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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az emberi tevékenységek sordn kornyezetiinkbe keriild kiilonbdzd anyagok
mennyisége folyamatosan nd. Ezek egy része az éldvildgra potencidlisan
veszélyesnek tekinthetd, masokrol pedig az egyre részletesebb kutatasok
alapjan sem tudhat6, hogy pontosan milyen hatdsuk van. Tovdbbi nehézséget
okoz a természeti kornyezet tobbszorosen Osszetett volta, mely bonyolultta teszi
az egyes hatdsoknak és azok okozdinak feltarasat.

A kromot az emberis€g régéta és nagy mennyiségekben haszndlja
kiilonbozd tevékenységei sordn, €s ennek révén nagy mennyiségben keriilhet
szennyezOanyagként a kornyezetbe, ahol bekeriilve a biogeokémiai ciklusokba
az élolényekre is veszélyt jelent (Appenroth et al. 2000, Kaszicky et al. 2005,
Keresztari et al. 2006). Veszélyessége ellenére a krom viselkedése az é10
sejtben, illetve élettani hatdsai a tobbi nehézfémhez képest még mindig kevéssé
ismertek (Cervantes et al. 2001, Kaszicky et al. 2005, Appenroth et al. 2008). A
krom oxidéacios dllapota 0 és 6+ kozott valtozhat, a kiillonboz6 formdk
viszonylag konnyen egymadsba alakulnak. Stabilnak a Cr(III) és Cr(VI) formdk
tekinthetok (Horcsik et al. 2007). A Cr(VI) mérgezd hatdsa sokszorosan
nagyobb a Cr(IIl)-ndl. A jelenlegi ismeretek szerint a Cr(VI) kromdt ionként, a
szulfattranszport rendszeren keresztiil jut be a novényi sejtbe, ahol elsésorban
oxidal6 dagensként, illetve kozvetve az elektron transzport rendszer
befolyésoldsdval okoz oxidativ karosodast (Panda és Choudhury 2005, Sinha et
al. 2005). Specifikus krém (VI)-rezisztencia mechanizmusok jelenleg nem
ismertek a hajtdsos novényekben, a kromat-stressz kivédésében elsdsorban az
enzimatikus és nem enzimatikus antioxiddnsok jatszanak szerepet (Cervantes et
al. 2001).

A vizeinket napjainkban €ér0 antropogén terhelések, ezen beliil is
kiilondsen a nehézfém- és peszticidszennyezések hatdsainak feltirdsdban nagy
segitséget nyujtanak az Okotoxikoldgiai tesztek. Segitségiikkel feltarhaté az
egyes anyagok viselkedése a természetben és a bioldgiai rendszerek ezekre
adott valaszai (Schauber et al. 1995). Egyre nagyobb az igény az érzékenyebb,
illetve a nem destruktiv eljardsok bevezetésére és az erre alkalmas
mérorendszerek kialakitasara. Folyamatosan kutatott téma az egyes természeti
kornyezetbe keriil6 kemikalidk potencidlis hatdsa is az €10 szervezetekre, illetve
az emberre.

Az okotoxikolégiai tesztekben az idedlis tesztszervezetnek tobb
szempontnak meg kell felelnie. Fontos az élolény gyakori és tomeges
megjelenése a természetben, a hosszu élettartama, illetve a gyors novekedése. A
szennyezOanyagokra is érzékenyeknek kell lenniiik, és a laboratériumban valé
tarthat6sdg is meghatdrozé (Ferrat et al. 2003). A (nem algdkkal végzett) vizi
Okotoxikologiai teszt-rendszerek egyik leggyakrabban alkalmazott teszt-
szervezetei a békalencse-fajok (Lemnoidae, Araceae, kordbban Lemnaceae). A
békalencse-fajok a természetes felszini vizek fontos primer producensei.
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Gyorsan, fdleg vegetativna. mddon szaporodnak, konnyen terjednek,
alkalmazkoddképességiik jo, igy vildgszerte elterjedt fajok, amelyek legtobbje
kozmopolitdnak tekinthetd (Crawford és Landolt 1993). Kis méretiik,
aszeptikus  koriilmények kozt valé konnyli nevelhetOségiik és gyors
szaporoddsuk alkalmassd teszi Oket a mérgez0 anyagok hatdsainak
tanulmdnyozdsdra. Kiilon elonyiik, hogy mivel a gyokérzetiik nem, vagy csak
kevéssé vesz részt a tdpanyagfelvételben, a vizsgdlt anyagok kozvetleniil a
hajtasrészben keriilnek felvételre (Environment Canada 1999), igy a
xenobiotikumok fiziolégiai hatdsainak vizsgédlatdhoz kiilonosen alkalmas
modell-szervezetek (Environment Canada 1999).

Az értekezés célkitiizései:

e Hirom, Magyarorszdg vizeiben dltaldnosan elterjedt békalencse-faj, a
Lemna gibba L., Lemna minor L., és a Spirodela polyrrhiza (L.)
Schleiden akut és krénikus kromdtkezeléssel szembeni tolerancidjdnak
az 0sszehasonlitdsa, fizioldgiai illetve novekedési paraméterek alapjan.

® A békelencse-tesztekben a kromét toxicitdsdnak jellemzésére dltalunk
alkalmazott paraméterek érzékenységének az 6sszehasonlitésa.

o A S. polyrrhiza esetében az antocidn-felhalmozds okotipusok szerinti
eltéréseinek tanulmanyozasa.

e A S. polyrrhiza antocidn-felhalmoz6 képességének krém(VI)-stressz,
illetve mds stresszhatdsok esetén biomarkerként valé
alkalmazhatdségdnak a vizsgélata.

e A S. polyrrhiza antocidn-felhalmozéasdnak laboratériumi vizsgélatira
egy rutinszertien haszndlhatd, egyszerli médszer kidolgozésa.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK

2.1. Kréom a kornyezetben

Az ember daltal alkalmazott kemikalidk kozvetleniil vagy kozvetve
megjelenhetnek a kornyezetben és jelenlétiikkel, hatdsukkal terhelik azt. Mivel
ezek széleskorli alkalmazdsa eldrelathatéan tovdbbra is novekedni fog,
hosszabb tdvon tovédbbra is szdmolni kell potencidlis kornyezetterhelésiikkel.
Ebbol kovetkezden a lehetd legtobb informacidt kell szerezniink arrdl, hogy
ezek az anyagok a kornyezetben miként viselkednek.

A nehézfémeket az ember egyre nagyobb mennyiségben haszndlja és
juttatja ki a természetbe, ahol azok az éldlényekbe keriilve akkumuldlédhatnak,
illetve a koncentraciotol és egyéb koriilményektol fiiggéen akut vagy krénikus
mérgezést okozhatnak. Emiatt a nehézfémek az Okotoxikoldgiai és
kornyezetegészségtani kutatdsok egyik kiemelt teriiletét képezik (Shanker et al.
2005).

A krom (Cr) a periédusos rendszer 21. eleme. Relativ atomtomege
51,996 g. A Foldon a 6. legnagyobb gyakorisagi elem (Sinha et al. 2005).
Oxid4cids dllapota 0 és 6+ kozott vdltozhat, a kiillonbozd formdk viszonylag
konnyen egymdsba alakulnak. Ezek koziil stabilnak a Cr(II) és Cr(VI) format
tekintik, mig a tobbi formaja az oxidacids és redukciés folyamatok atmeneti
terméke (Appenroth et al. 2000, Keresztdri et al. 2006, Horcsik et al. 2007).

A kitermelt krom 60-70%-at 6tvozéshez haszndljak (pl. rozsdamentes
acél). A termelési folyamatok sordn nagy mennyiségben haszndljak példdul a
boriparban, festékek és bevonatok gyartasaban, kohaszatban (Cervantes et al.
2001). A vildgon kitermelt kromérc mennyisége az 1971-t6l 1980-ig terjedd
id6szakban kozel a dupldja volt az el6zd évtizedének (46500 illetve 86200 t)
(Moore és Ramamoorthy 1984, Dirilgen 1998). Mivel a krémfelhasznalds
folyamatos novekedése a jovoben is valdszinli, nagy sziiks€g van a lehetséges
kedvezoétlen hatdsok feltdrdsdra.

A vizekben a Cr(IIl) és Cr(VI) forma domindl. Oxigénnel jol ellatott
vizekben termodinamikailag a Cr(VI) stabil, azonban a kinetikailag stabil
Cr(Ill) is jelen lehet kiillonb6z6 kotésekben. A hexavalens krém gyakran
oxigénnel kapcsolédva van jelen a kornyezetben, kromat- (CrO45) vagy
dikromét- (Cr,0;>) oxianionokként (Horesik et al. 2007). Ezzel szemben a
trivalens krém oxidok, hidroxidok, szulfitok formdjaban van jelen és foleg
szerves molekuldkhoz kotddik, igy kevésbé mobilis. A Cr(VI) erds oxidald
dgens, szerves anyagokkal reagédlva Cr(IIl)-4 alakul. Ennek a folyamatnak a
sebessége a kozeg savassdgdval parhuzamosan emelkedik. Nagymennyiségii
Cr(VI) azonban esetlegesen meghaladhatja a kézeg redukdlé képességét és igy
a Cr(VI) szennyezdként is megjelenhet a kornyezetben. Ezzel szemben a
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Cr(III), j6 oxigénellatottsdg (O,-folosleg) esetén kromatta alakulhat (Cervantes
et al. 2001).

Szennyezetlen felszini vizekben az oldott kréom &tlagosan 1-2 g I
koncentriciéban van jelen, mig a tengervizekben 0,05-0,5 pug I"" koncentraci6-
tartomdnyban (Moore és Ramamoorthy 1984). A f6ldi kdzetekben a krém 100-
300 mg kg™ koncentriciban van jelen. Talajokban a krémkoncentrécié 5-3000
mg kg'1 kozott valtozik. Vizszennyezés esetén az oldott krom koncentracidja
akdr tobb nagysdgrenddel is meghaladhatja a természetes hattérértékeket.
Papirmalom elfoly6 vizében pl. mértek mar 80 mg 1" Cr(VI) koncentracict is
(Cervantes et al. 2001).

Veszélyessége ellenére a krom felvétele és Elettani hatdsa a tobbi
nehézfémhez képest még mindig kevéssé ismert. Ennek egyik f6 oka az, hogy
az oxiddcids forma konnyen megvaltozik (1. dbra), és az egyes formdk eltérd
moédon viselkednek az €16 szervezetben (Kaszycki et al. 2005).

Kazeg/rhizoplan, .-

g Plazmamembrir
/ Apoplaszt - —= S
f o -
i)y ————» Crill L 80D
Védekmsiln!erancm .,;
toplazma

Cr(lln) ksl "mnbict oxigén

Cr[Vl}

m Cradicia? Cr{vl)

Cr{vl)

cr{v)—

\ Transport protein

1. abra A krom felvétele és feltételezett viselkedése a novényi sejtben (Shanker et al. 2005
nyoman médositva)

A stabil formdk koziil a Cr(IIl)-ra az allati és emberi szervezetnek kis
mennyiségben sziiksége van (Appenroth et al. 2000), de ez a forma nagy
koncentrdciéban  bizonyos metallo-enzimeket gdtolhat (Shanker és
Pathmanabhan 2004).
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2.1.1. A krom felvétele a novényekben

A Cr(VI) forma minden mennyiségben mérgezé. Mivel nem esszencidlis
tapelem, felvételére a novényekben nem alakult ki kiilon mechanizmus (1.
abra). A felvétel részben olyan esszencidlis anionok karrierjeinek segitségével
torténik, mint példdul a szulfat (Kleiman és Cogliatti 1997, Cervantes et al.
2001, Kaszycki et al. 2005). A Fe és P valdsziniileg szintén verseng a Cr(VI)-tal
a kotohelyekért (Shanker et al. 2005). Az aktiv felvétel mellett a Cr(VI) passziv
transzport-utakon is konnyen atjut a biolégiai membrianokon (Chandra és
Kulshreshtha 2004).

A Cr(VI)-tal szemben a Cr(Ill) legvaldsziniibben csak passziv transzport-
utakon keriil a sejtbe. A sejtmembranon valé keresztiiljutdsa csak akkor
lehetséges, ha lipofil ligandumokkal képez komplexet (Chandra ¢és
Kulshreshtha 2004, Shanker és Pathmanabhan 2004).

A mikroorganizmusok esetében a szulfit- és kromdt-ionok felvételi
folyamataiban a versengést mar kordbban leirtdk. Elesztdgombéknal a Cr(VI)
felvétele egy nem-specifikus anion transzport-rendszeren, az Gn. permeaz-
rendszeren keresztiil zajlik, amely fiziol6gids koriillmények kozott pl. a foszfat-
és szulfationok felvételéért felel (Cervantes et al. 2001). A szulfat- és kromat
ionok antagonizmusat a novények esetében is tobben leirtdk mar (Appenroth et
al. 2000, Cervantes et al. 2001, Kaszycki et al. 2005).

A szulfit aktiv felvétele energiaigényes transzporttal, specidlis szalliték
segitségével torténik. A felvételt gdtoljdk a 1égzésgatlok, szétkapcsoldk és
bizonyos szubsztrat-analégok, mint pl. a molibdenat, szelenat, kromat (Datko €s
Mudd 1984, Severi 2001, Kaszycki et al. 2005).

A szulfaitmegvondsnak kitett novények esetében az intenzivebb
szulfatfelvétel mellett az olyan kémiai anal6gok, mint pl. a SeO42', Cr042'
nagyobb mértékii felvételét is tapasztaltdk (Kleiman és Cogliatti 1997,
Kaszycki et al. 2005). Zayed et al. (1998) vizsgdlataik sordn kimutattdk, hogy
az dltaluk vizsgdlt kultirndvények koziil a kénkedveld Brassicaceae-csaldd
tagjai halmoztak fel a legtobb krémot.

2.1.2. A krém(VI) viselkedése a novényi sejtben

A szarazfoldi novényekben a felvett krém nagy része (>97%) a gyokérben
halmozddik fel (Zayed et al. 1998, Han et al. 2004), aminek az oka valdészintileg
az, hogy a kroméat Cr(Ill)-4 redukdlédva (2. dbra) a gyokér sejtjeinek
vakuolumaiba keriil, és ott tarolédik (Appenroth et al. 2000, Shanker et al.
2005). A krom viselkedése a sejten beliil €s a vakuolumban még nem teljesen
tisztazott (Appenroth et al. 2000, Kaszycki et al. 2005), mivel oxidé4cids
allapota konnyen megvéltozhat, és a folyamatok Osszetettsége miatt nehéz az
egyes részfolyamatokat elkiiloniteni. A Cr(VI) = Cr(Ill) redukcié a gyokér
sejtjeiben valdszintileg a Fe(Il)-reduktdz enzimek segitségével zajlik. Zayed et
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al. (1998) eredményei szerint a redukcidhoz nem sziikségesek a mikorrhiza
gombdk. M4s szerzOk (Panda és Choudhury 2005) viszont arrdl szdmolnak be,
hogy a mikorrhiza a szdrazf6ldi novényekben csokkenti a kromdt g4tl6 hatdsait.

E=kilsé Cr (VI) koncentracio
S=Cr (VI)
F=Cr (V)

T=Cr (III)

Extracellularis
tér

Sejtfal Citoplazma

2. abra A Cr(VI) feltételezett redukcios folyamatai (Appenroth et al. 2000, Kaszycki et al.
2005 nyoméan)

Békalencse-fajokndl, csakigy, mint méds novényfajok esetében, a felvétel
sordn a Cr(VI) elészor fizikai jellegli folyamatok sordn elfoglalja az apoplaszt
(beleértve a sejtfal) szabad helyeit. Ezt kovetoen, de mar kisebb sebességgel a
Cr(VI) étjut a sejtmembranon. Appenroth et al. (2000) eredményei alapjan az
elsd szakasz mintegy tizszer gyorsabban zajlik, mint a mésodik. A felvétel a
Michaelis-Menten-féle kinetikanak megfeleloen zajlik. A felvétel sebessége
nem-linedrisan fiigg a kiilso és sejten beliili kromkoncentracidktél. A Cr(VI) a
sejtbe valtozatlan oxidé4cids allapotban, vagy redukciét kovetden jut be (2.
abra). A redukci6é sordn a Cr(VI) - Cr(V) dtalakulds igen gyorsan, 10-15
perccel a Cr(VI) tartalmi kozegbe helyezés utdn megindul, ami alapjan
valészintisithetd, hogy a redukcid elsOsorban a sejtfal szabad helyein vagy a
sejtmembran kiilsd felszinén zajlik. Az egyébként igen instabil Cr(V)-forma a
sejtben tobb 6rdn keresztiil megmarad, ami azt jelzi, hogy valamilyen komplex
formajaban atmenetileg stabilizalédik (Micera €s Dessi 1988). A tovabbi, Cr(V)
-> Cr(IIl)-redukcié pontos mechanizmusa nem ismert (Appenroth et al. 2000, 2.
dbra). A kromformak Osszetett atalakulasi folyamatainak feltdrasat tovabb
bonyolitja, hogy a Cr(Ill)-forma H,O, hatdsdra Cr(VI)-td alakulhat. Bizonyos
eredmények szerint a Cr(IlI) bioldgiai redukalészerek (L-cisztein, NADPH)
hatasara redukédldodhat Cr(II)-vé. A Cr(Il) H,O,-dal reagalva hidroxilgyokot
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képez, ami tovabbi karositd hatdsokat eredményezhet (Shanker ¢és
Pathmanabhan 2004).

2.1.3. A krom(VI) hatasai az él6 sejtben

Altalanossdgban a Cr(VI) a novények mikodésének minden teriiletét
befolydsolja. A hatdsokat az 1. tdblazatban foglaltuk Ossze. Az egyed szintjén
gitolja a csirdzast, a gyokér, a hajtas és a levelek fejlodését (Panda és
Choudhury 2005, Shanker et al. 2005, 1. tdblazat). Valészinileg a Cr(VI), mint
oxidal6 4gens kérositja az €10 szervezet makromolekuldit, és ezek a hatdsok
terjednek tovdbb mds folyamatokra. Erds oxidédlészerként eldsegiti a reaktiv
gyokok (Oy" , HyO,, 'OH) képzddését kozvetlen elektrontranszferrel, illetve
kozvetve a metabolikus reakcidk gatlasaval (3. dbra). Ennek hatdsara fokozddik
a lipidperoxidacié a sejtben (Panda és Choudhury 2005, Sinha et al. 2005).

1. tablazat A krém(VI) altalanos hatasai a novények miikodésére

Folyamat Hatasok
Az elektron transzport gdtldsa, a Calvin-ciklus
Fotoszintézis enzimeinek  gdtldsa, CO,-fixdci6 csokkenése, a

kloroplasztisz belsd membranrendszerének kdarosoddsa
Vizpotencidl csokkenés, hervadas, a vizszallité elemek
Vizhaztartas atmérdjének csokkenése miatt elégtelen viz- és
tdpanyagszallitds

A N, P, K, Fe, Mg, Mn, Mo, Zn, Cu, Ca, B, S
felvételének megvaltozdsa

Az asszimildciés enzimek gétldsa, reaktiv oxigéngyokok
elleni védekezd enzimek aktivitdsdnak emelkedése,
glutation-pool megvaltozdsa

Asvanyi taplalkozas

Enzimek és mas
vegyiiletek

A fizioldgiai folyamatok vizsgdlata alapjdn a Cr(VI) befolyésolja a CO,-
fixéciot, az elektron-transzportot, a fotofoszforilaciét és a kiilonboz6é enzimek
aktivitdsat. Azonban most sem ismert, hogy ehhez a gitld hatdshoz milyen
ardnyban jarul hozzd a kloroplasztisz ultrastruktirdjanak karosoddsa, az
elektrontranszport gatldsa, vagy a Cr(VI)-nak a Calvin-ciklus enzimeire valé
hatdsa. Egyéb hatdsok sem zarhatdk ki, tobbek kozott feltételezhetd, hogy a
fotoszintézis elektrontranszport-lancabol eltériti az elektronokat (Panda és
Choudhury 2005, Shanker et al. 2005). A Cr(VI) a fotoszintetikus pigment-
tartalomban is csokkenést okoz (Bassi et al. 1990, Oléh et al. 2008b).

A Kklorofill-szintézis gétldsa a nehézfémstressz jellemzd kovetkezménye,
aminek egyik lehetséges oka a szintézis kulcsenzimének, a 6-aminolevulinsav-
dehidratdznak a karositdsa (Panda és Choudhury 2005, Sinha et al. 2005).
Ugyanakkor a karotinoid-tartalom, illetve a karotinoidok fotoszintetikus
pigmenteken beliili részardnya Cr(VI) jelenlétében megemelkedik (Nichols et
al. 2000, Appenroth et al. 2001, Panda és Choudhury 2005, Sinha et al. 2005,
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Oldh et al. 2008b), ami a védekezd mechanizmusok indukciéjat, illetve a
karotinoidok nagyobb stabilitdsat jelezheti (Appenroth et al. 2001, Panda és
Choudhury 2005, Ol4h et al. 2008b).

Természetes forrasok Ipari forrasok
(kohaszat, béripar,

(vulkizms, =
sinaz esnedves . KIOM &~ fesckeyini)

filepedés)

Cr it crVv
ROS-képzadés
< | [
H202
o, OH OH,

OXIDATIV STRESSZ A NOVENYEKBEN

/3 \

A sejt funkcionalis és

strukturalis valtozasai Az enzimatikus

a fitotoxikus hatds miatt (CATm GPx, SOD, APx sth )
€5 nem-enzimatikus
{aszkorbinsav, glutation sth )
antioxidans védekezés indukcidja
oxidativ stressz hatasara

SEJTHALAL

3. dbra A krom-okozta oxidativ stressz (Panda és Choudhury 2005 nyoméan, médositva)

A szarazfoldi hajtisos novények esetében Cr(VI) jelenlétében a
vizforgalom kiilonféle zavarait irtdk le (1. tablazat). Cr(VI) hatasara csokken a
levelek vizpotencidlja €s a transzspirdcios rata. A sejtek turgordnak csokkenését
és azok plazmolizisét szintén megfigyelték. Cr(VI) hatdsdra kisebb atmérojii
vizsz4llité elemek képzddnek, €s emiatt gyengébb a szdr vizszdllitdsa is
(Shanker et al. 2005).

A Cr(VI) az asvanyi tapldlkozasra tobbféleképpen lehet hatdssal (1.
tablazat). Igy példaul a gyokér gatolt fejlédésén keresztiil, vagy mds
esszencidlis tdpelemekkel torténd versengés révén, vagy az aktiv transzport
gatlasaval.

A Cr(VD) a kiilonbozd enzimek miikodését is erdsen befolydsolja.
Altalanossdgban jellemzd, hogy az oxidativ stressz kivédésében szerepet jétszo
antioxidans enzimek (SOD, APX, CAT stb.) aktivitisa megemelkedik (1.
tablazat), (Panda €s Choudhury 2005, Shanker et al. 2004a).

A Cr(VI) mérgezd hatdsa a szabadon usz6 vizi novények esetében a
széarazfoldi novényekét sokszorosan feliilmilhatja. Ennek legfdbb oka az, hogy
mig a szdrazfoldi novényekben a felvett krém legnagyobb része a gyokérben
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halmozddik fel, addig a szabadon dsz6 vizi novények tdpanyagfelvételében a
gyokér nem vagy csak kevéssé jatszik szerepet, igy a krom a hajtasrészben joval
nagyobb koncentriciéban jelenhet meg (Environment Canada 1999). Ezzel
magyardzhatd, hogy ezeknek a vizinovényeknek a Cr(VI)-tal szembeni
érzékenysége az algdk és a szarazfoldi novények kozé esik (Appenroth et al.
2000).

A kromat iont er0s toxicitdsa miatt, illetve mert a vizmindség viszonylag
kevéssé befolydsolja a gatl hatasat, az okotoxikoldgiai tesztekben ,,referencia-
méregként” (pozitiv kontrollként) is alkalmazzdk (Wang 1984, Dirilgen 1998,
Environment Canada 1999).

2.1.4. Védekez6 mechanizmusok és a kromtolerancia

Specifikus, Cr(VI)-tal szembeni rezisztencia mechanizmusok még nem
ismertek. Szennyezett talajokon és felszini vizekben megfigyeltek Cr(VI)-
tolerdns mohafajokat (pl. Comocephalum conicum, Marchantiales), de nem
tapasztaltak ndluk specifikus védekezd mechanizmusokat (Cervantes et al.
2001).

A mar sejtbe bejutott nehézfémek altal okozott oxidativ stressz
kivédésében a legfontosabb szerepiik az enzimatikus és nem enzimatikus
antioxiddnsoknak illetve a karotinoidoknak van (Shanker és Pathmanabhan
2004, Sinha et al. 2005).

Rocchetta et al. (2005) két, kiilonb6z6 nehézfém-szennyezettségi
teriiletr6l szarmazd Euglena gracilis torzs vizsgélata alapjan eltéré Cr(VI)-
rezisztencidt tapasztaltak. A reaktiv gyokok egyik fé tdmadéspontja a bioldgiai
membranok tobbszorosen telitetlen zsirsavai. Kiilonosen a fotoszintézishez
kothetd struktdrdkban volt megfigyelhetd a lipidperoxidacié. A rezisztens
torzsnél alacsony Cr(VI)-koncentrdcié hatdsdra megndtt az Ossz-lipidtartalom,
ami az egyik lehetséges védekezd mechanizmus lehet. A rezisztens torzsnél
megfigyelt magasabb telitett zsirsav-aranyt szintén a reaktivabb (oxidativabb)
kornyezethez val6 adaptacié eredményének tulajdonitottak.

A novények nehézfém-tolerancidjanak egyik kulcstényezdje a
fitokelatinok termelése. A fitokelatinok glutationbdl szintetizalt specidlis
fémkotd peptidek, melyek keldtkotés révén semlegesitik a nehézfém ionokat
(Prasad 1997). Algdk esetében kimutattdk, hogy a Cr(VI) jelenléte indukdlja a
fitokelatin szintdz enzim aktivitdsat (Horcsik et al. 2004). A magasabbrendii
novények esetében még viszonylag kevéssé tisztazott a keldtképzd vegyiiletek
szerepe a kromtolerancidban. Shanker et al. (2004b) Cr(VI)-érzékeny és -
tolerdns cirokfajtdk Osszehasonlitdsa sordn kiilonbséget tapasztaltak a
metallothionein szintézisért felelos MT3 gén aktivitdsdban, mig pl. Goupil et al.
(2009) nem mértek novekedést a Cr(VI)-stresszelt paradicsomnovények MT?2
génjének aktivitdsdban. A gyokerek altal talajba juttatott szerves savaknak (pl.
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almasav, citromsav, aminosavak) a kromatstressz kivédésében jatszott szerepe
szintén kevéssé feltart a tobbi nehézfémhez viszonyitva (Shanker &s
Pathmanabhan 2004, Panda és Choudhury 2005).

Az antocianok, mint védgvegyiiletek lehetséges szerepe

Az antocidnok a novények legelterjedtebb szinanyagai. Kémiailag az
osszefoglald néven flavonoidoknak nevezett fenolvegyiiletek csoportjaba
sorolhatok. Az egyes antocidn-vegyiiletek egymast6l a hidroxil-csoportok
szdmaban, a molekuldhoz kapcsol6d6 cukorkomponensek fajtdjdban, szamaban
és helyzetében, illetve a cukrokhoz kapcsolddé alifds és aromds vegyiiletek
tipusaban és szdmaban kiilonboznek (Kong et al. 2003).

A novényekben az antocidnok a legnagyobb mennyiségben a
termésekben, a virdgok szirmaiban taldlhatdk, de a levelek, a szarak, és a
gyokerek is tartalmazhatjdk. A kiilonféle szervekben elsdsorban a kiilsd
sejtrétegek, azaz az elsddleges borszovet, illetve a periféridlis mezofill sejtek az
antocidnok f6 tarol6i. A novényi sejten beliil a felhalmozddas helye a vakuolum
(Chalker-Scott 1999, Close és Beadle 2003, Gould 2004, Manetas 2006).

Az antocidnoknak a novényekben betoltott szerepérdl a mai napig nincs
egyértelmii magyardzat. A kovetkezOkben az antocidnoknak a kiillonbozo
kutatdsi eredmények alapjan feltételezett funkcidit foglalom 0Ossze, Chalker-
Scott (1999), Close és Beadle (2003), Gould (2004) és Manetas (2006)
Osszefoglalé munkdi alapjan:

1. Fényvédé funkcié: az antocidnok tobbféle moédon is védelmet
jelenthetnek a novények leveleiben. Megjegyzendd azonban, hogy a
novényfajok egy részénél, mint az altalunk a vizsgélatokban alkalmazott
S. polyrrhizdndl is, az antocidnok felhalmozddésanak jellemzd helye az
alsé epidermisz, ami ezt a szerepkort nem tdmasztja ala.

a. ,elektron-elnyelkként” miikodhetnek: kioltjak a
fotoszintézisben nem hasznosuld felesleges elektronokat.

b. fényelnyel6 szerepiik van: féleg az arnyéklevelek esetében, a
hirtelen erds fény hatdsat védik ki.

c. UV-sugarzas Kisziirésében vehetnek részt: az antocidnok
egyik elnyelési maximuma az ultraibolya tartomanyban van.

2. Antioxidans funkcié: példaul a fiatal és oregedd levelekben, az
antocidnok a fotoszintetikus appardtus kiegészitd védelmét lathatjdk el.
Ez a vegyiiletcsoport ugyan in vitro erds antioxiddns tulajdonsidgokat
mutat, in vivo még kevés kozvetlen bizonyiték van ilyen szerepiikre.
Egyes vizsgalatok eredményei alapjan a tiszta antocidn extraktumok a
reaktiv oxigéngyokok majdnem minden fajtijat semlegesitik, az
aszkorbinsavhoz és az a-tokoferolhoz képest akar négyszer nagyobb
hatékonysédggal.
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3. Ozmoregulaciés funkcié: Az antocidnok novénybeli felhalmozddasa
sokszor olyan jellegli stressz-hatdsok sordn jellemzo, melyek kozvetve
vagy kozvetleniil vizhidny-stresszhez is vezetnek. Mivel a felhalmoz6dé
antocidnok koncentracidja tul alacsony ahhoz, hogy az ozmotikus
viszonyokat a novény szamara éppen a kritikus vizhidnyos
periédusokban jelentdsen befolyasolni tudjdk, nem vérhatd, hogy az
ozmoreguldcidban jelentds szerepet toltenének be.

4. ,,Riaszté”-szerep: Az egyik hipotézis alapjan az antocidnok pozitiv
hatdsa a sziniikben rejlik: az élénk szinii, antocidn tartalmd levelek
riaszt6lag hatnak a novényeket fogyasztd rovarok szdmara.

Az antocidnok elnyelési maximuma (a zold szintartomdany) atfedi a
levelek altal leginkdbb visszavert fény hullimhosszat, emiatt
valészintisithetd, hogy a leveleket fogyaszté rovarok nehezebben veszik
észre a novényt (mintegy beleolvad a hattérbe).

Feltételezhetd az is, hogy az antocidnos, élénkpiros szinii leveleken a
tobbnyire zold szind, leveleket fogyaszté rovarok optikai dlcdzdsa nem
hatékony, ezért az ilyen novényeket ezek inkabb elkeriilik (Manetas
2006).

Tovabbi feltételezés szerint az antocidnok piros szine arra hivja fel a
leveleket fogyaszté rovarok figyelmét, hogy a leveleknek magas a
flavonoid-tartalma. Egyes flavonoidok pedig artalmas hatdstak ezekre a
fitofdg szervezetekre. Ilyen médon, az Osszflavonoid-tartalombdl kis
hanyadot kitevd antocidnok a sziniikkel ,koltséghatékony” megoldést
jelentenek a fiatal levelek védelmére (Manetas 2006).

5. Komplex szerep: Hatier és Gould (2008) ,,szigndl-modulacié
hipotézise” alapjdn az antocidnok Osszetett szerepet jatszanak a
névényekben (4. dbra). ,Arnyékol6” hatdsukkal gitoljdk a
szabadgyokok (ROS) képzddését olyan esetekben (pl. alacsony
homérsékleten), amikor az antioxiddns rendszer nem képes azokat
hatékonyan semlegesiteni. Tulsdgosan intenziv szabadgyokképzodés
esetén antioxiddnsokként védik az enzimatikus antioxiddns rendszer
elemeit a szerkezeti karosodastol. Henzler és Steudle (2000) kimutattak,
hogy a stressz alatt képz6d6 H,O, a sejtkompartmentek kozott
diffaziéval konnyen mozog, és a vakuolumba is bekeriilhet. A
vakuolumban felhalmozddd antioxidansok, mint az antocianok, részt
vesznek a HO, detoxifikdcidjaban és akadalyozzdk annak a sejtben
torténd migracidjat. Az antocidnok a ROS-jeldtviteli utat ezéltal lefelé
szabdlyozhatjak, de emellett mds jeldtviteli utakkal is kapcsolédhatnak.
Az antocianok jelatvitelben jatszott szerepét tamasztjdk ald azok a
megfigyelések, melyek alapjdn az antocidn-szintézis kulcsenzimeit
kédolé génszakaszok expresszidjat erdsen felfelé szabdlyozza a
szacharéz, amely mds oldhaté cukrokkal egyiitt, a stresszhatdsokkal
szembeni tolerancia kialakitasdban jelentds szerepet jatszik. Az eddigi
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eredmények azt mutatjdk, hogy a szachar6z részt vesz mind a ROS-
képz6, mind a  ROS-lebonté  anyagcserefolyamatoknak a
szabdlyozdsdban, ¢és ilyen mdédon a sejt ROS-egyensilydnak a
beallitasaban (4. dbra).

Biotikus/abiotikus indukcid Antocian
stresszor(ok) _— bioszintézis

A

okkent Fény-
l ROS-képzddés abszorpeid

Oxidativ “hullam™

enzimek *

Antioxidans ROS-kioltas ! Feleslepes ROS-ek Antioxiddns

kioltasa funkcio
l A Szignal-kaszkad
Enzim Szacharéz _-10_
inaktivacié - —
Géntranszkripcid
Javulo
vialasz

4. abra Az antocianok szerepe a novények reaktiv oxigéngyokokkel szembeni védelmében
Hatier és Gould (2008) ,,szignal-modulacié hipotézise” alapjan (pozitiv hatas = nyil,
negativ hatas = T-vonal).

2.2. Fitotoxikolégiai tesztek

A fitotoxikolégiai teszteket elterjedten alkalmazzdk a kiillonb6zéd mérgezo
anyagok, vegyiiletek, peszticidek, nehézfémek hatdsainak vizsgédlatira. Az
alkalmazasuk kezdetétol a tesztek sokféle tipusa alakult ki, melyek
kiilonboznek egymastél a haszndlt fajok, nevelési koriilmények stb.
tekintetében (Environment Canada 1999, Mkandawire és Dudel 2005b).

A toxicitds megdallapitdsdra a legelterjedtebben az éltaldnos mérgezési
tiilnetek (klordzis, nekrdzis, hervadds, torzuldsok, virdg és termés mddosuldsa
stb.) megjelenését illetve a novények fejlodésének kiilonbozo jellemzoit
(szaraztomeg, frisstomeg, gyokér/hajtds aranya, novekedési és szaporodasi
ratdk, hozam stb.) vizsgéljdk (Environment Canada 1999). Ezek a paraméterek
olcsén és egyszerlien mérhetok, jol jellemzik a bekovetkezd véltozasokat.
Hatranyuk azonban, hogy &ltaldban nem specifikusak, sok esetben a neveld
kozegben lezajlé kémiai valtozasok, a novények védekez6 mechanizmusai stb.
befolyédsoljdk az érzékenységiiket. Tovabbi hatrdnyuk, hogy a mérgezés
nyomdén bekdvetkezd valtozdsok gyakran hosszabb idé mulva jelentkeznek, ami
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példaul az azonnali beavatkozast igényld szennyezéseknél nem engedhetd meg.
Ujabban folyamatosan jelennek meg a toxicitdst gyorsabban, érzékenyebben,
esetleg specifikusan jellemz6 médszerek (Mészdros et al. 1998, Gensemer et al.
1999, Juneau és Popovic 1999, Olah et al. 2003, Drinovec et al. 2004).

2.2.1. Biomarkerek felhasznalasa

A tudomanyos ismeretek gyarapoddsdval és a technoldgia fejlodésével lehetové
valt, hogy a novények Okotoxikoldgiai vizsgdlatara tjabb, a korabbiaknal
alkalmasabb vizsgédlati moédszerek keriiljenek kidolgozisra (Mészaros et al.
1998, Juneau és Popovic 1999). A hagyomdnyos novekedési, szaporodasi és
tulélési tesztekkel Osszehasonlitva az egyed alatti szinten bekovetkezd
fiziolégiai és biokémiai valtozasok specifikusabban és érzékenyebben jellemzik
a mérgezés hatasait. Ezek 6sszefoglalé néven a biomarkerek (Cormier és Daniel
1994). Biomarker alatt az éldlényeknek a kornyezeti stressztényezokre adott
fiziologiai vagy biokémiai vélaszat értjilkk, melynek segitségével probaljak a
hatdsokat kompenzdlni, illetve tolerdlni. Selye (1956) munkdi alapjan az él0
szervezetet €rd kiilonbozo kiilsd, kedvezodtlen tényezokre, mint pl. a szélsdséges
homérséklet, a kiszaradds vagy eldrasztds, a fert6zés, a til alacsony vagy magas
fényintenzitds, adott tn. nem-fajlagos vélaszt stressznek nevezziik. Igy
stressznek tekinthetiink bdarmely olyan erds vagy gyenge, abiotikus vagy
biotikus hatdst, amely a szervezet normalis miikodését befolydsolja. Grime
(1979) munkdja alapjdn stressznek tekintiink barmely olyan kornyezeti
korlatozést, amely az egész novény vagy akér csak egyes szervek szdrazanyag
termelését a "genetikailag lehetséges" szint ald szoritja.

A biomarker-vizsgilatok elterjedését segitette a kozremikodo
mechanizmusok egyre mélyebb feltdrdsa. A vizsgdlatok egyre olcsébbak,
reprodukélhatébbak, egyszeriibbek és automatizdltabbak lettek. llyen példdul az
oxidativ stressz hatdsdra a stressz-proteinek és lipidperoxidok képzddésének
(Panda et al. 2003), bizonyos metabolitok megjelenésének (Tkalec et al. 1998,
Horcsik et al. 2004, Horesik et al. 2005), az oxidazok (SOD, POD, CAT, APX
stb.) aktivitdsdnak (Teisseire és Vernet 2000, Vivek et al. 2000), és a
fotoszintetikus pigmentek mennyiségének és mennyiségi aranyainak (Bassi et
al. 1990, Appenroth et al. 2001, Lakatos et al. 2003, Olah et al. 2008a) mérése.
A legtobb biomarker vizsgdlata igen hatéanyagspecifikus, de sok dltaldnos
indikdtor is létezik. Elterjedt példdul a fizioldgiai aktivitds véltozdsanak (pl.
fotoszintetikus hatékonysdg - Nichols et al. 2000, klorofill-fluoreszcencia -
Bolhar-Nordenkampf és Oquist 1993) kovetése olyan médszerekkel, melyek
nem destruktivak, igy a tesztnovények késdbb tovabbi vizsgdlatokhoz is
felhasznalhatéak (Gensemer et al. 1999, Olah et al. 2003).

A fitotoxikoldgiai tesztekben egyre gyakrabban tanulmanyozzék a toxikus
anyagok hatdsira a fotoszintetikus pigment-tartalomban, illetve a pigmentek
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ardnyaban bekovetkezd véltozasokat, mivel ezek a paraméterek érzékenyen
jelzik a novény édllapotdban lezajlé valtozdsokat (Gonzalez 2001).

A klorofill fluoreszcencia jelensége ¢és felhasznilasa a novényi
stresszallapot mérésére

A fotoszintetikus appardtus pigmentjei az abszorbedlt fényenergia hatdsira
gerjesztett dllapotba kerlilnek. A  fotorendszerek antennapigmentjeinek
gerjesztési energidja atadodhat a reakcidcentrumok klorofill-a molekuldja felé,
de az alapallapot elérésének mas utjai is lehetnek. Ezek koziil a legfontosabb a
ho és a fluoreszcencia formdjaban torténd energialeadds. Az energia elvezetését
szolgélé mechanizmusok egymdssal versengd folyamatok, egymadssal forditott
aranyban valtoznak (Schreiber et al. 1994).

Ha egy elozetesen sotétadaptalt fotoszintetizdlé novényi objektumot
megvildgitunk, azt tapasztaljuk, hogy a klorofill-a fluoreszcencidjanak
intenzitdsa idoben véltozik, és j6l definidlhaté lokdlis minimumok és
maximumok sorozatan keresztiil éri el az egyensilyi értéket. Ezt a folyamatot
nevezik klorofill-fluoreszcencia indukcidénak vagy els¢ leiréja utdn Kautsky-
effektusnak (Lichtenthaler 1996). A klorofill fluoreszcencia tilnyomo részben a
masodik fotokémiai rendszerbdl (PSII) szarmazik.

Stresszhelyzetben, illetve a novényi minta fizioldgiai allapotatdl fiiggden
a klorofill-fluoreszcencia indukcié paramétereiben valtozasok kovetkezhetnek
be.

A klorofill fluoreszcencia indukcié mddszer a technikai fejlédésnek (pl. a
PAM-fluorométerek megjelenése) koszonhetden elterjedten alkalmazott
vizsgalati eljards lett a novényfizioldgiai, Okofizioldgiai, Okotoxikoldgiai
kutatdsokban. Elonye, hogy a mérés in vivo, a novények kérositdsa nélkiil
torténik, a vizsgdlatok gyorsan, rovid idd alatt nagyszdmi mintdn, illetve nagy
teriileten elvégezhetdk. Az egyes klorofill fluoreszcencia paraméterek
vizsgélata alapjan lehet6ség nyilik akar a fotoszintetikus apparétus kiillonb6zo
komponenseiben, az egyes folyamatokban bekovetkezd véltozasok jellemzésére
is (Bolhar-Nordenkampf és Oquist 1993, Weiss és Roger 2001).

2.2.2. A békalencse-fajok alkalmazasa okotoxikoldégiai tesztekben

A békalencse-fajok (Lemnoidae, Araceae) kisméretli, redukalt testfelépitést,
egyszikl, virdgos novények. A békalencse-fajok kozé Les et al. (2002)
eredményei alapjdn, 5 nemzetség 38 fajdt soroljdk (5. dbra).

Nagy résziik a vizfelszinen uszé hinartarsulasok tagja. Megfeleld
koriilmények kozt gyorsan szaporodnak és a vizfelszineken egybefiiggd, vastag
novényszonyeget hoznak létre (Crawford és Landolt 1993, Dickinson és Miller
1998, Driever et al. 2005).

16



Olah Viktor (2009) A krém(VI) hatdsa békalencse-fajok axenikus tenyészeteinek ndvekedési jellemzdire
és fotoszintetikus aktivitdsara

Wolffia arrhiza
Wollfia cylindracea
Wollila columblana

Wolffia {11 spp.)

Wolffia microscopica
Wollfla australiana
Wolffia borealis
Walffia brasiiiensis

=§§

Wolffiolla wolwitschil Wolffiella (10 spp.)

Wolifiella denticulata
Walfflalls caudats
Wolffiella repanda
Waolffiella hyalina
Walffiella rotunda
Lemna ecuvadoriensis
Lemna obscura
Lemna turionifera
Lemna japonica
Lemna minar

Lemna H’;g:c-a
Lemna g

Lemna disparma Lemna ‘14 Spp)
Lemna minula
Lemna valdiviana
Lemna yungensis
Lemna asquinoctialls
Lemna parpusilia
Lemna tenara

— Landoltia punctata La ndo'tla {1 Sp}
e Sfrdela intermecia Spirodela (2 spp.)

5. abra A békalencse-félék evolicidja és f6bb rendszertani egységei, Les et al. 2002
nyoman

L o

Megfeleld homérséklet, fény és tdpanyagok biztositasdval tenyészeteik
mesterségesen is nevelhetok. Szdmos elonyds tulajdonsdguk van, amelyek
alapjan eloszeretettel hasznalt okotoxikoldgiai teszt-objektumok (Environment
Canada 1999). Ezek a kovetkezok:

a) megfeleld méret (nem sziikséges nagy felszerelés a tartdsukhoz, de elég
nagyok a vizudlis megfigyelésekhez)

b) egyszeri testfelépités

¢) gyors novekedés

d) a vegetativ szaporodds dominancidja miatt genetikailag homogén
tenyészetek nyerhetok

e) a tenyészeteik axenikusan konnyen nevelhetok folyékony vagy szilard
taptalajon, autotrof illetve heterotréf moédon

f) a laboratériumi nevelés sordn mds zdrvatermé fajokhoz képest a
kornyezeti feltételek (fény, homérséklet, tdpelemek stb.) konnyebben
szabalyozhaték

g) viszonylag nagy a térfogatukhoz viszonyitott feliiletiik, illetve nincs
vagy nagyon vékony a kutikuldjuk a tesztkdzeggel érintkezd abaxidlis
levélfeliiletiikon, azaz a vizsgdlandd anyagok gyorsan és nagy dézisban
jelenhetnek meg kozvetleniil a fotoszintetizalé szovetekben is, elkeriilve
a gyokérben torténd metabolizacidt, kompartmentaciot

h) tobb fémes elemnek is kitlind akkumuldtorai, ami a vizmindség-
monitorozasra, illetve laboratériumban a felvételi mechanizmusok
tanulmdnyozdasdra is alkalmassa teszi oket
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i) kiilonosen érzékenyek a feliiletaktiv anyagokra, hidroféb vegyiiletekre
és hasonlé kemikdlidkra, melyek a viz-levegd hatarfeliileten
halmozddnak fel

Jj) az algatesztekkel ellentétben a tdpoldat a tesztek folyaman is cserélhetd,
illetve zavaros, szines vegyiiletet tartalmaz6 mintak is vizsgalhatok

A Dbékalencse-féléket az  1930-as  évektol  alkalmazzdk a
fitotoxikoldgidban. Mar a legels6, fenoxi-herbicidek novényekre gyakorolt
hatdsait elemzd vizsgdlatok sordn is haszndltdk oket. 1979-ben az USA
kornyezetvédelmi  tigynoksége (USEPA) inditvdnyozta a L. minor
kornyezetbiztonsagi vizsgdlatokra alkalmas, reprezentativ vizi makrofiton
fajként val6 besoroldsét az Egyesiilt Allamokban (Environment Canada 1999).

Ezt kovetden egyre tobb kornyezetvédelmi, kornyezetegészségtani
szervezet alkalmazta a vizi makrofitonokat, koztik a békalencse-fajokat
kornyezeti monitorozds és -vizsgalatok céljabdl, illetve a veszélyes anyagok
engedélyeztetése soran.

Mivel a békalencse-féléket eleinte mdas novényfajokkal parhuzamosan,
Osszehasonlité fitotoxikoldgiai vizsgdlatokban, illetve mindenhol az adott
célnak megfelelo, vagy a lehetdségek dltal megszabott feltételekkel
alkalmaztak, igen sokféle teszt-tipus jelent meg az id6k folyaman. Mkandawire
és Dudel (2005b) néhdny jelentds folydirat 1917 és 2002 kozti toxicitdsi
tesztekkel foglalkozé kozleményeit tekintették at, és megallapitottdk, hogy
rendkivill nagy valtozatossdg van az alkalmazott médszerek kozt. Emiatt az
eredmények is nehezen, vagy sok esetben egydltaldin nem vethetdk Ossze. A
kiilonbozd békalencse-fajoknak adott vegyiiletekkel szembeni érzékenységének
az Osszehasonlitdsara viszonylag kevés eredmény sziiletett (Sobrero et al. 2004,
Vervliet-Scheebaum et al. 2006, Appenroth et al. 2008, Oléh et al. 2008d, Oldh
et al. 2009c¢)

A tesztek €és az eredmények valtozatossigat jol példazza, hogy
napjainkban a vizi makrofiton szervezetek vizsgdlatdban szdzndl is tobb
tdpoldat-tipust haszndlnak (Mkandawire és Dudel 2005b). A leggyakrabban
alkalmazott teszt-fajok a Lemna aequinoctialis, L. gibba, L. minor, L.
paucicostata, L. perpusilla, L. trisulca, L. valdiviana, Spirodela polyrrhiza
(OECD 1998). A tesztek ezen kiviil kiilonbozhetnek a tenyészetek
megvilagitdsdban (folyamatos/fotoperiddus, erdsség, spektrdlis Osszetétel),
ido6tartamukban, kiépitésiikben (t.i. statikus, szemi-statikus, atfolyasos).

A tesztek sordn leggyakrabban kiilonféle novekedési paramétereket
kovetnek nyomon: koldniaszdm, rametek szdma, frisstomeg, szdraztomeg,
osszfelillet, gyokérhossz. Vizsgalhatjdk tovabba a klorofill-a és -b, feofitin-a,
Ossz-nitrogéntartalom alakulasat. Figyelhetik ezek mellett a koldnidk
feldarabol6dasat (pl. ramet/kolénia ardny), gyokérkdrosodast, elszinezddést
illetve klordzist, nekrdzist, az uszOképesség csokkenését, a pupossiagot, a
rametek méretét stb (Environment Canada 1999).
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Mivel a Dbékalencse fajokat ma mar rutinszerlien hasznaljak
okotoxikoldgiai kutatdsokhoz, sziikség volt a tesztek szabvanyositdsara, ami
lehetdvé teszi az eredmények Osszevetését. Ezek a standard tesztek (pl. ASTM
1991, APHA 1992, SIS 1995, AFNOR 1996, EPA 1996, Environment Canada
1999, OECD 1998, ISO 1999) részletes eldirasokat tartalmaznak a vizsgalatok
minden koriilményére, illetve az alkalmazott fajra, annak tenyészet-vonaldra
vonatkozdan. Az okofizioldgiai vizsgédlatokndl azonban ez a soksziniiség maig
megmaradt (Mkandawire é€s Dudel 2005b).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A tesztnovények

A vizsgédlatokhoz harom, vilagszerte, illetve a hazai vizeinkben is gyakori
békalencse-fajt, a Lemna gibba L., Lemna minor L. és Spirodela polyrrhiza (L.)
Schleiden steril tenyészeteit haszndltuk. A fajok Jellemzm Felfoldy (1996)
munkdja alapjan a kovetkezok: — s

Lemna gibba L. (pupos békalencse):
egyedeinek szartagjai (a Dolgozatban
,ramet”, Oborni és Bartha 1998) 1-1
gyokérrel rendelkeznek, a viz felszinén
dsznak egyenként, vagy néhany (2-5)
osszendve (1. kép). A fels6, lapos
oldaluk 2,5-8 mm atmérdjli, fondkjuk a
laza, szivacsos allomanyu iiregrendszer
miatt dombordan kihasasodik, halézatos
rajzolatd. Rendszerint tiszta dllomanyai
alakulnak ki, de mas békalencse-

fajokkal tarsulva is megtaldlhato. 1. kép A tesztekhez hasznalt axenikus
tenyészetbol kivett L. gibba novények
Lemna minor L. (apré békalencse): feliilnézetbél

egyedeinek szdrtagjai (a Dolgozatban
,ramet”’, Oborni és Bartha 1998) 1-1
gyokérrel rendelkeznek, a viz szinén
dsznak maginyosan, vagy néhiny (2-4)
osszendve. Atmérsjiikk 2-4 mm, alakjuk
tojasdad, majdnem kerek (2. kép).
Laposak, alul sem domboriiak. Attelelé
példanyai kisebbek.

Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden'
(bojtos békalencse): a szartagok (a
Dolgozatban ,,ramet”, Oborni és Bartha

1998) magdanyosan vagy Osszendve (2- | 2, kép A tesztekhez hasznslt axenikus
10) dsznak a viz szinén. Atmérdjiikk 10 | tenyészetbél kivett L. minor névények
mm koriili, alakjuk kerek vagy széles feliilnézetbdl

' A szakirodalomban a bojtos békalencse latin nevét kétféle ifrisméddal, kozel egyforma
ardnyban, ,.S. polyrhiza” illetve ,,S. polyrrhiza”-ként is hivatkozzék. Felfoldy (1990) nyomén az
Ertekezésben a S. polyrrhiza elnevezést haszndlom.
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visszds-tojasdad, sziniik-fondkuk lapos (3. kép). A szartagok fondkja jellemzden
piros-lilds lehet az abaxidlis epidermisz kozelében felhalmozott antocidnok
miatt (3. kép). Gyokérzetiik tobb, 10-13 (2-18) gyokérbdl all6 gyokércsomd. A
kedvezotlen idoszakok atvészelését 1-3 mm atmérdji barna, vese alakd, lapos,
gyokértelen, vizfenékre siillyedd teleloriigyek biztositjak.

L —

3. kép A tesztekhez hasznalt axenikus tenyészetbél kivett kevesebb (AA-okotipus, fent)
illetve tobb antocidnt felhalmozé (MA-okotipus, lent) S. polyrrhiza novények feliil- és
alulnézetbdl

3.1.1. A torzstenyészetek létrehozasa és fenntartasa

A L. gibba tenyészeteket a DE TTK Novénytani Tanszékén 1991 6ta fenntartott
axenikus tozstenyészetbdl nyertiik.

A L. minor torzstenyészetekhez a novényegyedeket 2004-ben a Kis-
Balaton II. iitem teriiletérél (N 46° 40,001” E 017° 13,058”) gytjtottiik, majd
ezekbdl hoztunk Iétre steril tenyészeteket.

A S. polyrrhizdbdl két torzstenyészetet tartottunk fenn. Az egyik a Kis-
Balaton II. iitem teriiletérol (N 46° 40,001’ E 017° 13,058’) szdrmazott (AA-
okotipus). A mdsik a Panndénia Rt. Kunszentmdrtoni bdrgyirdnak egykori
szennyviziilepitd térendszerébdl szdrmazott (MA-Okotipus) (Szikszai et al.
2008). A terillet a kordbbi bdripari tevékenységbdl eredden erdsen
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kromszennyezettnek tekinthet. Az iiledék kromtartalma 2004-ben 129-7230
mg kg'1 kozotti volt (atlagosan 3604 mg kg'l), melybdl a novények szdmara
felvehetd formabdl 40-136 mg kg"—ot tartalmazott (Keresztiri et al. 2006). A
két S. polyrrhiza 6kotipus kozott a legnagyobb eltérés a novények antocidn-
felhalmozd képességében tapasztalhat6. A tobb antocidnt felhalmozé MA-
Okotipusndl ,,optimdlis”, nevelési koriilmények kozott is lilds elszinezddés
tapasztalhatd az abaxidlis levélfelszineken, mig a kevesebb antocidnt
felhalmozé AA-Gkotipus novényeinek abaxidlis levélfelszine zold volt a
nevelési feltételek mellett (3. kép).

A faj szerint azonositott novényeket elsd 1épésben 0,5-1%-os nétrium-
hipoklorit-oldatos lemoséssal tisztitottuk meg a mikroorganizmusokt6l (Bowker
et al. 1980, Teisseire et al. 1998, Drinovec et al. 2004). Ezek utan steril
desztillalt vizzel oblitettiik le a novényeket, végiil steril Y2 erdsségii Hutner-
tdpoldatra helyeztiik oket. A miiveletet hétnapos rendszerességgel végezve
axenikus tenyészeteket nyertiink. Ezek a nodvények képezték a késObbi
torzstenyészetek alapjat.

Az axenikus torzstenyészeteket steril, Y2 er6sségli Hutner-tapoldaton, a
DE TTK Novénytani Tanszékén, Conviron E7/2 tipusu fitotronban, illetve a
Tanszék Novény és Szovettenyésztod laboratériuméban tartottuk fenn, 100 pmol
m? s’ fényintenzitason, 25/18°C homérsékleten, 16/8 h nappali/éjszakai
periédus mellett. A vizsgalt békalencse-fajokbdl egy parhuzamos tenyészetet
folyamatos, 100 umol m? s’ fényintenzitdshoz akklimélva tartottunk fent, a
rovid-tavd nehézfém kezelésekhez. A Hutner-tdpoldat részletes leirdsa és
elkészitési modja megtaldlhaté Hutner és Landolt novényfizioldgiai munkdiban
(Hutner 1953, Landolt 1957). A Hutner-tdpoldatot elterjedten alkalmazzdk a
békalencse-félék tenyészeteinek fenntartdsdhoz illetve vizsgalatdhoz (McClure
és Alston 1966, Filbin és Hough 1985, Lakatos et al. 1993, Mészdros et al.
1998, Gensemer et al. 1999, Artetxe et al. 2002, Juneau et al. 2003,
Mkandawire és Dudel 2005a, Lasfar et al. 2007). Mkandawire é€s Dudel (2005b)
a DIN-, Hutner-, Johnson- és Steinberg-tdpoldatok Osszehasonlité vizsgalatai
sordn megéllapitotta, hogy a L. gibba a legnagyobb novekedési ratat a
Steinberg-tdpoldaton mutatja, amelyben azonban az oldott anyagok, kiillondsen
a nitrogén és foszfor koncentracidja jelentdsen meghaladta a természetes
vizekben mért értékeket. A L. gibba tenyészetek a mdsodik leggyorsabb
novekedést a Hutner-tdpoldaton mutattdk, melynek oldott anyag tartalma ugyan
szintén magasabb a felszini vizek legtobbjében mértnek, anion- és kation
Osszetétele azonban a DIN- és Jacobs-tdpoldatokndl jobban reprezentdlta a
természetes korillményeket.
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3.2. Az okotoxikoldgiai tesztek osszeallitasa és kivitelezése

A kromdtnak a vizsgélt békalencse-fajokra gyakorolt hatdsait, illetve az egyes
békalencse-fajok egymdshoz viszonyitott érzékenységét rovid- illetve hosszi-
tava okotoxikoldgiai tesztek soran vizsgaltuk.

A krém(VI) hatdsait az adott fiziol6giai paraméterben bekovetkezd
valtozas (gétlas illetve emelkedés) alapjan jellemeztiik, a valtozdsokat a kontroll
értékek szdzalékdban kifejezve.

Az eredmények feldolgozasa €s szamoladsa (ndvekedési rata, gatlas, atlag,
szords) Microsoft Excel 2003 szoftverrel, az eredmények dbrazoldsa Systat
Sigmaplot 10.0 szoftverrel, az 4tlagok és standard hibdk értékének
feltiintetésével tortént. A statisztikailag értékelhetd eltéréseket Student-féle t-
prébéaval (Systat Sigmaplot 10.0) "p<0,1, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
szinteken tekintettiik szignifikdnsnak.

Az okotoxikoldgiai tesztek sordn az egyes kezelések 3-4x ismétlésben
torténtek. A teszteket azonos Osszedllitisban tobbszor megismételtik. Az
~Eredmények és értékelésiik” c. fejezetben bemutatott eredmények egy-egy
nagyobb alfejezeten beliil (4.1, 4.2 fejezet) ugyanazon, reprezentativnak
tekinthetd tesztekhez tartoznak.

3.2.1. A rovid-tava tesztek koriilményei és a mért paraméterek

A rovid-tavi krom(VI)-kezelések 48 oras, statikus tesztekben torténtek. A
rovid-tava vizsgdlatokban alkalmazott teszt-tenyészetek és az azokhoz szolgdld
torzstenyészetek fenntartdsa folyamatos, 100 pmol m™ s fényintenzitison
tortént, minden egyéb koriilmény megfelel a torzstenyészetek nevelési
koriilményeinek (3.1.1 fejezet).

A tesztekhez felhasznalt novények eldnevelése, 100 cm’ erosségl
Hutner-tdpoldatot tartalmazé 300 cm’-es Erlenmeyer-lombikokban tortént, 7-10
napon keresztiil.

A krém(VI)-ot a novényekkel egyszerre, a tesztek inditdsakor adtuk az Y2
erdsségii Hutner-tapoldathoz. A tesztekben 0, 50, 100 illetve 200 uM krém(VI)-
koncentracidkat alkalmaztunk, amelyek beméréséhez 100 mM koncentraciéji
K>Cr,O;-torzsoldatot hasznaltunk.

A Klorofill fluoreszcencia paraméterek mérése
A tesztek 48. o6rijaban, a novények fizioldgiai éllapotinak jellemzéséhez
mértiik az in vivo klorofill fluoreszcencia paramétereket.

A vizsgélatok sordn haszndlt mérérendszerek a pulzus-amplitudé modulalt
(PAM) fluorométerek elvén mikodnek, melyek alkalmasak a klorofill
fluoreszcencia paraméterek nagy pontossiggal, és sziikség esetén nagy
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idofelbontassal torténd mérésére (Lichtenthaler et al. 2005, Klughammer és
Schreiber 2008).

A sotétadaptilt, illetve a megvilagitds sordn ,,steady state” fotoszintézist
elért mintdk vizsgdlata PAM-2000 fluorométerrel (Walz Gmbh, Németorszag,
DA-2000 vezérloszoftver) tortént.

A fotoszintetikus  appardtusnak a gyorsan valtozé erdsségll
megvildgitdshoz valé alkalmazkodoképességét Mini-PAM fluorométerrel
(Mini-Pam fluorométer, Walz Gmbh, Németorszdg, WinControl v2.08
vezérlOszoftver) vizsgaltuk.

Mivel az alkalmazott miiszerek mérdkamrdit a szdrazfoldi novények
vizsgdlatdra alakitottdk ki, a mérokamrit a PAM-2000 esetében 2 cm’-es
Eppendorf-csovekkel helyettesitettiik (Oldh et al. 2003, Oldh et al. 2004, Oldh
et al. 2005). A kiivettdkba 1,65 cm’ tapoldatot mértiink és a sotétadaptacio,
illetve a mérések idejére annak felszinére helyeztiik a mérendd névényeket.

A Mini-PAM alkalmazdsa sordn a gyors fényvélaszok vizsgélatakor a
novények sotétadapticidja a kezel6lombikokban tortént. A  mérések
idotartamara a novényeket nedves sziiropapirra helyezve tettik a késziilék
szenzorokkal ellatott mérokamrajaba.

Az egyes mérések sordn a mintdul szolgdld fotoszintetizdld levélfeliilet
40-50 mm” (a vizsgalt fajtdl fiiggden 3-15 db ramet) volt.

A Kklorofill fluoreszcencia paramétereknek a krém(VI) hatasara
bekovetkezd valtozdsait a 48 Oras tesztek végén mért kontroll értékek
szézalékdban adtuk meg.

A sotétadaptalt mintak klorofill fluoreszcencia paraméterei

A sotétadaptalt tesztnovények klorofill fluoreszcencia paramétereinek mérését a
novények 20 perces sotétadapticidja eldzte meg, melynek célja a PSII
reakcidcentrumainak relaxalt, ,,nyitott” allapotanak elérése (Lichtenthaler et al.
2005). Elozetes méréseink alapjain 20 perc hosszusagi sotétadapticio
mindhdrom faj esetében elegend6nek bizonyult. A PSII ,,nyitott” 4llapotaban,
sotétadaptacié utdn mértik gyenge méréfény alkalmazdsit kovetden az
alapfluoreszcencidt (Fo; voros méréfény: 0,15 pmol m? s7). Telitd
fényimpulzust kovetéen (fehér fényimpulzus: 0,8 sec, PFD 6000 umol m™s™),
a PSII ,,zart” allapotaban mértilk a maximalis fluoreszcencidt (Fm). A ketto
kiilonbségeként szamoltuk a valtoz6 fluoreszcencidt (Fv = Fm - Fo), és a
maximdlis (potencidlis) fotokémiai hatékonysdggal ardnyos Fv/Fm, illetve
Fm/Fo ardnyt (Lichtenthaler et al. 2005).

A fényadaptalt mintak klorofill fluoreszcencia paraméterei

A ,,nem-telitd”, dllandé intenzitdsu, Un. aktivdld fénnyel torténd megvildgitas
soran kialakulé ,steady-state” allapotd fotoszintézis jellemzéséhez az Tn.
szatur4cids pulzus modszert alkalmaztuk (6. dbra), (Lichtenthaler et al. 2005,

24



Olah Viktor (2009) A krém(VI) hatdsa békalencse-fajok axenikus tenyészeteinek ndvekedési jellemzdire
és fotoszintetikus aktivitdsara

Klughammer és Schreiber 2008). Ennek sordn a novényeket folyamatos, a
nevelési koriilmények kétszeresének megfeleld intenzitdsd aktivdld fénnyel
(PFD = 200 pmol m? s, voros) vilagitottuk meg. 20 sec-ként telitd
fényimpulzussal (PFD = 6000 umol m™ s™', fehér) mértik a PSII aktudlis
fotokémiai hatékonysdgédnak (,,Yield” vagy mas néven Genty-paraméter, Genty
et al. 1989, Lichtenthaler et al. 2005, Klughammer és Schreiber 2008), illetve a
fotokémiai (qP) és nem-fotokémiai (qN) fluoreszcencia kiolt6 mechanizmusok
(Schreiber et al. 1994) intenzitdsdnak idObeli valtozasat, és az alkalmazott
fényerdsségnek megfeleld egyensulyi értékét. Szdmoltuk tovabbd a teljes
fotoszintézis hatékonysagaval aranyosnak tekintett relativ fluoreszcencia
csokkenést (,,Relative Fluorescence Decrease” = RFD, Lichtenthaler et al.
2005). A kdrosodott PSII reakcidcentrumok részardnydnak jellemzéséhez
szamoltuk a steady state dllapotd mintdkban a fotokémiai -Y(II)-, illetve a
szabalyozott -Y(NPQ)-, és a nem-szabdlyozott -Y(NO)- nem-fotokémiai
fluoreszcencia kiolt6 mechanizmusok részaranyat (Klughammer és Schreiber
2008).
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Szaturaciés pulzusok

6. abra A szaturacios pulzus sorozat soran mért fontosabb klorofill fluoreszcencia
paraméterek (balra, Lichtenthaler et al. 2005 nyoman), illetve azok idébeli lefutasa
(jobbra, Instruction Manual for PAM-2000, Walz Gmbh, Németorszag)

A fényadaptalt klorofill fluoreszcencia paraméterek szdmoldsa az aldbbi
képletek alapjan tortént (Schreiber et al. 1994, Lichtenthaler et al. 2005,
Klughammer és Schreiber 2008):

,,Yield” = AF/Fm’ YD) + Y(NPQ) + Y(NO)=1
qP= (Fm’ - F)/ (Fm’ - Fo’) Y(ID=AF/Fm’

gN= (Fm - Fm’) / (Fm - Fo) Y(NPQ)= (Fm-Fm’)/Fm’
RFD = (Fm-F)/F Y(NO)= F/Fm
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A gyors fényvalasz-gorbék mérése:

A mintdk eldzetes, 20 perces sotétadapticidja utdn az aktivalé fény (fehér,
halogénldmpa felhaszndldsdval) intenzitdsdt a szoftver (WinControl)
egyperces lépcsokkel (PFD = 50, 100, 150, 200, 300, 420, 650, 950 pwmol m>
s1) emeli. Minden megvilagitasi 1épcsé utan mértitkk az aktudlis klorofill
fluoreszcencia paramétereket, illetve az aktivald fény tényleges erdsségét
(amely a halogénldmpa melegedése miatt kismértékben ingadozhat). A
novényeknek az aktudlis megvildgité fényintenzitds melletti fotokémiai
hatékonysagat az elonevelés soran uralkodé fényviszonyok, illetve a
novények egészségi dllapota hatdrozza meg (Ralph és Gademan 2005). Mivel
egyperces aktivdld megvilagitdsi 1épcsdket alkalmaztunk, steady state
fotoszintézis nem alakulhat ki az egyes megvilagitasi 1épcsdk sordn. Ezért az
eredmények 4abrazoldsa az aktinikus fényintenzitissal (PAR) szemben
torténik (7. dbra).

A Mini-PAM késziilékkel mért illetve a szoftverrel szdmolt
paraméterekb6l a krém(VI)-kezelések hatdsdnak a jellemzésére az
elektrontranszport rata (ETR) indukalhatésagat hasznaltuk fel.

Az elektron transzport a megvildgitds intenzitdsdnak és a hozz4 tartozé

aktudlis fotokémiai hatékonysdgnak az ismeretében az aldbbi képlettel
szamolhat6:
ETR (umol ¢ m™s™")= YIELD * PAR * 0,5 * 0,84 (ahol a YIELD = AF/Fm’
PAR = a megyvilagité fény aktudlis intenzitdsa (Lmol m?s"; 05=1¢
transzportja két abszorbedlt fotont igényel a két fotokémiai rendszer miatt;
0,84 = az ETR-szorz6 empirikus értéke, dtlagosan a beeso aktivalé fény 84 %-
a abszorbedlddik a levélben).
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7. abra Egy tipikus ETR-fényvalasz gorbe jellemz6é paraméterei
(Ralph és Gademan 2005)
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A fenti képlet alapjan az elektrontranszport rata tulajdonképpen az
aktudlis fotokémiai hatékonysdgnak az adott aktivdlo fényerdsségnél mért
értéke. Az aktivdldé fényintenzitdssal szemben dbrdzolva telitddési gorbét
mutat (7. dbra). A kapott gyors fényvidlasz-gorbe jellemezhetd az ETR
emelkedésének kezdeti meredekségével, azaz a maximalis fotonhasznositasi
egyiitthatéval (o =mol elektron mol foton™), az ETR maximalis értékével
(ETRpyax = pmol e’ m? s'l), illetve a fénytelitési egyiitthatéval (Ex = ETR i«
og'l (umol m?> s (Ralph és Gademan 2005, Saroussi és Beer 2007), (7. abra).

A fotoszintetikus pigmentek vizsgalata

A tesztek 48. ordjaban, a klorofill fluoreszcencia paraméterek mérését
kovetden, meghatdroztuk az egy-egy kezeléshez tartoz6 novényi anyag
frisstomegét. A frisstomegek meghatdrozdsa 0,0001g pontossdggal, analitikai
mérlegen (AA-200DS, Denver Instrument Company) tortént. A
tomegmérések elott a novényekre tapadt viz eltavolitasa érdekében az egyes
kezelésekhez tartoz6 novényanyagot Eppendorf-csévekben, 3000 min’’
fordulatszdmon, 5 percig centrifugdltuk (Oldh et al. 2008a). A lemért
mintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztds utdn -80 °C-on tdroltuk a
tovabbi feldolgozasig.

A fotoszintetikus pigmentek mennyiségi vizsgdlata a fagyasztott mintdk
20-50 mg-janak 80 %-os acetonos kivonatdbdl tortént. A klorofillok és
karotinoidok spektrofotometrids meghatdrozdsdhoz Shimadzu UV/VIS 1601
spektrofotométerrel, az acetonos kivonatok abszorbanciijat 470, 646,8 és
663,2 nm-en mértilk. Tovdbbd meghataroztuk a kivonatok abszorbancidjat
750 nm-en is a zavarossdg megdllapitdsdhoz, amellyel az el6z6
hulldmhosszakon mért abszorbancidkat korrigdltuk. Az ily mddon korrigalt
Ag70, Asacs s Agezn Ertékek alapjan az aldbbi képletek (Wellburn 1994)
segitségével szamoltuk a pigmentek koncentracidjat:

Kl-a:12.25*A663,2 - 2,79*A646,8
KI-6=21,5*%A¢a6s - 5,1%Age3.2
Kar=(1000*A47¢ - 1,82%kl-a - 85,02*kl-b) / 198

A fotoszintetikus pigmentek koncentricidjat egységnyi frisstomegre
(mg gf{l) vonatkoztatva, a kontroll kl-a, kl-b, kla+b, kla/b, kar illetve
kar/kla+b értékek szazalékdban adtuk meg.

3.2.2. A hosszi-tavu tesztek koriilményei

A vizsgélt békalencse-fajok tenyészeteinek novekedését 10 napos, hosszu-
tava, statikus tesztekben kovettikk nyomon. A krom(VI)-kezelések a tesztek
0. napjan, a novények tdpoldatra helyezésével egyidoben indultak.

A tesztekhez felhaszndlt novények elonevelése, 100 cm’ Y erosségll
Hutner-tdpoldatot tartalmazé 300 cm’-es Erlenmeyer-lombikokban tértént 7-
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10 napon keresztiil. Az eldnevelés illetve a tesztek koriillményei megfelelnek
a torzstenyészetek fenntartdsi koriilményeinek.

A hosszu-tavi krom(VI)-kezelésekhez 0, 25, 50 illetve 100 uM Cr(VI)
K,Cr,O;-torzsoldatbdl tortént.

Az egyes békalencse-fajok esetében a
tenyészeteinek kiindul6 adatait a 2. tdblazat tartalmazza.

novekedési  tesztek

2. tablazat A vizsgalt békalencse-fajokkal végzett hoszzi-tavi, novekedési tesztek
kiindulasi biomassza adatai

Kiindulé Kiindulé Kiindulé Kiindulé Kiindulé
koloniaszam | rametszam | frisstomeg | szaraztome feliilet
(db) (db) (mg) g (mg) (mm?’)

L. gibba 3-4 9 4-5 0, 4-0, 45 --
L. minor 3-4 9 ~2 ~0,08-0,09 --
S. polyrrhiza 3-4 12 12-15 0,6-0,7 90-120
AA- és MA-
okotipus

A tenyészetek novekedését az alabbi novekedési paraméterekkel
jellemeztiik:

Kolénia- és 0Ossz-rametszam: Egy kolonidnak a vizsgalatok sordn a
genetikai értelemben vett egyedet tekintettem, amely tobb, tobbé-kevésbé
szorosan Osszetartozé ,,modulbol”, rametbél 4ll. Rametnek az Ertekezésben a
genetikai értelemben vett egyed (genet) olyan alegységét tekintem, amely
rendelkezik az 6ndll6 élethez sziikséges minden szervvel (Oborni és Bartha
1998). A tesztek sordn a koldnia- és 0ssz-rametszdm megéllapitdsa naponta, a
nap ugyanazon iddszakdban, szabad szemmel t6rténd szamoldssal tortént.
Biomassza: A teszt-tenyészetek biomasszdjanak megéllapitisa analitikai
mérlegen (AA-200DS, Denver Instrument Company), 0,0001 g pontossdggal
tortént.

Frisstomeg: a tesztek 0. napjan a tesztek kiinduldsi biomassza
mennyiségének megfeleld novényi anyag, a tesztek 10. napjan pedig a teljes
teszt-tenyészetek frisstomege. A frisstomegek meghatdrozdsa elott, a
novényekre tapadt viz eltdvolitdsa érdekében az egyes kezelésekhez tartozd
novényanyagot 3000 rpm fordulatszdmon, 5 percig centrifugaltuk.
Szaraztomeg: a tesztek 0. és 10. napjan a meghatdrozott frisstomegi mintdk
tomegallandésagig szdritds (24 h, 85 °C) utdn mért tomege.

Levélfeliilet: a tenyészetek levélfeliiletének méréséhez a novényeket 1 mm
vastag vizréteget tartalmazo Petri-csészékbe helyeztiik, és az alsé feliiletiiket
sikdgyas szkennerrel (HP PSC 2175), 600 dpi felbontassal digitalizaltuk. A
digitdlis képek feldolgozasa, és a levélfeliiletek szdmoldsa a felbontés
ismeretében Adobe Photoshop 7.0 szoftverrel tortént. A teriiletek
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meghatarozasanak hibdja, milliméterpapirral torténd kalibracié alapjan
+0,5%-o0s volt.

A tenyészetek fejlodését a 0. és 10. napon mért adatok alapjan, az alabbi
képlettel szamolt relativ novekedési rataval jellemeztiik (Environment
Canada 1999):

RGR = (Inx- Inxg)/t

ahol:

xo=a kiindulasi érték (ramet- és koldéniaszam, biomassza, feliilet),

x;=a t idopontban mért érték,

t=1d0 (napok szdma).

A tenyészetek fejlodésének gatlasat az alabbi képlettel szamoltuk
(Environment Canada 1999):

1% = [(RGRyontrol-RGRkeze1t)/RGRkontron] ¥100

ahol:

RGRoniron = a kontroll tenyészet adott paraméterre vonatkoztatott novekedési
rataja,

RGRyezeir = a kezelt tenyészet adott paraméterre vonatkoztatott ndvekedési
ratdja

3.2.3 A S. polyrrhiza okotipusok vizsgilata soran alkalmazott tovabbi
moédszerek

Az antocian-felhalmozas mérésének médszerei

A levélfeliiletek mérése soran a tenyészetek digitalis képét Adobe Photoshop
7.0-val dolgoztuk fel. Ezt a mddszert vettiik alapul a S. polyrrhiza esetében
az antocidn-felhalmozast in vivo meghatdrozé eljards kidolgozasahoz (Oléh et
al. 2008a, Olah et al. 2009b). A S. polyrrhiza abaxidlis levélfelszinén az
antocidnok felhalmozddésa jellegzetes piros-lilds elszinezddést okoz. A
digitélis képfeldolgozds sordn elkiilonitettik a zold, és a lila, ,,antocidnos”
feliileteket és azok mérete kiilon-kiilon meghatarozhatéva valt (Oléh et al.
2008a, Olah et al. 2009b). A lila feliileteket mmz—ben, illetve a teljes
levélfeliilet szazalékaban adtuk meg.

A tesztek 10. napjdn, a tenyészetek levélfeliiletének és frisstomegének
meghatdrozdsit kovetden a novényeket -80 °C-on fagyasztottuk €s taroltuk.
Az antocidn-tartalmat spektrofotometridsan (Shimadzu UV/VIS 1601)
metanol:deszt.viz:HCI 79:20:1 v/v/v ardanyd keverékével késziilt kivonatban
mértilk. A kivonatok antocidn-tartalmat az 530 nm-en mért abszorbancidjuk
(As3o) alapjan szdmoltuk. Mivel az 530 nm-en torténd antocidnmérést a
klorofill-b fényelnyelése zavarja, Mancinelli (1984) javaslatira az Assg
abszorbanciaértéket  korrigdltuk a  klorofill-b 657 nm-en  mért

29



Olah Viktor (2009) A krom(VI) hatdsa békalencse-fajok axenikus tenyészeteinek novekedési
jellemzdire és fotoszintetikus aktivitdsdra

fényelnyelésével (Ags7), illetve a kivonatok 750 nm-en  mért
abszorbancidjdval az aldbbi képlet alapjdn, és egységnyi biomasszira
vonatkoztatva adtuk meg.
Cant = {(As30-Az50) — [0,25%(Ags7-A750)] } (biomassza)”

Az antocidanok koncentracidjaval aranyos abszorbancidjat frisstomegre,
széaraztomegre (As3o g'1 ft ill. szt), illetve egységnyi levélfeliiletre (Aszg mm™?)
vonatkoztatva adtuk meg.

Paraquat-Kkezelések az oxidativ stresszérzékenység méréséhez

A S. polyrrhiza AA- illetve MA-o6kotipusandl az oxidativ stressz kivéaltdsahoz
paraquatot (Pq; Paraquat-methyl-14C-dichloride-hydrate, Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh) alkalmaztunk (Kos et al. 2008, Olah et al. 2009¢, Prado et al.
2009). A kezelések sordn a tesztnovényeket (10-15 db ramet ismétlésenként)
hérom 6rén 4t, 50 umol m™s™ fényintenzitéson, 4 cm’ 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20,
50 és 100 uM koncentraciéji Pg-oldaton tartottuk, 4x ismétlésben.

Az oxidativ kdrosoddst a haromords Pq-kezelések végén, a fotokémiai
hatékonysag csokkenésével (Fv/Fm, Fm/Fo Id. 3.2.1 fejezet) illetve a lipid-
peroxidécié mértékével jellemeztiik.

A lipid-peroxiddciét kozvetetten, a relativ elektrolitszivargds (,,Relative
Elektrolyte Leakage” = REL%) alapjan jellemeztiik (Kanoun-Boulé et al.
2009). A tesztnovényeket a Pq-kezelést kovetden ionmentes vizzel mostuk le,
majd 24 6rés inkubécio utin (4 cm’ ionmentes vizen, 20 °C, sotétben) mértiik
az oldatok vezetoképességét (EC1) (Cole-Parmer Instrument Co. 19100-00),
mely a membranpermedbilitdssal ardnyos. A teljes biomassza iontartalméval
ardnyos vezetOképesség méréséhez a novényeket hdkezeltiik (90 min, 95 °C),
és ujabb 24 6réds inkubacié utdn ismét mértiik az oldatok vezetOképességét
(EC2). A membrankarosodas szamolasa a REL% = (EC1/EC2)*100
képlet alapjan tortént.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A krom(VI) hatasa a békalencse-fajok novekedésére és
fotoszintézis aktivitasara

4.1.1. A novekedési paraméterek valtozasa a hosszi-tavi tesztekben

A harom vizsgalt békalencse-faj axenikus tenyészeteinek V2 er6sségii Hutner-
tdpoldaton mutatott novekedési sebességének Osszevetéséhez, illetve a
kromattal szembeni érzékenységiik felméréséhez eldvizsgdlatokat végeztiink,
ahol hosszu-tavi, 10 napos teszteket alkalmaztunk. Ezen kiviil attekintettiik a
hasonlé témaju kozleményeket is. Az eredmények alapjan hosszi-tava
tdpoldat megfelelonek bizonyult. A kromdt 100 uM koncentraciéban mér
mindhdrom fajnal mérhetd gatlast eredményezett (Oldh et al. 2008a, Olih et
al. 2008b, Oldh et al. 2008c, Oldh et al. 2009a, Oldh et al. 2009b), az
alkalmazott tesztkoriilmények mellett azonban hosszabb tdvon sem okozta a
tesztnovények pusztuldsit. A sajat eredmények mellett az alkalmazott
békalencse-fajokra fellelheté irodalmi adatok is a 0-200 puM kozotti
koncentracié-tartomany alkalmazasat indokoltdk. Susplugas et al. (2000)
eredményei alapjan 10 nap alatt 40 pM Cr(VI) mar lassuldst okoz a
rametszdm novekedésében. Kaszycki et al. (2005) megfigyelései alapjan a
Cr(VI) 100 pM koncentracié folott mar erdsen gitolta a S. polyrrhiza
fejlodését. Ince et al. (1999) hétnapos tesztek sordn a L. minor novekedési
ratai alapjan 8,5 mg I'-es, azaz ~150 uM-os ECsg értéket, mig Tripathi és
Chandra (1991) S. polyrrhizdra 18,1 mg 1" (<320 uM) 14 napos LCsq értéket
allapitott meg. Appenroth et al. (2001) S. polyrrhizaval végzett vizsgilatai
sordn a teszt-tenyészetek 0-200 uM Cr(VI)-kezelést kaptak 10 napon
keresztiil. Bassi et al. (1990) vizsgélatai sordn a nodvekedési, morfoldgiai
illetve pigmentosszetételbeli valtozasokat 0,1-10 mg I (2~200 uM) Cr(VI)
koncentracié tartomanyban vizsgalta.

A laboratériumban kiillonb6z6 vizsgédlati célokra fenntartott hirom
vizsgalt békalencse-faj a koldénidk szdmdnak valtozdsa alapjan Y2 erdsségl
Hutner-tdpoldaton eltérd sebességli novekedést mutatott (az eredmények
nincsenek feltiintetve). Azonos koriilmények kozt nevelt, kiilonb6zo
békalencse-fajok eltérd sebességli gyarapodasat Lemon et al. (2001) is leirtdk
a L. minor, S. polyrrhiza és Wolffia borealis esetében. A tenyészetek
novekedési sebességében tapasztalt kiilonbségeket az 1j rameteknek a
levalaskor mért érettségi dllapotdval magyardztik, azaz, minél kifejlettebben
vélik le az dj ramet az anyandvényrdl, az apikdlis dominancia révén az egy
rameten fejlodd Osszes utddok szdma és a képzddés sebessége anndl
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alacsonyabb lesz az anyandvény élettartama soran (Lemon et al. 2001). A
levalas pillanatdban kifejlettebb, nagyobb méretli utédok kompeticids
képessége azonban nagyobb, mivel a felszini vizek esetében a morfoldgiai
tulajdonsagoknak fontos szerepe van abban, hogy mely novények
helyezkednek el a novényszényeg tetején (Dickinson és Miller 1998). A
novekedési ratdk ilyen értelmezése alapjén a leglassabb gyarapoddst mutatd
S. polyrrhiza inkdbb a k-stratégidhoz kozelebbi, a leggyorsabban fejlodo L.
minor pedig az r-stratégidhoz kozelebbi terjeszkedési potenciallal
jellemezhetd. A L. gibba az éltalunk mért novekedési ratdja alapjan a L.
minor és S. polyrrhiza kdzotti atmenetet képvisel.

A leggyorsabb gyarapodést a L. minor tenyészetei mutattdk, melyekben
a  megfigyelt  kolénidk  szdma  haromnaponta  megduplazédott
(RGR=0,318+0,007 nap'). A L. gibba illetve a S. polyrrhiza AA-
okotipusdnak tenyészetei ennél lassabban fejlodtek (RGR=0,175+0,009
illetve 0,199+0,005 nap'l a L. gibbdndl, illetve a S. polyrrhizdndl). A S.
polyrrhiza MA-Okotipusdnak fejlodése az AA-Okotipuséndl is lassabbnak
bizonyult. A  kiilonb6z6  békalencse-fajok  krom(VI)-érzékenységét
Osszehasonlitd 4.1 fejezetben a S. polyrrhizdra vonatkozé eredmények
bemutatdsa sordn a tovibbiakban minden esetben csak a Kis-Balatonbdl
szdrmazé AA-Okotipus adatai szerepelnek. A S. polyrrhiza AA és MA-
okotipusa kozti kiillonbségek részletes bemutatasa €s értékelése, a vizsgilt
paraméterek illetve a tesztfeltételek részbeni eltérése miatt kiilon, a 4.2
fejezetben torténik.

A krom(VI) 100 uM koncentracioban mindhdrom fajndl a tenyészetek
fejlodésének erds csokkenését okozta, a csokkenés azonban nem egyforma
ardnyd volt a harom vizsgélt faj esetében (az eredmények nincsenek
feltiintetve). A koldnidk szdmdnak valtozdsa alapjan a krém(VI) novekedést
gétl6 hatdsa a L. minorndl a kezelések 6. napjan a L. gibba és a S. polyrrhiza
esetében pedig a 7. napjan jelentkezett a kontroll értékekhez viszonyitva (az
eredmények nincsenek feltiintetve).

A legnagyobb visszaesést a S. polyrrhiza tenyészetei mutattdk,
melyekben a krom(VI)-kezelt tenyészetek novekedési ratdja 53%-kal
(RGR=0,094+0,008 nap’l) maradt el a kontroll értékektol. A L. minor a 10.
napon mért, kolénidk szdmdra vonatkoztatott novekedési rata alapjan ennél
szignifikdnsan kisebb (p<0,01) érzékenységet jelzett, 43%-os visszaeséssel
(RGR=0,181+0,008 nap'), mig a legkevésbé, 26%-kal a L. gibba
tenyé€szeteiben maradt el a kolonidkra vonatkoztatott novekedési rata a
kontrolltél (RGR=130+0,009).

A békalencse-fajok jellemzd tulajdonsdga, hogy az 1) kolénidk
képzddésének a sebessége a kornyezeti feltételek valtozdsaira érzékenyen
reagél, de nem mindig tiikr6zi azokat egyértelmiien. Ennek az az oka, hogy
az élohelyi feltételek (megvildgitds, homérséklet, tapelem ellatottsag,
populdcié zsufoltsdga) szélsOségessé vdaldsaval, illetve egyéb stressz-
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tényezok felléptekor az egy kolonidt alkoté rametek atlagos szdma gyakran
megvaltozik (Datko és Mudd 1984 - L. paucicostata, Lasfar et al. 2007,
Dirilgen 1998 - L. minor, Tkalec et al. 1998 - L. minor és S. polyrrhiza,
Severi 2001 — L. minor, Olédh et al. 2008d — L. gibba, L. minor, S. polyrrhiza).
A tenyészetek koldniaszamdnak vizsgilata azonban mégis hasznosnak
bizonyulhat a tesztnovényeket érd stressz jellemzéséhez. A békalencse-
féléknél a kolonidnkénti dtlagos rametszadmot illetden: pl. Lasfar et al. (2007)
a fotoperiddus, Datko és Mudd (1984) a szulfat elldtottsdg; Tkalec et al.
(1998) a fardiszap, Dirilgen (1998), Severi (2001), Olah et al. (2008d) pedig
a nehézfémek ilyen befolydsold hatdsdra mutatnak rd. A kornyezeti
koriilmények megvaltozdsakor, illetve stressztényezOk felléptekor a
ramet/kolénia ardny jelentdsen megvaltozhat. A madsodlagosan kialakuld
oxidativ stressz hatdasara a koldonidk feldarabolddnak, akar kiilonallo
rametekre is széteshetnek (Li és Xiong 2003, Li és Xiong 2004). Stressz
felléptekor ennek azonban az ellenkezdje is bekdvetkezhet, azaz a rametek
levalasa lelassul, megdll, igy a nem stresszelt novényekhez képest magasabb
koléniankénti rametszam tapasztalhaté (Severi 2001, Li és Xiong 2003, Oldh
et al. 2008d, Ol4h et al. 2009a).

A vizsgdlataink sordn a fenti irodalmi adatokhoz hasonldan stressz
hatdsdra a koldnidnkénti rametszdm megvaltozasat figyeltik meg (3.
tablazat). Meg kell azonban jegyezniink, hogy a tesztek elsd néhany napja
sordn a hdrom faj tenyészeteiben a rametek kolonidnkénti dtlagos szdmédnak a
valtozdsa nem jelzi megfelelden a krom(VI) (és egyéb toxikus anyagok)
hatdsait. Ez a jelenség leginkdbb a S. polyrrhiza tenyészeteinél figyelhetd
meg, ahol a kromat hatdsdra fellépd oxidativ stressz a kolonidk
szétdarabolodédsit okozta. Emiatt ennél a fajndl a tesztek 2. napjdig a
krém(VI)-kezelt tenyészetekben magasabb koldniaszdm volt megfigyelhetd,
mint a kontroll értékek. Ugyanakkor az 0ssz-rametszamban ez a kiillonbség a
kontroll €s a krom(VI)-kezelt tenyészetek kozott nem tikkr6zodik ebben az
idészakban.

3. tablazat A harom békalencse-faj teszt-tenyészeteinek dssz-rametszamok alapjan
szamolt novekedési rataja, illetve egy koléniara juto atlagos rametszama a tesztek 10.
napjian (n=3)

RGR Lametszam Ramet/kolonia
(ramet ramet’ nap'l) (db db'l)
Kontroll 100 uM Cr(VI) Kontroll 100 uM Cr(VI)
L. gibba 0,202+0,009 0,128+0,009 3,4+0,3 2,8+0,1
L. minor 0,293+0,009 0,148+0,018 2,540,1 2,1+0,1
S. polyrrhiza 0,185+0,007 0,139+0,014 3,620,1 5,4+0,5

A tesztiddszak mdsodik felében a folyamat ellentéte tapasztalhatd, a
kréomkezelt S. polyrrhiza tenyészeteknél a kolonidnkénti dtlagos rametszdm
joval meghaladja a kontroll értékeket (Severi 2001, Li és Xiong 2003, Ol4h et
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al. 2008d, Olah et al. 2009a, 3. tablazat). A L. gibba és L. minor esetében a
krométkezelt kolonidk atlagos rametszama végig a kontroll értéke alatt marad
(3. tablazat).

A hdrom vizsgdlt faj eltérd sebességli fejlddésére mutatnak rd a
tenyészetek Ossz-rametszamai is (3. tdbldzat, 8. abra, Olah et al. 2008d). A
leggyorsabb rametszam novekedés a L. minor tenyészeteinél figyelheté meg.
A tesztek 10 napja sordn a tiszta, kromdtmentes tdpoldaton nevelt
tenyészetekben az Ossz-rametszdm megdupldzéddsa 48-76  dranként
kovetkezett be (169 ramet a tesztek 10. napjdn, 8. dbra). A L. gibba illetve a
S. polyrrhiza tenyészetei a L. minorndl lassabban, egymdashoz viszonyitva
kozel azonos sebességii rametszdm gyarapoddst mutattak (68 illetve 76 ramet
a tesztek 10. napjdn, 3. tdblazat, 8. dbra).

200
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—&— S. polyrrhiza
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8. dbra Az Gssz-rametszamok valtozasa a harom vizsgalt békalencse-faj kontroll
tenyészeteiben a tesztek 10 napja soran (n=3)

Az Ossz-rametszamok eredményei a koloniaszamnal nagyobb
pontossaggal mutattak a krom(VI)-kezelés novekedést gatlo hatasait.

A L. minor tenyészeteiben mar a tesztek 4. napjan a kontrolltdl
alacsonyabb értékek figyelhetok meg és a tesztek 10. napjara jelentOsen,
49%-kal maradnak el a kontroll értékektol (3. tablazat, 9. abra). A L. gibba
illetve a S. polyrrhiza esetében a gatld hatds a krém(VI)-kezelések 5. napjatdl
jelentkezik. A L. gibbdndl a novekedési rata visszaesése 10 nap alatt 37%-ot,
a S. polyrrhiza esetében 25%-ot ért el (3. tablazat, 9. dbra).
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9. abra A harom vizsgalt békalencse-faj krom(VI)-kezelt tenyészeteinek rametszam
(RGR rametszam))s frisstomeg (RGRy)), illetve szaraztomeg (RGR ) alapjan szamolt
novekedési rataja a tesztek 10. napjan, a kontroll szazalékiaban (n=3)

Az Ossz-rametszamok valtozdsa alapjan a kiilonbdzd békalencse-fajok
krom(VI)-tal szembeni érzékenysége eltéré6 volt. A legnagyobb
kromatérzékenység a L. minor esetében volt mérhetd. A S. polyrrhiza (AA-
okotipus) és a L. gibba tenyészeteiben ettdl szignifikdnsan kisebb gatlds volt
mérhetd. A két utdbbi faj koziil az 1% atlagok alapjan a S. polyrrhiza kisebb
visszaesést mutatott, mint a L. gibba, az édtlagok kozotti kiillonbség azonban
csak kis mértékben szignifikdns (p<0,1). Sobrero et al. (2004) eredményei
alapjan alacsony Cr(VI)-koncentracidk mellett a L. minor (ICs: 0,49, ICsq:
3,0 mg 1" nagyobb érzékenységet mutatott, mint a L. gibba (ICys: 0,70, ICs:
4,17 mg 1'1). 100 uM (5,6 mg I'"y Cr(VI) koncentracié csak a L. minor
esetében okozott kozel 50%-os gatlast, a tobbi faj tenyészeteiben ennél
kisebb RGR-csokkenést mértiink. Ez a Cr(VI) koncentracié magasabb volt az
el6zd kozleményekben megfigyelt ICsy értékeknél. Az alacsonyabb ICsg
értékek oka, a tdpoldat és a nevelési feltételek eltérései mellett a Sobrero et
al. (2004) altal alkalmazott hosszabb (14 napos) tesztperiédus (Eberius et al.
2000), illetve a tesztrendszeriik szemi-statikus kiépitése, mely nagyobb
érzékenységet biztosit (Mkandawire, és Dudel 2005b). Ugyancsak a tesztek
eltérd hosszanak, illetve a nevelési feltételek eltérésének tudhaté be, hogy
Ince et al. (1999) L. minor esetében, hétnapos tesztek sordn az altalunk
tapasztaltndl joéval magasabb, ~150 puM-os ECsy kromaétkoncentraciot
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allapitott meg. A S. polyrrhiza esetében 100 uM Cr(VI)-ndl tapasztalt
gatlasok (Id. még 4.2 fejezet) az alkalmazott nevelési feltételek illetve a
tesztrendszerek eltéréseit figyelembe véve, megfelelnek az irodalomban
kozolt (Tripathi és Chandra 1991, Susplugas et al. 2000, Kaszycki et al.
2005) eredmények alapjan valdszintisitheto értékeknek.

A vizsgdlt hiarom békalencse faj koziil a tenyészeteik biomassza
véltozdsa alapjdn az Ossz-rametszdmokhoz hasonldan a L. minor mutatta a
leggyorsabb novekedést (4. tdblazat). A masik két vizsgalt faj koziil a tesztek
10. napjara a L. gibba kontroll tenyészeteinek a frisstomeg gyarapodasa
(p<0,01), a S. polyrrhiza tenyészeteinek pedig a szdraztomeg gyarapoddsa
volt gyorsabb (p<0,01) (4. tdblazat).

4. tablazat A harom békalencse-faj teszt-tenyészeteinek friss- €s szaraztomeg alapjan
szamolt novekedési rataja a tesztek 10. napjan (n=3)

RGRfrisstiime (g g-l nap-l) RGRszéraztiimeg (g g-l nap-l)
Kontroll 100 uM Kontroll 100 uM
Cr(VID) Cr(VD)
L. gibba 0,334+0,010 | 0,195+0,032 | 0,303+0,008 | 0,204+0,039
L. minor 0,398+0,005 | 0,193+0,005 | 0,430+0,007 | 0,171+0,012
S. polyrrhiza | 0,288+0,005 | 0,152+0,015 | 0,360+0,011 | 0,265+0,018

A krométkezelések a tenyészetek frisstomegének novekedését az Ossz-
rametszamok esetében tapasztaltndl is nagyobb mértékben gatoltdk, de a
vizsgalt fajok biomasszdjanak kromdtérzékenysége kozotti kiillonbségek nem
bizonyultak szignifikdnsnak (9. dbra). A szdraztomeg alapjdn szamolt RGR a
frisstomeg RGR-hez képest szignifikdnsan kisebb mértékben gétlddott a S.
polyrrhiza (p<0,01) és nem szignifikdnsan a L. gibba esetében, ami a
szérazanyag tartalom emelkedését jelzi ezeknél a fajokndl. A L. minorndl
azonban ezzel ellenkez6 irdnyu valtozast figyeltiik meg (p<0,01).

A Cr(VI)-tal szemben legérzékenyebb faj, a L. minor tenyészeteiben a
biomasszandvekedés visszaesése a tesztek 10. napjéra a frisstomeg esetében
52%-o0s, a szdraztomeg esetében 60%-os volt (4. tdblazat, 9. dbra). A L. gibba
és a S. polyrrhiza biomassza gyarapodasi iiteme kozel azonos mértékben
csokkent a krom(VI)-kezelések hatdsara, a két faj kozotti kiilonbségek egyik
esetben sem bizonyultak szignifikdnsnak. A L. gibba krométkezelt
tenyészeteiben a frisstomegre illetve szdraztomegre vonatkoztatott
novekedési ratak a tesztek 10. napjan 41, illetve 33%-kal, mig a S. polyrrhiza
esetében 47% illetve 24%-kal maradtak el a kontroll értékektol (4. tablazat, 9.
abra).

Az eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a biomassza valtozasok
a rametszamoknadl is érzékenyebben jelzik a tenyészetek fejlodésének gatlasat
Cr(VI) jelenlétében, ami az Uj rametek képzddésének lelassuldsa mellett a
rametek dtlagos méretének a csokkenését is jelenti. A standardizalt
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békalencse-tesztekben az egyes ndvekedési paraméterek eltérd érzékenysége
(Eberius 2001a), illetve a kiilonb6z6 méreganyagokra adott eltérd valaszok
miatt rjdk eld a hirom 4ltaldnos novekedési paraméter (Ossz-rametszam,
biomassza, levélfeliilet) koziil legaldbb kettdé egyidejli nyomon kovetését
(EPA 1996, OECD 1998, ISO/CD 15799 1999). Az 6ssz-rametszam kisebb
érzékenysége tobb tényezore vezethetd vissza. Az Ossz-rametszam, mint
novekedési valtozé megdallapitdsa kvantdlt egységek (darabszdm) alapjan
torténik, mig a levélfeliilet illetve a biomassza folyamatosan valtozé jellemzd
(Eberius 2001b). Masrészrol a békalencse-féléknél a vegetativ szaporodas
(i.e. sarjadzds) sajatossdgai miatt az Uj rametek embridi bizonyos ideig az
anyanovények specializdldodott részeiben, az ud.n. ,,zsebekben” fejlodnek
(Eberius  2001b). A novénykékben a stressz hatasdra feler6sodo
sejtmegnyulds miatt a fejlodd kezdemények rovid id0 alatt lathatéva,
megszdmolhaté egységgé vidlnak, igy az Ossz-rametszdm a tesztek elsd
napjaiban latszélag, akdr a kontroll értékét is meghaladd, nagyobb
novekedést mutathat (Eberius 2001b). A biomasszanak, illetve a
levélfeliiletnek az Ossz-rametszamndl nagyobb mértéki visszaesését, azaz az
egyes rametek atlagos méretének csokkenését, mely jelenség mind a harom
vizsgélt békalencse-fajnal megfigyelhetd volt, tobb mérgezo anyag, koztiik a
kromat okozta stressz alatt is leirtdk mar (Eberius 2001b, Naumann et al.
2007).

4.1.2. A Kklorofill fluoreszcencia paraméterek valtozasa a rovid-tava
tesztekben

A harom vizsgalt békalencse-faj krom(VI)-tal szembeni érzékenységének az
kezelésekkel tortént. A klorofill fluoreszcencia paraméterek a fotoszintézis
egyes alapfolyamatair6l nydjtanak informacidt, ezért a Cr(VI)-tal szembeni
érzékenységilk sok esetben nagyobb, illetve a véltozdsok hamarabb
jelentkeznek, mint a ndvekedés gitldsa (Juneau et al. 2002, Olgh et al. 2003,
Olah et al. 2004, Horesik et al. 2006, Oldh et al. 2008a). A Cr(VI) 50-200 uM
koncentracié tartomdnyban a sajat kordbbi, hosszi-tavi tesztekben végzett
vizsgalataink eredményei alapjan (Ol4h et al. 2003, Ol4h et al. 2004, Olah et
al. 2005, Oldh et al. 2008a, Oldh et al. 2008b) mar befolyédsolja a
tesztnovények fotokémiai hatékonysdgdt, de a tiznapos tesztidészakban nem
okozott olyan drasztikus gétlasokat, hogy a fajok kozotti, feltételezett
krométérzékenységbeli eltérések jol kimutathatéak legyenek. Susplugas et al.
(2000) eredményei alapjan haromnapos, 40 UM-os kroméatkezelés hatdsai mar
kimutathatdk a S. polyrrhiza novények Fv/Fm hanyadosdban. Appenroth et
al. (2001) S. polyrrhizdval végzett vizsgélatai sordn a tiznapos tesztekben
alkalmazott kromatkoncentracik 0, 10, 50, 100, 150 illetve 200 uM voltak,
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mig a Cr(VI)-nak a L. gibba fotoszintézisére gyakorolt hatdsait Ali et al.
(2006) 20, 100 illetve 200 UM koncentraciokkal vizsgalta.

A Klorofill fluoreszcencia paraméterek valtozdsa alapjan a Cr(VI) az
alkalmazott koncentracié tartomdnyban erdsen befolydsolta a novények
fotoszintetikus hatékonysagat mar 48 dra alatt is. A gatlé hatds mar rovidebb
id6, mintegy 24 6ra alatt kialakul, és a tovabbi kromkezelés hatdsdra mar
csak a gatlds mértékének kisebb novekedése kovetkezik be (Oldh et al.
2008a). A gatlé hatds kialakuldsanak mintazata a Cr(VI)-felvétel idobeli
alakuldsdval magyardzhat6. Kaszycki et al. (2005) eredményei alapjdn a S.
polyrrhiza éltal felvett Cr(VI) mennyiségében az expoziciét kovetd 24 h utdn
mdr nincs jelentds emelkedés. Az elsé 48 éraban gyors, majd folyamatosan
lassulé kromatfelvételt tapasztalt Garg és Chandra (1990) is a Ceratophyllum
demersum L. esetében.

A sotétadapticiot kovetéen mérhetd, a PSII potencidlis fotokémiai
hatékonysagét tiikkroz6 Fv/Fm hanyados a kiilonbdzd novényfajok egészséges
egyedeinél a szoveti felépitéstdl és a levélfelszin tulajdonsdgaitdl fiiggden
0,75-0,85 kozott van (Lichtenthaler et al. 2005). Az alkalmazott
mérdrendszerrel vizsgalt békalencse-fajok kontroll ndvényeinél 0,77-0,8
kozotti értékek voltak mérhetok, hasonldan a szakirodalmi adatokhoz
(Gensemer et al. 1999, Frankart et al. 2003, Mészaros et al. 1998, Olah et al.
2003, Oldh et al. 2004, Olah et al. 2005, Olah et al. 2008a).

Az Fv/Fm paraméter valtozdsai alapjan a vizsgélt harom békalencse-faj
koziil a Cr(VI)-tal szemben legérzékenyebbnek a L. minor bizonyult (10.
ébra). 48 h elteltével mar 50 uM Cr(VI) is 10%-os csokkenést (p<0,001)
okozott az Fv/Fm értékében. 100 illetve 200 uM Cr(VI) tovabbi, 27 illetve
41%-o0s visszaesést (p<0,001) okozott a kontroll értékéhez (0,779+0,005)
viszonyitva (10. dbra).
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100 4 Fv/Fm Fm/Fo |
90 F 90
80 t 80
% 70 1 r7 %
60 4 t 60
50 { —@— L. gibba —B— L. gibba [ 50
04 —A— | minor —aA— | minor L 40
—&— S. polyrrhiza —@— S. polyrrhiza
30 i i ! ! ! ! ! ! 30
0 50 100 200 0 50 100 200
uM Cr(VI) uM Cr(VI)

10. abra A potencialis fotokémiai hatékonysag (Fv/Fm), illetve a maximalis (Fm) és alap
(Fo) fluoreszcencia aranyanak (Fm/Fo) kontroll értékekhez viszonyitott szazalékos
valtozasa a vizsgalt békalencse-fajok tenyészeteiben, az alkalmazott
kromatkoncentracio fiiggvényében, a rovid-tava tesztek 48. 6rajaban (n=4)
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A S. polyrrhiza (AA-Okotipusa) esetében 50 UM Cr(VI)-kezelés nem
okozott mérhetd gatlast 48 h alatt. 100 uM Cr(VI) esetében a tesztek 48.
ordjadban  6,5%-o0s, 200 uM Cr(VD-ndl pedig 23%-os csokkenés
(mindkettonél p<0,01) volt megfigyelhetd a kontroll értékéhez (0,782+0,009)
viszonyitva (10. dbra).

Az Fv/Fm véltozdsa alapjan a legkisebb krém(VI)-érzékenység a L.
gibbandl volt tapasztalhatd. 50 és 100 uM Cr(VI) 48 h alatt csak kismértékd,
1 (p<0,01) illetve 2%-o0s (p<0,001), mig 200 uM Cr(VI) is csupan 17%-os
gatlast eredményezett a kontroll (0,783£0,001) viszonyitva (10. dbra).

Az Fv/Fm héanyadosndl érzékenyebbnek mutatkozik a stressz felléptére
az Fm/Fo paraméter (Lichtenthaler et al. 2005, Oldh et al. 2005). A két
paraméter érzékenysége kozott egyediil az 50 uM Cr(VI)-tal kezelt S.
polyrrhiza tenyészetekben nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget. Az
egyes fajok krom(VI)-kezelt tenyészeteiben a kontrollhoz viszonyitott Fm/Fo
csokkenésének a mértéke a L. minornal 26, 48 illetve 59%-os volt 50, 100
illetve 200 uM Cr(VI) hatdsara. A S. polyrrhizdndl ugyanez a paraméter 2,5
(NS), 19 illetve 44%-kal (mindkettonél p<0,001), a L. gibbdnal pedig 3
(p<0,01), 6 (p<0,001) illetve 37%-kal csokkent 50, 100 illetve 200 uM
Cr(VI) hatasara (10. abra).

Az Fv/Fm illetve Fm/Fo értékek visszaesése a valtozo fluoreszcencia
(Fv) csokkenését, azaz az alap- (Fo) és maximadlis fluoreszcencia (Fm)
kozotti  kiilonbség csokkenését jelzik (Lichtenthaler et al. 2005). A
vizsgalataink alapjdn az Fv értékének visszaesése a L. gibba és S. polyrrhiza
tenyészetekben elsOsorban a reakcidcentrumok dllapotit jellemzé Fm
csokkenésének a kovetkezménye, mig a csak az LHC2 éllapotét tiikr6z6é Fo
értéke csupdn kismértékben emelkedik (az eredmények nincsenek
feltiintetve). Az Fm és Fo értékének egymadstdl eltérd valtozdsa alapjén
megallapithaté tehat, hogy a 48 6rds krom(VI) kezelések sordn bekovetkezd
kéarosodasok elsdsorban a PSII reakcidcentrumat érintették. A krém(VI)-
kezelésekkel szemben legérzékenyebbnek bizonyult L. minor tenyészeteiben
az Fv valtozasa nemcsak az Fm csokkenésének, hanem az Fo novekedésének
is koszonhetd, ami jelzi, hogy a Cr(VI) a PSII reakciécentrumokon kiviil az
LHCII éllapotédban is valtozast okoz.

A aktivélo6 fénnyel megvildgitott tesztnovényekben mért, a PSII aktudlis
fotokémiai hatékonysagét tikkr6z6 AF/Fm’ alapjan a sotétadapticidt kdvetden
mért klorofill fluoreszcencia paraméterekhez hasonldéan a legnagyobb
krém(VI)-érzékenységet a L. minor mutatta (11. abra). Mar 50 uM Cr(VI) is
28%-0s AF/Fm’ csokkenést eredményezett a kontrollhoz (0,523+0,012)
viszonyitva, 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatdsara pedig a visszaesés elérte a
63 illetve 76%-ot. A S. polyrrhizdndl a 48 6rds Cr(VI)-kezelés a sotétadaptalt
novények eredményeihez hasonléan csak 100 illetve 200 UM koncentraciéndl
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okozott AF/Fm’ gatlast (21 illetve 59%, 11. abra). A L. gibbdndl figyeltiik
meg a legkisebb AF/Fm’ visszaesést, ami a 48 6rds Cr(VI)-kezelés végére
200 uM Cr(VI) hatdsdra is csupin 44%-ot ért el (11. abra). A L. minor
tenyészeteiben a AF/Fm’ értékét minden alkalmazott Cr(VI)-koncentracié
szignifikdnsan csokkentette (p<0,001). Ezzel szemben a L. gibba és S.
polyrrhiza esetében csak 100 és 200 mM Cr(VI) okozott szignifikdns
(p<0,05) véltozast.
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11. abra Az aktualis fotokémiai hatékonysag (AF/Fm’), illetve a relativ fluoreszcencia
csokkenés (RFD) kontroll értékekhez viszonyitott szazalékos valtozasa a vizsgalt
békalencse-fajok tenyészeteiben, az alkalmazott kromatkoncentracio fiiggvényében, a
rovid-tavua tesztek 48. érajaban (n=4)

A teljes fotoszintézis hatékonysdgit jellemzo, ,,vitalitdsi indexnek”
(Lichtenthaler et al. 1986) is nevezett relativ fluoreszcencia csokkenés (RFD)
mindhdrom vizsgalt fajnal csokkent a kromatkezelések hatasara (11. abra). A
tobbi vizsgalt klorofill fluoreszcencia paraméterrel szemben azonban a S.
polyrrhiza és a L. minor kozel egyforma érzékenységet mutatott,
statisztikailag értelmezhetd kiilonbséget egyik alkalmazott
kromatkoncentracio hatdsara sem tapasztaltunk a két faj tenyészeteiben mért
gatlasok kozott. A csokkenés joval nagyobb volt, mint a L. gibba esetében.
50 uM Cr(VI) hatasiara 48 ora elteltével 26 (L. minor) és 21%-os (S.
polyrrhiza), mig 100 illetve 200 pM Cr(VI) hatdsdra 39-39 illetve 54 és 55%-
kal maradt el a kontrolltél (2,218+0,088 a L. minornal és 2,499+0,115 a S.
polyrrhizdndl). A L. gibba esetében 50 uM Cr(VI) nem szignifikdns, 4%-os,
100 és 200 uM Cr(VI) 12 és 11%-os (p<0,05) gatldst okozott (11. dbra).

Az eredmények alapjan a fényadaptilt novényekben mért klorofill
fluoreszcencia paraméterek, az 50 uM Cr(VI)-tal kezelt L. gibba és S.
polyrrhiza tenyészetek kivételével, kromdtstressz hatdsdra szignifikdnsan
(p<0,001) nagyobb visszaesést mutattak a sotétadaptdlt ndvényekben
mérteknél, hasonléan Juneau és Popovic 1999, Juneau et al. 2002,
Lichtenthaler et al. 2005 illetve Oldh et al. 2008a megfigyeléseihez. A
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sotétadaptalt allapotban mért klorofill fluoreszcencia paraméterek koziil az
Fm/Fo nagyobb érzékenységgel jelezte a Cr(VI) gatlé hatdsait, mint az
Fv/Fm, hasonl6an més vizsgdlatokhoz (Lichtenthaler et al. 2005, Oléh et al.
2005). A fényadaptdlt novények klorofill fluoreszcencia paramétereinek
valtozasat  Osszehasonlitva  az alkalmazott  Cr(VI)-koncentraciok
figgvényében a AF/Fm’ és RFD eltéré mintazatot mutatott. Az RFD esetében
szignifikansan kisebb visszaesés volt mérhetd a L. gibba 200 uM Cr(VI)-tal
kezelt tenyészeteiben, illetve a L. minor esetében minden alkalmazott
krométkoncentraciondl. A S. polyrrhiza tenyészeteiben ezzel ellentétben az
RFD a AF/Fm’-nél szignifikdnsan nagyobb csokkenést mutatott 50 és 100
UM Cr(VI)-hatdsdra. Stressz alatt a mintdkban a AF/Fm’ és RFD paraméterek
gyakran egymadstdl fiiggetleniil véltozhatnak, amit az eltérd mérési
koriilményeknek tulajdonithatunk (Lichtenthaler et al. 2005). Ez figyelhetd
meg a S. polyrrhiza esetében is, ahol az RFD a L. minorral kdzel megegyezd
Cr(VID)-érzékenységet jelzett, mig a AF/Fm’ valtozdsa alapjan inkabb a L.
gibbdhoz hasonl6 volt az érzékenysége.

Az alland6 intenzitdsi megvilagitas hatdsira a PSII-ben indukél6do
fotokémiai €s nem-fotokémiai kioltas idobeli lefutdsa az alkalmazott Cr(VI)-
koncentréciok fiiggvényében fajtdl fiiggd mintdzatot mutatott (12. dbra).

Egészséges novények esetében a fotokémiai kioltas (qP) az aktivald
fény bekapcsolasa utan telitddési gorbét mutatva eléri a maximadlis értékét, és
ez utin bedll a koriilményeknek megfeleld steady-state dallapot. A
fotoszintézisben nem hasznositott gerjesztési energia nem-fotokémiai
fluoreszcencia (qN) kioltdsa ezzel szemben az aktivalé fény bekapcsoldsa
utan viszonylag gyors (50-150 sec) emelkedést mutat, majd egy lokdlis
maximum elérése utdn folyamatosan csokken a koriilményeknek megfeleld
steady-state allapotig (Bolhar-Nordenkampf és Oquist 1993).

A potencidlis €s aktudlis fotokémiai hatékonysag, illetve az RFD
értékek alapjan a harom faj koziill a Cr(VI)-tal szembeni legnagyobb
toleranciat a L. gibba esetében allapitottuk meg. A tobbi békalencse-fajhoz
viszonyitva a fotokémiai kioltds steady-state értéke 50 illetve 100 uM
krométkezelés hatdsara, folyamatos aktivdld fénnyel torténd megvilagits
mellett a kontrollhoz képest kisebb mértékben csokkent. A L. gibba esetében
a Cr(VI) 200 uM koncentraciéban sem okozott drasztikus qP visszaesést
(17%, 5. tablazat, 12. abra). A nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltas
esetében 50 és 100 uM Cr(VI) egyarant 13%-kal csokkentette a maximaélis
értékét, de az egyensilyi értékei a kontrollhoz (gN max: 0,611+0,037, gN
egyensuly: 0,316+0,028) hasonldan alakultak (5. tabldzat, 12. dbra). 200 uM
Cr(VI) hatdséra a L. gibba nem-fotokémiai kioltdsdnak a visszaesése teljes
mértékben gatlédott.

41



Olah Viktor (2009) A krom(VI) hatdsa békalencse-fajok axenikus tenyészeteinek novekedési
jellemzdire és fotoszintetikus aktivitdsdra

1,0 n 1,0
L. gibba
0,8 - 0,38
0,6
0,6
qN
qp ] 0,4
0,4 —O— 0 uM Cr (VI)
—0— 50 uM Cr (VI) 02
—e— 100 uM Cr (V1)
021 —e— 200 uM Cr (VI) 00
1,0 1,0
—O— 0 M Cr (VI)
—O— 50 uM Cr (VI)
0,8 q —@— 100 uM Cr (V1) 0,8
—@— 200 uM Cr (V1)
0,6
0,6 qN
qP 0,4
04 1
0,2
0,2 q
g e 0,0
idé (sec) id6 (sec)
10 0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300 10
-O— 0pMCr (Vi) S. polyrrhiza
—O— 50 uM Cr (VI)
0,8 —@ 100uMCr (V) 08
—@— 200 uM Cr (VI)
0,6
0,6 qN
qP 04
0,4 +
0,2
0,2 1
sz sy O’O
id6 (sec) ____ id6(sec)

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 E) 60 120 180 240 300 360 420 480 540 660
12. abra A fotokémiai (qP) és nem-fotokémiai (qN) fluoreszcencia kiolto folyamatok
idobeli valtozasa 5 perces, aktivalé fénnyel torténé megvilagitas hatasara a Z. grbba és
L. mmorilletve 10 perces, aktivalé fénnyel torténé megvilagitas hatasara a 5.
polvrriiiza teszt-tenyészeteiben, 48 6ras Cr(VI)-kezelés utan (n=4)

A vizsgélt klorofill fluoreszcencia paraméterek alapjan a legnagyobb
Cr(VD)-érzékenységet a L. minor mutatta. Ennél a fajndl aktivalé fény mellett
a qP emelkedése az alkalmazott Cr(VI)-koncentriciétdl fiiggd mértékben
csokkent a mérések sordn (15, 32 illetve 39%-kal 50, 100 illetve 200 uM
Cr(VI) hatasara, 5. tablazat, 12. abra). Cr(VI)-kezelés hatdsara a nem-
fotokémiai klorofill fluoreszcia kioltds (qN) az aktivalé fény bekapcsoldsa
utdni 1-2 percben elérte a ,.kvdzi” maximalis értékét. Az egyensilyi allapotot
elérd fotoszintézis hatdsaként varhaté csokkenés azonban egyik Cr(VI)-
koncentraciénal sem kovetkezett be. Helyette lassii emelkedés jelentkezett.
A kontroll tenyészetekben azonban a qN a megvilagitds 80. masodpercére
0,702+0,023 elért maximalis értéket kovetden 0,433+0,028 egyensilyi
értékre csokkent (5. tablazat, 12. dbra).
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5. tablazat A fotokémiai (qP) és nem-fotokémiai (qN) fluoreszcencia kiolté
mechanizmusok hatékonysaga, a Z. gzibba és L. minortenyészeteiben 5 perces, a .S,
polyrr/iiza tenyészeteiben 10 perces aktivalo fénnyel torténo megyvilagitas utan,
egyensiilyi dllapotban (n=4, a kontrollhoz viszonyitott fajon beliili eltérések *p<0,05,

*#p<0,01, ***p<0,001 szinten szignifikansak)

Cr(VI) qP

(uM) L. gibba L. minor S. polyrrhiza
0 0,789+0,023 0,746+0,015 0,751+0,014

50 0,775+0,022 0,633+0,017%** 0,714+0,044
100 0,741+0,019* 0,510+0,018*** 0,6224+0,024***
200 0,657+0,021*** 0,451+0,029%** 0,482+0,033#**
Cr(VI) qN

(uM) L. gibba L. minor S. polyrrhiza
0 0,316+0,028 0,433+0,028 0,531+0,045

50 0,305+0,013 0,549+0,019%** 0,375+0,053**
100 0,328+0,021 0,704+0,021%** 0,460+0,008*
200 0,669+0,029°%%** 0,725+0,041%%* 0,625+0,021%*

A S. polyrrhiza vizsgélata sordn a klorofill fluoreszcencia kioltd
folyamatok egyensulyi allapotanak eléréséhez az Gtperces megyvilagitasi id6
nem volt elegendd, a fotokémiai és nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltdsok
az alkalmazott megvildgitds mellett 10 perc utdn alltak be kvazi egyensulyi
allapotba, igy az eredmények bemutatdsa sordn ezeket az értékeket vettiik
alapul (12. dbra). A S. polyrrhiza esetében a fotokémiai kioltdsban a
megvilagitasi periddus végére 50 és 100 puM Cr(VI)-koncentricid
szignifikansan, 200 uM Cr(VI)-koncentracié kisebb, nem szignifikansan
eltérd gatlast okozott a L. minorhoz képest kisebb. A S. polyrrhizandl mért
csokkenés 5, 17 és 36% volt 50, 100 és 200 uM Cr(VI) hataséra (5. tablazat).
A gN iddbeli lefutdsa (12. dbra) alapjan elmondhat6, hogy 50 uM Cr(VI)
egyardnt csokkentette a nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltds maximalis és
egyensulyi értékét (8 illetve 13%-kal, 12. dbra) a kontrollhoz (N max:
0,757+0,014, gN egyenstlyi: 0,531+0,045) viszonyitva. 100 uM Cr(VI)
hatdsdra a S. polyrrhiza nem-fotokémiai kioltdsdnak maximaélis értéke
jelentdsen, 29%-kal maradt el a kontrolltél (12. dbra). A maximumot
kovetden egy dtmeneti csokkenés kovetkezett be, majd az aktivald
megvilagitdis 6. percétdl a Cr(VI)-kezelt L. minor tenyészetekben is
megfigyelt lassu, linedris emelkedés jelentkezett (12. dbra). 200 uM Cr(VI)
hatdsara, a L. gibba tenyészeteihez hasonldan, a S. polyrrhiza esetében is
elmaradt a nem-fotokémiai kioltds csokkenése, a 80 sec-ndl jelentkezd
,»kvdzi” maximum értéke a 100 uM Cr(VI)-koncentraciondl megfigyelthez
megfigyelthez hasonlé volt (12. dbra).
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A fluoreszcencia kiolté mechanizmusok megoszlasanak valtozasa

A klorofill fluoreszcencia vizsgédlatok sordn szdmoltuk a teljes
fluoreszcenciahozambdl az egyes kiolté mechanizmusok részardnyat (Id.
Anyag és mddszer c. fejezet). A fotokémiai hatékonysdg (AF/Fm’ = Y(II), a
szabalyozott (NPQ) és a nem szabdlyozott (NO) nem-fotokémiai kioltas
egymds komplementerjeinek tekinthetok (Klughammer és Schreiber 2008).
Ebbol kovetkezoen egy adott részfolyamat intenzitdsdnak az emelkedése a
tobbi mechanizmus részardnyanak relativ csokkenését eredményezi.

Kromatkezelés soran a qN megvilagitas hatdsara torténd csokkenésének
az elmaraddsa a kdrosodott fotokémiai rendszerek novekvd szdmdnak az
eredménye (Ali et al. 2006), amely kédrosodast a Y(NO) értékének Cr(VI)-
koncentraciéval ardnyos emelkedése is jelez (Klughammer és Schreiber
2008).

A vizsgdlt békalencse fajok koziil a klorofill fluoreszcencia
paraméterek alapjan legkisebb érzékenységet mutatd L. gibba tenyészeteiben
200 uM Cr(V]) hatdsara a qN a maximadlis érték elérése utdn nem mutat
csokkenést az aktivalé megvildgitasi idoszak végére. Az egyes fluoreszcencia
kiolté mechanizmusok részaranyai alapjan ennél a fajnil a jelenség a
fotokémiai hatékonysag csokkenésének, illetve ezzel parhuzamosan a
szabdlyozott nem-fotokémiai kioltds 100 uM Cr(VI)-ig gyenge (NS), 200 uM
Cr(VD)-ndl pedig szignifikdns (p<0,001) er0sodésének tulajdonithats. A
gerjesztési energia elvezetésében résztvevd harmadik folyamat, a nem
szabalyozott nem-fotokémiai kioltds (NO) részaranya azonban kromatkezelés
hatdsdra nem mutat jelentds valtozdst a kontrollhoz viszonyitva, ami az
induk4l6dé hatékony fényvédo mechanizmusokat feltételezi (13. dbra).

A gN aktivalé megvilagitas soran varhaté csokkenésének az elmaradasa
a kromatkezelésekkel szemben legérzékenyebbnek bizonyult L. minor
tenyészetekben minden  alkalmazott  Cr(VI)-koncentracié  hatdséra
megfigyelhetd. A L. minor esetében a szabdlyozott nem-fotokémiai kioltds
részardanya 100 uM Cr(VID-ig, a nem szabdlyozott nem-fotokémiai
fluoreszcencia kioltds részardnya minden alkalmazott kromdtkoncentréacid
hatdsdra szignifikdns (p<0,05) emelkedést mutat, a velik komplementer
fotokémiai hatékonysag rovéasara (13. dbra).

A gN csokkenésének elmaraddsat az aktivdld megvildgitasi idészak
sordn a S. polyrrhiza 100 illetve 200 pM Cr(VI)-tal kezelt tenyészeteiben is
megfigyeltiik. A jelenség ebben az esetben is a szabalyozott nem-fotokémiai
kiolté mechanizmusok kimeriilését, és a fotokémiai hatékonysag csokkenését
valészinlisiti. A fenti két mechanizmus részardnydnak csokkenésével
parhuzamosan a Y(NO) az alkalmazott kromdtkoncentraciékkal ardnyosan
szignifikans (p<0,01) emelkedést mutatott (13. dbra).
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13. abra A fotokémiai hatékonysag (Y II), a szabalyozott -Y(NPQ)- illetve a nem-
szabalyozott -Y(NO)- klorofill fluoreszcencia kiolt6é folyamatok egymashoz viszonyitott
szazalékos aranyanak valtozasa a harom békalencse-faj teszt-tenyészeteiben, 48 oras
krom(VI)-kezelést kovetéen

A Cr(VI) hatasa a gyors fényvalaszokra

A vizsgdlt novények fotoszintézise az alkalmazott aktivdlé fény
intenzitdsanak fokozatos emelésével is jellemezhetd. A vizsgdlataink sordn
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azt a modszert alkalmaztuk, amelynél az egyes fényintenzitdsoknak
megfelel6 megvildgitdsi ,lépcsdk” idOtartama tdl rovid az aktudlis
koriilményeknek megfeleld steady state fotoszintézis kialakuldsdhoz. Az
ilyen médon nyerhetd, az elektrontranszport folyamatok (ETR) sebességét
tiikkrozo un. gyors fényvalasz-gorbék (RLC = Rapid Light Curve) alapjan
lehetdség van a fotoszintézis indukalhatésdgdnak jellemzésére a gyorsan és
tdg hatarok kozott véltozé megvilagitdsi viszonyok mellett (Ralph és
Gademan 2005, Serddio et al. 2006). A mddszer alkalmazdsa sordn kapott
eredmények az ETR illetve a fotoszintézis teljes folyamatdnak adott
koriilmények kozott mért aktudlis allapotdt tiikrozik, ellentétben a
»hagyomdnyos” (i.e. steady state dallapot eléréséig tartdé megvildgitasi
1épcsok) alkalmazé fényvalasz-gorbékkel (d.n. ,,P-E gorbék™). Az ETR gyors
fényvélasz-gorbéinek lefutdsa jellemzden harom nagyobb szakaszra oszthaté
(Ralph és Gademan 2005, Serddio et al. 2006, 1d. 3.2.1 fejezet 7. dbrdja):

1. Fénylimitalt szakasz: a fotoszintézis hatékonysdgat a megvildgitas
erdssége hatdrozza meg, az elektron transzport rita (ETR) az aktivalé fény
intenzitdsaval egyenes aranyban emelkedik. Az elektrontranszport maximalis
fényhasznositdsi  hatékonysdgdt a gorbe kezdeti meredekségével
jellemezhetjiik, szamértéke az un. fotonhasznositasi egyiitthatd (o).

2. Fénytelitett szakasz: a fotokémiai rendszerek dltal még tolerdlhatd
fényintenzitdson az elektrontranszport lanc teljesitménye korlatozza a
fotoszintézis hatékonysdganak tovéabbi linedris javuldsit. A kezdeti linedris
szakasz utdn az ETR-gorbe emelkedésének a meredeksége fokozatosan
csokken a maximalis ért€k (ETR,,y) eléréséig.

3. Fotoinhibicids szakasz: az aktivdld fény intenzitdsanak tovabbi
emelése sok esetben az elektrontranszport rita csokkenését eredményezi. Ez
a hagyomdnyos moédszerrel meghatdrozhaté P-E fényvélasz-gorbék esetében
kimutathatd, és legvaldszinlibben a fotoinhibicié eredménye. Az tn. gyors
fényvélaszok mérése sordn azonban a rovid megvilagitasi id6 nem teszi
lehetévé a fotoinhibicié kifejlodését, igy a csokkenést inkabb a PSII
dinamikus leszabdlyozdsanak tulajdonithatjuk (Ralph és Gademan 2005).

Az elektrontranszport maximaélis fotonhasznositdsi egyiitthatéja (o) a
vizsgalt hdrom békalencse-faj kontroll tenyészeteinél eltéréen alakult. Az
aktudlis megvildgitdshoz legdinamikusabban (0=0,267+0,029) a L. gibba
kontroll tenyészetei alkalmazkodtak, (14. dbra). A L. minor tenyészeteinek o
értékei ennél alacsonyabbak (0=0,196+0,003) (14. 4bra). A legkisebb
hatékonysaggal (0=0,155+0,012) a S. polyrrhiza kontroll n&vényei
alkalmazkodtak a nem-telité megvilagitds er6sodéséhez (14. dbra).

A fénylimitélt elektrontranszporthoz hasonléan az elektrontranszport
fénytelitési értéke (ETRmax) is fajtdl fiiggd értéket mutatott (14. dbra). Az
ETR .« értékek az o-értékekhez hasonldan a L. gibba kontroll ndvényeiben
voltak a legmagasabbak (81,7+4,1 wmol e m? sec’). A L. minor illetve S.
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polyrrhiza kontroll tenyészeteiben az el6zonél kisebb ETRy.x (51,6+2,2
illetve 44,8+2,7 umol e m?> sec™!) volt mérhet (14. dbra).

A fénytelitési egyiitthaté (Ex) a hdrom faj kontroll tenyészeteiben az
el6z0 két paraméternél kisebb, interspecifikus eltéréseket mutatott (14. dbra).
A legmagasabb fénytelitési egyiitthaté a L. gibba kontroll novényeire volt
jellemzd (308+£19 pmol m?sec’). A S. polyrrhiza kontroll tenyészetei ezzel
kozel azonos Ey értékeket (29136 pmol m? sec) mutattak, mig a
legallacsonyabb Ex értékek a L. minorra voltak jellemzok (264+15 pmol m*
sec’ ).

100 { —O— 0 M Cr(Vi) L. gibba Ol f 120
. —O— 50 uM Cr(VI)
", 80{ —@= 100uMCr(V) 100
9 —@— 200 uM Cr(V)
o 80
" 60 4
€ %
" 60
24
E
40
& 204 )
i —— L. gibba
—&— [, minor 20
04 —&— S. polyrrhiza
. . . . . . 0
100 L. minor ETRmax| '™
s 8 80
2]
D
€ 60
o
24 %
= 40
ie
~ 20
20
04
0
100 4 S. polyrrhiza Ek 100
i 80
& 80
o
= 60 %
2404 60
E
oo
20
I 40
04 2 ool
PFD (umol m™= sec™') uM Cr(VI) 2
0 200 400 600 800 1000 0 50 100 200

14. abra Az elektron transzport ratak (ETR) valtozasa az aktivalé fény erdsségének
fiiggvényében (bal oldalon), és az ETR-gorbék jellemzo paramétereinek kontrollhoz
viszonyitott értékei a harom vizsgalt békalencse-faj teszt-tenyészeteiben, a kontroll
szazalékaban, 48 oras Cr(VI)-kezelést kovetéen (az egyes fényintenzitas-lépcsék
idétartama 60 sec) (n=3)

48 oras Cr(VI)-kezelések hatdsara a gyors fény-vdlasz gorbék (RLC)

kezdeti, linedris szakaszdnak meredeksége és hossza (i.e. a fénylimitalt
szakasz jellemz0i) a vizsgdlt békalencse-fajoknédl megvaltozott, a véltozdsok
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fajtol fiiggd mintazatot mutattak (14. dbra). Az elektrontranszport maximalis
fotonhasznositasi egyiitthatéja (o) a kréom(VI)-kezelések végére a
legnagyobb mértékben a L. minor tenyészeteiben esett vissza (14. dbra). A
csokkenés 50 uM Cr(VI)-nél 29%-os (p<0,01), 100 uM Cr(VI)-ndl 53%-os,
200 uM Cr(VI)-nal 75%-os volt (mindkét esetben p<0,001). Ennél a fajnal az
elektrontranszport maximalis értékének a visszaesése még drasztikusabbnak
bizonyult. Az ETR,,x értékek 52, 75 illetve 89%-kal csokkentek a kontroll
értékekhez képest. 50, 100 és 200 uM Cr(VI) hatasara a kezdeti (o) illetve a
maximadlis hatékonysdg (ETRp.x) visszaesésével parhuzamosan a L. minor
fénytelitési egyiitthatéja (Ex) is szignifikdnsan lecsokkent. A krém(VI)-
kezelések 48. 6rdjdban 32, 47 illetve 58%-o0s csokkenés volt mérhetd 50, 100
illetve 200 uM Cr(VI) hatdséra (14. dbra).

A S. polyrrhiza krom(VI)-kezelt tenyészeteiben az
elektrontranszportnak a kontroll tenyészetekben is tapasztalt lassu indukcidja
miatt az o-értékek csupan 200 uM Cr(VI) hatdsara mutattak kisebb mérték,
nem szignifikdns visszaesést (13%, 14. dbra). Az elektrontranszport rita
maximadlis értéke azonban 12 (NS), 34 illetve 64%-kal csokkent a 48 o6ras 50,
100 illetve 200 pM Cr(VI)-kezelések végére (14. édbra). Az ETRpax
gatlasanak kovetkeztében az Ey értékek 17 (NS), 37 illetve 58%-kal voltak
alacsonyabbak a kontrollhoz viszonyitva (14. dbra).

A L. gibba kromitérzékenysége a gyors fényvélasz paraméterek
véltozdsa alapjan a S. polyrrhizdhoz hasonlonak mutatkozott (14. dbra). Az
a-értékek 50, 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatdsédra torténd 9 (NS), 12 (NS)
illetve 49%-o0s visszaesése ugyan a S. polyrrhizdhoz képest nagyobb, az
ETRp.x csokkenése azonban csak 200 uM Cr(VI) hatdsdra egyezik meg a S.
polyrrhiza azonos Cr(VI)-koncentracidéval kezelt tenyészeteinek értékével
(63%). 50 uM Cr(V]) hatdsara a gatlas nagyobb (24%-os), 100 uM Cr(VI)
hatdséra kisebb (25%-o0s) volt, mint a S. polyrrhiza esetében (14. abra). A L.
gibba kromitkezelt tenyészeteiben a sotétadaptilt illetve folyamatos aktivalé
fénnyel megvilagitott novényekben mért klorofill fluoreszcencia paraméterek
eredményeihez hasonléan az 50 és 100 mM Cr(VI)-koncentracidk gatlé
hatdsa kozott nem mértiink szignifikédns eltérést. A Cr(VI)-kezelések hatdsara
a L. gibba fénytelitési egyiitthatéja (Ex) 16 (50 uM p<0,05), 15 (100 uM
p<0,05) illetve 30%-os (200 uM p<0,01) csokkenést mutatott a kontrollhoz
viszonyitva (14. 4bra). Ezek az Ey-értékek a harom vizsgélt faj koziil a L.
gibba esetében jelezték az ETR fénylimitalt szakaszanak a legkisebb mértékii
gatlasat (14. abra).

4.1.3. A fotoszintetikus pigmenttartalom valtozasai

Rovid-tava  krom(VI)-kezelésekben mértik a tesztnovényekben a
fotoszintetikus  pigmentek mennyiségének a valtozasat, illetve a
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pigmentdsszetétel és a klorofill fluoreszcencia paraméterek valtozasai kozotti
Osszefiiggéseket. Sajat kordbbi eredmények (Ol4h et al. 2008b, Oldh et al.
2008c), illetve az irodalmi adatok alapjan (Bassi et al. 1990, Appenroth et al.
2001, Cervantes et al. 2001, Panda és Choudhury 2005, Sinha et al. 2005)
kromatkezelés hatdsdra hosszabb tidvon minden fotoszintetikus pigment
mennyisége csokken, mig bizonyos védd hatdsui karotinoidok (VAZ-pool
elemei, [-karotin) mennyisége megemelkedik (Nichols et al. 2000,
Appenroth et al. 2001, Panda és Choudhury 2005, Sinha et al. 2005). A
hosszabb tavd, tobbnapos kromatkezelések sordn azonban a kromatstressz
masodlagos hatdsai (pl. a klorofillszintézis gatldsa), a novényekben
indukdlédé védekezd folyamatok ,elfedhetik” a krom(VI) elsddleges
hatdsait, illetve a pigmenttartalmak csokkenése olyan mértékl lehet, ami
megakadélyozhatja a részletesebb elemzéseket.  Osszehasonlitva a S.
polyrrhizdra vonatkozd, az ebben a fejezetben bemutatott 48 Ords tesztek
eredményeit a sajat (Oldh et al. 2008b) otnapos kezelésekre vonatkozd
eredményekkel, a fotoszintetikus pigmentntek mennyiségének jelentos
visszaesése tapasztalhaté a kromatkezelések 2. és 5. napja kozott. Susplugas
et al. (2000) eredményei alapjan a S. polyrrhiza 6sszklorofill-tartalma 7 nap
alatt mar 10-40 uM Cr(VI) jelenlétében is jelentdsen csokken.

A Cr(VI)-kezelések mar 48 ora alatt is befolydsoltdk a novények
pigmenttartalmat, de kisebb, a legtobb esetben nem szignifikdns
interspecifikus  kiilonbségeket és  koncentracioktdl fiiggd hatdsokat
tapasztaltunk, mint a klorofill fluoreszcencia paraméterek esetében, a tesztek
rovid idStartama miatt.

A Kklorofill fluoreszcencia paraméterek vdéltozdsa alapjan a hédrom
békalencse-faj koziil legkisebb Cr(VI)-érzékenységet mutaté L. gibba
tesztnovényeiben a kl-a frisstomegre vonatkoztatott mennyisége 48 6ra alatt
9, 18 illetve 22%-kal, mig a kl-b mennyisége 6, 14 illetve 14%-kal csokkent
50, 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatasira (6. tdblazat). A kl-a illetve kl-b
kiilon-kiilon is csokkend tendencidjaval egyezden az Osszklorofill-tartalom
(kla+b) 9, 17 illetve 20%-kal, mig a karotinoidok Osszes mennyisége 7, 13
(NS) illetve 16%-kal csokkent 50, 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatdsara a
kezelések végére (6. tablazat). Az egyes pigmentek eltér6 érzékenysége miatt
a 48 o6ras, 50, 100 illetve 200 uM Cr(VI)-kezelés a kla/b aranyban 3, 5 illetve
9%-0s csokkenést okozott. A kar/kla+b ardany 100 illetve 200 pM Cr(VI)
hatdsara kismértékben emelkedett (5 illetve 4%) a L. gibba tenyészeteiben (6.
tablazat).
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6. tablazat A 2. gsb0a teszt-tenyészetek fotoszintetikus pigment tartalma a rovid-tavi
Cr(VI)-kezelések 48. 6rajaban (n=3, a kontrollhoz viszonyitott fajon beliili eltérések

*p<0,1, #p<0,05, *#p<0,01, ***p<0,001 szinten szignifikinsak)

Cr(VD kl-a kl-b kla/b

(uM) (mg gy (mg gq™) (mg mg™)

0 0,994+0,031 0,312+0,010 3,18+0,04

50 0,900+0,027* 0,292+0,008* 3,08+0,03**
100 0,813+0,081** 0,269+0,025* 3,02+0,06**
200 0,776+0,050%** 0,270+0,016** 2,88+0,02%*
Cr(VI) Kla+b kar kar/kla+b
(uM) (mg gy (mg gy (mg mg™)

0 1,31+0,01 0,291+0,012 0,223+0,006
50 1,1940,04%** 0,2702£0,006* 0,226+0,002
100 1,08+0,11* 0,254+0,028* 0,234+0,003*
200 1,05+0,07%** 0,243+0,013** 0,232+0,003*

A klorofill fluoreszcencia paraméterek alapjdn a hdrom vizsgélt
békalencse-faj koziil a legnagyobb Cr(VI)-érzékenységet mutatd L. minor
tenyé€szeteiben a L. gibbdhoz hasonléan minden alkalmazott Cr(VI)-
koncentracié a fotoszintetikus pigmenttartalom csokkenését okozta (7.
tablazat). 50 UM Cr(VI) hatdsdra a masik két békalencse-fajnél nagyobb, 17
illetve 12%-os visszaesés volt mérhetd a kl-a illetve kl-b mennyiségében. 100
illetve 200 uM Cr(VI) hatasara a csokkenés mértéke mar csak kisebb, a L.
gibbdhoz hasonlé mértékii volt (19 és 22% illetve 12 és 16% a kl-a illetve kl-
b mennyiségében 100 és 200 uM Cr(VI) hatdsdra).

7. tablazat A Z. mnor teszt-tenyészetek fotoszintetikus pigment tartalma a rovid-tava
Cr(VI)-kezelések 48. 6rajaban (n=3, a kontrollhoz viszonyitott fajon beliili eltérések

*p<0,1, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 szinten szignifikinsak)

Cr(Vl) kl-a kl-b Kkla/b
(uM) (mg gy") (mg gy (mg mg™")

0 0,87120,060 0,25320,015 3,44+0,03

50 0,72620,042* 0,22420,010* 3,24+0,07%*
100 0,70620,025%* 0,223+0,011* 3,16+0,07***
200 0,68120,036%* 0,213+0,014* 3,21£0,05%*%
Cr(VI) Kla+b kar kar/Kla+b
(uM) (mg gy") (mg gi") (mg mg™")

0 1,12+0,08 0,255+0,016 0,227+0,001

50 0,950+0,052* 0,228+0,015" 0,240+0,005%*
100 0,929+0,036* 0,22620,006* 0,24320,005%**
200 0,89420,050%* 0,21520,002%* 0,24120,012*

A L. minor 50 pM Cr(VI) jelenlétében mutatott nagyobb érzékenysége
a klorofillok 0sszes mennyiségének (15%-os visszaesés) illetve az
Osszkarotinoid-tartalomnak a csokkenésében (10%) is mérheto volt (7.
tablazat). 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatdsdra a csokkenés mértéke mar a L.
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gibbdhoz hasonldéan, 17 és 21%-os volt a kla+b, illetve 11 és 16%-o0s volt az
osszkarotinoid-tartalom esetében. A kl-a és kl-b, illetve a PSI és PSII eltéro
érzékenységének koszonhetden a L. minor kla/b ardnydnak csokkenése 6, 8
illetve 7%-os volt, mig a kar/kla+b ardnydnak novekedése 6, 7 illetve 6%-os
volt 50, 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatdséra (7. tablazat).

A fotoszintetikus pigmentek mennyisége krom(VI)-kezelés hatdsara a
legkisebb mértékben a S. polyrrhiza tenyészeteiben véltozott (8. tdblazat). A
kl-a frisstomegre vonatkoztatott koncentracidja 100 és 200 uM Cr(VI)
hatdsdra is csupan 9 és 18%-kal csokkent 48 6ra alatt, mig a kl-b mennyisége
50 uM és 100 uM Cr(VI) hatdsara a kontrollhoz hasonlé értékeket mutatott
(8. tablazat). A kl-b 11%-os csokkenése a S. polyrrhizdnal 200 uM Cr(VI)
hatasara kovetkezett be. A L. gibbdnal és L. minornal ugyanilyen visszaesést
mar 100 pM-os Cr(VI)-kezelés is kivaltott. A S. polyrrhiza tenyészetekben a
klorofillok ©Osszes mennyiségének csokkenése mellett a teljes karotinoid
tartalom is visszaesést mutatott, de a mértéke elmaradt a L. gibba illetve L.
minor esetében mérttél. A kla+b 8 (NS) illetve 16%-kal, mig a karotinoid
tartalom 4 illetve 10%-kal maradt el a kontroll (kla+b: 1,268+0,046 mg gf{l,
kar: 0,261+0,012 mg gf{l) értékétdl 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatasara (8.
tdblazat). A masik két vizsgalt békalencse-fajhoz hasonléan a kl-b
mennyiségének a kl-a-hoz viszonyitva kisebb mértékli csokkenése a kla/b
ardnydban is csokkenést eredményezett, mely a L. gibbdndl és L. minorndl
tapasztalthoz hasonld mértékd, 4, 6 illetve 8%-os volt 50, 100 illetve 200 uM
Cr(VI) hatasara (8. tablazat). A karotinoidoknak az 6sszklorofill-tartalomhoz
viszonyitott ardnya 50 puM Cr(VI) hatdsdra nem tért el a Kkontroll
(0,206+0,002 mg mg") értékétdl, mig 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatdsdra 4
(NS) illetve 8%-kal magasabb volt (8. tabl4zat).

8. tablazat A S. po/yrr/iiza teszt-tenyészetek fotoszintetikus pigment tartalma a rovid-
tava Cr(VI)-kezelések 48. 6rajaban (n=3, a kontrollhoz viszonyitott fajon beliili
eltérések *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 szinten szignifikansak)

Cr(VI) kl-a kl-b Kla/b
(uM) (mg gy™") (mg gy™") (mg mg™)

0 0,979+0,037 0,289+0,010 3,382+0,017

50 0,962+0,032 0,296+0,012 3,257+0,055*
100 0,887+0,033* 0,280+0,010 3,172+0,054%**
200 0,80320,015%** 0,258+0,009%** 3,111£0,049%**
Cr(VI) kla+b kar kar/Kkla+b
(uM) (mg gy (mg gx™) (mg mg™)

0 1,268+0,046 0,261+0,012 0,206+0,002

50 1,258+0,042 0,258+0,019 0,205+0,017
100 1,166+0,042* 0,250£0,022* 0,215+0,012
200 1,061£0,024%** 0,23520,006%** 0,22240,001 #**
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A vizsgilt békalencse-fajok Osszklorofill- és 6sszkarotinoid-tartalmaban
50 uM Cr(VI) a legnagyobb visszaesést a L. minor tenyészeteiben okozta a
48 6ras krom(VI)-kezelések végére. 100 illetve 200 uM Cr(VI) hatasara a L.
gibba és a L. minor érzékenysége kozott statisztikailag nem mértiink
kiilonbséget. Mindkét faj tenyészeteiben 100 uM Cr(VI) mar olyan jelentos
gatlast eredményezett, hogy a tovdbbi kromatkoncentracié emelkedés (200
uM) a rovid kezelési idOnek koszonhetden nem okozott szignifikdns
visszaesést. A S. polyrrhiza tenyészeteiben ezzel szemben 50 és 100 uM
Cr(VI) hatasara az Osszklorofill- illetve Osszkarotinoid-tartalomban nem,
vagy csak kismértékli csokkenés volt tapasztalhaté, mig 200 pM Cr(VI)
hatdsédra a S. polyrrhizdban a fotoszintetikus pigmentek koncentriacidja kozel
megegyezett a L. gibba és L. minor esetében 100 uM Cr(VI)-kezelés mellett
mért értékekkel.

Mindharom békalencse-fajndl megfigyelhetd, hogy rovidtavon a Cr(VI)
elsdsorban a kl-a mennyiségét csokkentette, mig a kl-b mennyiségi valtozasa
csak kisebb gitlast jelzett. Vizinovények klorofilltartalmanak csokkenését
Cr(VI)-kezelés hatdsdra tobb szerzo leirta, pl. Bassi et al. (1990), Appenroth
et al. (2001), Olah et al. (2005), Oldh et al. (2008a), Oldh et al. (2008b).
Appenroth et al. (2001) eredményei alapjan a S. polyrrhiza novényekben a
kl-a mennyisége 10 nap alatt mar 50 uM Cr(VI) hatdsdra is jelentdsen
esetében a kl-a tartalom nem mutatott jelentds eltérést. Az 6sszkarotinoid-
tartalom mindhdrom vizsgélt fajnal csokkent a krom(VI)-kezelések hatdsara,
azonban a csOkkenés az Osszklorofill-tartalomnal kisebb volt, hasonléan
Nichols et al. (2000), Appenroth et al. (2001), Olédh et al. (2005), Ol4h et al.
(2008b) eredményeihez. A kiilonbség a karotinoidok krom(VI)-tal szembeni
kisebb érzékenységét, illetve az oxidativ stressz kivédésére a fotokémiai
rendszerek megnovekedett karotinoid-igényét jelzi (Li és Xiong 2003, Panda
€s Choudhury 2005, Olah et al. 2008a, Oldh et al. 2008b). A Cr(VD)-
kezelések 48. o6rdjara a klorofill fluoreszcencia paraméterek nagyobb
visszaesést mutattak, mint a fotoszintetikus pigmentek koncentriciéja. E
kiilonbség alapjdn arra lehet kovetkeztetni, hogy a Cr(VI) tdmaddspontja a
PSII-ben  elsésorban a reakci6centrumokban taldlhat, mig az
antennapigmentek sériilése kisebb mértéki (Ali et al. 2006), amit az Fm
értékének az Fo-ndl nagyobb véltozasa, illetve a Y(NO) részardnydnak
emelkedése is jelzett a fotokémiai illetve szabalyozott nem-fotokémiai kioltas
rovasara (1d. 4.1.1 fejezet, Serddio et al. 2006). A muikodoképes
reakci6centrumok szdmdnak csokkenése miatt novekszik az egy
reakcidcentrumra esd dtlagos antennaméret. A felesleges gerjesztési energia
elvezetését, illetve az oxidativ stressz kivédését a nem-fotokémiai kioltd
mechanizmusok (qN) részaranyanak novekedése jelzi, parhuzamosan a
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kar/kla+b arany emelkedésével (Li és Xiong 2003, Panda és Choudhury
2005, Ali et al. 2006, Olah et al. 2008a, Olah et al. 2008b).

4.2. Az antocianok lehetséges szerepének vizsgalata kiilonboz6
S. polyrrhiza 6kotipusok Cr(VI)-toleranciajaban

A Dbékalencse-félék vilagszerte elterjedt fajok. Bar az elterjedésiikben a
vegetativ szaporodds domindl (Vasseur et al. 1993), a véltozatos kornyezeti
feltételekhez val6é alkalmazkoddsnak koszonhetden fajon beliil is viszonylag
nagy valtozékonysag alakult ki (Vasseur et al. 1993, Jansen et al. 1999,
Bergmann et al. 2000, Sobrero et al. 2004, Crawford et al. 2005).

A 4.2 fejezetben a DE TTK Novénytani Tanszéken fenntartott két
kiilonbozd S. polyrrhiza okotipus (Oldh et al. 2008c, Oldh et al. 2009a)
Cr(VD)-tolerancidja kozotti eltérésekkel, illetve az e fajra jellemz6 antocidn-
felhalmozasnak az oxidativ stresszel szembeni védelemben jatszott
lehetséges szerepével foglalkozunk. Célunk volt az is, hogy megvizsgéljuk,
vajon alkalmazhat6-e a S. polyrrhiza antocidn-felhalmozdsa éltaldnos
biomarkerként, illetve az alkalmazhatdsdga esetén egyszert, lehetdleg in vivo
hasznalhaté médszert dolgozzunk ki.

4.2.1. Az okotipusok novekedési paraméterei

A tenyészetek rametszamanak valtozasa

A két S. polyrrhiza okotipus Cr(VI)-tolerancidjanak Osszehasonlitdsdhoz a
4.1 fejezet eredményei alapjan 100 uM Cr(VI) alkalmazdsa megfeleldnek
bizonyult. A fajon beliili kiilonbségek jobb felméréséhez és a tervezett
moédszer kidolgozdsa miatt azonban att6l alacsonyabb, 25 illetve 50 uM-os
Cr(VI)-kezelések alkalmazdsat is sziikségesnek lattuk.

A S. polyrrhiza két (AA és MA) okotipusdnak azonos koriilmények
kozott nevelt kontroll tenyészeteiben szignifikdnsan (p<0,01) eltérd
novekedési sebességet figyeltiink meg (15. dbra). Az AA-6kotipus kontroll
tenyészeteinél az Ossz-rametszdm a tesztek 10. napjdra atlagosan 92 db
(RGR=0,203+0,005), az MA-0kotipusndl ennél mintegy 10%-kal
alacsonyabb, dtlagosan 84 db (RGR=0,184+0,011) volt (15. dbra).
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15. abra A S. polyrr/iiza AA- (balra) illetve MA-6kotipusanak (jobbra) kontroll és
krom(VI)-kezelt tenyészeteiben az dssz-rametszam valtozasa a tesztek 10 napja soran
(n=4)

A tenyészetek rametszamat minden alkalmazott krém(VI)-koncentracid
befolydsolta, a gitlds alapjdn azonban a két Okotipus eltérd érzékenységet
mutatott az alacsonyabb kromatkoncentracidkkal szemben (16. dbra).
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16. abra A S, polyrriiza AA- és MA-6Kotipusok tenyészeteinek dssz-rametszima
alapjan szamolt novekedési ratak a tesztek 10. napjan, a kontroll értékek szazalékaban
(n=4, a két 6kotipusnal azonos kromatkoncentracié mellett mért gatlasok kozti
kiilonbségek *p<0,1, *** p<0,001 szinten szignifikansak)

Az AA-okotipus Ossz-rametszdm novekedési ratdjat a tesztek sordn a
krém(VI) 25 uM esetében 18%-kal, 50 uM esetében 23%-kal, 100 uM
esetében pedig 28%-kal gitolta. Az 50 és 100 uM Cr(VI)-koncentraciok
hatdsa kozotti kiillonbség azonban nem bizonyult szignifikansnak. Meg kell
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jegyezniink, hogy az AA-Okotipus Ossz-rametszdm alapjan szamolt RGR
értéke az egymastdl fiiggetlen kisérletek miatt valamivel magasabb volt a
4.2.1 fejezetben (RGR=0,203+0,005) bemutatott eredményekben, mint a
4.1.1 fejezetben (RGR=0,185+0,007). A gatlds mértéke azonban 100 uM
Cr(VI)-nél nagyon hasonld, 25 illetve 29%-os volt a két méréssorozatban (a
Student-féle t-préba alapjan p=0,463).

Az MA-okotipus tenyészeteiben az Ossz-rametszdm novekedésében
mutatkozé gétlds a legalacsonyabb, 25 uM Cr(VI)-koncentriciondl jéval
kisebb mértékii (p<0,001) volt, mint az AA-dkotipusndl, és 50 mM esetében
is gyenge szignifikancidval (p<0,1), de alacsonyabbnak bizonyult (16. dbra).
A tesztek 10. napjdra az Ossz-rametszdm novekedési ratdja 25 pM Cr(VI)
mellett 5%-kal, 50 uM Cr(VI) mellett 18%-kal, mig 100 uM Cr(VI) esetében
33%-kal maradt el a kontroll tenyészetek értékeitdl (16. dbra).

Mindkét okotipusndl megfigyelhetd volt, hogy a krédm(VI)-kezelések
hatdsdra nemcsak az 1j rametek képzodése lassult le, hanem a kol6nidk
szétvdldsa is. Emiatt a kezelési id6 eldrehaladtdval egyre tobb rametet
tartalmazo kolénidk fejlodtek (Id. még 4.1.1 fejezet). Ennek eredményeként a
novekedési ratdk csokkenésével kozel ardnyosan emelkedett a kolonidnkénti
rametszam (17. dbra).
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17. abra A S, polyrriiiza AA- és MA-6kotipusok ossz-rametszam alapjan szamolt relativ
novekedési rataja és koloniankénti atlagos rametszama a tesztek 10. napjan, a kontroll
értékek szazalékaban (n=4)

A ramet/kolénia ardny emelkedése az AA-Okotipusndl mar 25 pM
Cr(VD-ndl bekovetkezett. Az ett6l magasabb és emelkedd krom(VI)
koncentraciok hatasara azonban, az Ossz-rametszamokhoz hasonldéan, a
ramet/kolénia ardny nem mutatott szignifikdns valtozast (17. dbra).
Ugyanakkor az MA-6kotipusndl a ramet/kolénia ardny atlagértéke a 25 uM
Cr(VI)-tal kezelt tenyészetekben a kontroll értékekkel kozel megegyezd volt.
Az 50 és 100 uM krém(VI) hatasara viszont a ramet/koldnia ardny jelentdsen
meghaladta a kontroll értéket (17. dbra).
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A tenyészetek levélfeliiletének valtozasa
A két okotipus azonos koriilmények kozott nevelt kontroll tenyészetei a
rametszdmokhoz hasonléan az Ossz-levélfeliiletek alapjan is eltérd
gyarapoddsi iitemet mutattak. Az AA-Okotipus kontroll tenyészeteiben az
atlagos 0Ossz-levélfeliilet a tesztek 10. napjara elérte a 16,2+1,2 cm?
(RGR=0,283+0,007), mig az MA-Okotipusndl a lassabb novekedés
eredményeként a 10. napra 4tlagosan 9,8 cm2i0,7 cm? (RGR=0,207%0,007)
Ossz-levélfeliilet volt jellemzd. Ezek az értékek a két okotipus levélfeliilet
gyarapodasi iitemének ~30%-os eltérését mutatjdk az AA-Okotipus javara
(p<0,001).

Az AA-6kotipus esetében a krom(VI) gitld hatdsét a levélfeliiletre mér
a 3-4. napon megfigyeltik (az eredmények nincsenek feltiintetve). A
kezelések 10. napjan tortént kiértékelések (18. abra) alapjan megéllapithatd,
hogy a levélfeliilet novekedési rata 25 uM Cr(VI) esetében 30%-kal, 50 uM
esetében 40%-kal, 100 uM mellett pedig 50%-kal maradt el a kontroll
értékétdl. A rametszdmokkal ellentétben a levélfeliilet RGR alapjan szamolt
gatlasok a 25 és 50 illetve 50 és 100 uM  Cr(VI)-kezelések
Osszehasonlitasakor is szignifikdns kiilonbséget mutattak.
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18. abra A S, polyrr/iiza AA- és MA-6kotipusok Cr(VI)-tal kezelt tenyészeteinek
levélfeliilete alapjan szamolt novekedési ratak gatlasa (balra), és egy ramet atlagos
feliilete (jobbra) a tesztek 10. napjan, a kontroll értékek szazalékaban (n=4, a két
okotipusnal azonos kromatkoncentracio mellett mért gatlasok kozti kiilonbségek

*%*p<0,01, *** p<0,001 szinten szignifikansak)

Az MA-okotipus tenyészeteiben a krom(VI)-kezelések hatdsdra a
levélfeliilet novekedési iiteme a tesztek 3-4. napjatdl szintén lassult. Az
alacsonyabb (25-50 uM) Cr(VI)-koncentracidk esetében a kontrollhoz képest
a géatlds azonban joval kisebb mértékli volt, mint az AA-Okotipusnal (18.
abra). A levélfeliilet alapjan szamolt novekedési rata a tesztek 10. napjdra 25
UM Cr(VI) mellett 10%-kal, 50 uM Cr(VI)-nél 30%-kal, mig 100 uM Cr(VI)
esetében 50%-kal volt alacsonyabb a kontroll értékénél (18. dbra).
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A levélfeliilet novekedési ratdk mindkét Okotipus esetében nagyobb
érzékenységet mutattak a Cr(VI)-tal szemben, mint a rametszdm alapjin
szamolt novekedés. Ez az eltérés egyértelmilen rdmutat arra, hogy Cr(VI)
jelenlétében kisebb levelek fejlodtek (1d. 4.1.1 fejezet, illetve Eberius 2001b,
Naumann et al. 2007). A ,levélkék” expanzidjanak gaitldsa mindkét
okotipusnal bekovetkezett, de az AA-Okotipus esetében azonos Cr(VI)-
koncentracidkndl a gatlds joval nagyobb mértékiinek bizonyult (37, 50 illetve
55%-o0s a 25, 50 illetve 100 uM-os kromatkezelés hatdsdra), mint az MA-
okotipusnal (18. dbra). Az utébbi okotipus esetében az egyes rametek atlagos
feliilete 11%, 25% illetve 37%-kal csokkent 25, 50 illetve 100 pM Cr(VI)-
kezelés hatdsdra.

A tenyészetek biomasszajanak valtozasa

A tenyészetek frisstomege alapjan szdmolt novekedési ratdk Cr(VD)-
kezelésekkel szembeni érzékenysége a levélfeliilet RGR-hez hasonlé volt. Az
AA-0kotipusndl 25 pM Cr(VI) hatasara a novekedési rata 27%-kal, 50 uM
Cr(VID)-nél 36%-kal, 100 uM Cr(VI)-nél pedig 45%-kal maradt el a kontroll
értékétdl (19. dbra).
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19. abra Az AA- és MA-okotipusok tenyészeteinek frisstomege alapjan szamolt
novekedési ratak a tesztek 10. napjan, a kontroll értékek szazalékaban (n=4, a két
okotipusnal azonos kromatkoncentracio mellett mért gatlasok kozti kiilonbségek
##p<0,01, *** p<0,001 szinten szignifikansak)

A tenyészetek frisstomegének a valtozasa is jol tikkrozte, hogy az MA-
okotipus az AA-Okotipussal Osszevetve az alacsonyabb Cr(VD)-
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koncentraciokkal (25-50 puM) szemben kisebb érzékenységet mutat (19.
abra). 25 uM Cr(VI) hatasdara az MA-okotipus novekedési ratdja mindossze
9%-kal, 50 uM Cr(VI)-nal 26%-kal csokkent a kontrollhoz képest. 100 pM
Cr(VD) 42%-os, az AA-okotipushoz hasonld mértéki RGR csokkenést
okozott a kontrollhoz viszonyitva (19. ébra).

A krém(VI)-koncentracié emelkedésével mindkét vizsgalt okotipusnal
megfigyelhetd volt a szdrazanyag-tartalom novekedése (20. abra). Az MA-
okotipusndl azonban jéval kisebb mértékli emelkedés volt mérhetd, mint az
AA-okotipus  tenyészeteiben. Ezt a békalencse-fajokndl, daltaldnos
stresszvalasznak tekinthetjik és a felborult gliikkdzanyagcsere miatt
bekovetkezd keményitd-felhalmozassal magyardzhaté (Tkalec et al. 1998,
Dirilgen 1998, Nichols et al. 2000, Severi 2001). Feltételezhetd azonban az
is, hogy ezeknél a fajokndl is, mint a Salvinia minima esetében megfigyelték
(Gitz et al. 2004), a szarazanyag tartalom novekedése Cr(VI) hatdsira a
levelek tomorodését €s a sejtfalak vastagodasat is jelzi.
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20. abra Az AA- és MA-6kotipusok tenyészeteinek szarazanyag tartalma (balra) és
specifikus levéltomege (SLM, jobbra) a tesztek 10. napjan, a kontroll értékek
szazalékaban (n=4)

Ezeket az anatomiai valtozasokat tiikkrozi a tenyészetek szdraztomege €s
Ossz-levélfeliilete alapjan szamolt specifikus levéltomeg (SLM) értéke is (20.
abra). Az SLM az MA-okotipus kontroll tenyészeteiben magasabb volt, mint
az AA-okotipus kontroll értéke (128,4+13,8 illetve 196,5+27,0 mg, mm™ az
AA- illetve MA-6kotipusndl). Cr(VI)-kezelések hatdsira emelkedd SLM-
értékek voltak mérhetok, ami a levelek szerkezetének tomorodését tiikrozi
(Gitz et al. 2004). Az SLM a kromatkoncentracié novekedésével az AA-
okotipusndl a szdrazanyag tartalomhoz hasonléan nagyobb mértékben
emelkedett, mint az MA okotipus esetében. Az MA-okotipus 25 uM Cr(VI)
mellett nevelt tenyészeteinek az SLM értékében nem volt szignifikdns az
eltérés a kontrollhoz viszonyitva, de 50 és 100 uM Cr(VI)-koncentracidnél
mar jelentds (p<0,05 illetve p<0,01) emelkedést figyeltiink meg (20. dbra).
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4.2.2. Az antocian-tartalom valtozasa

A S. polyrrhiza egyik jellemzd tulajdonsdga, hogy a levelek abaxidlis
epidermiszében antocidn halmozédik fel. Ez a folyamat optimdlis nevelési
koriilmények kozott is megfigyelhetd, de stressz felléptekor erésodik (Tkalec
et al. 1998, Kumar és Sharma 1999).

A két okotipus kozott a legnagyobb eltérés az antocidn-felhalmozas
mértékében van (Olah et al. 2008b), a megkiilonboztetésiikben is ezt a
tulajdonsagot vettiik alapul (Id. 3.1.1 fejezet). A vizsgélatok sordn az MA-
okotipus kontroll ndvényei szdmottevd mennyiségli antocidnt halmoztak fel,
ami az abaxidlis levélfelszineken szabad szemmel is jol lathato
elszinez0désben jelenik meg. Az AA-Okotipus kontroll novényei csak
csekély mennyiségben halmoznak fel antocidnt, és ez az alsé levélfelszin
elszinez6désében nem mutatkozik meg, mert a klorofillok zold szine elfedi az
antocidnok szinét (4. kép).

Az abaxidlis levélfelszinek lilds elszinez6dését okozd antocidnok
jelenlétét és a két Okotipus optimdlis koriilmények kozott nevelt
tenyészeteiben a felhalmozdsuk eltérését a spektrofotometrids mérések is
igazoltdk (21. dbra).
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21. abra Az AA- (felsé) illetve MA-6kotipus (alsé) 79:20:1 MeOH:H,O:HCI
kivonataban mért abszorbancia-spektrumai a jellegzetes maximummal 530 nm-en. A
kivonashoz hasznalt novényi frisstomeg: 13-15 mg volt.

Az AA-Okotipus esetében a tesztek 10. napjidra a frisstomegre
vonatkoztatott antocidn-tartalomban a kontroll tenyészetek elhanyagolhat6
értékéhez (0,684+0,271 Aszp g'l) viszonyitva 25 UM Cr(VI) hatdsdra tobb
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mint tizszeres, 50 UM Cr(VI)-ndl mintegy hudszszoros nodvekedés volt
mérhetd. 100 UM Cr(VI)-nal az emelkedés iiteme mérséklodott (22. dbra), és
az 50 és 100 uM Cr(VI)-kezelésekkel kivéltott antocidn-felhalmozdsok
kozott a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak.

A szdraztomegre vonatkoztatott antocidn-tartalom novekedése
mérsékeltebb volt, 8, 13 és 13,5-szeres emelkedés volt mérheto 25, 50 illetve
100 pM Cr(VI) hatdsara. A frisstomegre vonatkoztatott eredményekhez
hasonléan az 50 és 100 uM Cr(VI)-kezelések hatdsa kozotti kiillonbség nem
volt szignifikans. Az antocidn-tartalom friss tomegre vonatkoztatott értékéhez
képest kisebb mértékti novekedés a szdrazanyag tartalom emelkedésének
lehet a kdvetkezménye.

Az MA-okotipus kontroll novényeinek a friss tomegre vonatkoztatott
atlagos antocian-tartalma a 10. napon 12,00+1,28 As3 gf{l volt (22. abra). Az
AA-okotipusndl ehhez hasonlé antocidn-felhalmozast 50 uM Cr(VI)
indukalt. Az MA-kotipus tenyészeteiben 25 WM Cr(VI)-kezelés hatdsira az
antocidn-felhalmozds er6sodott (22. dbra), de a kontroll magas értékei miatt
az emelkedés mértéke alacsonyabb volt, mint az AA-Okotipus esetében. A
tesztek 10. napjén 25 uM Cr(VI)-nél 150%-o0s, 50 uM Cr(VI)-nal 270%-os,
100 uM Cr(VD)-ndl pedig 390%-o0s novekedés volt mérheté a kontroll
értékéhez képest. Az AA-okotipushoz hasonldan az 50 és 100 uM-os Cr(VI)-
kezelések kozott a kiilonbségek gyenge szignifikancidt (p<0,1) mutattak.
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22. abra Az AA- és MA-okotipusok tenyészeteinek friss- (balra) és szaraztomegre
vonatkoztatott antocian-tartalma (jobbra) a tesztek 10. napjan (n=4)
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Amennyiben az antocidn-tartalmat szdrazanyagra (Asso szt™)
vonatkoztatjuk, az MA-0kotipus esetében a  Cr(VI)-koncentricid
novekedésével az AA-Okotipus tenyészeteinél megfigyelthez hasonldéan a
frisstomegre vonatkoztatott értékekhez képest kisebb emelkedés mutathaté ki
(22. abra). A tesztek 10. napjara az antocidn-tartalom 25 uM Cr(VI)-nal a
kontroll értékének (95 Assg g'lszt) 140%-éra, 50 pM Cr(VI)-nél 240%-4ra,
100 pM Cr(VI)-nél 300%-ara emelkedett.
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A novények levélfeliiletre vonatkoztatott antocidn-tartalma, a
frisstomegre vonatkoztatott értékek vdaltozdsdhoz hasonldan, emelkedést
mutatott a Cr(VI)-koncentracié6 novekedésével. Az AA-Okotipus kontroll
tenyészetében mért 0,768 Assg mm~ értékkel osszevetve, 25 UM Cr(VI)-nél
tizszeres, 50 UM Cr(VI)-ndl tizenkilencszeres és 100 uM Cr(VI)-ndl
huszonhétszeres emelkedés volt mérhet6 a tesztek 10. napjara (23. dbra). A
friss- és szdraztomegre vonatkoztatott adatokhoz hasonléan 50 és 100 uM
Cr(VI) hatdsa kozott nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést.

Az MA-6kotipusndl a kontroll novények egységnyi levélfeliiletre
vonatkoztatott antocidn-tartalmahoz képest (13,3 Assg mm'z) 25 uM Cr(VI)
kétszeres, 50 UM Cr(VI) hiromszoros, 100 uM Cr(VI) kozel hatszoros
antocian-tartalom emelkedést valtott ki (23. dbra).
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23. abra A krém(VI) hatasa az AA- és MA-okotipusok levélfeliiletre vonatkoztatott
antocian-tartalmara (balra), illetve az antocianos levélfeliiletek relativ, szazalékos
kiterjedésére (jobbra) a tesztek 10. napjan (n=4)

A levélfelszin-elemzések sordn, a spektrofotometrids mérésekhez
hasonléan a kromatkoncentracié novelésével mindkét oOkotipusnal az
antocidn-tartalom nagymértékii emelkedése dallapithatdé meg (23. dbra, 4.
kép). A felhalmozddas az antocidnos felilletvaltozdsok alapjdn minden
alkalmazott Cr(VI)-koncentracional kimutathaté volt, azonban az AA-
okotipusndl az 50 és 100 uM-os Cr(VI)-kezelések kozotti kiilonbség nem
volt szignifikans (23. 4bra).
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4. kép A levélfelszin-elemzéshez hasznalt képek, a zold, illetve lila, ,,antocianos”
levélfeliiletekkel a tesztek 10. napjan az AA- (balra) és MA-(jobbra) dkotipus
tenyészeteinél

Az AA-okotipus levélfeliiletének 25 pM Cr(VI) hatdsara atlagosan a
6,5%-a, 50 UM Cr(VI) hatdsdra pedig 25%-a valt lila szinlivé. A haszndlt
feliiletelemzési mddszerrel az 50 €s 100 uM Cr(VI)-tal kezelt tenyészetek
kozott tovabbi emelkedést mértink a zold és lila ,levélfelszinek” relativ
megoszldsdban, a véltozds azonban, nem volt szignifikdns (23. é&bra).
Ugyanakkor az MA-okotipusndl a tesztek 10. napjara a Cr(VI)-koncentrécié
novekedésével a lila levélfelszinek részaranya tovabb emelkedett. Az MA
kontroll tenyészet 2,5%-os antocidnos relativ levélteriiletével szemben a
Cr(VI) hatdséra a lila levélfelszinek ardnya a kovetkezOk szerint emelkedett:
10% 25 uM Cr(VI) alkalmazésakor, 37% 50 uM Cr(VI) jelenétében és 52%
100 pM Cr(VI) mellett (23. dbra).

Az antocidnos, lila levélfeliiletek teljes levélfeliilethez viszonyitott
aranyanak a valtozdsa nagy hasonlésdgot mutatott a frisstomegre
vonatkoztatott antocidn-tartalom valtozdsdval. A két vizsgdlati mddszer
érzékenysége csupan a 25 €s 50 UM Cr (VI) kozott mért antocidn-tartalomnal
mutatott nagyobb kiillonbséget, a levélfeliilet elemzés javara. Ennek oka,
hogy ebben a koncentracié tartomanyban az antocian-felhalmozas nem a mar
»antocidnos” sejtekben fokozddik, hanem tjabb sejtek elszinezddése -az
antocidnos levélfeliiletek expanzidja- kovetkezik be.

Az antocidnos levélfeliiletek abszolit, mmZ-ben kifejezett teriilete
mindkét okotipusndl 50 uM Cr(VI)-ig emelkedett, 100 pM Cr(VI) hatdsara
azonban csak az MA-Okotipus tenyészeteiben tortént tovabbi, szignifikans
valtozas (24. dbra). Az antocidnos levélfeliiletnek a teljes levélfeliilethez
viszonyitott szdzalékos részardnya az MA-6kotipusndl 50 és 100 uM Cr(VD)-
koncentracidk kozott is meredeken emelkedett, ellentétben az AA-
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okotipusnal mért nem szignifikdns valtozassal (23. abra). Az antocidnos
levélfeliiletek szdzalékos ardnydnak emelkedése dontden az emelkedd
Cr(VI)-koncentrcidk okozta Ossz-levélfeliilet csokkenésnek tulajdonithatd
(24. dbra).
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24. abra Az antocianos és nem antocianos levélfeliiletek teljes levélfeliilethez
viszonyitott Kiterjedése a tesztek 10. napjin az AA- (balra) illetve MA-okotipus
(jobbra) kontroll és krom(VI)-kezelt tenyészeteiben (n=4)

A novekedési paraméterek és az antocidn-tartalom vizsgdlati
eredmények Osszevetése alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy az MA-
okotipus nagymértékii antocidn-felhalmozasa a tenyészetei lassabb fejlodését
okozza, hiszen az asszimildlt szén egy jelentés része nem a novények
novekedési litemének fenntartdsat szolgélja, hanem az antocidnok szénvéazaba
épiil be (Chalker-Scott 1999, Kumar és Sharma 1999). A krom(VI)-kezelt
tenyészetekben leginkabb az djonnan képzodott leveleken figyelheté meg az
antocidn akkumuldcidja. Az MA-okotipus Cr(VI)-kezelt tenyészeteiben az tj
rametek képzddési iiteme és atlagos levélfeliilete elmaradt a kontroll
novényekétol, a specifikus levéltomegiik azonban meghaladta azokét. Emiatt
a magasabb Cr(VI) koncentraciék hatdsara nagyobb feliiletre vonatkoztatott
antocidn-tartalom mérhetd, mint a frisstomegre vonatkoztatott érték.

A kapott eredmények alapjdn a S. polyrrhiza antocidn-felhalmozdsa
alkalmas a novényeket éré nehézfém-stressz jellemzésére. A novények
metanolos kivonatidnak spektrofotometrids elemzése - a viszonyitasi alaptol
fiiggetleniil -a Cr(VI)-koncentrdcié novekedésével jelentds antocidn-tartalom
emelkedést jelzett minkét okotipusndl. A levélfelszinek képelemzése szintén
alkalmasnak bizonyult a novények stresszéallapotanak jellemzésére.

Az antocidnok mennyiségi mérésén alapulé moddszereknek vannak
korlatai (csak gyengébb stresszhatdsokndl ardnyos mds, pl a novekedési
paraméterek véltozasaval, Krupa et al. 1996). Ennek ellenére a levélfelszin-
elemzés moddszerének tovabbfejlesztésével (pl. antociankoncentraciét
jellemz6 szinskéla kidolgozédsa) egy in vivo egyszerlien alkalmazhatd, nem
destruktiv, olcsé mérorendszer allithaté 6ssze (Olah et al. 2008b, Olah et al.
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2008c, Oldh et al. 2009a, Olah et al. 2009b). Ilyen mérorendszerrel jol
jellemezhetd az antocidnokat nagy mennyiségben felhalmozé vizindvények
(pl. Azolla-fajok — Zimmerman 1985, Spirodela - Tkalec et al. 1998, Oldh et
al. 2008b, Olah et al. 2009b, Hydrilla verticillata (L.f) - Doong et al. 1993,
Potamogeton gramineus (L.)— Spencer és Ksander 1990) tdn. ,.stressz-
eloélete”.

4.2.3. A két okotipus oxidativ stressz-toleranciajanak vizsgalata

Az antocidnok oxidativ stressz elleni védekezésben jatszott szerepének
aldtdmasztasara a Cr(VI) kezelések mellett vizsgaltuk a két S. polyrrhiza
okotipus paraquat-tolerancidjat. A nem szelektiv bipiridillium herbicidek
kozé tartoz6 paraquat (Pq) a PSI redukdld oldaldrdl eltéritve az elektronokat,
reaktiv Pq-kationgyokoket képez, igy fény jelenlétében oxidativ stresszt
eredményez (Visnovitz et al. 2008). Mivel a fotoszintézis alapvetd folyamatéat
tdmadja, igen kevés Pq-rezisztens ndvény-okotipus ismert, igy a Pqg-kezelés
alkalmas a kiilonboz6 novényfajok, illetve fajon beliili véaltozatok oxidativ
stresszt tlird képességének az dsszehasonlitasara (Kos et al. 2008, Prado et al.
2009).

Az alkalmazott paraquat koncentracié tartomdnyban (0-100 uM)
fotooxidativ karosodas mindkét okotipus esetében bekovetkezett, azonban a
két okotipus esetében a Cr(VI)-kezelésekhez hasonldan eltérés tapasztalhat6
az oxidativ stresszel szembeni érzékenységben (25. dbra).
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25. abra Az AA- és MA-okotipusok tenyészeteinek potencialis fotokémiai hatékonysaga
(Fv/Fm, balra) illetve relativ elektrolitszivargasa (REL %, jobbra) haromoras, 50 uM
m” s fényintenzitison végzett Paraquat-kezelést kiveten (n=4, a két skotipusnal
azonos Pq-koncentracié mellett mért gatlasok kozti kiilonbségek #*p<0,05, **p<0,01,
*+%p<0,001 szinten szignifikansak)

A potencidlis fotokémiai hatékonysag (Fv/Fm) szignifikdns csokkenése
az AA-okotipus tesztnovényeiben ugyan mar 1 UM Pq-ndl bekovetkezik, erds
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visszaesés azonban csak 5 UM Pqg-nal mérhet6. 100 uM Pq az Fv/Fm értékét
0,2 kozeli értékre csokkenti (25. dbra), ami a fotoszintézis gyakorlatilag teljes
ledllasét jelenti. Az MA-6kotipusndl is szignifikdns csokkenést okozott mér 1
UM Pqg-kezelés is, az Fv/Fm nagymértékii gitldsa azonban csak 20 uM Pg-
kezeléstol figyelheté meg, és még 100 uM Pqg-koncentraciénal is 0,5 folotti
értékek mérhetok (25. abra). A két Okotipus Fv/Fm-gitlasa kozotti
szignifikans kiilonbséget 5 mM Pq-koncentracidtél tudtunk mérni.

A Pq hatdsara kifejlod0 membriankédrosoddssal ardnyosnak tekintett
relativ elektrolitszivargds (REL%) értékek (Kanoun-Boulé et al. 2009) a két
S. polyrrhiza okotipusndl az Fv/Fm-hez hasonlé mintdzatot mutatnak. Az
AA-Okotipusndl az elektrolitszivargds mértéke 5 uM Pg-t6l folyamatosan
emelkedik (25. dbra). 100 uM Pg-ndl a REL% kismértékli visszaesése
valészinlisithetden a membranok olyan mértékli karosodasat jelzi, hogy a
novényi sejtek elektrolittartalmdnak egy része mar a Pg-kezelés kozben,
kozvetleniil a kezel6oldatba mosddik, igy az inkubéciés kozegben a
vezetOképességet nem noveli (Id. ,,Anyag és mddszer” c. fejezet). Az MA-
okotipusnal a REL%-értékek emelkedése a potencialis fotokémiai
hatékonysdghoz hasonléan 20 uM Pqg-ndl kovetkezik be, és az alkalmazott
koncentracié tartomanyon beliil végig az AA-Okotipusndl tapasztalt értékek
alatt marad (25. abra).

Az eredmények alapjan megdallapithatd, hogy kromatkezelés alatt az
antocidnok felhalmozasanak indukciéja nem a metabolizmus Kumar és
Sharma (1999) A4ltal leirt felboruldsdnak (i.e. tdpelemhidny, C/N ardny
védltozdsa) a kovetkezménye. A két Okotipus antocidn-felhalmozd
képességének, illetve kromattal és paraquattal szembeni tolerancidjanak
kiilonbsége alapjan a S. polyrrhiza esetében az antocidn-felhalmozds
legvaldsziniibb célja az oxidativ stressz kivédése. Ezt a feltételezést tdmasztja
ald a direkt fotooxidativ kédrosodds (Pqg-kezelések) jobb kivédése az MA-
okotipusban, illetve az alacsonyabb koncentracioji kromadtkezelésekkel
szembeni nagyobb tolerancia is.

Az antocidnoknak tulajdonitott, az Irodalmi elézmények c. fejezetben
bemutatott tobbi funkciét (Chalker-Scott 1999, Close és Beadle 2003, Gould
2004, Manetas 2006) vizsgalva a kovetkezdk allapithatok meg:

a. Az antocidnok szintézise szénforrdsokat von el a biomassza termelés
és a reprodukci6 rovdsdra. Ez mutatkozik meg a masik két vizsgalt
fajhoz viszonyitott lasstibb novekedésben, ami a kompeticids
viszonyokat tekintve elonytelen sajitossag.

b. A fényvédelem (UV-szlirés, asszimilalo szovetek, kloroplasztiszok
arnyékoldsa) szempontjdbol az antocidn-felhalmozds eldnytelen
helyen, a novények abaxidlis epidermiszének kozelében zajlik. A
vizfelszini novényszonyegben a jO fényabszorpciés képességii
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vegyiiletek felhalmozdsa kozvetve azonban kompeticidés elonyt
jelentd tulajdonsdg lehet, mivel a mélyebben elhelyezkedd novények
(makrofitdk, algdk) hatékonyabb ledrnyékolasat és ezzel novekedésiik
visszaszoritasat szolgdlhatja. A 4.1.1 fejezetben ismertetett
feltételezést (Dickinson és Miller 1998 illetve Lemon et al. 2001),
mely szerint a S. polyrrhiza a legtobb békalencse-fajhoz képest
nagyobb testméretével és lassabb terjedésével k-stratégistdnak
tekinthetd, aldtdmaszthatja az antocidnok nagymértékli felhalmozésa,
ami természetes koriilmények kozott elonyt biztosit a fajnak.

Az ozmotikus stressz elleni védelemben a mds fenolvegyiiletekhez
képest viszonylag alacsony koncentraciéban felhalmozddé antocidnok
nem jelenthetnek hatékony tobbletvédelmet. Raadasul a szarazfoldi
novényekkel Osszevetve ezeknek a szabadon dszé vizinovényeknek
az esetében a viztakarékossdg nem elsddleges szempont.

A novényeket fogyasztd dllatok elriasztdsdhoz az abaxidlis
epidermiszen az antocidn-felhalmozds szinhelye a fényvédo
funkciéhoz hasonldan elonytelen.

A S. polyrrhiza esetében az antocidn felhalmozdsnak a stressz
novekedésével fellépd erdsodése alapjdn arra kovetkeztethetiink, hogy
az antocidnok az oxidativ stressz kivédésében toltenek be fontos
szerepet (Oldh et al. 2008c, Oldh et al. 2009a).
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5. OSSZEFOGLALAS

Vizsgélataink sordn axenikus tenyészetekben hasonlitottuk Ossze a L. gibba,
L. minor, és S. polyrrhiza békalencse-fajok Cr(VI)-tal szembeni tolerancidjét.

A célkitiizések a kovetkezok voltak:

¢ Harom, Magyarorszag vizeiben altalanosan elterjedt békalencse-faj, a
Lemna gibba L., L. minor L., és a Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden
akut és kronikus kromatkezeléssel szembeni tolerancidjanak az
0sszehasonlitésa, fizioldgiai illetve ndvekedési paraméterek alapjan.

e A békelencse-tesztekben a kromat toxicitasanak jellemzésére a
fizioldgiai folyamatok érzékenységének az Osszehasonlitdsa.

e A S. polyrrhiza esetében az antocidn-felhalmozdas Skotipusok szerinti
eltéréseinek tanulméanyozasa.

® A S. polyrrhiza antocidn-felhalmozé képességének kromat-, illetve
mds stresszhatdsok esetén biomarkerként valé alkalmazhatésdgénak a
vizsgélata.

o A S. polyrrhiza antocian-felhalmozasénak laboratériumi vizsgélatira
egy rutinszertien haszndlhatd, egyszerli médszer kidolgozésa.

5.1. A harom vizsgalt békalencse-faj kromatérzékenységének
osszehasonlitasa

A kapott eredmények alapjdn megéllapitottuk, hogy a vizsgélt békalencse-
fajok krom(VI)-tolerancidja eltérd volt.

A hosszi-tavi, tiznapos tesztek soran, a novekedési ratdkban tapasztalt
gatlasok alapjan az érzékenység sorrendje 100 uM Cr(VI) hatdsara:

L. minor > L. gibba = §. polyrrhiza.

A rovid-tava tesztekben mért klorofill fluoreszcencia paraméterek
alapjan a vizsgalt bé€kalencse-fajok aldbbi kromat-érzékenységi sorrendjét
tapasztaltuk: L. minor > S. polyrrhiza > L. gibba.

A fényadaptélt novények klorofill fluoreszcencia paraméterei alapjdn az
egyensulyi (,,steady state”) dllapotd fotoszintézis eléréséhez a L. gibba és L.
minor tenyészeteknek 5 perc megvilagitds elegenddnek bizonyult, mig a S.
polyrrhiza tenyészeteiben 10 perces aktivdlé megvildgitas volt sziikséges.

A fotokémiai fluoreszcencia kioltds (qP) az aktivdld megvilagitdsi
idészak végére mindhdrom vizsgdlt faj tenyészeteiben az alkalmazott
krém(VI) koncentraciéval aranyosan csokkent.

A nem-fotokémiai kioltds részfolyamatai az alkalmazott krém(VI)
koncentraciotdl fiiggden az egyes fajok esetében eltérd mintdzatot mutattak.
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A karosodott fotokémiai rendszerek mennyiségével aranyosnak tekintett un.
nem szabdlyozott nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltds -Y(NO)- a L. minor
illetve S. polyrrhiza tesztnovényeiben a krom(VI) koncentracidok
novekedésével emelkedett a fotokémiai hatékonysdg (AF/Fm’) rovdsara, mig
a L. gibba esetében inkabb a szabdlyozott nem-fotokémiai kioltds -a
Y(NPQ)- részardnya novekedett, ami magyardzatot ad az ennél a fajndl
tapasztalt nagyobb kromat-toleranciara.

A gyors ETR fényvdlasz gorbékbdl szdrmaztatott maximalis
fotonhasznositasi egyiitthatd (o), illetve az ETR .« értékek megerdsitették a
S. polyrrhiza tesztnovények fotoszintézisének a masik két békalencse-fajhoz
képest lassabb alkalmazkodasat az aktivalé megvilagitashoz, illetve a L.
minornak a mésik két fajhoz viszonyitott nagyobb kromatérzékenységét.

5.2. Az okotoxikologiai tesztekben altalunk vizsgalt novekedési
és fiziologiai jellemzok érzékenységének az osszehasonlitasa

A krénikus, tiznapos kromatkezelések hatdsira mindharom békalencse-faj
tenyészeteiben a novekedési paraméterek visszaesését tapasztaltuk.

A teszt-tenyészetek kolOniaszdma nem tikkrozte megfeleloen a
krom(VI) gétld hatdsat, a kolonidnkénti 4atlagos rametszdm azonban
megvaltozott a kromatkezelések hatdsara. A L. gibba €és L. minor
tenyészetekben az oxidativ stressz hatdsdra a kolénidk feldarabolédésa, azaz
a rametek szétvaldsa volt megfigyelhetd a tesztek 10. napjdra. A S. polyrrhiza
tenyészeteiben ezzel ellentétes folyamat zajlott le, melynek eredményeként az
egy kolonidra juté atlagos rametszam megemelkedett.

A vizsgilt novekedési paraméterek koziil az Ossz-rametszdmok
viszonylag kis érzékenységet mutattak a krométkezelésekkel szemben, mig a
frisstomeg- és szdraztomeg novekedési rdatdk nagyobb novekedésgatldst
jeleztek. A biomassza-gyarapoddsnak a rametszdmhoz viszonyitott erdsebb
gatlasa egyben a rametek atlagos méretének csokkenését is jelezte.

A kromitkezelések hatdsai mdr 48 dra alatt kimutathatéak voltak a
vizsgdlt fizioldgiai jellemzok segitségével, szemben a hosszabb id6t igényld,
a kezelést kovetden csak 3-4 nappal kezdodo novekedésgatlassal szemben. 48
ords tesztekben a sotétadaptdlt novényekben mért, a maximadlis- é&s
alapfluoreszcencia ardnydt kifejez0 Fm/Fo hdnyados nagyobb érzékenységgel
jelezte a krém(VI) gatlé hatdsdt, mint a potencidlis fotokémiai
hatékonysaggal aranyos Fv/Fm hanyados.

Az eredményeink alapjan a fényadaptalt novényekben mért, aktudlis
fotokémiai hatékonysaggal ardnyos AF/Fm’ nagyobb érzékenységgel jelezte
a krém(VI)-stresszt, mint a sotétadaptalt novényekben mért és hasonld
moédon szamitott Fv/Fm. A AF/Fm’ és a teljes fotoszintézissel ardnyosnak
tekintett relativ fluoreszcencia csokkenés (RFD) a L. gibba és S. polyrrhiza
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tesztnovényekben egymastol fiiggetleniil valtozott, ami a két paraméter eltéro
krom(VI)-érzékenységet jelezte ugyanazon novényekben.

Az ETR fényvilasz gorbék valtozdsa alapjdn a krom(VI)-kezelések
hatdsdra mindhdrom faj tenyészeteiben csokkent az elektrontranszport
indukélhatésaga.

A krém(VI) 48 6ra alatt mindhdrom békalencse fajban csokkentette a
fotoszintetikus pigment tartalmat, de az egyes fajok kozott, illetve a kromat-
koncentraciétol fiiggden a rovid kezelési id6 miatt nem jelentkeztek
eltérések, illetve azok kisebbek voltak, mint a klorofill fluoreszcencia
paraméterek esetében. Cr(VI) hatdsara a klorofillok koziil a kl-a tartalom
nagyobb mértékben csokkent a tesztnovényekben, mint a kl-b mennyisége,
ami els6ésorban a PSII reakcidcentrumok sériilését valdsziniisiti. Ez
magyardzza a nem szabdlyozott nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltas
részaranydnak emelkedését is. A tesztnovényekben a karotinoid-tartalom
csokkenése a klorofillokénal kisebb volt, ami a karotinoidok kromattal
szembeni kisebb érzékenységét, illetve a fotoszintetikus apparatusoknak az
oxidativ stressz kivédése miatt megnovekedett karotinoid-igényét jelzi. A
sériilt reakciécentrumok szdmdanak emelkedésével az egy milkoddképes
reakcidcentrumra juté 4dtlagos antennaméret is novekszik. A felesleges
gerjesztési energia elvezetését, illetve a fotooxidativ stressz elleni védekezést
jelzi a nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltdssal ardnyos gN illetve Y(NPQ)
paramétereknek a kromdtkezelések hatdsara mért magasabb értéke.

5.3. Az eltér6 antocian-felhalmozo képességii S. polyrrhiza
okotipusok vizsgalata és Cr(VI) érzékenysége

A S. polyrrhiza 4ltalunk vizsgédlt két Okotipusa kozott kiilonbséget
tapasztaltunk az antocidn-felhalmozéasban. Az egyik Okotipust antocidnt
nagyobb mértékben akkumuldlé MA-okotipusként irtuk le, amelynél mind a
spektrofotometrids mérésekkel, mind az ,antocidnos” levélfeliilet
meghatarozasok sordn nagyobb antocian-tartalmat mutattunk ki. Ugyanezen
moédszerekkel nyert eredmények alapjan a madsik Okotipust az antocidnt
alacsonyobb koncentraciéban akkumuldlé AA-okotipusként jellemeztiik. Az
»AA” illetve ,MA” Okotipus azonos nevelési feltételek mellett eltérd
sebességli novekedést mutatott Az MA-Okotipus lassabb novekedését az
antocidnok termelésére forditott nagyobb szénforrds felhaszndlds és
tobbletenergia magyardzza, ami ,természetes” koriilmények kozott
kompeticids hatranyt jelenthet e valtozat szdmadra.

Kimutattuk, hogy az antocidnoknak a kromat-stressz hatdsara
er6sodik a felhalmozdsa mindkét okotipus esetében. A két, eltérd antocidn-
felhalmozdsi Okotipus kromdtkezelései sordn kapott eredményeink az
antocidnoknak az antioxiddns védelemben betoltott szerepét valészinGsitik.
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Alacsonyabb (25-50 uM) krém(VI)-koncentricidk mellett, a tobb antocidnt
felhalmozé (MA) Okotipus tenyészetei a hatékonyabb védelemnek
koszonhetden kisebb novekedési gatlast mutattak. A 100 uM Cr(VI)-
koncentraci6 mar olyan magasnak bizonyult, hogy a két Okotipus
érzékenysége kozel megegyezett. Az eredmények arra is rdmutatnak, hogy az
antocidnok felhalmozasara forditott tobblet szénforras és energia e
vegyiiletek védo szerepe miatt megtériil, €s bizonyos termohelyi feltételek
(pl. nehézfém- vagy herbicid terhelések) mellett a faj szdmdra eldnyt
biztosithat. A S. polyrrhiza antocidn felhalmozdsa, és annak Cr(VI) hatdsira
torténd felerdsodése magyardzatot adhat arra, hogy a faj novekedési jellemz6i
és fizioldgiai folyamatai a tobbi két fajhoz képest a rovid és hosszi-tavi
tesztekben eltéro érzékenységet mutattak.

5.4. A S. polyrrhiza antocian-felhalmozasanak, mint potencialis
biomarkernek az alkalmazhatosaga

A spektrofotometrids mérések az alkalmazott Cr(VI)-koncentracidval
ardnyosan emelkedd antocidn-tartalmat mutattak ki mindkét S. polyrrhiza
okotipus teszt-tenyészeteiben a hosszu-tavua tesztek 10. napjan. Mivel a sajit
eredményeken kiviil a S. polyrrhiza novényekben az antocidn-felhalmozast
mas stressztényezok felléptekor is megfigyelték €s leirtdk, vizsgédlatokat
végeztiink arra vonatkozdan, hogy alkalmas lehet-e a stressz mértékét
jellemz6, nem specifikus biomarkernek.

A vizsgélataink sordn kidolgoztunk egy digitdlis képfeldolgozasi
modszert a S. polyrrhiza tenyészetekben az ,,antocidnos” levélfeliiletek in
vivo mérésére. A digitalizalt abaxidlis levélfelszinek értékelése kiilonosen a
frisstomegre vonatkoztatott spektrofotometrids antocidn-tartalommal adott j6l
egyez0 eredményeket. A moddszer tovibbfejlesztésével, a korldtainak a
pontos megismerésével egy ,,nem destruktiv”’, in vivo, sorozatmérésekre
alkalmas €s olcsé mérérendszer allithat6 ossze. A mddszer alkalmazasaval a
S. polyrrhizat felhaszndl6 okotoxikoldgiai tesztekben a nehézfémek és mas
stresszorok hatdsai a novekedési paramétereknél nagyobb érzékenységgel
mutathatok ki.

5.5. Az eredmények gyakorlati szempontb6l valé
alkalmazhatdsaga

A L. gibba, L. minor és S. polyrrhiza axenikus tenyészeteivel végzett
vizsgélataink eredményei alapjan a békalencse-fajok krom(VI)-kezelésekkel

szembeni érzékenysége eltéronek bizonyult azonos tesztkoriilmények kozott.
Mivel az okotoxikoldgiai €s fizioldgiai kutatdsokban elterjedten alkalmazott
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modellszervezetekr6l van sz6, az eredményeink ramutatnak arra, hogy a
rutintesztek tervezésekor sziikséges az egyes fajok illetve okotipusok eltérd
stressz-tolerancidjdnak a figyelembevétele.

Az eredményeink alapjan a klorofill fluoreszcencia indukcié moédszer
alkalmas a békalencse-tesztekben a szennyezd anyagok toxikus hatdsainak a
megdllapitdsdara. A klorofill fluoreszcencia indukciéban bekovetkezd
véltozdsok a novekedési paraméterekhez viszonyitva hamarabb jelzik a
novényeket érd stressz-hatdsokat. Ez a rovidebb vizsgalati id6 kiilonosen a
gyors beavatkozast igényld (pl. havéria-jellegli szennyezések) esetekben
jérhat jelentds elonyokkel.

A novények fényakklimdlt allapotdban mérhetd klorofill fluoreszcencia
paraméterek alkalmazdsdval in vivo jellemezhetok a fotoszintézis egyes
részfolyamatai. Ez lehetévé teszi az adott szennyez® anyagok hatdsainak
részletes, nem destruktiv vizsgdlatdt, illetve a kapott eredmények alapjan a
késdbbi specifikus vizsgélatok tervezését, és az 4j biomarkerek megtaldldsat.

A S. polyrrhiza vizsgélata sordn kapott eredmények aldtdmasztjdk azt a
feltételezést, hogy az antocidnok nem-enzimatikus antioxidansként kisegito
szerepet toltenek be az oxidativ stressz elleni védelemben. Az antocidnoknak
a stressz hatdsdra felerdsodé akkumuldcidja alkalmas és ajanlhaté lehet a S.
polyrrhizaval végzett tesztekben nem specifikus biomarkerként valo
felhasznalasra. A békalencse-tesztekben hagyomanyosan hasznalt novekedési
paraméterekhez képest a novényi kivonatok antocidn-tartalmanak
spektrofotometrids vizsgdlata illetve az antocidnos abaxidlis levélfelszinek
mérése a gyengébb stresszhatasokat érzékenyebben jelzi.
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6. SUMMARY

6.1. Introduction and aims of study

Since chemicals released by human activities have considerable risk on
ecosystems environmental protection research pays marked attention to this
field. Being widely used and strongly toxic elements heavy metals constitute
a particularly harmful group of contaminants.

Chromium due to its strong cytotoxicity and because of its large
amounts being released into biogeochemical cycles is especially in the focus
of interest. Oxidation form of Cr varies between 0 and +6 and it could be
readily changed depending on redox circumstances. Under normal conditions
only Cr(IIl) and (VI) forms are stable. Hexavalent chromium - the most toxic
Cr-form - usually exists as chromate (CrO42') or dichromate (Cr2072') ion.
Following the uptake of chromate ion which is similar to that of other
chemically homologous ions destroying effects take place within short time
period. Likewise other heavy metals Cr(VI) triggers oxidative burst and
causes several damages in functioning of plants by alterations in biological
membranes and by consequent disorders which triggers decrease in pigment
content and photosynthetic capacity. Specific chromate tolerance
mechanisms have not been revealed yet. Defence against Cr(VI) induced
stress mainly contributed to enzymatic and non-enzymatic antioxidants.

Duckweed species (Araceae) are free-floating small plants which are
widely spread in natural waters. Duckweeds can be grown axenically very
easily in suitable medium which made them widely used test-organisms in
scanning the potential effects of contaminants to plants. Duckweed test
methods use various growth parameters or physiological and biochemical
changes to estimate possible toxic effect of contaminants. Although these
methods offer a rapid way of knowledge about general toxicity of chemicals,
biomarkers used in these tests may respond differently and show differences
of sensitivity in the case of various chemicals.

A large variety of duckweed test methods have evolved during the past
few decades resulting in hardly comparable data. However, comparative
studies on the sensitivity of various duckweed species to toxicants are still
more or less lacking.

In Hungary the most widely distributed duckweed species are Lemna
gibba L., Lemna minor L. and Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden. Among
them S. polyrrhiza accumulates considerable amount of anthocyanins on its
abaxial frond surface. This pigment accumulation takes place even under
natural conditions and increases to multifold levels due to various
environmental constraints. Despite the frequent appearance of anthocyanins
in plants their actual physiological role is still unclear. This pigment group
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may have multifold role, e.g. photoprotective, antioxidant and
osmoregulative functions but pros and contras make hard to definitely answer
this question. Elevation of their concentration in certain plant tissues under
stress suggests the probability of their participation in the antioxidant
defence.

In our study we compared the sensitivity of Lemna gibba, Lemna minor
and Spirodela polyrrhiza grown in axenic cultures against hexavalent
chromium and screened for physiological properties which could potentially
influence their tolerance against chromate stress.

The objectives of our research were as follows:

e Comparing the sensitivity of three widely distributed duckweed
species in Hungary namely Lemna gibba L., L. minor L., and
Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden against chromate treatments in
axenic cultures by means of growth and physiological parameters.

e Comparing the sensitivity of studied parameters against chromate
treatments.

e Investigating the physiological responses of two ecotypes of S.
polyrrhiza differing in their anthocyanin accumulating capacity to
Cr(VD).

Screening for possible functions of anthocyanins in S. polyrrhiza
Testing the applicability of anthocyanin content as potential
biomarker of environmental stresses in S. polyrrhiza.

6.2. Materials and Methods

Axenic stock cultures of Lemna gibba L., Lemna minor L., and two Spirodela
polyrrhiza L. (Schleiden) ecotypes were maintained in ¥2 strength Hutner’s
medium (pH 6.3) under controlled conditions (PFD=100 pmol m? s 16/8h
photoperiod, 25/18°C day/night temperature). The two ecotypes of S.
polyrrhiza differed in their anthocyanin accumulating capacity.

6.2.1. Conditions of long-term chromate exposures

Preliminary 10ds long growth tests were carried out in order to previously
establish the growth inhibition effects of 100 uM Cr(VI) concentration to the
tested duckweed species. Screening for potential functions of anthocyanins in
S. polyrrhiza 10ds growth tests were also performed with 0, 25, 50 and 100
uM Cr(VI) concentrations. 9-12 healthy fronds as initial biomass were
transferred into 100 cm’ Erlenmeyer flasks containing 50 cm’ of ¥4 strength
Hutner-medium. Cr(VI) was applied at the start of tests using K,Cr,O7 stock
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solution. Treatments with every concentration were conducted in 3-4x
replications under static conditions. Other culturing conditions correspond to
the maintenance of stock cultures.

The calculated growth parameters as test endpoints were as follows:
Number of colonies and number of fronds: visible units were counted
daily.

Fresh and dry weights: previously to final biomass measurements plant
material was centrifuged by 3000 rpm for 5 min to remove excess water.
Fresh weights and dry weights (24 h, 85 °C) were measured with 0,0001g
accuracy.

Total frond area: Test cultures were scanned using a flatbed scanner (600
dpi). Digital images of plants were used for calculation of frond area by
means of Adobe Photoshop 7.0.

Relative growth rates of cultures were calculated by the equation:

RGR = (Inx- Inxg)/t (where: X, is the final biomass, X is the initial biomass
and t is the duration of the test)

Inhibition of growth was calculated by the equation:

1% = [(RGRcontrol'RGRtreated)/ RGRcontrol] *100

Other methods used in study of two S. polyrrhiza ecotypes

Anthocyanic abaxial surface area of plants was also analyzed by same way
as leaf area measurement distinguishing the red (‘anthocyanic’) and green
(‘non anthocyanic’) leaflet segments.

Anthocyanin content of plants was also determined spectrophotometrically
in MEOH:dH,;0:HCI (79:20:1 v/v/v) extractions.

Anthocyanin content was calculated by the equation:

Cant = {(As30-Ass0) — [0,25%(Ags7-Ass0)]} (biomass) ™

Where biomass was unit fresh or dry weight or frond area.

Paraquat-treatments

In order to compare the sensitivity of S. polyrrhiza ecotypes against oxidative
damage, test plants were treated with 4 cm’ 0,0.5,1, 2,5, 10, 20, 50 and 100
UM Paraquat (Pq) for 3h under PFD 50 umol m™” s at 20 °C. Subsequently
potential photochemical activity (Fv/Fm see below) was determined and
relative electrolyte leakage (REL%) of treated plants was measured.

6.2.2. Conditions of short-term chromate exposures

Short-term chromate exposures were performed in 48h long tests under 100
wmol m? s continuous white illumination. 3-5 healthy colonies of stock
cultures consisting of three or four fronds were transferred into 100 cm’
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Erlenmeyer flasks containing 50 cm® of growth medium. Cr(VI) was applied
at the start of tests in final concentrations of 0, 50, 100 and 200 uM using
K,Cr,07 stock solution. Treatments with every Cr(VI) concentration were
performed in four replications under static conditions. Other culturing
conditions correspond to the maintenance of stock cultures.

Effects of Cr(VI) were monitored by different ways at the 48™ hour of
tests:

Chlorophyll fluorescence parameters were measured with PAM 2000
chlorophyll fluorometer (WALZ Gmbh, Germany). Potential photochemical
efficiency (Fv/Fm and Fm/Fo measured after 20 min dark adaptation), actual
photochemical efficiency (AF/Fm’), relative fluorescence decrease (RFD),
photochemical (qP) and non-photochemical fluorescence quenching (qN) of
light adapted plants (saturation pulse method) were calculated. In illuminated
plants the proportion of regulated (NPQ) and non-regulated (NO) non-
photochemical quenching mechanisms was also calculated.

Performance of photosynthetic electron transport was investigated by
means of rapid light curves (RLC) with 1 min light steps using Mini-PAM
chlorophyll fluorometer (WALZ Gmbh, Germany). Initial slope (o), maximal
performance (ETRj.x) and light saturating coefficient (Ex) of RLC were
calculated.

After the measurements of chlorophyll fluorescence the plant material
was centrifuged by 3000 rpm for 5 min to remove excess water. Fresh
weights were measured with 0,0001g accuracy and samples were
subsequently stored at -80 °C for further analyses.

Photosynthetic pigment content of plants was measured from 80% acetonic
extracts by spectrophotometric method (Shimadzu UV/VIS 1601).

6.2.3. Data evaluation

Effects of chromate were characterized by resulted changes in growth and
physiological traits and expressed as percents of control values. Data
processing (RGR, 1%, mean, SD) was carried out by MS Excel 2003.
Differences in chromate-induced changes were analysed by Student’s t-test
and significant differences were indicated at +p<0,1 *p<0,05, **p<0,01,
**#*p<0,001 significance levels (Systat Sigmaplot 10.0).
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6.3. New scientific results

6.3.1. Differences in sensitivity of the tested duckweed species to Cr(VI)
treatments

Our results revealed that the three studied duckweed species differed in
sensitivity against chromate.

On the basis of growth rate inhibitions at 100 uM Cr(VI) in long-term
tests the order of sensitivity was: L. minor > L. gibba = S. polyrrhiza.

On the other hand short-term exposures to Cr(VI) resulted in different
order of sensitivity on the basis of chlorophyll fluorescence method: L. minor
> S. polyrrhiza > L. gibba.

Photochemical quenching of fluorescence (qP) showed a Cr(VI)-
concentration dependent decrease in all tested duckweed species at the end of
continuous illumination by actinic light. However, components of non-
photochemical quenching (qN) showed a species-dependent pattern at the
end of chromate treatments: proportion of non-regulated non-photochemical
quenching (NO) increased in Cr(VI)-concentration dependent manner in L.
minor and S. polyrrhiza cultures indicating the rising number of damaged
PSII reaction centres. On the other hand in L. gibba cultures the decrease in
photochemical efficiency (AF/Fm’) was mainly the consequence of increase
in regulated non-photochemical quenching (NPQ) which explains the higher
tolerance of this species to short-term chromate exposure.

Similarly to the chlorophyll fluorescence parameters rapid light curves
confirmed slower induction of electron transport in S. polyrrhiza compared to
L. gibba and L. minor as well as the higher sensitivity of L. minor cultures to
Cr(VD.

6.3.2. Differences in sensitivity of the measured parameters to Cr(VI)
treatments

Although all measured growth parameters decreased due to 100 uM Cr(VI)
treatments by the end of tests we obtained differences in their sensitivity.
Change in colony number of test cultures proved not to be a good indicator of
Cr(VID) toxicity. Counting colonies could be, however, useful because
changes in frond/colony ratios indicate different response of tested duckweed
species to Cr(VI). Decreasing frond/colony ratios (i.e. disintegrating
colonies) of treated L. gibba and L. minor cultures reflected oxidative
damage in tested plants while S. polyrrhiza responded in the opposite way to
chromate treatments exhibiting higher frond/colony ratios by the end of tests.

Among growth parameters frond numbers of test cultures proved to be
less sensitive indicator compared to fresh and dry weights. Stronger
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inhibition in biomass indicated decrease in average size of fronds due to
Cr(V]) treatments.

By means of chlorophyll fluorescence method effects of chromate could
be detected even within 48h, in contrast with the 3-4 days when growth
inhibition started in long term tests.

Between the chlorophyll fluorescence parameters of dark adapted plants
Fm/Fo showed higher sensitivity compared to Fv/Fm.

Our results showed that the actual photochemical efficiency (AF/Fm’)
of illuminated plants was more sensitive to Cr(VI) stress than its dark adapted
analogue Fv/Fm.

Rapid light responses of the electron transport showed concentration-
dependent inhibition by chromate in test plants. Both maximal light use
efficiency (o) and ETR ¢ decreased strongly due to Cr(VI)-treatments.

By the end of short-term exposures the applied chromate concentrations
induced slight decrease in photosynthetic pigment content of test plants but
48h long treatments were not long enough to result in such distinct species or
concentration dependent differences as chlorophyll fluorescence parameters
indicated. Stronger reduction in concentration of chl-a compared to that of
chl-b suggested chromate-induced oxidative damage mainly affecting the
PSII reaction centres which also explained the rise in Y(NO) values.
Concentrations of carotenoids decreased less than that of chlorophylls
indicating their higher stability to chromate-induced damages and the need
for efficient antioxidative protection in coping with emerging oxidative
stress. These results also indicated that parallel with decreasing number of
operating PSII reaction centres increase of average antenna size per reaction
centre appeared. The need for quenching the excess excitation energy can
explain the measured increase of qN and NPQ values.

6.3.3. Differences in growth and anthocyanin accumulating capacity of S.
polyrrhiza ecotypes and their responses to Cr(VI)

The two ecotypes of S. polyrrhiza exhibited differences in accumulation of
anthocyanins. One of them have been described as MA-ecotype accumulating
anthocyanins in large amount, as revealed by both spectrophotometric
method and digitalized photo evaluation procedure. The other one have been
characterized as AA-ecotype after its low anthocyanin accumulating
capacity. The two ecotypes showed different growth under same culturing
conditions. The MA-ecotype with large anthocyanin accumulation had lower
growth rate due to the utilization of surplus carbon and energy in anthocyanin
production which may be disadvantageous under ‘natural’ competitive
conditions. AA-ecotype exhibited tenfold lower anthocyanin accumulating
capacity than MA-ecotype did.
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The induction of anthocyanin accumulation due to chronic chromate
stress and differences in Cr(VI) tolerance of two S. polyrrhiza ecotypes
suggests the probability of antioxidative role of anthocyanins in test plants.
Based on the results of growth inhibition the MA-ecotype proved to be less
sensitive within 0-50 uM Cr(VI) concentration range than AA-ecotype. 100
uM Cr(VI) proved to be high enough to diminish the development of
additional protection by anthocyanins against chromate. At this concentration
reduction of growth rates were more or less the same in both ecotypes. These
results suggested that anthocyanin accumulation under certain conditions
such as in heavy metal or pesticide contaminated habitats could be profitable.
Accumulation of anthocyanins and the induction of this accumulation in S.
polyrrhiza under chromate stress could explain the different sensitivity of
growth and chlorophyll fluorescence parameters of this species compared to
those of L. gibba and L. minor in short- and long-term treatments.

6.3.4. Testing the applicability of anthocyanin accumulation as potential
biomarker in S. polyrrhiza

Spectrophotometric measurements confirmed the increase of anthocyanin
contents in both ecotypes of S. polyrrhiza parallel with increase of Cr(VI)
concentrations by the 10" day of chromate treatments. Similarly to our
results accumulation of anthocyanins in S. polyrrhiza was observed under
other stress conditions therefore we studied whether anthocyanin content can
be used as a nonspecific biomarker.

An image processing method has been worked out for in vivo
measurement of anthocyanic leaf segments in the cultures of S. polyrrhiza.
This in vivo technique has made possible the estimation of anthocyanin
accumulation with a good accordance to results of spectrophotometric
method. Further improvements of the method could take closer to
development of a non-destructive, in vivo, easy to use and cheap measuring
system which can be used for detection of the effects of heavy metals and
other stressors with higher sensitivity than the growth parameters.

6.3.5. Implementation of the most important results in practice

On the basis of our results L. gibba, L. minor and S. polyrrhiza cultured under
the same conditions differed in sensitivity against Cr(VI) treatments. Being
widely used model organisms in ecotoxicology and physiological research
there is a growing need for knowledge about the differences among species in
order to get comparable data by duckweed tests.

Chlorophyll fluorescence induction method proved to be a suitable tool
in assessing general toxicity of contaminants in duckweed tests. Changes in
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chlorophyll fluorescence parameters appear faster in comparison with growth
inhibition. The shorter response time of these parameters could be
particularly important in the case of accidental contaminations. Use of
chlorophyll fluorescence parameters of light acclimated plants allows us to
characterize separate processes of photosynthesis. Data obtained by this way
makes possible specific non-destructive analyses of the effect of various
contaminants and search for possible new biomarkers.

Results of our experiments with S. polyrrhiza confirmed the supposed
role of anthocyanins in coping with oxidative damage as non-enzymatic
antioxidants. Stress-induced anthocyanin accumulation in S. polyrrhiza could
be a suitable non-specific biomarker in ecotoxicological studies e.g. on water
quality. Both spectrophotometric measurements of plants’ extracts and digital
analysis of ‘anthocyanic’ leaflet segments proved that anthocyanin
accumulation can be used as more sensitive process to stress factors than
growth.
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8. FUGGELEK

Rovidités- és fogalommagyarazat

As3: az Ertekezésben a S. polyrrhiza teszt-tenyészetekbdl készitett metanolos
kivonatok 530 nm-en mért abszorbancidja, amely alapjan, a 657 nm-en mért
abszorbanciaértékkel torténd korrigdlds, ¢és egységnyi friss- vagy
szaraztomegre illetve levélfeliiletre vonatkoztatds utdn a ndvények antocidn-
tartalmat jellemeztiik.

AA-okotipus: az FErtekezésben a S. polyrrhiza Kis-balatoni, kevesebb
antocidnt felhalmoz6 Okotipusdnak jelolése (,,AA” = alacsony antocidn
tartalom)

Aktivalé fény: a klorofill fluoreszcencia paraméterek mérése sordn az
alland6 vagy valtozd intenzitisi megvilagité fény, melynek intenzitdsa
elegendd a fluoreszcencia kiolt6 mechanizmusok aktivdldsdhoz, azaz a
fotokémiai rendszerek indukaldsdhoz

Cr(VI): az Ertekezésben a hexavalens krom, illetve a kromdt ion roviditése
ECs): kozepes effektiv koncentrdci6. Valamely anyagnak azon
koncentricidja, amely meghatdrozott kezelési id0 utdn valamely
életfolyamatban a mért maximadlis és alapértékekhez viszonyitva 50%-os
véltozast eredményez. Szdmoldsa tobbféle képlet szerint torténhet, a
legegyszeriibb: Y=MIN+(MAX-MIN)/(1+(X/ECsq)™! ce¥ithd ap5]: MIN=a
legalacsonyabb mért érték; MAX=a legmagasabb mért érték; Hill
egyiitthaté=a ddzis-vélasz gbrbe maximalis meredeksége

Ek: Az ETR-fényvilasz gorbe fénytelitési egyiitthatéja (umol m? s™),
szdmoldsa az Ek=0/ ETRp,.x képlet alapjan torténik, ahol a=maximalis
fotonhasznositasi egyiitthatd, ETRy.x=az adott gyors fényvalasz-gorbe
maximadlis értéke.

ETR: a fotoszintézis ETR = YIELD * PAR * 0,5 * 0,84 képlet alapjan
szamolt relativ elektrontranszport ratja (Lmol e’ m?s™h)

ETR,,,x: az ETR-fényvalasz gorbék vizsgélata soran az elektrontranszport
rata legmagasabb mért értéke (mol e mZs™

Fényadaptalt allapot: a PSII-ben az aktivalé fénnyel torténd megvilagitas
soran bekovetkezd éllapot, amikor a fluoreszcencia kiolt6 mechanizmusok
miikodésbe 1épnek

Fm/Fo: a sotétadaptalt mintdkban a maximalis- (Fm) és alapfluoreszcencia
(Fo) hanyadosa, ardnyos a PSII fotokémiai hatékonysdgédval

Fv/Fm: a sotétadaptalt mintdkban a PSII (Fm-Fo)/Fm képlet alapjan szdmolt
potencidlis fotokémiai hatékonysdga
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ft: a tenyészetek frisstomege

1%: a  tenyészetek fejlodésének az 1% = [(RGRyontrol-
RGRyeze1)/RGRyonron] ¥ 100 képlet alapjan szamolt gatldsa, ahol RGRontron =
kontroll tenyészet adott paraméterre vonatkoztatott novekedési ratdja,
RGRgezeit = a kezelt tenyészet adott paraméterre vonatkoztatott novekedési
ratdja

ICsp: a kozepes gétlds koncentrdcidja. Valamely anyagnak azon
koncentricidja, amely meghatdrozott kezelési id6 utdn valamely
életfolyamatban a mért maximadlis értékhez viszonyitva 50%-os gatlast
eredményez. Az Ertekezésben megfelel az adott jellemzd 1% = 50%-nal
megfigyelt értéknek.

kar: az Ertekezésben a békalencse teszt-tenyészetek acetonos kivonatabol
spektrofotometrids méréssel meghatarozott, frisstomegre vonatkoztatott
Osszkarotinoid-tartalom (mg gf{l)

kar/kl: az Ertekezésben a békalencse teszt-tenyészetek acetonos kivonatdbol
spektrofotometridas méréssel meghatarozott, frisstomegre vonatkoztatott
osszkarotinoid- és dsszklorofill-tartalom ardnya (mg mg™)

kl-a: az Ertekezésben a békalencse teszt-tenyészetek acetonos kivonatdbol
spektrofotometrids méréssel meghatarozott, frisstomegre vonatkoztatott
klorofill-a tartalom (mg g ")

kl-b: az Ertekezésben a békalencse teszt-tenyészetek acetonos kivonatdbol
spektrofotometrids méréssel meghatarozott, frisstomegre vonatkoztatott
klorofill-b tartalom (mg g

kla+b: az Ertekezésben a békalencse teszt-tenyészetek acetonos kivonatdbol
spektrofotometridas méréssel meghatarozott, frisstomegre vonatkoztatott
osszklorofill tartalom (mg gf{l)

kla/b: az Ertekezésben a békalencse teszt-tenyészetek acetonos kivonatdbol
spektrofotometridas méréssel meghatarozott, frisstomegre vonatkoztatott
klorofill-a €s klorofill-b tartalom ardnya (mg mg'l)

Kolénia: egymassal 0sszendtt, 9sszefiiggo, egy ,,novényegyednek” tekinthetd
rametek halmaza

LHC2: a masodik fotokémiai rendszer fénygyiijté antennarendszere (Light
Harvesting Complex 2)

MA-okotipus: az Ertekezésben a S. polyrrhiza kunszentmdrtoni, tobb

antocidnt felhalmoz6 okotipusédnak jelolése (,MA” = magas antocidn
tartalom)

NS: nem szignifikdns kiilonbség a kozépértékek kozott a Student-féle t-préba
alapjan.

Ramet: az FErtekezésben a békalencse-kolénidk legkisebb, 6ndll6
szaporodasra képes egysége, tobbnyire lapos, gyokérrel rendelkezd,
»levélszerl” képzddmény, amely tulajdonképpen megfelel a torzsfejlodés
sordn egy fizikai egységgé redukdlodott hajtidsrésznek (az angol
szakirodalomban ,,frond” illetve ,,thallus”)
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REL %: relativ elektrolit szivargas; az inkubacids kozeg vezetOképességének
véltozdsa alapjan, a REL%=(EC1/EC2)*100 képlet alapjan szdmolt, a sériilt
sejtmembrdnok permedbilitdsdval, azaz kozvetve az oxidativ stressz
mértékével aranyos paraméter

RFD: a fényadaptélt mintdknak az RFD = (Fm-Ft)/Ft képlet alapjan szamolt
relativ fluoreszcencia csokkenése, ,,vitalitasi index”

RGR: a (Inx- Inxp)/t alapjan szdmolt novekedési rata, ahol xp=a kiinduldsi
érték (ramet- koloniaszam, biomassza, stb), x,=a t idOpontban mért érték,
t=1d6 (napok szdma)

SLM (specifikus levéltomeg): A vizsgalt novényi minta egységnyi feliiletre
vonatkoztatott szdraztomege, a Dolgozatban az értéke mg, mm’ egységben
kifejezve.

Sotétadaptalt allapot: az Ertekezésben a PSII hiisz perc sotétben torténd
inkubédcidja utdn bekovetkezd dllapot, melynek sordn az Osszes
reakciécentrum relaxalt, ,,nyitott” dllapotba kertil

Szaturaciés pulzus: az Ertekezésben a klorofill fluoreszcencia paraméterek
vizsgdlata sordn a maximadlis fluoreszcencia (Fm) eléréséhez alkalmazott
rovid fényfelvillands, melynek intenzitdsa (~6000 (wmol m?s™) elegend6 a
PSII reakciécentrumok ,,telitéséhez”

Tenyészet: az Ertekezésben a békelencse-tesztek alapegysége, a tesztek sordn
az egy lombikban kezelt novények Osszessége

Szarazanyag-tartalom (sza%): a tenyészetek szdraztomeg/frisstomeg
ardnya, szdzalékban megadva: a sza% = (szt/ft)*100 képlet alapjén

szt: a tenyészetek szdraztomege

o: az ETR-fényvélasz gorbék kezdeti meredeksége, maximalis
fotonhasznositdsi egyiitthaté (mol elektron mol foton™)

AF/Fm’: a fényadaptdlt mintdkban a PSII (Fm’-Fo’)/Fm’ képlet alapjan
szamolt aktudlis fotokémiai hatékonysig
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