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1. Bevezetés és célkitiizések

A cianobaktériumok sokféle szekunder metabolit szintézisére
képesek, amelyek hatdsairdl, funkcidjardl keveset tudunk. Tomeges
elszaporoddsuk a vizterekben az Un. vizvirdgzas, egyre gyakoribb,
globdlis jelenség. A cianobakteridlis vizvirdgzdsok sok esetben
felelossé tehet6k a kornyezetiikben €16 vad- és hazidllatok, halak,
vizimadarak pusztuldsit, valamint a lakossidg korében el6forduld
egészségiigyi problémdkért (Codd és mtsai. 1994, Falconer és mtsai.
1983).

Hazéankban, a Balaton és a Velencei-t6 eutrofizdcidja okozta
a legnagyobb gondot, melynek sordn potencidlisan toxintermeld
cianobaktérium fajok (Aphanizomenon flos-aquae,
Cylindrospermopsis raciborskii és Microcystis aeruginosa) tomeges
elszaporoddsa volt jellemzd (Voros és mtsai. 1983, Padisdk és mtsai.
1984, Gorzo6 1985, Torokné és mtsai. 2000, Reskéné mtsai. 2001).
1991-ben a  Velencei-tavon, egysejtli, kolénidkat alkotd
cianobaktérium, a Microcystis aeruginosa tomegprodukcidja és a
vizben felhalmoz6dé toxikus anyagcseretermékeik az  tn.
mikrocisztinek hivtdk fel a figyelmet a cianobakteridlis vizvirdgzds
hazai veszélyeire (Kés és mtsai. 1995, Reskoné mtsai. 2001). A
mikrocisztinek (MCY) endotoxinok, magas koncentriciéjuk
els@sorban a vizterek parti régidjdban alakulhat ki, ahol a
vizvirdgzasok sordn nagy mennyiségii cianobaktérium tomeg verddik
Ossze, majd a sejtek elpusztulnak, lizdlnak. A sejtekbdl kiszabaduld
mikrocisztinek  stabil  ciklikus  heptapeptid  szerkezetiiknek
koszonhetden még sokdig kimutathaték a vizmintdkbdl (Bourne és
mtsai. 1996, Lahti és mtsai. 1997, Manage és mtsai. 1999).

A vizinovények, kiilondsen a parti régié novényei, a M.
aeruginosa 4ltal okozott vizvirdgzdsok sordn érintkezésbe
keriilhetnek a mikrocisztinekkel, képesek annak felvételére
(Pflugmacher 2004). A mikrocisztinek az eukaridta sejtek PP1 és
PP2A tipusid protein-foszfatdz enzimeinek specifikus gatloszerei.
Befolyédsoljdk a sejtek novekedését, a sejtciklust, stresszenzimeket
indukdlnak és hatdssal lehetnek a programozott sejthaldl folyamatara
is (MacKintosh és mtsai. 1990, McDermott és mtsai. 1998,
Mankiewicz és mtsai. 2001, Lankoff és mtsai. 2003). Kiilonbozd
vizinévény fajokban bizonyitottdk a cianotoxinok novekedésgitld
hatdsat (Mitrovic és mitsia. 2005, Saqrane és mtsai. 2007), a



stresszenzimek koziil, az RN-4z, glutation-S-transzferdz, szuperoxid-
dizmutdz, peroxiddz enzimek aktivitdsdnak emelkedését detektaltak
MCY-LR kezelések hatdsara (Pflugmacher és mtsai. 2004, Mitrovic
és mtsai. 2005).

A cilindrospermopszin (CYN) alkaloid tipusd, kémiai
szerkezetében és hatdsmechanizmusdban is eltér a cianobaktériumok
altal termelt hepatotoxinok tobbi tagjatdl. Szintézisiikkre a
Cylindrospermopsis raciborskii-n kiviil még szamos cianobaktérium
genusz (pl. Aphanizomenon sp.) torzsei is képesek (Banker és mtsai.
1997). Bizonyitott, hogy a CYN képes befolydsolni a vizi
életkozosségek egyes dllatfajainak egyedfejlodését, életképességét
(Kinnear és mtsai. 2007, White és mtsai. 2007). A vizi novények
koziil a nddban morfoldgiai-, szovet- és sejtszintli elvéltozdsokat
idézett eld (Beyer és mtsai. 2009). A CYN hatdsmechanizmusa
kevésbé tisztazott, a fehérjeszintézis folyamatdt gatolta allati és
novényi tesztrendszerekben (Froscio és mtsai. 2001, 2003, 2008;
Metcalf és mtsai. 2004).

A természetben, a vizindvény-cianotoxin kolcsonhatds a
cianobaktériumok tomeges elszaporoddsa, az un. vizvirdgzas soran
ténylegesen megvaldsul, hiszen az elpusztulé cianobaktérium
sejttomegbdl  kiszabadulé cianotoxinok (CYN és MCY) a
mikrobidlis lebont6 folyamatok ellenére hetekig, vagy akér
hénapokig is viszonylag magas koncentrdciéban jelen lehetnek a
vizterekben (Jones és Orr 1994, Kés és mtsai. 1995, Bourne és mtsai.
1996, Lahti és mtsai. 1997, Manage és mtsai. 1999). A vizindvények,
cianotoxikus vizvirdgzas alkalmdval folyamatosan ki vannak téve a
cianotoxinok hatdsainak, amelyek képesek bejutni és eltérd
mértékben akkumulalddni a vizi makrofita szervezetekben (Kinnear
és mtsai. 2007a, b; 2008). Terepi megfigyelések bizonyitjak, hogy a
cianobaketridlis vizvirdgzdsok kovetkeztében a vizi novények
egyedszdmdban és a vizi novénykozosség diverzitdsdban is
csokkenés kovetkezhet be (Harper 1992, Saqrane és mtsai. 2007). Az
ennek hatterében 4ll6 cianotoxinok okozta novényfizioldgiai- és
biokémiai folyamatok azonban messze nem tisztazottak.

Vizsgdlataink sordn a két fentebb emlitett cianotoxin, a
MCY-LR és a CYN kiilonbozd, a vizterek parti régiéjaban
jellegzetes vizinovény fajokra, a vizfelszinen lebegd apré
békalencsére (Lemna minor) és vizidarara (Wolffia arrhiza), az
alameriild érdes técsagazra (Ceratophyllum demersum) valamint a



parti régiéban gyokerezé nddra (Phragmites australis) gyakorolt
hatdsait elemeztiik, és vetettiik 0ssze a szakirodalomban talalhaté
eredményekkel. Az altalunk kivdlasztott fajok fontos tagjai a
vizinovény kozosségeknek és bizonyitottan érzékeny bioindikatorok
(Pflugmacher 2004, Mitrovic és mtsai. 2005).

A cianotoxinok vizindvényekre gyakorolt hatdsait két
megkozelitésben vizsgaltuk:
(1) a kezelések sordn tisztitott MCY-LR és CYN vizes oldatait
alkalmazva, -amelyt6l a cianotoxinok hatdsmechanizmusira
vonatkozdan vartunk dj adatokat-, illetve
(2) a Microcystis aeruginosa és Aphanizomenon ovalisporum
tenyészetek liofilizdtumaibdl késziilt MCY-LR, illetve CYN tartalmu
vizes extraktumokat haszndlva, ami lehetové tette a természetben
lejatsz6dd  jelenségek modellezését. Kisérleteink sordn olyan
toxinkoncentracidkat alkalmaztunk, amelyek vizvirdgzasok idején a
parti sdvban felhalmozédd, majd elpusztuld sejttomegekbol
kiszabadulhatnak (Mathé és mtsai. 2007, Sivonen és Jones 1999).

Célkitiizések

a.) A MCY-LR novekedésgitlé hatdsainak elemzése Lemna
minor,  Wolffia arrhiza és  Ceratophyllum  demersum
tenyészetekben. A ,nyers toxintartalmud kivonat” (M. aeruginosa
tenyészet/sejtek MCY-LR tartalmd extraktumai) és a tisztitott
toxin (M. aeruginosa tenyészetb6l tisztitott MCY-LR)
novekedésgitld hatdsainak Osszevetése.

b.) Poliakrilamid enzim-aktivitdsgéleken annak vizsgdlata, hogy
a tisztitott MCY-LR, valamint a nyers MCY-LR tartalmd M.
aeruginosa extraktumok eldidéznek-e enzimszintli valtozasokat?
A stresszvdlaszokban kulcsfontossagu hidroldzok koziil az egyes
novényfajokra jellemzd protedzok-, és az egyfonald, valamint a
duplaszali DNS-t hasité nukledzok (ssDN-4zok és ds DN-4zok)
MCY-LR okozta aktivitdsvédltozdsainak elemzése a fentebb
emlitett fajokban.

Az enzimaktivitds- és enzimmintdzat-valtozdsok eredményeinek
Osszevetése a sejt strukturdlis véltozdsaival a Phragmites
australis és a Ceratophyllum demersum ndvényekben.



c.) A hatdsmechanizmusat tekintve kevésbé vizsgidlt CYN
novekedésgitld hatdsainak elemzése Lemna minor és Wolffia
arrhiza tenyészetekben. A nyers CYN tartalmd cianobaktérium
extraktumok és a tisztitott toxin novekedésgatlé hatdsainak
Osszevetése.

d.) A tisztitott CYN-nel és a CYN tartalmu nyers Aphanizomenon
ovalisporum extraktumokkal tortén6 kezelések okozta protedz és
nukledz enzimmintdzat- és aktivitds-valtozdsok vizsgdlata
poliakrilamid aktivitdsgéleken.

e.) A két hatdismechanizmusédban eltérd cianotoxin, a MCY-LR és
a CYN okozta ndovekedésbeli és enzimszintll (protedz, nukledz)
valtozadsok Osszevetése.

2. Anyag és médszer

2.1. Microcystis aeruginosa tenyésztése, a toxintartalmd nyers
kivonatanak eldallitasa, a mikrocisztin-LR tisztitasa

A vizsgilataink sordn hasznalt Microcystis aeruginosa térzs az 1991.
évi velencei-tavi toxikus vizvirdgzasbol szdrmazé izolatum (BGSD-
243). Err6l a torzsrél bizonyitott, hogy cianotoxinokat termel,
amelyek koziil a MCY-LR a domindns (Kds és mtsai. 1995, Vasas és
mtsai. 2004).

A Microcystis aeruginosa tenyésztése Allen tdpoldatban
tortént (Allen 1968, Vasas és mtsai. 2004). A stacioner fazisban 1évo
tenyészeteket centrifugdltuk, majd az Osszegyujtott sejtiiledéket
liofilizltuk és felhasznéldsig -20°C-on tdroltuk. Az ezekbdl késziilt
vizes extraktumok MCY-LR tartalmét kapilldris elektroforézis
segitségével hatdroztuk meg (Vasas és mtsai. 2004). A MCY
tartalmd nyers kivonatok toxintartalmit, a szakirodalomnak
megfeleléen, MCY-LR ekvivalens értékekben adjuk meg (Saqrane et
al. 2007).

A tisztitott cianotoxin eldallitdsa a tenyészetek Osszegyuijtott
sejtilledékeib6l Koés é€s mtsai. (1995) mddositott eljardsa alapjan
(Vasas és mtsai. 2002, 2004) tortént. A cianotoxin tisztasagat
fotometridsan, HPLC és kapilldris elektroforézis moddszerek
segitségével ellendriztiik (Vasas és mtsai. 2002, 2004).



2.2. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyésztése, toxintartalmii
nyers kivonatanak eléallitasa, a cilindrospermopszin tisztitasa

A vizsgalataink sordn hasznalt Aphanizomenon ovalisporum (Forti,
ILC-164, BGSD-423) torzs az 1994. évi izraeli kinneret-tavi toxikus
vizvirdgzasbol szarmazé izolatum (Banker és mtsai. 1997).

A vizsgélatainkhoz sziikséges tenyészetek fenntartdsa,
tenyésztése Allen tdpoldatban tortént (Allen 1968, Vasas és mitsai.
2004). A nyers kivonatok elddllitdsa: az exponencidlis novekedési
fazisban 1évé A. ovalisporum tenyészetet centrifugédltuk, az
Osszegyljtott  sejtilledéket  fagyasztds utdn liofilizdltuk  és
felhaszndldsig -20°C-on téroltuk. A liofilizdtum vizes extraktumdnak
CYN tartalmat kapillaris elektroforézis médszerével hatdroztuk meg
(Vasas €s mtsai. 2002, 2004).

A tisztitott CYN kinyerése: az A. ovalisporum tenyészetet
centrifugdltuk, majd az 6sszegylijtott iiledéket felhaszndldsig -20°C-
on tdroltuk. A cianotoxin tisztitdisa Vasas és munkatdrsai 4ltal
kidolgozott médszerrel tortént (Vasas és mtsai. 2002, 2004).

2.3. Novénytesztek

A kisérletekhez Lemna minor, Wolffia arrhiza, Ceratophyllum
demersum és Phragmites australis vizindvények axenikus
tenyészeteit haszndltuk. A L. minor, W. arrhiza, C. demersum
torzstenyészetek nevelése Allen tdpoldatban (Allen 1968),
fotoperiéduson ~ (14/10h),  21°C-on, 100 umol m?* s’
fényintenzitdson, 25 és 100 ml-es tenyészedényekben tortént.

A kezelésekhez alkalmazott P. australis ndvények
embriogén kalluszokb6l regenerdlt ,mini nddnovények” voltak
(Mathé és mtsai. 2007, 2009). A nad esetében mddositott MS
taptalajt hasznéltunk (Gamborg és mtsai. 1968, Murashige és Skoog
1962).

2.3.1. A novények cianotoxin kezelése

A L. minor és W. arrhiza esetében 3 ml-es steril teszt lemezeket
(Titer-Tech® lemez) hasznaltunk, mig Ceratophyllum demersum
esetében a Kkisérletet 2 ml-es tesztrendszerben, kémcsovekben
végeztiik. A kezelések sordn a ndvényeket 0,01-20 ug ml™ tisztitott



cianotoxinnal ekvivalens MCY-LR, illetve CYN tartalmu sejtmentes
extraktumot vagy a tisztitott MCY-LR és CYN oldatait tartalmazé
Allen tdpoldatba (Allen 1968, Jambrik és mtsai. 2010, Szigeti és
mtsai. 2010) helyeztik. A L. minor-t, a W. arrhiza-t és a C.
demersum-ot 5 napig, a fentebb leirt koriilmények kozott neveltiik. A
C. demersum-ot csak tisztitott MCY-LR-el kezeltik 5, 10, és 20
napig.

A P. australis kezelése is tisztitott MCY-LR-el tortént, 0,5
ug ml'-t61 40 pg mi™'-ig terjedd toxinkoncentracié-tartomanyban 5-
20 napig (Mathé és mtsai. 2007, 2009).

2.3.2. A tesztek kiértékelése

A novények nedves tomegét a kezelések inditdsakor és a kisérlet
végén mértik. A L. minor és a W. arrhiza egyedszdmait, a
levélkeszeri tagok szamat és a C. demersum Orveinek a szadmat
naponta regisztraltuk, a novekedés jellemzéséhez a kezelés utolséd
napjan mért adatokbol kivontuk a kiindulasi értékeket.

A kontroll és a cianotoxin kezelt novények novekedési
értékei  kozotti szignifikdns kiilonbséget ANOVA mddszerrel
analizaltuk. Az eredményeket a Sigma Plot 11.0 program statisztikai
és grafikai alkalmazdsaval értékeltiik, dbrdzoltuk.

2.4. Enzimaktivitas vizsgalatok
2.4.1. Novénykivonatok készitése

Az enzimaktivitisok kimutatdsdhoz a kontroll €s a cianotoxin
(MCY-LR és CYN) kezelt novényekbdl kivonatokat készitettiink
(Schlereth és mtsai. 2000). A kivonatokat centrifugaltuk, majd a
feliliszokat felhasznalasig kis térfogatokban, -20°C-on taroltuk. A
kivonatok fehérjetartalmat Bradford (1976) mddszerével hatdroztuk
meg.

2.4.2. A proteaz enzimek aktivitasanak vizsgalata egydimenzios
poliakrilamid-gélelektroforézissel

A vizinovények protedz enzimeinek kimutatdsdhoz szubsztritként
zselatint  tartalmazé 10%-os poliakrilamid aktivitds géleket



alkalmaztunk (Schlereth és mtsai. 2000). A feliilrétegzd gél
mintahelyeire egyenld fehérjetartalmi 2% SDS-t tartalmazé
mintapufferrel elegyitett mintamennyiségeket vittiink fel (Laemmli
1970). A  mintdkkal = parhuzamosan a  molekulatomeg
meghatdrozasokhoz markert is futtattunk.

Protedz gél esetében az elektroforézist kovetden a géleket
steril desztillalt vizzel, majd pufferekkel mostuk. Az inkubdlds 6
Orén at, sotétben, 37 °C-on tortént. A géleken az enzimaktivitdssal
rendelkezd fehérjék sdvjait, Un. negativ festéssel tettiik lathatova, a
protedz gélek esetében Coomassie Brillant Blue oldatot alkalmazva
(Schlereth és mtsai. 2000, Jambrik és mtsai. 2010).

24.3. Az egy- és a duplaszali DNS-t hasité izoenzimek
aktivitasanak kimutatasa poliakrilamid-gélelektroforézissel

Az egyfonali DNS-t hasité fehérjék kimutatdsa egyfonalu csirke vér
DNS-t tartalmazé géleken tortént (Laemmli 1970, M-Hamvas és
mtsai. 2003). A feliilrétegz0 gél mintahelyeire egyenld
fehérjetartalmi mintamennyiségeket vittiink fel, melyekhez 2%
SDS-t tartalmazé mintapuffert adtunk.

A DN-dz gélek elektroforézise is 4°C-on tortént. Az
elektroforézist kovetden a géleket steril desztilldlt vizzel, majd
pufferekkel torténé mosdsnak vetettiik ald. A géleket 39°C-on, 24-72
O0rdn 4t inkubdltuk. A DN-4z géleknél ethidium-bromidos festést
kovetben, 254 nm hulldimhosszi UV fénnyel tettiik 1dthatévd a DNS-
t tartalmaz6 gélen a DN-4az aktivitdsi fehérjék altal kiemésztett
savokat (Gersten és Gabriel 1992).

2.4.4 A poliakrilamid gélek kiértékelése

A géleken detektalt enzimek molekulatomegének meghatarozasa az
UVI-TEC® programmal, mig az enzimaktivitisokkal arinyos
sdvintenzitisok mérése CpAtlas® program segitségével tortént. Az
eredményeket a Sigma Plot 11.0 program statisztikai és grafikai
alkalmazasaval értékeltiik és dbrazoltuk.



3. Uj tudoményos eredmények

a.) A mikrocisztin-LR novekedésgatlé hatasa a vizsgalt
vizinovény fajokra

Az éltalunk vizsgalt vizinovényfajok MCY-LR-el torténé kezelése
sordn megéllapithaté volt, mind a tisztitott MCY-LR, mind a MCY-
LR tartalmu nyers extraktum novekedésgatld hatdsa.

A novekedési paraméterek (hajtidsszdm, nedvestdomeg)
alapjan a két vizfelszinen lebegd vizinovény faj koziil a Wolffia
arrhiza bizonyult érzékenyebbnek az 5 napig tart6 MCY-LR
kezelésekkel szemben. A W. arrhiza tenyészetek novekedését mar
0,01 pg ml" MCY-LR tartalmi nyers extraktum szignifikdnsan
gétolta, mig a L. minor esetében ez a cianotoxin koncentracié =5 pg
ml™ volt. Mind a L. minor, mind a W. arrhiza esetében elmondhato,
hogy a tisztitott MCY-LR kisebb koncentriciéban nem okozott
szignifikdns  gatlist, ugyanakkor 10 és 20 ug ml’
koncentrécidtartomdnyban a gatlds mértéke joval nagyobb volt, mint
a nyers extraktumokkal tortént kezeléseknél.

A C. demersum tisztitott MCY-LR-el torténo rovidtava (5
napos) kezelése soran csak a magas (20 pg ml') MCY-LR
koncentraciék okoztak szignifikdns novekedésgétlast. Hosszutavi
kisérletekben mar alacsonyabb cianotoxin koncentracié is hatékony
gitloszernek bizonyult (Szigeti és mtsai. 2010). A novekedési
paraméterek alapjan a lebegd hindrok a MCY-LR-el szemben
kevésbé voltak érzékenyek, mint a kallusztenyészetekbdl regeneralt
,-mini nddndvények” (Méthé és mtsai. 2009 és a jelen dolgozat).

b;.) A mikrocisztin-LR hatiasa a vizinovények proteaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

Szubsztratként zselatint tartalmazé poliakrilamid gélelektroforézis
moédszerével savas és bazikus protedz  enzimaktivitdsokat
detektaltunk Lemna minor (tiz ,LmP” jelzésl izoenzim) és Wolffia
arrhiza (tiz ,,wWaP” jelzésti izoenzim) novények kivonataiban. Mind a
MCY-LR tartalmu nyers extraktummal, mind a tisztitott MCY-LR-el
torténd kezelés valtozast okozott a novények izoenzim mintdzatdban
és az enzimek specifikus aktivitdisdban. A Lemnaceae fajok



kivonataiban a savas protedzok magas aktivitdsa jellemzd. A nyers
MCY-LR tartalmd kivonat tobb izoenzim esetében indukalt
aktivitasemelkedést, mint a tisztitott MCY-LR.

A MCY-LR-el torténd kezelés mindkét fajban Uj
izoenzimek megjelenését eredményezte. A tisztitott MCY-LR-el
kezelt L. minor novények kivonataiban két 1j savas protedz (LmpP32
és LmP26) megjelenését mutattuk ki. A MCY-LR-el kezelt W.
arrhiza kivonatokbdl egy j bazikus protedzt (WaP84), valamint csak
a tisztitott MCY-LR kezelés hatdsdra megjelend savas protedz
(WaP36) izoenzimet detektaltunk. Ezeknek az enzimeknek az
aktivitdsa a kezelésekhez alkalmazott cianotoxin koncentraciéjanak
fiiggvényében emelkedést mutatott. A két faj kozil a MCY-LR
kezelések hatdsdra, a W. arrhiza kivonataiban mértiink nagyobb
protedz Osszaktivitds emelkedést.

A tisztitott MCY-LR-el kezelt C. demersum kivonatokbdl
savas pH-n inkubdlt géleken mar igen kis toxinkoncentraciéban
sikeriilt kimutatni valtozdsokat a protedz enzimek mintdzatdban és
aktivitdsaban. 20 ug ml” tisztitott MCY-LR-el kezelt C. demersum
novényekben két magas molekulatomegli (CdP87 és CdP80) savas
protedz megjelenését detektaltuk.

b;.) A mikrocisztin-LR hatasa a vizinovények nukleiz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

A vizsgélataink eredményei mutattdk, hogy a ndvényi stressz-
enzimekhez tartozé ssDN-4z izoenzimmintizatok a Lemnaceae
fajokban igen eltéréek. A L. minor kivonatokbdl tobb ssDN-dz
enzimet detektdltunk, amelyek koziil kettd (LmD89, LmD79) csak a
MCY-LR tartalmi nyers extraktummal torténd kezelés hatdsara
indukalddott.

A W. arrhiza kivonatokban csak egy karakteres izoenzim
(WaD38) hasitja az egyfonald DNS-t, amelynek aktivitidsa mind a
nyers kivonattal, mind a tisztitott cianotoxinnal kezelt névényekben
kis (0,1 és 1 ug ml™") cianotoxin koncentraciéknal enyhe emelkedést,
magasabb (5-20 pug ml™") toxinkoncentricidknal pedig csokkend
tendenciat mutatott.

A novekedésében gatolt C. demersum kivonataiban egy 51
kDa molekulatomegli (CdD51) ssDN-4z izoenzimet detektdltunk,
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amely aktivitdsa a tisztitott MCY-LR-el kezelt novényekben a
kezelés 5. napjdn szignifikdns emelkedést mutatott.

A kutatdsainkba bevont Phragmites australis novényekben
a tisztitott MCY kezelések hatdsira bekovetkezd strukturdlis
eltérések (Mathé és mtsai. 2007, 2009) hatterében allo biokémiai
véltozdsokat elemeztiikk a szimplaszald-, és duplaszald DNS-t hasité
nukledzok vizsgdlatdaval, a novények hajtas-, és gyokérkivonataiban.
Az 5, 10 és 20 napos kontroll P.australis novények hajtdsaibol és
gyokereibdl karakterisztikus DN-4z (,,PaD” jelzésli izoenzimek)
izoenzimeket detektdltunk. Eredményeink alapjdn elmondhatd, hogy
a tisztitott MCY-LR hatésa a kezelt novények kivonataibdl detektalt
nukledz izoenzimek aktivitdsdra ,kor- és szerv’ fliggd. A nad
novények hajtds és gyokér kivonataibol detektdlhaté ssDN-dz
izoenzimek aktivitdsai a rovid, 5 napos MCY-LR-el torténd
kezeléseket  kovetéen  emelkedtek. = Magasabb  cianotoxin
koncentraciékndl (20 pg ml') a dsDN-dz aktivitis a kisebb
toxinkoncentracioknal (0,5-5 pug ml"') mérheté emelkedd aktivitas
utan csokkent, de még f6lotte maradt a kontroll értéknek. Ezek az
aktivitisemelkedések a nad szovetekben a MCY-LR hatdsdra
bekovetkezd programozott sejthaldllal hozhatdk Osszefiiggésbe. A
hajtasokban, 10 napos kezelések soran a MCY-LR gatolta az ssDN-
dzok aktivitdsit. A gyokerekben az aktivitdsok vdltozatlanok
maradtak. Noha a 10 napos MCY-LR kezelések gatoltdk a dsDN-4z
izoenzimek aktivitdsat a hajtdsokban és emelték a gydkerekben, ezek
a véltozasok csak hosszu inkubdldsi id6 utdn voltak kimutathatéak. A
20 napos MCY-LR kezelést kovetden az ssDN-4z aktivitdsokra
nézve gitld hatdst figyelhettiink meg mind a két szervben. A dsDN-
4z aktivitdst a kontroll és cianotoxinnal kezelt névényekben a gélek
24 6rés inkubdldsa utdn sem detektdltunk.

¢.) A cilindrospermopszin novekedésgatlo hatasa a Lemnaceae
fajokra

A CYN vizindovényekre gyakorolt hatdsdnak vizsgélatira irdnyuld
kisérleteink eredményei alapjdn  megdllapitottuk, hogy a
novénytesztek sordn alkalmazott CYN tartalmd nyers extraktum
valamint a tisztitott CYN gétolja a vizindvények (Lemna minor és a
Wolffia arrhiza) novekedését; a kisérletek 5. napjdn a ndvények
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nedves tomeg és hajtidsszdm adatai is szignifikdns csokkenést
mutattak.

A CYN kezelésekben a két Lemnaceae faj kozel azonos
érzékenységet mutatott. A L. minor esetében a nyers kivonat és a
tisztitott toxin (1-20 pg ml"' cianotoxin koncentricidknal) a
hajtasszam szignifikdns csokkenését okozta. A tisztitott CYN-el
kezelt békalencsék hajtdsszdmdban ez a szignifikdns csokkenés mar
0,01 pg ml" toxin koncentriciétél mérheté. A nedvestomeg kevésbé
érzékeny paraméternek bizonyult, ugyanis mind a nyers CYN
tartalmi extraktummal, mind pedig a tisztitott CYN-el kezelt a
novények jelentds novekedésgatlasat 10 és 20 ug ml™’ cianotoxin
koncentracidk hatdsdra tapasztaltuk.

10 és 20 pg ml"' CYN tartalmi nyers kivonatottal kezelt W.
arrhiza novények hajtdsszdma és nedvestomege szignifikdnsan
csokkent a kezelés 5. napjan. A tisztitott CYN-el szemben nagyobb
érzékenységet mutattak a ndvények, mdr kis cianotoxin
koncentracioktél (0,1 és 0,01 pug ml' CYN) szignifikdnsan
csokkentek a novekedési paraméterek.

d;.) A cilindrospermopszin hatasa a Lemnaceae fajok proteaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

A CYN tartalmi nyers kivonat, valamint a tisztitott cianotoxin a
protedz enzimek mintdzatdban és specifikus aktivitdsaikban eltérd
valtozasokat indukdltak. A L. minor kivonatokban kilenc (,,LmP”
jelzésti), a W. arrhiza kivonatok esetében pedig tiz (,,WaP” jelzésii)
zselatinbont6 izoenzimet detektdltunk.

A CYN tartalmi nyers extraktummal kezelt L. minor
kivonatokbél egy Uj, savas protedz izoenzim (LmP32) megjelenését
detektaltuk. A nyers kivonatokkal kezelt W. arrhiza kivonataiban j,
44 kDa molekulatomegli (WaP44) béazikus protedz izoenzimet
detektaltunk.

d,.) A cilindrospermopszin hatasa a Lemnaceae fajok nukleaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

A CYN kezelés eltéréseket okozott a L. minor és W. arrhiza
kivonataibdl detektalt ssDN-dzok aktivitasaban is.
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Elsésorban a CYN tartalmd nyers extraktummal kezelt L.
minor novények kivonataiban detektdltunk djonnan megjelend
ssDN-4z izoenzimeket. 10 és 20 pg ml™"' cianotoxin koncentraciéknal
jelentek meg az LmD89, LmD79, LmD16, LmDI15 jelzésti ssDN-4z
izoenzimek. Tisztitott cianotoxin hatdsira ezeket az izoenzimeket
nem detektaltuk. A novényekben a 16 és 15 kDa molekulatomegii
(LmD16 és LmD15) ssDN-dzok megjelenését kizarélag a CYN
tartalmid nyers extraktummal torténé kezelések indukaltdk.
Specifikus aktivitdsukban emelkedd tendencidt detektaltunk.

A W. arrhiza novények CYN-el torténd kezelése sordn egy
38 kDa molekulatomegli (WaD38) izoenzimet detektdltunk. Ez az
izoenzim nyers extraktum hatdsdra enyhén emelkeds, 10 pg ml™’
cianotoxin koncentraciondl mdr szignifikdns novekedést mutatott. 20
ug ml' cianotoxin koncentriciéndl, feltételezhetéen a sejtek
pusztuldsdval, a nukledz aktivitdsa mdr jelent8sen lecsokkent. A
tisztitott CYN kezeléseknél is detektdlt 38 kDa molekulatomegii
ssDN-4z aktivitdsa, a toxinkoncentrici6 emelkedésével ardnyosan,
névekvd tendencidt mutatott, szignifikans véltozast 10 és 20 pg ml™”
cianotoxin koncentracidknal detektaltunk.

e.) A mikrocisztin-LR és a cilindrospermopszin hatasainak
osszevetése a Lemnaceae tesztekben

Eredményeink egyértelmten igazoltdk, hogy toxikus vizvirdgzas
sordn, a vizterekbe jut6 és felhalmoz6dé MCY-LR és CYN (mind a
sejtmentes, nyers cianotoxin tartalmu kivonat, mind pedig a tisztitott
toxin) bejutva az 4altalunk vizsgalt vizindvényekbe (Lemna minor,
Wolffia arrhiza) szignifikdns novekedésgétlast okozott, amelyet a
hajtasszdm és nedvestomeg paraméterekben detektaltunk.

A vizinovények tisztitott MCY-LR-el és CYN-el torténd
kezelése sordn, a CYN nagyobb mértékii novekedésgatlast idézett
els. Mar 0,01 és 0,1 ug ml' cianotoxin koncentraciknal
szignifikdns csokkenést mértiink, mig a MCY-LR > 10 ug ml’
toxinkoncentraciokndl okozott szignifikdns csokkenést. A M.
aeruginosa MCY-LR tartalmi nyers kivonata toxikusabbnak
bizonyult a Lemnaceae fajokra, mint a CYN tartalmi nyers
extraktum. Szignifikans novekedésgatlast mar 0,01 ug ml"' MCY-LR
koncentriciondl detektaltunk.
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Mis novényfajokon mind a CYN, mind a MCY-LR
esetében megfigyeltek szembetlind morfolégiai vdltozasokat
(nekrotikus foltok megjelenése, kalluszképzddés, M-Hamvas és
mtsai. 2003, Mathé és mtsai. 2007, 2009). A L. minor és a W. arrhiza
novényeken ilyen elvéltozdasokat a cianotoxin kezelések sordn nem
taldltunk.

Ugyanakkor megéllapitottuk, hogy mindkét cianotoxin
véltozast eredményez a novényi stresszvalaszokban kulcsfontossagi
protedzok és nukledzok enzimmintdzatdban és azok specifikus
aktivitdsdban. Mind a MCY-LR, mind a CYN kezelt novények
kivonataiban enzimaktivitds emelkedéseket detektdltunk (Lmp 100,
89, 83, 71, 60 valamint a WaP 94, 84 kDa molekulatomegii protedzok
és az LmD 43, 26 kDa molekulatomegili nukledzok). Csak a tisztitott
MCY-LR indukélta a két savas protedz megjelenését a novényi
kivonatokban (LmP26 valamint a WaP36). Az LmD89 és 79 jelzésl
ssDN-4zok mind a MCY-LR, mind a CYN tartalmu nyers extraktum
hatdsdra megjelentek, ugyanakkor a tisztitott cianotoxinok nem
véltottdk ki a megjelenésiiket. Csak a nyers CYN tartalmud
kivonatokkal torténd kezelések hatdsdra véltak detektdlhatovd a
WaP44 bazikus protedz, valamint LmD16 és LmD15 ssDN-azok.

A nyers toxintartalmu kivonatok és a tisztitott cianotoxinok
hatdsainak eltérései felhivjdk a figyelmet arra, hogy a
cianobaktériumok  okozta vizvirdgzdsok sordn  kiszabadul6
endotoxinok mellet tobb szdz vegyiilet keriilhet ki a kornyezetbe
(Welker és von Dohren 2006). Ezek kozott lehetnek olyanok,
amelyek tdpanyagként szolgdlhatnak mds él6lények szamadra,
serkentve novekedésiiket. Microcystis aeruginosa extraktumok
esetében a MCY-LR mellett mds cianotoxin varidansok (MCY-RR,
MCY-YR) is el6fordulhatnak, amelyek hozzdjarulhatnak a MCY-LR
hatdsdhoz. Egyre tobb szakirodalmi adat bizonyitja, hogy a
cianotoxinok mellett egyéb, kismolekuldju szerves vegyiiletek (pl.
enziminhibitor peptidek) is szintetizdlédnak a cianobaktériumok
sejtjeiben (Welker és von Dohren 2006). Ezek pontos biokémiai
funkcidja nem ismert, de feltételezhetd, hogy hozzdjirulhatnak a
toxinok bioldgiai hatdsaihoz.

Eredményeink megerdsitették a cianotoxinok ndvényekre
gyakorolt hatdsainak vizsgdlata sordn a kétféle megkozelités
fontossagat.
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1. Introduction and aims of study

Cyanobacteria are one of the most diverse groups of gram-negative
photosynthetic prokaryotes (Codd 1995). Eutrophication of water
bodies has led to increases in number of blooms of cyanobacteria
(blue-green algae) and they are now common in many freshwater
bodies throughout the world (Skulberg et al. 1984, Carmichael 1992,
Codd 1995). The presence of toxic cyanobacterial blooms in natural
and artificial water bodies has been reported frequently. The
cyanotoxins are secondary metabolites, which can be produced by
strains of cyanobacteria (Wiegand and Pflugmacher 2005, Rajesh et
al. 2009). The cyanotoxins are a diverse group of natural toxins, both
from the chemical and the toxicological points of views. These
substances are natural endotoxins and the cyanotoxin concentration
of surface water bodies under bloom conditions may increase
consequence of the lysis of cyanobacterial cells. Cyanotoxins can
have adverse effects on humans and other mammals including sheep,
cattle, horses, birds (Carmichael 1992, 2001; Onodera et al. 1997),
fish (Liu et al. 2002), invertebrates (Delaney and Wilkins, 1995) and
zooplankton (Rohrlack et al. 2001). Although the toxic effects to
these organisms are well-known. There is an increasing number of
studies examining the potential effects of cyanotoxins on aquatic
plants, but their cellular and biochemical effects on those organisms
are still less understood (Pflugmacher et al. 1999; 2001).

The aim of this study was to investigate the cytotoxic
effects of two cyanotoxins, microcystin-LR (MCY-LR) and
cylindrospermopsin (CYN) in aquatic plants, such as Lemna minor,
Wolffia arrhiza, Ceratophyllum demersum, Phragmites australis.
These cyanotoxins are the most frequently detectable toxins
produced by cyanobacteria in fresh waters (Rastogi et al. 2009).
There are two approaches in experiences focusing on the effects of
cyanotoxins on plants. The first applies purified cyanotoxins for
laboratory experiments, while the second investigates the “real-life”
situation of a cyanobacterial lysis event with crude extracts (Beyer et
al. 2009; Kinnear et al. 2007, 2008). The comparison of the results of
different approaches has been missing in the literature of MCY-LR,
CYN and plant relation. This thesis presents a study concerning the
infuence of MCY-LR and CYN upon the growth, protein content and
protease / nuclease activity of four aquatic plant species. Our results
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allow comparing the effects of MCY-LR and CYN in cell free
extracts of Microcystis aeruginosa (BGSD-243) and Aphanizomenon
ovalisporum (BGSD-423) culture to the effects of purified MCY-LR
and CYN on plants.

Several freshwater bloom-forming cyanobacterial genera
including Microcystis, Anabaena, Ocillatoria, Nostoc, and Nodularia
produce microcystin-LR (MCY-LR) (Chorus and Bartram 1999;
Codd and Carmichael 1982). Microcystis is one of the most common
freshwater bloom-forming cyanobacterial genera throughout the
world (Carmichael 1992). Microcystin-LR is the most frequently
occurring and well studied variant (Carmichael et al. 1992). MCY-
LR is a well-known cyanobacterial toxin, frequently present in
eutrophicated freshwaters (Carmichael 1992). It is a cyclic
heptapeptide, a potent inhibitor of type 1 and 2A protein
phosphatases in eukaryotic organisms. Due to this property, the
cyanotoxin interferes with a wide range of cellular processes,
involving cell cycle regulation, signal transduction and the regulation
of enzyme activities (MacKintosh and MacKintosh 1994, Luan
2003). With respect to vascular plants, a variety of toxin effects have
been described. These include histological and cell cytoskeletal
alterations (Mathé et al. 2007, 2009; Szigeti et al. 2010), interference
with photosynthesis (Abe et al. 1996), and the induction of oxidative
stress and of corresponding defense enzyme activities (Pflugmacher
2004). Growth inhibition by microcystins has been proven for
several aquatic macrophytes (Mitrovic et al. 2005, Méathé et al. 2009,
Weiss et al. 2000, Romanowska-Duda et al. 2002).

The toxin cylindrospermopsin (CYN) is produced by a
variety of cyanobacterial genuses: Cylindrospermopsis, Anabaena,
Aphanizomenon, Umezakia, Raphidiopsis (Wiegand et al. 2005),
which became prevalent from tropical regions towards temperate
climatic zones in natural lakes or in newly built reservoirs (Padisdk
1997). In an aquatic ecosystem lysis of cyanobacterial blooms leads
to the release of a mixture of cyanotoxins and other cyanobacterial
components into water, acting on aquatic organisms. Stability of
these blooms, the extent of CYN release from cells depends on
various environmental factors such as light intensity and water
temperature, etc. (Pietsch et al. 2001, Preuf3el et al. 2009). CYN is a
tricyclic guanidine derivative containing a hydroxymethyl-uracil
group (Ohtani et al. 1992). CYN is a highly water-soluble molecule
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with a relatively low molecular mass of 415 Da (Shaw et al. 1999,
Sivonen et al. 1999). It is an inhibitor of eukaryotic protein synthesis,
although the molecular mechanism is yet to be established (Metcalf
et al. 2004, Froscio et al. 2008). In addition, the inhibition of
pyrimidine nucleotide synthesis by CYN was reported in mouse liver
cell-free extracts (Reisner et al. 2004). It is known that CYN does
not inhibit protein phosphatases (Chong et al. 2002) but interferes
with glutathione metabolism, inhibits protein synthesis, distrupts the
actin cytoskeleton and causes DNA damage in mammaliam
experimental systems (Wiegand 2005). In contrast to animals, there
are only a limited number of studies on the effects of CYN on plants.

The objectives of the study are as follows:

a.) The analysis of the growth inhibitory effects of MCY-LR on
Lemna minor, Wolffia arrhiza and Ceratophyllum demersum
plant cultures. The comparison of the growth inhibitory effects of
“cyanotoxin containing crude extracts” (MCY-LR containing
extracts of M. aeruginosa culture/cells) and purified toxins
(purified MCY-LR from M. aeruginosa culture).

b.) The analysis of purified MCY-LR and MCY-LR containing
crude M. aeruginosa extracts can cause enzyme-level changes
investigated by polyacrilamide activity gels. We examined those
hydrolases which have key functions in stress responses, the
proteases and the single- and double stranded DNA cleaving
nucleases (ssDNase or dsDNase).

c.) The study of growth inhibitory effects of CYN in Lemna
minor and Wolffia arrhiza cultures. The comparison of the crude
CYN containing cyanobacterial extracts and the growth
inhibitory effects of purified toxins.

d.) The analysis of the alterations in plant enzyme patterns and
activity of proteases and nucleases on polyacrylamide activity
gels caused by the treatment of purified CYN and CYN
containing crude Aphanizomenon ovalisporum extracts.

e.) The comparison of the two cyanotoxins with different mode
of action, of the alterations caused by MCY-LR and CYN in
plant growth and enzyme (proteases, nucleases) activities.
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2. Materials and Methods

2.1. Microcystis aeruginosa culture, preparation of crude
cyanobacterial extract and purification of microcystin-LR

Microcystin-LR  (MCY-LR) was purified from a Microcystis
aeruginosa (strain BGSD 243) culture isolated from Lake Velencei
(Hungary) in 1991 (Kés et al. 1995, M-Hamvas et al. 2003). M.
aeruginosa was grown as described (Allen 1968; Vasas et al. 2002,
2004).

For the preparation of crude cyanobacterial extract: a
stationary phase culture M. aeruginosa culture was centrifuged
(6000xg, 10 min, Beckman Avanti J-25 centrifuge) at 4°C, then cell
pellets were freeze-dried and stored at —20°C wuntil further
experiments. The freeze-dried cyanobacterial cell mass was
resuspended in sterile distilled water; the cells were disrupted by
freezing and thawing several times (4x). The suspension was
centrifuged (6000xg, 10 min, 4°C, Beckman Avanti J-25 centrifuge)
and the pellet- and cell-free supernatant was used as crude extract for
the treatments. The MCY-LR content of the supernatant was
determined with the help of capillary electrophoresis as described in
our laboratory earlier (Vasas et al. 2002, 2004).

MCY-LR purification method has been described
previously (Kés et al. 1995). In brief, cyanotoxin was extracted from
cells with 5% (v/v) acetic acid, purified on a DE-52 column
(Whatman) and desalted on Waters Sep-Pak® cartridges. The purity
of MCY-LR was >90% as checked by HPLC and capillary
electrophoresis (Vasas et al. 2004).

2.2. Aphanizomenon ovalisporum (Forti) culture, preparation of
crude cyanobacterial extract and  purification  of
cylindrospermopsin

Cylindrospermopsin (CYN) producing Aphanizomenon ovalisporum
(Forti) strain ILC-164 isolated from Lake Kinneret, Israel in 1994
(Banker et al. 1997; in our collection BGSD-423) was grown as
described (Allen 1968; Vasas et al. 2002, 2004).

For the preparation of crude cyanobacterial extract: 14 days
old culture of A. ovalisporum was centrifuged (6000xg, 10 min,
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Beckman Avanti J-25 centrifuge) at 4°C, then cell sediments were
freeze-dried and stored at —20°C until further experiments. The
freeze-dried cyanobacterial cell mass was resuspended in sterile
distilled water; the cells were disrupted by freezing and thawing
several times (4x). The suspension was centrifuged (6000xg, 10 min,
4°C, Beckman Avanti J-25 centrifuge) and the pellet- and cell-free
supernatant was used as crude extract for the treatments. The CYN
content of the supernatant was determined with the help of capillary
electrophoresis as described earlier (Vasas et al. 2002, 2004).

For CYN purifcation cyanobacterial filaments were
harvested by centrifugation and kept at —20°C until use. The thawed
cell pellet was extracted by 90% methanol; the methanolic extract
was evaporated to dryness and then resuspended in 50% ethanol. The
extract was loaded onto toyopearl HW-40 size exclusion column and
further purifed by semi preparative HPLC (Supercosil TM SPLC-18
column, Supelco, Bellefonte, USA; Vasas et al. 2002, 2004).

2.3. Plant material

Experiments were performed on axenic clones of Lemna minor L.,
Wolffa arrhiza (L.) Horkel (Lemnaceae), Ceratophyllum demersum
L. and Phragmites australis (Cav./Trin. Ex Steud.) plants. Axenic
stock cultures were maintained on Allen medium (Allen 1968) and
P. australis was cultivated in liquid MS medium (Murashige and
Skoog 1962). These test organisms were grown in sterilized
Erlenmayer fasks, on 21°C and photoperiod (14/10h).

2.3.1. Cyanotoxin treatments

Plant cultures were aseptically transferred to Allen medium (1968)
into 3-ml sterile wells (Titer-Tech® test plates). Nine (3x3) fronds of
L. minor were placed in wells containing MCY-LR and CYN extract
or purifed MCY-LR and CYN with equal MCY-LR and CYN (0.01,
0.1, 1, 10 and 20 pg ml™" corresponding to 0.024-96.4 pM,
respectively) in Allen medium (1968). In the case of W. arrhiza the
experiments were carried out in the same way as for L. minor with
20 fronds as an initial number. Four independent experiments were
performed and each bioassay has been made with four replicates for
every MCY-LR and CYN concentration. Plant growth was estimated
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by counting frond numbers and measuring fresh weight of the initial
population and the plant cultures after 5 days of exposure.

For cyanotoxin exposure of C. demersum plants, we used
shoots with apical meristems. Shoots were of 24.5+0.4 (SE) mm
length and containing 5-6 leaf whorls. C. demersum was treated with
purified MCY-LR for 5 days. Cyanotoxin exposures were made in
test tubes containing 5 ml Allen medium (Allen 1968). The
concentration regimes used was 0.01-20 pg ml™" (0.01-20.1 uM)
MCY-LR.

Phragmites australis (common reed) plantlets were
regenerated from stem nodal embryogenic calli (Mathé et al. 2000).
Cyanotoxin treatments were performed essentially as described
previously (Mathé et al. 2007, 2009). Plantlets of 60+3.2 (SE) mm
height with well-developed shoot and root systems were used for the
purified MCY-LR treatments. The cyanotoxin was added to 2 ml of
liquid modified MS medium (Murashige and Skoog 1962) in a
concentration range of 0.5-40 pg ml" (0.5-40.2 pM). Toxin
exposure times were 5, 10, 20 days.

2.3.2. Statistical methods

The significance of differences between growth of controls and
cianotoxins (MCY-LR and CYN) treatments was analyzed by one-
way ANOVA (Sigma Plot 11.0 software, USA). Results were
presented with the aid of graphical and statistical programs of Sigma
Plot 11.0 software (USA).

2.4. Enzyme activity measurements
2.4.1. Preparation of plant extracts

For the determination of enzyme activities, control and cyanotoxin
(MCY-LR and CYN) treated plants were collected, pulverized in
liquid nitrogen and homogenized with 100 mm Tris-HCI buffer, pH
8.0 (Sigma-Aldrich) containing 150 mM NaCl (Reanal, Budapest,
Hungary) and 1 ul ml™" 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). The
homogenates were sonicated and shaked to disintegrate remaining
organelles as described by Schlereth et al. (2000). After
centrifugation (13.000xg, 2 x 5 min, Biofuge) the supernatants were

20



used as crude protein extracts. Protein content was determined by the
method of Bradford (1976) using bovine serum albumin as standard.

2.4.2. Gelatin zymography

Protease activity analysis of crude protein extracts of aquatic plants
(10-20 pl of 10 pg protein) was carried out by using gelatine-
containing SDS slab gels according to Schlereth et al. (2000). Protein
samples were dissolved in SDS-sample buffer without heating and
loaded on 10% SDS-polyacrylamide gels (Laemmli 1970) containing
0.04% gelatine.

The gels were run at 4°C in dark. To renature proteolytic
enzymes, SDS was removed from gels by two 10 min washes in 20%
(v/v) 2-propanol containing reactivating buffer (M.-Hamvas et al.
2003, Schlereth et al. 2000). The gels were incubated for 5 hours at
37°C in reactivating buffer (0.1 M sodium phosphate buffer (Reanal,
Budapest, Hungary), pH 5.0 or 0.1 M Tris-HCI buffer pH 8.0, both
with 5 mM f-mercaptoethanol) in the dark. For characterisation of
proteases, the gels were incubated in absence and presence of f3-
mercaptoethanol and phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
respectively (data not shown). Local gelatine degradations were
visible after Coomassie Blue staining (Coomassie Brilliant Blue
R250) and revealed the sites of active proteinases (Schlereht et al.
2000).

2.4.3. Nuclease activity gels

The detection of single-strand preferring nuclease (SSP nuclease)
activities on protein gels was performed by the methods of Blank
and McKeon (1989), Wood et al. (1998) and M-Hamvas et al.
(2003). 13 pg protein was loaded onto each well of 10% SDS-
polyacrylamide gels containing 10 pg ml™' heat denatured (for
ssDNase activities) or intact chicken blood DNA (for dsDNase
activities). Gel electrophoresis was performed according to Laemmli
(1970). Reed shoot and root samples were loaded along with a
molecular weight marker (Sigma—Aldrich, Budapest, Hungary).
After electrophoresis, enzymes were renatured for 30 min in
water, then by three washes in a buffer containing 10 mM Tris—HCI,
pH 6.8 and 20% (v/v) 2-propanol, followed by washing in Tris—HCI,
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pH 6.8. For the detection of SSP nuclease isoenzymes, gels were
incubated (generally for 24 h, 39°C) in Tris—HCI, pH 6.8. After
incubation, gels were stained with 0.5 pg ml™ ethidium bromide
(Sigma—Aldrich, Budapest, Hungary). Nuclease isoenzymes were
detected as clear, unstained bands, due to DNA hydrolysis. All
experiments concerning the analysis of SSP nuclease isoenzymes
were performed at least three times and representative results are
presented.

2.4.4. Methods of polyacrylamide gel pattern evaluation

Relative molecular mass and band intensity of polyacrylamide gel
separated proteins were evaluated by UVI-TEC® and CpAtlas®
softwares. All the measured parameters were analyzed with Sigma
Plot 11.0 software.

3. New scientific results

a.) The growth inhibitory effects of MCY-LR on the studied
aquatic plants

Both purified MCY-LR and the MCY-LR containing crude extract
inhibited the growth of the studied plant species.

Based on the growth parameters (frond number and fresh
weight) from the two aquatic plants floating on the water surface,
Wolffia arrhiza proved to be more sensitive to the 5 day-long
treatments of MCY-LR. The growth of W. arrhiza was yet inhibited
significantly by 0.01 pg ml" of MCY-LR containing crude extracts
while in the case of Lemna minor this cyanotoxin concentration was
>5 ug ml’. In both cases (L. minor and W. arrhiza) purified low
concentrations of MCY-LR did not cause significant inhibition. On
the other hand in the concentration range of 10-20 pug ml™" the rate of
the inhibition was far higher than after the crude extract-treatment.

During the short-term (5 days) treatment of C. demersum
with purified MCY-LR only the high (20 pg ml') MCY-LR
concentrations caused significant growth inhibition. In long-term
experiments even lower cyanotoxin concentrations were enough to
be effective in the growth inhibition (Szigeti et al. 2010). On the
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basis of the growth parameters the floating aquatic plants were less
sensitive to the MCY-LR than the “mini reed” (Phragmites
australis) plants regenerated from callus cultures (Mathé et al. 2009).

b;.) The effects of microcystin-LR on the activity of protease
enzymes and isoenzyme-patterns of aquatic plants

By gelatin, as substrate contaaining polyacrylamide gel
electrophoresis we detected acidic and alkaline protease enzyme
activities in the extracts of Lemna minor (ten isoenzymes marked as
“LmP”) and Wolffia arrhiza (ten isoenzymes marked as “WaP”).
Treatment with both the MCY-LR containing crude extracts and the
purified MCY-LR caused changes in the isoenzyme patterns and in
the specific activities of the enzymes of the investigated plants. The
high activity of the acidic proteases is characteristic in the extracts of
Lemnaceae species. The crude MCY-LR containing extracts induced
activity increase in more isoenzymes, than purified MCY-LR.

The treatment with MCY-LR caused the appearance of new
isoenzymes in both species. In the extracts of L. minor treated with
purified MCY-LR we found the appearance of two new protease
isoenzymes (LmP32 and LmP26). In the W. arrhiza extracts exposed
to MCY-LR we found a new alkaline protease (WaP84) and an acidic
protease isoenzyme (WaP36) which only appears in purified MCY-
LR exposed plants. The activities of these isoenzymes show a
concentration dependent increase. From these two species we
measured higher protease activity in W. arrhiza.

We could find alterations in the patterns and activities of
protease isoenzymes at even very low toxin concentrations in the C.
demersum extracts treated with purified MCY-LR in gels incubated
on acidic pH. In C. demersum plants treated with 20 pug ml" purified
MCY-LR we detected the appearance of two acidic proteases with
high molecular mass (CdP87 and CdP80).

b,.) The effects of microcystin-LR on the nuclease enzyme
activity and isoenzyme patterns in aquatic plants

Plant stress enzymes, like ssDNase isoenzyme patterns are really

different in Lemnaceae species. We detected several ssDNase
isoenzymes from the extracts of L. minor of which two (LmD89,
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LmD79) were induced only when treated with MCY-LR crude
extracts.

In W. arrhiza extracts there is only one characteristic
isoenzyme (WaD38) cleaving the single-stranded DNA, which shows
mild increase in case of low (0.1 and 1 pg ml') cyanotoxin
concentration both at treatment with crude toxin extracts and purified
toxins and shows decreasing tendency at high (5-20 pg ml")
cyanotoxin concentrations.

In the growth inhibited C. demersum extracts we detected
an ssDNase isoenzyme with 51 kDa molecular mass (CdD51) with an
activity that showed a significant increase in plants on the 5th day of
treatment with purified MCY-LR.

In Phragmites australis, purified MCY-LR treatments
caused histological and cytological changes (Mathé et al. 2007,
2009). In this study, we investigated in plants in question the single
and duoble standed DNA splitting activities. We detected
characteristic DNase enzymes (isoenzymes marked as “PaD”) from
the 5, 10 and 20 day-old control P. australis roots and shoots. An age
and organ dependent alterations of nucleases were detected in
purified MCY-LR exposed reed plants. The activity of ssDNase
isoenzymes detected form the shoot and root extracts of reed plants
were increasing even after a short, 5 day long MCY-LR treatment.
At lower cyanotoxin concentrations (0.5-5 pg ml™") dsDNase activity
increased and at higher concentrations (20 ug ml") it decreased, but
it was above the control values. In case of 10 day-long treatments the
MCY-LR inhibited the activity of ssDNases in shoots. The activity
in roots was constant. Although the 10 day-long MCY-LR treatments
inhibited the activity of dsDNase isoenzymes in shoots and increased
them in roots, these changes were observable only after long-term
incubation of activity gels. After a 20 day-long MCY-LR treatment
inhibition of ssDNase isoenzymes was obtained in both organs. At
24 hour incubation of gels we could not detect dsDNase activities in
extracts of control and cyanotoxin treated plants. The explanation for
that is the reduction of viability of plant tissues and the development
of necrosis on plant organs.
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c.) The growth inhibitory effects of cylindrospermopsin on
Lemnaceae species

Crude CYN containig extracts and purified CYN inhibit the growth
of aquatic plants (L. minor and W. arrhiza). On the 5th day of the
CYN exposure, frond numbers and fresh weight showed significant
decrease. The two species of Lemnaceae family showed nearly the
same sensitivity to the CYN treatments. In case of L. minor the crude
extract and the purified toxin caused significant decrease in frond
number at the concentration range of 1-20 pug ml’. For the frond
number of duckweeds treated with purified CYN this significant
decrease was measurable even at 0.01 ug ml™' toxin concentration.
The increase of fresh weight proved to be a less sensitive growth
parameter, because both the crude CYN containing extracts and the
purified CYN treated plants showed its inhibition at the
concentration range of 10 and 20 ug ml™.

The frond number and the fresh weight of W. arrhiza
treated with crude CYN containing extract significantly decreased on
the 5th day of the treatment. They showed higher sensitivity to the
purified CYN, the growth parameters significantly decreased at
smaller (0.1 and >0.01 pg mI"' CYN) cyanotoxin concentrations.

d;.) The effects of cylindrospermopsin on the protease enzyme
activity and isoenzyme patterns of Lemnaceae species

The CYN containing crude extracts and the purified cyanotoxin
induced different changes in the patterns and specific activity of
protease enzymes. In L. minor extracts 9 (“LmP” marked), in W.
arrhiza extracts 10 (“waP” marked) gelatin degrading isoenzymes
were detected. A new acidic protease isoenzyme (LmP32) from the
CYN containing crude extract treated L. minor extracts was detected.
On addition we detected a new, 44 kDa (WaP44) alkaline protease
isoenzyme form the W. arrhiza treated with crude cyanotoxin
extracts.
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d,.) The effects of cylindrospermopsin on the nuclease enzyme
activity and isoenzyme patterns of Lemnaceae species

Treatment with CYN caused alterations in the activity of ssDNase
detected from L. minor and W. arrhiza extracts. First of all we
detected newly appearing ssDnase isoenzymes in the L. minor
treated with CYN containing crude extracts. The LmD89, LmD79,
LmD16, LmD15 marked ssDNase isoenzymes appeared at 10 and 20
ug ml' cyanotoxin concentrations. We could not detect these
isoenzymes after the treatment with purified cyanotoxin. The
appearance of 15 and 16 kDa molecular mass ssDNase isoenzymes
were only detectable in plants after CYN containing crude extract
treatment. We detected an increase in their specific activity.
Concerning W. arrhiza we detected a 38 kDa isoenzyme
(waD38) in the CYN exposed plants. This enzyme (WaD38) shows
mildl increase exposed in crude extract treated plants, but at 10 ug
ml”' cyanotoxin concentration significant increase was observed. At
20 pg ml™"' toxin concentration, the activity of nucleases decreased
significantly, probably as a consequence of plant cell death. The
ssDNase of 38 kDa detected at the treatments with purified CYN
showed increasing tendency with the increase of toxin concentration.
We could detect these significant changes at 10 and 20 pg mI" CYN.

e.) The comparison of the effects of microcystin-LR and
cylindrospermopsin on Lemnaceae species

Our results unambiguously proved that in water blooms MCY-LR
and CYN released to the water and accumulated (both for cell free,
crude cyanotoxin containing extracts and the purified toxins) cause
significant growth inhibition in the examined aquatic plants (Lemna
minor, Wolffia arrhiza), which can be detected by the assay of frond
number and fresh weight. During the treatment of these plants with
purified MCY-LR and CYN, latter caused more pronounced changes
in growth inhibition. We measured significant inhibition even at 0.01
and 0.1 pg ml™" cyanotoxin concentrations while MCY-LR caused
significant inhibition at > 10 ug ml"' concentrations. The MCY-LR
containing crude extract of M. aeruginosa proved to be more toxic to
the Lemnaceae species than the CYN containing crude extract. We
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detected significant growth inhibition at the concentration of 0.01 pg
ml" of MCY-LR.

In other cyanotoxin exposed plant species, striking
morphological changes were obtained (the appearance of necrotic
spots, callus forming, M-Hamvas et al. 2003, Méthé et al. 2007,
2009). We did not see these types of alterations during our
experiments on L. minor and W. arrhiza plants.

However, we found that both toxins cause changes in
protease and nuclease enzyme patterns and their specific activity
which are of a key importance in stress responses. We detected the
increase of enzyme activity in the extracts of plants treated with
MCY-LR and CYN (LmP100, 89, 83, 71, 60 and the WaP94, 84 kDa
molecular mass proteases and the LmD43, 26 kDa molecular mass
nucleases). Only the purified MCY-LR induced the appearance of
two acidic proteases in the plant extracts (LmP26 and WaP36). The
LmD89 and 79 marked ssDNases were induced by MCY-LR- and
even by CYN containing crude extracts; however the purified toxins
did not induce their appearance. The WaP44 alkaline protease and the
LmD16 and LmD15 ssDNases were only detectable after a treatment
with crude CYN containing extracts.

The differences between the effects of crude cyanotoxin
containing extracts and the purified toxins draw the attention on the
fact that besides the endotoxins released into water blooms of
cyanobacterial origin several hundreds of chemical compound can
get into the environment from the same cells (Welker and von
Dohren 2006). Among these one can find chemicals that serve as
nutrients for other organisms, stimulating their growth. In the case of
Microcystis aeruginosa extracts besides MCY-LR other cianotoxin
variants (MCY-RR, MCY-YR) can occur that can contribute to the
effects of MCY-LR. More and more data from literature prove that
besides cyanotoxins other small molecular mass organic compounds
(i.e. enzyme inhibitory peptides) are synthesized in the cells of
cyanobacteria (Welker and von Dohren 2006). The exact
biochemical function of these chemicals is not known yet but it is
presumable that they contribute to the biological effects of
investigsted cyanotoxins.

Our results confirmed that it is important to have the
suggested two kinds of approach in the analysis of the effects of
cyanotoxins on plants, including the aquatic ones.
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