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1. Bevezetés és célkitiizések

Az emberi tevékenységek sordn kornyezetiinkbe keriilo kiillonbdz6 anyagok
mennyisége folyamatosan nd. Ezek egy része az élovildgra potencidlisan
vesz€lyesnek tekinthetd, egyesekrdl pedig az egyre részletesebb kutatdsok
alapjan sem tudhatd, hogy pontosan milyen hatasuk van.

A krémot az emberiség régota hasznélja kiilonbozo tevékenységei sordn,
és ennek révén nagy mennyiségben keriilhet szennyezd anyagként a
kornyezetbe, ahol bekeriilve a biogeokémiai ciklusokba az él6lényekre is
vesz€lyt jelent. Veszélyessége ellenére a krom viselkedése az €16 sejtben,
illetve élettani hatdsai a tobbi nehézfémhez képest még mindig kevéssé
ismertek. A krom oxidédcios dllapota 0 és 6+ kozott véltozhat, a kiillonbozo
formdk viszonylag konnyen egymdsba alakulnak. Stabilnak a Cr(III) és Cr(VI)
formdk tekinthetok. A Cr(VI) mérgezd hatdsa sokszorosan nagyobb a Cr(III)-
nal. A jelenlegi ismeretek szerint a Cr(VI) kromationként, a szulféttranszport
rendszeren keresztiill jut be a ndvényi sejtbe, ahol elsdsorban oxiddlo
agensként, illetve kozvetve az elektron transzport rendszer befolydsoldsaval
okoz oxidativ kdrosodast. Specifikus krom(VI)-rezisztencia mechanizmusok
jelenleg nem ismertek a magasabb rendli novényekben, a kromaétstressz
kivédésében elsdsorban az enzimatikus €s nem enzimatikus antioxiddnsok
Jatszanak szerepet.

A természetes vizeket napjainkban érd antropogén terhelések, ezen beliil
is kiilonosen a nehézfém- és peszticidszennyezések hatdsainak feltardsdban
nagy segitséget nydjtanak az okotoxikoldgiai tesztek. Segitségiikkel feltarhat6
az egyes anyagok viselkedése a természetben és a biologiai rendszerek ezekre
adott vélaszai. Egyre nagyobb az igény a mind érzékenyebb, illetve a nem
destruktiv eljardsok bevezetésére és az erre alkalmas mérorendszerek
kialakitdsara. Folyamatosan kutatott téma az egyes természetbe keriilo
kemikdlidk potencidlis hatdsa is az €10 szervezetekre, koztiik az emberre.

A (nem algédkkal végzett) vizi Okotoxikoldgiai teszt-rendszerek egyik
leggyakrabban alkalmazott teszt-szervezetei a békalencse-félék (Lemnoidae,
Araceae, kordbban Lemnaceae). A békalencse-fajok a természetes felszini
vizek fontos primer producensei. Gyorsan, foleg vegetativ. mddon
szaporodnak, konnyen terjednek, alkalmazkoddképességiik o, igy vilagszerte
elterjedt fajok, amelyek legtobbje kozmopolitdnak tekinthetd. Kis méretiik,
aszeptikus  koriilmények kozt valé konnyll nevelhetdségiikk és gyors
szaporoddsuk alkalmassd teszi oOket a mérgez6 anyagok hatdsainak
tanulmédnyozasara. Az elterjedt haszndlatuknak koOszonhetoen az utdbbi
évtizedekben igen sokféle teszt-tipus alakult ki. A rendkivill nagy
valtozatossag miatt az eredmények is nehezen, vagy sok esetben egyaltaldn
nem vethetok Ossze. A kiilonb6z6 békalencse-fajok adott vegyiiletekkel
szembeni €rzékenységének az Osszehasonlitdsdra ennek ellenére viszonylag
kevés kutatds iranyul.



Hazéankban elterjedten fordul el6 a Lemna gibba L. (pupos békalencse),
Lemna minor L. (apr6 békalencse), és a Spirodela polyrrhiza (L.) Schleiden
(bojtos békalencse). Koziilik a Spirodela polyrrhiza a tobbi hazai fajt6l
kiilonbozik abban, hogy az abaxidlis levélfelszine kozelében nagy
mennyiségben akkumuldl antocidnokat. E vegyiileteknek a ndvényekben
betoltdtt szerepére a mai napig nincs egyértelmi magyardzat. Az
antocidnoknak szdmos funkciét tulajdonitanak, tobbek kozott fényvédo,
antioxidans, ozmoregulacios €s rovarriaszté szerepiik lehet.

Az értekezés célkitiizései a kovetkezok voltak:

e Hirom, Magyarorszdg vizeiben dltaldnosan elterjedt békalencse-faj, a
Lemna gibba L., Lemna minor L., és a Spirodela polyrrhiza (L.)
Schleiden akut és kronikus kromatkezelésekkel szembeni tolerancidjanak
az Osszehasonlitdsa, fizioldgiai illetve novekedési paraméterek alapjan.

e A békelencse-tesztekben a kromdt toxicitdsanak jellemzésére éltalunk
vizsgalt paraméterek érzékenységének az Gsszehasonlitdsa.

® A S. polyrrhiza esetében az antocidn-felhalmozéas okotipusok szerinti
eltéréseinek tanulmanyozasa.

e A S. polyrrhiza antocidn-felhalmoz6 képességének krom(VI)-, illetve
mads stresszhatdsok esetén biomarkerként vald alkalmazhatésdgénak a
vizsgélata.

® A S. polyrrhiza antocian-felhalmozdsanak vizsgalatira egy rutinszeriien
haszndlhatd, egyszerti médszer kidolgozasa.

2. Anyag és modszer

2.1. A tesztnovények

A vizsgédlatokhoz harom, vilagszerte, €s a hazai vizterekben is gyakori
békalencse-fajt, a Lemna gibba L., Lemna minor L. és Spirodela polyrrhiza
(L.) Schleiden steril tenyészeteit hasznaltuk.

A torzstenyészetek létrehozasa és fenntartasa

A L. gibba tenyészeteket a DE TTK NoOvénytani Tanszékén 1991 ota
fenntartott axenikus tozstenyészetbol nyertiik.

A L. minor torzstenyészetekhez a novényegyedeket 2004-ben a Kis-Balaton
II. iitem teriiletérdl gytjtottiik.

A S. polyrrhizdbdl két torzstenyészetet tartottunk fenn. Az egyik a Kis-
Balaton II. iitem teriiletérdl szarmazott (AA-Okotipus). A mdsik a Pannonia
Rt. Kunszentmdrtoni bdrgyardanak egykori szennyviziilepitd torendszerébol
szarmazott (MA-Okotipus). Az utdbbi terillet a kordbbi bdripari
tevékenységbol eredden erosen kromszennyezettnek tekinthetd. A két S.
polyrrhiza Okotipus kozott a legnagyobb eltérés a ndvények antocidn-
felhalmozé képességében tapasztalhatd. A tobb antociant felhalmozé6 MA-
Okotipusnal ,,optimélis”, nevelési koriilmények kozott is lilds elszinezOdés
tapasztalhat6 az abaxidlis levélfelszineken, mig a kevesebb antocidnt



felhalmozé AA-Okotipus novényeinek abaxidlis levélfelszine zold volt a
nevelési feltételek mellett.

Az axenikus torzstenyészeteket steril, ¥2 erosségli Hutner-tdpoldaton, a
DE TTK Novénytani Tanszékén, Conviron E7/2 tipusu fitotronban, illetve a
Tansz€k Novény €s Szovettenyésztési laboratériumdban tartottuk fenn, 100
umol m?s™ fényintenzitason, 25/18°C hémérsékleten, 16/8 h nappali/éjszakai
periddus mellett.

2.2. Az okotoxikologiai tesztek osszeallitasa és kivitelezése

A kromdtnak a vizsgdlt békalencse-fajokra gyakorolt hatdsait, illetve az egyes
békalencse-fajok egymdashoz viszonyitott, kromattal szembeni érzékenységét
rovid- illetve hosszu-tavi okotoxikologiai tesztek sordn vizsgaltuk.

A hosszi-tava tesztek koriillményei

A vizsgalt békalencse-fajok tenyészeteinek nodvekedését 10 napos, hosszu-
tavu, statikus tesztekben kovettiik nyomon. Az elonevelés illetve a tesztek
koriilményei megfelelnek a torzstenyészetek fenntartasi koriilményeivel.

A tenyészetek novekedését az alabbi novekedési paraméterekkel mértiik:
kolonia- €s 0ssz-rametszam, biomassza, friss- és szaraztomeg, levélfeliilet.

A tenyészetek fejlodését a 0. és 10. napon mért adatok alapjan a relativ
novekedési rataval jellemeztiik: RGR = (Inx- Inxg)/t

A tenyészetek fejlodésének gatlasat a kovetkezo képlet alapjan szadmoltuk:

1% = [(RGRkontroll'RGRkezelt)/ RGRkontroll] *100

A rovid-tava tesztek koriilményei és a mért paraméterek

A rovid-tavd kroém(VI)-kezelések 48 Orés, statikus tesztekben torténtek. A
rovid-tadvi  vizsgélatokban alkalmazott teszt-tenyészetek és az azok
eloallitisdhoz hasznalt torzstenyészetek fenntartdsa folyamatos, 100 pmol m™
s' fényintenzitdson tortént. Minden egyéb tenyésztési koriilmény a
torzstenyészetek nevelési koriilményeivel azonos volt.

A Kklorofill fluoreszcencia paraméterek mérése: A tesztek 48. ordjaban, a
novények fizioldgiai dllapotdnak a jellemzéséhez mértiikk az in vivo klorofill
fluoreszcencia paramétereket.

A sotétadaptdlt, illetve a folyamatos megvildgitds sordn egyensulyi
(steady state) fotoszintézist elért novények vizsgdlata PAM-2000
fluorométerrel (Walz Gmbh, Németorszag) tortént. A novények 20 perces
eldzetes sotétadapticidja utdn mértiik illetve szdmoltuk a maximalis
(potencidlis) fotokémiai hatékonysdggal ardnyos Fv/Fm és Fm/Fo klorofill
fluoreszcencia paramétereket.

A ,nem-telit6”, 4llandé intenzitdsd, un. aktivdlé fénnyel torténd
megvilagitds soran kialakul6 egyensulyi (steady-state) dllapotu fotoszintézis
jellemzéséhez mértiikk a PSII aktudlis fotokémiai hatékonysdgat (AF/Fm’), a
fotokémiai (qP) és nem-fotokémiai (gN) fluoreszcencia  kioltd
mechanizmusokat egyensilyi 4llapotban jellemzd értékeket. Szdmoltuk a
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teljes fotoszintézis hatékonysdgaval aranyosnak tekintett relativ fluoreszcencia
csokkenést (RFD). A kérosodott PSII reakcidcentrumok részardnyanak
jellemzéséhez szamoltuk a szabdlyozott -Y(NPQ)-, és a nem-szabalyozott -
Y (NO)- nem-fotokémiai fluoreszcencia kiolté mechanizmusok részaranyat.

A  fotoszintetikus  appardtusnak a gyorsan valtozd erdsségl
megvilagitdshoz valé alkalmazkodoképességét un. gyors elektrontranszport
(ETR) fényvalasz-gorbék alapjan értékeltiik. A kromatkezelések hatasdnak a
jellemzésére az elektrontranszport rata (ETR) indukalhatdsagat hasznaltuk fel,
mely az ETR emelkedésének kezdeti meredekségével (maximdlis
fotonhasznositasi egyiitthat, o), az ETR maximadlis értékével (ETR.,),
illetve a fénytelitési egyiitthatoval (Ey) jellemezheto.

A fotoszintetikus pigmentek vizsgalata: A fotoszintetikus pigmentek
mennyiségi vizsgalata a kromatkezelések 48. drajaban lefagyasztott mintak
20-50 mg-janak 80 %-os acetonos kivonatdbdl tortént spektrofotométerrel.

A S. polyrrhiza Okotipusok vizsgalata soran alkalmazott tovabbi
modszerek

Az antocian-felhalmozas mérésének modszerei:

A levélfeliiletek mérése sordn digitdlis képfeldolgozds segitségével a S.
polyrrhiza esetében elkiilonitettiik a zold, €s a lila, ,,antocidnos” feliileteket. A
lila feliileteket mm>-ben, illetve a teljes levélfeliilet szdzalékdban adtuk meg.

A tesztek 10. napjan lefagyasztott S. polyrrhiza novényi mintdk antocién-
tartalmat spektrofotometridsan, metanol:deszt.viz:HCI (79:20:1 v/v/v) ardnyu
keverékével késziilt kivonatban mértiik.

Paraquat-kezelések az oxidativ stresszérzékenység méréséhez:

A S. polyrrhiza AA- illetve MA-0kotipusdndl az oxidativ stressz kivaltdsahoz
paraquatot alkalmaztunk. A kezelések soran a tesztndvényeket harom 6ran &t,
50 umol m™s™ fényintenzitason, Pg-oldaton tartottuk.

Az oxidativ karosoddst a haromords Pqg-kezelések végén, a fotokémiai
hatékonysdg csokkenésével (Fv/Fm) illetve a lipid-peroxidacié mértékével
jellemeztiik. A lipid-peroxidaciét kozvetetten, a relativ elektrolitszivargas
(,,Relative Elektrolyte Leakage” = REL%) alapjan jellemeztiik.

2.3. Az adatok feldolgozasa

A krom(VI) hatdsait az adott fiziologiai paraméterben bekovetkez6 valtozas
(gatlas illetve emelkedés) alapjan jellemeztiik, a véltozdsokat a kontroll
értékek szdzalékdban kifejezve. Az eredmények feldolgozdsa és szamoldsa
(RGR, 1%, atlag, széras) Microsoft Excel 2003 szoftverrel, az eredmények
abrazolasa Systat Sigmaplot 10.0 szoftverrel, az atlagok és standard hibdk
értékének feltiintetésével tortént. A statisztikailag értékelhetd eltéréseket
Student-féle t-probaval (Systat Sigmaplot 10.0) *p<0,1, *p<0,05, **p<0,01,
**+%p<0,001 szinteken tekintettiik szignifikansnak.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. A harom vizsgdlt békalencse-faj kromatérzékenységének
Osszehasonlitasa

Az eredményeink alapjan megéllapitottuk, hogy a vizsgalt békalencse-fajok
krém(VI)-tolerancidja eltéro.

A hosszi-tavu tesztek sordn a novekedési ratdkban 100 uM Cr(VI)
hatdsdra tapasztalt gatldsok alapjan a kovetkezd érzékenységi sorrendet
allapitottuk meg:

L. minor > L. gibba = S. polyrrhiza.

A rovid-tava tesztekben mért klorofill fluoreszcencia paraméterek
alapjan a vizsgalt békalencse-fajok kromat-érzékenysége a kovetkezd
sorrendben csokkent:

L. minor > §. polyrrhiza > L. gibba.

A fotokémiai klorofill fluoreszcencia kioltds (qP) az aktivalo
megvilagitdsi iddszak végére mindhdrom vizsgalt faj tenyészeteiben a
krém(VI) koncentracié novelésével csokkent. Kimutattuk, hogy ugyanakkor a
nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltds részfolyamatai az alkalmazott
krém(VI) koncentraciotdl fiiggoen az egyes fajok esetében eltérd mintazatot
mutatnak. A kdrosodott fotokémiai rendszerek mennyiségével ardnyosnak
tekintett nem szabdlyozott nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltds - Y(NO) - a
L. minor illetve S. polyrrhiza tesztnovényeiben a krom(VI) koncentracidk
novekedésével emelkedett a fotokémiai hat€konysidg (AF/Fm’) rovasara. A L.
gibba esetében azonban inkdbb a szabdlyozott nem-fotokémiai kioltds -
Y(NPQ) - részardnya novekedett, ez magyardzatot ad az utdbbi faj nagyobb
kromat-tolerancidjara.

Megillapitottuk, hogy a gyors ETR fényvdlasz gorbékbdl szdrmaztatott
maximalis fotonhasznositési egyiitthatd (o), illetve az ETR,, értékek alapjan
a S. polyrrhiza tesztndovények fotoszintézise a tobbi két békalencse-fajhoz
képest lassabban alkalmazkodott az aktivdld megvilagitishoz, illetve
kimutattuk a L. minomak a tobbi két fajhoz viszonyitott nagyobb
kromatérzékenységét.

3.2. Az oOkotoxikoldgiai tesztekben vizsgalt novekedési és
fiziologiai jellemzok érzékenységének az osszehasonlitasa
A krénikus, tiznapos kromatkezelések hatdsara mindhdarom békalencse-faj
tenyészeteiben a ndvekedési paraméterek visszaesését tapasztaltuk.

A teszt-tenyészetek koloniaszama nem tiikrozte megfelelden a krom(VI)
gatlo hatdsat. A koloniankénti atlagos rametszam a kromatkezelések hatasara
azonban megvaltozott. A L. gibba és L. minor tenyészetekben az oxidativ
stressz hatasara a koloniak feldarabolddasa, azaz a levélkék szétvalasa volt
megfigyelhetd a tesztek 10. napjdra. A S. polyrrhiza tenyészeteiben ezzel
ellentétes folyamat zajlott le, melynek eredményeként az egy koldnidra jutd
atlagos rametszam megemelkedett.



A vizsgdlt novekedési paraméterek kozill az Ossz-rametszdmok
viszonylag kis érzékenységet mutattak a kromatkezelésekkel szemben, mig a
frisstomeg- €s szdraztomeg nodvekedési ratdk nagyobb novekedésgitlast
jeleztek. A biomassza-gyarapoddsnak a rametszamhoz viszonyitott erdsebb
gatlasa egyben a rametek atlagos méretének a csokkenését is jelezte.

A kromadtkezelések hatdsai a vizsgélt fizioldgiai jellemzok segitségével
mar 48 ora alatt kimutathatéak voltak, szemben a 3-4 napos kezelést kovetden
jelentkezd novekedésgatldssal.

A sotétadaptalt novényekben mért, a maximalis- és alapfluoreszcencia
ardnyat kifejez0 Fm/Fo hdnyados nagyobb érzékenységgel jelezte a krom(VI)
gatlé hatdsat, mint a potencidlis fotokémiai hatékonysiaggal ardnyos Fv/Fm
klorofill fluoreszcencia paraméter.

Az eredményeink alapjan a fényadaptdlt novényekben mért, aktualis
fotokémiai hatékonysaggal ardnyos AF/Fm’ nagyobb érzékenységgel jelezte a
krom(VI)-stresszt, mint a sotétadaptalt novényekben mért €s hasonlé médon
szamolt Fv/Fm.

Az ETR fényvélasz gorbék viltozdsa alapjan a krém(VI)-kezelések
hatdsdra mindharom faj tenyészeteiben csokkent az elektrontranszport
indukdlhatésdga. A 48 oras kromatkezelések a maximalis fotonhasznositasi
egyiitthatd6 (o), illetve az ETR,,, értékének jelentds csokkenését
eredményezték.

A krom(VI) 48 ¢6ra alatt mindharom békalencse fajban csokkentette a
fotoszintetikus pigment tartalmat, de az egyes fajok kozott, illetve a
kromdtkoncentraciotdl fiiggden a rovid kezelési idO0 miatt nem jelentkeztek
szignifikdns eltérések, illetve azok kisebbek voltak, mint a klorofill
fluoreszcencia paraméterek esetében. Cr(VI) hatdsara a klorofillok koziil a kl-
a tartalom nagyobb mértékben csokkent a tesztnovényekben, mint a kl-b
mennyisége, ami elsdsorban a PSII reakcidcentrumok sériilését valdszinlsiti.
Ez magyardzza a nem szabalyozott nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltds, a
Y(NO) részardnyanak emelkedését is. A tesztnovényekben a karotinoid-
tartalom csokkenése a klorofillokhoz képest kisebb volt, ami a karotinoidok
krométkezeléssel szembeni kisebb érzékenységét, valamint a fotoszintetikus
apparatusoknak az oxidativ stressz kivédése miatt megndvekedett karotinoid-
1gényét jelzi. A sériilt reakcidcentrumok szdmanak emelkedésével az egy
mukodoképes reakcidcentrumra jutd dtlagos antennaméret is novekszik. A
felesleges gerjesztési energia elvezetését, illetve a fotooxidativ stressz elleni
védekezést jelzi a nem-fotokémiai fluoreszcencia kioltdssal ardnyos N és
Y(NPQ) paramétereknek a kromdtkezelések hatdsara jelentkez6 magasabb
értéke.



3.3. Az eltéré antocian-felhalmozé Kképességii S. polyrrhiza
okotipusok vizsgalata és Cr(VI) érzékenysége

A S. polyrrhiza Aaltalunk vizsgalt két Okotipusa kozott kiilonbséget
tapasztaltunk az antocidn-felhalmozasban. Az egyik Okotipust antocidnt
nagyobb mértékben akkumuldlé MA-o6kotipusként irtuk le, amelynél a
tesztnovényekben mind a spektrofotometrids mérésekkel, mind az
»antocidnos” levélfeliilet meghatdrozasok sordn nagyobb antocidn-tartalmat
mutattunk ki. Ugyanezen mddszerekkel nyert eredmények alapjdn a masik
Okotipust az antocidnt alacsonyobb koncentraciéban akkumuldlé AA-
okotipusként jellemeztiik. Az ,,AA” illetve ,MA” Okotipus azonos nevelési
feltételek mellett eltérd sebességli novekedést mutatott Az MA-Okotipus
lassabb novekedését az antocidnok termelésére forditott nagyobb szénforrds
felhasznalds €s tobbletenergia magyardzza, ami ,természetes” koriilmények
kozott kompeticids hatranyt jelenthet e valtozat szamadra.

Kimutattuk, hogy az antocidnoknak a kromaét-stressz hatdséara
er0sodik a felhalmozéasa mindkét okotipus esetében. A két, eltérd antocidn-
felhalmozasu oOkotipus kromatkezelései sordn kapott eredményeink az
antocidnoknak az antioxiddns védelemben betoltott szerepét valoszinisitik.
Alacsonyabb (25-50 uM) krom(VI)-koncentraciok mellett, a tobb antocidnt
felhalmozé (MA) Okotipus tenyészetei a hatékonyabb védelemnek
koszonhetden kisebb novekedési gatlast mutattak. A 100 uM Cr(VI)-
koncentraci6 mar olyan magasnak bizonyult, hogy a két Okotipus
érzékenysége kozel megegyezett. Az eredmények arra is rdmutatnak, hogy az
antocidnok felhalmozésara forditott tobblet szénforrds és energia e vegyiiletek
védo szerepe miatt megtériil, és bizonyos termohelyi feltételek (pl. nehézfém-
vagy herbicid terhelések) mellett a faj szdmara elOnyt biztosithat. A S.
polyrrhiza antocidn felhalmozdsa, és annak Cr(VI) hatdsdra torténd
felerosodése magyardzatot adhat arra, hogy a faj novekedési jellemzoi €s
fiziologiai folyamatai a tobbi két fajhoz képest a rovid és hossza-tava
tesztekben eltéro érzékenységet mutattak.

3.4. A S. polyrrhiza antocian-felhalmozasanak, mint potencialis
biomarkernek az alkalmazhatésaga
A spektrofotometrids mérések az alkalmazott Cr(VI)-koncentracidval
ardnyosan emelkedd antocidn-tartalmat mutattak ki mindkét S. polyrrhiza
Okotipus teszt-tenyészeteiben a hosszi-tavu tesztek 10. napjan. Mivel a sajat
eredményeken kivill a S. polyrrhiza ndvényekben az antocian-felhalmozast
mds stressztényezOk felléptekor is megfigyelték és leirtdk, vizsgdlatokat
végeztiink arra vonatkozéan, hogy alkalmas lehet-e a stressz mértékét
jellemzo, nem specifikus biomarkernek.

A vizsgalataink sordn kidolgoztunk egy digitdlis képfeldolgozasi
modszert a S. polyrrhiza tenyészetekben az ,,antocidnos” levélfeliiletek in vivo
mérésére. A digitalizdlt  abaxidlis  levélfelszinek  értékelése a



spektrofotometrids  antocidn-tartalom  meghatdrozdsokkal jol egyezd
eredményeket adott. A mddszer tovabbfejlesztésével, a korldtainak a pontos
megismerésével egy ,,nem destruktiv”, in vivo, sorozatmérésekre alkalmas €s
olcsd mérdrendszer dllithatd Ossze. A moédszer alkalmazasaval a S. polyrrhizdt
felhaszndlé oOkotoxikologiai tesztekben a nehézfémek €s mas stresszorok
hatdsai a novekedési paramétereknél nagyobb érzékenységgel mutathatok ki.

35. Az  eredmények gyakorlati  szempontbol valo
alkalmazhatosaga

A L. gibba, L. minor és S. polyrrhiza axenikus tenyészeteivel végzett
vizsgalataink eredményei alapjan a békalencse-fajok krom(VI)-kezelésekkel
szembeni érzékenysége eltérOnek bizonyult azonos tesztkoriilmények kozott.
Mivel az okotoxikoldgiai €s fiziologiai kutatdsokban elterjedten alkalmazott
modellszervezetekrdl van sz, az eredményeink rdmutatnak arra, hogy a
rutintesztek tervezésekor sziikséges az egyes fajok illetve Okotipusok eltérd
stressz-tolerancidjanak a figyelembevétele.

Az eredményeink alapjan a klorofill fluoreszcencia indukcié médszer
alkalmas a békalencse-tesztekben a szennyezd anyagok toxikus hatdsainak a
megallapitasira. A klorofill fluoreszcencia indukcidban bekovetkezo
valtozdsok a novekedési paraméterekhez viszonyitva hamarabb jelzik a
novényeket érd stressz-hatasokat. Ez a rovidebb vizsgdlati 1d0 kiilondsen a
gyors beavatkozast igénylo (pl. havéria-jellegli szennyezések) esetekben jarhat
jelentOs elonyokkel.

A novények fényakklimalt allapotdban mérhetd klorofill fluoreszcencia
paraméterek alkalmazasaval in vivo jellemezhetok a fotoszintézis egyes
részfolyamatai. Ez lehetové teszi az adott szennyezd anyagok hatdsainak
részletes, nem destruktiv vizsgélatit, illetve a kapott eredmények alapjan a
késObbi specifikus vizsgalatok tervezését, €s az 1j biomarkerek megtalédlasat.

A S. polyrrhiza vizsgilata sordn kapott eredmények aldtdmasztjdk azt a
feltételezést, hogy az antocidnok nem-enzimatikus antioxiddnsként kisegitd
szerepet toltenek be az oxidativ stressz elleni védelemben. Az antocidnoknak
a stressz hatdsédra feler6sodo akkumuldciéja alkalmas és ajanlhaté lehet a S.
polyrrhizaval végzett tesztekben nem specifikus biomarkerként valo
felhaszndlasra. A békalencse-tesztekben hagyomédnyosan haszndlt novekedési
paraméterekhez  képest a novényi kivonatok antocidn-tartalménak
spektrofotometrids vizsgalata illetve az antocidnos abaxidlis levélfelszinek
mérése a gyengébb stresszhatdsokat érzékenyebben jelzi.



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

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

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

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

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

The objectives of our research were as follows:

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

e  Comparing the sensitivity of studied parameters against chromate
treatments.

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

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

2. Materials and Methods

Axenic stock cultures of Lemna gibba L. Lemna minor L., and two ecotypes
of Spirodela polyrrhiza L. (Schleiden) were maintained in Y2 strength Hutner’s
medium (pH 6.3) under controlled conditions (PFD=100 pmol m? s 16/8h
photoperiod, 25/18°C day/night temperature). The two ecotypes of S.
polyrrhiza differed in their anthocyanin accumulating capacity.

2.1. Conditions of long-term chromate exposures
10 days long static growth tests were carried out. Other culturing conditions
corresponded to the maintenance of stock cultures.

The calculated growth parameters as test endpoints were as follows:
number of colonies and number of fronds, fresh and dry weights, total frond
area.

Relative growth rates and growth inhibition of cultures were calculated as
follows:

RGR = (Inx- Inxg)/t

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

2.2. Conditions of short-term chromate exposures

Short-term chromate exposures were performed in 48h long static tests
maintained under 100 pmol m™ s continuous white light illumination. Other
culturing conditions correspond to the maintenance of stock cultures.
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Chlorophyll fluorescence parameters were monitored after 48 h Cr(VI)
treatments with PAM 2000 chlorophyll fluorometer (WALZ Gmbh,
Germany). Potential photochemical efficiency (Fv/Fm and Fm/Fo) was
measured after 20 min dark adaptation. Actual photochemical efficiency
(AF/Fm’), relative fluorescence decrease (RFD), photochemical (qP) and non-
photochemical fluorescence quenching (qN) of light adapted plants were
determined by saturation pulse method. In illuminated plants values
expressing the proportion of regulated (NPQ) and non-regulated (NO) non-
photochemical quenching mechanisms were also calculated.

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

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

Other methods used in study of two S. polyrrhiza ecotypes

Anthocyanic abaxial surface area of plants was analyzed on the same way
as total frond area measurement and the red (‘anthocyanic’) and green (‘non
anthocyanic’) leaflet segments were distinguished.

Anthocyanin content of  plant samples was determined
spectrophotometrically after MEOH:dH,O:HC1 (79:20:1 v/v/v) extractions,
expressed per unit biomass.

Paraquat-treatments

In order to compare the sensitivity of S. polyrrhiza ecotypes against oxidative
damage test plants were treated with Paraquat (Pq) for 3h under PFD 50 pmol
m? s at 20 °C. Subsequently potential photochemical activity (Fv/Fm see
above) was determined and relative electrolyte leakage (REL%) of treated

plants was measured.

2.3. Data evaluation

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

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

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

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

On the other hand short-term exposures to Cr(VI) resulted in different
order of sensitivity on the basis of chlorophyll fluorescence parameters:

L. minor > §. polyrrhiza > L. gibba.

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

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

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

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

Among growth parameters frond numbers of test cultures proved to be
less sensitive indicator compared to fresh and dry weights. Stronger inhibition
in biomass indicated decrease in average size of fronds due to Cr(VI)
treatments.
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By means of chlorophyll fluorescence method effects of chromate could
be detected even within 48h, in contrast with the 3-4 days when growth
inhibition started in long term tests.

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

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

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

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

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

The two ecotypes of S. polyrrhiza exhibited differences in accumulation of
anthocyanins. One of them have been described as MA-ecotype accumulating
anthocyanins in large amount, as revealed by both spectrophotometric method
and digitalized photo evaluation procedure. The other one have been
characterized as AA-ecotype after its low anthocyanin accumulating capacity.
The two ecotypes showed different growth under same culturing conditions.
The MA-ecotype with large anthocyanin accumulation had lower growth rate
due to the utilization of surplus carbon and energy in anthocyanin production
which may be disadvantageous under ‘natural’ competitive conditions. AA-
ecotype exhibited tenfold lower anthocyanin accumulating capacity than MA-
ecotype did.

The induction of anthocyanin accumulation due to chronic chromate
stress and differences in Cr(VI) tolerance of two S. polyrrhiza ecotypes
suggests the probability of antioxidative role of anthocyanins in test plants.
Based on the results of growth inhibition the MA-ecotype proved to be less
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sensitive within 0-50 uM Cr(VI) concentration range than AA-ecotype. 100
UM Cr(VI) proved to be high enough to diminish the development of
additional protection by anthocyanins against chromate. At this concentration
reduction of growth rates were more or less the same in both ecotypes. These
results suggested that anthocyanin accumulation under certain conditions such
as in heavy metal or pesticide contaminated habitats could be profitable.
Accumulation of anthocyanins and the induction of this accumulation in S.
polyrrhiza under chromate stress could explain the different sensitivity of
growth and chlorophyll fluorescence parameters of this species compared to
those of L. gibba and L. minor in short- and long-term treatments.

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

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

An 1image processing method has been worked out for in vivo
measurement of anthocyanic leaf segments in the cultures of S. polyrrhiza.
This in vivo technique has made possible the estimation of anthocyanin
accumulation with a good accordance to results of spectrophotometric
method. Further improvements of the method could take closer to
development of a non-destructive, in vivo, easy to use and cheap measuring
system which can be used for detection of the effects of heavy metals and
other stressors with higher sensitivity than the growth parameters.

3.5. Implementation of the most important results in practice

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

Chlorophyll fluorescence induction method proved to be a suitable tool
in assessing general toxicity of contaminants in duckweed tests. Changes in
chlorophyll fluorescence parameters appear faster in comparison with growth
inhibition. The shorter response time of these parameters could be particularly
important in the case of accidental contaminations. Use of chlorophyll
fluorescence parameters of light acclimated plants allows us to characterize
separate processes of photosynthesis. Data obtained by this way makes
possible specific non-destructive analyses of the effect of various
contaminants and search for possible new biomarkers.
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Results of our experiments with S. polyrrhiza confirmed the supposed
role of anthocyanins in coping with oxidative damage as non-enzymatic
antioxidants. Stress-induced anthocyanin accumulation in S. polyrrhiza could
be a suitable non-specific biomarker in ecotoxicological studies e.g. on water
quality. Both spectrophotometric measurements of plants’ extracts and digital
analysis of ‘anthocyanic’ leaflet segments proved that anthocyanin
accumulation can be used as more sensitive process to stress factors than
growth.
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