonatkozdan, hogyan
befolyasolja egy cianotoxin, jelen esetben a CYN, egy fitoplankton faj
kitartoképlet képzését €s a kitartod képlet érési folyamatait.

- CYN-tartalmu cianobakteridlis kivonatok hataséara szignifikansan csokken a H.
pluvialis tenyészetekben a vegetativ sejtek szdma, indukalddik a cisztaképzés

(mint 4ltaldban kornyezeti stressz esetén).

- A CYN-tartalmu cianobakterialis kivonat gatld hatassal van a cisztak érésére,

nem indul meg a folyamatot jellemz6 szinanyag-felhalmozas.

- A H. pluvialis modellszervezet esetében is igazolasra keriilt a CYN-tartalmua

kivonat alkalikus foszfataz-aktivitast indukald hatasa.

A Chlorococcum sp. (Chlorophyceae, Chlamydomonadales) zo6ldalgaval
kapcsolatos kutatdsok soran az alabbi 0j tudomanyos eredmények sziilettek:

- Mind a teljes, mind a centrifugdlt CYN-tartalmu cianobakteridlis kivonat

gatolja a Chlorococcum sp. tenyészetek ndvekedését, a novekedésgatlas

mértéke nd a kivonatok mennyiségének ndvelésével.
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A Chlorococcum sp. fosztat-felvételére vonatkozoan szamottevd hatds nem volt
kimutathato egyik tipust kivonat esetén sem, vagyis a CYN foszfat-felvételre

gyakorolt serkentd hatdsa nem tekinthetd altalanos jelenségnek.

A centrifugélt cianobakterialis kivonattal kezelt Chlorococcum sp. tenyészetek
sejtszam novekedésében nagyobb mértékli gatlas volt megfigyelhetd, mint a
teljes kivonattal kezelt tenyészetek esetében. Azaz a természetes vizvirdgzasok
alkalméaval is jelen 1évd ,.feliiletek” (pl. a virdgzas Osszeomlasakor jelen 1évo
cianobakteridlis sejttormelék) befolyasoljak az ,,0ldat” frakcioban jelen 1évo
bioaktiv anyagok mennyiségét, hatasat.
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1. INTRODUCTION

Cyanobacteria are among the most ancient organisms on Earth. They have
played outstanding role in the formation of oxygen enriched atmosphere.
Cyanobacteria are able to multiply in large numbers under favorable environmental
conditions (they can cause water blooms), disturbing the ecological balance, hereby
causing severe damage in aquatic ecosystem (Campos et al., 2013). Cyanobacteria
produce a lot of biologically active metabolites, including cyanotoxins. Investigations
of interactions between eukaryotic algae and toxin producer cyanobacteria, moreover
the roles of cyanotoxins (as secondary metabolits) in the aquatic assemblages are
topics of great interest in algological researches. Understanding and recognition of
interaction between eukaryotic algae and cyanobacteria are essential in control and
prevention of water blooms (Zhang et al., 2017).

Cylindrospermopsin (CYN) is the most well known and studied cyanotoxin
after microcystins (MCs). The main producing genera are belonging to the
cosmopolitan orders of Oscillatoriales and Nostocales (Chorus and Bartram, 1999).
Nonetheless, only few and often contradictious data are available about the reasons of
its production, biological functions, and the effects and roles of it in the producer
organisms and in algal assemblages.

In this thesis, the main goal was to get closer to the understanding of the
biological role of CYN. It was important to find answers to the question how CYN
affects on abundance and on phosphorous uptake of algal species, since presence or
absence of phosphorus has outstanding role in physiological processes of primary
producers. Recent literature data suggest effects of CYN on phosphatase activity of
algal species (Bar-Yosef et al., 2010). Therefore, central part of our experiments was
the investigation of changes of phosphatase enzyme activities, which play essential
role of phosphorus metabolism. Last but not least, according to our knowledge there
are no scientific literature data, how can affect the toxin on cyst formation of
phytoplankton species and on the accumulation of specific metabolites.

In this thesis, effects of different cyanobacterial extracts on three green algae
strains (Scenedesmus obtusus, Haematococcus pluvialis, Chlorococcum sp.) with
partly different ecological requirements were investigated. Cultures were treated with
different amounts and CYN concentration of cyanobacterial extracts. Understanding of
biological function of CYN in algal assemblages was the main aim of our work.

In case of Scenedesmus obtusus, relative high toxin concentrations (1.0 — 2.5 pg

ml™") were used. We investigated changes of growth, phosphate uptake and acidic and
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alkaline phosphatase activity of the green alga. For treatments, CYN producer
Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum crude extract (C+), non-CYN producer
Aphanizomenon crude extract (C—), and non-CYN producer Aphanizomenon crude
extract supplemented with CYN (C—+C) were applied. The main study questions were
the followings:

- How can different types of treatments and the applied CYN concentrations
affect the changes of coenobia numbers of S. obtusus?

- How change the dynamics of phosphate uptake of the differently treated
cultures?

- How affect the cyanobacterial extracts on the phosphatase enzyme activities?

- Is there significant difference among the changes in the different treatments?
The alkaline phosphatase activity-enhancing effect of CYN hypothesized based
on literature data (Bar-Yosef et al., 2010) is due solely to the toxin or to other

metabolites present in the CYN-containing extract?

In case of Heamatococcus pluvialis, effects of lower CYN concentrations
(0.025 — 0.5 ug ml™") on growth, nutrient uptake, phosphatase enzyime activity and the
changes of morphology and cyst formation were investigated (Chapter 4.2.). The main

study questions were the followings:

- How can CYN-containing cyanobacterial crude extracts affect on the changes
of morphology of green alga cells?

- How change the proportions of the different cell types in the treated cultures?

- Can the C. ovalisporum crude extract affects on the cyst formation maturation
and pigment accumulation of the cultures?

- Has the cyanobacterial crude extract any effect on the phosphate uptake and

phosphatasa enzyme activity of green algal cells?

In case of Chlorococcum sp., green algae cultures were treated with cell debris-
containing and cell debris-free cyanobacterial crude extracts. The main aim was to
investigate the possible differences between the effects of cell debris-containing and
the cell debris-free crude extract on the treated green algal cultures (Chapter 4.3.). The

main study questions were the followings:
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- How affects the cell debris-containing and cell debris-free cyanobacterial
crude extract on the growth of Chlorococcum sp.?

- How changes the phosphate uptake of the green alga?

- Are there significant differences between the effects of the two types of

extracts?
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. The applied taxa

Scenedesmus obtusus (Meyen) (ACCCDH-UDI1310), Haematococcus pluvialis
(Flotow) (ACCDH-UD1205) and Chlorococcum sp. (Meneghini) (ACCDH-UD1002)
are maintained in the Algal Culture Collection of the Department of Hydrobiology,
University of Debrecen. CYN producer Aphanizomenon strain (Chrysosporum
(Aphanizomenon) ovalisporum (Forti, Zapomelova, Skécelovd, Pumann, Kopp,
Janecek); ACCDHUDI1001; C+) and non-CYN producer Aphanizomenon strain
(ACCDH-UD1304; C—-) were used for the preparation of cyanobacterial extracts.

2.2. Culturing conditions

The experiments of Scenedesmus obtusus were carried out in Jaworski’s medium
(CCAP Media Recipes n.d.), with 50 ml final volume. The cultures were kept in 14 h
light (40 pmol photons m™ s™) and 10 h dark photoperiod at 24°C in shaken cultures.
The time of exposure was 14 days.

The experiments of Heamatococcus pluvialis were carried out in Optimised
Heamatococcus Medium (OHM, Fabregas et al., 2000) with 200 ml final volume. The
cultures were kept in 14 h light (80 pmol photons m™ s™) and 10 h dark photoperiod at
24°C in sterile air bubbled cultures. The time of exposure was 12 days.

Phosphate starvation in case of Scenedesmus obtusus and Haematococcus
pluvialis was achieved under the same conditions in phosphate lacking media.
Induction of cyst formation of Heamatococcus pluvialis was carried out by addition of
sodium acetate and hydrogen peroxide (45 and 0.01 mM final concentration,
respectively; Kobayashi et al., 1993).

The experiments of Chlorococcum sp. were carried out in Jaworski’s medium

with 400 ml final volume. The cultures were kept under continous irraditation (80
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umol photons m™ s™') at 24°C in sterile air bubbled cultures. The time of exposure was
l4days.

2.3. Preparation of cyanobacterial extracts

14 days old cyanobacterial cultures (C+ and C—) were centrifuged (6000 x g, 10
min, Beckman Avanti J-25). Supernatants were removed, the cells were disrupted by
freezing, thawing, and sonication (15 min) repeated three times. This suspension was
called total or cell debris containing crude extract. In case of certain treatments of
Chlorococcum sp. cultures, this cell debris-containing crude extract was centrifuged
(Heraeus Fresco 17, 13000 rpm, 5 min), resulting the cell debris-free extract. CYN
concentration of extracts were measured by capillary electrophoresis (PrinCE-C 700,
fused silica capillary with 80 cm total length and 50 pm i.d.; 100 mbar 0.15 min

hydrodynamic injection, + 25 kV voltage, 20 min running time).
2.4. Experimental design

2.4.1. Investigation of the effects of different cyanobacterial extracts on the green alga

Scenedesmus obtusus

Scenedesmus obtusus cultures were treated with CYN-containing (C+) and non
CYN-containing (C—) cyanobacterial extracts. In case of CYN-supplemented
experiments, S. obtusus cultures were treated with C— extract to which purified CYN
was added (C—+C). In the case of C— and C—+C treatments the amounts of C— crude
extracts were equivalent to C+ extracts calculated on cyanobacterial cell number basis.
C+ extracts in C+ treatments and purified CYN from stock solution with known
concentration in C—C treatments were added to reach 1.0, 1.5, 2.0, and 2.5 pug ml™'
toxin concentrations.

So-called negative control cultures were also prepared, which did not contain the
green alga, only cyanobacterial extract. Role of negative control cultures was the
correction of measured values of each treatments. Phosphate starved cultures were
prepared for the induction of phosphatase enzymes.

Samples were collected on every second days of the experiments for counting of
coenobia numbers (10 pl, 400%, Olympus BX50F-3 microscope). Samples of 1 ml
were centrifuged (16200 x g, 5 min, Heraeus Fresco 17), the removed supernatans

were used to measure phosphate uptake, the pellets were used to measure the
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chlorophyll content. Samples of 4 x 400 pul were collected for measurements of acidic

and alkaline phosphatases on the 0., 7. and 14. days of the experiments.

2.4.2. Investigation of effects of CYN-containing cyanobacterial extracts on the green

alga Haematococcus pluvialis

CYN-containing cyanobacterial crude extracts were added to the Haematococcus
pluvialis cultures to reach toxin concentrations 0.025; 0.05; 0.1 and 0.5 pg ml™". So-
called negative control cultures were also prepared for the correction of measured
values of each treatments.

Additionaly, induced (inoculated to special medium for the induction of cyst
formation) and phosphate starved cultures were also prepared. Samples were collected
on every second days of the experiments for counting cell numbers (10 pl, 400x,
Olympus BX50F-3 microscope). Cells with flagella were considered as vegetative
cells, cells without flagella and with characteristically transformed cell wall were
considered as cysts. Green and green-red vegetative cells (GV; GRV); green and
green-red cysts (GC, GRC), and the totally red cyst, the matured aplanospores (RC)
were distinguished during counting. Samples of 1 ml were centrifuged (16200 x g, 5
min, Heraeus Fresco 17), the removed supernatants were stored at -20°C until further
processing. Samples of 4 x 400 ul were collected for measurement of acidic and

alkaline phosphatases on the 0., 7. and 14. days of the experiments.

2.4.3. Investigation of effects of CYN-containing cyanobacterial extracts on the green

alga Chlorococcum sp.

Cell debris-containing and cell debris-free cyanobacterial extracts were added to
Chlorococcum sp. cultures in amounts containing the appropriate cell number of C.
ovalisporum to reach 1:1, 1:2, and 1:4 ratios. Toxin concentration was 0.04 pg ml™ in
1:1 treatment, 0.09 pg ml™” in 1:2 treatment, and 0.17 pg ml" in 1:4 treatment at the
beginning of experiments. Samples were collected on every second days of the
experiments for counting cell numbers (10 pl, 400%, Olympus BX50F-3 microscope)
of the cultures, and for the measurement of nutrient content of supernatants (1 ml
centrifuged sample, 16200 x g, 5 min, Heraeus Fresco 17, stored at -20°C until further

processing).
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2.5. Measurement of chlorophyll content

Chlorophyll contents were measured from pellets collected by centrifugation of 1
ml samples.

Methanol in volume of 500 pl was added to the collected biomasses, the samples
were homogenized, and kept at 70°C in a laboratory water baht for first boiling.
Thereafter, further 500 pl methanol were added to the samples. These mixtures were
centrifuged, and the removed supernatants were measured by spectrophotometer on
653, 666 and 750 wavelengths (Hach Lange DR 6000 UV-VIS). Chlophyll contents of
the samples were calculated according to Felfoldy (1987), and the concentrations were

given in pg ml™.
2.6. Measurement of phosphate content

Phosphate contents were measured from 200 pl supernatants. Amounts of free,
reactive phosphate were measured by spectrophotometer (Hach Lange DR 6000 UV-
VIS) according to molybdate method (MSZ EN ISO 6878 2004). The measurement
based on the reaction of molybdate ions with dissolved orthophosphate ions forming a
phosphorus-molybdate complex, which is reduced to a blue compound in sulfuric acid
containing medium. Reducing agent is ascorbic acid, catalyst is potassium antimony
tartarate. Absorption maximum of the blue complex is on 885 nm. Intensity of blue
color is proportional to the concentration of phosphate ions in the samples.

In case of Scenedesmus obtusus, concentration of phosphate ions were given
relative to 10° coenobia in pg ml”'. In case of Heamatococcus pluvialis and
Chlorococcum sp. concentration of phosphate ions were given in pg ml” and changes
of phosphate contents of culturing media were given in percentage values, where
phosphate concentration of medium on the 0™ day of experiments was considered as
100%.

2.7. Measurement of phosphatase enzyme activities

Phosphatase enzymes of Scenedesmus obtusus showed maximum activity on pHS
and pH9, phosphatase enzymes of Haematococcus pluvialis showed maximum activity
on pHS and pH11, therefore our measurements were carried out using buffers with
pHS, pH9 and pHI1 (pHS5: 49 mM potassium hydrogen phthalate; pH9: 125 mM
sodium tetraborate; pH11: 24,99 mM sodium hydrogen carbonate).
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In situ measurement of phosphatase activity based on the modified methods of
Tabatabai and Brenner (1969) and Ihlenfeldt and Gibson (1975). Volumes of 500 ul
buffers (pHS/pH9/pH11) were added to 400 ul samples. Volume of 400 pl para-
nitrophenylphosphate (pNPP) were added to the mixtures (final concentration 8mM),
and the reaction mixtures were incubated for 60 minutes at 24°C in darkness.
Enzymatic reactions were started with the addition of pNPP, and were stopped with
the addition of “stop solution”. The “stop solution” contained 0.2 M Na,HPO,
dissolved in 1 M NaOH. The mixtures were centrifuged (1000 x g, 1 min, Heraeus
Fresco 17), and the amounts of transformed pNP from pNPP were measured by
spectrophotometer on 400 nm The complete reaction system stopped at zero time
served as blank. In case of S. obtusus, enzyme activities were calculated as pmol pNP
10° coenobia ' h™'. In case of H. pluvialis, enzyme activities were calculated as pmol
pNP 10° cell ' h™".

2.6. Statistical analyses

All experiments were done in triplicate. One-way analysis of covariance
(ANCOVA) was used to check the significances among tendency differences of curves
of coenobia and cell numbers and phosphate uptake of control and treated cultures
(Zar 1996; Hammer et al. 2001). For statistical analyses of chlorophyll-a content
changes, phosphatase activity changes and the number of coenobia of S. obtusus
cultures on the 14™ day, data were subjected to one-way analysis of variance
(ANOVA). PAST (Hammer et al. 2001) and SigmaPlot softwares were used for

statistical analysis.
3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Scenedesmus obtusus

There were no significant differences in the growth trends of the green alga S.
obtusus cultures, only the 14-day coenobia numbers of the C + treated cultures were
significantly lower compared to the control. No inhibition of growth was observed in
either C— or C—C cultures based on coenobia numbers, and no inhibition of
chlorophyll content was observed in either treatment. A similar phenomenon was

observed in phosphate-starved culture. Based on these, it can be said that the studied S.

22



obtusus strain is not sensitive to either the relatively high concentration of CYN or the
phosphate deficiency.

Results of phosphate uptake suggest, that CYN with other metabolites (from the
producer cell) contribute to more intense phosphate uptake: without the presence of the
producer cyanobacterium, CYN induced higher phosphate uptake of S. obtusus.

The results about the effects of CYN-containing extracts on phosphatase
enzymes shows that the C+ treatments induced alkaline phosphatase activity of S.
obtosus, which was neither sensitive to the relatively high CYN concentration, nor to
phosphate limitation, as it is discussed above. Growth stimulation and lack of
significant phosphatase activity increases in the C— treatments also confirmed the role
of CYN in the experienced changes of C+ treated cultures. In case of supplemented
treatments (C—+C), growth inhibition was not observed and the applied crude extracts
caused only slight increase of phosphatase activity. These results show that the
changes in S. obtusus culures were not caused exclusively by CYN. Moreover, our
results suggest the presence of other metabolites in the CYN producing cell, which
exert snyergistic effect to the effects of CYN. These metabolites are not present in the

cellular matrix of the non-CYN producing strain.

3.2. Haematococcus pluvialis

In case of Haematococcus pluvialis, changes of morphology and cyst formation
of the green alga were investigated. Based on the results, CYN containing crude
extract induced cysts formation, but inhibited the maturation of cysts, the
accumulation of the red pigments. Moreover, the CYN-containing cyanobacterial
crude extract induced alkaline phosphatase activity and phosphate uptake of vegetative
cells of H. pluvialis, further confirm the concept of Bar-Yosef et al. (2010).

3.3. Chlorococcum sp.

In case of Chlorococcum sp. the main aim was to study the potential difference
of the effects of cell debris containig and cell debris-free cyanobacterial crude extracts
on the growth and phosphate uptake of the green alga. Although the toxin content was
the same in the different types of extracts, the inhibitory effects were much more
pronounced in the cultures treated with the centrifuged extract than in the cultures
treated with the total extract. In addition to CYN, other water-soluble bioactive

compounds may be present in both types of crude extracts. It is possible that the
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effects of water-soluble CYN and other water-soluble bioactive compounds were
better expressed in centrifuged extracts than in total extracts. In the latter, the cell
debris can serve as a temporary binding surface for dissolved bioactive compounds,
resulting in reduced inhibitory effects. In addition, the amount of various beneficial
compounds associated with the particles may be higher in the cell debris (e.g.,
nutrients and hormone-like substances; Sergeeva et al., 2002; Stirk et al., 2002;
Tsavkelova et al., 2006; Hussain et al., 2010), than in centrifuged extracts. These
compounds may compensate the negative effects of CYN in cultures treated with total
extract.

In case of Chlorococcum sp. treatments, effect of CYN on phosphatase activitiy
was not investigated, only the changes of dynamics in phosphate uptake. Significant
effects of changes of phosphate uptake of Chlorococcum sp. cells were not observed.
This suggests that stimulating effect of CYN on phosphate uptake can not be

considered as a general phenomenon.

Comparing the effects of cyanobacterial crude extracts on different green algae, it
can be said that the applied algae specieses responded differently to the different toxin
concentration. On one hand, significant growth inhibition was not observed even in the
presence of relatively high toxin concentration (2.5 pg ml™) in the case of S. obtusus.
However, in case of other species, lower toxin concentration (0.05 and 0.04 pg ml™; in
the case of H. pluvialis and Chlorococcum sp.,respectively) caused significant growth
inhibition and changes of physiological processes. These results highlight the role of
cyanotoxins, including CYN, in the composition and dynamics of algal assemblages

and emphasize the community forming capability of these secondary metabolites.
4. NEW SCIENTIFIC RESULTS

In case of Scenedesmus obtusus (Chlorophyceae, Sphaeropleales) the new scientific

results are the followings:

- Based on our experiments, Scenedesmus obtusus was neither sensitive to the
phosphate limitation, nor to the relatively high CYN concentration (1.0-2.5 pg

ml™), significant growth inhibition was not observed.

- It can be assumed that CYN is able to induce phosphate uptake of the green

alga in the absence of living cyanobacterial cells.
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- Induced alkaline phosphatase activity was shown in the case of a green alga,
which was neither sensitive to the relatively high CYN concentration, nor to
phosphate limitation. Additionally, CYN played a role in the induction of acidic
phosphatase activity of S. obtusus.

- Presence of other metabolites, which exert snyergistic effect to the effects of
CYN were indirectly proven in the CYN producing cell. These metabolites
most likely are not present in the cellular matrix of the non-CYN producing

cyanobacterium strain.

In case of Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae, Chlamydomondales) the new
scientific results are the followings:

- According to our knowledge, this was the first scientific investigation about how
can CYN effect on the morphology and cyst formation of a phytoplankton

species.

- Number of vegetative cells decreased and cyst formation was induced by CYN
containing cyanobacterial extract. (as is usually the case due to environmental

stresses.)

- CYN-containing cyanobacterial extract has an inhibiting effect on maturation of

cysts.

- This investigation also confirmed the alkaline phosphatase inducing effect of

CYN-containing extract.

In case of Chlorococcum sp. (Chlorophyceae, Chlamydomondales) the new scientific

results are:
- Both the total and the centrifuged CYN-containing cyanobacterial extract

inhibits the growth of Chlorococcum sp. cultures, the degree of growth

inhibition increases with increasing amount of extracts.
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Significant effects on phosphate uptake of Chlorococcum sp. was not
observed. This suggests that stimulating effect of CYN on phosphate uptake

can not be considered as a general phenomenon.

In case of cell debris-free cyanobacterial extract, growth inhibition was
higher, than in the case of cell debris containing extract. So, presence of
“substrates” (e.g. cyanobacterial cell debris in case of collapse of water
blooms) can affects on amounts and effects of bioactive compounds in the

“solution” fraction.
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