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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

1.1. Bevezetés

A cianobaktériumokat (Cyanobacteria) bolygonk legdsibb
¢lolényei kozott tartjuk szamon. Kiemelkedd szerepet toltottek be a mai
oxigéndus 1égkor kialakitasaban. Tobb fajuk szimbionta vagy mutualista
kapcsolatban all gombakkal, algakkal, novényekkel és allatokkal, ezaltal
lehetévé teszik onmaguk és a partner szdmara a talélést kedvezdtlen
vagy akdr szélsdséges ¢élohelyeken (Paerl, 1982). A figyelem
kozéppontjaba allitja dket, hogy szdmos bioldgiailag aktiv metabolitot
termelnek, koztilkk a cianotoxinokat. Ezen vegyiiletek toxikus hatisa
miatt az OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development) a cianobaktériumokat, mint patogéneket osztalyozta,
annak ellenére, hogy nem képesek se megtdmadni, se kolonizalni a
gazdaszervezetet (OECD, 2005). A cianobaktériumok szamukra kedvezd
koriilmények kozott igen nagy tomegben elszaporodhatnak (jelentds
vizvirdagzasok okozoi lehetnek), az Okoldgiai egyensuly felborulasat
eredményezhetik, ezaltal nagymértéki kart okozhatnak a vizi
okoszisztémakban (Campos et al., 2013).

Az eukaridta algdk és a toxintermelésre képes cianobaktériumok
interakcids kapcsolatainak feltérképezése, tovabba a cianotoxinok, mint
szekunder metabolitok vizi életkdzosségekben betoltétt funkcidja az
algologiai kutatdsok nagy érdeklédésre szédmot tartd témai kozé

tartoznak. Az egyes interakcios vizsgalatok soran elsdsorban arra kell



valaszt adni, hogy kompeticiorol, vagy esetleg az ennél komplikaltabb
moédon tanulmanyozhatéd allelopatiarél van-e sz6. Napjainkban a vizes
cianobakterialis kivonatok hasznalata egyre gyakoribb a fitoplankton
interakcids vizsgalatai soran (Dobronoki et al., 2014; Rzymksi et al.,
2014; B-Béres et al.,, 2015; Bittencourt-Oliveria et al., 2015, 2016;
Dobronoki et al., 2019), igy modellezve a természetben is végbemend
folyamatokat, akar egy cianobakteridlis vizvirdgzas Osszeomlasat. Az
eukariota algdk ¢és cianobaktériumok kozotti kdlcsonhatas mélyebb
megértése ¢és megismerése elengedhetetlen lenne a viztestekben
tapasztalt vizvirdgzasok prevencidjahoz ¢s kontrolljadhoz (Zhang et al.,
2017).

A cilindrospermoszin (CYN) a mikrocisztinek (MCs) utdn a
masodik legjobban kutatott és ismert cianobakteridlis toxin. A {6 CYN
termeld nemzetségek az igen sokféle viztértipusban el6fordulod
kozmopolita Oscillatoriales és a Nostocales rendek képviseldi koziil
keriilnek ki (Chorus és Bartram, 1999). A toxin termelésének okarol,
betoltott szerepérdl azonban még mindig viszonylag kevés, és sok
esetben egymasnak ellentmondé informécio all rendelkezéstinkre.

Munkank f6 iranyvonalat adta, hogy kozelebb keriiljiink a CYN
bioldgiai szerepének megértéséhez. Fontos kérdés, hogy miképpen
befolydsolhatja a toxin az algafajok abundancijat, milyen kiilonbségek
lehetnek a kiilonb6z6 fajok tolerancidjaban. Irodalmi adatok a CYN
algafajok foszfatdz enzim aktivitasara gyakorolt hatasdra mutatnak ra
(Bar-Yosef et al., 2010). Ezért munkidnk kozponti részét képezte a

foszfat-anyagcsere, illetve az abban nélkiilozhetetlen szerepet jatszo



foszfatdz enzimek aktivitasaban bekovetkezett valtozasok vizsgalata is.
Nem utolsé sorban pedig tudomasunk szerint nem all rendelkezésre
irodalmi adat arr6l, hogy a toxin hogyan befolydsolhatja a bizonyos
algafajok életciklusdnak fontos részét képezo kitartoképlet-képzést €s az

ezzel gyakran egyiitt jard specifikus anyagcsere-termékek felhalmozasat.

1.2. Célkitiazések

Kisérleteink soran harom, részben eltéré 6kologiai igényti zoldalga
(Chlorophyta) faj (Scenedesmus obtusus, Haematococcus pluvialis,
Chlorococcum  sp.) laboratoriumi izolatumait alkalmaztuk. A
Scenedesmus genusba tartozé fajok planktonikus, kozmopolita algak,
melyekkel leginkabb eutr6f allovizekben taldlkozhatunk (John et al.,
2002). A Haematococcus nemzetség tagjai szintén kozmopolitak, a Déli-
sarkvidéktol eltekintve Foldiink valamennyi kontinensén megtaldlhatoak
(Pringsheim, 1996; Susella és Toppo, 2006), beleértve az atmeneti
vizeket, mint pl. az esézések utdn kialakult vizfelgyiilemléseket,
mesterséges medencéket, akar madaritatokat is (Czygan, 1970;
Burchardt et al., 2006). A Chlorococcum nemzetség fajai egyarant
megtaldlhatoak vizi (Kroes, 1971, Ohta el al., 1993; Harwati et., 2012)
¢s szarazfoldi (Zhang et al., 1997; Klochkova et al., 2006) kornyezetben.
ciaonbakterialis kivonatokkal kezeltiik, célunk az volt, hogy kisérleteink
eredményeinek  értelmezésével  kozelebb  keriiljink a CYN

algak6zosségekben betoltott bioldgiai funkcidjanak megértéséhez.



A Scenedesmus obtusus-szal végzett kisérletek soran viszonylag
magas toxin koncentraciok (1,0 - 2,5 pg ml"') alkalmazisa mellett
vizsgélni kivantuk, hogyan hat a toxin tartalmt kivonat a zoldalga
conobiumszam valtozasaira, foszfat felvételére, valamint a savas és
alkalikus  foszfatdaz  enzimek  aktivitdsara. A  CYN-tartalmt
Chrysosporum  (Aphanizomenon) ovalisporum  kivonattal torténd
kezelések mellett nem CYN-termeld Aphanizomenon torzsbdl eléallitott
kivonatot is alkalmaztunk kisérleteink soran, valamint ugynevezett
kiegészitéses kezelések is torténtek, amelyekben a nem toxikus
kivonatot a toxikus kivonat CYN-tartalménak megfelelé mennyiségii
CYN-nel egészitettiik ki (4.1. fejezet). A kdvetkezo kérdésekre kerestiik

a valaszt:

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

- Hogyan alakul az egyes tenyészetek foszfat felvételének
dinamikaja?

- Milyen hatassal vannak a cianobakterialis kivonatok a foszfataz
enzimek aktivitasara?

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

kdszOonhet6?



Alacsonyabb toxin koncentraciok (0,025 — 0,5 pg ml?)
alkalmazasa mellett vizsgaltuk a H. pluvialis zoldalga novekedésben,
tapanyagfelvételben és foszfataz enzim aktivitasdban bekovetkezett
véltozasok mellett, hogy milyen hatdssal van a CYN-tartalmu kivonat az
szinanyag felhalmozéasara (4.2. fejezet). A H. pluvialisra iranyuld

vizsgalatainkban a kdvetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Milyen valtozasok kovetkeznek be a zoldalga sejtek
hat4séara?

- Hogyan valtozik az egyes sejttipusok ardnya a kezelt
tenyészetekben?

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

- Hatéssal van-e a cianobakterialis kivonat az alga sejtek foszfat

felvételére valamint foszfataz enzim aktivitasara?

A fentieck mellett kutatdmunkank soran Chlorococcum sp.
tenyészeteket kezeltiink teljes (minden sejttormeléket tartalmazo) és
centrifugélt (sejttdrmelék mentes) cianobakteridlis sejtkivonattal.
Vizsgalni kivantuk, van-e kiilonbség a teljes ¢és a centrifugalt

cianobakterialis kivonattal kezelt a Chlorococcum sp. tenyészetekben

10



bekovetkezett valtozasokban (4.3. fejezet). Ezen kisérletsorozatban a

kovetkezo kérdéseket terveztiik megvalaszolni:

- Milyen hatassal van a teljes és a centrifugalt cianobakteridlis
sejtkivonat a Chlorococcum sp. tenyészetek ndvedésére az
egyes kezelések soran?

- Milyen valtozdsok kovetkeznek be a zoldalga foszfat
felvételeben?

- Kiilonbozik-e szdmottevéen a két tipusi kivonat a kifejtett

hatasok tekintetében?
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A cilindrospermopszin

2.1.1. A termeld organizmusok elterjedése

A cilindrospermopszin (CYN) a citotoxikus alkaloidok k&zé
tartozd cianotoxin. 1992-ben izolaltdk eldszor egy ausztraliai
Cylidrospermopsis raciborskii (Woloszynska, 1912) torzsbdl (Ohtani et
al., 1992), a toxin neve a cianobaktérium nemzetség nevébdl ered. A C.
raciborskii nagyméretli virdgzasa az ausztraliai Palm Islanden emberi
megbetegedéseket is okozott (Byth, 1980). Tovabbi CYN termeld
nemzetségek a Cylindrospermopsis mellett az Umezakia (Harada et al.,
1994), Chrysosporum (kordbban Aphanizomenon; Banker et al., 1997;
illetve Anabaena; Schembri et al., 2001) Raphidiopsis (Li et al., 2001;
McGregor et al., 2011); Aphanizomenon (Preussel et al., 2006; Riicker et
al., 2007; Blahova et al., 2008; 2009), Anabaena (Spoof et al., 2006),
Dolichospermum (korabban Anabaena; Brient et al., 2009; Akcaalan et
al., 2014), Lyngbya (Seifert et al., 2007), illetve CYN termelést mutattak
ki még néhany Oscillatoria torzs esetében is (Mazmouz et al., 2010).
Bohunick4 és munkatarsai 2015-ben CYN termelést irtak le a talajban
€16 Hormoscilla pringsheimii cianobaktériumndl. A termeld torzsek
eredendden elsOsorban trépusi, szubtropusi elterjedésiiek, azonban az
elmult években szdmos szakirodalom szdmolt be mérsékelt oOvi
(Poniedzialek et al., 2012), s6t szaraz éghajlaton (Mohamed és Al-
Shehri, 2013) valé megjelenésiikrdl. Napjainkra globalis szétterjedésiik
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gyorsulni latszik (Fastner et al., 2003, 2007; Quesada et al., 2006), mar
bolygonk 0Osszes kontinensén jelen vannak (1. é&bra; Rzymski és
Poniedziatek, 2014). Magyarorszagi izolatumokbol mindez idaig ugyan
nem mutattak ki CYN-t (Torokné et al., 2004; Vasas et al., 2010;
Vehovszky et al., 2013), azonban potencialisan CYN termeld fajok évrdl
éve okoznak vizviragzast. CYN tartalmt vizviragzasok soran a legtobb
esetben a toxin vizben mért koncentracidja meghaladta az ivovizekre
vonatkoztatott jelenlegi hatarértéket (1 pg 1"'; Humpage és Falconer,
2003). Eur6pai édesvizekben a CYN eddig mért legmagasabb
koncentracioi 9 és 126 pg 17 kozott mozogtak (Bogially et al., 2006;
Riicker et al., 2007). A CYN termel6 cianobaktériumok globalis
szétterjedésének magyarazatara jelenleg két f6 hipotézis 1étezik. Az
egyik a klimavaltozast és a globalis felmelegedést jeloli meg kivalto
tényezoként, melyeknek eredményeképpen a vizek atlaghdmérséklete
folyamatosan emelkedik. A masik elmélet szerint olyan Okotipusok
szelektalodtak, melyek toleralni képesek a tropusi klimatol eltérd
kornyezeti koriilményeket is. Nem zarja ki azonban egymadst e két
feltételezés (Briand et al, 2004), s6t mi tobb, a jelenleg legelfogadottabb
nézet, hogy a szélesebb tolerancia spektrummal rendelkezd Okotipusok
szelektalodasa erdsen korrelal klimank gyors iiteml felmelegedésével
(Briand et al., 2004). A kornyezeti valtozasok 1j, kolonizaciora alkalmas
¢lohelyeket nyitnak meg a cianobaktériumok szamara, ezzel pedig a
torzsek 1j adaptacids irdnyokat és fenotipusos plaszticitast mutatnak. A
globalis  diszperziot molekularis filogenetikai modszerekkel s
vizsgaltak. Haande és kutatocsoportja (2008) arra szerettek volna vélaszt

adni, van-e kiilonbség az egyes foldrajzi régiokbol szarmazo
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Cylindrospermopsis raciborskii populaciok meghatarozott génjeiben, és
ha igen, milyen mértékii. Eredményeik ramutattak, hogy az eltérd
foldrajzi régiokbol szadrmazd populaciok génkészletei varidbilisak.
Hangsulyozni kell azonban, hogy adott fajon beliill nem minden torzs
képes cilindrospermopszin termelésére, ebbdl eredden egy, a toxin
termelésére képes faj jelenléte adott viztesben még nem jelenti
torvényszertien azt, hogy toxikus torzzsel allunk szemben (Kokocinski et
al., 2009). O’Neil és munkatarsai (2012) ramutattak arra, hogy az
antropogén eredetli eutrofizacids folyamatok és a globélis felmelegedés
a legfontosabb tényezdk kozott vannak a cianobaktériumok kiilonbozo
geografiai régiokban torténd terjeszkedésében.

CYN termelé C. raciborskii torzseket csak Azsiaban és
Ausztralidban izolaltak, Eurdpaban és Afrikdban nem. CYN termeld
ellenben CYN termeld Anabaena fajokat eurdpai vizekbdl mutattak ki
(Rzymski és Poniedziatek, 2014), vagyis nem egyértelmii a CYN

termelés képessége €s a foldrajzi elterjedés kdzotti sszefiiggés.

( = \

Legend

Cyfindrospermopsis raciborksii (10n-CYN) Aphanizomenon ovalisporum W Anabaena planctonica
B Colindrospermopsis raciborksil B Apharizomenon flos-aquae B Umezakia natans
Lynghya wollei

Cylindrospermaepsis €p. B Anabaena bergi

\_ W Raphidiopsis curvata W Anahaena lapponica {777 Gylindrospermepsis raciborksi in Padisak (1937) (von-CYN)

14



1. dbra. CYN-t, vagy CYN analogjot termel6 cianobaktérium torzsek eloszlasa.
,LNon-CYN: az adatok hidnyosak. Savozott teriiletek: a C. raciborskii
elterjedése (feliilvizsgalva: Padisak, 1997). Az abra Kinnear (2010) alapjan

késziilt.

2.1.2. A cilindrospermopszin termelése

Napjainkig megvalaszolatlan kérdés, miért termelnek bizonyos
cianobaktérium torzsek cianotoxinokat. Egyes kutatok szerint ezen
metabolitok olyan szerepet lattak el a termeld sejtekben, mely mara
elveszett (Carmichael, 1994). Ellentmond azonban ennek a feltevésnek
az a tény, hogy a cianotoxinok termelése energetikailag nagymértékben
terheli az anyagcserét, és ennek ellenére a mai napig jelen van. Metcalf
¢s munkatdrsai (2002), valamint Lindsay ¢és munkatarsai (2006)
dolgozatukban a cianotoxin termelést a predatorokkal szembeni
védekezé mechanizmusként értelmezik, mely elonyhdz jutatja a termeld
szervezetet mas ¢ldlényekkel szemben (Kearns és Hunter, 2002; Engelke
et al., 2003).

A CYN termelés okéara sokan, sokféleképpen probaltak valaszt
talalni, egyértelmii elmélet azonban még nem alakult ki (Saker és
Griffith, 2000; Shalev-Alon et al., 2002; Bacsi et al., 2006; Yilmaz et al.,
2008; Cires et al., 2011; Rzymski és Poniedziatek, 2014). Egyes szerzok
a termelésre esetlegesen hatdssal 1évd kornyezeti tényezdket kutattak,
mint pl. a hdmérséklet (Saker és Griffith, 2000), tapanyag limitacio
(Bécsi et al., 2006; Vasas et al., 2013), fényintenzitas (Cires et al., 2011).
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Az eredmények ramutattak ezen tényezOk kiemelkedd szerepére,
azonban arra is, hogy fokoz6do stressz esetén mérhetd extracellularis
toxin koncentraciok egyes esetekben novekvd, mig mas esetekben
csOkkentd tendenciat mutatnak, tovabba néhany esetben a toxin
intracellularis marad (nem kertil ki a sejtbdl). Ebbdl azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a CYN termelése valamint kibocsatasa
nagymértékben izolatumfiiggd, pleiotrop sajatossdg (Rzymski és
Poniedziatek, 2014). Mas kutatok a CYN termelés genetikai hatterét
vizsgaltak. Yilmaz és kutatocsoportja (2008) feltartak, hogy a CYN
termelés feltétele a peptid szintetdz (PS) és a poliketid-szintdz (PKS)
enzimek egyiittes miikodése. Mikodo PS és PKS hidnydban nem
irddnak 4t a toxin szintézisért felelos gének, nem torténik CYN termelés.
Chrysosporum ovalisporum esetében harom gén megléte sziikséges a
CYN bioszintéziséért. Az aoaA amidinotranszferazt, az aoaB hibrid nem
riboszoémalis poliketid/peptid szintazt, az aoaC poliketid szintazt kodol
(Shalev-Alon et al., 2002). Ezen harom gén miikodése elengedhetetlen a
termelés szempontjdbol. Hangsulyozni kell azonban, hogy egy fajon
beliil az egyes torzsekben nem csak a toxin bioszintézis meglétében,

annak mértékében is kiilonbozdségek mutatkoznak.

2.1.3. A cilindrospermopszin bioldgiai hatasai

A CYN kémiai sajatossagai

A CYN vizben jol oldodik, szerkezete valtozé fényen, pH-n és

hémérsékleten is rendkiviil stabil (Chiswell et al., 1999), ezért jelenlétére
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a viztérben hosszabb idon keresztiil szamitani kell (Chorus és Bartram,
1999). Két f6 strukturalis varidnsa van, a 7-epi-CYN és a deoxi-CYN (2.
abra; Cartmell et al., 2017; Li et al., 2001; Norris et al., 1999), melyek
esetében nem teljesen tisztazott, hogy CYN-prekurzorokrol, variansokrol
vagy degradacids termékekrdl van sz6 (Norris et al., 1999; Mazmouz et
al., 2011). Cartmell és munkatarsai (2017) a 7-epi-CYN ¢és a deoxi-CYN
mellett tovabbi két CYN alkaloidot emlitenek meg, melyekben a szulfo-
csoport helyén hidroxil vagy acetoxi csoport van. A CYN toxicitasaért

nagy valosziniiséggel a molekula uracil csoportja felelds (Banker et al.,

2001).
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2. abra. A CYN (1) és két f6 strukturalis variansa (2, 3; Cartmell et al., 2017.

nyoman).

A CYN-nek szdmos negativ hatdsat irtdk le mind autotrof, mind
heterotrof szervezetek tekintetében. A CYN irreverzibilisen gatolja a
protein €s glutation szintézist (Terao et al., 1994; Froscio et al., 2001,
2003, 2008), karositja a DNS-t (Humpage et al., 2000; Shen et al.,
2002). Altalanos citotoxikus hatdssal bir, bar ugy tiinik, a toxin
metabolizmusa fokozza a toxicitasat, ezért foleg hepatotoxinként emlitik

(Bernard et al., 2003; Fastner et al., 2003; Saker et al., 2003). Ezen kiviil
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immunszupresszans hatast fejt ki a T-limfocitdkra és a neutrofil sejtekre
(Poniedziatek et al., 2012; 2014). Rymuszka ¢€s Sieroslawska (2014)
valamint Poniedziatek és munkatarsai (2015) a oxidativ stresszt indukalo
hatasarol szamoltak be.

Fontos hangstlyozni, hogy a CYN termeld populéciokkal egyiitt

cres

crer

vannak kitéve. Ebbdl adoddan az ember is veszélyeztetett lehet, ha olyan

¢lélényt fogyaszt, melyben a toxin akkumulalodott (Kinnear, 2010).

A CYN bejutasa a célszervezetbe

A CYN célszervezetbe vald bejutasanak pontos mechanizmusa
nem teljesen ismert. Egyes szerz6k a molekula kis méretében keresik a
valaszt, mely passziv diffizidohoz vezethet (Chong et al., 2002). Kémiai
jellemzoi, mérete €s hidrofil természete miatt nem valdszintisithetd a
kettdés membranon vald keresztiiljutasa, ebbdl kifolyolag valosziniileg
transzportereken keresztiil keriil be a sejtekbe (Runnegar et al, 2002;
Froscio et al., 2009). Froscio és munkatarsai (2009) uracil nukleobazis
transzporteket vizsgalva ravilagitottak arra, hogy a CYN felvétele nem
energiafiiggd, mert 4°C-on is lejatszodott, amely hdémérsékleten az
energiafiiggd folyamatok minimalizalédnak. Ezt az eredményt
tamasztjak ald Pichardo és munkatarsai (2017) eredményei is, akik
emberi Caco-2 sejtvonalakon hasonlé CYN felvételi ratat mértek 4

illetve 37°C-on.
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Rogers ¢és munkatarsai (2007) kiemelik, hogy a toxin
metabolizalasdra  van  sziikség a  toxikus  hatdsok  teljes
megnyilvanulasahoz, ez pedig a CYN-nak kitett él6lény szédmara
bizonyos foku védelmet nyujt. Ebbdl kiindulva azok az organizmusok,
melyekbdl hidnyzik valamilyen specifikus toxin metabolizald rendszer
(pl.: m4j vagy hepatopankreasz), kisebb mérgezési tiineteket mutatnak,
mint pl. a korai fejlettségi allapotban 1évé emlds fajok is. Jelentds
szerepet jatszik a molekula toxicitdsanak kialakulasdban a citokrém P-
450-es rendszer (Pearson et al., 2010), mely a sejtben szdmos
metabolitot ugy alakit at, hogy az reakcidképessé valik, és a DNS-hez,
illetve a fehérjékhez kotdédve Gn. adduktokat hoz létre (Mandl, 2002).
Shaw ¢és munkatarsai (2000) kimutattak, hogy a CYN képes a sejtekben
ilyen adduktok kialakitasara a DNS molekulakkal.

A CYN hatasa az algakozosségekre

Nagyon kevés informacio 4all rendelkezésiinkre a CYN
algakdzosségekre, cianobaktériumokra ¢és eukariota algékra kifejtett
hatasar6l. Campos és munkatarsai kisérleteiben 0,005-0,179 pg ml”
tisztitott cilindrospermopszin stimulalta, ugyanakkor 0,032-0,333 ug ml
gatolta Chlorella vulgaris tenyészetek sejtszam novekedését (Campos et
al., 2013). Chlamydomonas reinhardtii, és Nannochloropsis sp.

(Pinherio et al., 2013) tenyészetek esetében 0,025-0,5 pg ml’

crer
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sejtszamndvekedését, de magasabb koncentraciok mar szignifikans
novekedésgatlast okoztak.

Egyes szerzok szerint a CYN-nek meghatarozo szerepe lehet az
allelopatidban. Az allelopatidnak kiemelt szerepe van a fajok kozotti
kompeticiéban (Legrand et al., 2003). Az allelopatia soran az adott
populacié olyan vegyiiletet (allelokemikalia) termel és bocsat ki, ami
hatassal van az ugyanazon viztestben €16 mas éldélénycsoportokra is
(Legrand et al., 2003), ezaltal formalja a kozosséget (Keating et al., 1977,
Vardi et al., 2002; Takamo et al., 2003). Altalénosségban elmondhato,
hogy az allelokemikalia a termel6 ¢él61ény kompetitoraira és predatoraira
hat, ellenben a toxin a termeld sejttel kozvetlen kapcsolatba keriild
barmilyen mas ¢l6lényre is kifejtheti hatasat. Ennek ellenére az
allelopatia és a toxicitds nem zarja ki egymast, az allelokemikalidk
kozott taldlkozhatunk toxinokkal. Az allelokemikélia-termelés nem
kothetd feltétleniil taxonhoz, ellenben édesvizekben a toxintermelés
foleg a cianobaktériumokra jellemzd. Az allelokemikélidk hatdsa
sz¢éleskorli, mig a toxinok leginkdbb enzim-inhibitorok, vagy
membranreceptorokhoz kotddve fejtik ki hatasukat. Az allelokemikalidk
okoldgiai szerepe a legtobb esetben tisztazott, ellenben a toxinok

esetében ez még kevésbé ismert (Leflaive et al., 2007).

2.1.3.1. A cilindrospermopszin hatasai az algak foszfataz aktivitasara

Az €16 szervezetekben a foszfornak kiemelkedd szerepe van. Jelen

van a nukleinsavakban, a fehérjékben ¢és egyéb metabolitokban
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(Merchant ¢s Helmann, 2012). Az anyagcsere-folyamatok kiilonb6z6
foszforilalt vegytileteket igényelnek.

A viztestekben fellelhetd szervetlen és szerves foszforformak mind
az algasejtek, mind pedig a teljes algakdzdsség szempontjabol
megkérddjelezhetetlen szereppel birnak. Szamos mikroalga nagyobb
mennyiségli foszfort vesz fel a kornyezetébdl, mint amennyit
hasznositani tud (Powel et al., 2008, 2009; Dyhrman 2016). Normal
esetben, példdul egy természetes tengeri ¢éldhelyen, az algasejt
szaraztomegének megkozelitdleg 1%-at teszi ki a foszfor (Grobbelaar
2004, 2013). Ez az érték az un. ,,luxus felvétel” soran jelentésen megnd,
mely esetben a sejt szaraztomegének akar 4-6%-at is a foszfor teszi ki
(Powell et al., 2008; 2009; Dyhrman 2016; Schreiber et al., 2018). A
feleslegben felvett foszfatot a sejt tartalékba helyezi, polifoszfat
raktarakat hoz létre (Kuhl 1974; Allen 1984, Nishikawa et al., 2006).
Toébb irodalmi adat mutat ra arra, hogy a szervetlen foszfor képes
leginkdbb befolydsolni a viztestben zajlo elsédleges termelést
(Schindler, 1977; Hecky és Kilham, 1988; Hudson et al., 2000), mely
alapjan kijelenthetd, hogy a rendelkezésre all6 foszfat vagy annak hianya
meghatarozo hatassal van az algak6zosségek Osszetételére.

2010-ben Bar-Yosef és munkatarsai arrol szadmoltak be, hogy az
izraeli Kinneret toban erds korrelacido allt fenn a vizben mérhetd
alkalikus foszfatdz aktivitds ¢és a CYN-termeld Chrysosporum
ovalisporum denzitas kozott. Kutatasuk sordn azt talaltak, hogy a CYN-
termeld torzsek egyfajta allelopatikus interakcid soran “kényszeritik” a
fitoplankton kozosség tagjait alkalikus foszfataz termelésre. Az alkalikus

foszfatdz mennyisége foszfat limitalt koriilmények kozott ndvekedik
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meg, szerepe pedig abban all, hogy hidrolizdlja a viztérben 1évo
foszfatésztereket, mely foszforforma a primer producensek szdmara nem
felvehet6. Hasonlé eredményekre jutottak, amikor laboratériumi
kisérletek soran tisztitott CYN-nal kezeltek, illetve CYN-tartalmu
Chrysosporum ovalisporum tenyészetek sziirt tapoldataba oltottak
Chlamydomonas reinhardtii és Debarya sp. tenyészeteket. Mindkét
esetben szignifikdnsan nétt a tenyészetek alkalikus foszfatdz aktivitasa,
annak ellenére, hogy a tdpoldatban elegend0 mennyiségben
rendelkezésre allt a felvehetd foszfat. Kiilonbozd festési eljardsok
alkalmazasaval a Chrysosporum ovalisporum sejtekben nem sikeriilt
kimutatni sajat enzimaktivitast, ellenben nagy mennyiségli polifoszfatot
mutattak ki. A Chrysosporum sajat alkalikus foszfataz aktivitdsa csak
akkor valt megfigyelhetdvé, miutdn a sejtek sajat polifoszfat tartalékai
teljesen elfogytak. Eredményeik azt sugalljak, hogy a CYN egy olyan
masodlagos anyagcseretermék, ami hatdssal van mas szervezetek
fitoplankton kozosség dominédns tagjava valhat a vizvirdgzasok idején.
Ezen munka eredményei kozott kiemelkedden érdekes az, hogy a
cianobaktérium tapoldat fokozottabb hatast valtott ki, mint a tisztitott
toxin, annak ellenére, hogy a tapoldat toxintartalma jéval alacsonyabb
volt (7-8 ug ml™), mint a tisztitott toxiné (50 pg ml™). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a tdpoldatban mas metabolitok, szinergisztikus
hatasok is szerepet jatszhatnak a megfigyelt jelenségek kialakulasaban
(Bar-Yosef et al.,, 2010; Bittencourt-Oliveira et al.,, 2016). A

kutatocsoport allaspontja alapjan a jelenség allelopatia, tovabba a toxint
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termeld sejteknek ,,gazdasagosabb” a CYN eldallitdsa, mint az alkalikus
foszfataz szintézise.

A témaban foly6 tovabbi kutatasok soran genetikai vizsgalatokkal
azt is megallapitottdk, hogy CYN jelenlétében indukalddott az
algakdzosség tagjainak PHO (Phosphate) regulonja. Az itt talalhato
gének jelentds szerepet jatszanak a szervetlen foszfat asszimilaciojaban,
valamint felvételében. A pstS génnek a felvételben van domindns
szerepe, a phoD és phoX gének intra- €s extracellularis AP-azt (Alkaline
phosphatase) kodolnak. Tovabba megfigyelték a PHO regulon mellett a
funkcidja a toxin szerkezetének kialakitasa (Shalev-Malul et al., 2008;
Bar-Yosef et al., 2010).

Microcystis aeruginosa cianobaktérium tenyészetekben a 0,001 és
0,005 pg'ml™' toxin koncentricid csak kismértékii novekedésgatlast
okozott, ellenben a kontrollhoz képest szignifikans alkalikus foszfataz
aktivitds emelkedést figyeltek meg (Rzymksi et al., 2014). Hasonlo
eredményre jutott Zhang munkatarsaival 2017-ben: Chrysosporum
ovalisporum jelenlétében megnétt a Microcystis panniformis tenyészetek
alkalikus foszfataz aktivitasa.

A toxikus metabolitok pontos kornyezeti szerepének modellezése
bonyolult folyamat. Ezen vizsgalatokhoz egyardnt hasznalnak tisztitott
toxint, illetve cianobakteridlis sejtkivonatot (Bar-Yosef et al., 2010;
Campos et al., 2013). A tisztitott toxin eldallitasa koltséges és az esetek
tobbségében gyengébb hatast valt ki, mint a cianobakterialis sejtkivonat.
Ennek hatterében az 4ll, hogy a kivonatban — a toxin mellett — jelen

vannak mas anyagcseretermékek, melyek befolydsolni képesek a toxin
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mas sejtekre kifejtett hatasat (Bittencourt-Oliveria et al., 2015). A teljes
sejtkivonatok hatasanak vizsgalata kornyezeti szempontbdl relevansabb
(Bittencourt-Oliveria et al., 2015, 2016), hiszen a toxin sosem csak
onmagéaban van jelen a rendszerben. Viszont hangstlyozni kell, hogy
teljes kivonatok haszndlata az allelopatia vizsgalatira kevésbé
megfeleld, mivel a kivonatban jelen vannak olyan komponensek is,
amelyek csak a sejt lizise utan keriilnek extracellularis allapotba, az
allelopatikus interakciok pedig csak €10 sejteket érintenek (Leflaive és

Ten-Hage, 2007).

2.1.3.2. A cilindrospermopszin és az oxidativ stressz

Az oxidativ stressz kialakuldsdért a sejtben természetes
kortilmények kozott is jelenlévd oxigén tartalmu reaktiv szabadgyokok
(ROS) tehetok feleléssé. A sejtben megtalalhatd antioxidans
enzimrendszer egy id0 utan nem tudja hatastalanitani a felgyiilemlo
szabadgyokoket, nem tudja ellatni védd szerepét, ekkor beszéliink
oxidativ stresszrol (Sies, 2018).

Fotoszintetizald ¢élolények esetében fokozott ROS aktivitasrol
szamoltak be kiilonb6z6é nehézfémeknek (Stoiber et al., 2011; Weckx ¢és
Clijsters, 1996), illetve herbicideknek (Alscher et al., 1997) wvald
kitettség soran, valamint til erés fényintenzitas (Foyer et al., 1997),
extrém UV sugarzas és homérsékleti tartomany (He és Hader, 2002),
szarazsag (Loggini et al., 1999), ozmotikus stressz (Boo ¢és Jung, 1999)
vagy akar egyes patogének (Low ¢és Merida, 1996) hatasara. Hasonldan a

differencidltabb  fotoszintetizald6  éldlényekhez, a  kiilonbozo
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cianobaktérium- és eukaridta algafajok tekintetében is elmondhatd, hogy
leggyakrabban a fényviszonyok megvaltozasa (extrém mértékit UV
(Cheloni és Slaveykova, 2018). A tal erds sugarzas negativan hat mind
az algdk, mind a cianobaktériumok novekedésére, fotoszintetikus
aktivitasara, a szinanyagok bioszintézisére, egyarant karosodik a sejt
strukturdja, valamint a sejt fehérjéi és DNS-e (Xue et al., 2005,
Holzinger és Lutz, 2006; Ehling-Schulz és Scherer, 1999).

Ujabb irodalmi adatok a CYN oxidativ stresszt indukalé hatésarél
szamoltak be (Humpage et al., 2005; Gutiérrez-Praena et al., 2011;
Liebel et al., 2011; Pierto et al., 2011; Gutiérrez-Praena et al., 2012a,b;
Lopez-Alonso et al., 2013; Straser et al., 2013; Freitas et al., 2015;
Sieroslauska és Rymuszka, 2015). CYN 4&ltal indukalddott oxidativ
stresszt mutattak ki egerek majsejtjeiben (Humpage et al., 2005; Lopez-
Alonso et al., 2013), halak leukocitaiban (Sieroslauska és Rymuszka,
2015) ¢és majsejtjeiben (Liebel et al., 2011). Megndvekedett ROS
koncentraciot  detektaltak  kiilonb6zo szervekbol szdrmazo
sejtvonalakban, mint példaul PLHC-1-ben (hal méj — Gutiérrez-Praena
et al., 2011), Caco-2-ben (emberi vastagbél - Gutiérrez-Praena et al.,
2012a), HUVEC-ben (koldokvénabdl szarmazo endotélium - Gutiérrez-
Praena et al., 2012b) és Hep-G2-ben (emberi hepatoma — Straser et al.,
2013). Pierto ¢és munkatarsai (2011) dazsiai rizsben, Freitas ¢és
munkatarsai  (2015) kerti salatdban mutattak ki CYN hatasara
indukalodott oxidativ stresszt. Ugyanakkor ismereteink nagymértékben
hidnyosak arra vonatkozoan, rendelkezik-e a CYN oxidativ stresszt

indukal6 hatassal az algak6zosségek tagjaira vonatkozoan.
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2.1.4. A cilindrospermopszin degradécioja

A CYN molekula lebomlasara egyre tobb vizsgéalat irdnyul
(Senogles et al., 2000, 2001; Wormer et al., 2008; Everson et al., 2009).
Laboratoriumban, klorozassal mar sikeresen lebontottak a CYN-t
(Senogles et al., 2000), de ennek feltétele volt, hogy szerves anyagok
csak kis koncentracioban legyenek jelen a kozegben. Tovabba titdnium-
oxiddal, UV besugarzassal és fotokatalitikus degradacidval (Senogles et
al., 2001), valamint magas pigment koncentracid jelenlétében erds
napsugarzassal (Chiswell et al., 1999) szintén sikertilt lebontani a CYN-
t. Ezen vizsgélatok viztisztitdsi és természetvédelmi szempontbol is
kiemelten fontosak, hiszen a cianotoxinok, koztik a CYN ¢és
szarmazékai egyre tobb viztestben kisebb-nagyobb koncentracioban
jelen vannak. Wormer ¢és munkatarsai (2008) egy 40 napon keresztiil
szamoltak be, hogy a kisérlet idétartama alatt még a természetes
baktériumkozosség jelentléte ellenére is a toxin mennyisége csupan
csekély mértékben csokkent. Némely baktérium térzs hatékony bizonyos
cianotoxinok eltavolitasaban, beleértve a CYN-t is (probiotikus fajok —
Nybom et al., 2008; Aeromonas sp. — Dziga et al., 2016). Dziga és
munkatarsai (2016) ramutatnak, hogy ugyan vannak baktérium torzsek,
melyek hatékonynak bizonyulnak a toxin eltdvolitasaban (pl. Aeromonas
sp.), de a toxin eltavolitdsnak hatékonysagat nagymértékben befolyasolja
a kornyezet hdmérséklete és kémhatasa is.

Osszességében elmondhatd, hogy mivel a CYN viszonylag stabil

molekula, természetes korilmények kozott degradacidja hossza
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folyamat, adott viztestben a CYN perzisztenciajara relative hosszabb

iddintervallumon keresztiil szadmitani lehet.

2.2. A fitoplankton fajok kitartoképlet képzése

Az algdk vildgdban szdmos torzs esetében taldlkozhatunk
kitartoképletekkel, vagy mas néven cisztdkkal, pl. a sargamoszatok
(Chrysophyta; Kristiansen, 2008), a kovaalgak (Bacillariohyta; Blas et
al., 2016), a pancélos ostorosok (Dinoflagellata; Anderson és Wall,
1978; Dale, 1983 Belmonte et al., 1995; Burkholder és Glasgow 1995;
Tsujino et al., 2002; Pati és Belmonte, 2003), vagy a zoldalgak
(Chlorophya; Guerin et al., 2003) esetében. A kitartoképletek egyrészrol
a kedvezétlen koriilmények atvészelését, masrészrol a faj térbeli és
idoébeli terjedését szolgaljak (Lampert 1995; Hairtson et al.,, 1996;
Rengefors et al., 1996; Rengefors és Anderson et al., 1998).

A Chrysophytak valtozatos megjelenésii cisztaival leggyakrabban
édesvizekben taldlkozhatunk. Jellemz6 kitartoképleteik az endogén
keletkezésii sztomatocisztak, melyek ezen éldlények diszperzidjaban is
kiemelkedd szerepet kapnak (Kristiansen, 2008). A kornyezeti feltételek
kedvezdtlenné valasaval a Bacillariophyta térzson  beliill s
talalkozhatunk kitartoképlet képzéssel (Blas et al., 2016). A
Dinoflagellata-k kitartoképletei tobb ¢évtizeden keresztiil életképesek
maradnak az iiledékben (Belmonte et al., 1995). A Dinoflagellata-k
kitartoképlet képzését leginkdbb tengeri fajokon vizsgaltdk (Anderson és
Wall, 1978; Burkholder és Glasgow 1995). Nagyfoku rezisztenciat
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mutatnak biologiai, kémiai és fizikai faktorokkal szemben is (Tsujino et
al., 2002; Pati és Belmonte, 2003). Irodalmi adatatok alapjan leginkabb a
vizviragzas végén jelennek meg nagy szamban (Dale, 1983).

A Chlorophyta-k korében a legismertebb cisztaképzé fajok a
Haematococcus nemzetségen belill taldlhatoak. Kitartoképleteikben
piros szinli astaxantint halmozhatnak fel, melyet a legerésebb
természetes antioxidansként tartanak szdmon (Guerin et al., 2003),
eloszeretettel alkalmazzak akvakultirakban, a kozmetikai- és
¢lelmiszeriparban (Guerin et al., 2003). Az astaxantin felhalmozodast
valamilyen kornyezeti tényezd a sejt szamara kedvezdtlen tartomanyba
torténd megvaltozasa valtja ki (tapanyaglimitacio, Boussiba et al., 1999;
fény, Saha et al., 2013; hdmérséklet, Yoo et al., 2012; kémhatés, Hata et
al., 2001; sokoncentracid, Kobayashi et al., 1993). Ezeken kiviil hatassal
lehetnek a sejt astaxantin felhalmozasara kiilonb6zé novényi hormonok
¢s szarmazékaik is (Yu et al., 2015).

A Haematococcus pluvialis ¢€letmenetében négy, kiilonb6zo
morfologiaja  sejttipust lehet megkiilonbdztetni:  makrozooidokat
(zoospora), mikrozooidokat, palmella 4llapotot ¢és hematocisztakat
(aplanospora; 3. abra; Hazen, 1899; Elliot, 1934). A makrozooid,
mikrozooid és palmella allapotot leggyakrabban zold vegetativ fazisnak
nevezik, mig a hematociszta allapotot a szakirodalom altalaban nem
motilis, vOrds, astaxanthint felhalmozo, betokozodott fazisnak nevezi. A
makrozooid sejtek gomb, ellipszoid esetleg korte alaktak, eliilsd
végiikon két egyenld hossziisagi ostor helyezkedik el. A sejteket egy
kocsonyds szerkezetli, extracellularis matrix burkolja. Kedvezd

koriilmények mellett gyorsan szaporodo vegetativ sejtek, melyek nagy
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szamban fordulnak eld a korai, vegetativ novekedési fazisban. A
kornyezeti feltételek kedvezotlenné valdsaval azonban a sejtek mérete
megno, ostoraikat elveszitik. A sejtfal tobbrétegli, amorf szerkezetté
alakul, 1étrejon a palmella allapot. Ha a kdrnyezeti stressz tartossa vallik,
a palmella Gn. aszexudlis aplanosporava alakul, melyeket korbevesz egy
vastag, merev trilaminaris burok illetve egy acetolizisnek ellenalld
masodlagos sejtfal. Az igy kialakult sejtek rezisztenssé valnak a
sz¢lsOséges kornyezeti tényezOkkel szemben (Santos és Mesquita, 1984;
Boussiba és Vonshak, 1991; Shah et al., 2016). Az érett aplanospérak
citoplazmajukban nagy mennyiségli masodlagos karotinoidot, koztiik
astaxanthint halmoznak fel, melyek a sejtek jellegzetes piros szinét
eredményezik (Hagen et al., 2002). A kornyezeti korilmények
kedvezdvé vélasaval az aplanosprorak csirazasnak indulnak, beldliik ujra

vegetativ sejtek lesznek.

- ‘
) d)

a) b)

3. dbra. A Haematococcus pluvialis z6ldalga kiilonb6zd sejttipusainak képei.

a) z0ld vegetativ mozgd sejt (ZV); b) zold palmella (zold "ciszta", ZC); c)
astaxanthint felhalmozo6 palmella az aplanosporava alakulas soran (zold-piros
"ciszta" ZPC); d) astaxantinnal telt, érett aplanospoéra (piros ciszta, PC) . (Foto:

Bacsi Istvan).
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A fitoplankton fajok cisztaképzését sokan, sokféleképpen
vizsgaltak (Hazen, 1899; Elliot, 1934; Anderson és Wall, 1978; Dale,
1983; Santos és Mesquita, 1984; Boussiba ¢s Vonshak, 1991; Kobayashi
et al.,, 1993; Belmonte et al., 1995; Burkholder és Glasgow, 1995;
Lampert, 1995; Hairtson et al., 1996; Rengefors et al., 1996; Rengefors
¢s Anderson et al., 1998; Boussiba et al., 1999; Hata et al., 2001; Hagen
et al., 2002; Tsujino et al., 2002; Pati és Belmonte, 2003; Kristiansen,
2008; Yoo et al., 2012; Saha et al., 2013; Blas et al., 2016; Shah et al.,
2016). A rendelkezésre 4ll6 irodalom alapjadn azonban tgy tlinik, hogy —
legalabbis ismereteink szerint — nincs arra vonatkozé relevans kutatas,
hogy milyen hatdssal lehetnek a cianotoxinok, koztik a CYN, az
eukariota algak kitartoképlet-képzésére €s a sejtek raktarozott anyag —

tobbek kozott szinanyag — felhalmozasara.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Az alkalmazott taxonok bemutatasa

Kisérleteinket a Debreceni Egyetem Hidrobioldgiai Tanszékének
torzsgyljteményében (Algal Culture Collection, Department of
Hydrobiology, University of Debrecen) fenntartott Scenedesmus obtusus
(Meyen) (ACCDH-UDI1310), Haematococcus pluvialis (Flotow)
(ACCDH-UDI1205) Chlorococcum sp. (Meneghini) (ACCDH-UD1002)
algatorzsekkel végeztiik. A cianobakteridlis sejtkivonat elkészitéséhez
CYN-termeld Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum torzset
(Forti, Zapomelova, Skacelova, Pumann, Kopp, Janecek) (ACCDH-
UD1001; C+) és nem CYN-termeld Aphanizomenon sp. torzset
(ACCDH-UD1304; C—) hasznaltunk.

A Scenedesmus genus tagjai leggyakrabban tapanyagban gazdag,
sekély, kiilondsen magas szervetlen N-tartalmt allovizekben és
vizfolyasokban fordulnak elé (John et al., 2002; Reynolds et al., 2002).
Téag tliréképességli, kozmopolita fajok, melyek leginkdbb csak a fény
hianyara és a kililepedésre érzékenyek. A Scenedesmus obtusus torzs
(ACCDH-UD1310; 4. abra) egy debreceni ¢kszerteknds teleltetd
medencébdl keriilt izolalasra. A faj a Chlorophyta torzs Chlorophyceae
osztalyaba, azon beliil a Sphaeropaeales rend Scenedesmaceae
csaladjaba tartozik (Guiry, 2019). Condbiumait 2, 4 vagy 8 sajatosan

alternalo sejt alkotja, melyek csak egyharmad résziikkel érintkeznek
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egymassal. A sejtek 3-13 pum szélesek, 7-21 pm hossztak, ritkdn
szabalyosan ovalis alakuak, de leggyakrabban ovalis ellipszoid
formakkal talalkozhatunk. A sejteket nyalkas burok borithatja, azonban
az altalunk haszndlt izolatumra a nyéalkaburok képzése nem volt

jellemzd.
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4. abra. Scenedesmus obtusus z6ldalga (Fotd: Bacsi Istvan; N: 400x).

A Haematococcus nemzetség bizonyos fajai, koztik a
Haematococcus pluvialis széles korben elterjedtek (kozmopolitak), a H.
pluvialis megjelenése azonban szinte kivétel nélkiil kis méreti,
idészakos természetes vagy mesterséges viztestekre korlatozodik
(Proctor, 1957; Guiry, 2019), ahol gyors novekedési rataval jellemezhetd
(Reynolds et al., 2002). A munkéank soran alkalmazott térzs (ACCDH-
UD1205; 5. abra) Ebes telepiilésen egy ont6zoviz tarold hordobdl kertilt
izolalasra. A Chlorophyta torzs Chlorophyceae osztalyaba, azon beliil a
Chlamydomonadales rend Haematococcaceae csaladjaba tartozik (Guiry,

2019). Egysejtli, a sejtek egymagviak, két egyforma ostorral
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rendelkeznek, tojasdad vagy kozel gomb alaktiak (5a. d&bra).
Kloroplasztiszuk altalaban csésze alakt, benne 1-2 pirenoid talalhato
(Pocock, 1960; Ettl, 1983; Thompson és Wujek, 1989). Gyakorta
nagyszamu kontraktilis vaku6lum figyelhetd meg a sejtekben.
Leginkabb az idésebb sejtekben jellemzd a karotinoidok kozé tartozo
astaxanthin nagymértékii felhalmozdédasa. Ez a szinanyag az
aplanosporakban is jelen van, azokat pirosra szinezi (5b. abra). A
Haematococcus nemzetségre jellemzO az ivartalan szaporodas, mely
sordn 4-8 zoospdéra jon létre. Fény hianyaban képesek heterotrof
¢letmddra attérni, szerves nitrogént, illetve acetatot hasznositani (John et

al., 2002).

a)
5. dbra. A Haematococcus pluvialis zoldalga vegetativ sejtjei (a) és

astaxanthinnal telt cisztai (b). (Foto: Bacsi Istvan; N: 400x%.)
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A Chlorococcum nemzetség tagjai is kozmopolitdk (John et al.,
2002), kedvelik a sekély, tdpanyagban gazdag vizeket (Reynolds et al.,
2002), wugyanakkor kelld nedvességtartalom mellett szarazfoldi
kornyezetben is eléfordulnak (Klochkova, 2006). A munkénk sordn
alkalmazott térzs (ACCDH-UD1002; 6. abra) Debrecenben a Békas-t6
elnevezésh sekély varosi disztobol keriilt izolalasra. A faj a Chlorophyta
torzs Chlorophyceae osztalyaba, azon beliil a Chlamydomonadales rend
Chlorococcaceae csaladjaba tartozik (Guiry, 2019). A sejtek
gombolytiek, ritkan lapitottak, atmérdjiik 10-15 pm (Barta et al., 1976),
benniik pirenoid testek taldlhatdéak. A szintestek szintén gombolytiek.
Zoospoéraik hosszukasak, 6,5-12 x 2-3 um méretiiek. A zoospdéraknak
két egyforma ostorral rendelkeznek, melyek 6-12 um hossztak, az
anyasejt tObbszords osztodasaval jonnek létre. A sejtek narancsszinii
olajat is termelhetnek, ettdl a sejtek olajzoldnek, vordsesnek vagy barnas
szintinek latszodnak.
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6. abra. Chlorococcum sp. zoldalga (Foto: Bacsi Istvan; N: 400x.)
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A CYN termeld Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum
torzs (ACCDH-UD1001; C+; 7a. ébra) az Izraelben talalhat6 Kinneret-
tobol izolalt torzsbol (ILC-164) szarmazik, a nem CYN termeld
Aphanizomenon térzs (ACCDH-UD1304; C—; 7b. 4abra) egy
Debrecenben talalhatd, Csonakazo-to elnevezésli sekély varosi toban
bekovetkezett vizviragzasbol keriilt izolalasra (a viztest napjainkra

felszamolasra kertilt).

a) b)
7. dbra. CYN-termel6 (C+) Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum (a)
és nem CYN-termeld (C—) Aphanizomenon sp.(b). (Foto: Bacsi Istvan; N:
400x%.)

A korabban egységes Aphanizomenon nemzetség tagjai

fotoszintetizald fonalas cianobaktériumok, a Cyanobacteria tdrzson beliil

a Nostocales rendbe, azon beiil pedig az Aphanizomenonaceae csaladba
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tartoznak (Guiry, 2019). A Chrysosporum nemzetség néhany éve kertilt
elkiilonitésre az Aphanizomenon nemzetségtdl elsGsorban molekularis
biologiai tulajdonsagok alapjan (Zapomlova et al., 2012; Komarek et al.,
2014). Fonalaik 4ltalaban egyenesek, jellemzden maganyosak. A fonal
vegetativ  sejtjei hosszukasak, koztik a sejthatar jol kivehetd.
Heterocisztaik segitségével 1égkori nitrogén fixalasara képesek. A
heterocisztak leginkabb gdmbdlytiek, vagy elliptikusak, de mindig
egyesével, a vegetativ sejtek kozé ekelddve taldlkozhatunk veliik, a fonal
végén sohasem képzddnek. A vegetativ sejtektdl egyértelmiien
elkiilonithetok. Szaporito- és kitartd képleteik az akinétak, melyek gdmb
vagy ovalis alakiak. A vegetativ sejtek kozott képzddnek, altalaban
egyesével, viszont nagyon ritkdn egymas mellett két vagy akar tobb

akinéta is képzddhet (Zapomelova et al., 2012).

3.2. Nevelési koriilmények

A Scenedesmus obtusus nevelése Jaworski tapoldatban (CCAP
Media Recipes n.d.), 50 mL végtérfogatban, 14 6ra megvilagitds (40
umol foton m’ s_l), 10 ora sotét fotoperiddus alkalmazaséaval, 24°C-on,
razatott tenyészetekben tortént. A kisérletek idotartama 14 nap volt.

A Haematococcus pluvailis nevelése Optimised Haematococcus
Medium-ban (OHM, Fabregas et al., 2000), 200 ml végtérfogatban, 14
6ra megvilagitas (80 pumol foton m > s '), 10 éra sotét fotoperiodus
alkalmazasaval, 24°C-on, steril levegével  buborékoltatott

tenyészetekben tortént. A kisérletek id6tartama 12 nap volt.
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A Scenedesmus obtusus és a Haematococcus pluvialis izolatumok
esetében a foszfat-€heztetett tenyészetek nevelése megegyezd
koriilmények kozott, de foszfatmentes tapoldatokban tortént. A
cisztaképzés indukélasara bedllitott H. pluvialis tenyészetek (indukalt
tenyészetek) tapoldatdhoz natrium-acetat és hidrogén-peroxid kertilt
hozzaadasra (45 illetve 0,01 mM végkoncentracio; Kobayashi et al.,
1993).

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

kisérletek idétartama 12 nap volt.

3.3. A cianobakterialis sejtkivonatok eléallitasa

A kivonatok elkészitéséhez 14 napos cianobaktérium (C+ és C—)
tenyészeteket centrifugaltuk (6000 xg, 10 perc, Beckman Avanti J-25).
A feliiluszo eltavolitasat kovetden a cianobaktérium sejteket haromszori
fagyasztas-olvasztassal valamint szonikaldssal (15 perc) tartuk fel. Az
igy eldallitott szuszpenziot neveztik teljes sejtkivonatnak. A
Chlorococcum sp. kezelésénél alkalmazott Un. centrifugélt sejtkivonatot
a teljes cianobakteridlis sejtkivonat centrifugalasaval (Heraeus Fresco
17, 13000 rpm, 5 perc) allitottuk eld. A CYN tartalmt kivonat toxin

crer

700 késziilek, poliimid boritast szilika kapillaris, 80 cm teljes hossz, 50
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pum belsé atmérd, 0,15 perc hidrodinamikus injektalas, 100 mbar, +25kV
fesziiltség, 20 perc futtatasi ido).

3.4. A kisérletek kivitelezése

tesztorganizmusok vizsgalatok
S = *Condbiumszam
Tow 2 [ «klorofill koncentracié [~ 2 naponta

mintavétel
— «foszfat koncentracié — 2., 7., 14. napokon

foszfataz aktivitas ~ — 0., 7., 14. napokon

/I S. obtosus

— > s
+*sejtszam + morfologia } 2 naponta

cianobakterialis mintavétel ~foszfat koncentracio
—

sejtkivonatok H. pluvialis

"

~foszfataz aktivitas — 0.,7., 12. napokon

(R

» e T
. , sejtszam
LR mintavétel s e } 2 naponta
A «foszfat koncentracio
Chlorococcumn sp.

8. abra. Az egyes kisérlettipusok attekintése.

3.4.1. Kiilonb6zd cianobakteridlis sejtkivonatok Scenedesmus obtusus

zoldalgara gyakorolt hatasainak vizsgéalata

Vizsgalataink soran Scenedesmus obtusus tenyészeteket CYN
tartamu (C+) valamint CYN-t nem tartalmazé (C—) cianobakteridlis
kivonattal kezeltiink. Ezek mellett bedllitdsra keriiltek tgynevezett
kiegészitéses kisérletek, mely soran a S. obtusus tenyészetekhez C—

kivonat és tisztitott CYN keriilt hozzdadasra (C—C). Annyi CYN-
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tartalmt cianobakteridlis sejtkivonat, illetve a kiegészitéses kisérleteknél
tisztitott CYN keriilt hozzdadasra, hogy az egyes kezelések végsd toxin
koncentracioja 1; 1,5; 2 és 2,5 pg ml™' legyen (9. 4bra). A toxinmentes
kezelések eloallitasdhoz a S. obtusus tenyészetekhez a toxin tartalmu
kezelések soran felhasznalt cianobakteridlis sejtkivonattal ekvialens
mennyiségli C— sejtkivonatot adtunk, az ekvivalens mennyiség
meghatarozasa a CYN-tartalmu kivonatra jellemz0 cianobaktérium

sejtszamot alapul véve tortént.

Scenedesmus obtusus+ Jaworski tapoldat Jaworski tapoldat
(negativkontroll)

Kontroll 1.0 1.5 2.0 25 1,0 1.5 2.0 2

CYN-tartalma Chyrsosporum ovalisporumkivonat (ug ml"! CYN)

9. dbra. A CYN-tartalmi ciankbakterialis sejtkivonattal valo kezelés (C+)
Osszedllitisa. Nem toxin tartalmu sejtkivonatok (C—) esetén a CYN-tartalmu
kivonattal ekvialens mennyiségili kivonat keriilt hozzaadéasra a tenyészetekhez.
A kiegészitett kezelésekben a C— sejtkivonat mellett tisztitott CYN keriilt
hozzaadasra, a végsé toxin koncentracid megegyezett a CYN-tartalmu
kivonattal torténé kezelések soran beallitott toxinkoncentraciokkal (1,0; 1,5;

2,0;2,5 ugml™).
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Az adott kezeléseknek megfeleld un. negativ kontroll tenyészetek
is Osszeallitasra keriiltek. A negativ kontroll tenyészetek zoldalgat nem,
csak a cianobakteridlis sejtkivonatot tartalmaztak (9. abra). A negativ
kontroll tenyészetek az egyes kezelésekben mért értékek korrekcidjaul
szolgaltak. Ezek mellett a foszfatdz enzimek indukcidjanak tesztelésére
beallitasra kertiltek foszfat ¢heztetett tenyészetek is (1d. 3.2. fejezet).

A kisérletek minden madasodik napjan tortént mintavétel
condbiumszam meghatarozashoz (10 pl, 400x nagyitds, Olympus
BXS50F-3 mikroszkdp), valamint tovabbi 1 ml mintat centrifugaltunk,
(16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco 17) A kiilonvalasztott feliiliszot a
foszfatfelvétel meghatarozéasara (Id. 3.6. fejezet), az alga-biomasszat a
klorofill koncentracié mérésére (ld. 3.5. fejezet) hasznaltuk fel. A
kisérletek 0., 7. és 14. napjan tovabbi 4 x 400 pl mintét vettiink savas és

alkalikus foszfatdz mérésekhez (1d. 3.7. fejezet).

34.2. A CYN tartalmt cianobakteridlis sejkivonatok Haematococcus

pluvialis z6ldalgéra gyakorolt hatdsainak vizsgalata

Munkank sordn Haematococcus pluvialis tenyészetekhez olyan
mennyiségben adtuk hozza a CYN-tartalmt cianobakterialis kivonatot,
hogy az egyes kezelések végso toxin koncentracidja 0,025; 0,05; 0,1 és
0,5 pg ml' legyen. Csak cianobakterialis kivonatot tartalmazd un.
negativ kontroll tenyészetek itt is bedllitasra keriiltek, melyek f6 célja az

egyes kezelésekben tapasztalt valtozasok korrekcioja volt (10. abra).
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Haematococcus pluvialis + OHM
Optimised Haematococcus Medium (OHM) (negativ kontroll)

( \ ( \

Kontroll 0,025 0,05 0.1 0.5 0,025 0,05 0.1 0.5

k /
|

CYN-tartalmu Chryosporum ovalisporum kivonat (ug ml-! CYN)

10. abra. A Haematococcus pluvialis z0ldalga tenyészetek kezelése CYN-

tartalmu ciankbakterialis sejtkivonattal.

Ezeken kiviil bedllitdsra keriiltek indukalt (a cisztaképzés
serkentéséhez specidlis tidpoldatba oltott) ¢és foszfat ¢Eheztetett
tenyészetek is (Id. 3.2. fejezet). Minden masodik napon tortént
mintavétel sejtszamolasra (10 pl, 400x nagyitds, Olympus BXS50F-3
mikroszkdép). Vegetativ sejteknek az ostorral rendelkezd sejteket
tekintettilk, mig az ostorukat elvesztett, jellegzetesen atalakult sejtfala
sejteket cisztdknak tekintettiik. Kiilon szamolasra keriiltek a zold és
z0ld-piros vegetativ sejtek (ZV, ill. ZPV), a zold ¢€s zdld-piros cisztak
(ZC, ill. ZPC), valamint a teljesen piros cisztak, az érett aplanosporak
(PC). A tenyészetek foszfat koncentracidinak meghatdrozasdhoz 1 ml
mintat centrifugdltunk (16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco 17), a
feliiluszot feldolgozasig (1d. 3.5. fejezet) -20°C-on taroltuk. Ezen kiviil a
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kisérletek 0., 7. és 14. napjan tovabbi 4 x 400 pl mintat vettiink savas és

alkalikus foszfataz aktivitds mérésekhez (1d. 3.7. fejezet).

3.4.3. CYN tartalma cianobakteridlis sejtkivonatok Chlorococcum sp.

zo6ldalgara kifejtett hatdsainak vizsgalata

A Chlorococcum sp. tenyészetekhez a zoldalga sejtszammal
azonos (1:1), valamint kétszeres (1:2) és négyszeres (1:4) Chrysosporum
ovalisporum sejtszamnak megfeleld mennyiségli teljes és centrifugalt
cianobakterialis sejtkivonatot adtunk (11. abra). Az Osszeallitott 1:1
kezelésben 0,04 pg ml', az 1:2-ben 0,09 pug ml™, az 1:4 kezelésben
pedig 0,17 pg ml" volt a CYN koncentracidja a kisérlet kezdetekor.
Minden masodik napon vettiink mintat sejtszdm meghatarozasra (10 pl,
400% nagyitas, Olympus BXS50F-3 mikroszkop), tovabba a feliiliszo
tapanyag tartalmanak meghatarozéasara (1 ml; centrifugalas: 16200 xg, 5

perc, Heraeus Fresco 17, tarolas feldolgozasig: -20°C).

L L
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Chlorococcum kontroll cmuroooocum (200 000 sejt mi) Chlorococcum (200 000 sejt mi-") cmu ocoocum (200 000 sejt mi)
(200 000 sejt mt-") Chrysosporum sejtkivonat rysosporum sejtkivonat rysosporum sejtkivonat
(200 OUO sejt mi'-nek megfeleld mennyiség) (400 GDG sejl mi-nek megfeleld mennyiség) (800 UDD sejl m\ -nek megfelels mennyiség)
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11. abra. A Chlorococcum sp. zodldalga tenyészetek kezelése CYN-tartalmu

ciankbakterialis sejtkivonattal.

3.5. A Kklorofill koncentricié meghatarozasanak menete

A klorofill koncentraci6 meghatirozasdhoz az egyes kezelésekbol
vett 1 ml minta centrifugélasa, és a feliiliszo eltavolitasa utan maradt
alga-biomassza kertilt felhasznalasara.

A centrifugalassal 6sszegytijtott sejtekhez 500 pl metanolt adtunk,
majd homogenizalds utan 70°C-os vizfiirddben els6 forrasig
melegitettiik. A forras utdn tovabbi 500 pl metanol keriilt hozzdadasra.
Az igy kapott elegyet centrifugaltuk (16200 xg, 5 perc, Heraeus Fresco
17), a feliiluszot 653, 666 és 750 nm-en fotometraltuk (Hach Lange DR
6000 UV-VIS). Az egyes mintak klorofill koncentracioit Felfoldy (1987)

alapjan szamitottuk, és ug ml™”-ben adtuk meg.

3.6. A foszfat koncentracio meghatarozasanak menete

A foszfat koncentracié meghatarozasahoz az egyes kezelések 200
ul sejtmentes feliilluszoja keriilt felhasznalasra. A szabad, reaktiv foszfat
mennyisége spektrofotometridsan (Hach Lange DR 6000 UV-VIS),
foszfor-molibdenat modszerrel mértiik (MSZ EN ISO 6878 2004). A
mérés azon alapszik, hogy a reagensben talalhatd molibdenat ionok a

mintakban 1év0 ortofoszfat ionokkal reagalva foszfor-molibdenat
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komplexet képeznek, mely kék szinli vegyiiletté redukéalodik kénsavas
kozegben. A redukaloszer az aszkorbinsav, a folyamat katalizatora a
kalium-antimonil-tartarat. A kialakult komplex elnyelési maximuma 885

nm hulldmhosszon van. A kék szin intenzitdsa ardnyos a mintaban 1évo

crer

crer

egységnyi szamu (10°) condbiumra vonatkoztatva, pg ml'-ben adtuk

meg. A Haematococcus pluvialis és Chlorococcum sp. esetében a

crer

crer

3.7. A foszfataz enzimek aktivitasanak mérése

Elézetes vizsgalataink alapjan a Scenedesmus obtusus foszfataz
enzimei pHS és pHY9, a Haematococcus pluvialis fosztatdz enzimei pHS
¢s pH11 kémhatasi kozegben mutatnak maximalis aktivitast, ezért
vizsgélatainkat pHS, pH9 ¢és pH11 pufferek alkalmazasaval végeztiik
(pHS5: 49 mM kalium-hidrogén-ftalat; pH9: 125 mM néatrium-tetraborat;
pH11:24,99 mM nétrium-hidrogén-karbonat).

A foszfataz aktivitds in situ méréséhez Tabatabai és Bremner
(1969) valamint Thlenfeldt és Gibson (1975) kis mértékben modositott
modszereit alkalmaztuk. A mintdk 400 pl-éhez 500 pl megfeleld
kémhatéasu puffert adtunk (pHS/pH9/pH11). Az elegyeket 400 pl para-
nitro-fenil-foszfat oldattal (pNPP) egészitettiik ki (végkoncentracio 8
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mM), majd az dsszedllitdsokat 60 percig 24°C-on, sotétben inkubaltuk.
A pNPP hozzaadasaval kezd6dott az enzimreakcid, melyet 500 pl ,,stop
oldat”-tal allitottunk le. A ,,stop oldat” 0,2 M Na,HPOs-ot tartalmazott 1
M NaOH-ban feloldva. Az elegyeket centrifugaltuk (1000 x g, 1 perc,
Heraeus Fresco 17), és a reakcio soran a pNPP-bdl atalakitott pNP
mennyiségét spektrofotometriasan (Hach Lange DR 6000 UV-VIS), 400
nm hulldmhosszon hataroztuk meg a reakcié kezdetén ,,stop oldat”-tal
leallitott reakcioelegyekkel szemben. Az enzimaktivitast a S. obtusus
esetében condbiumszamra vonatkoztatva, pmol pNP 10° c6nobium ' éra
1 egységben, a H. pluvialis esetében sejtszamra vonatkoztatva, pmol

pNP 10° sejt” ora” egységben adtuk meg.

3.8. Statisztikai elemzés

Minden kisérletet haromszoros ismétlésben végeztiink el. A .
conobium- ill. sejtszamok tendencidinak dsszehasonlitdsdhoz és a foszfat
felvételre vonatkozd adatok statisztikai elemzéséhez egyszempontos
kovariancia analizist (ANCOVA) alkalmaztunk (Zar, 1996, Hammer et
al., 2001). A foszfataz aktivitasban, klorofill koncentracioban, az S.
obtusus tenyészetek 14. napi cOnobiumszamaban, és a H. pluvialis
sejttipusainak aranyaiban bekdvetkezett valtozasokat egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) elemeztiik. A statisztikai értékeléshez a

PAST (Hammer etl., 2001) és SigmaPlot programokat hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A Kkiilonb6zo cianobakterialis kivonatok hatasa a Scenedesmus

obtusus zoldalgara

4.1.1. A S. obtusus tenyészetek ndvekedésében bekdvetkezett valtozasok

Conobiumszam

A cilindrospermopszin tartalmi cianobakterialis kivonattal
torténd kezelések (C+) esetén a kontroll és az egyes kezelések (1.,0; 1,5;
2,0; 2,5 C+) novekedésének tendencidiban 1évé kiilonbségek nem
bizonyultak statisztikailag szignifikansnak. A tenyészidd 2. és 10. napja
kozott a condobiumszamoki nagyobbak voltak a kezelt tenyészetekben,
mint a kontroll tenyészetben, a 10. naptél azonban egyre inkabb
megnyilvanuld novekedésgatlas valt megfigyelhetévé, mely gatlas
mértéke annal nagyobb volt, minél nagyobb mennyiségben volt jelen a
kivonat a rendszerben. A novekedés tendencidi - ahogyan azt fentebb
emlitettiik - ugyan nem kiilonboztek szignifikansan, az 1,5 C+, 2,0 C+ és
2,5 C+ kezelések 14. napi condbiumszam értékei azonban szignifikansan
(»<0,05) kisebbek voltak (p<0,05), mint a kontroll tenyészet
conobiumszama (12a. abra). A legnagyobb novekedésgatlas (42%) a 2,5

C+ kezelésben volt kimutathat6 (12a. dbra).
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A foszfat-éhezés hatdsira a S. obtusus cOnodbiumszamanak
novekedésében a kontroll tenyészethez képest nem tortént szignifikans
gatlds (12a. abra). A foszfat-¢heztetett tenyészetek condbiumszama
csupan 6%-al volt alacsonyabb a kontroll tenyészet condbiumszamanal.

Osszevetve eredményeinket a rendelkezésiinkre 4116 irodalmi
adatokkal (Campos et al., 2013; Pinheiro et al.,, 2013), illetve a
vizsgalataink soran alkalmazott masik két algafaj (H. pluvialis; 4.2.
fejezet, Chlorococcum sp.; 4.3. fejezet) esetében tapasztalt
véltozasokkal, tovabba figyelembe véve azt, hogy a S. obtusus
izolatumnal alkalmazott toxin koncentracidk (1,0 - 2,5 pg ml™) relative
magasnak szamitanak, elmondhato, hogy az altalunk vizsgalt S. obtusus

crcr

foszfat hidnyra nem érzékeny az alkalmazott két hét expozicios idon
beldl.

Nem cilindrospermopszin tartalmu Kkivonattal torténd
kezeléseink (C—) esetében novekedésgatlas semelyik tenyészet esetében
nem volt kimutathato. Mind az egyes kezelések conobiumszam
novekedésének tendencidjat, mind pedig a 14. napi condbiumszamot
tekintve elmondhat6, hogy, az 1,5; 2,0 és 2.,5 C— kezelésekben a S.
obtusus condbiumszadma szignifikansan nagyobb volt (p<0,05), mint a
kontroll tenyészeté (12b. abra), vagyis a C— kivonat serkentette a S.
obtusus condbiumszam novekedését. A 14. napon, a kisérleti id6 végére
az 1,0 C— kezelés condbiumszama 29%-kal, az 1,5 C— kezelés
conobiumszama 61%-kal, a 2,0 C— kezelésé¢ 83%-kal, mig a 2,5 C—
kezelés condbiumszama 95%-kal volt magasabb a 14. napon a kontroll

tenyészet conobiumszamahoz képest.
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A kiegészitett kezelések (C—C) esetében sem volt megfigyelhetd
novekedésgatlas, hasonléan a C— kezelésekhez, Az 1,5; 2,0 és 2,5 C—+C
kezelések esetében a condbiumszam  valtozasok tendenciaja
szignifikdnsan eltért a kontrollétél, a 14. napra vonatkozott
condbiumszamok szignifikansan nagyobbak voltak (p<0,05), mint
kontroll tenyészet condbiumszama (12c¢. abra). A kisérletek 14. napjara a
conobiumszam az 1,0 C—+C kezelésben 10%-kal, az 1,5 C—+C
kezelésben 37%-kal, a 2,0 C—+C kezelésben 57%-kal, a 2,5 C-+C
kezelésben 53%-kal volt nagyobb, mint a kontroll tenyészetben.

Osszehasonlitva a C+, C— és C—+C kezeléseket, elmondhaté, hogy
a C— é C—+C kezelések soran a condbiumszamok szignifikansan
magasabbak voltak (p<0,05), mint a C+ kezelésekben. Az expozicio
utolsé napjan a C— és C—C kezelések kozott nem volt szignifikans
kiilonbség a condbiumszamokban. A tapasztalt novekedés-serkentés
hatterében feltehetéleg a kivonattal bevitt egyéb metabolitok,
tapanyagok, hormonhatasu vegyiiletek allhatnak, melyek bizonyos ideig
fokoztak az S. obtusus novekedését, illetve kompenzaltak a toxin negativ
hatasat a C+ kezelésekben. Hangstlyozand6 azonban, hogy a tisztitott
CYN-nal kiegészitett kivonatok (C—C) nem idéztek elé olyan mértéki
serkentést a novekedésben, mint a CYN-t nem tartalmazé kivonatok
(C—), hiszen amig a 2,5 C— kezelésben a condbiumszam 95%-kal volt
nagyobb a tenyészid6 14. napjan, mint a kontroll tenyészet
condbiumszama, addig a 2,5 C—C kezelésben ez az érték csak 53%
volt. A C— kezelésekben a novekedés-gatlas hidnya megerdsiti, hogy a
C+ kezelések soran tapasztalt novekedés-gatlasban a CYN-nak

egyértelmiien szerepe van. Ugyanakkor a C—+C kezelésekben a
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novekedés-gatlas hidnya alapjan feltételezhetd, hogy a CYN-t termeld
cianobaktérium extracellularis matrixdban jelen vannak egyéb olyan
metabolitok is, melyek szinergista modon fokozzak a toxin hatéasat, és
amelyek a CYN-t nem termeld izolatumbdl hidnyoznak.

Jelen eredmények targyaldsanal mindenképpen hangsulyozni kell,
hogy az egyes izoldtumok eltéréen reagdlhatnak kiilonb6z6 CYN
torténd kezelésekre. A toxin alacsonyabb koncentracidkban fokozhatja a

tenyészet novekedését (Campos et al., 2013; Pinherio et al., 2013).

crer

crer

novekedésgatlast okozott a C. vulgaris tenyészetekben (Campos et al.,
2003). Pinheiro és munkatérsai (2013) 2,5 pg ml”' CYN koncentracioju
cianobakterialis kivonat mellett az expozicié 4. napjan tobb, mint 50%-
os novekedésgatlast mutatottak ki Chlamydomonas reinhardtii és
Nannochloropsis sp. torzsek esetében.

A fentebb bemutatott eredmények, valamint a vizsgélataink soran
alkalmazott masik két algafaj (H. pluvialis; 4.2. fejezet, Chlorococcum
sp.; 4.3. fejezet) esetében tapasztalt valtozasok, és a rendelkezésre allo
csekély szamu szakirodalmi adat ismeretében kijelenthetd, hogy a
munkacsoportunk altal vizsgalt S. obtusus izolatum nem érzékeny a
tenyészetek cOnobiumszamaban tapasztalt valtozdsok pedig arra

mutatnak ra, hogy a S. obtusus a foszfat hianyra sem érzékeny. Ez nagy
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valosziniiséggel a zoOldalga sejtjeiben megtaldlhatd polifoszfat testek

jelenlétével magyarazhaté (Moudrtikova et al. 2017).

Klorofill-koncentracio

A Klorofill-koncentracié eltér6 képet mutat a tenyészetek
novekedésérél, mint a conobiumszam: klorofill-tartalom alapjan
novekedés-gatlas egyik kezelés esetében sem volt kimutathato.

A C+ kezelések esetében a kisérletek 7. napjan a 2,5 C+ kezelés
soran mért klorofill tartalom szignifikdnsan magasabb volt (»p<0,05) a
kontroll tenyészetben mérhetohoz képest (13a. abra). A 14. napon
minden kezelés esetében szignifikansan magasabbak voltak (p<0,05) a
klorofill koncentraciok, mint a kontroll tenyészet 14. napjan mért érték
(13a. abra).

A C— kezelések esetében az egyes kezelések klorofill
koncentracioi mar az expozicid 7. napjan is szignifikdnsan magasabbak
voltak, mint a kontroll S. obtusus tenyészet mért klorofill koncentracio
(13b. é4bra). A 14. napon a 2,0 és 2,5 C— kezelések klorofill
koncentracioi voltak szignifikansan magasabbak (p<0,05), mint a
kontroll tenyészetben (13b. abra).

A kiegészitéses kisérletek (C—C) esetében az 1,0 C—C tenyészet
14. napi klorofill koncentracioi kivételével minden kezelésben a 7. és a
14. napon mért klorofill értékek szignifikansan magasabbak voltak
(»<0,05), mint ugyanazon napokon a kontroll tenyészetben mért értékek

(13c. abra).
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13. abra. Valtozasok a S. obtusus klorofill koncentraciojaban az egyes

kezelések hatasara a 0., 7. és 14. napokon: a) CYN-termeld Aphanizomenon

kivonat (C+), b) nem CYN-termeld Aphanizomenon kivonat (C—), ¢) nem

CYN-termeld Aphanizomenon kivonat kiegészitve CYN-nel (C—C ). A

hibasadvok az atlagok szorasai, n=3. A szignifikdns kiilonbséget (p<0,05) a

kezelések kozott kisbetiik (a-c), a napok kozott csillag (*) jeloli.

Adott kezelésben az egyes iddpontokban mért klorofill-a értékeket

Osszevetve lathatd, hogy mindharom kisérlettipus esetén mar a 7. napi

klorofill koncentraciok is szignifikdnsan magasabbak voltak (p<0,05) az
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adott tenyészetben mért 0. napi koncentracioktol, ugyanakkor csak a C+
kezelések esetében volt szignifikans kiilonbség a 7. és 14. napon mért
értékek kozott, a masik két kezeléstipus esetén nem (13. abra).

A kiilonb6z6 kezeléseket 0sszevetve elmondhato, hogy a nevelési
id6 7. napjan minden C— ¢és C—+C kezelés klorofill-tartalma
szignifikdnsan magasabb volt (p<0,05), mint a C+ kezelésekben mért
értékek. A 14. napon csak a 1,5 C—+C kezelés klorofill-tartalma volt
szignifikansan magasabb (p<0,05) mint az 1,5 C+ kezelésben mérhetd
klorofill-koncentracio.

A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy minden tipust
kezelés esetében a felhasznalasra keriilt cianobakterialis kivonat
mennyiségének novekedésével nétt a sejtek klorofill-tartalma, ezek a
valtozéasok fliggetlenek voltak a kivonat toxin tartalmatol. A valtozdsok
hatterében nagy valosziniiséggel a hozzdadasra kertilt kivonat erds kék
szine altal eldidézett arnyékold hatas all, aminek kovetkeztében a S.
obtusus sejteket érd sugarzas mennyisége csokken, illetve megvaltozik a
sugéarzas hullamhossza. A megvaltozott mikrokdrnyezeti koriilmények
kompenzalasara fokozodhat az algasejtek klorofill-termelése, ahogy ezt
mas kutatok is tapasztaltdk (Bonente et al., 2012; He et al., 2015;
Ferreira et al., 2016). Az a tény, hogy a S. obtusus klorofill-termelése
nem gatlodott CYN jelenlétében, szintén az izolatum CYN-nal szembeni

alacsony érzékenységét tdmasztja ala.
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4.1.2. A S. obtusus tenyészetek foszfat felvételében bekovetkezett

valtozasok

A nevelési id6 eldrehaladtaval mind a kontroll, mind pedig a
foszfat-¢heztetett tenyészetek egységnyi condbiumszdmra szamolt
foszfat-felvétele csokkend tendenciat mutatott (14. abra). Azonban amig
a C+ kezelések esetében az expozicids 1d6 eldrehaladtaval fokozodott a
sejtek foszfat-felvétele (14a. abra), ez a tendencia sem a C— kivonattal
kezelt tenyészetek esetében (14b. 4bra), sem pedig a C—+C

kisérletsorozat esetében nem volt megfigyelhetd (14c. abra).
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14. abra. Valtozasok a S. obtusus foszfat-felvételében az egyes kezelések
hatasara a 0., 7. és 14 napokon: a) CYN-termel6 Aphanizomenon nyers kivonat
(C+), b) nem CYN-termeld Aphanizomenon kivonat (C—), ¢) nem CYN-
termeld Aphanizomenon nyers kivonat kiegészitve CYN-nel (C—+C ). A
hibasavok az atlagok szoérasai, n=3. A szignifikans kiilonbséget (p<0,05) a

kezelések kozott kisbetiik (a-d), a napok kozott csillag (*) jeldli.
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Az egyes kisérlettipusokban tapasztalt eredmények azt mutatjak,
hogy amig a C+ kezelésekben az egységnyi coOnobiumszamra
vonatkoztatott foszfat felvétele szignifikdnsan megnétt (p<0,005), addig
a C— és a C—C kezelésekben ez a hatas nem volt megfigyelhetd (14.
abra). A C— kezelt tenyészetekben és a C—+C kezelésekben a foszfat
felvétel mértéke annak ellenére is csokkent, hogy az érintett
tenyészetekben a condbiumszam ndvekedése szignifikdnsan nagyobb
volt (12. 4bra).

Figyelembe véve a foszfat-felvételben bekovetkezett valtozdsokat
(14. abra) és azt, hogy a C+ kezelések condbiumszamai a 9. naptol
csOkkenésnek indultak (12a. abra), elmondhatd, hogy a S. obtusus
foszfat felvétele a CYN-tartalmi cianobakteridlis kivonattal torténd
kezelés hatasara fokozodott (14a. abra). Vagyis a CYN hatéssal van az
altalunk tanulméanyozott S. obtusus foszfat felvételére, azonban
hangsulyozand6, hogy ezen hatas csak akkor érvényesiil, ha a toxin a
termeld sejt extracelluldris matrixdval egyiitt van jelen. Ezen
feltételezésre mutat ra az, hogy amig a C+ kezelések esetében a
csokkend condbiumszam (12. dbra) ellenére is szignifikansan fokozodott
(»<0,05) a tenyészetek egységnyi condobiumszamrara vonatkozott foszfat
felvételének mértéke (14. abra), addig a C—+C kezelésekben, a tisztitott
CYN jelenléte ellenére is csokkent a tenyészetek foszfat felvételének
mértéke (14. abra), még annak ellenére is, hogy a condbiumszam a
kivonat mennyiségének novekedésével szignifikdnsan (p<0,05)

novekedett (12. abra).
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4.1.3. Valtozasok a S. obtusus foszfataz aktivitdsaban

4.1.2.1. Savas foszfataz aktivitds

A savas foszfatdz aktivitas kontroll koriilmények kozot, a foszfat
¢heztetés sordn és a C+ kezelések esetében is folyamatosan novekedett
(14a. 4bra). A CYN-tartalma cianobakteridlis kivonatokkal kezelt S.
obtusus tenyészetek enzimaktivitdsa anndl magasabb volt, minél
nagyobb mennyiségben keriilt hozzdadasra a kivonat. A 7. és 14.
napokon mért savas foszfataz aktivitas minden C+ kezelés esetében
szignifikdnsan magasabb volt (p<0,005), mint a 0. napon mért (15a.
abra). Kiilon hangstlyozand6, hogy a 7. és 14. napokon mért savas
foszfatdz aktivitas minden esetben szignifikdnsan magasabb volt
(»<0,005), mint a kontroll tenyészetben mért aktivitasi értékek.

A C— kezelések esetében a nevelési id6 elérehaladtdval nem
valtozott sziginifikansan a savas foszfataz aktivitas (15b. abra). Az 1,0,
1,5 és 2,0 C— kezelések enzimaktivitasai a 7. és 14. napokon
szignifikansan alacsonyabbak voltak (p<0,05), mint a kontroll
tenyészetben szamitott értékek. (15b. abra).

A C—+C kezelések esetében, hasonloan a C+ kezelésekhez, mind
az id6 elérehaladtaval, mind pedig a hozzdadott toxin mennyiségének
novekedésével fokozddott a tenyészetek savas foszfatdz aktivitasa (15c.
abra). Az egyes kezelések aktivitas-értékei a kontroll tenyészetben mért
enzimaktivitasoktol szignifikansan magasabbak voltak (p<0,05; 15.

abra).
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Foszfataz aktivitas (mmol pNP 10° cénébium™ éra’™)

Foszfataz aktivitas (mmol pNP 10° cénébium™ éra™)
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15. abra. Valtozéasok a S. obtusus savas foszfataz aktivitasaban (pHS5) az egyes
kezelések hatdsara a 0., 7. és 14. napokon: a) CYN-termel6 Aphanizomenon
nyers kivonat (C+), b) nem CYN-termeld Aphanizomenon kivonat (C—), ¢)
nem CYN-termeld Aphanizomenon nyers kivonattal kiegészitve CYN-nel
(C—C ). A hibasavok az atlagok szérasai, n=3. A szignifikans kiilonbséget
(p<0,05) a kezelések kozott kisbetiik (a-f), a napok kdzott csillag (*) jeldli.

Osszehasonlitva a C+, C— és C—+C kisérletek sordn az ugyanazon
napokon mért savas foszfatdz aktivitdst megéllapithato, hogy a 7. és 14.
napokon a C+ kezelések aktivitasi értékei szignifikdnsan magasabbak
voltak (p<0,005) a C— és C—+C kezelések 7. és 14. napokon mért
aktivitasaindl. A C—C tenyészetek esetében a 14. napon sikeriilt a C—
kezelésekben mért aktivitasi értékektdl szignifikdnsan magasabb

(»<0,05) enzimaktivitast kimutatni.
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A savas foszfatdz enzim egy elsdsorban intracellularis fehérje,
melynek elsddleges szerepre a sejtek belsdé polifoszfat raktarainak a
mobilizacioja (Bowen és Bryant, 1978; DuBois et al., 1984).

A foszfat éheztetett tenyészetekben tapasztalt savas foszfataz
aktivitds folyamatos, noOvekedd tendencidja, valamint az egyes
mintavételi napokon (0., 7., 14.) mért enzimaktivitdsok kozotti
szignifikdns kiillonbség magyardzata lehet, hogy az elegendd
hozzaférhetd foszfor hianyaban a sejtek elkezdték sajat, belsé polifoszfat
raktaraik hasznositasat, mely magasabb savas foszfatdz aktivitast
eredményezett (Bowen ¢és Bryant, 1978; DuBois et al.,, 1984;
Moudtikova et al. 2017).

A C+ tenyészetek folyamatosan nodvekvd savas foszfataz
aktivitdsanak egyik lehetséges magyarazata a sejteket éré fokozddd
kornyezeti  stressz. Irodalmi adatok savas foszfataz aktivitas
emelkedésrdl szamolnak be, ha a sejteket valamiféle kiilso stresszhatas
éri. DuBois és munkatéarsai (1984) Nostoc sp. cianobaktérium esetén
sOtét periodus altal kivaltott, Kruskopf és Du Plessis (2004) alacsony
nitrogén ¢és foszfat koncentraciok vagy limitacié esetén fokozddott savas
foszfatdz aktivitasrol szamoltak be. Kisérleteinkben az algasejtek
szamara stresszt jelenthet a cianobakteridlis kivonat arnyékold hatésa,
illetve kiilonb6z6, a kivonattal bevitt szerves molekuldk jelenléte. A
CYN jelenlétében (C+, C—+C) a tenyészetek foszfat felvételében és
savas foszfataz aktivitdsaban bekdvetkezett valtozasok alapjan kizarhat6
a lehetdsége annak, hogy a cianobakterialis sejtkivonat kémiai
Osszetétele korlatozna a foszfor bioldgiai hozzaférhetdségét. Tovabba a

foszfat felvételre irdnyuld méréseink alapjan az is kizarhatd, hogy a
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megnovekedett savas foszfataz aktivitds mogott a toxin S. obtusus sejtek
foszfat transzportereire gyakorolt gatlo hatasa all. Annak ellenére, hogy
a C—+C tenyészetekben mért aktivitdsi értékek szignifikansan
alacsonyabbak a C+ tenyészetekben mért aktivitasi értékekeknél, a
C—+C kezelések enzimaktivitds novekedésének trendje hasonld a C+
tenyészetekben  kimutatott  tendencidhoz. Tovabba a C—+C
tenyészetekben az enzimaktivitds a 14. napon szignifikdnsan magasabb
volt, mint a C— tenyészetekben. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a
CYN szerepet jatszik a S. obtusus tenyészetekben tapasztalt savas
foszfatdz aktivitds megemelkedésében. Azonban tudomdsunk szerint
nincs arra vonatkozé irodalmi adat, miért €s hogyan indukélja a CYN a
savas foszfataz aktivitast. Egyes feltevések szerint a megndvekedett
savas foszfatdz aktivitds kapcsolatban allhat a CYN éaltal kivaltott
szignaltranszdukcios folyamatokkal (Freitas et al., 2015), de ezen

jelenség pontos magyarazata tovabbi kutatasokat igényel.

4.1.2.2. Alkalikus foszfataz aktivitas

Az alkalikus foszfataz aktivitds mindhdrom mintavételi iddpontban
a foszfat ¢heztetett tenyészetekben szignifikdnsan magasabb (p<0,001)
volt, mint a kontroll tenyészetben (16a. abra). A C+ kezelések soran a 7.
¢s 14. napokon az alkalikus foszfataz aktivitas szignifikdnsan magasabb
volt, mint a kontroll tenyészetben ugyanezen napokon, a legmagasabb
aktivitasi értékek a kisérlet 7. napjan voltak mérhetdek (16a. abra).

Kiemelked6en magas alkalikus foszfatdz aktivitast mértiink az 1,0 C+
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tenyészetben a 7. napon, mely enzimaktivitds a foszfat-¢heztetett
tenyészetben ugyanazon napon mért alkalikus foszfataz aktivitastol is
szignifikansan magasabb volt (p<0,05; 16a. abra). Ki kell hangstlyozni,
hogy a cianobakteridlis kivonatot tartalmazo tenyészetek tapoldataban
nem volt limital6 a rendelkezésre 4llo, felvehetd foszfat koncentracidja.
Az alkalikus foszfataz aktivitas az idé eldrehaladtaval, és a jelenlévo
cianobakterialis kivonat mennyiségének novekedésével csokkent (16a.
abra).

A C— kezelések alkalikus foszfataz aktivitdsai egyik esetben sem
voltak magasabbak a kontroll tenyészetben mérhetd értékektol, st a 7.
¢s 14. napokon, a 2,5 C— tenyészet kivételével, az egyes kezelések
foszfataz aktivitasai szignifikansan alacsonyabbak voltak (p<0,05), mint
a kontroll tenyészet ugyanezen napokon mért aktivitasi értékei (16b.
abra).

A kisérlet 14 napja alatt a C—+C kezelésekben az alkalikus
foszfataz aktivitas folyamatos, ndvekvo tendenciat mutatott, hasonloan a
kontroll tenyészetben tapasztalt enzimaktivitasi trendhez (16c. abra). Az
egyes tenyészetekben a legmagasabb aktivitasi értékeket a 14. napon
mértik. A 1,0 C—+C kezelés 14. napjan mért alkalikus foszfataz
aktivitas szignifikansan magasabb volt (»<0,005) a kontroll tenyészet 14.
napjan mért aktivitasi értéktol (16c. abra).
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Foszfataz aktivitas (mmol pNP 10° cénébium™ 6ra™)

Foszfataz aktivitas (mmol pNP 10° cénébium™ 6ra'1)
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16. abra. Valtozasok a S. obtusus alkalikus foszfataz aktivitasaban (pH9) az
egyes kezelések hatasara a 0., 7. és 14. napokon: a) CYN-termeld
Aphanizomenon kivonat (C+), b) nem CYN-termeld Aphanizomenon kivonat
(C-), ¢) nem CYN-termeld Aphanizomenon kivonattal kiegészitve CYN-nel
(C—C ). A hibasavok az atlagok szorasai, n=3. A szignifikans kiilonbséget
(»<0,05) a kezelések kozott kisbetiik (a-d), a napok kozott csillag (*) jeloli.

Osszehasonlitva az egyes kezeléstipusok alkalikus foszfatiz
aktivitasi értékeit elmondhato, hogy a 7. napon a C+ kezelések aktivitasi
értékei minden esetben szignifikdnsan magasabbak voltak (p<0,005),
mint a C— és C—C kezelések aktivitasi értékei. Megallapithato tehat,
hogy a kontroll tenyészetekhez képest alkalikus foszfatdz indukcio
egyértelmiien a C+ kezelésekben tortént (illetve az 1,0 C—+C
kezelésben).

Az alkalikus foszfatdzok elsddleges szerepe a kotésben 1évo

foszfat felszabaditasaban, a foszfat-észter kotések hidrolizisében rejlik
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(Kuenzler 1965, Kuenzler és Perras, 1965; Cembella et al., 1984). A
megemelkedett  alkalikus  foszfatdz  aktivitds  foszfat  limitalt
rendszerekben altalanos jelenség. Eredményeink alapjan azonban ez az
aktivitas-emelkedés CYN tartalmi kivonat esetén is megjelenik,
elsdsorban akkor, ha a CYN a cianobaktérium sajat terméke (és kevésbé
akkor, ha kiviilrdl keriil hozzaadésra). Bar-Yosef €s munkatarsai (2010)
Chlamydomonas reinhardtii tenyészetekben a kontrollnal magasabb
alkalikus foszfataz aktivitasi értékeket mutattak ki, ha a zoldalgat CYN-
termeld C. ovalisporum mediumba oltottdk a cianobaktérium eltavolitasa
utan (7-8 pg ml™), illetve ha a zoldalgat tisztitott CYN-nal (50 ug ml™)
kezelték. Zhang és munkatarsai (2017) A. ovalisporum jelenlétében
alkalikus foszfataz aktivitds emelkedést tapasztaltak Microcystis
panniformis cianobaktérium tenyészetekben. Az altalunk is kimutatott
alkalikus foszfatdz aktivitds-emelkedés tehat azt mutatja, hogy a jelenség
altalanos, a CYN jelenlétére nem érzékeny fitoplankton fajoknal is
megfigyelhetd. Az alkalikus foszfataz aktivitdsanak csokkenése a
novekvé CYN-koncentracido mellett azt sugallja, hogy a magasabb CYN
koncentraciok gatolhatjak a sejt tobb fiziologids folyamatat, tobbek
kozott a fehérjék szintézisét (Froscio et al., 2001, 2003, 2008).

A C+ kezelésekben tapasztalt enzim aktivitds emelkedés a C—
kezelésekben nem volt megfigyelhetd (16a-b. éabra). A C—C
tenyészetekben ugyan a tenyészidd eldrehaladtaval fokozodo, és a C—
kezelésekben mért aktivitdsi értékeknél szignifikdnsan magasabb
alkalikus foszfataz aktivitast sikeriilt kimutatni, viszont a kontroll
tenyészettel Osszevetve csak az 1,0 C—+C kezelés esetében volt

szignifikdnsan magasabb az enzimaktivitds a kisérlet 14. napjan (16c.
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abra). Mindez azt sugallja, hogy a C+ kezelések sordn alkalmazott CYN-
tartalmi ciaobakteridlis kivonatban jelen vannak egyéb olyan
metabolitok is, melyek szinergista modon fokozzak a toxin hatésat.
Eredményeink tehat osszhangban allnak Bar-Yosef és kutatocsoportja

(2010) fentebb is emlitett eredményeivel, ahol a 7-8 pg ml' CYN

cyey

cre

CYN. Az alkalikus foszfataz enzim indukélasara képes egyéb molekulak
meglétét feltételezi az a tanulmany is, melyben nem CYN-termeld C.
raciborskii torzsben mutattak ki kiilonb6z6, a CYN-hez hasonlé hatasu

extracellularis komponenseket (Rzymski et al., 2014).
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4.2. A Kkiilonb6zo cianobakterialis kivonatok hatasa a

Haematococcus pluvialis zoldalgara

4.2.1. A H. pluvialis tenyészetek sejtszamaban bekovetkezett valtozasok

A H. pluvialis tenyészetek osszes sejtszamat tekintve elmondhato,
hogy a CYN-tartalmu kivonat (C+) gatolta a H. pluvialis tenyészetek
novekedését (17a. abra). A hozzaadott kivonat mennyiségének
novekedésével fokozodott a tenyészetekben megfigyelheté novekedés-
gatlas mértéke, a 0,1 és 0,5 ug ml”"' CYN koncentraciok esetén a gatlas
szignifikans (p<0,005) volt. A sejtszdm csokkenés hatterében elsésorban
a H. pluvialis tenyészetek vegetativ sejtszamanak csokkenése all (17a.
abra). A statisztikai elemzés alapjan a 0,1 és 0,5 C+ tenyészetek esetén
volt a ndvekedés-gatlas mértéke szignifikans (p<0,05; 17a. abra).

A cianobakteridlis kivonat ndvekvé mennyisége fokozta a
cisztaképzodést az expozicidé 4-7. napjan (kiilondsen a 0,1 és 0,5 C+
kezelések esetében), azonban a 14. napra az egyes kezelésekben a
cisztaszam minden esetben szignifikansan alacsonyabb volt (p<0,05) a
kontroll tenyészetben tapasztalt értéknél (17b. abra).

A foszfat-¢éheztetett tenyészet sejtszama Osszes €s vegetativ sejt
tekintetében kisebb volt, mint a kontroll és a C+ kezelt tenyészeteké
(17a. abra). Az ¢Eheztetett tenyészetek cisztaszama azonban
szignifikdnsan magasabb (p<0,05) volt mind a kontroll, mind a

kezelések cisztaszamanal (17b. abra).
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Az indukélt tenyészetek Osszes ¢és vegetativ sejtszama is
szignifikdnsan alacsonyabb volt (p<0,05) a kontroll és a cianobakterialis
kivonattal kezelt tenyészetekben szdmolt értékekhez képest (17a. abra).
Az inokulalaskor alkalmazott azonnali indukcio (oxidativ stressz) lehet
az oka annak, hogy az indukalt tenyészetek cisztaszama is szignifikansan
alacsonyabb volt (»<0,05) a kontroll, a 0,1 és 0,5 C+, valamint a foszfat-

¢heztetett tenyészetek cisztaszamanal (17b. abra).
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17. abra. Valtozasok a Heamatococcus pluvialis vegetativ sejt (a) €s ciszta (b)
szamaiban a kezelések hatasara. A hibasavok az atlagok szordsai, n=3. A

szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) kisebetiik (a-d) jelolik.

A bemutatott eredmények azt sugalljak, hogy a munkacsoportunk
altal vizsgalt H. pluvialis torzs még alacsonyabb toxin-koncentraciok
alkalmazdsa esetén 1is érzékenyebben reagal a CYN-tartalma
cianobakterialis kivonattal torténd kezelésre, mint az altalunk vizsgalt S.
obtusus izolatum (Dobronoki et al., 2019). Eredményeink alapjan az

alkalmazott H. pluvialis izolatum érzékenysége a Campos ¢és
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munkatarsai  (2013) altal vizsgalt C. vulgaris érzékenységével
kivonattal tortén0 kezelés hatasara tapasztaltak gatlast a zoldalga
sejtszam-novekedésben.

A cisztaszdm tekintetében elmondhat6, hogy alacsony (0,025-0,05
g ml™) toxin-koncentracié nem befolyésolta a cisztaképzédést, azonban
a CYN nagyobb koncentracidja (0,1 - 0,5 pug ml') a 4-7 napokon
magasabb cisztaszamot eredményezett, mint a kontroll tenyészetben. Azt
mondhatjuk tehat, hogy ebben a koncentracioban a CYN stressz-
faktorként indukalja a cisztaképzddést (17b. é&bra). Hangstlyozandd
azonban a kontrollban tapasztaltnal alacsonyabb cisztaszam a 14. napon,
aminek hatterében a kontroll nagyobb sejtszama, illetve fizioldgids
folyamatok 4llhatnak (pl. a CYN proteinszintézist irreverzibilisen gatlo
szerepe; Terao et al., 1994; Froscio et al., 2001, 2003, 2008). Azt is ki
kell emelni, hogy a kialakuld mozgasképtelen sejtekben a szinanyag-
felhalmozds nem indult meg markansan (1d. 4.2.1. fejezet). A
cisztaképzési folyamatokra irdnyuldé adataink mas kutatocsoportok
eredményeivel torténd mérvadd Osszevetése nem lehetséges, mivel
tudomasunk szerint nincs szakirodalmi adat arra vonatkozdan, hogyan
befolyésoljak a cianotoxinok, koztilk a CYN az algafajok kitartoképlet-
képzését.

A foszfat-¢heztetett tenyészetben tapasztalt, mind a kontroll, mind
az indukalt, mind pedig az egyes CYN-kezelések cisztaszamatol
szignifikansan magasabb (p<0,05) cisztaszam arra enged kovetkeztetni,
hogy a vizsgalt H. pluvialis izoldtum cisztaképzésének indukcidjaban a

tapanyag limitacid hangstlyosabb szerepet jatszik, mint a folyamat
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indukalasara ,,hagyomanyosan” alkalmazott oxidativ stressz (hidrogén-

peroxid).

4.2.2. A sejtek morfoldgiai valtozasai a H. pluvialis tenyészetekben

Kisérleteink  sordan a  H.  pluvialis  tenyészetekben
megkiilonboztetett zold vegetativ sejtjek (ZV), zold cisztak (ZC) és zold-
piros cisztdk (ZPC) aranyaiban bekovetkezett valtozasokat értékeltiik,
mely sordn az adott kezelésben adott napon szamolt Osszes sejtszamot
tekintettiik 100%-nak, €és az egyes sejtipusok aranyat ehhez viszonyitva
adtuk meg A zO6ld-piros vegetativ sejtek (ZPV), illetve a piros cisztak

(PC) aranya elhanyagolhaté maradt a kisérletek soran.

4.2.2.1. A zold vegetativ sejtek ardnyanak valtozasai a H. pluvialis

tenyészetekben

A kontroll tenyészet zold vegetativ sejtjeinek ardnya a kisérlet 9.
napjaig szignifikdnsan nétt (p<0,005) a 0. naphoz képest. (18. ébra;
Fiiggelék1, Fla. tablazat) A 12. napra a ZV arany visszaesett (18. abra),
ez a 4. és a 7. napokon szamolt értekekhez képest eredményezett
szignifikansan alacsonyabb (p<0,05) ZV aranyt (1. fiiggelék, Fla.
tablazat).

A CYN-tartalmi cianobakteridlis kivonattal kezelt tenyészetek
esetében a kontroll tenyészetben tapasztalt tendencia csak a 0,025 C+

kezelés esetén volt megfigyelhetd (18. abra; 1. fliggelék, F1b. tablazat).
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A 0,05 C+ kezelés sordn a ZV ardny az expozicido végéig
szignifikansan nagyobb volt (p<0,001), mint a 0. napon (18. abra; 1.
fliggelék, Flc. tablazat). A 2-12 napokon szadmolt ZV aranyok kozott
nem volt szignifikans kiilonbség (1. fiiggelék, Flc. tablazat).

Az alkalmazott legmagasabb CYN koncentraciok esetén (0,1; 0,5
C+) a ZV aranyok a 2. naptol csokkentek (18. abra). A 0,1 C+ kezelés
esetén a 12. napra a 2-9. napinal szignifikdnsan kisebb (p<0,05) volt a
ZV arény (1. fiiggelék, F1d. tdblazat). Hasonloan alakult a ZV arany a
0,5 CYN kezelés soran is azzal a kiilonbséggel, hogy a 4-12. napok ZV
aranyaban nem volt szignifikans kiilonbség (1. fiiggelék, Fld,e.
tablazat).

A foszfat-€heztetett tenyészetben szintén a 2. naptol szignifikansan
csokkent a ZV arany. Az indukalt tenyészetben is hasonl6 tendencia volt
megfigyelhetd, itt a 2. naptol kezdédden minden napon szignifikansan
kisebb ZV arany volt tapasztalhatdo (p<0,005; 18. abra; 1. fiiggelék,
F1f,g. tdblazat).

A kilonbozd tipusu  kezelések kozott adott  idOpontban
megfigyelheté ZV aranyokat dsszevetve elmondhatd, hogy szignifikans
kiilonbségek (p<0,05) csak a 4., 7. és 12. napokon voltak kimutathatéak
(2. fuggelék, F2c, d, f. tablazat). Az id0 elérehaladtaval egyre tobb
kezelés mutatott egymastol szignifikdns kiilonbséget, tobb mintavételi
napra jellemzd, hogy minél magasabb koncentracidban tartalmaztak a
tenyészetek CYN-t, a sejtjeik kozott annal kisebb ardnyban voltak ZV
sejtjek (p<0,05; 2. fiiggelék, F2f. tablazat; 17. abra).

Az eredmények alapjan lathatdo, hogy a CYN-tartalmu

cianobakterialis kivonat ndvekedés-gatlo hatast fejt ki a H. pluvialis
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z01d, ostoros vegetativ sejtjeire, mely altal csokken a tenyészetek ZV
aranya (18. abra). A foszfat-¢hezés és a cisztaképzést, illetve karotinoid
felhalmozast célzd indukcid szintén a ZV ardny csokkenéséhez vezetett,
méghozzd a CYN-kezelésnél erdteljesebb mértékben (18. é4bra). Ez
Osszhangban 4ll az irodalmi adatokkal, melyek szerint a tapoldathoz
meghatarozott koncentracioban hozzaadott hidrogén-peroxid €s natrium-
acetat a cisztaképzést indukaljak (Kobayashi et al., 1993), mely egyitt
jar a vegetativ sejtszam lecsokkenésével. Meg kell jegyezni, hogy
(0,025; 0,05 C+) fokozddott a tenyészetekben szamolt ZV arany (18.
abra). A jelenséget a cianobakteridlis kivonatban jelenlévd tapanyagok,
hormonhatdsu vegyiiletek hatasdval magyarazhatjuk, mely anyagok
kompenzalhatjdk a cianotoxin negativ hatésait, fokozhatjak a sejtszam,
jelen esetben a zold vegetativ sejtek szdmanak ndvekedését (Sergeeva et
al., 2002; Stirk et al., 2002; Tsavkelova et al., 2006; Hussain et al.,
2010).
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18. abra. A z0ld vegetativ sejtek aranyainak valtozasai a H. pluvialis

tenyészetekben 12 nap alatt. A hibasavok az eredmények szorasai (n=3).

4.2.2.2. A z0ld cisztdk ardnyéanak valtozéasai H. pluvialis tenyészetekben

A kontroll tenyészetben a ZC arany a 0. napon volt a legmagasabb
(19. abra), a tobbi mintavételi napon a ZC arany szignifikansan csokkent
a 7. napig (p<0,005), majd a 7. naptdl novekedett az expozicio végeig, a
12. napra a 7. napon szadmoltnal szignifikdnsan nagyobb ZC aranyt
eredményezve (3. fliggelék, F3a. tablazat).

A legalacsonyabb CYN koncentraciok mellett (0,025 és 0,05 C+
kezelések) szintén csokkent a ZC arany (19. abra), ez a csokkenés a
teljes expozicids id6 alatt megfigyelhetd és szignifikdns mértékli volt

(p<0,001; 3. fiiggelék F3b. tablazat).
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A 0,05 és 0,1 C+ kezelésekben a ZC arany hulldmzé valtozésa
(csokkenés - novekedés - csokkenés) volt tapasztalhatd, a 2-12. napok
(0,1 C+ kezelés), illetve a 4-9. napok (0,5 C+ kezelés) kozott azonban
nem volt szignifikans kiilonbség (19. 4bra; 3. fiiggelék F3c-d. abra).

A foszfat-€hezés sordn atmeneti csokkenés utdn az expozicid
végére ujra megnétt a ZC arany, a 0. és 12. napi ZC aranyok egymastol
nem kiilonboztek szignifikdnsan (19. abra; 3. fliggelék F3f. tablazat). Az
indukalt tenyészetben a ZC ardny valtozasaiban hasonlo tendencia
fedezheté fel, mint a nagyobb mennyiségli cianobakterialis kivonatot
tartalmazo tenyészetek esetében (19. abra).

A kiilonb6zo kezelések soran adott idépontban megfigyelheté ZC
aranyokat 0sszehasonlitva elmondhato, hogy szignifikans kiillonbségek a
4. naptdl voltak megfigyelhetéek: a ZC ardny szignifikdnsan nagyobb
volt a 0,5 C+, a foszfat-¢heztetett és az indukalt tenyészetekben, mint a
kontrollban és a kisebb CYN-koncentracioval kezelt tenyészetekben (19.
abra; 4. fiiggel¢k F4a-f. tablazat).

A kapott eredmények alapjan lathaté, hogy a CYN-tartalmu
kivonat a 0,05 — 0,5 pg ml”"' tartomanyban a 4 — 9 napokon serkentette a
cisztasodasi folyamatokat, az altalunk zold cisztakként elkiilonitett ostor
nélkiili palmella allapot kialakuldsat. Az ebben a CYN-koncentracio
tartomanyban, ezen iddszakban megfigyelt zold vegetativ sejt-aranyok
csokkenésének hatterében tehat — legaldbbis részben — a palmella
allapot, a zold ,cisztdk” kialakulasa all. Elmondhatd tehat, hogy
bizonyos koncentracioban a CYN — mas stressz-faktorokhoz hasonléan —
beinditja a kitartd képletek differencidloddsanak folyamatat a vizsgalt

modellszervezetben. Annak megvalaszolasa, hogy a jelenség mennyire
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lehet altalanos fitoplankton kozosségekben, természetesen tovabbi

kutatasokat igényel.
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19. abra. A zold cisztak aranyainak valtozasai a H. pluvialis tenyészetekben 12

nap alatt. A hibasavok az eredmények szorasai (n=3).

4.2.2.3. A zold-piros cisztdk aranyainak valtozasai a H. pluvialis

tenyészetekben

A ZPC arany minden tenyészet esetében tobbé-kevésbé novekvo
tendenciat mutatott az ido elOorehaladtaval. A kontroll és a 0,025 C+
tenyészetben a 7. naptdl szignifikdnsan nagyobb volt ez a ndvekedés
(»<0,05; 5. fuggelék, F5a,b. tablazat). A 0,05; 0,1 és 0,5 C+ kezelések
esetében azonban csak a kisérlet utolsd6 napjan volt a ZPC arany
szignifikansan magasabb (p<0,001) a koradbbi napokon szamolthoz

képest (5. fiiggelék, F5c-e. tablazat).
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A legmagasabb ZPC ardnyok a foszfat-éheztetett ¢s az indukalt
tenyészetekben voltak megfigyelhetéek (19. ébra). A ZPC aranyok
novekedése a foszfat-¢hezés esetén a 7. naptdl, az indukalt tenyészetek
esetén a 4. naptdl volt szignifikans (p<0,001; 5. fliggelek, F5f, g.
tablazat).

A kiilonb6z6 kezelésekben ugyan azon a napon megfigyelt ZPC
aranyokrol elmondhat6, hogy egyediil a 0,5 C+ kezelés soran a 12. napra
emelkedett szignifikansan (p<0,001) a ZPC arany a kontroll és a tobbi
CYN kezelt tenyészetben tapasztalt aranyhoz képest, de alatta maradt az
¢heztetett ¢s az indukadlt tenyészetek ZPC ardnyanak. Ugyanakkor
alacsonyabb CYN koncentraciok mellett a 4-9. napokon a kontroll
tenyészetben megfigyeltnél is szignifikdnsan alacsonyabb volt a ZPC
arany (p<0,01; 6. fiiggelék, Foa-g. tablazat).

A ZPC aranyokra vonatkoz6 eredmények alapjan kijelenthet;iik,
hogy a karotinoid-szintézis, pontosabban a piros szinanyagok termelése
gatlast szenved CYN-tartalmu kivonat jelenlétében a vizsgalt H.
pluvialis izoldtum esetében. A foszfat-¢hezés sordn tapasztalt intenziv
szinanyag-felhalmozas alatdmasztja azon irodalmi adatokat, melyek
foszfat-¢hezés kovetkeztében indukélodott astaxanthin termelésrol
szamolnak be (Boussiba ¢és Vonshak, 1991, 1992; He et al., 2007; Yin et
al., 2007), vagyis a jelenség Aaltalanosnak tekinthetd. Tovabba
kijelenthetd, hogy a Kobayashi és munkatarsai (1993) altal kidolgozott
eljaras a cisztaképzodés ¢és a szinanyag felhalmozas indukcidjara
(oxidativ stressz), a munkacsoportunk altal alkalmazott Haematococcus

pluvialis (ACCDH-UD1205) izoldtum esetében is miikodott.
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20. abra. A H. pluvialis tenyészetek z6ld-piros ciszta aranyainak valtozasai 12

nap alatt. A hibasavok az eredmények szorasai (n=3).

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a CYN-tartalmua
cianobakteridlis kivonatok egyarant hatast fejtenek ki az altalunk
vizsgalt H. pluvialis z6ldalga vegetativ sejtjeinek életképességére és az
izolatum cisztasodasi folyamataira. Kisérleteink azt sugalljak, hogy a
CYN-tartalmi cianobakterialis kivonat stresszfaktorként serkenti a
zo6ldalga cisztaképzési folyamatait, azonban az algasejtekben nem indul
meg latvanyos szinanyag-felhalmozas (19-20. abra). A H. pluvialis
kedvezdtlen korilmények hatdsara fokozodd kitartoképlet-képzésérol
nagy szamu irodalom 4&ll rendelkezésiink (Santos és Mesquita, 1984;
Ettl, 1988; Boussiba és Vonshak, 1991; Hagen et al., 1993, 1994, 2002).
Ezzel szemben a toxikus cianbakterialis kivonat, mint stressz-faktor
jelenlétében indukélodod cisztaképzeés, ugyanakkor elmaradd szinanyag-

felhalmozas tekintetében (20. dbra) nem talaltunk irodalmi adatokat. A
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jelenség hattérben a CYN, illetve a cianobakteridlis kivonat barmely
citotoxikus hatasa allhat.

A CYN oxidativ stresszt indukald hatasardl szdmos irodalmi adat
all rendelkezésiinkre (Humpage et al., 2005; Gutiérrez-Praena et al.,
2011; Gutiérrez-Praena et al., 2012a; Liebel et al., 2011; Pierto et al.,
2011; Gutiérrez-Praena et al., 2012b; Lopez-Alonso et al., 2013;
Sieroslauska és Rymuszka, 2015; Straser et al., 2013; Freitas et al.,
2015; Hinojosa et al., 2019). Ennek ellenére a CYN algakra kifejtett
oxidativ stresszt eldidéz0 hatasar6l hidnyosak az ismereteink.
Figyelembe véve, hogy a CYN irreverziblisen gatolja a sejtekben
végbemend fehérjeszintézist (Terao et al., 1994; Froscio et al., 2001,
2003, 2008) feltételezhetjiik, hogy a CYN-tartalmi cianobakterialis
kivonattal kezelt H. pluvialis tenyészetekben a toxin proteinszintézisre
kifejtett gatlo hatasa ,.feliilirja” a CYN altal eldidézett oxidativ stresszt,
¢s ugyan a sejtek cisztasodasi folyamatai indukaldédnak (19. abra),
szinanyagfelhalmozas nem torténik (20. abra). Annak igazoldsa, hogy a
CYN milyen mértékben fokozza H. pluvialis sejtekben a reaktiv oxigén
szabadgyokok mennyiségét, illetve a karotinoidok szintézisében részt
vevl enzimek termelddése milyen mértékben gatlodik, tovabbi

vizsgalatokat igényel.

4.2.3. A H. pluvialis tenyészetek foszfat felvételében bekovetkezett
valtozasok

A kontroll tenyészetben az algasejtek a nevelési id6 4. napjara

szinte teljes mértékben felvették a rendelkezésre allo foszfort (21. abra).
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A cianobakteridlis kivonattal kezelt tenyészetekben a kivonat
mennyiségének a novekedésével lassult a foszfat felvétel (21. abra).
Alacsonyabb toxin koncentraciok mellett (0,025; 0,05 pg ml” CYN) a
tapoldat 4. napon mért foszfat koncentracidja csak a 9. és 12. napi
értékektdl volt szignifikdnsan magasabb (p<0,05; 7. fiiggelék, F7b-c.
tablazat), azonban a 0,1 és 0,5 pg mI”" CYN koncentracié mellett a 4.
napon mért érték még a 7. napon mért foszfat koncentracioktol is
szignifikansan magasabb volt (p<0,001; 7. fiiggelé¢k, F7d-e. tablazat).
Feltételezhetd, hogy a 0,1 és 0,5 C+ kezelésekben tapasztalt lassabb
foszfat-felvétel (21. &bra) a cisztaképzddés indukciojaval lehet
Osszefiiggésben.

Osszehasonlitva az egyes H. pluvialis tenyészetek tapoldatanak
foszfat koncentracioit a kisérlet ugyanazon napjain, elmondhato, hogy az
egyes kezelések kozotti szignifikans kiilonbségek szama csokkent az id6
elérehaladtaval (8. fiiggelék, F8a-e. tablazat). Az indukalt tenyészetek
tapoldatabol nem kertilt teljes mértékben eltavolitasra a foszfor (21.
abra), ennek hatterében minden bizonnyal az indukalt tenyészetek
sejtszdmanak erdteljes csokkenése (17. abra), illetve az expozicio

kezdetétdl meginduld cisztasodasi folyamatok allnak.
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21. abra. Az egyes H. pluvialis tenyészetek tapoldatanak foszfat tartalom

valtozasai. 12 nap alatt. A hibasavok az eredmények szorasai (n=3)

A foszfat-felvétellel kapcsolatos eredmények azt mutatjak, hogy a
novekedésben gatolt, alacsonyabb sejtszdmmal (foképpen vegetativ
sejtszammal) jellemezhetd tenyészetek is jelentds mennyiségli foszfatot
vesznek fel, vagyis az egységnyi szamu sejtre jutd felvett foszfat
mennyisége még nétt is. Ez d6sszhangban all azokkal az eredményekkel,
amelyek szerint az érett, piros cisztakban nagyobb a 1égzés intenzitdsa és
fokozottabbak a glikolizis folyamatai (Hagen et al., 1993b; Rect et al.,
2012, 2014). igy a sejt ATP igénye fenntarthato a fotoszintetikus
folyamatok intenzitdsdnak visszaesése mellett is (Hagen et al., 1993a).
Ugyanakkor hangsulyozandd, hogy nem taldltunk konkrét irodalmi
adatokat arra vonatkozodan, hogyan valtozik a foszfor-anyagcsere a
cisztasodassal egylitt jar6 morfoldgiai valtozadsok sordn, a folyamatok

energiaigényének kielégitéséhez sziikséges foszfat felvételére mely
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fazisban kertil sor. A foszfat-tartalom valtozésait a sejtszam-
valtozasokkal Osszhangban szemlélve — ahogyan fentebb is emlitésre
keriilt — folyamatos, fokozodo foszfat-felvétel feltételezhetd, a tapoldat
foszfat-tartalménak fogyasa alacsonyabb (vegetativ) sejtszamok mellett
csak igy értelmezhetd. Annak egzakt targyaldsdra azonban, hogy az
egyes sejttipusok egymashoz viszonyitva milyen mértékben veszik fel a
foszfort a kornyezetiikbol, jelen disszertacid keretein beliil nem

vallalkozhatunk.

4.2.4. A H. pluvialis tenyészetek foszfataz aktivitdsaban bekovetkezett
valtozasok

4.2.4.1. Savas foszfataz aktivitas

A kontroll tenyészetben a savas foszfataz aktivitds nem mutatott
Iényeges valtozast az id6 eldrehaladtaval (22. abra). A 0,05-0,5 C+
kezelések soran szignifikdnsan (p<0,01) ndtt a savas foszfatdz aktivitas a
12., vagy tobb esetben mar a 7. napra, az aktivitas-novekedés mértéke
nétt a cianobakterialis kivonat mennyiségének novekedésével (22. 4bra).

Szintén a savas foszfataz aktivitas szignifikdns mértéki (p<0,001)
emelkedése volt megfigyelhetd a foszfat-¢heztetett és az indukalt
tenyészetekben is (22. ébra).

A kiilonbozé kezelések soran ugyanazon idépontban mért savas
foszfataz aktivitasokat Osszevetve elmondhatd, hogy a C+ kezelésekben
a nevelési 1d6 utols6 napjan mért savas foszfataz aktivitas értékek nem

kiilonboztek szignifikdnsan a kontroll tenyészetben a 12. napon mért
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értékektol. A foszfat-¢hezés illetve a cisztaképzés indukcioja ellenben a
12., illetve utdbbi esetben mar a 7. napon is a kontrollban mérhetonél

szignifikansan nagyobb savas foszfatdz aktivitdst eredményezett (22.
abra).
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22. abra. Valtozasok a H. pluvialis savas foszfataz aktivitasaban (pHS) az
egyes kezelések hatdsara a 0., 7. és 12. napokon. A hibasavok az atlagok
szorasai, n=3. A szignifikans kiilonbséget (p<0,05) a kezelések kozott kisbetiik
(a-c), a napok kozott csillag (*) jeloli.

Meghatédrozott koncentraciok mellett, a cianobakteridlis kivonat
savas foszfatdzokat indukaldé hatasa kimutatdsra keriilt a S. obtusus
esetében (jelen dolgozat 4.1.2. fejezet; Dobronoki et al.,, 2019).
Ugyanakkor ezt a hatast a H. pluvialis-ra vonatkozé eredmények nem

erdsitik meg (a kontrolltdl vald szignifikans eltérés elmaraddsa a C+

kezelésekben).
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A foszfat-¢hezés soran tapasztalt magas savas foszfatdz aktivitas
hatterében a tapoldat foszfat limitaltsdga 4ll. Irodalmi adatok
alatdmasztjak, hogy a kornyezet alacsony foszfat koncentracioja vagy a
foszfat limitdcidja hozzédjarul a sejtek savas foszfatdz aktivitdsanak
megemelkedéséhez, valamint azt, hogy a foszfat hiany mellett mas
stressz faktorok is fokozottabb enzimaktivitast eredményezhetnek
(DuBois et al., 1984; Kruskopf és Du Plessis 2004). A stressz
magyardzat lehet az indukalt tenyészetekben tapasztalt intenziv savas
foszfatdz aktivitds emelkedésre is. Feltételezhetd, hogy a magas
enzimaktivitas hatterében egyarant szerepet jatszik a tdpanyagok foszfat-
felvétel miatt bekovetkez6 megvaltozott aranya, illetve a tenyészetekben
jelenlévd H,O, hatasara indukalodott oxidativ stressz. A savas foszfataz
aktivitas és az oxidativ stressz kozotti esetleges Osszefiiggések feltarasa
azonban tovabbi, célzott vizsgdlatokat igényel. Emellett az intenzivebb
savas foszfatdz miikodés is része lehet a cisztaképzddés soran atalakulod

anyagcserének.

4.2.4.2. Alkalikus foszfataz aktivitas

Az alkalikus foszfataz aktivitds mind a kontroll, mind a kezelt
tenyészetekben szignifikdnsan nétt (p<0,01) az id6 eldrehaladtaval (23.
abra). A kontroll tenyészetben a 7. és 12. napokon mért értékek kozott
mar nem volt szignifikans kiilonbség, ezzel szemben a 0,025 — 0,1 C+
kezelésekben a 7. napon mért értéktdl is szignifikdnsan nagyobb
(»<0,001) alkalikus foszfataz aktivitas volt kimutathat6 a 12. napon. A
legmagasabb enzimaktivitdst a CYN-kezelések esetében a 0,05 C+
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tenyészetbenben mértiik a 12. napon. A toxintartalmu cianobakteridlis
kivonat mennyiségének a ndovekedésével (0,1 és 0,5 C+ kezelések) a
zOldalga alkalikus foszfataz aktivitdsa kisebb volt, a 0,5 C+ kezelés
esetében a kontrollhoz hasonléan nem volt szignifikéns kiillonbség a 7.
¢s 12. napon mért értékek kozott (23. abra). Hasonlod tendencia volt
megfigyelhetd a foszfat-¢hezés és az indukcid esetén is, ki kell emelni,
hogy elébbi esetén a 7-t6l a 12. napra mar nem volt tovabbi szignifikdns
aktivitas-emelkedés, mig utobbi esetben igen (az indukcidé soran volt
mérhetd a legnagyobb alkalikus-foszfataz aktivitas; 23. 4bra).

A kezelések  kozott adott  idOpontban  megfigyelhetd
kiilonbségekkel kapcsolatban azt kell kiemelni, hogy a 12. napra a
0,025-0,1 C+ kezelésekben szignifikdnsan nagyobb alkalikus foszfataz
aktivitasok voltak mérhetdk, mint a kontrollban. Igen lényeges, hogy a
12. napon a 0,025 C+ kezelés esetén a foszfat-¢hezés soran mért
alkalikus foszfataz aktivitassal Osszemérhetd, 0,05 C+ kezelés esetén
pedig a foszfat-éhezés soran mértnél szignifikdnsan nagyobb (»p<0,001)

alkalikus foszfataz aktivitas volt kimutathato.
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23. abra. Valtozasok a H. pluvialis alkalikus foszfataz aktivitasaban (pH11) az
egyes kezelések hatasara a 0., 7. és 12. napokon. A hibasavok az atlagok
szorasai, n=3. A szignifikans kiilonbséget (p<0,05) a kezelések kozott kisbetiik
(a-e), a napok kozott csillag (*) jeloli.

Az eredmények alapjan lathato, hogy a S. obtusus tenyészetek
esetében tapasztaltakhoz hasonléan (jelen dolgozat 4.1.2.2. fejezet;
Dobronoki et al., 2019), alacsonyabb toxin koncentraciok mellett a H.
pluvialis zdldalga esetében is fokozodik a tenyészetek alkalikus
foszfataz aktivitasa. Ujra kiilon kiemelendd, hogy a 0,05 C+
tenyészetben 12. napon mért enzimaktivitds még a foszfat-¢heztetett
tenyészet 12. napi alkalikus foszfatdz aktivitdsatol is szignifikansan
nagyobb volt (p<0,001; 23. dbra). Nagyobb CYN koncentraciok mellett
ez a hatds mar kevésbé érvényesiilt (23. abra). Az eredmények alapjan
kijelenthetd: a H. pluvialis esetében is bizonyitast nyert, hogy a CYN

jelenlétében atmeneti alkalikus foszfatdz aktivitds-emelkedéssel lehet
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szdmolni hasonldéan a Clamydomonas reinhardtii (Bar-Yosef et al.,
2010) és a Scenedesmus obtusus (Dobronoki et al., 2019) zdldalgak,
illetve a Microcystis aeruginosa (Rzymski et al., 2014) és a Microcystis
panniformis  (Zhang et al., 2017) cianobaktériumok esetén
megfigyeltekhez. Hangsulyozandd, hogy az a CYN koncentracid, mely
az adott algafaj alkalikus foszfatdz aktivitasat serkenti, taxononként
eltérd, ahogyan az egyes fajok CYN-nel szembeni tolerancigja is. A
tanulmanyozott izolatum esetében mar a 0,1 pg ml' toxin
magasabb dozis pedig letalis (nem bemutatott adatok). Az alkalikus
foszfatdz aktivitas és a CYN jelenléte kozotti Osszefiiggésekkel
kapcsolatban az eddigi eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a Bar-
Yosef ¢és munkatarsai (2010) 4ltal feltételezett, a fitoplanktonra

gyakorolt allelopatikus hatas széles korben altalanosnak tekinthetd.
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4.3. A kiilonb6z6 cianobakterialis kivonatok hatasa a Chlorococcum

sp. zoldalgara

4.3.1. A Chlorococcum sp. sejtszamaban bekovetkezd valtozasok

A Chlorococcum sp. zdldalga esetében a tenyészeteket a
sejtszammal aranyos, illetve annal nagyobb mennyiségii, teljes (a
feltaras soran keletkezd sejttormeléket is tartalmazo6), illetve centrifugalt
(csak a homogén vizes fazist tartalmazd) C. ovalisporum kivonatokkal
kezeltik. A C. ovalisporum cianobakteridlis kivonatokkal kezelt
Chlorococcum sp. tenyészetek sejtszamai a tenyészido 14. napjan
minden esetben alacsonyabbak voltak, mint a kontroll tenyészet
sejtszdma (24. abra). A C. ovalisporum kivonatok tehat gatoltdk a
zbldalga sejtszam-ndvekedését, a tapasztalt novekedés-gatlas mértéke a
kivonat mennyiségének novekedésével fokozddott (24. dbra).

Az egyes kezeléseket tekintve elmondhato, hogy a teljes kivonattal
valo kezelés esetén a legkisebb mennyiségli cianobakterialis kivonatot
tartalmazd Chlorococcum sp. tenyészet (1:1) sejtszama nem kiilonbozott
szignifikansan a kontroll tenyészet értékeitdl (24a. dbra), ezen tenyészet
esetében a novekedésgatlas csupan 5%-os volt. Az 1:2 és 1:4 kezelések
sejtszdm értékei viszont mar szignifikansan alacsonyabbak voltak
(p<0,05), mint kontroll és az 1:1 tenyészetben tapasztalt sejtszamok
(24a. abra). Az 1:4 kezelés sejtszamai még az 1:2 tenyészet sejtszam

értékeitdl is szignifikdnsan alacsonyabbak voltak (p<0,05; 24a. dbra). A
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kontroll tenyészethez képest a 14. napra szdmitott ndovekedésgatlas az

1:2 kezelésben 10%-o0s, az 1:4 kezelés esetében pedig 27%-0s volt volt.
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24. dabra.. Valtozasok a Chlorococcum sp. sejtszamdban a zdldalga
sejtszamaval azonos (1:1), kétszeres (1:2) és négyszeres (1:4) C. ovalisporum
sejtszamnak megfeleld mennyiségii teljes (a) és centrifugalt (b) kivonattal
torténd kezelés soran. A hibasavok az atlagok szérasai, n=3. A szignifikans

kiilonbséget (p<0,05) a kisbetiik (a-c) jeldlik.

A centrifugalt cianobakterialis kivonattal kezelt Chlorococcum sp.
tenyészetek sejtszamai minden esetben szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak (p<0,005) mint a kontroll tenyészet sejtszamai (24b. abra). A
tapasztalt novekedésgatlas minden esetben nagyobb mértékii volt, mint a
teljes C. ovalisporum kivonattal valo kezelés soran megfigyelt (24.
abra). A nevelési id6 14. napjan az 1:1 kezelésben 10%, az 1:2
tenyészetben 41 %, a 1:4 kezelés esetében pedig 37%-o0s volt a
novekedésgatlas. Sziikséges kiemelni, hogy a centrifugalt tenyészettel

kezelt zoldalga tenyészetek esetében a sejtszdm novekedés litemének
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csOkkenése a tenyészid 4. napjatdl kovetkezett be, ellenben a teljes
cianobakterialis kivonattal torténd kezelés esetében csupan a 7. naptol
lehetett szamottevo csokkenést megfigyelni (24. abra).

A CYN tartalmt cianobakterialis kivonatok eukaridta algafajok
novekedésére kifejtett hatdsardl viszonylag kevés informaécio all
rendelkezésre (Bar-Yosef et al., 2010; Campos et al., 2013; Pinheiro et
al., 2013; B-Béres et al., 2015; Dobronoki et al., 2019). Azonban ezek
ismeretében 1s kijelenthetd, hogy a cianobakteridlis kivonatok
novekedésgatlo hatasa erds korrelaciot mutat a kivonat CYN tartalmaval,
illetve fajonként eltér6 mértéki lehet. Az altalunk vizsgalt
Chlorococcum sp. izolatum viszonylag érzékenyen reagéalt mar egészen
kivonattal torténd kezelésre is (24. abra). Campos és munkatarsai (2013)
Chlorella vulgaris faj esetében ndovekedésgatlast figyelt meg mar 0,032-
alkalmazasa esetén. Hasonldan alacsony toxin koncentraciok (0,025 —
0,5 ug ml-") mellett a H. pluvialis zoldalga izolatum esetében is a
vegetativ sejtek szaméanak novekedésében bekovetkezett szignifikans
(»<0,05) gatlas mutatkozott (4.2. fejezet). Ezzel szemben nagyobb (1,0-
esetén sem tapasztaltunk szignifikdns novekedésgatlast a S. obtusus
zoldalga faj esetében (4.1. fejezet; Dobronoki et al., 2019). Ezen
eredmények aladtdmasztjdk azt, hogy az egyes algafajok széles
tartomanyban eltéréen reagalnak a kiilonb6zé CYN koncentracidkra.

A teljes kivonat és a centrifugalt kivonat hatdsait Osszevetve

elmondhat6, hogy a teljes kivonat kisebb mértékli ndvekedés-gatlo
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hatdsa meglepd, hiszen annak arnyékol6 hatasa, illetve a CYN mellett
jelenlévd egyéb molekulak (zsirsavak, poliszacharidok, sejtfalhoz kotott
enzimek) mennyisége is nagyobb. Azonban a CYN mellett mind a teljes,
mind pedig a centrifugélt cianobakteridlis kivonat tartalmaz egyéb olyan
vizben o0ldodo, bioldgiailag akiv komponenseket, melyek hatassal
vannak a Chlorococcum sp. novekedésére. Feltételehezo, hogy a teljes
kivonatban talalhat6 sejttormelék felszine atmenetileg megkoti a kivonat
vizben oldddo Osszetevoit, igy azok algasejtek novekedésére kifejtett
gatld hatdsa kevésbé érvényesiil. Tovabba a teljes cianobakteridlis
kivonat nagyobb mennyiségben tartalmazhat kiilonb6zd tdpanyag- és
hormonszeri molekuldkat (Hussain et al., 2010; Sergeeva et al., 2002;
Stirk et al., 2002; Tsavkelova et al., 2006), mely komponesek
kompenzalni képesek a kivonat novekedésgatld hatdsat, segitve a
zoldalga sejtek szamanak novekedését. Igy a teljes kivonattal kezelt
Chlorococcum sp. tenyészetekben megfigyelt ndvekedésgatlas mértéke
kisebb, mint a centrifugélt kivonattal kezelt algatenyészetek esetében.
Természetesen ezen feltevések igazoldasa tovabbi, részletesebb

vizsgalatokat igényel.

4.3.2. A Chlorococcum sp. fosztat felvételében bekovetkezd valtozasok

Az egyes Chlorococcum sp. tenyészetek foszfat koncentracioit
figyelembe véve elmondhat6, hogy minden tenyészet esetében a
zoldalgasejtek a tenyészidd 4. napjara szinte teljes mértékben felvették a

rendelkezésre allo6 foszfatot (25. abra). Kiemelendé, hogy a
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kiilonbozoképpen kezelt tenyészetek foszfat felvételének dinamikajaban

nem voltak szignifikans kiilonbségek (25. abra).
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25. abra. Valtozasok a Chlorococcum sp. foszfat koncentracidiban a zoldalga
sejtszamaval azonos (1:1), kétszeres (1:2) és négyszeres (1:4) C. ovalisporum

sejtszamnak megfeleld mennyiségii teljes (a) és centrifugalt (b) kivonattal
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torténd kezelés soran. A hibasadvok az atlagok szorasai, n=3. A tapoldatok O.

srcr

Mind a teljes, mind pedig a centrifugalt kivonattal kezelt
Chlorococcum tenyészetekben csak a 0. és 2. napokon mért foszfat-
tartalom kiilonbozott szignifikansan (p<0,001) egymastol és a tenyészido
tobbi mintavételi napjan mért értékektdl. Az 1:2 kezelésben emellett a 4.
napon mért foszfat-tartalomtdl is szignifikdnsan (p<0,001) kisebb
foszfat-tartalmak voltak mérhetok a nevelési id6 tobbi napjan (9.
fiiggelék, F9a-d. tablazat; 11. fiiggelék, F1la-d. tablazat). Osszevetve a
kiilonboz6 Osszedllitasa Chlorococcum tenyészetek ugyanazon napokon
mért foszfat-tartalmat megallapithatd, hogy szignifikans kiilonbségek
(»<0,05) mindkét kezeléstipus esetén csak a 2. és 4. napon mért értékek
kozott voltak kimutathatok (10. fiiggelék, F10a-f. tablazat; 12. fiiggelék,
F12a-f. tablazat).

Osszességében elmondhatd, hogy sem a teljes, sem pedig a
centrifugalt cianobakterialis kivonat nem fejtett ki jelent6s hatast a
Chlorococcum sp. tenyészetek foszfat-felvételére. Mindkét kezeléstipus
esetén az 1:2 kezelésben a 4. napon mért foszfat-tartalom még
szignifikdnsan nagyobb volt (p<0,001), mint a tenyészidé tovabbi
napjain mért értékek. Ez a jelenség a tobbi zdldalga tenyészet esetében
nem volt megfigyelhetd, esetiikben mar a 4. napra szinte teljes
mértékben felvételre keriilt a foszfat a tapoldatbol. A jelenség pontos
magyarazata, kiilonds tekintettel arra, hogy az alkalmazott
cianobakterialis kivonattol fiiggetleniil mindkét tipust kisérletsorozatban

altalanos volt, tovabbi vizsgalatokat igényel.
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4.4. Uj tudomanyos eredmények

A Scenedesmus obtusus (Chlorophyceae, Sphaeropleales)

zo6ldalgaval kapcsolatos kutatas 1j tudomanyos eredményei az alabbiak:

- Kimutattuk, hogy a S. obtusus zoldalga sem a foszfat hianyra,
ml™") nem érzékeny, novekedésében szignifikns gatldss nem

mérhetd.

- Eredményeink alapjan valdsziniisithetd, hogy a CYN az ¢élo
cianobaktérium sejtek hianydban a jelenlévdé zdldalga foszfat

felvételét indukalja.

- CYN-tartalmu cianobakteridlis kivonatok hatasara fokozodott
alkalikus foszfataz aktivitast sikeriilt kimutatnunk egy olyan
zoldalga faj esetében, mely sem a toxin viszonylag magas
¢rzékeny. Emellett a CYN szerepet jatszik a S. obtusus savas

foszfataz aktivitasainak megemelkedésében is.

- Ramutattunk, hogy CYN-termel6 sejt extracellularis matrixdban
jelen vannak olyan metabolitok, melyek szinergista moddon
fokozzak a CYN hatasat. Ezek az anyagcseretermékek a nem

CYN-termel0 sejtben nincsenek jelen.
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A Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae,
Chlamydomonadales) zoldalgaval kapcsolatban az alabbi uj tudoméanyos

eredményeket emel;jiik ki:

- Tudomésunk szerint ez az elsé tudomanyos vizsgalat arra
vonatkozo6an, hogyan befolyasolja egy cianotoxin, jelen esetben a
CYN, egy fitoplankton faj kitartoképlet képzését és a kitarto

képlet érési folyamatait.

- CYN-tartalmu cianobakterialis kivonatok hatdséara szignifikansan
csokken a H. pluvialis tenyészetekben a vegetativ sejtek szama,
indukalodik a cisztaképzés (mint altaldban kornyezeti stressz

esetén).

- A CYN-tartalmu cianobakteridlis kivonat gatldo hatassal van a
cisztak érésére, nem indul meg a folyamatot jellemz0 szinanyag-

felhalmozas.

- A H. pluvialis modellszervezet esetében is igazoldsra keriilt a
CYN-tartalma kivonat alkalikus foszfataz-aktivitast indukalo

hatasa.
A Chlorococcum sp. (Chlorophyceae, Chlamydomonadales)

zOldalgaval kapcsolatos kutatdsok soran az alabbi 0j tudoményos

eredmények sziilettek:
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- Mind a teljes, mind a centrifugélt CYN-tartalmt cianobakterialis
kivonat gatolja a Chlorococcum sp. tenyészetek novekedését, a
novekedésgatldas mértetke né a kivonatok mennyiségének

novelésével.

- A Chlorococcum sp. fosztat-felvételére vonatkozoan szamottevod
hatas nem volt kimutathaté egyik tipusu kivonat esetén sem,
vagyis a CYN foszfat-felvételre gyakorolt serkentd hatasa nem

tekinthetd altalanos jelenségnek.

- A centrifugélt cianobakteridlis kivonattal kezelt Chlorococcum
sp. tenyészetek sejtszdm ndvekedésében nagyobb mértékii gatlas
volt megfigyelhetd, mint a teljes kivonattal kezelt tenyészetek
esetében. Azaz a természetes vizviragzasok alkalméval is jelen
1évé feliiletek” (pl. a virdagzas Osszeomlasakor jelen 1évo
cianobakterialis sejttormelék) befolyasoljak az ,,oldat” frakcidban

jelen 1évo bioaktiv anyagok mennyiségét, hatasat.

Osszevetve a  kiilonbozé — zoldalgdkra  kifejtett  hatdsokat

elmondhatd, hogy a vizsgalataink sordn alkalmazott algafajok, mint

tesztorganizmusok eltérden reagalnak a toxin kiilonb6z6 koncentracidira.

Amig egyes fajok esetében (S. obtusus) nem okoz szignifikdns

névekedésgatlast a CYN viszonylag magas koncentracidja (2,5 pg ml')

sem, addig mas fajok esetében mar ennél jelentdsen alacsonyabb toxin

koncentraciok (H. pluvialis, 0,05 pg ml™; Chlorococcum sp. 0,04 pg ml”

") a novekedés szignifikans mértékii gatlasat, a fiziologiai folyamatok
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megvaltozasat eredményezik. Ezen eredmények ravildgitanak a
cianotoxinok, koztiik a CYN algakozosségek Osszetételét, dinamikajat
befolyasold hatasaira, hangsulyozzak a cianotoxinok kézdsségformald

jelentdségét vizi 6koszisztémakban.

96



5. OSSZEFOGLALAS

A cilindrospermopszin a mikrocisztinek utan a masodik legjobban
ismert és kutatott cianotoxin. Ennek ellenére termelésének okarol,
kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésiinkre. A  CYN-termeld
cianobaktérium torzsek eredetileg tropusi, szubtropusi teriileteken
fordultak eld, azonban az elmult években egyre tobb szakirodalmi adat
szamol be a termeld torzsek mérsékelt, s6t mi tobb, szaraz éghajlaton
valo megjelenésérdl (Poniedzialek et al., 2012; Mohamed és Al-Shehri,
2013). Globalis diszperzidjuk gyorsulni latszik (Fastner et al., 2003,
2007; Quesada et al., 2006), épp emiatt a toxikus vizvirdgzasok
szakszerii prevencidjadhoz és kontrolljahoz elengedhetetlen a toxin
biologiai hatdsainak minél széleskoriibb és pontosabb ismerete.

A doktori munka soran kiilonb6zé cianobakterialis kivonatok
harom, részben eltéré oOkolodgiai igényl zoldalga fajra (Scenedesmus
obtusus, Haematococcus pluvialis, Chlorococcum sp.) kifejtett
hatasanak vizsgalata zajlott, mely altal kozelebb szerettiink volna kertilni
a CYN biologiai szerepének megértéséhez. Eredményeink sokrétiiek, uj,
informéciokkal szolgélnak a tudomany szamara. A dolgozat fObb
eredményeit a 26. abra foglalja 6ssze.

A S. obtusus zoldalgdra iranyuld vizsgéalataink soran a faj
conodbiumszamaban ¢és foszfat-felvételének mértékében bekdvetkezett
valtozdsok mellett az alkalikus foszfatdz enzim termelésében

bekovetkezett valtozasokra fokuszaltunk. Kutatasunk alapjat Bar-Yosef
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¢s munkatarsainak (2010) eredményei adtak. A kutatocsoport feltételezi,
hogy a CYN termeld szervezet a toxin termelésével ,kényszeriti” a
fitoplankton tobbi tagjat az alkalikus foszfataz enzim termelésére, mely
enzim altal felszabaditott ortofoszfatok a termeld sejt (cianobaktérium)
szamdra is hozzaférhetdvé valnak. Ezzel a stratégidval a CYN-termeld
cianobaktériumok a fitoplankton k6zosség dominans tagjava valhatnak
(Bar-Yosef et al., 2010). A S. obtusus esetében viszonylag magas toxin
koncentraciokkal (1,0-2,5 pg ml') dolgoztunk. Beallitasra keriiltek
CYN-tartalma  (C+), nem CYN-tartalma C— cianobakterialis
kivonatokkal kezelt S. obtusus tenyészetek, valamint wgynevezett
kiegészitett kisérletek is Osszeallitasra keriiltek, mely kisérlettipusban a
nem CYN-tartalmu kivonatot tisztitott CYN-nal egészitettiik ki (C—+C).
A S. obtusus zoldalga tenyészetek novekedésének tendencidjban nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség, csak a C+ kezelt tenyészetek 14.
napi conodbiumszamai voltak szignifikdnsan alacsonyabbak a kontrollhoz
képest. Novekedésgatlas sem a C—, sem a C—+C tenyészetekben nem
volt megfigyelhet6 a condbiumszamok alapjan, a klorofill-tartalomban
pedig egyik kezelés esetén sem mutatkozott gatlas. Hasonlo jelenség volt
megfigyelhetd a foszfat-¢heztetett tenyészetben is. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy az altalunk vizsgalt S. obtusus izoldtum sem a CYN
érzékeny. A foszfat-felvétel dinamikéjaban bekovetkezett valtozasok azt
sugalljak, hogy a CYN mas, a termeld sejtben jelenlévd metabolitokkal
egylitt fokozhatja a cianobaktérium foszfat felvételét, a termeld
cianobaktérium hidnydban azonban a jelenlévd fitoplankton foszfat

felvételének mértékére fejt ki stimuldlé hatast. Eredményeink
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ujszeriségét adja, hogy egy olyan zdldalga faj esetében is sikeriilt
kimutatnunk a CYN-tartalmu cianobakterialis kivonat hatdsara
megnovekedett alkalikus foszfatdz enzim aktivitast, mely, ahogyan az
fentebb olvashatd, sem a toxin relative magas koncentracidjara, sem
pedig a foszfat hidnyra nem érzékeny. Azt, hogy a tapasztalt
valtozasokban jelentds szerepe van a CYN-nak egyarant aldtdmasztja a
C— tenyészetekben a condbiumszam novekedés gatlasanak elmaradasa,
s6t mi tobb a novekedés serkentése, illetve a foszfataz-aktivitasok
szignifikans novekedésének hianya. A C—+C kisérleteink soran
tapasztalt novekedésgatlas hidnya, valamint a C+ tenyészetekhez
viszonyitott kismértékli foszfatdz aktivitds valtozasra vonatkozo
eredményeink ramutatnak arra, hogy az egyes kezelésekben tapasztalt
valtozasok hatterében nem kizarélagosan a CYN 4all. A termeld sejt
extracellularis matrixdban jelen vannak olyan metabolitok, melyek
szinergista modon fokozzék a toxin hatdsat. Ezen anyagcseretermékek a
toxint nem termeld sejtek matrixabol hidnyoznak. (4.1. fejezet).

A H. pluvialisra iranyul6 vizsgalatainkban a legfobb hangsulyt a
zOldalga sejtek morfologidjaban ¢és  kitartoképlet  képzésében
bekovetkezett valtozasokra helyeztiik. Tenyészeteinket CYN-tartalmu C.
ovalisporum cianobakterialis kivonattal kezeltlik, azonban S. obtususndal
alkalmazott koncentracioknal joval alacsonyabb koncentracidkkal
dolgoztunk (0,025-0,5 pg ml’ CYN). Kutatdsunk aktualitasat adta a
cianotoxinok, s koztiik a CYN fitoplankton fajok kitartoképlet képzésére
¢s metabolit (jelen esetben szinanyag) felhalmozdsira vonatkozé
relevans szakirodalmi adatok hianya. Eredményeink alapjan kijelenthetd,

hogy a CYN-tartalmi cianobakterialis kivonatok indukaljadk a
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cisztaképzést, am gatoljak az aplanosporak kialakulasat, lassitva a
cisztak érését, a piros szinanyagok felhalmozodasat. Hangstlyozando
tovabba, hogy A H. pluvialis tesztorganizmus esetében is igazoltuk a
CYN-tartalmu kivonat alkalikus foszfatdz aktivitdst és a tenyészet
vegetativ sejtjeinek foszfatfelvételét indukald hatdsat, tovabb erdsitve
ezzel Bar-Yosef és munkatarsai (2010) elméletét (4.2. fejezet).

A Chlorococcum sp. zoldalga faj esetében a tenyészetekhez a
zOldalga sejtszdmmal azonos, valamint kétszeres ¢és négyszeres
Chrysosporum ovalisporum sejtszammal megegyezd mennyiségii teljes
¢és centrifugalt cianobakteridlis sejtkivonatot adtunk. A {6 hangstly arra
helyezodott, van-e kiilonbség a teljes extracellularis matrixot tartalmazo
¢s a csak vizoldhaté frakcidt tartalmazo -cianobakteridlis kivonat
Chlorococcum sp. zoldalgara kifejtett hatdsdban az alga sejtszam
véltozasait ill. tapanyagfelvételét tekintve. Annak ellenére, hogy a
toxintartalom a kiilonféle tipusu kivonatokban azonos volt, a gatlo
hatasok sokkal kifejezettebbek voltak a centrifugalt kivonattal kezelt
tenyészetek esetében, mint a teljes kivonattal kezelteknél. A CYN
mellett mas vizoldhatd bioaktiv vegyiiletek is jelen lehetnek mindkét
tipust nyers kivonatban. Lehetséges, hogy a vizben old6dé CYN és mas
vizoldhaté bioaktiv vegyiiletek hatasai jobban expresszalodtak a
centrifugalt kivonatokban, mint a teljes kivonatokban. Ez utobbiban a
sejttormelék ideiglenes kotd feliileteként szolgalhat az oldott bioaktiv
vegyliletek szamara, igy csokkent gatlo hatasokat eredményezve. Ezen
kiviil a sejttormelékben magasabb is lehet a részecskékhez kapcsolodo
kiilonb6z6 jotékony vegyiiletek mennyisége (példaul tapanyagok és
hormonszerii anyagok; Sergeeva et al., 2002; Stirk et al., 2002;
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Tsavkelova et al., 2006; Hussain et al., 2010), mint a centrifugalt
kivonatokban. Ezek a vegyiiletek kompenzalhatjdk a CYN negativ
hatasait a teljes kivonattal kezelt tenyészetekben. A Chlorococcum sp.
tesztszervezettel végzett kisérleteinkben nem vizsgéaltuk a CYN foszfataz
aktivitasra gyakorolt hatdsat, de a foszfat-felvétel dinamikajat igen.
Szamottevd hatds nem volt kimutathatd, ami felveti, hogy a CYN
foszfat-felvételre gyakorolt serkentd hatdsa nem tekinthetd altalanos

jelenségnek (4.3. fejezet).
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Jelen disszertacié 0j tudomanyos eredményekkel szolgéal, mely
hozzajarul a CYN biologiai szerepének megértéséhez. Egyrészt ramutat

a CYN ¢l6 szervezetekben betoltott sokrétli szerepére, madasrészt a
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termeld sejtben jelenlévd egyéb metabolitok jelenlétének fontossagara a
hatas kifejtésében (S. obtusus, Chlorococcum sp.). Megerdsiti, hogy a
CYN hozzajarul a fitoplankton alkalikus foszfatdz aktivitasdnak
fokozddasahoz, mely jelenséget egy olyan zoldalga faj (S. obtusus)
esetében is kimutattuk, mely nem érzékeny sem a toxin viszonylag
eredményei alatamasztjak Bar-Yosef és munkatérsai (2010) hipotézisét,
miszerint a CYN egy olyan masodlagos anyagcseretermék, ami hatassal
termeld szervezet a fitoplankton kozosség domindns tagjava valhat a
vizviragzasok idején. Osszevetve a kutatas eredményeit és a nemzetkdzi
szakirodalmat azt mondhatjuk, hogy a toxin ill. maga a termeld sejt
allelopatikus hatassal bir a kornyezetében 1évd algakdzosség tagjaira,
akar direkt akar indirekt médon keriil a toxin az extracellularis térbe. A
kutatomunka eredményei ravildgitanak arra, hogy a CYN nem csak az
eukariota algak novekedését, tapanyagfelvételét €s enzimaktivitasat
befolyasolja, hanem hatéssal lehet a kitartd képletek képzésére, érési
folyamataira (H. pluvialis). Nem utolsé sorban pedig az itt bemutatott
eredmények ravilagitanak arra, mennyi megvalaszolatlan kérdés
meriilhet fel a cianobaktériumok altal termelt metabolitokkal, a

cianotoxinokkal kapcsolatban.
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6. SUMMARY

Cylindrospermopsin is the most well known and studied
cyanotoxin after microcystins. Nonetheless, only few data are available
about the effects and role of CYN in algal assemblages. The first
cylindrospermopsin producer strains were reported from tropical and
subtropical regions, but nowadays these strains show wide
geogpraphical distribution, including temperate and arid areas
(Poniedzialek et al., 2012; Mohamed ¢s Al-Shehri, 2013). Their
dispersion seems to be accelerated (Fastner et al., 2003; 2007; Quesada
et al., 2006), therefore widespread and exact knowledge about the effects
of CYN is necessary for the prevention and controll of toxic blooms.

In this thesis, effects of different cyanobacterial extracts on three
green algae strains (Scenedesmus obtusus, Haematococcus pluvialis,
Chlorococcum sp.) with partly different ecological requirements were
investigated. The main goal was to get closer to the understanding of the
biological role of CYN. Our complex results provide new informations
for science.

In case of Scenedesmus obtusus, changes of growth, phosphate
uptake and alkaline phosphatase enzym activity (APase) of the cultures
were investigated. Our experiments based on the concept of Bar-Yosef et
al. (2010), according to wich members of phytoplankton species are
forced to APase secretion by CYN producer strains. The orthophosphate
released by the enzyme become uptakable for the toxin producer

cyanobacterial cells. CYN-producer strains could be dominant members
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of algal assemblages with this strategy (Bar-Yosef et al., 2010). In case
of S. obtusus, relatively high CYN concentrations (1,0 -2,5 pg ml™" )
were applied. S. obtosus cultures were treated with crude extract of
CYN-producing (C+) and non-CYN producing (C-) cyanobacterial
strains, futhermore with crude extract of non-CYN producing strain
supplemented with purified CYN (C—+C). There were no significant
differences in the growth trends of the green alga S. obtusus cultures,
only the 14-day coenobia numbers of the C + treated cultures were
significantly lower compared to the control. No inhibition of growth was
observed in either C— or C—+C cultures based on coenobia numbers, and
no inhibition of chlorophyll content was observed in either treatment. A
similar phenomenon was observed in phosphate-starved culture. Based
on these, it can be said that the studied S. obtusus strain is not sensitive
to either the relatively high concentration of CYN or the phosphate
deficiency. Results of phosphate uptake suggest, that CYN with other
metabolites (from the producing cell) contribute to more intense
phosphate uptake. Without the presence of the producer cyanobacterium,
CYN induced the phosphate uptake of S. obtusus. Novelty of our results
is that the C+ treatments induced alkaline phosphatase activity of S.
obtosus, which was neither sensitive to the relatively high CYN
concentration, nor to phosphate limitation, as it is discussed above.
Growth stimulation and lack of significant phosphatase activity increases
in the C— treatments also confirmed the role of CYN in the experienced
changes of C+ treated cultures. In case of C—+C treatments, growth
inhibition was not observed and the applied crude extracts caused only

slight increase of phosphatase activity. These results show that the
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changes in S. obtusus culures were not caused exclusively by CYN.
These results suggest the presence of other metabolites in the CYN
producing cell, which exert snyergistic effect to the effects of CYN.
These metabolites are not present in the cellular matrix of the non-CYN
producing strain (chapter 4.1.).

In case of Haematococcus pluvialis, changes of morphology and
cyst formation of the green alga were investigated. H. pluvialis cultures
were treated with crude extract of CYN-producing cyanobacterial strain.
The applied toxin concentrations were lower (0.025-0.5 pg ml”" CYN)
than in case of S. obtosus. Lack of literature data about the effect of
cyanotoxins (including CYN) on cyst formation and metabolite
production of phytoplankton species gave the actuality of these
experiments. Based on the results, CYN containing crude extract
induced cysts formation, but inhibited the maturation of cysts, the
accumulation of the red pigments. About phosphate metabolism, it can
be said that CYN-containing cyanobacterial crude extract induced
alkaline phosphatase activity and phosphate uptake of vegetative cells of
H. pluvialis, further confirm the concept of Bar-Yosef et al. 2010.
(chapter 4.2).

In case of Chlorococcum sp., cyanobacterial extracts (cell debris
and cell debris-free extracts) were added in amounts containing the
appropriate cell number of C. ovalisporum to reach 1:1; 1:2 and 1:4
ratios (relative to the inoculation cell number of Chloroccum sp.). The
main emphasis was on the potential difference of the effects of cell
debris containig and cell debris-free cyanobacterial crude extracts on the

growth and phosphate uptake of Chlorococcum sp. Although the toxin
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content was the same in the different types of extracts, the inhibitory
effects were much more pronounced in the cultures treated with the
centrifuged extract than in the cultures treated with the total extract. In
addition to CYN, other water-soluble bioactive compounds may be
present in both types of crude extracts. It is possible that the effects of
water-soluble CYN and other water-soluble bioactive compounds were
better expressed in centrifuged extracts than in total extracts. In the
latter, the cell debris can serve as a temporary binding surface for
dissolved bioactive compounds, resulting in reduced inhibitory effects.
In addition, the amount of various beneficial compounds associated with
the particles may be higher in the cell debris (e.g., nutrients and
hormone-like substances; Sergeeva et al., 2002; Stirk et al., 2002;
Tsavkelova et al., 2006; Hussain et al., 2010), than in centrifuged
extracts. These compounds may compensate the negative effects of CYN
in cultures treated with total extract. In case of Chlorococcum sp.
treatments, effect of CYN on phosphatase activitiy was not investigated,
only the changes of dynamics of phosphate uptake. Significant effects on
changes of phosphate uptake of Chlorococcum sp. cells were not
observed. This suggested that stimulating effect of CYN on phosphate
uptake can not be considered as a general phenomenon (chapter 4.3).
New scientific results of this PhD dissertation contribute to
understanding the biological roles of CYN. On one hand, results
highlighted various roles of CYN in living organisms, and on the other
hand the importance of other metabolites beside CYN in the CYN
producing cell (S. obtosus, Chlorococcum sp.). It was confirmed that

CYN contributes to enhance the alkaline phosphatase activity of
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phytoplankton, and this phenomenon was observed in case of an algal
species (S. obtosus), which neither sensitive to the relatively high CYN
concentration, nor to phosphate limitation. Our results comfirmed the
concept of Bar Yosef et al. (2010) that a CYN as a secondary metabolite
affects on secretion of alkaline phosphatase of other organisms, thus the
CYN-producer cyanobacteria can become dominant member of algal
assemblages under water bloom. Comparing the results of this
investigation with data of the scientific literature suggests, that the toxin
and producing cell itself have allelopathic effects on members of algal
assemblages, either directly, or indirectly it gets to the environment. Our
research also highlighted that CYN not only affects the growth, nutrient
uptake and enzyme activity of eukaryotic algae, but also may affect the
formation and maturation of cysts (H. pluvialis). Last but not least, these
results showed that there are numeruos unanswered questions about

metabolites such as cyanotoxins produced by cyanobacteria.
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9. FUGGELEK

1. fiiggelék. A kiillonbozé H. pluvialis tenyészetekben a nevelési id6 adott
napjain szamolt zold vegetativ sejtek kozotti 99,5%-o0s szignifikanciaszinten
vizsgalt p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikdnsan kiilonboz6 (p<0,05)
értékek lathatoak.

Fla. tabldzat. Kontroll

Kontroll 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,001 <0,001 <0,001 0,002 0,679
2. nap 0,986 0,922 1,000 0,102
4. nap 1,000 0,963 0,018
7. nap 0,859 0,007
9. nap 0,147

F1b. tablazat. 0,025 C+

0,025 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,368 0,001 0,007 0,045 0,069
2. nap 0,280 0,574 0,922 0,963
4. nap 0,996 0,859 0,777
7. nap 0,986 0,963
9. nap 1

Flc. tabldzat. 0,05 C+

0,05 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap 1,000 1,000 1,000 1,000
4. nap 1,000 1,000 1,000
7. nap 1,000 1,000
9. nap 1,000
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Fld. tabldzat. 0,1 C+

0,1 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 0,045 0,069 0,004 0,986
2. nap 0,206 0,147 0,679 <0,001
4. nap 1,000 0,963 0,007
7. nap 0,922 0,011
9. nap <0,001
Fle. tablazat. 0,5 C+
0,5 CYN 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,147 0,986 0,996 1,000 0,996
2. nap 0,029 0,045 0,280 0,045
4. nap 1,000 0,922 1,000
7. nap 0,963 1,000
9. nap 0,963
FIf tablazat. P-€hezés
P-éhezés 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,011 0,102 0,963 0,679 <0,001
2. nap 0,963 0,102 <0,001 <0,001
4. nap 0,468 0,001 <0,001
7. nap 0,206 <0,001
9. nap <0,001
Flg. tabldzat. Indukcio
Indukalt 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 1,000 0,029 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 0,011 <0,001 <0,001
7. nap 0,001 <0,001
9. nap 0,963
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2. fiiggelék. A nevelési id6 adott napjain az egyes H. pluvialis tenyészetek

zold vegetativ sejtszamai kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt p-

értékei. Pirossal kiemelve a szignifikdnsan kiilonb6z6 (p<0,05) értékek

lathatoak.

F2a. tabldzat. 0. nap

0.nap | 0,025C+ | 0,05C+ 0,1 C+ 0,5C+ | P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,656 1,000 0,982 0,844 0,999 0,911
0,025 C+ 0,757 0,187 1,000 0,911 0,090
0,05 C+ 0,956 0,911 1,000 0,844

0,1 C+ 0,343 0,844 1,000

0,5 C+ 0,982 0,187
P-éhezés 0,656
F2b. tabldzat. 2. nap

2.nmap | 0,025C+ | 0,05C+ 0,1 C+ 0,5C+ | P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000 0,995
0,025 C+ 0,982 0,982 1,000 1,000 1,000
0,05 C+ 1,000 0,995 0,999 0,956

0,1 C+ 0,995 0,999 0,956

0,5 C+ 1,000 1,000
P-éhezés 0,999
F2c. tablazat. 4. nap

4.map | 0,025C+ | 0,05C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,956 1,000 0,131 0,002 0,656 <0,001
0,025 C+ 0,956 0,009 <0,001 0,131 <0,001
0,05 C+ 0,131 0,002 0,656 <0,001

0,1 C+ 0,757 0,956 0,059

0,5 C+ 0,187 0,757
P-éhezés 0,003
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F2d. tabldzat. 7. nap

7. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 1,000 0,995 0,038 0,001 0,005 <0,001
0,025 C+ 0,982 0,024 <0,001 0,003 <0,001
0,05 C+ 0,187 0,009 0,038 <0,001

0,1 C+ 0,911 0,995 <0,001

0,5 C+ 0,999 <0,001
P-éhezés <0,001
Fe. tablazat. 9. nap

9. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,995 0,999 0,956 0,257 <0,001 <0,001
0,025 C+ 1,000 0,656 0,059 <0,001 <0,001
0,05 C+ 0,757 0,090 <0,001 <0,001
0,1 C+ 0,844 0,003 <0,001
0,5 C+ 0,131 <0,001
P-&hezés <0,001
F2f tablazat. 12. nap
12.nap | 0,025C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ Péhezés Indukalt
Kontroll 0,059 0,038 0,059 0,995 <0,001 <0,001
0,025 C+ 1,000 <0,001 0,009 <0,001 <0,001
0,05 C+ <0,001 0,005 <0,001 <0,001
0,1 C+ 0,257 <0,001 <0,001
0,5 C+ <0,001 <0,001
P-éhezés 0,911
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3. fiiggelék. A kulonboz6 H. pluvialis tenyészetekben a nevelési id6 adott

napjain szamolt zold cisztdk szdma kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten

vizsgalt p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikansan kiillonbozé (p<0,05)

értékek lathatoak.
F3a. tablazat. Kontroll
Kontroll 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,008
2. nap 0,937 0,323 0,781 0,872
4. nap 0,872 0,999 0,323
7. nap 0,975 0,025
9. nap 0,160
F3b. tabldzat. 0,025 C+
0,025 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,232 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap 0,106 0,025 0,025 0,025
4. nap 0,993 0,993 0,993
7. nap 1,000 1,000
9. nap 1,000
F3c. tabldzat. 0,05 C+
0,05 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap 0,993 1,000 0,993 0,160
4. nap 0,975 0,872 0,042
7. nap 0,999 0,232
9. nap 0,431
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F3d. tabldzat. 0,1 C+

0,1 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 0,003 0,008 <0,001 <0,001
2. nap 0,323 0,160 0,937 0,999
4. nap 0,999 0,872 0,550
7. nap 0,670 0,323
9. nap 0,993
F3e. tablazat. 0,5 C+
0,5 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,068 0,975 1,000 0,993 <0,001
2. nap 0,008 0,042 0,232 0,431
4. nap 0,993 0,781 <0,001
7. nap 0,975 <0,001
9. nap 0,001
F3f. tablazat. P-€hezés
P-éhezés 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,003 0,003 0,005 0,015 1,000
2. nap 1,000 1,000 0,993 0,003
4. nap 1,000 0,993 0,003
7. nap 0,999 0,005
9. nap 0,015
F3g. tabldzat. Indukcio
Indukalt 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 0,106 0,323 0,001 <0,001
2. nap 0,068 0,015 0,781 0,993
4. nap 0,993 0,670 0,232
7. nap 0,323 0,068
9. nap 0,975
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4. fiiggelék. A nevelési id6 adott napjain az egyes H. pluvialis tenyészetek zold

ciszta szdmai ko6zotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei. Pirossal

kiemelve a szignifikansan kiilonb6z6 (p<0,05) értékek lathatoak.

F4a. tabldzat. 0. nap

0. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ | P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,509 1,000 0,966 0,749 0,998 0,848
0,025 C+ 0,632 0,088 1,000 0,848 0,033
0,05 C+ 0,921 0,848 1,000 0,749
0,1 C+ 0,202 0,749 1,000
0,5 C+ 0,966 0,088
P-éhezés 0,509
F4b. tabldzat. 2. nap
2. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,998 1,000 1,000 1,000 1,000 0,998
0,025 C+ 0,966 0,966 1,000 1,000 1,000
0,05 C+ 1,000 0,989 0,998 0,966
0,1 C+ 0,989 0,998 0,966
0,5 C+ 1,000 1,000
P-éhezés 1,000
F4c. tablazat. 4. nap
4.nap | 0,025C+ | 0,05C+ 0,1 C+ 0,5 C+ | P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,921 0,921 0,136 <0,001 0,921 0,001
0,025 C+ 0,287 0,006 <0,001 0,287 <0,001
0,05 C+ 0,749 0,006 1,000 0,033
0,1 C+ 0,287 0,749 0,632
0,5 C+ 0,006 0,998
P-éhezés 0,033
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F4d. tabldzat. 7. nap

7. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,998 0,749 0,002 <0,001 0,202 <0,001
0,025 C+ 0,391 <0,001 <0,001 0,055 <0,001
0,05 C+ 0,136 0,003 0,966 <0,001

0,1 C+ 0,848 0,632 0,509

0,5 C+ 0,055 0,998
P-¢éhezés 0,011
FAe. tablazat. 9. nap
9. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ | P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,848 1,000 0,509 0,003 0,391 0,033
0,025 C+ 0,632 0,033 <0,001 0,020 <0,001
0,05 C+ 0,749 0,011 0,632 0,088

0,1 C+ 0,391 1,000 0,848

0,5 C+ 0,509 0,989
P-éhezés 0,921
F4f. tablazat. 12. nap
12.nap | 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,006 0,003 0,921 0,136 0,055 1,000
0,025 C+ 1,000 0,136 0,921 <0,001 0,006
0,05 C+ 0,088 0,848 <0,001 0,003

0,1 C+ 0,749 0,002 0,921

0,5 C+ <0,001 0,136
P-éhezés 0,055
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5. fiiggelék. A kilonboz6 H. pluvialis tenyészetekben a nevelési id6 adott
napjain  szadmolt  zold-piros  cisztdk  szdma  kozotti  99,5%-o0s
szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikdnsan
kiilonb6z6 (p<0,05) értékek lathatoak.

F5a. tabldzat. Kontroll

Kontroll 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 0,984 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap 0,984 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 0,006 <0,001 <0,001
7. nap 0,108 0,010
9. nap 0,953

F5b. tablazat. 0,025 C+

0,025 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 0,953 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap 0,953 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap <0,001 <0,001 <0,001
7. nap 0,107 0,108
9. nap 1,000

F5c. tablazat. 0,05 C+

0,05 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 0,953 0,953 0,953 <0,001
2. nap 0,953 0,953 0,953 <0,001
4. nap 1,000 1,000 <0,001
7. nap 1,000 <0,001
9. nap <0,001
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F5d. tabldzat. 0,1 C+

0,1 CYN 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 0,108 0,953 0,108 <0,001
2. nap 0,108 0,953 0,108 <0,001
4. nap 0,514 1,000 <0,001
7. nap 0,514 <0,001
9. nap <0,001
FSe. tabldzat. 0,5 C+
0,5 CYN 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 1,000 0,953 0,953 <0,001
2. nap 1,000 0,953 0,953 <0,001
4. nap 0,953 0,953 <0,001
7. nap 1,000 <0,001
9. nap <0,001
F5f. tablazat. P-€hezés
P-éhezés 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 0,108 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap 0,108 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap <0,001 <0,001 <0,001
7. nap <0,001 <0,001
9. nap <0,001
F5g. tabldzat. Indukcid
Indukalt 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 0,953 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap <0,001 <0,001 <0,001
7. nap <0,001 <0,001
9. nap <0,001
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6. fliggelék. A nevelési id6 adott napjain az egyes H. pluvialis tenyészetek zold-
piros ciszta szdmai kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei.
Pirossal kiemelve a szignifikansan kiilonb6z6 (p<0,05) értékek lathatoak.

Féa. tabldzat. 0. nap

0. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,025 C+ 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,05 C+ 1,000 1,000 1,000 1,000
0,1 C+ 1,000 1,000 1,000
0,5 C+ 1,000 1,000
P-éhezés 1,000

F6b. tabldzat. 2. nap

2. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,976
0,025 C+ 1,000 1,000 1,000 1,000 0,976
0,05 C+ 1,000 1,000 1,000 0,976
0,1 C+ 1,000 1,000 0,976
0,5 C+ 1,000 0,976
P-éhezés 0,976

Féc. tablazat. 4. nap

4. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5C+ | P-€hezés | Indukalt
Kontroll 1,000 1,000 0,470 0,994 0,470 <0,001
0,025 C+ 1,000 0,595 0,976 0,595 <0,001
0,05 C+ 0,595 0,976 0,595 <0,001

0,1 C+ 0,139 1,000 <0,001

0,5 C+ 0,139 <0,001
P-éhezés <0,001
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Féd. tabldzat. 7. nap

7. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,595 0,014 0,014 0,014 <0,001 <0,001
0,025 C+ <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,05 C+ 1,000 1,000 <0,001 <0,001
0,1 C+ 1,000 <0,001 <0,001
0,5 C+ <0,001 <0,001
P-éhezés <0,001
Foe. tablazat. 9. nap
9. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,595 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,025 C+ <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,05 C+ 0,595 1,000 <0,001 <0,001
0,1 C+ 0,595 <0,001 <0,001
0,5 C+ <0,001 <0,001
P-éhezés <0,001
F6f. tablazat. 12. nap
12. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,976 0,595 0,595 <0,001 <0,001 <0,001
0,025 C+ 0,976 0,976 <0,001 <0,001 <0,001
0,05 C+ 1,000 <0,001 <0,001 <0,001
0,1 C+ <0,001 <0,001 <0,001
0,5 C+ <0,001 <0,001
P-éhezés <0,001

150




7. fiiggelék. A kiilonbozo H. pluvialis tenyészetek tapoldatdban a nevelési ido
adott napjain mérheté6 ortofoszfat (PO,”) mennyiségei kozotti 99,5%-o0s
szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikdnsan
kiilonb6z6 (p<0,05) értekek lathatoak.

F7a. tablazat. Kontroll

Kontroll 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
2. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
4. nap 1,000 0,995 0,948
7. nap 0,998 0,966
9. nap 0,997

F7b. tabldzat. 0,025 C+

0,025 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
2. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
4. nap 0,737 0,247 0,038
7. nap 0,917 0,453
9. nap 0,917

F7c. tablazat. 0,05 C+

0,05 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
2. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
4. nap 0,214 0,006 0,003
7. nap 0,621 0,487
9. nap 1,000
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F7d. tabldzat. 0,1 C+

0,1 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
2. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
5. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001
7. nap 0,752 0,663
9. nap 1,000
F7e. tablazat. 0,5 C+
0,5 C+ 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
2. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
4. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001
7. nap 0,177 0,182
9. nap 1,000
F7f. tablazat. P-€hezés
P-éhezés 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
2. nap 1,000 1,000 1,000 1,000
4. nap 1,000 1,000 1,000
7. nap 1,000 1,000
9. nap 1,000
F7g. tabldzat. Indukcio
Indukalt 2. nap 4. nap 7. nap 9. nap 12. nap
0. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
2. nap < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
4. nap 0,171 0,028 0,865
7. nap 0,940 0,703
9. nap 0,255
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8. fiiggelek. A nevelési id6 adott napjain az egyes H. pluvialis tenyészetek
tapoldatiban mérheté ortofoszfat (PO,”) mennyiségei kozotti 99,5%-os
szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikdnsan
kiilonb6z6 (p<0,05) értekek lathatoak.

F8a. tabldzat. 2. nap

2. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
0,025 C+ < 0,001 < 0,001 0,903 < 0,001 < 0,001
0,05 C+ < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

0,1 C+ < 0,001 < 0,001 0,009

0,5 C+ < 0,001 < 0,001
P-éhezés < 0,001

F8b. tabldzat. 4. nap

4. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,520 0,072 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
0,025 C+ 0,942 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,167
0,05 C+ < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,757

0,1 C+ 0,955 < 0,001 < 0,001

0,5 C+ < 0,001 < 0,001
P-éhezés < 0,001

F8c. tablazat. 7. nap

7. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 0,992 0,980 0,895 0,691 < 0,001 < 0,001
0,025 C+ 0,942 0,999 0,975 < 0,001 < 0,001
0,05 C+ 1,000 0,989 < 0,001 < 0,001

0,1 C+ 0,955 < 0,001 < 0,001

0,5 C+ < 0,001 < 0,001
P-éhezés <0,001
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F8d. tabldzat. 9. nap

9. nap 0,025 C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 1,000 1,000 1,000 1,000 < 0,001 < 0,001
0,025 C+ 0,999 1,000 0,998 < 0,001 < 0,001
0,05 C+ 0,997 1,000 < 0,001 < 0,001

0,1 C+ 0,995 < 0,001 < 0,001

0,5 C+ < 0,001 < 0,001
P-éhezés < 0,001

F8e. tabldzat. 12. nap
12.nap | 0,025C+ | 0,05 C+ 0,1 C+ 0,5 C+ P-éhezés | Indukalt
Kontroll 1,000 1,000 0,999 1,000 < 0,001 < 0,001
0,025 C+ 1,000 0,983 1,000 < 0,001 < 0,001
0,05 C+ 0,996 1,000 < 0,001 <0,001

0,1 C+ 0,999 < 0,001 < 0,001
0,5 C+ < 0,001 < 0,001
P-éhezés <0,001
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9. fiiggelek. A teljes cianobakterialis kivonattal kezelt Chlorococcum sp.

tenyészetek tapoldataban a nevelési id6 adott napjain mérhetd ortofoszfat (PO,

’) mennyiségei kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei.

Pirossal kiemelve a szignifikansan kiilonb6z6 (p<0,05) értékek lathatdak.

F9a. tablazat. Kontroll

Kontroll 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 0,976 0,965 0,960 0,997
7. nap 1,000 1,000 1,000
10. nap 1,000 1,000
12. nap 1,000

F9b. tabldzat. 1:1

1:1 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 1,000 0,765 1,000 0,999
7. nap 0,721 1,000 0,997
10. nap 0,547 0,960
12. nap 0,979

F9c. tabldazat. 1:2

1:2 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

7. nap 0,998 1,000 1,000
10. nap 0,996 0,996
12. nap 1,000

F9d. téblazat. 1:4
1:4 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap

0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

4. nap 1,000 1,000 0,998 0,757

7. nap 1,000 1,000 0,539

10. nap 1,000 0,571

12. nap 0,416
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10. fiiggeléek. A nevelési 1id6 adott napjain az egyes teljes cianobakterialis
kivonattal kezelt Chlorococcum sp. tenyészetek tapoldataban mérheto
ortofoszfat (PO,~) mennyiségei kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt

p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikansan kiilonb6zo (p<0,05) értékek

lathatoak.
F10a. tablazat. 2. nap
2. nap 1:1 1:2 1:4
Kontroll <0,001 0,006 0,543
1:1 <0,001 <0,001
1:2 <0,001

F10b. tabldazat. 4. nap

4. nap 1:1 1:2 1:4
Kontroll 0,995 <0,001 1,000
1:1 <0,001 0,985
1:2 <0,001

F10c. tablazat. 7. nap

7. nap 1:1 1:2 1:4
Kontroll 0,947 0,974 0,922
1:1 0,999 1,000
1:2 0,997

F10d. tablazat. 10. nap

10. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,149 0,717 0,878
1:1 0,693 0,499
1:2 0,990

FlOe. tabldzat. 12. nap

12. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,983 0,967 0,953
1:1 1,000 0,999
1:2 1,000

156




FI10f tabldzat. 14. nap

14. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,828 1,000 0,141
1:1 0,846 0,549
1:2 0,173
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11. fiiggelék. A centrifugalt cianobakterialis kivonattal kezelt Chlorococcum

sp. tenyészetek tapoldataban a nevelési id6 adott napjain mérhetd ortofoszfat

(PO,”) mennyiségei kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt p-értékei.

Pirossal kiemelve a szignifikansan kiilonb6z6 (p<0,05) értékek lathatoak.

Flla. tablazat. Kontroll

Kontroll 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 0,857 0,811 0,793 0,937
7. nap 1,000 1,000 1,000
10. nap 1,000 0,999
12. nap 0,998

F11b. tablazat. 1:1

1:1 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 1,000 0,733 1,000 0,997
7. nap 0,842 1,000 1,000
10. nap 0,612 0,968
12. nap 0,985

Fllc. tablazat. 1:2

1:2 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

7. nap 0,844 1,000 0,675
10. nap 0,802 1,000
12. nap 0,621
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Fll1d. tablazat. 1:4

1:4 2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap 14. nap
0. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2. nap <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4. nap 0,135 0,254 0,219 0,453
7. nap 1,000 1,000 0,993
10. nap 1,000 1,000
12. nap 0,999
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12. fiiggeléek. A nevelési 1d6 adott napjain az egyes teljes cianobakterialis
kivonattal kezelt Chlorococcum sp. tenyészetek tapoldataban mérheto
ortofoszfat (PO,~) mennyiségei kozotti 99,5%-os szignifikanciaszinten vizsgalt
p-értékei. Pirossal kiemelve a szignifikansan kiilonb6zo (p<0,05) értékek
lathatoak.

Fli2a. tablazat. 2. nap

2. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll <0,001 0,044 <0,001
1:1 <0,001 <0,001
1:2 <0,001

F12b. tablazat. 4. nap

4. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,776 <0,001 0,497
1:1 <0,001 0,096
1:2 <0,001

F12c. tablazat. 7. nap

7. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,952 0,998 1,000
1:1 0,986 0,964
1:2 0,999

F12d. tablazat. 10. nap

10. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,222 0,391 0,965
1:1 0,985 0,462
1:2 0,679

F12e. tabldzat. 12. nap

12. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,993 0,996 0,974
1:1 1,000 0,999
1:2 0,997
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F12f tabldzat. 14. nap

14. nap 1:1 1:2 1:4

Kontroll 0,951 0,504 0,986
1:1 0,820 0,998
1:2 0,715
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10. A JELOLT TUDOMANYOS TEVEKENYSEGE

Az értekezés témajaban megjelent kozlemények (IF: 6,361 )

Referalt folyoiratokban megjelent kozlemények idegen (angol)

nyelven:

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Gonda, S., Nagy, S. A., Bécsi,
L., 2019. Potential role of the cellular matrix of Aphanizomenon
strains in the effects of cylindrospermopsin — an experimental
study. Journal of Applied Phycology 31(3), 1805-1817. IF: 3.016,
Q1

B-Béres, V., Vasas, G., Dobronoki, D., Gonda, S., Nagy, S. A., Bécsi,
L., 2015. Effects of cylindrospermopsin producing cyanobacterium
and its crude extracts on a benthic green alga—competition or

allelopathy? Marine Drugs 13, 6703-6722. IF: 3.345; Q2

Referalt folyéiratokban megjelent kozlemények magyar nyelven:

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Rektor, A., Nagy, S. A., Bécsi,
I., 2014. A cilindrospermopszin cianobaktérium - alga
interakcioban  betoltott  lehetséges  szerepének  vizsgalata

Hidrologiai Kozlony 94(5-6), 31-34.

Nemzetkozi konferenciak, poszterek:
Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Gonda, S., Bacsi, 1., 2018.
Evidence for the phosphatase regulatory effect of
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cylindrospermopsin on an insensitive green algal species. 37"
International Conference of the Polish Phycological Society. 2018.
majus 22-25. Krakéw-Dobczyce, Lengyelorszag.

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Gonda, S., Gacsi, M., Bacsi, 1.,
2018. Evidence for the phosphatase regulatory effect of
cylindrospermopsin on an insensitive green algal species.
Scientific conference for students and high school teachers, 2018
majus 25. Oradea, Romania.

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Gonda, S., Nagy, S. A., Bécsi,
I., 2018. Cilindrospermopszin tartalmu cianobakterialis kivonatok
hatésa a Scenedesmus obtusus planktonikus zdldalga
novekedésére, tapanyag-felvételére és foszfataz aktivitasara. 12
Advances in research on the flora and vegetation of the Carpato-
Pannonian region International Conference, 2018 februar 23-25.
Debrecen, Magyarorszag.

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Gonda, S., Nagy, S. A., Bécsi,
I., 2016. Effects of cylindorspermopsin containing cyanobacterial
crude extract on growth, phosphateuptake and phosphatase activity
of the planktonic green alga Scenedesmus obtusus. 33" SIL
Congress, 2016 julius 31-augusztus 5. Torino, Olaszorszag.

B-Béres, V., Vasas, G., Dobronoki, D., Bacsi, 1., 2013. Possible
anticyanobacterial effects of Cryptomonas ovata (Cryptophyta) on
Microcystis aeruginosa (Cyanobacteria). 4™ Croatian Botanical
Symposium, 27-29 September 2013 szeptember 27-29., Split,

Horvatorszag.
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Hazai konferenciak, poszterek:

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Gonda, S., Nagy, S. A., Bécsi,
I., 2018. A cilindrospermopszin lehetséges foszfatdz szabalyozo
szerepének vizsgalata Scenedesmus obtusus zOldalgan. LX.
Hidrobiologus Napok, 2018. oktdber 3-5. Tihany.

Dobronoki, D., 2016. Cilindrospermopszin tartalmi cianobakterialis
kivonatok hatdsa a Scenedesmus obtusus zoldalga novekedésére,
foszfat-felvételére ¢s foszfatdz aktivitdsara. XV. Orszagos
Fels6oktatasi Kornyezettudomanyi Didkkori Konferencia, 2016.
marcius 30.—4prilis 1. Szeged.

B-Béres, V., Vasas, G., Dobronoki, D., Bacsi, 1., 2013. Interakcios
kapcsolatok toxikus cianobaktérium és nem toxikus alga fajok
kozott, kiilonds tekintettel a cianotoxinok algakozdsségekben
betoltott szerepére. Debreceni Hidrobiologus Forum, 2013.
november 22-23. Debrecen.

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, G., Rektor, A., Nagy, S. A., Bécsi,
I., 2013. A cilindrospermopszin cianobaktérium - alga
interakcidban betoltott lehetséges szerepének vizsgalata. LV.

Hidrobiologus Napok, 2013 oktober 2-4. Tihany.
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Egyéb megjelent kozlemények: (IF: 6.267)

Referalt folyoiratokban megjelent kozlemények idegen (angol)

nyelven:

Figler, A., B-Béres, V., Dobronoki, D., Marton, K., Nagy, S. A., Bécsi,
I., 2019. Salt tolerance and desalination abilities of nine common
green microalgae isolates. Water 11(12), 2527. IF: 2.544, Q2

Bacsi, 1., Deli, J., Gonda, S., Mészaros, 1., Veréb, G., Dobronoki, D.,
Nagy, S. A., B-Béres, V., Vasas, G., 2018. Non-steroidal anti-
inflammatory drugs initiate morphological changes but inhibit
carotenoid accumulation in Haematococcus pluvialis. Algal
Research-Biomass Biofuels and Bioproducts 31C, 1-13. IF:
F:3.723, D1

Referalt folyéiratokban megjelent kozlemények magyar nyelven:

Lukacs, A., Dobronoki, D., 2015. Kovaalga kozdsség kolonizacios
vizsgalata egy alfoldi kis vizfolydsban. Hidrologiai K6zkony 95(5-
6), 45-48.

Lukacs, A., Rausz, A., Uzonyi, A., Debronoki, D., 2015. Okologiai és
taxondmiai csoportositdsok alkalmazhatdsaga alfoldi vizfolyasok
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