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1. Bevezetés, célkitiizések

Az ¢lélények szdmos olyan terhelésnek vannak  kitéve
kornyezetiikkben, melyek  aktivitdsukat, fejlédési  folyamataikat,
lehetdségeiket korlatozzak. Ezeket a terheléseket egyrészt természetes
abiotikus (alacsony-, ill. magas homérséklet, UV-A, UV-B sugarzas),
masrészt biotikus (baktériumok gombdk, rovarok), mig harmadrészt
antropogén eredetii (savas es®, xenobiotikumok, nehézfémek, stb.)
tényezOk valtjak ki. Mindezek a hatdsok - 6sszefoglald néven a stresszorok
- olyan rovid- és hosszutavi valaszokat valtanak ki a szervezetekben,
amelyek létrehozzdk az egyed életében tulélést biztositdo akklimaciot és
akklimatizaciot, a tobb nemzedék soran kialakuld tartés -ellenallo-
képességet, adaptaciot és ennek eredményeként a rezisztenciat. Akklimaciod
(rovidtava, fenotipusos valasz az egyed életében): a novényegyed
szervezettani ¢s ¢lettani illeszkedése, egy adott stresszorra adott
kiegyensulyozd valasz, ami kompenzalja a stresszor hatdsara az élettani
parameterekben bekovetkezd csokkenést. Akklimatizdcio  (szintén
rovidtava fenotipusos valasz az egyed életében): szdmos kornyezeti
tényezd esetén bekovetkezett komplex valtozasokra adott kiegyensulyozo
valaszok Osszessége. Adaptacio (hosszutavu valasz): az 0roklédés soran
egy populacidban alakul ki, az adott gének eléforduldsa megvaltozik,
kedvezébb génkombinaciok jonnek 1étre, eredménye a tartds rezisztencia.
A kiilonbozo stresszorok altal kivaltott stresszvalaszok egyes esetekben
teljesen specifikusak. Hidegstressz hatdsara Un. ,,antifreeze” proteinek
jelennek meg, mas esetekben 4ltalanos valaszok kovetkeznek be, példaul
antioxidans gének expresszidja figyelhetd meg UV-A, UV-B ¢s nehézfém
terhelések esetén is (Nilsen és Orcutt 1996). Figyelembe véve, hogy a
novények esetében egy-egy generacid viszonylag hossza életli, valamint
tobbségiik helyhez kotott, az akklimacio szerepe rendkiviil fontosnak tiinik.

Mind a talaj, mind pedig a felszini és felszin alatti vizek esetében
komoly gondot okoznak az oldhatd6 nehézfém-ionok és ezek kiilonbozo
szervetlen komponensekkel képzett komplex vegyliletei. A kiilonb6zo
feldolgozoiparok (bor, papir, fémkohdszat, galvaniizemek) altal kibocsatott
nehézfém  szennyezOket részletesen elemezték  makro-, illetve
mikrookoldgiai szempontok alapjan, kevésbé ismertek azonban a
nehézfém-ionok 4altal okozott molekuldris hatdsmechanizmusok. A
vizekben minden szennyezd agens elsdsorban az algdk ¢és mas
mikroorganizmusok életmiikddését befolydsolja, bar a jol detektalhatod
kornyezeti karosodasokat gyakran csak Osszetettebb szervezetekben
vessziik észre.



Nehézfém okozta stresszek esetében jellegzetes valtozasok 1épnek fel

a fotoszintetizalo ¢l6lényekben (plazmamembran - karosodasok,
oxigéngyokok képzddése, szabad fémionok jelennek meg a citoszolban,
tapanyagfelvételi-, vizhaztartasbeli-, fotoszintetikus zavarok,

novekedésgatlas, csokkent virdg- és magképzddés), melyek egy része
kozvetlen, mig masik résziik kozvetett hatasokra vezethetd vissza.
Kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy egy lokalisan, a
kornyezetbe gyakran nagy mennyiségben kikeriild toxikus nehézfém - a
krom - milyen moddon és milyen mértékben befolydsolja egy jol ismert
zoldalga faj - a Chlorella pyrenoidosa - egyes anyagcsere folyamatait. A
kromot azért valasztottuk vizsgalataink céljdul, mert az ¢éldlényekre
gyakorolt hatasainak molekularis mechanizmusa kevéssé ismert, feltdrasa
jelenleg is folyamatban van. Toxikussdga bar kevésbé ismert, mint a
toxikologiai kutatdsok homlokterében 1évé kadmiumé és 6lomé, de a
Cr(VI) karcinogén ¢és teratogén hatasa az allati szervezetekre bizonyitott
(Wetterhahn ¢s Hamilton 1989). Munkéank soran kisérleteket végeztiink
Cr(Ill)-mal is, ezeket az eredményeket itt részletesen nem taglaltam. A
Cr(Ill) egy stabilis forma, ¢lettani jelentésége a Cr(VI)-hoz képest

elhanyagolhat6.
Szamos ipari, mezdgazdasagi terlilet jelentds mennyiségi
nehézfémmel - kozottik krommal - szennyezett, ezek tobbsége

hagyomanyos  moddszerekkel — csak  jelentds  koltségek — aran
krommentesithetd. A XXI. szdzadban ezekben a folyamatokban egyre
nagyobb szerepet kapnak a bioremediacids (fitoremediacidés) modszerek. A
szarazfoldi  novénytakaroval  kapcsolatban  elvégzett  vizsgalatok
eredményeit vizi kornyezetben nehéz alkalmazni, azonban az algak
felhasznéldsaval ujabb lehetdségek kinalkoznak mind indikacid, mind
pedig az akkumulaci6 és eliminacio folyamataban. A kiilonb6zo algafajok
- illetve ezeknek a fajoknak a specidlis torzsei - gyakran nagy
mennyiségben képesek felhalmozni nehézfémeket, egyrészt intra-,
masrészt extracellularisan. Ezeknek a nehézfémeknek a felvétele és
megkotése kdzben gyakran olyan redoxfolyamatok jatszodnak le benniik,
amelyek az adott fémiont kevésbé oldhatd, az ¢él6lények szamara kevésbé
felveheté formaba alakitjadk at. Vizsgalataink kozvetett modon valaszt
kerestek arra is, hogy egy - nehézfémekkel szennyezett - vizes él6hely

Munkank soran a Cr(VI) hatasat vizsgaltuk a Chlorella pyrenoidosa
zOldalga szaporoddsara és a nehézfém-stresszekre jellemzO, fontosabb
anyagcsere folyamataira.
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Célul tiiztiik ki annak vizsgélatat, hogy:

- Milyen moédon befolyasolja a Cr(VI) a Chlorella pyrenoidosa
z0ldalga szaporodasat, novekedését és biomasszajanak valtozasat?

- Képesek-e a zoldalga sejtek akkumulalni a kréomot, illetve milyen
ennek a sejten beliili megoszlasa? Milyen tendencidji valtozasok
torténnek a sejtek mikroelem-osszetételében Cr(VI) kezelés
hatasara?

- Hogyan valtozik meg a sejtek fotoszintetikus pigment Osszetétele,
ill. mintazata, az aminosav tartalom - kiilondsen a proliné - Cr(VI)
kezelés hatasara?

- Milyen mértékben valtozik a fotoszintézis hatékonysaga?
Kozvetlen, vagy kozvetett hatasokra vezethetdk-e vissza ezek a
valtozasok, illetve milyen valtozasok kovetkeznek be a szénhidrat-
anyagcserében €s milyen metabolikus, enzimatikus
kovetkezmények tapasztalhatok?

- Hogyan valtozik a nehézfém terhelések hatasara varhatoan fellépd
oxidativ stresszt kontrollalé oxidoreduktazok - kataldz, peroxidazok
- aktivitasa?

- Jelennek-e meg specidlis nehézfém kot proteinek (fitokelatinok)

illetve indukdlodnak-e a szintézisiikhoz sziikséges enzimek
krom(VI) terhelés hatasara?

11



2. Irodalmi attekintés

2.1. A fémek elofordulasa, funkcioi, toxicitasa az élo
szervezetekben

A kémiai és a bioldgiai evolucid Osszetett fejlodési folyamataban
rendkiviil fontos és igen sokrétli szerepet jatszottak az egyes fémionok,
hiszen mar a legegyszerlibb szerves molekulakkal, valamint szervetlen
komponensekkel, mint az ammonia és a cianid-ion is komplexeket tudnak
képezni. E komplexek reakciokészsége ndhet és 0j reakcioutak nyilhatnak
meg. A fémionok templatként viselkedhetnek, igy a koriilottik
elhelyezkedd ligandumok is kapcsoldédni tudnak egyméssal és nagyobb
molekuladk alakulhatnak ki. Egyes fémionok és az egyszerli fémkomplexek
katalitikus, vagy inhibitor funkciot is elldthatnak egyes reakciokat
gyorsitva, masokat lassitva. Ez az oka annak, hogy a fémionok az ¢Io
szervezetnek fontos - egyesek nélkiilozhetetlen - elemeivé valtak. Ilyen
iranyu ismereteink zomét az utols6 harom évtizedben szereztiik (Lawrence
2000).

2.1.1. Az é16 szervezeteket felépitd, eszencialis elemek

Az €16 szervezetekbdl megfeleld analitikai modszerekkel szinte az
Osszes stabil elemet ki tudjuk mutatni, ennek ellenére alig harminc koriilire
tehetd a bioldgiailag sziikséges elemek szama. Az emlitett elemek koziil
néhidny a molekuldk alkotojaként van jelen és kovalens kotésekkel
kapcsolodnak egymashoz, a tobbi ionok forméjaban, szabadon helyezkedik
el a citoplazméban, vagy kapcsolodik més részecskékhez.

Az uj felfedezések kizardlag az un. mikroelemekkel kapcsolatosak.
A kobalt létfontossaganak felismerése ota (1935) kozel két évtized telt el,
amikor sikerlilt a molibdén (1953) a krom (1957) és a szelén (1959)
lényeges biologiai szerepét is bizonyitani. Ezt kovetden teljesen Uj
vizsgalati és miszeres analitikai modszerek vezettek a fluor, az 6n és a
vanadium szerepének tisztazdsdhoz (Koros 1980).

Az ¢éldlényeket felépitd elemeket harom csoportra osztjuk.

Az 1. csoportba minddssze hat biogén elem (hidrogén, szén,
nitrogén, oxigén, foszfor és kén) tartozik. Beldlik épililnek fel a
szénhidratok, zsirok, fehérjék és a nukleinsavak. Ezek a molekulak maguk
is fontosak, masrészt biologiailag aktiv nagyobb molekulak épitokovei. A
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kén és foszfor sok koenzim alkotorésze, szulfat- és foszfat-ion formaban is
jelen van.

A létfontossagu elemek masodik csoportja felelés a sejtek
elektrokémiai tulajdonsagaiért. Az alkalifém- ¢és alkalifoldfém-ionok
szerepe a legegyszeriibb baktériumoktol kezdve, a legfejlettebb ndvényi és
allati szervezetekig rendkiviil sokrétli. Befolydsoljak szamos enzim
aktivitasat, fontos szerepiilk van az ingeriiletvezetési folyamatokban. A
kalium-, magnézium-, kalcium-, natrium-, klorid-, szulfat- és foszfat-ionok
elektromosan semleges teret biztositanak a sejtek és a testfolyadékok
szamara, részt vesznek folyadéktérfogatok fenntartdsdban, illetve
biztositjak az ozmotikus €és ionegyensulyt a sejthartya mindkét oldalan.

A biologiailag fontos elemek harmadik legnépesebb csoportjat a
mikroelemek alkotjak. A bor, fluor, szilicium és jod - nemfémes elemek -
biokémiai szerepérdl a jod kivételével nem sokat tudunk. A fémes
mikroelemek kozil a vas, réz, cink, mangan, kobalt €s molibdén viszont az
Osszes foldi ¢életforma szamara nélkiilozhetetlen. Ismeriink azonban olyan
fémes mikroelemeket is (szelén, vanddium, krom, on), melyek csak
bizonyos €l6lénycsoportok szamara nélkiilozhetetlenek (Kords 1980).

2.1.2. A fémek eléfordulasa az ¢lo szervezetekben és fiziologiai hatasaik

A fémeket a periddusos rendszerben az un. bor-polénium vonaltol
balra talaljuk. Az s-mezdében az alkali- és alkaliféldfémeket, a p-mezdében a
bor-polonium vonaltol balra félfémes, illetve fémes elemeket, mig a d-
mezOben az Un. atmeneti fémeket talaljuk.

Az alkélifémek ¢és alkalifoldfémek bioldgiai szerepérdl kozismert,
hogy sejten beliili és sejten kiviili eloszlasuk nem a termodinamikai
egyensulynak megfeleld, hanem az ionokra nézve a sejtmembran két
oldalan koncentracio gradiens alakul ki. A sejten beliili térben a kalium- €s
magnézium-ion koncentracidja, mig a sejten kiviil a natrium- és kalcium-
ion koncentracidja magasabb. Ez a jelenség tobb tényezd ereddje: aktiv
transzport, membranszelektivitads, anionok (klorid-ionok ¢&s toltéssel
rendelkezd  fehérjék, szerves savak) specidlis eloszlasa, ami
¢lélénycsoportonként eltérd6 modon szabalyozodik (Hua et al. 2003).
Szikes és mas magas natrium tartalmu talajok esetén sostressz Iéphet fel,
amelynek kovetkeztében a fotoszintetikus aktivitds drasztikusan csokken
(Zhu 2003).

A p-mezd fémei koziil biologiai szempontbdl az 6n az egyetlen,
amely létfontossagu a patkdnyok ¢és a nyulak idegi miikodésében és
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kivalasztasaban (Toda et al. 2002, Koeppen és Dickson 2002), bar még ma
sincs ezzel kapcsolatosan egységesen kialakult szakmai allaspont.

Az 6lom mind a novényekre (Slaveykova és Wilkinson 2002), mind
pedig az allatokra toxikus. Egyes ipari korzetekben - ahol 6lomfeldolgozas
folyik - 10-50-szeresére novekedhet a novények dlomtartalma.

Az aluminium - bar a természetben viszonylag kevés formaja mobilis
(Kinraide 1991) - ndvényekben jelentds mennyiségben felhalmozddhat,
ahol bizonyos esetekben toxikus tiineteket is mutathat. Foleg a
gyokérmegnyulasban (Ryan et al. 1993) és a kalcium anyagcserében okoz
problémékat (Rengel 1992), mig patkanyban és emberben idegrendszeri
problémakkal hozhat6 kapcsolatba.

A d-mezd fémei koziil tobb, szinte minden ¢€l6lény szdmara
létfontossagl, ugyanakkor néhanyuk a legtoxikusabb dgensek kozé
tartozik. A sejtek a nehézfémek koziil a vas utan a cinket tartalmazzak a
legnagyobb mennyiségben, ezért nem meglepd, hogy a baktériumokban,
novényekben ¢és allatokban lejatsz6dd szamos folyamatban a cinknek
fontos szerepe van. A biologiai rendszerekben a cink egyrészt
enzimaktivator, mint példaul a karboxipeptidaz-A ¢€s a szénsav-anhidraz
esetében, masrészt szerkezetalakitd ion. A cink sok enzimnek Ilehet
kofaktora  és  szamos  fehérjeszekvencia  tartalmaz  Zn®'-koté
struktirdoméneket (Clarke ¢és Berg 1998). A cink hidnya sulyos
kovetkezményekkel jar, gatolja a fehérje- €s a szénhidrat-anyagcserét,
zavarokat okoz a ndvekedésben ¢€s a csontképzésben (Ovesen et al. 2001).

A kadmium és a higany egyarant erdsen mérgezd az ¢l6lényekre, bar
hatasuk fajonként igencsak eltéré. A kadmium ugyanakkor erdésen zavarja
a vas anyagcserét is. A higany rendkiviil konnyen kapcsolodik tiol- (SH-)
csoportokhoz, toxikussdga részint ennek, részint viszonylagos
mobilitdsanak koszonhetd (Patra €s Sharma 2000).

A réz(Il) novényekben és allatokban egyarant megtalalhato,
legtobbszér enzimek alkotorészeként. Sok vonatkozasban hasonld a
biokémidja a vaséhoz, mindkét fém rendkiviil fontos szerepet t6lt be a
molekularis  oxigén anyagcseréjében. A  réz, protein vezérelt
elektrontranszfer reakciok komponense lehet a szuperoxid-dizmutéz,
citokrom-c oxiddz és a plasztocianin esetében (Van Assche ¢s Clijsters
1990). Esszencidlis volta ellenére - oldhato formdi - nagyobb
koncentracioban rendkiviil toxikus hatdsiak minden ¢€l161ényre.

A molibdén - bar a ritka elemek kozé tartozik - szinte minden €16
szervezet szamara létfontossagu. Kiemelkedd fontossaga van a ndvények
nitrogén anyagcseréjében ¢és a légkori nitrogén megkotésére képes
baktériumok nitrogenaz enzimében. Altaldban redoxreakcidkat katalizalo
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enzimek kofaktora, ahol a molibdén oxidéacios allapota +5 és +6 kozott
valtozik (Taylor ¢s Cowan 2004).

A mangan is minden ¢él6lény szamara 1étfontossagu elem. A ndvényi
fotoszintézisben a vizbontd komplex részeként vesz részt, bar ennek pontos
ultrastruktirdjat és miikodési mechanizmusat még nem ismerjik
(Wydrzynski 2004).

A kobalt biologiai szerepe donté mértékben egy kobalt(III) kdzponti
atomot tartalmazo komplexhez a Bl12-vitaminhoz kapcsolodik, melyet
zOmében anaerob baktériumok szintetizdlnak. NoOvények esetében
leginkébb a toxikus hatasait emelhetjiik ki. Kiilonb6z6 kobalt-komplexek
gatld hatasarol szamoltak be a novekedés (Ahluwalia és Kaur 1988), a
fotoszintetikus aktivitas €s a klorofill-szintézis kapcsan (Hochman et al.
1979), képes befolyasolni a fotoperiodizmust is pl. bors6 ndvényben
(Shimazaki és Furuya 1980).

A nikkelrdl viszonylag kevés ismeretiink van. Biztosnak latszik,
hogy a DNS- és RNS- metabolizmusban jatszik szerepet (Rogstad et al.
2003). A ndvényvilagban toxikus elemként tartjdk szamon (Lustigman et
al. 1995), hajtasos ndvényekben nagy koncentracioban klorotikus tlineteket
okoz.

2.1.3.Nehézfémek és a novények kozotti kolcsonhatasok

A nehézfémek toxicitdsanak biokémiai alapjai gyakran kevéssé
tisztazottak. Néhany nehézfém - réz, cink, mangan - a novényeknél szamos
¢lettani folyamatban esszencialis mikroelem. Ugyanezek a fémek
toxikusak lehetnek az optimalis koncentracié felett, szulfhidril-
csoportokkal dsszekapcsolodva inaktivaljak azokat (Knauer et al. 1997). A
redoxaktiv tulajdonsagti réz az optimalistol magasabb koncentracioban - de
gyakran hidnya esetén is - reaktiv oxigén intermedierek megjelenésé¢hez
vezethet, ami lipidperoxidaciot, membrankarosodast okozhat (De Vos et al.
1989).

Emellett a novények kapcsolatba keriilhetnek olyan potencialisan
toxikus nehézfémekkel, mint a kadmium, vagy higany. Ezek a fémek
rendkiviil konnyen reakcioba 1épnek az aminosav oldallancok kén és
nitrogén atomjaival, megvaltoztatva ezaltal az adott fehérjék
konformacigjat (Lee et al. 1992, Sanita di Toppi és Gabbrielli 1999).

A novény-nehézfém kolcsonhatas soran keletkezd karosodasokat a
hatést jelz paraméterrel az 1. tablazat mutatja be. Az els6 hatasok mar a
fémionok ¢és ndovényi sejtek elsd kolcsonhatasanal fellépnek (Clemens
2001) és reaktiv oxigén intermedierek keletkezésén (Randhawa et al.
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2001), valamint fémionoknak a plazmaban valé megjelenésén keresztiil a
fotoszintézis  hatékonysaganak csokkenéséhez, novekedésgatlashoz,
magasabbrendii novények esetében csokkent virag- és magképzddéséhez
vezetnek.

1. tablazat. Kiilonb6z6 nehézfém stresszek hatasara fellépé karosodasok

novényekben
Fazis Hatas Mérheté paraméter Irodalom
1. plazmamembran karosodas | K' efflux, festékfelvétel DeVos et al. 1989
2. reaktiv oxigén intermedie- | sejtmegnyulds, malondial- | Randhawa et al. 2001
rek keletkezése, dehid szint novekedése
lipidperoxidacid POD, CAT aktivitas valto- | Panda et al. 2003
zasa
3. szabad fémionok megjele- | sejtosztodasi zavarok, Horcsik et al. 2002
nése a citoplazmaban fitokelatin szintaz aktivitas
valtozasa
4. zavarok a
- tapanyagfelvételben elemanalizis Horcsik et al. 2002
- fotoszintézisben fluoreszcencia analizis Olah et al. 2004
oxigen termelés
termolumineszcencia
szénhidrat-anyagcsere
- vizhaztartasban prolin, etilén Wu et al. 1998
5. novekedésgatlas biomassza, sejtszam, Horcsik et al. 2006
gyokeér/hajtas arany
morfologiai valtozasok Bassi et al. 1990
6. csokkent virag- és magszam, magmindség Cary és Kubota 1990
magképzodés
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Mindezeknek a toxikus hatdsoknak az elkeriilésére és
minimalizaldsara a novények kifejlesztettek egy komplex homeosztatikus

crer

crcr

elemei: a transzport, a kelatképzés és a kivalasztasi folyamatok (1. abra).

Ezek a jelenségek alkotjdk a novényi nehézfém tolerancia also
szintjét és szabalyozzak a fémionok felvételét és elosztasat sejt és szervezet
szintjén (Clemens 2001). Példaul egy fitokelatinszintézis-hianyos
Arabidopsis mutans (cadl) érzékenyebb a Cd*-ra mint a vad tipusa
novény (Howden et al. 1995). Ugyanakkor a fémionok megkdtése és
immobilizalasa a sejtfalban még nem lehet a rezisztencia alapja, mert bar a
kiilonb6zé nehézfém-ionok eltérd affinitdst mutatnak a sejtfal pektin
alkotorészeihez és egyéb kotohelyeihez, de egy szenzitiv és rezisztens
novény sejtfaldnak kémiai Osszetételében nem talalunk akkora
kiilonbséget, ami biztositana a rezisztenciat. Ez a jelenség dnmagaban egy
rovid idejii expozicid esetén lehet hatdsos. A membranpermeabilitds
valtozasa és az azt kdvetd kompartmentizacié a vakudlumokban (Vogeli-
Lange ¢és Wagner 1990), valamint az aktiv visszatranszportalas
jelenthetnek 10j rezisztenciautat. Ezek a folyamatok altaldban alacsony
d6zist nehézfém stressz esetén hatékonyak.

Nagyon fontos stratégiai elemek a nehézfém detoxifikacidban, a
stresszoroknak karbonsavak (Mathys 1977, Sagner et al. 1998), fémkotod
proteinek ¢€s polipeptidek altali kikapcsolasa kelatképzés révén. Ezekben a
folyamatokban fontos szerep jut a fitokelatinoknak (2. dabra). A
fitokelatinok kisméretli fémkdotd peptidek. Jellegzetes dsszetételiik (y-glu-
cysh-gly, (y-glu-cys),-B-ala, (y-glu-cys),-ser, (y-glu-cys),-glu, (y-glu-
cys)n-gln, (y-glu-cys),, ahol az n értéke 2-11 érték kozott valtozhat
(Klapheck et al. 1994). Szintézisiiket glutationbol, hidroximetil-
glutationbol, y-glutamil-ciszteinbdl torténik fitokelatin szintdz elnevezésii
transzpeptidaz segitségével (Grill et al. 1989). Az enzim poszttranszlacids
nehézfém aktivalast igényel (Chen et al. 1997).
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1. abra. A novények fém homeosztazisanak fébb elemei
(Clemens munkéja alapjan 2001)
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(y-glutamilciszteinil);-glicin

2. abra. Kisméretii fitokelatin molekula szerkezete

A fitokelatin szintaz aktivitasat nehézfémek széles skalajaval - Cd,
Zn, Ag, Pb, Cu, Hg, Sn, Au, As, Cr (Maitani et al. 1996, Schmdger et al.
2000) - sikeriilt kimutatni mind algdkban, mind magasabbrendi
novényekben. A fitokelatin szintdz termelés lehetésége minden
magasabbrendli névényben ¢és az algadk tobbségében is megvan. Az enzim
aktivitdsait megmérték szamos gombaban is (Miensch et al. 2001).
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Erdekesség, hogy a Caenorhabdites elegans fonalféregben is megtalalhato
egy fitokelatin szintaz gén, mely helyreallitja az enzim szintézisét és a Cd
toleranciat egy fitokelatin szintdz hianyos Saccharomyces pombe
mutansban, ami azt jelzi, hogy funkcionalis fitokelatin szintaz gének
eléfordulnak allatokban is (Clemens et al. 2001).

A fitokelatinok ¢és a fitokelatin szintdz funkciojanak megitélésében
jelentds valtozasnak lehetiink tanti. Kezdetben a sejt homeosztazisanak
fenntartasaban, ill. esszencialis nehézfémek - Zn és Cu - szallitisaban
tartottak jelent6snek (Thumann et al. 1991), ezeket eredményeket borséd
leveleken végzett kisérletek soran kaptak. Ugyanakkor ezekben a sejtekben
altalaban magas Cu és Zn koncentraciokat mértek, gyakran a normal szint
felett, kozel a toxicitasi hatarhoz. Fitokelatin szintaz hianyos Arabidopsis
cadl mutdnsokban sem szamoltak be magasabb fémigényrdl, valamint nem
mutattak jelentésen megemelkedett szenzitivitast Cu- vagy Zn-ionokra
(Howden et al. 1995). Roncsolt fitokelatin szintaz génekkel rendelkezd
Saccharomyces pombe sejtek viszont hiperszenzitivek lettek Cu-stresszre
(Clemens et al. 1998) jelezvén, hogy a fitokelatin szintdz szintézis fontos
elengedhetetlen a normal tolerancidhoz, szamos nem esszencialis fém,
kiilonosen Cd esetében. A Cd hipertolerans sejtvonalak megnoétt fitokelatin
szintézissel valaszoltak a Cd stresszre, kdszonhetéen a megemelkedett y-
glutamil-cisztein szintetaz aktivitasnak (Chen and Goldsbrough 1994).

Fontosak a novényi metallotioneinek 1is, mint a nehézfém-
homeosztazis alkotoelemei. Az elsd ndvényi metallotioneint (III. osztalya
metallotioneinek) érett buza embridkbol izolaltdk 1987-ben (Lane et al.
1987), azdéta mintegy 50 szekvenciat talaltak kiilonb6z6 fajokban.
Expresszidjuk ¢és ¢élettani szerepiik Osszetett, szdmos kérdés még
tisztazatlan. Megjelenésiik nemcsak nehézfém expozicid esetén figyelhetd
meg, hanem hormonkezelés, s6-, hideg- és ozmotikus stressz hatisara is
(Rauser 1999). Tisztitasuk eddig nem jart sikerrel, az emlitett buza és egy
Arabidopsis metallotionein kivételével (Murphy et al. 1997).

Jelen ismereteink azt sugalljak, hogy a ndvényeknek van egy
altalanosnak nevezhetd nehézfém-tolerancia mechanizmusuk, melynek
vazlatat a 3. 4bran mutatjuk be.
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3. abra. Lehetséges fémrezisztencia mechanizmusok:

1. Fémion immobilizalodas a sejtfalban

2. Membran permeabilitas gatlasa

3. Kelatképzés

4. Kompartmentizaciod

5. Retranszport

Me: fémion, SF: sejtfal, CIT: citoplazma, VAK: vakuolum

Néhany novényfaj egyedei képesek magas nehézfém koncentracid
mellett is novekedni, ezek természetes szelekcids toleranciaval, Un.
hipertoleranciaval, vagy hiposzenzitivitassal rendelkeznek (Chaney et al.
1997). Ez a hipertolerancia gyakran bizonyos fémekre specifikus (Schat et
al.  1997). Néhany novényfaj nemcsak tolerdlja a magasabb
fémkoncentraciokat, de akkumulalja is azokat. Mintegy 400 faj - valtozatos
rendszertani megoszlasban - tartozik a hiperakkumuldtorok kozé, ezek
75%-a  nikkel  hiperakkumulalé  (Baker és  Brooks  1989).
Hiperakkumulédtoroknak tekintjiik altalanossdgban azokat a ndvényeket
amelyek 0,1 % Ni, Co, Pb-t képesek felhalmozni szarazanyagra
vonatkoztatva. Cd esetén ez az értek 0,01%, mig a Zn-nél >1% (Broadhurst
et al 2004). A hiperakkumuléci6 az alapja a fitoremedidcios eljarasoknak
(Lakatos 2000, Lakatos et al. 2001).
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2.1.4.Nehézfémek hatasa a fotoszintézisre

A nehézfémek €s mas stresszorok fotoszintézisre gyakorolt gatlo
hatasa napjaink egyik legdinamikusabban fejlodd kutatési teriilete. Szdmos
strukturalis és metabolikus vonatkozéasat vizsgaltak és vizsgaljak, mind
laboratoriumi, mind szabadfoldi kisérletekben. A legtobb korai vizsgalat
izolalt kloroplasztiszokra és részlegesen tisztitott enzimekre vonatkozik,
azonban ezeket az eredményeket csak fenntartdsokkal fogadhatjuk el.
Példaként emlithet6, hogy Zn-ionokkal a bab kloroplasztiszokon in vitro
kimutathat6 elektrontranszport géatldst nem lehetett kimutatni az intakt
novényen (Van Assche et al. 1979). Napjainkban el6térbe keriiltek az
algékon ¢és intakt novényeken végzett kisérletek.

A fotoszintetikus pigment vizsgéalatok tobb nehézfém és ndvény
esetében a klorofill tartalom csokkenését, valamint a klorofill a/b arany
csokkenését mutattdk. Hasonlo tiinetek voltak megfigyelhetok pl.
paradicsom esetében is, ha Cd, Hg ill. Zn nehézfémekkel kezelték. A
karotinoidokra gyakorolt hatds altaldban kevésbé volt jelentds, ami
alacsonyabb klorofill/karotinoid aranyt eredményezett (Baszynski et al.
1980). Cd és Pb kezelés hatdsara a kloroplasztisz ultrastruktura szétesése,
valamint a granum/kloroplaszt ¢s tilakoid/granum ardny csokkenése volt
megfigyelhetd mind hajtdsos novényekben, mind algédkban (Lindsey és
Lineberger 1981, Thomas et al. 1980).

A PSII aktivitasanak csokkenése volt megtigyelhetd Zn, Cd és Hg
kezelés hatasara is, mivel a hatas mértéke csokkentheté volt
szemikarbaziddal, a hatds wvalosziniileg a vizbontd hely kozelében
jelentkezett (Baszynski et al. 1980, De Filippis et al. 1981).
Kloroplasztiszokon, algakon €s hajtdsos novényeken végzett kisérletek arra
utalnak, hogy a nehézfémek 6 tdmadasi pontja a PSII, mig a PSI kevésbé
érzékeny (Prasad ¢és Strzalka 1999). A CO; redukcios ciklusanak illetve a
fotofoszforillaciéo enzimrendszerének SH-csoportjai szintén célpontjai a
nehézfémek tdmadasanak (Uribe és Stark 1982, Prasad és Strzalka 1999).

Mivel a nehézfémek a fotoszintézis szinte minden pontjan képesek
interakciodra, feltételezhetjiik, hogy hatasuk kaszkadszerli, €és nem
hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy mas tényezdk - szabadgyokreakciok,
szovet- ¢s membrankarosodasok - is befolyasoljak a hatast (Clijsters ¢€s
Van Assche 1985).

A legutobbi évtizedben eldtérbe keriilt a pigmentrendszerekben
lejatsz6do, altaldban rovid idejii fotofizikai és fotokémiai folyamatok
vizsgalata, amelyek alapvetd fontossaguak a fotoszintézis hatékonysaganak
megitélése szempontjabol. Vizsgalatukkal eldre jelezhetjiik egy ndvény
hosszutava fotoszintetikus képességét.
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2.1.5. A Kklorofill fluoreszcencia

A fotoszintézis komplex folyamataban a fény és sotétszakasz mind
1d6, mind térbeli kompartmentacioval jellemezhetd, ami a kloroplasztiszok
szerkezetében is megnyilvanul. A kloroplasztiszok alapallomanyaban
torténik a CO, megkotése, mig a tilakoidmembranban az elsddleges fizikai
folyamatok - a fényenergia Osszegyljtése ¢€s redukdld erévé torténd
atalakitdsa megy végbe. Ezeknek a folyamatoknak két egymastol eltérd
fotoszisztéma a szintere. A masodik fotokémiai rendszer (PSII) és a fény-
begylijté klorofill-fehérje komplex (LHCP) zomében a granumokban, mig
az els6 fotokémiai rendszer (PSI) a sztromatilakoidokban talalhatd, a két
rendszert specialis elektrontranszportlanc koti 6ssze. A két fotorendszer
kozotti elektronaramlas mellett protonvandorlas is megvaldsul a membran
két oldala kozott és az igy 1étrejott pH-, toltés, és potencialkiilonbség ATP
szintézisre hasznalddhat fel.

A fényenergia begytijtését végzd klorofill-protein komplexek (klo-
rofill-karotinoid komplexek) tobb fajtajat sikeriilt kimutatni (CCI, CCII,
LHCPI, LHCPII), amelyek maguk is tobb komplex &sszekapcsolddasa
révén johetnek létre. Ezek egy része a reakciocentrumok felépitésében
jatszik szerepet, mig mas résziik a reakcidcentrumok belsé és kiilsd
antennarendszerét alkotja (Laskay és Lehoczky 1989).

A fény abszorpcidja sordn a fotoszintetikus pigmentek alapallapotbol
gerjesztett allapotba keriilnek, energia tartalmuk éppen annyival névekszik,
mint amennyi az elnyelt foton energiatartalma. E megndvekedett
energiatartalmu, excitalt allapotban a molekula egyik elektronja magasabb
energiaszinti palyan helyezkedik el, ahova az elnyelt fénykvantum
“emelte”. A fotoszintézis soran a klorofill molekuldk fotokémiai
reakcidjanak a lényege, hogy a gerjesztett klorofill molekula egy
lazitopalyara juttatott elektront atad egy - a kozvetleniil a kornyezetében
1év6 - elektronakceptornak. A klorofill oxidalodik és egy, a kornyezetében
1évé donortol vesz fel egy elektront. Bar a fotoszintézis soran csak két
klorofill a forma vesz részt a toltésszeparacioval jard folyamatban - a P680
¢és a P700 - specialis energiatranszferekkel mas molekulaformék -
antennapigmentek - altal abszorbealt energia is hasznosul. Ez az
energiatranszfer csaknem két nagysagrenddel noveli meg fotokémiai
reakciok gyakorisagat a reakcidcentrumokban (Krause és Weiss 1991).

A gerjesztési energia azonban nem minden esetben hasznosul
fotokémiai reakcioban. Ezt a gerjesztési energia és a reakcidcentrumok
redoxallapota hatarozza meg elsésorban. A gerjesztett molekulak
dezaktivacijdnak modja némileg eltérd az antenna, ill. reakcidcentrum-
pigmentek esetén. Az antennapigmentekben nincs lehetdség fotokémiai
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hasznosuldsra, mig a reakciocentrumokbdl maés pigmentekre torténd
atadasra. A gerjesztési energia egy része ho, fluoreszcencia, késleltetett
fluoreszcencia, bels6 konverzid, ritkabban foszforeszcencia révén
disszipaldédhat (Krause és Weiss 1991).

A fotoszintézis ¢és a fluoreszcencia egymadssal komplementer
folyamatok, aranyuk egymadssal forditottan ardnyos, magasabb
fluoreszcencia érték mellett a fotoszintézis alacsonyabb mértékli. Ennek az
allapotnak az eléréséig szamos részfolyamatnak kell egyenstlyba kertilnie.
Ha a levelet néhany percre sotétben (vagy alacsony fényintenzitds alatt)
tartjuk, majd erésen megvilagitjuk, a fluoreszcencia egy kezdeti cstcsra
emelkedik (néhany masodperc), majd egy steady-state értékre csokken
(mésodpercek v. percek). A fluoreszcencia indukcid kinetika (Kautsky-
effektus) azonban ennél sokkal Osszetettebb. Az indukcidés gorbe egy
valtoz6 fluoreszcencias gorbe ¢és egy konstans fluoreszcencias hattér
Osszegeként tekinthetd. A gorbét gyakran OIDPSMT elnevezéssel illetik.
Az ebben a szakaszban megfigyelt valtozdsokbdl kovetkeztethetiink a
minta potencialis fotoszintetizald képességére. A gyors fluoreszcencia
indukcios szakaszban megfigyelhetd valtozasok a PSII
reakcidcentrumanak redox 4llapotaval dallnak kapcsolatban. A PSII
rekaciocentrumaban az elsO stabil elektronakceptor egy kinonmolekula
(Qa), amely egy masodlagos elektronakceptornak a (Qg) adja at az
elektront. Amennyiben a Qa redukalt allapotban van, tovabbi elektront
nem képes fogadni a reakciocentrum feldl, ilyenkor megné a
komplementer folyamatok, példaul a fluoreszcencia valdsziniisége. A
gyors fluoreszcencia indukcids gorbe alakja a Qa redoxallapotanak id6beli
valtozasarol tanuskodik. Bar néha kutatdintézetenként is kiilonb6zo
fluoreszcencia pontok és paraméterek hasznélatosak, a legfontosabbak a
kovetkezok:

O: megvilagitas hatasara a fluoreszcencia emelkedik (pikoszekundumos
nagysagrendii, mondhatjuk tehat, hogy a fényforras "nyitési idejétol" fligg),
¢s eléri konstans fluoreszcencia értékét

I: az Osszes elsddleges plasztokinon akceptor Qa redukalt allapotban van
(0,5 ms)

D: az 6sszes masodlagos plasztokinon akceptor Qg redukalt allapotban van
(100-600 ps)

P: a teljes plasztokinon mennyiség redukalt allapotban van (0,5-2 s)

S: NADPH ¢és ATP akkumulalodik, a pH emelkedik

M: a maximum fluoreszcencia masodlagos cstcsa, gyakran a P utan
kovetkezik, altalaban ez az a pont, ahol a szén redukcios ciklusa elindul

T: a klorofill fluoreszcencia értéke allandéva valik (80-300 s)
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Fo: a fluoreszcencia kiindulasi szintje, mely a fotokémiai folyamatoktol
fliggetlen, fiigg az  alkalmazott fényintenzitastol, a  minta
pigmenttartalmatol. Pontos értéke csak akkor mérhetd, ha a Qa teljesen
oxidalt allapotban van, amit altalaban sotétadaptacioval lehet biztositani. A
hémérséklet novelése jelentds jelentdsen noveli az Fy értékét, a fagyasztas
viszont kevésbé befolyasolja.

Fn: a maximalis fluoreszcencia, teljesen redukalt Q4 akceptorpool mellett.
Ertéke csokken erés megvilagitas és hémérsékletemelkedés hatéséra.

F,: valtoz6 fluoreszcencia, az F,, és az Fy kiilonbsége. A PSII centrumok
fényenergia befogasaval aranyos. A gyors fluoreszcencia indukcids gorbék
kvantitativ kiértékelése egyrészt a valtozd fluoreszcencia részardnyanak
meghatarozasara iranyul. Kornyezeti stresszek hatasara értéke csokken, ez
a hatés a tilakoidok karosodaséval magyarazhato.

F,/Fn: tajékoztat az ugynevezett kvantumhatasfokrol a fotoszintézis
fotokémiai szakaszédban. Ennek az ardnynak a csokkenése jo indikatora a
kiilonboz6 kornyezeti stresszfolyamatok altal - szarazsag, ho, hideg, magas
intenzitdsa fény, soOstressz, nehézfémek - eldidézett fotoszintetikus
aktivitas gatlasanak.

Fm/Fo: szintén a kvantumhatasfok egyik mutatdja, értéke leginkabb a
vizpotencialtél fligg. Szdarazsagstressz hatdsara értéke lecsokken, ez
azonban a vizpotencial novekedésével helyredllithatd (Krause és Weiss
1991, Laskay és Lehoczki 1989).

2.1.6. A kromrol altalaban

A krom fényes, eziistfehér, kemény és rideg fém, a peridodusos
rendszer d-mezdjében taldlhatdo. Rendszama 24, atomtémege 51,996,
stirlisége 7,2 g cm™, olvadaspontja 1857°C, forraspontja 2672°C (Kotés és
Stasicka 2000). 1798-ban fedezte fel a francia Vauquelin a Szibériabol
szarmazo6 vordsolomére vizsgalatakor, elnevezését ragyogd fényes szinérdl
kapta (Losi et al. 1994). A foldkéregben a 21. leggyakoribb elem
(Krauskopf 1979), a foldkéreg mintegy 0,0083%-at alkotja, kontinentalis
talapzatokban atlagosan 125 mg kg’ az el6fordulasi ardnya a National
Academy of Sciences USA (1974) alapjan. Bizonyos szerpentin
anyakézetekben koncentracioja elérheti a 125 000 mg kg' értéket is
(Adriano 1986).

Elemi allapotban nem, csak vegyiileteiben talalhaté meg. A d-mezd
elemeinek tobbségéhez hasonloan kiilonbdzd oxidacios éallapotokat vehet
fel - 2, 3,4, 5, 6 - ,de a természetben csak a Cr(IIl) és a Cr(VI) vegyliletek
stabilak (Saleh et al. 1989).
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A Cr(VI) formak nagy része a kornyezetben ipari tevékenység
eredményeként jelenik meg, 6 forrasa a kromit, amit ferrokromitnak, vagy
kromvaskoének is neveznek. Idedlis Osszetétele FeCr,O4 de eléfordulasi
helyenként integransan eléfordulhat benne Mg ¢és Al is, ekkor
[(Fe,Mg)O(Cr,ALFe),0;] 0sszetétellel jellemezhetjik. A vildg éves
krémérctermelése mintegy 11 megatonna, melynek zomét Dél-Afrikéban,
Zimbabweban, Oroszorszagban, Albanidban ¢és Indidban banyasszak, az
évente feldolgozott mennyiség folyamatosan novekszik (Kotas és Stasicka
2000). A legnagyobb felhasznalok a galvanipar, keramiaipar, kohdszat,
magneses szalaggyartok, boripar ¢és festékipar. Ezek az iparagak a
legnagyobb kibocsatok, jelentds mennyiségli szennyviziikkel, nagy
mennyiségli kromot is juttatnak a kdrnyezetbe (Langard 1980).

A kiilonboz6 kromforméak megtalalhatok a talajban, a vizekben, sét a
levegOben is. A levegdben taldlhaté krom mintegy 60%-a antropogén, a
tobbi természetes eredetli (vulkankitorések, erddtiizek, stb.). Gazallapota
krémforma az atmoszférdban nem taladlhatd, a krém a légkori aeroszol
szilard vagy csepprészecskéihez kotddik. A 2 um és annal kisebb atmérdji
részecskék nagy tavolsdgot is megtehetnek, melyek bel¢legezve és a
tiidében visszamaradva rakot okozhatnak (Kotas és Stasicka 2000).

A vizek kromtartalma a levegébdl kiiilepedd porbol, kodzetek
mallasabol ¢és a kibocsatott szennyezésektél ered. Az édesvizek
kromtartalma 0,1-800 pg dm™ kozott talalhatd, szennyezett teriileteken
ettdl magasabb értékek is eldfordulnak (Gaines 1988). A természetes
vizekben a Cr(IIl) és a Cr(VI) stabilis. A 4.abra a Cr(VI) formak jelenlétét
mutatja a természetes vizekben.
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4. abra. Krom(VI) formak el6fordulasa vizes oldatokban pH 1-14 tartomanyban
A szaggatott vonalak a természetes vizek pH tartomanyat jelzik
(Tandon munk3ja alapjan 1984).

A talajok természetes kromforrdsat foképpen sajat anyakodzeteik
képezik ezért a krom mennyisége a kiilonb6zd talajokban igen eltérd. Az
emberi kozremiikodéssel nem szennyezett talajok kromtartalma 10 mg kg™
és 150 mg kg™ kozott van, az atlag 40 mg kg™ (Losi et al. 1994).

A két kromforma ardnya a kornyezet fiziko-kémiai tulajdonségaitol,
jelenségeitdl fiigg (Mertz 1969). Oxigéndus kornyezetben és pH>7 mellett
a CrO4” ionok, oxigénszegény kornyezetben és pH<6 értéknél a Cr(IlI)
ionok jelenléte varhato. Atmeneti pH tartomanyban a Cr(III)/Cr(VI) ardnya
fligg az oxigénkoncentraciotol, valamint a jelenlevd redukalod - Fe(II) - és
esetleges oxidalo dgensek - mangén oxidok - jelenlététdl (Schroeder és Lee
1975, Pettine et al. 1998). A felszini leveg6zott, magasabb oxigéntartalmu
vizek kivételével a Cr(VI) csak alacsony pH-n jelenik meg H,;CrO4
formaban. A toxikusabbnak tekintett Cr(VI) formak eléfordulasat a 4. abra
mutatja. A természetes vizek normadlis pH-Eh tartomanyaban a Cr(III)
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hidroxokomplex, szerves komplexek, ¢s Cr(OH); csapadék forméjaban
fordul el6 (Rai et al. 1989). A komplexképzddés csokkenti a
csapadékkivalas lehetdségét. A  szerves komplexek nehezebben
oxidalodnak, mint a hidroxokomplexek (Rai et al. 1989, Stein és Schwedt
1994).

A talajok krémtartalma zommel az anyakdézetek mallasabol
szarmazik, amit ndvelhetnek a levegdbdl kiiilepedd ¢és kimosodo
részecskék ¢€és az ipari tevékenység soran keletkezd kromtartalmu
hulladékok. Semleges pH-ju talajban a Cr(Ill) legnagyobb része hidroxid
csapadék formajaban fordul eld, melynek mozgékonysaga kicsi és a
novények szamara sem felvehetd. Savas talajokban, pH<4 mellett
Cr(H,0)¢" illetve a CrOH*".aq jellemz6 (Bartlett és Kimble 1976 a,b). A
Cr(VI) semleges ¢s lugos talajokban altaldban a jol 0ldodé Na,CrOs
formaban talalhato, de el6fordulnak a rosszabbul oldddo alkalifoldfém- és
Pb-kromatok is. A CrO,> és HCrO, redukcios lehetdségei és katalizatorai
hasonléak a vizi kornyezetben leirtakhoz, forditott iranyban itt is a
mangan(Ill, IV) oxidok, hidroxidok katalizalnak (Eary és Ray 1987,
Makino et al. 1998). Az 5. abran a krom természetes korforgasanak vazlata
talalhato.

A levegd krom tartalma szintén széles skalan mozog. Pacyna és
Nriagu (1988) az Anktartisz, Gronland és a norvég északi-sark levegd
krom tartalmét vizsgalva a kovetkezd eredményt kaptak: 5.0 x 107 és
12x 107 ug m™. Ez a krém olyan természetes forrasokbol szarmazik, mint
a vulkankitorések €és a sz¢€l altal odafujt szennyezés, melynek mennyisége
kiilon-kiilon, évi 3.9 x 10° 50 x 10 tonna.
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5. abra. Krom-ciklus a természetben (Bartlett munkaja alapjan 1991)

2.1.7.Krom és mikroorganizmusok kolcsonhatasa

A krom toxikussagara utald elsdé jelek a laboratoriumi edények
tisztitasara hasznalt krom-kénsav hasznalata soran meriiltek fel. Az igy
tisztitott edényekben nevelt baktériumtenyészetek novekedése gatolt volt
szamos Oblités utan is (Hervey 1949).

A természetben lezajlo Mn-katalizalt oxidaci®6 mellett nagyobb
sullyal bir a Cr(VI) - Cr(Ill) atalakulds. Anaerob viszonyok mellett a
mikroorganizmusok altal végrehajtott redukcié nem valdszint, itt a Fe(Il)
¢és kiilonbozd szulfidok szerepe jelentds. Aerob kdrnyezetben azonban a
mikrobialis redukcid szerepe dontd, amelyre szdmos baktérium -
Pseudomonas (Bopp ¢és Ehrlich 1988, Horitsu et al. 1987), Aeromonas
(Kvasnikov et al. 1986), Enterobacter (Ohtake et al. 1987.), Bacillus
(Eliseeva et al. 1991) nemzetség fajai - képesek. Szulfatredukald
baktériumok vizsgalatakor szintén figyeltek meg krom(VI) redukciot
(DeFilippi és Lupton 1992), azonban specialis kromat reduktdz nem volt
kimutathat6. Algakkal végzett remedidcios kisérletek soran az inkabb
jellemz6 bioszorpcid mellett bioredukciot is megfigyeltek Chlamydomonas
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ssp. esetében (Ayoub és Sayigh 1987). A megjelent publikaciok alapjan
kromat redukcid6 mind aerob, mind anaerob kornyezetben végbemehet,
azonban nincsenek bizonyitékok arra vonatkozodan, hogy a kromat
elektronakceptorként részt venne az energiatermelés folyamataban.

A reduktdz aktivitds mértéke csoportonként rendkiviil nagy
eltéréseket mutathat. A bakteridlis kromatredukcié a sejt két frakciojahoz
kothetd. Egyes torzsekben a membrankapcesolt elektrontranszportlanc
tehetd feleldssé, mely tagjai citokromok, kinonok, és flavoproteinek. A
membrankapcsolt reduktaz aktivitasért felels fehérjét (fehérjéket) azonban
nem sikerilt izolalni, mikodésiik feltétele minden esetben a membran
integritasa volt (Myers et al. 2000). Mas torzsekben a reduktaz aktivitas
vizoldhaté fehérje frakciokhoz kothetd. A tisztitott, illetve részlegesen
tisztitott enzimekre altaldnosan jellemzd, hogy tobb alegységbdl - 2-3 -
¢épiilnek fel, a monomerek molekulatomege 20-25 kDa-nak, mig az aktiv
enzimmolekula 50-60 kDa-nak adodott (Park et al. 2000). Bar a vizsgalt
enzimek mindannyian a  Michaelis-Menten  kinetikat  kovetik,
paramétereikben, hdémérsékleti optimumkban, felhasznalt elektrondonor
vonatkozaséaban jelentds eltérések figyelhetok meg.

rrrrrrr

A toxikus nehézfémek ¢és a novények kolcsonhatdsaval szdmos
publikacié foglalkozik (Samantaray et al. 1998). FErthet§ moédon -
oldhatosagi tulajdonsagok és élettani vonatkozdsok miatt - a megjelent
kozlemények zome a klasszikusan toxikus nehézfémek (Cu, Zn, Pb, Cd és
Hg) altal okozott problémékat vizsgalja. Kevesebb figyelmet kaptak azok a
fémek (Al, Ga, Ti, Co, Ni, Zr) melyek toxicitasa kevésbé nyilvanvalo,
vagy hidnytiinetei nincsenek. Ide tartozik a krém is, melynek toxikussagara
mar az 1960-as évek elején felfigyeltek. Az akkor még kevésbé
nyilvanvalo, illetve kevésbé elemzett kdrnyezeti problémak miatt azonban
kevés kutatocsoport tartotta napirenden a témakor kutatasat. Az érdeklddés
az utobbi masfél évtizedben ndtt meg a téma irdnt, miutan tisztazddott,
hogy a Cr(Ill)«~Cr(VI) atalakulas mind vizi, mind széarazfoldi
kdrnyezetben végbemehet.

2.1.9.Krom hatasa zoldalgak és a hajtasos novények novekedésére

A krémot sohasem tekintették esszencialis elemnek a ndvényi
novekedés szempontjabol, bar néhany esetben pozitiv valtozdsokat
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tapasztaltak a szerves anyag, vagy a felvett nitrogén mennyiségében
(Leroux 1941). Egyes megfigyelések szerint a krom alacsony
koncentracioban eldsegitette a novények novekedését, de magasabb
koncentraciokban hatarozottan gatlo hatds volt tapasztalhato (Watanabe
1984, Samantaray ¢és Das 1991). Zabon, uborkan, paradicsomon ¢&s
burgonyan végzett korai kisérletek soran 5-100 mg dm™ Cr(VI) hatdsara
vasklorozishoz hasonlo klorotikus tiinetek Iéptek fel, egyben tisztdzodott,
hogy a Cr(VI) toxikusabb a Cr(III)-nal (Hunter és Vergnano 1953).

Hasonl6 megfigyeléseket végeztek dohany és kukorica (Soane és
Saunder 1959), valamint bab (Barcelo et al. 1985) ndvényen.
Folyadékkultiraban tartott rizs nagyobb - 60 mg dm™ - koncentréacio esetén
harom nap alatt elpusztult (Samantaray et al. 1996). Szintén rizzsel végzett
kisérletek  igazoltdk  eldszor, hogy  kromkezelés hatasara a
gyokérmegnyulds nem korreldl a hajtasmegnytlassal, hossza ideji
kezeléseknél csokken a  gyokér/hajtas ardny, megvaltozik a
gyokérarchitektura: csokken a lateralis kiterjedés, siiribb, kompaktabb a
gyokérrendszer, a gyokérszOrok stirlisége csokken (Samantaray et al.
1996). A szuberizaci6 miatti gyokérbarnulas is a magasabb
fémkoncentracié kovetkezményeként jelent meg. A stresszelt ndvények
vizfelvételi problémai - gatolt vizaramlas a gyokérbe és a gydkéren beliil is
- a redukalt gyokérzetre voltak visszavezethetdek (Samantaray et al. 1996).
Borsoval végzett kisérleteknél a kezelt novények hiivelyei kevesebb ¢€s
kisebb szdmu szemet tartalmaztak (Bishnoi et al. 1993). Méar alacsony
volt tapasztalhato Lemna gibba L. esetében (Olah et al. 2004).

A alga-nehézfém kolcsonhatés vizsgalatok jelentds multra tekintenek
vissza. A krommal kapcsolatos kisérletek a 70-es években kezdddtek, amit
hosszabb sziinet kovetett, de az érdeklédés az utdébbi néhany évben
megnovekedett. Meisch ¢és Schmitt-Beckmann kiilonbozd 0Osszetételi
Cr(IIT) és Cr(VI) vegyiiletek hatasat vizsgaltak egy laboratoriumi és egy
vad Chlorella torzson. Alacsony koncentraciok esetében (0,1-0,5 mg dm™)
mind a nodvekedést, mind a fotoszintetikus aktivitast serkentd hatasrol
szamoltak be, mig magasabb koncentraciokndl a sejtszaporodds és a
sejtméret csokkenését illetve a klorofill szintézis gatlasat figyelték meg
(Meisch és Schmitt-Beckmann 1979). Glaucocystis nostochinearum
esetében az ECsy érték 1 mg dm™ értéknek adddott, atomabszorpcios
vizsgélatokkal nagymértékli krom felhalmozodast észleltek (Rai et al.
1992). A fémakkumulacio ¢€s a toxicitasi tiinetek - klorofill koncentracio,
protein tartalom, nitrat reduktdz aktivitas - koncentraciofiiggének bizonyult
(Rai et al. 1992). Tobb toxikus nehézfém (Cu, Cr, Ni) egyéni és kombinalt
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hatasvizsgalatanal szinergisztikus hatasokat figyeltek meg a Chlorella
pyrenoidosa 251 novekedésében, fotoszintetikus aktivitasaban és klorofill
szintézisében. A vizsgalt algafaj esetében hasznalt nehézfémek egyéni
alkalmazasanal a toxikussag a Cu, Cr, Ni iranyban csokkent (Wong ¢s
Chang 1990).

2.1.10. Krom felvétel és eloszlas novényekben

A nehézfémekkel szennyezett talajok okozta toxicitasi problémak és
az erre alkalmas vizsgéalati modszerek fejlddése miatt dinamikusan
novekszik a novények altal felvett nehézfémek mennyiségének ¢és
eloszlasanak vizsgélata, kiilonosen a mezdgazdasagban termelt novények
esetében. Kiilonbozé fajok esetében az akkumuladlt krém mennyisége
rendkiviil eltér6. A felvett krom mennyisége fiigg a talaj
krémkoncentraciojatél (Cary és Kubota 1990). Foleg mezdgazdasagi
szempontbol hasznos ndvényeken végzett mérések azt bizonyitjak, hogy az
atlagos kromtartalom 0,01-0,5 mg kg' kozott allapithatd meg,
mungobabbal és dohdnnyal végzett kisérletekben - szennyezett talajok
esetén - mértek 70-200 mg kg értéket is (Soane és Saunder 1959,
Samantaray €s Das 1997).

Az akkumuldlt krém nagy része a gyokérben taldlhato, kevéssé
transzportalddik a hajtdsba (Moral et al. 1994, Samantaray ¢s Das 1997),
feltehetéen amiatt, mert a gyokérsejtek vakuolumaiban lokalizalodik
(Barcelo et al. 1985). Hasonl6 eredményeket értek el folyadékkulturas
kisérletekben is tobb ndvény esetében (Moral et al. 1996). Mangi és tarsai
zbldalga fajok és Lemna minor novekedését vizsgaltak Cr(VI) jelenlétében.
A novekedésgatlas mellett nagymértékii  kromakkumuldcié  volt
megfigyelhetdé mind az €16, mind pedig a mar elpusztult (bioszorpcio)
novények esetében (Mangi et al. 1978). Kiilonb6z6 fémionok (Cd, Cr)
interaktiv toxikus hatasanak vizsgalata Chlorella ellipsoida-n koncentracio
¢s 1idofiiggének bizonyult. A nehézfém akkumulacio a két toxikus
nehézfém egyidejii jelenlétekor szignifikdnsan magasabbnak bizonyult,
mint a kiilon-kiilon alkalmazasnal (Okamura és Aoyama 1994).

2.1.11. Krom hatasa fotoszintetizalo szervezetek anyagcsere
folyamataira

Elofordulasi gyakorisaguk, néhanyuk esszencidlis szerepe miatt
nagyszamu publikacid foglalkozik a nehézfémek biokémiai, élettani

31



tulajdonsdgaival. Bar szamos szerz0 szamolt be a kréom stimulativ
hatdsarol, mindeziddig nem sziiletett olyan publikdcid, amelyik
hatarértéket allapitott volna meg kromsziikséglet vonatkozasaban (Soane
¢s Saunder 1959, Turner és Rust 1971). A nehézfémek felvehetd formai
lecsokkentik a fotoszintetikus elektrontranszport illetve a nettd
fotoszintetikus hatékonysagot (Van Assche és Clijsters 1988).

Krom kezelés utan néhany oraval Anabaena doliolum kultarakban a
fotoszintetikus aktivitas mellett, megvaltozik egyes tapanyagok felvétele €s
irreverzibilisen megsziinik a nitrogenaz aktivitas is (Dubey és Rai 1987,
Rai és Dubey 1988, Mallick és Rai 1990). Klorofill fluoreszcencia
vizsgélatok adatai alapjan - Cr(VI) kezelés hatasara - csokkent a Lemna
gibba fotoszintetikus hatékonysaga (Olah et al. 2004). Cr(VI) hatasara bab
levelekben megvaltozott mind az elemosszetétel, mind pedig a
fotoszintetikus pigmentek Osszetétele, egyik lehetséges magyarazataként a
klorotikus tiinetek kialakuldsdnak (Barcelo et al. 1986). A lipokinon és
pigment szintézis gatlasarol, csokkent klorofill tartalomrol tobb szerzo is
beszamol kromkezelés hatasara (Krupa et al. 1982, Samantaray et al.
1996). Egymasnak némileg ellentmondé eredmények sziilettek '*C
izotopos kisérletekben. 50 pg dm™-10 mg dm™ koncentracioban adagolt
Cr(VI) mellett Guillizoni és munkatdrsai gatolt fotoszintézisrdl (1984),
ugyanakkor Porter és Franco fotoszintetikus aktivitds ndvekedésérdl
szamoltak be (1991).

2.1.12. Krom tolerancia novényekben

A novényi nehézfém tolerancia sokat tanulmanyozott teriilet az
utobbi években, de a krom tolerancia vizsgalata a kezdeteknél tart. A
legjobb eszk6zok a toxicitds, illetve a tolerancia fiziologiai
tanulmanyozasara kozeli genotipusok. Rout és munkatarsai (1997) nyolc
mungobab (Vigna radiata L.) tenyészetet vizsgaltak kiilonbozé Cr(VI)
szar megnyuldsat és a képzddd biomassza tomegét. A krom, bar mind a
nyolc tanulményozott esetben befolyasolta a mért paramétereket, azt
tapasztaltdk, hogy egyes fajtdkndl serkentette a gyokér megnyulast
(TARM-22 and K-851) mig mas fajtaknal (PDM-54, Sujata, TARM-21,
LGG-407, and PDM-116) ellentétes hatast fejtett ki. A krom kiilonb6zd
mértékben  befolyasolta pl. a szar megnyuldsat is. Szamos
toleranciamechanizmus vetdédott fel magyardzatként, beleértve az
intracellularis fémko6td komponensek mintazatvaltozasat, valamint a
megvaltozott sejtfal-, membranszerkezetet és metabolizmust. A tolerancia
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pontos biokémiai és élettani magyarazata még varat magéra. Valdsziniileg
novényfajonként és valtozatonként mas-mas gének vezérlik, kiilonbozo
biokémiai utakat hasznalva. Krom tolerdns novényeknek képesnek kell
lenniiik megakadalyozni a sziikséges krom feletti mennyiség felvételét,
illetve detoxifikalni azt, az esetleges felvétel utan (Verkleij és Schat 1990,
Moral et al. 1994, 1996).
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3. Anyag és modszer

3.1. Vegyszerek

Az algataptalaj készitéséhez a Magyarorszagon kereskedelmi
forgalomban kaphat6 legnagyobb tisztasagh (alt.) vegyszereket hasznaltuk
fel. A szilard taptalajhoz sziikséges Bacto-agart a Difco Co.-t6l (USA), az
enzimaktivitdas ~ mérésekhez, = HPLC  vizsgalatokhoz  sziikséges
finomvegyszereket a Sigma Chemical Co.-t6] (St. Louis, USA), a Merck
Co.-t6l (Darmstadt, Németorszag), a Serva Fine Biochem. Gmbh-tol
(Heidelberg, Németorszag) szereztiik be.

3.2. Algatenyészet-algatenyésztés

Vizsgalatainkhoz Chlorella pyrenoidosa (IAM—128) zoldalgat
hasznaltunk a  Tokidi  Egyetem  Mikrobiologiai  Tanszékének
gyljteményébdl. Az algasejteket szilard taptalajon tartottuk fenn a sterilitas
megOrzésével. Az algasejteket 500 ml-es, specidlis alganeveld edényekben
tenyésztettiik modositott C-30 folyékony, steril taptalajon 25°C-on. A
tapoldat Osszetétele a 2. szdmu tablazatban taldlhat6. A mikroelemeket az
eldre elkészitett torzsoldatbol adtuk a tapkozeghez.

2. tablazat. Az algatenyésztéshez hasznalt C-30 tapoldat dsszetétele
(Az adatok 1 dm” oldat elkészitésére vonatkoznak)

KNO; 2,02 g
KH2PO4 0,1 13 g
K,HPO, 0,087¢g
MgSO4x7H,0 0,24 g
CaCl,x6H,0 0,037 g
NaHCO; 1,0g

Fe (Fe’  -EDTA formaban) S mg
H3BO3 1,43 mg
MHC12X4H20 0,905 mg
ZnSO4x7H,0 0,111 mg
CuSO4x5H,0 0,0395 mg
NazMOO4X2H20 0,0126 mg
NH4VO; 0,0115 mg
CO(NO3)2X6H20 0,0245 mg
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Az algakat fehér, fluoreszcens fénnyel vilagitottuk meg 50 pmol m?
s és 5% CO, tartalmu, steril leveg6vel buborékoltattuk at, amely egyrészt
szénforrasként szolgalt, masrészt segitett biztositani az alga szuszpenzio
homogenitasat. A tapoldat pH-ja 7,2 volt (Simon et al. 2001). A C-30
tapoldatban a kiilonbozd foszfatformak egyben pufferként is viselkedtek.

3.3. Algatenyészet Cr(III) és Cr(VI) - ionnal torténoé
kezelése

A Cr(IlT)-ként Cr,(SO4)3-ot, mig Cr(VI) vegyiiletként Na-dikromatot
(NaxCr;07) hasznaltunk. Amikor a névekvd algatenyészetek elérték a 10°
dm™ sejtszamot a tapoldatban az algakat 0,1-50 mg dm™ Cr(III) és Cr(VI)-
ionnal kezeltiik eldre elkészitett torzsoldatok segitségével. Minden
kisérlethez kezeletlen kontroll tenyészetet neveltiink azonos koriilmények
kozott. A kezeléseket kovetden 48-72 dran neveltiik az algakat.

3.4. Az algasejtek szaporodasanak vizsgalata

Az algasejtek novekedését tobb modszerrel vizsgaltuk:

a./ kozvetlen sejtszdmlalassal citométerrel,

b./ alacsony sejtszam esetén 600 és 660 nm-en tajékozodod méréseket
végeztiink fotometrids uton (Rodrigues és Lopez 1964). Vizsgalatainkhoz a
centrifugalassal Osszegyljtott algakat (3000g x 10 perc) kétszer mostuk
ionmentes vizben (Ujraszuszpendalds, centrifugalds). A szdrazanyag
tartalom meghatarozasat 90°C-on 24 oran keresztiil, stlyallandosagig
torténd szaritas utdn végeztiik.

3.5. Algasejtek frakcionalasa és elemosszetételének
meghatarozasa

A frakcionélasdhoz az algasejteket centrifugalassal 0sszegytijtottiik
(5000g x 10 perc) ionmentes vizben kétszer mostuk, majd tomegiiket
megmértiik. Ezt a mintat ép, teljes sejtnek tekintettiik (1. minta). Az igy
elokészitett minta egy masik részét French Press-szel roncsoltuk
(1500 kgf cm™) haromszor. A French Press a legalkalmasabb eszkoz a
Chlorella sejtek mennyiségi vizsgalatokhoz torténd feltarasara (Takeda és
Hirokava 1984). Ezutan a homogenizdtumot centrifugaltuk (5000g x 20
perc), majd az iiledékhez 1 ml 0,5%—os Na-lauril-szulfatot (tovabbiakban
SDS) adtunk és kevertettiik 20 percig. Az SDS-sel kezelt szuszpenziot ujra
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centrifugéltuk (10 000g x 20 perc), hogy eltavolitsuk a sejtfalhoz kotédd
oldhat6 komponenseket. Az igy kapott tiledéket 20 percig forraltuk 80%-os
etil-alkoholban. A sejtfal frakciot a centrifugalt (10 000g x 20 perc)
etanolos oldat csapadékaként kaptuk meg (2. minta). A French Press-szel
torténd roncsolés utani feliiliszot Ujra centrifugaltuk (20 000g x 45 perc) €s
az igy kapott iiledéket (3. minta) mint membran-, mig a feliiliszot,
citoplazmatikus frakcionak (4. minta) tekintettiik (Okamura és Aoyama
1994). A sejtfrakcionalas 1€épéseit a 6. abran lathatjuk.

A feliiluszok viztartalmat elparologtattuk, majd a mintdkat 24 6ran
keresztiil kezeltiik koncentralt HNO; és 30%-0s H,O, (6:1 V/V arany)
elegyében. Az igy kapott mintdkat beszaritottuk, majd a maradvanyokat
ujraoldottuk 5 ml 2N HNOj; oldatban.

Az elemdsszetételt Spectroflame tipust induktivan kapcsolt plazma
atomemisszids spektrofotométerrel (ICP-AES) (Spectro Gmbh Kleve,
Németorszag) mértik a kovetkezd paraméterekkel: plazma gaz
1.6 dm’ min'l, nebulizal6 gaz 0,6 dm’ min'l, hiitégaz 15 dm® min’,
gerjesztés 27 MHz, 1.05 kW keresztaramu nebulizer (Horcsik et al. 2006).

Algatenyészet

[Centrifugalas 5000gx10 perc|

Tapoldat Csapadék (algasejtek)

Roncsolas (French Press}

[Centrifugalas 5000gx20 perc]|

[Fetiituszo| E 0,5% DS, 30 pere
Centrifugalas 20000gx45 perc|

[Centrifugalas 10000gx20 perc]

@‘E Csapadék | Felnlusz'j' Csapadek| [ Forralas 80% alkaholban 20 perc|
| Centrifugalas 10000gx20 perc|
(Citoplazma frakei6)  (Membrén frakcié) [Felgszo| Caapedik ]

(‘Sejtfal frakcié)

6. abra. Algasejtek frakcionalasanak vazlata elemosszetétel meghatarozasahoz
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3.6. Fotoszintetikus pigment vizsgalatok

Arnon (1949.) modszerével hataroztuk meg. A klorofillt 80%-os acetonnal
vontuk ki a mintakbol. A klorofill koncentraciot az acetonos kivonatnak
szamoltuk ki.

A kiilonb6zd fotoszintetikus pigmenteket és szarmazékaikat HPLC
technikaval vizsgaltuk. A pigmenteket kloroform-aceton-izopropil alkohol
(2:1:1 V/V ) elegyével vontuk ki 4°C-on (Simon et al. 1988, 1989). A
WATERS HPLC rendszerben C18, 10 um, 250 x 4,6 mm oszlop (Labor
MIM, Magyarorszag), izopropil alkohol-acetonitril-viz (60:35:5 V/V)
mobil fazis, 1 cm’ min™' dramlési sebesség, 440 nm és 660 nm detektalasi
hullamhossz paraméterekkel dolgoztunk. A tobbcsatornds detektor
lehetdvé tette a klorofillok és karotinoidok egyidejli meghatarozast. A
karotinoidok és a xantofillok nem adnak jelet 660 nm-en, a klorofillok
viszont mind a két hulliamhosszon  vizsgalhatok, spektralis
karakterisztikaikat felhasznélva a kiilonboz6 szinanyagok €s szarmazékaik
kénnyen azonosithatoak voltak.

3.7. Mintaelokészités a szabad aminosav analizishez

A szabad aminosavakat a mintakbol 7%-os triklor-ecetsavval,
rdzatassal extrahdltuk két o6ran keresztiil. 200 mg frissen centrifugalt
algatomeghez 2 ml extrahaloszert hasznéltunk. Ezutan szlirOpapiron és
membransziirébn  atszlirtiik (Sartorius 0,45 pm). Az analizist a
folyadékfazisbol végeztiik.

3.7.1. Aminosav analizis

Az aminosav tartalmat ioncseréld folyadékkromatografiaval
hataroztuk meg BIOTRONIC LC 3000 tipusu (Németorszag) aminosav
analizator segitségével. A kromatografids paraméterek: BTC 2410
kationcseréld toltet (125 x 4 mm), reaktorhdmérséklet: 135°C, eluens
aramlasi sebessége: 0,20 ml min”', ninhidrin 4ramlasi sebessége:
0,20 ml min'l, detektalas: 570 és 440 nm, minta térfogata: 20 pul, Biotronic
4-pufferrendszer (A, B, C, D) (Galiba et al. 1992).
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3.8. Fotoszintézis vizsgalatok

Az oxigénfejlodés sebességét Clark-tipusi oxigén elektroddal
(Hansatech, Kings Lynn, England) mértik a nevel6kozegben, 10-
termosztalt mintatartoban, telitési fényintenzitason, fehér fényben. A PSII
aktivitasat 500 uM fenil-p-benzokinon jelenlétében vizsgaltuk.

A fluoreszcencia indukciot szobahdmérsékleten PAM-2000 tipusu
klorofill-fluorométerrel (Heinz Walz Gmbh, Effeltrich, Németorszag)
tenyésztd edénybdl kivett mintat pipettaztunk a mintatartoba, amelyet egy
optikai vezetd kapcsolt Ossze a fluorométer ED 101 emitterdetektor
egységével. Az Fy értéket 5-30 perc sotétadaptalas utan, gyenge 1.6 kHz-
cel modulalt vords fénnyel mértiik. Az Fy, értéket 0,4 s hosszu, erds, telitési
fehér fényimpulzussal hataroztuk meg. A Kautsky gorbe felvételéhez és
paramétereinek meghatarozasahoz a nevel6fénnyel azonos 50 umol m™ s™
aktinikus fénnyel vilagitottuk meg a mintat 5 s hosszan, az F, szint
meghatarozasat kovetden.

Masik moddszer esetében a neveldedénybdl kivett algasejteket (2 ml
sztrtiik (0,45 pum membran filter), majd 5-30 perc sotétadaptacid utan a
fent leirtak szerint mértiik. A mérdszal és az algdval boritott tivegmembran
kozotti tavolsdg 5 mm volt.

3.9. Szénhidrat-anyagcsere szabalyozassal kapcsolatos
mérések

Az Osszegyiijtott Chlorella pyrenoidosa sejteket desztillalt vizzel
mostuk, majd ismételt centrifugalds utan azonnal felhasznaltuk a kivonatok
készitéséhez. Az algaszuszpenziot hitott dorzsmozsarban az adott
enzimnek megfeleld puffer és kvarchomok segitségével feltartuk. A
sejttormeléket centrifugdlassal tavolitottuk el Janeczky K-24 centrifugaban
(10 000g x 30 perc). Az igy kapott feliiluszét polietilén—glikollal
(tovabbiakban PEG) frakcionaltuk, majd az igy kapott oldatokat hasznaltuk
az enzimaktivitds mérésekhez.

A cukormeghatarozashoz a PEG-gel még nem kezelt kivonatot
hasznaltuk, HPLC technika alkalmazasaval, Sarasep Polymer H oszlopon,
Shodex RI refraktiv index detektorral. Eluens 0,01 n H,SO4, 0,6 ml sec’
sebességgel, 50°C-on. Az adatok kiértékelése Chromeleon kromatografias
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szoftverrel tortént, a kalibralast maltéz standardokkal végeztik. A
keményitd meghatarozast Rose modszerével végeztiik (Rose et al. 1991).

Foszfofruktokinaz (tovabbiakban PFK) ¢és pirofoszfat-fruktdz-6-
foszfat-foszfotranszferaz részleges tisztitasahoz (tovabbiakban PFP) a
lemért algatomeget pufferben (50 mM Tris-HCI pH 7,0; 10 % glicerin;
I mM EDTA; 28 mM B-merkaptoetanol; 5 mM MgCl,; 5 mM Pi) 1:1
aranyban feltartuk. A centrifugdlas utdn kapott nyers kivonatot
polietilénglikollal (PEG 6000) frakcionaltuk. Az részlegesen tisztitott
enzimeket hasznaltuk az aktivitas mérésekhez (Kiss et al. 1989)

A frukt6z-1,6-biszfoszfatdz (tovabbiakban FBP-az) részleges
tisztitdsdhoz a lemért algatdmeget pufferben (50 mM Tris-HCl pH 7,5;
10% glicerin; 1 mM EDTA; 28 mM B-merkaptoetanol; 5 mM MgCl,) 1:1
aranyban feltartuk. A centrifugdlas utdn kapott nyers kivonatot
polietilénglikollal (PEG 6000) frakcionaltuk. A 13-25% PEG 6000 telités
kozott  kicsapodott anyagot centrifugalds utdn minimalis térfogata
pufferben visszaoldottuk. Az igy kapott részlegesen tisztitott enzimet
hasznaltuk az enzimaktivitas mérésekhez.

Az enzim aktivitasat kapcsolt enzimreakcioval hataroztuk meg. A
reakciorendszer a kovetkezd anyagokat tartalmazta: 50 mM Tris-HCl
pH7,9; 2 mM MgCl,; 1 mM EDTA; 0,1 mM FI1,6P,; 1 mM NADP;
¢lesztd gliikkoz-6-foszfat dehidrogenaz 8,5 nkat, éleszté foszfogliikdz
izomeraz 8,5 nkat. A reakcié elorehaladasat a 340 nm-en mért
abszorpcidvaltozas alapjan kovettiik nyomon.

3.10.A katalaz és a peroxidaz aktivitasok mérése

0,2 g algatdmeget 1 ml izolalé pufferben (0,1 M Tris-HCI pH 7,5;
3mM MgCl,; 1 mM EDTA) hitétt dorzsmozsarban, jégen, kevés
kvarchomokkal elddrzsoltiink. Hitott centrifugdban 10 000g x 10 perc
centrifugalas utan a feliiluszot hasznaltuk az enzimaktivitds mérésekhez. A
mintdk Eppendorf-csovekben lefagyasztva honapokig megtartottak
aktivitdsukat. Az enzimaktivitasokat spektrofotometrias modszerrel
mértiik.

Guajakol-peroxiddz mérésnél a 3 ml végtérfogata reakcidelegyek a
kovetkezd anyagokat tartalmaztak: 50 mM Tris HCI pH 7,4; 200 pl 1%-o0s
guajakol; 200 upl 15 mM H,0O,; 50ul névényi minta. A reakciok
elérehaladéasat 480 nm-en kdvettiik nyomon (Simon et al. 1989).

Katalaz mérésnél a 3 ml végtérfogatii reakcioelegyek a kovetkezd
anyagokat tartalmaztak: 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 50 pl névényi minta. 240
nm-en torténd nullazas utan a mintahoz 300 ul H,O, oldatot (0,1 M)
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mértiink. A reakcié elérehaladdsat 240 nm-en torténd méréssel kovettiik
nyomon.

Aszkorbat-peroxidaz mérésnél a 3 ml végtérfogath reakcioelegyek a
kovetkezd anyagokat tartalmaztdk: 50 mM Tris HCl pH 7,4; 0,2 mM
aszkorbinsav; 50 pl ndvényi minta. 290 nm-en torténdé nulldzas utan a
mintahoz 100 pl H,O, oldatot (10 mM) mértiink. A reakcid elérehaladasat
290 nm-en torténd méréssel kovettilk nyomon (Janda et al. 2000).

3.11.Fitokelatin szintaz (PC szintaz) enzimaktivitas mérés

PC szintdz enzimaktivitds méréséhez 0,2 g friss algatomeget
roncsoltunk  kvarchomokkal dorzsmozsarban, 1 ml kivonopuffer
segitségével (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM [-merkaptoetanol; 14
V/V% glicerin). Az eldorzsolt mintdkat centrifugéltuk 13 000g x 5 percig
4°C-on. Az enzimaktivitas méréséhez 0,2 ml feliiluszot hasznaltunk.

A reakcidelegy: 200 mM Tris-HCI puffert (pH 8,5); 0,5 mM CdCly;
10 mM B-merkaptoetanolt; 10 mM glutationt és 0,2 ml névényi kivonatot
tartalmazott, 0,3 ml végtérfogatban. A mintdkat egy oran keresztiil
inkubéltuk 37°C-on, majd 0,03 ml 50 %-os szulfoszalicilsavval (5-SSA)
allitottuk le a reakcidt. Kontrollmintankat 0 idopontban inkubalas nélkiil
allitottuk le. A proteinek kicsapasat jégen végeztiik 10 percig. A HPLC-s
vizsgalat el6tt a kicsapott mintakat lecentrifugéaltuk 13 000 rpm 5 percig
4°C-on, méréshez a feliltszot hasznaltuk. A mintakat -20°C-on tarolva
tobb hétig felhasznalhattuk, a keletkezett termékek mennyisége nem
valtozott.

3.12.Fitokelatin szintaz termékek HPLC-s analizise

A fitokelatinokat Li Crospher 100 (250 x 4 mm) RP18 (5um)
(Merck, Darmstadt, Németorszag) oszlopon  valasztottuk el,
szobahdmérsékleten. A oldat: 0,1%-os trifluor-ecetsav (TFA), B oldat:
0,1% TFA tartalmu acetonitril/viz 20:80 aranyt elegye volt. Az oszlopot az
A oldattal equilibraltuk, ezutan 2,5 perc alatt a B oldat aranyat 25 %-ra
emeltiik, majd ujabb 15 perc alatt 100 %-ra. Az oszlopot 0,5 percig ebben
az allapotban tartottuk majd teljesen lecseréltiik A oldatra 1 perc alatt.

A kovetkezd injektéalas elétt az oszlopot A oldattal equilibraltuk 4
percig. Az dramlési sebesség 1,5 ml min™' volt. Az oszlop utin DTNB-vel
termékeket képeztiink, amelyeket 410 nm-en detektaltunk UV/VIS
detektorral. Az eredményeket glutation egyenértékben adtuk meg nmol-
ban (Chen et al. 1997).
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A fehérjemeghatiarozds Bradford moddszerével tortént harom
parhuzamos méréssel (Bradford 1976).
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A krom hatasa a Chlorella pyrenoidosa novekedésére

Cr(IlT) és Cr(VI) hatasat a Chlorella pyrenoidosa néhany novekedési
paraméterére. Bar irodalmi adatokbdl tudtuk, hogy a Cr(VI) lényegesen
toxikusabb, mint a Cr(IIl), ennek ellenére a K,Cr,O; mellett méréseket
végeztiink Cry(SO4)s-tal is. Zoldalgdk és fotoszintetikus baktériumok
novekedési ratdja szamos modszerrel mérhetd, legelfogadottabbak ezek
koziil a sejtszamlalds, a 750 nm-en mért turbidometria, a 600 és 660 nm-en
mért abszorbancia, az 0Osszes klorofill mennyiség €és a szarazanyag
tartalom.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Cr(Ill) 0,1-10 mg dm>
koncentracioban nem befolyéasolta jelentésen a zoldalgdk ndvekedési
paramétereit, illetve nem okozott szignifikans eltérést a kontrolltdl (7.
abra).

1.64 | —=— kontroll

—e— 0.1 mgdm”
1.44 1.0 mg dm*
—v— 5.0mg dm*
1.2 10 mg dm®
—<— 20 mgdm®

1.04 50 mg dm®

0.8+

OD750

0.6
0.4 1
0.2+
0.0

16 (6ra)

7. abra. A Cr (III) hatasa a Chlorella pyrenoidosa novekedésére 72 éras kezelés utan
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10-50 mg dm™ koncentracional a novekedés bar némileg gatolt volt,
a tenyészetbdl kivett sejteket normal taptalajra visszahelyezve azok a
normal sejteknek megfelelden tovabbszaporodtak. Mivel folyékony
taptalajunk egyben pufferrendszerként is miikodott, a kezelések sordn nem
valtozott meg lényegesen a tipoldat pH értéke a kezeletlen kulturak
novekedésénél mérhetd - egyébként kismértékli - pH valtozasokhoz képest.
Kisérleteink soran mértiik a szarazanyag tartalom és az Osszes klorofill
mennyiségét is, ahol bar a szarazanyag tartalom valtozasa kismértékii
csokkenést, az dsszklorofill mennyisége pedig a magasabb koncentraciok
iranyaban enyhe ndvekedést mutat, de a mért kiilonbségek kevesebb, mint
5% eltérést mutatnak a kontrolhoz képest. Igy ezt a valtozast nem
tekinthetjiik ugy, mintha a Cr(III) serkentené a klorofill szintézist. (3.
tablazat).

3. tablazat. Kontroll és 0,1-50 mg dm™ Cr(III) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek
novekedési paraméterei
72 ora kezelés utan (*) 48 6ra kezelés utan mért adatok, ( ): SE.

Kontroll 0,1 1 5 10 20 50
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
ODgs0 1,69 1,75 1,8 1,82 1,65 1,48 1,52

©.08) | 0,012) | 0,09 | ©06) | ©.11) | ©23) | ©21)

ODgeo 1,72 1,74 1,62 1,78 1,58 1,61 1,56
(0,13) (0,09) 0,12) (0,14) (0,17) (0,16) (0,18)

OD75 1,55 1,58 1,5 1,64 1,43 1,37 1,41
(0,09) (0,13) (0,08) (0,11) (0,12) (0,15) (0,24)

Sejtszam | 8,8x10° | 9,0x10° | 8,6x10° | 8,8x10° | 8,5x10° | 82x10° | 7,8x10°

Szaraz-
anyag 0,92 0,98 1,02 0,86 0,94 0,92 0,88
g dm™ (0,09) (0,05) (0,05) (0,16) (0,07) (0,11) (0,16)

Klorofill 5.21 5,05 5,12 5.25 5,36 541 5,44
mg g’ (016) | (0.24) | (0.21) | (0,32) | (0,28) | (0.24) | (0.32)
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Meérési eredményeink hasonloak az irodalmi adatokhoz, ahol kevés
kivételtdl eltekintve a Cr(III) nem tekinthetd toxikusnak novények szdmara
(Samantaray et al. 1998). Ez a Cr(II) kémiai tulajdonsagainak kdszénhetd,
mivel a természetben -eléforduldé pH viszonyok kozott kiillonbozo
csapadékok formdjdban van jelen. Szarazfoldi ndvények esetében a
talajviszonyoktél ¢és a gyokérzona kornyezetétél fliggden a talaj
elektrokémiai, pH ¢€s biotikus jellemz6i lehetdvé tehetik a Cr(I1I) — Cr(VI)
atalakulést is, ahol a Cr(VI) forma mar felvehet6 (Kotas és Stasicka 2000).

Cr(VI) kezelés hatasara Iényegesen drasztikusabb valtozasok
kovetkeztek be szinte minden mért paraméter vonatkozasdban, de csak az
édesvizekben altalanosan el6forduld Cr(VI) koncentraciét meghaladd
kezelés esetén. A sejtszamlalasi, az OD 600 nm és 750 nm-es adatokat
esetén, szignifikans eltérést nem tapasztalhatunk a kontroll és a kezelt
mintak kozott. Ennél a koncentracional nem volt kiilonbség a szarazanyag
tartalom, a klorofill és a sejtszam tekintetében. A krom(VI) koncentracid
novekedése azonban jelentds csokkenést eredményezett mind a
sejtstiriség, mind a sejtszadm vonatkozasaban. A kontrollhoz képest, mar az
1 mg dm™ kocentracid esetében is szignifikans valtozast okozott (p=0,00).
A Cr(VI) hatdsa a sejtstirliségre és a sejtszamra hasonld valtozasokat
mutat, jelezve, hogy ezek a ndvekedési paraméterek jol korrelalnak. A
Cr(VI)-ra szamitott ECsy, érték a kultirdk novekedésének gatlasat
figyelembe véve 2 mg dm™ -nek adodott (Horesik et al. 2006).
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8. abra. A Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa névekedésére
a kezeléstol szamitott 72 6raban

Az Osszklorofill és a szarazanyag tartalom valtozasa megerdsiti az
el6z0 két mért paraméter altal kapott adatokat (4. tablazat).

A 20-30-40-50 mg dm™ koncentracidju Cr(VI)-tal kezelt kultarak
klorotikus szimptomékat mutattak. Az 20-30-40-50 mg dm™ koncentrécio
Cr(VI)-ot tartalmazd neveldedénybdl 3 nap mulva kivett algasejtek nem
szaporodtak tovabb mikor friss - krém(VI)-ot nem tartalmaz6 - taptalajra
helyeztiik at oket. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a Cr(VI) letalis
koncentracioja 20 mg dm™ Chlorella pyrenoidosa esetében.

A Cr(VI) toxikussaga ndvényekre régota kozismert, az ezzel
kapcsolatos mérési adatok azonban kiilonb6z6é ndvényfajok esetében nagy
eltéréseket mutatnak és gyakran ellentmondéasosak. Bizonyos esetekben
0,1 mg dm? alatti ECs, értéket kaptak, de ez az érték 5 mg dm? is lehet
a vizsgalt novényfajok és mintdk tobbségében megfigyelhetd (Olah et al.
2004).
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4. tablazat. Kontroll és 0,1-50 mg dm™ Cr (VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek
novekedési paraméterei 72 éra kezelés utan (*) 48 ora kezelés utan mért adatok,
():SE, nd.: nem detektalhato.

Kontroll 0,1 1 5 10 20 50

mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?

ODgqo 1,54 1,48 0,84 0,56 0,19 0,12 0,07
(0,11) 0,08) | (0,11) | (0,10) | (0,08) | (0,07) | (0,05)

(o)) 1,68 1,71 0,78 0,41 0,17 0,14 0,08
0,17) | ©024) | (0,16) | (0,08) | (0,06) | (0,08) | (0,04)

OD75 1,56 1,52 0,92 0,60 0,22 0,14 0,09
(0,10) 0,11) (0,17) (0,14) (0,06) (0,07) (0,05)

Sejtszam | 7,8 x 10° | 7,6x10° | 3,8x10° | 1,1x10° | 3,5x10° | 1,2x10° | 1,1x10’

Szaraz-
anyag 0,84 0,87 0,34 0,22 0,10 0,07 nd.
g dm™ (0,04) (0,09) (0,11) (0,03) (0,03) (0,01)

Klorofill 5,07 5,14 4,30 3,98 3,68 3,17 nd.
mg g’ O11) | 19 | 0,17) | (038) | (029 | (0,27)

Chlorella pyrenoidosa névekedését vizsgalva mar 0,1-0,5 mg dm™
Cr(VI) koncentracié mellett gatld hatasrol taldlunk megfigyeléseket
(Wium-Andersen 1974), ugyanakkor Meisch és Schmitt-Beckmann (1979)
0,1-0,5 mg dm™ koncentracié mellett a Chlorella tenyészetek gyorsabb
novekedését ¢és megnOvekedett fotoszintetikus aktivitdsat mérte.
Meérsékelten toxikus nehézfémek kozé soroltdk a Cr(VI)-ot abban a
kisérletsorozatban, amelyben folyovizi algakat és magasabbrendi
novények (Lemna minor, Lemna gibba) novekedését vizsgaltak 0,1-
10 mg dm™ Cr(VI) jelenlétében (Mangi et al. 1978, Olah et al. 2004).
Glaucocystis nostochinearum zéldalga névekedése 0,1-10 mg dm™ Cr(VI)-
ot tartalmazo tapoldatban szintén gatolt volt, a kalkulalt ECsy érték
1 mg dm™ értéknek bizonyult (Rai et al. 1992) Hasonlé értéket kaptak t5bb
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fémion - Cu(Il), Ni(II), Cr(VI) - 6nalld és intermetallikus toxicitasanak
vizsgalatakor (Wong és Chang 1990).

4.2. Krom és mikroelem eloszlas a kiillonbo6z6 sejtfrakciok
kozott

Kisérleteinket folytatva arra voltunk kivancsiak, milyen moddon
valtoztatja meg a Cr(VI) kezelés a zoldalga sejtek mikroelem-Osszetételét
¢és ezeknek sejten beliili megoszlasat.

ICP-AES méréseink soran 21 elem (Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sr, Ti, V, Zn) mennyiségét hataroztuk
meg. Mértiik az €p, roncsolatlan sejtek elemtartalmat, illetve frakcionaltuk
azokat sejtfal, membrén, illetve oldhat6 (ezt a komponenst zomében
citoplazmatikusnak tekintettiik) frakcidokra. Kivancsiak voltunk, hogy a
Chlorella pyrenoidosa képes-e akkumulalni a kromot, illetve az
akkumulalt krém melyik sejtfrakciokban halmozddik fel.

Az 5. tablazat a vizsgalt elemek mennyiségi megoszlasat mutatja az
intakt sejtben. A teljes sejtek elemtartalmat vizsgalva szamos elem - Cr,
Ca, Mg, Fe, Cu, Na, P, S - esetében mutatkoztak trendszerli eltérések a
kontroll sejtekhez viszonyitva. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a novekvd
kisebb, mig a Fe és a Mg mennyisége nagyobb mértékben csokken,
ugyanakkor a Ca és a Cr esetében jelentds novekedés volt észlelhetd a
kontroll minta adataihoz képest. A kén esetében ett6l eltérd jellegl
valtozast tapasztaltunk. 5 mg dm™ Cr(VI) koncentracié értékig a S
mennyisége novekszik, magasabb kezelési koncentraciok esetében
csokkenést tapasztaltunk.
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5. tablazat. 0,1-20 mg dm~Cr(VI) kezelés hatisa a Chlorella pyrenoidosa mikroelem
osszetételére 72 ora kezelés utan
Az adatok pg g értékkben friss tomegre vonatkoztatva vannak megadva ( ):SE, nd.: nem

detektalhato.
Kontroll 0,1 1 5 10 20
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
Al 2,8 (0,1) 1,7 (0,1) 1,5 (0,2) 2,2 (0,1) 0,9 (0,1) 1,2 (0,1)
B 1,2 (0,2) 1,4 (0,1) 0,8 (0,2) 1,8 (0,2) 1,4 (0,1) 1,6 (0,1)
Ba nd. nd. nd. nd. 0,2 (0,1) 0,5 (0,1)
Ca 38 (1,0) 43 (4,5) 64 (5,0) 74 (4,2) 79,5 (4,2) 80,5 (7,8)
Cd nd. nd. nd. nd. nd. nd.
Co 1,8 (0,1) 1,9 (0,1) 1,8 (0,2) 1,3 (0,1) 1,4 (0,2) 1,4 (0,2)
Cr 0,2 (0,1) 5,9 (1,8) 17 (1,8) 28 (3,6) 24 (3,8) 26,8 (3,1)
Cu 7,5 (0,8) 20,3 (0,7) | 21,4(1,9) 19,4 (1,2) | 22,6 (1,1) 32,1 (2,4)
Fe 148 (4,0) 143,6 (12) 102 (4,8) 78 (8,1) 62 (5,1) 44 (11,3)
K 2123(117) | 1879(213) | 2233(188) | 2144(55) 1887(244) | 2042(187)
Mg 1423 (54) 1402 (35) 1116 (82) 981 (104) 981 (81) 955 (44)
Mn 32,2(1,5) | 24,5(1,3) | 27,53, 340(2,4) | 41,7(2,6) | 26,4 (1,9)
Na 64,5 (5,2) 74,5 (6,4) 56,8(4,3) | 81,2(12,5) | 51,4(6,5) | 44,5(7,9)
Ni nd. nd. nd. nd. 0,9 (0,2) 1,1 (0,1)
P 8325(248) | 8666(311) | 8023(256) | 7222(324) | 7008(228) | 6775(458)
Pb nd. nd. nd. nd. nd. nd.
S 658 (23) 688 (55) 788 (69) 807 (61) 733 (76) 510 (88)
Sr nd. nd. nd. nd. nd. nd.
Ti 0,31 (0,1) 0,41 (0,1) 0,44 (0,1) | 0,27 (0,10) | 0,33 (0,2) | 0,42 (0,1)
\4 nd. nd. nd. nd. nd. nd.
Zn 48,1 (2,6) | 47,5(3,8) 55,9 (4,6) | 68,3(5,0) | 51,3 (4,3) 59,3 (4,7)

Kutatocsoportunk, mas mikroszervezetekkel végzett kisérleteiben

Cr(VI) kezelés hatdsdra néhany elem koncentricioja karakterisztikusan
megvaltozott (Vincze et al. 2004). A 6. tablazatban a krom mellett, a
kalcium, a magnézium és a vas mennyiségi adatait taladljuk. A tablazat
adataibol kitlinik, hogy harom napos tenyésztés utan a kozeg krémtartalma
felhalmozodik az alga sejtekben. A kontroll és a kezelt sejtek mérési
adatait Osszevetve a felvett krom zome a sejtfalban, mintegy 20-25%-a
azonban a membran frakcidban, illetve a sejtplazmaban immobilizalodik
(Horesik et al. 2002).
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6. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek és kiilonboz6

sejtfrakciok elemosszetétele (Cr, Ca, Mg és Fe)

Az értékek pg g értékben friss tomegre vonatkoztatva vannak megadva.( ):SE, nd.: nem

detektalhato.

Cr tartalom

Kontroll 1 mg dm™ 5 mg dm™ 10 mg dm™
Alga sejt 0,2 (0,1) 17 (1,8) 28 (3,6) 24, (3,8)
Sejtfal frak. 0,2 (0,1) 14 (2,6) 28,8 (1,5) 314,2)
Membran frak. nd. 2,5 (0,8) 4,1 (0,9) 2,1(0,9)
Oldhato frak. nd. 2,1 (0,7) 3,4(,2) 2,8 (0,4)
Ca tartalom
Kontroll 1 mg dm™ 5 mg dm™ 10 mg dm™
Alga sejt 38 (1,0) 64 (5,0) 74 (4,2) 79,5 (4,2)
Sejtfal frak 45 (1,4) 60 (7.,5) 77 (4,9) 81,2 (3,7)
Membran frak. 4,8 (0,4) 1,4 (0,6) 6,4 (1,1) 7,5(1,1)
Oldhato frak. 3,4(0,4) 1,7 (0,4) 2,8 (1,0) 3,2(1,2)
Mg tartalom
Kontroll 1 mg dm* 5 mg dm™ 10 mg dm™
Alga sejt 1423 (54) 1116 (82) 981(104) 981 (81)
Sejtfal frak 1512 (101) 972 (58) 932 (71) 712 (88)
Membran frak. 111 (14) 98 (21) 144 (22) 94 (7,6)
Oldhat¢ frak. 102 (7,0) 68 (19) 49 (11) 51(4,9)
Fe tartalom
Kontroll 1 mg dm™ 5 mg dm™ 10 mg dm™
Alga sejt 148 (4,0) 102 (4,8) 78 (8,0) 62 (5,1)
Sejtfal frak 114 (7,5) 114 (7,0) 82 (3,8) 79 4,2)
Membrén frak. 32 (2,6) 26 (3,6) 11(2,1) 10,2 (1,4)
Oldhato frak. 41 (4,9) 10,5 (2,8) 2,5(0,9) 3,2(1,3)

A krom abszorpcidja és akkumuldcidja a hajtasos novényekben
széles hatarok kozott valtozhat (0,2-200 mg kg™'), mely képet ersen
arnyalja, hogy a ndvények kiillonb6zd részeiben a krém felhalmozodasa
erds eltéréseket mutathat (Soane és Saunder 1959, Cary és Kubota 1990).
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Hajtasos novényekben az akkumulalt krom nagy része a gyokérsejtekben
talalhatd, vakuolumokban kompartmentizalodik, transzportja a hajtés
iranyaba nem szamottevé (Moral et al. 1994), még kevésbé jelentds a
termés iranydba (Ramachandran et al. 1980). Hasonl6 eredményeket
kaptak folyadékkulturas kisérletek esetében is (Moral et al. 1996).

Mérési  erdményeink némileg eltérnek az irodalmi adatoktol
(Okamura ¢és Aoyama 1994). Az emlitett kutatdcsoport - egy madsik
Chlorella fajban - haromnapos expozicié utan a krom mintegy 25-25%-at
talalta a sejtfalban, a roncsolt sejtmembran-, citoplazma- és sejttdrmelék
frakcidiban Az eltérés legvaldszinlibb magyarazata, hogy bar egy
nemzetséghez tartozo, de eltérd fajokrol van szo6. A Glaucocystis
nostochinearum Cr(VI) tartalmu taptalajon tenyésztve szintén képes volt
krom akkumulaciora. Ebben a hosszabb tava kisérletben (7 nap) - bar a
sejteket nem frakciondltak - a felvett krom mennyisége novekedett az
alkalmazott koncentracioval és az 1dovel, de linearitdas nem volt
kimutathaté (Rai et al. 1992). Tobb folyovizi alga €s magasabbrendi
novényfaj vizsgalatdnal szintén extenziv kroémfelvételt tapasztaltak mind
az ¢l6 mind az elpusztult ndvények esetében (bioszorpcid), mely adatok
bio-, ill. fitoremedidcidés szempontbdl lehetnek fontosak (Mangi et al.
1978).

4.3. Fotoszintetikus pigment osszetétel valtozasa Chlorella
pyrenoidosa zéldalgaban Cr(VI) kezelés hatasara

A zoldalgasejtek Cr(VI)-tal tortént kezelésének novekedéssel
kapcsolatos adatai kozott mar megemlitettik az Osszes klorofill
koncentraciojaban  tortént  valtozasokat.  Vizsgélataink sordn a
fotoszintetikus aktivitast is terveztiik vizsgdlni. Bar a fotoszintetikus
aktivitds meghatdrozasa soran a szinanyagok koziil csak  klorofill
mennyiségét vesszilk figyelembe a szamitdskor a vizsgélt objektum
fiziologias allapotat jol jellemzi a szinanyag-Osszetétel, ezért célszeriinek
tartottuk megvizsgalni az algasejtek pigment-Osszetételét is. A szinanyag-
Osszetétel valtozasa onmagaban nem indikatora egy adott stresszhatasnak,
de utalast adhat a sejt egészében lejatszodo valtozasokra, mint példaul a
szabadgyok mechanizmusu reakciok propagalodasara (Panda et al. 2003).
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7. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt algasejtek fotoszintetikus pigmenttartalma
72 6ra kezelés utan
Az adatok mg g friss tdmegre vonatkoztatva vannak megadva

Kontroll 1 mg dm? 5 mg dm™ 10 mg dm™ | 20 mgdm®
Klorofillok
klorofillid b 0,014 0,012 0,012 0,010 0,009
klorofillid a 0,175 0,125 0,127 0,142 0,063
klorofillid a’ 0,061 0,043 0,037 0,039 0,041
OH-klorofill b-1 0,026 0,035 0,082 0,116 0,129
OH-klorofill b-2 0,023 0,041 0,072 0,104 0,110
klorofill b 0,421 0,436 0,439 0,676 0,367
klorofill b’ 0,123 0,136 0,110 0,124 0,091
OH-klorofill a-1 0,058 0,079 0,119 0,134 0,138
OH-klorofill a-2 0,042 0,101 0,154 0,158 0,152
klorofill a 2,169 2,287 2,026 1,904 1,702
klorofill a’ 0,308 0,378 0,255 0,261 0,290
feofitin 0,018 0,045 0,069 0,085 0,114
Karotinoidok
violaxantin 0,08 0,096 0,088 0,101 0,069
anteroxantin 0,245 0,270 0,229 0,292 0,210
lutein 0,662 0,686 0,695 0,915 0,980
xantofillok 0,101 0,124 0,172 0,201 0,152
a-kriptoxantin 0,049 0,068 0,065 0,044 0,018
B-kriptoxantin 0,024 0,024 0,017 0,009 0,008
o-karotin 0,099 0,077 0,079 0,075 0,088
B-karotin 0,172 0,137 0,174 0,184 0,231

A 7. tablazat adataibdl kitlinik, hogy a legkisebb koncentraciod
esetében (1 mg dm™) a kontroll és a kezelt mintak klorofill a és klorofill b
mennyisége gyakorlatilag nem valtozik. A legnagyobb Cr(VI)
koncentracié (20 mg dm™) alkalmazasakor mind a klorofill a, mind a
klorofill b mennyisége csokken a kontrolhoz képest. A klorofill a esetében
a csokkenés kozel 30%-os, a klorofill b esetében mindossze 15% koriili
értéket mértiink. Az 1-20 mg dm™ koncentracié Cr(VI)-tal kezelt mintak
esetében megfigyelhetd, hogy a ndvekvO koncentracioval csokken a
klorofill a/b arany. A kiilonb6z6 klorofill szarmazékok mennyisége valtozo
képet mutat. A klorofillid a és a klorofillid b koncentracidéja ugyancsak
csokkend értékeket mutat a ndvekvé Cr(VI) koncentracioval, mig a
klorofillok oxidacids és lebomlasi termékei - a OH-klorofillok és a feofitin
- mennyisége novekszik (Horcsik et al. 2005). Hasonld tendenciakat
figyelhetiink meg a klorofill a és b mennyiségére vonatkozoan kobalt
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hatasara cukorrépa levelekben (Lipskaya 1970), illetve mas nehézfémek -
Cd, Cu - hatdsara mas hajtasos novényekben (Sanita di Toppi és Gabbrielli
1999, Mocquot et al. 1996).

Thalassiosira  pseudonatha és  krom(VI)  kolcsonhatasanak
vizsgélatakor megllapitottdk, hogy kromnak nagy az affinitisa a
fehérjékhez, ezaltal sok enzimet inaktivalhat. Korreldciot allapitottak meg
a pigmenttartalom ¢és a tapanyagfelvétel kozott, a zavart tapanyagfelvétel
¢és klorotikus tiinetek kozott (Riedel 1985). Jelentds mértékli klorofill
csokkenést tapasztaltak a Glaucocystis nostochinearum zéldalga krommal
valo kezelésekor (Rai et al. 1992). A kezelt mintdk a kontrollhoz képest
mintegy 60%-kal kevesebb klorofillt tartalmaztak. Cirkéniummal,
galliummal és titannal kezelt Chlorella pyrenoidosa esetében szintén
aranydnak a csokkenése (Simon et al. 2001). A kiilonbozé
klorofillszarmazékok megjelenése kapcsolatba hozhaté a megndvekedett
membrandezintegracioval és az ezt kovetd oxidoreduktaz (peroxidaz,
katalaz) aktivitasok novekedésével (Kato ¢€s Shimizu 1985).
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Cr(VI) indirekt médon
avatkozik be a klorofill metabolizmusba - membrankarosodasok,
szabadgyok-reakciok  propagaldédasa, kataldz, peroxidaz aktivitas
novekedése - és okozza a kiilonbozd klorofill lebomlési termékek
magasabb mennyiségben torténd megjelenését.

Jelentds valtozasokat észleltiink a karotinoidok mennyiségében is.
Az a-karotin mennyisége a novekvd Cr(VI) koncentracioval jelentéktelen
(1 pg) csokkenést, mig a P-karotin mennyisége szamottevd (20 pg)
novekedést mutat. Figyelemreméltd a B/a karotin arany valtozasa, mely a
kontroll sejtekben 1,74; a ndvekvé (1-5-10-20 mg dm™) Cr(VI)
koncentracioval parhuzamosan kozel a dupldjara novekszik (1,78; 2,2;
2,45; 2,63). Ez a jelenség egy védekezd mechanizmus lehet a nehézfémek
altal indukalt oxidativ stresszek ellen (Salguero et al. 2003). Eltéro jellegti
valtozasokat tapasztaltak Chlorella vulgaris Hg és Zn kezelésekor. Itt a
pigmentek kontrollhoz viszonyitott aranya a

klorofill b—klorofill a—karotinoidok
hierarchikus rendben csokkent (Rai et al. 1992). Ha a sejteket 1, 5, 10, 20

T

megvaltozott (123%, 170%, 200%, 151%) a kontrolhoz (100%) képest.

52



4.4. Szabadaminosav mennyiségének valtozasa Chlorella
pyrenoidosa zoldalgaban Cr(VI) hatasara

8. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek szabadaminosav
mennyiségének valtozasa 72 éra kezelés utan
Az adatok pg g értékben vannak megadva friss tomegre vonatkoztatva vannak megadva,
Ser*: Ser, Asn, Gln

Kontroll 0,1 1 5 10 20

mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?

Asp 158,64 156,47 168,98 208,78 182,12 152,59
Thr 44,10 44,32 60,78 89,70 42,13 27,23

Ser* 605,23 588,35 604,54 812,12 626,02 506,48
Glu 34,89 17,88 13,00 11,31 6,67 5,02
Pro 23,61 26,88 42,68 86,15 31,66 19,55
Gly 3,16 5,21 5,32 8,12 4,88 4,72
Ala 104,92 93,77 112,32 176,89 63,31 41,77
Cys 2,20 3,28 7,83 6,12 6,87 5,47
Val 61,99 65,12 71,45 116,74 88,22 50,87
Met 1,49 1,15 1,42 1,12 1,53 1,51
Ile 22,87 32,21 40,34 75,23 62,04 24,16
Leu 18,54 23,32 33,88 66,12 47,07 31,07
Tyr 19,32 20,40 21,12 49,44 33,12 25,12
Phe 2,33 2,22 1,88 1,98 2,03 2,34
Lys 48,72 41,68 45,78 86,77 48,72 31,56
His 40,31 43,21 51,21 74,11 43,67 27,54
Arg 53,12 56,12 66,45 117,87 76,09 47,12

Osszes 1245,44 1221,59 1348,98 1988,57 1366,15 1008,12

A Cr(VI) minden alkalmazott koncentracioban valtozast okozott a
szabadaminosavak mennyiségében 3 nap kezelés utan (8.tdblazat). Jelentds
valtozast tapasztaltunk a valin, leucin, izoleucin, lizin, arginin, cisztein €s
kiilondsen a stresszfizioldgiai szempontbol fontos prolin mennyiségében
(9-10.abra). Ser* jelolést kapott a szerinnel egylitt eludlodd aszparagin
(Asn) és glutamin (Gln).
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9. abra. Szabad aminosav tartalom kontroll és Cr(VI) kezelt algasejtekben 72 6ra
kezelés utan Az adatok pg g nedves tomeg értékre vonatkoznak

Novekvé Cr(VI) koncentracié hatasara 5 mg dm™ koncentracioig a
kezelés alatt folyamatosan novekszik az Osszes szabad aminosav
mennyisége, 10-20 mg dm> koncentracio értékeknél mar csokkend
tendenciat mutat (9.4bra). A magasabb koncentracid értékeknél lathatd
csOkkenés magyardzata valosziniileg a Cr(VI) altalanos anyagcseregatld
hatdsaval magyarazhato.

A valin, lizin és arginin mennyiségében 5 mg dm™ alkalmazott
koncentracio kozel kétszeres, mig a leucin, izoleucin estében haromszoros
novekedést okoz. Szembetlind valtozas all be a kéntartalmu cisztein
mennyiségében is. Az emelkedd Cr(VI) koncentracioval mennyisége
1 mg dm™ értékig gyorsan emelkedik, etté] magasabb kezelési értékeknél
mennyisége mar nem valtozik szamottevéen. Bar adataink alapjan
kozvetlen kapcsolatot nem allapithatd meg, figyelemreméltd, hogy a
mikroelem Osszetétel vizsgalatakor a S mennyiségi valtozdsa hasonlo
trendet kovet (vO. 5. tablazat adataival).

A prolinkoncentracio valtozasa némileg eltérd valtozasokat mutat
(10. &bra). Maximumat 5 mg dm™ koncentracional éri el 72 ora kezelés
utdn - mennyisége kozel négyszerese a kiindulasi értéknek - ezutan
csokkend tendenciat mutat, de a 10-20 mg dm™ alkalmazott Cr(VI)

54



koncentraciok esetében csokkenése gyorsabb, mint az Osszaminosav
mennyiségének esetében tapasztaltuk. A glutaminsav mennyiségének
valtozasa csokkend trendet mutat, ami érvényes a 8. tdblazatban kozolt
aminosavak mennyiségi valtozasaira.

100

754

Hg g

25+

0 0,1 1 2 5 10 20

Cr(Vl) mg dm™

10. 4bra. Prolintartalom kontroll és Cr(VI) kezelt algasejtekben 72 éra kezelés utan
Az adatok pg g™ friss tomeg értékre vonatkoznak

A tobbi aminosav mennyiségi eloszlasa is karakterisztikus
valtozasokat mutat Cr(VI) stressz hatdsara, azonban ezek fizioldgiai hattere
még tisztazasra var.

A nehézfémek altal okozott stresszek szamos fizioldgiai és biokémiai
folyamatra hatassal vannak, jelentés metabolikus valtozasokat okozhatnak
(Van Assche és Clijsters 1990, Sanitd di Toppi €s Gabbrielli 1999). A
bekovetkezd stresszfolyamatok jelzésére tobb szignalmolekula is alkalmas.
A legtobbet vizsgalt komponensek a hdsokkfehérjék (Wollgiehn és
Neumann 1999), stresszenzimek (Weckx és Clijsters 1996), aminosavak,
poliaminok, fitoalexinek, kismolekulaja szénhidratok (Lesko et al. 2002),
fitokelatinok (Grill et al. 1989).

Bar a prolin mennyiségének valtozdsa nem specidlisan nehézfém
kezelések kisérdje, szarazsag-, ho-, illetve sostressz hatdsara is

crer

prolinkoncentracid valtozasa hasonld trendet mutat Chlorella pyrenoidosa
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esetében, mint a fitokelatinok mennyiségének valtozasa (Szalai et al. 2002,
Horcsik et al. 2004). Scenedesmus armatus kultarak nehézfémekkel vald
kezelésekor - Cd, Ni, Mn - a tdpoldathoz adagolt prolin enyhitette a toxikus
tiineteket, csokkentette a novekedésgatlast, a klorofill degradacidt. A
tapoldathoz adagolt prolint a zoldalga sejtek képesek voltak felvenni, a
felvett prolin mennyisége korrelalt a proteintartalommal. A vizsgéalatokban
a kiilonbozé induktorok kozott maga a prolin bizonyult a legerdsebb
indukalo agensnek a prolinfelvétel szempontjabol (El-Enany és Issa 2001).

4.5. Oxidoreduktazok aktivitasanak valtozasa Chlorella
pyrenoidosa zéldalgaban Cr(VI) kezelés hatasara

Fotoszintetikus ~ pigment  Osszetétel — vizsgalataink  alapjan
megallapitottuk, hogy a Cr(VI) kezelés jelentdsen csokkentette a klorofill a
¢és a klorofill b tartalmat, valamint megnovelte a klorofillok oxidacios
Osszetétel vizsgalataink alapjan tudjuk, hogy a felvett krém egy része a sejt
belsejébe is bejutott. Ezen adatok alapjan a Cr(VI)-ot erds oxidald
agensnek gondoltuk, amely szabadgyok reakciok egész sorat indithatta el.
Mindezen ismeretek alapjan kivancsiak voltunk, hogy milyen modon
valtozik meg a lipidperoxidacio, illetve karakterisztikus antioxidativ
enzimrendszer néhany tagjanak aktivitasa.

A lipidperoxidacio mértékének jellemzésére a malondialdehid
mennyiségének meghatarozasa az egyik legelterjedtebb modszer (Chaoui
et al. 1997). A meghatirozas soran a tiobarbitursav reaktiv intermedierek
(tovabbiakban  TBRI) meghatidrozdsa  torténik, melynek zome
malondialdehid (tovdabbiakban MDA), valamint kevés, mas tipust aldehid
¢s endoperoxid (Kosugui ¢és Kikugawa 1989). A TBRI mennyisége minden
alkalmazott Cr(VI) koncentracioban ndvekedett (9. tablazat), jelezve, hogy
jelentds lipidperoxidacios valtozasok zajlottak le a Chlorella sejtekben. A
0,1 és 1 mg dm™ alkalmazott Cr(VI) koncentraciok esetében a 72 6ras
kezelés utan a TBRI mennyisége kontroll értékhez képest (100%) 24%-al,
illetve 32%-al emelkedett. Magasabb koncentraciok esetében ez az ardny a
kontroll érték dupldja, mig a kiindulasi értéknek tobb mint a haromszorosa
lett (Horcsik et al. 2005). A stressz hatasara megnovekszik a reaktiv oxigén
intermedierek mennyisége, melyek semlegesitddése a membranlipidek
destabilizacidjaval jar. A lipidperoxidaciot tobb agens indithatja, példaul
egy redoxaktiv fémion, vagy a vastartalmu lipoxigenaz (Weckx és Clijsters
1996).
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9. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek MDA (TBRI)

srer

Az adatok pg g™ koncentracioban friss tdmegre vonatkoztatva vannak megadva,
():SE. Az also adatsor a kontrollhoz képest viszonyitott %-os adatokat reprezentalja/%/

Kontroll 0,1 1 5 10 20

mg dm mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?

O6ra | 311,8(24) | 311,8(24) | 311,8 (24) | 311,8(24) | 311,8(24) | 311,8 (24)
/100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/

24 6ra | 4358 (19) | 488.8 (23) | 499,7 (19) | 688,8 (33) | 1260 (34) | 1304 (43)
/139%/ /156%/ /160%/ /220%/ /404%/ /418%/

48 6ra | 4784 (22) | 598.1(27) | 568,3 (29) | 1012 (38) | 1145 (44) | 1345 (41)
/153%/ /191%/ /182%/ /324%/ 1367%/ /431%/

726ra | 4974 (21) | 618.2(27) | 657,0 (26) | 1073 (44) | 955,1 (33) | 1044 (38)
/159%/ /198%/ /210%/ /344%/ /306%/ /334%/

A novekvé TBRI mennyiség arra utal, hogy Cr(VI) a rézhez és
kadmiumhoz hasonl6an lipidperoxidaciot indukal. A guajakol-peroxidaz
aktivitas valtozas adatait Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtekben a
10. tablazat mutatja be.
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10. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek guajakol
peroxidaz aktivitasa
Az adatok U g koncentracioban vannak megadva, ():SE. Az als6 adatsor a kontrollhoz
képest viszonyitott %-os adatokat reprezentalja /%/

Kontroll 0,1 1 5 10 20
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
0 6ra 38,52 (6,3) 38,52 38,52 38,52 38,52 38,52
(6,3) (6,3) (6,3) (6,3) (6,3)
/100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/
24 o6ra 45,58 (5,8) 47,31 65,77 89,8 (8,1) 94,5 83,9
(8,7) (8,4) (17,4) (16,4)

/118%/ /122%/ /170%/ /233%/ 1245%/ 117%/

486ra | 51,12(62) | 5827 |7436(12) | 111,5(12) | 57,11 | 58,53 (13)
9,8) 9.4
/132%/ N151%/ | /193%/ | /289%/ | /148%/ | /151%/

726ra | 4823(21) | 72,42 79,24 123,7 40,15 | 36,64 (11)
(7,4) (9,6) 9,2) (7,2)
/125%/ /188%/ | 205%/ | /321%/ | /104%/ /95%/

A kezelés elsd napjanak végén mar novekvd peroxidaz aktivitast
észleltink, mely 0,1-5 mg dm~ koncentracié értékekig folyamatosan
emelkedett a harmadik napig. Az enzimaktivitasok 0,1-1,0 mg dm™
koncentracio értékek mellett kozel azonos nagysagu emelkedést mutattak -
a harmadik nap végére mintegy 100 %-os emelkedést a kiindulasi kontroll
értékhez  viszonyitva -5 mg dm™ koncentracional az emelkedés
megkozelitette a 220 %-ot. A magasabb koncentracional az enzimaktivitas
mar az elsé nap végén elérte maximumat, a kontroll értékhez viszonyitva
kozel 140 %-ot, majd ettél kezdve csokkend tendenciat mutatott, majd
harmadik nap végére a kontroll mintadban tapasztalhat6 érték ala csokkent.
A nehézfém stresszek altal okozott oxidativ karosodasok kivédésének két
védvonala 1étezik. Els6 a sejtben taldlhato redukalé d4gensek -
aszkorbinsav, glutation, a-tokoferol -, masodik egy enzimatikus rendszer -
kataldaz, aszkorbinsav-, guajakol- peroxiddz, szuperoxid-dizmutiz -
melynek fontos elemei a peroxidazok (Salin 1988, Scandalios 1993).
Szamos publikacié szamol be a guajakol-peroxidaz aktivitdsanak
emelkedésérdl nehézfémekkel valod kezelés hatasara. Cd-mal kezelt arpa
esetében az enzimaktivitds emelkedése haromnapos kezelés utan kozel a
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nyolcszorosara (Hegedis et al. 2001, Erdei et al. 2002), Cu(Il)-vel kezelt
Lemna minor esetében az enzimaktivitids az els6 nap végén tobb mint a
haromszorosara emelkedett (Teisseire és Guy 2000). A Populus x
canescens Cr(VI) és Hg toxicitasat kiilon-kiilon vizsgalva a gyokérben az
aktivitds emelkedése kisebb mértékli, de magasabb, mint a kontroll
aktivitas kétszerese (Parmar et al. 2002). Itt kell megjegyezziik, hogy buza
Zn és Cr(VI) kezelésénél a guajakol-peroxidaz aktivitasanak nagymértékii
csokkenését tapasztaltak (Panda et al. 2003).

Az aszkorbinsav-peroxiddz a guajakol-peroxidazhoz hasonléan
fontos enzim, mely kulcsszerepet jatszik a mérgezd H,O, semlegesitésében
a ndvényi sejtekben (Foyer et al. 1994). A 11. tablazat az aszkorbinsav-
peroxidaz aktivitasanak valtozasat mutatja Chlorella pyrenoidosa-ban
Cr(VI) kezelés hatasara. A 0,1 mg dm™ Cr(VI) koncentracid esetében nem
tapasztaltunk lényeges valtozéast a kontroll mintdnkhoz képest. Minden
magasabb koncentracioju kezelés esetében megnétt a kontrollhoz
viszonyitott enzimaktivitds az els6 nap végére, azonban a harmadik nap
végére csokkend tendenciat mutattak. A nehézfém kezelések hatésara
bekovetkezd enzimaktivitds valtozasok eltérd képet mutattak, az
alkalmazott nehézfémtdl, illetve a vizsgalt novénytdl fliggtek. Lemna
minor Cu(Il) kezelésénél a kezdeti emelkedés utan csokkend tendenciat
tapasztaltak (Teisseire és Guy 2000). Arpa-Cd kolcsénhatds esetében a
levélbol izolalt aszkorbinsav-peroxiddz aktivitds nagyobb mértékben
ndvekedett, mint a gyokérbdl izolalt enzim aktivitas (Hegeds et al. 2001).

A két peroxidaz eltérd viselkedésének magyarazataként az
aszkorbinsav-peroxiddz szubsztratspecifitasa, illetve a guajakol-peroxidéaz
stabilitasa szolgalhat (Dignum et al. 2001).
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11. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek aszkorbinsav
peroxidaz aktivitasa
Az adatok U g koncentracioban vannak megadva ( ):SE, nd.: nem detektalhaté. Az als6
adatsor a kontrollhoz képestviszonyitott %-os adatokat reprezentalja / %/

Kontroll 0,1 1 5 10 20
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
0 6ra 5,32 (0,36) 5,32 5,32 5,32 5,32 5,32
(0,36) (0,36) (0,36) (0,36) (0,36)
/100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/
24 6ra | 5,81 (0,44) 6,23 12,47 14,64 13,72 9,2 (2,64)
(0,62) (1,5) (2,6) 2.4
/109%/ /117%/ 1234%/ 1275%/ 1257%/ /172%/
48 6ra | 5,90 (0,53) 5,78 12,12 11,76 7,68 0,92
0,57 | (1,7) (2,0) (1,88) (0,52)
/111%/ /108%/ 1227%/ 1221%/ /144%/ 17%/
72 6ra | 5,62(0,72) 5,18 8,52 9,57 2,69 nd.
(0,74) (1,45) (2,75) (1,42)
/105%/ 197%/ /160%/ /179%/ /50%/

A katalaz aktivitasaban fellépd valtozasok kismértékben eltéroek
voltak a peroxidazok esetében tapasztaltaktol. Alacsony Cr(VI)
koncentracié esetében — 0,1 mg dm™ - a harmadik nap végére enyhe
csOkkenést, a magasabb koncentraciok esetében enyhe ndvekedést, mig a
20 mg dm™ koncentricié minta esetében csokkenést tapasztaltunk (12.
tablazat) a kataldz enzim aktivitdsdban. A nagyobb alkalmazott
koncentracid esetében az aktivitds csokkenése a tobbi metabolikus
folyamat gétlasaval hozhatd kapcsolatba. A vizsgalt oxidoreduktdzok
aktivitdsanak iddbeni valtozasat a kontroll mintdk aktivitdsdnak
szazalékaban is feltiintettiik.

A katalaz aktivitdsdnak - mely zomében a peroxiszomakban
lokalizalodik és a fotorespiratorikus H,O, semlegesitésében vesz részt -
ilyen iranyl megvaltozasa némileg varatlan jelenség. Lemna minor L.
Cu(Il)-vel wvaldé kezelésekor minden alkalmazott koncentracidoban
enzimaktivitas novekedés volt tapasztalhato (Teisseire és Guy 2000). Cd-
mal kezelt arpa ndévényt vizsgdlva szintén enzimaktivitdas ndvekedés
¢szlelhetd, mind a gyokérbdl, mind a levélbdl izolalt enzim esetében
(Hegediis et al. 2001). Ugyanakkor buzanovény Zn- és Cr(VI)-tal tortént
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kezelésekor a kontroll érték negyedére esett vissza az enzim aktivitdsa.
Ezeknek az eltérd adatoknak a magyardzatira ma még nem all
rendelkezésiinkre megfeleldé mennyiségli kisérleti adat; vélhetden a
novények egyedi, specialis tulajdonsagai lapvetden befolydsoljak az
enzimaktivitasi értékeket.

12. tablazat. A Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa katalaz aktivitasara
Az adatok Ug™' koncentraciéban vannak megadva ( ):SE, nd.: nem detektalhato. Az als6
adatsor a kontrollhoz képest viszonyitott %-os adatokat reprezentalja / %/

Kontroll 0,1 1 5 10 20
mg dm mg dm™ mg dm™ mg dm’ mg dm™
0 88,7(10,7) 88,7(10,7) 88,7(10,7) 88,7(10,7) 88,7(10,7) | 88,7(10,7)
ora /100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/ /100%/
24 92,6(12,2) 90,6(14,6) 122,8(17,8) | 112,2(14,8) | 101,1(15,2) | 41,7(18,4)
ora /104%/ /102%/ /138%/ /126%/ /141%/ 147%/
48 | 95,8(14,3) | 97,6(12,8) | 143,6(22,1) | 134,7(20,5) | 72,8(13,1) | 15,5(9.,5)
ora /108%/ /108%/ /162%/ /151%/ /82%/ /17%/
72 | 109,7(15,4) | 79,24(10,4) | 134,56(9,7) | 123,1(18,6) | 59,44(16,6) nd.
ora /123%/ /89%/ /150%/ /138%/ 167%/

A fotoszintetikus

az enzimaktivitas

pigment vizsgalatok ¢és
valtozasok egyiittes eredményei arra utalnak, hogy a Cr(VI) kezelés
eredményeként intenziv oxidativ folyamatok - pl. lipidperoxidacio -
jatszdédnak le az algasejteken beliill, melyek mds membrankapcsolt
anyagcsere-folyamatokra is gatlo hatast gyakorolhatnak.

4.6. Fitokelatin szintaz aktivitasanak valtozasai Chlorella
pyrenoidosa zoldalgaban Cr(VI) kezelés hatasara

A nehézfém stresszekre adott novényi valaszok egyik fontos eleme a
fitokelatinok megjelenése, amelyeket hajtdsos novényekben, algakban,
gombakban egyarant kimutattak. Elsédleges szerepe a nehézfém
detoxifikalasban csak a Cd esetében tekinthetd bizonyitottnak.
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Mindemellett tobb esszencidlis (koncentraciotol fliggden esetleg toxikus)
¢s toxikus nehézfém is a fitokelatin szintézis induktoranak bizonyult.
Mindeziddig nincs bizonyiték arra, hogy a krom indukélhatja a
fitokelatinok szintézisét. Méréseinkben nem kozvetleniil a megjelend
peptidek jellegét (Id. 2. &bra), hanem a fitokelatin szintdz aktivitasat
vizsgaltuk. Mint az a 13. tablazatbol is kitlinik, a fitokelatin szintaz
aktivitdsa mar a legalacsonyabb alkalmazott Cr(VI) koncentracio esetében
1s megndvekedett.

13. tablazat. Fitokelatin szintaz enzimaktivitas idoébeli valtozasa Cr(VI) terhelés
hatasara Az adatok nkat ug prot” értékben vannak megadva, ( ):SE.

Kontroll 0,5 1 5 10
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
0 6ra 0,012 0,014 0,013 0,011 0,012
(0,001) (0,005) (0,001) (0,001) (0,0015)
1 6ra 0,013 0,0125 0,012 0,011 0,011
(0,002) (0,0015) (0,001) (0,0015) (0,002)
6 ora 0,0145 0,017 0,013 0,012 0,009
(0,0015) (0,004) (0,0015) (0,0015) (0,002)
12 6ra 0,011 0,012 0,012 0,009 0,010
(0,0015) (0,0015) (0,002) (0,001) (0,001)
24 ora 0,0145 0,029 0,022 0,022 0,019
(0,001) (0,001) (0,005) (0,002) (0,001)
72 ora 0,010 0,013 0,013 0,014 0,014
(0,002) (0,004) (0,0015) (0,0005) (0,004)

Az enzimaktivitds idébeli valtozasat tekintve az elsd oraban nem
észlelhetd jelentds eltérés a kontroll mintdhoz képest. A 6 és 12 oras
méréseknél 0,5 és 1 mg dm™ koncentraciok esetében mar novekedést
tapasztalunk, amelyek maximumukat az elsé nap végére érik el, ahol az
aktivitasuk a kontroll érték dupldja. Magasabb koncentracioknal szinte
semmilyen valtozast nem tapasztaltunk még a 12 6ras mintaknal sem, a 24
6ras mintdknal azonban mind az 5 mg dm”, mind a 10 mg dm™
koncentracioju kezeléseknél is eléri az enzimaktivitas a maximumot. A 24
orés adatokhoz képest minden minta esetében jelentds enzimaktivitasbeli
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csokkenést lathatunk a 72 o6ras mérések adataiban, minden esetben a
kiinduléasi érték kozelébe estek vissza (Horcsik et al. 2004). Hasonlo
id6ébeni valtozas figyelhetd meg kukorica gyokérben vizsgalt fitokelatin
szintdz esetében is Cd stressz hatdsara (Szalai et al. 2002). Ezek az adatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy a fitokelatinok gyorsan mobilizalhatd
elsé védvonalként mikodnek a ndévényi sejtben nehézfém terhelések
esetén, mely szerepet addig kell elldtniuk, mig a lassabban reagalo, de a
sejteket energetikailag kevésbé igénybe vevd folyamatok atveszik a
védekezési feladatokat.

4.7. A Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa fotoszintetikus
aktivitasara

A nehézfémek fotoszintézisre gyakorolt hatdsat tobb szempontbol
vizsgaltak in vivo és in vitro koriilmények kozott is. Szinte minden
vizsgalati eredmény a fotoszintézist gatld hatdsar6él szamol be, nincs
azonban egységes dallaspont azzal kapcsolatban, hogy a gatlo hatasok
kozvetlen vagy kozvetett okokra vezethetok vissza (Clijsters €s Van
Assche 1985). Jelent6s eltérések mutatkoztak az in vivo és in vitro mérési
eredmények kozott (Tukendorf és Baszinsky 1991, Krupa et al. 1992).

A kiilonb6zd novekedési paraméterekben bedllt valtozasok -
novekedés, szarazanyag ¢s fotoszintetikus pigmentek mennyisége -
ravilagitottak a Cr(VI) in vivo toxikussagara, ugyanakkor kivancsiak
voltunk, a fotoszintetikus folyamatokban bekovetkezd valtozasokra. A
ndvények fotoszintetizalo képességét jol jellemzi a klorofill fluoreszcencia.
Vizsgalatainkat egyrészt egy specidlis iivegszal membranra sziirve,
masrészt a tenyésztéedénybdl kivett mintaval kozvetlentil végeztiik.
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11. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zoldalga F, értékére
A méréseket livegmembranra szlrt zoldalgasejtekkel végeztiik

0.45
—#&— kontroll
—e— 1.0mgdm®
5.0 mg dm™
0.404 | —=7— 10 mgdm® /§
>
é 0.354 A
The g /I
I/ ~___
0.304
025 ) ) J L J \J J
0 8 16 24 32 40 48

12. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zoldalga Fy értékére
A méréseket az alganeveléshez hasznalt tapoldatban végeztiik

A 11. ébra adataibol lathatjuk, hogy az iivegszal membranra vitt
algasejtek Fy értékei 1 mg dm™ koncentracié Cr(VI) kezelés hatasara nem
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kiilonbdznek lényegesen a kontroll minta Fy értékeitél, az 5 és 10 mg dm™
koncentraciok  esetében azonban ez az érték emelkedik. A
folyadékkulturaban végzett mérési adatok értékei (12. abra) jol korrelalnak
az el6zé adatokkal, itt azonban az 1 mg dm™ koncentracid esetében is
emelkedik az F, értéke. Az Fy értékének emelkedése a PSII
pigmenttartalmanak csokkenésével magyardzhatd (MacFarlane 2003). Bar
pigmentvizsgélataink soran nem volt moédunk a kloroplasztiszok
frakcionalasara, a klorofillok mennyiségének a csokkenése megfigyelhetd
volt a Cr(VI) koncentraci6 novekedésével.

A 13. abrén az iivegszal membranra felvitt, mig a 14 abran a
folyadékkultirdban mért mintak F,, értékeit lathatjuk. A két mérés adatai
hasonl6 trendet mutatnak, a kontroll minta F,, értékéhez képest jelentOs
csOkkenést tapasztalhatunk a Cr(VI)-tal kezelt algasejtek maximalis
fluoreszcencia értékeiben. Kiilondsen nagy a csokkenés mértéke a
10 mg dm™ minta esetében, mindez a PSII aktivitisanak gatlisaval és
vélhetéen a tilakoid membranstruktira megvaltozasaval hozhatok
Osszefiiggésbe (Baldzs et al. 1999).
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13. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zéldalga F,, értékére
A méréseket livegmembranra szlrt zoldalgasejtekkel végeztiik
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14. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zéldalga F,, értékére
A méréseket az alganeveléshez hasznalt tapoldatban végeztiik

Mindkét mérési mddszer szinte azonos eredményeket hozott az F,/F,
értékek (15-16. abra), és az F,/F, értékek (17-18. dbra), esetében amely
fotoszintézis egyik leginformativabb paraméterei. A kvantumhatasfok a
kontroll értékhez képest csokkent a ndvekvd Cr(VI) koncentracioval. Az
Fy/Fy, érték csokkenése nem csak nehézfém-, hanem ho-, hideg-, szdrazsag-
, UV-stressz esetében is megfigyelhetd, mintegy a stresszfolyamatokat
kiséré karosodasok ereddjeként (Krupa et al. 1992).
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15. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zéldalga F,/ F,, értékére
A méréseket livegmembranra szlrt zoldalgasejtekkel végeztiik
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16. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zéldalga F,/ F,, értékére
A méréseket az alganeveléshez hasznalt tapoldatban végeztiik
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17. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zéldalga F/ F, értékére
A méréseket iivegmembranra sziirt zdldalgasejtekkel végeztiik
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18. abra. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa zéldalga F,/ F, értékére
A méréseket az alganeveléshez hasznalt tdpoldatban végeztiik

Az oxigén fejlodés koncentracio- ¢és idébeli fiiggését a 14.
tablazatban lathatjuk. Megfigyelhetd, hogy az elektron transzport
sebessége gyorsan csokken mind az id6, mind a Cr(VI) koncentraciod
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fiiggvényében. A legalacsonyabb alkalmazott koncentracid esetében a
csokkenés nem szamottevd, a novekvd Cr(VI) koncentracid hatasara az
oxigéntermelés a kontrollérték toredékére esik vissza. PpBQ (fenil-para-
benzokinon) jelenlétében a csokkenés lassabban kovetkezik be és az
alacsony koncentraciok esetében még a 72 o6ras kezelés végére sem
tapasztalunk lényeges csokkenést az oxigén fejlodésében (15. tablazat). A
PpBQ a PSII mesterséges elektronakceptora. Ennek jelenlétében az
oxigénfejlodés sebessége csak a PSII aktivitasatol fiigg. A +/- PpBQ
mérések Osszevetésébdl valosziniinek latszik, hogy a fotoszintézis eldszor
a PS II mogott (citokrém bg s komplex, plasztocianin, PS I) gatolt, a PS 11
csak késobb veszti el aktivitasat (Horcsik et al. 2007).

14. tablazat. Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek oxigéntermelése
72 oéras kezelés alatt Az adatok a kontroll %-ban vannak megadva, ( ):SE.

Kontroll 0,1 1 5 10
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
0 ora 100% 100% 100% 100% 100%
12 6ra 124% (8) 108% (8) 102% (8) 72% (14) 67% (11)
24 6ra 182% (22) 149% (11) 130% (18) 64% (23) 47% (28)
48 6ra 218% (22) 184% (11) 146% (16) 60% (29) 41% (26)
72 6ra 234% (28) 207% (20) 154% (24) 47% (26) 40% (32)
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15. tablazat.

Kontroll és Cr(VI) kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtek oxigéntermelése
72 6ras kezelés alatt PpBQ jelenlétében
Az adatok a kontroll %-ban vannak megadva, ( ):SE.

Kontroll 0,1 1 5 10
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
0 ora 100% 100% 100% 100% 100%
12 6ra 124% (8) 116% (21) 108% (16) 94% (11) 92% (14)
24 6ra 182% (22) 176% (19) 162% (23) 90% (10) 72% (13)
48 6ra 218% (22) 230% (19) 188% (19) 78% (32) 61% (19)
72 6ra 234% (28) 242% (33) 216% (21) 74% (34) 54% (26)

Meérési adataink valoszinlileg nem a Cr(VI) kozvetlen fotoszintetikus
folyamatokba vald beavatkozasaval magyardzhatok, hanem inkabb a
nehézfémek altal generalt ROS fajtdk karositd hatasanak kovetkezményei
(Parmar et al. 2002).

4.8. A Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa szénhidrat-
anyagcsere folyamataira

A 16. tablazatban a Cr(VI)-kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtekben
bealldo szénhidrat-tartalom valtozasokat lathatjuk 72 o6ra utan. A 0,1-
1 mg dm™ koncentracidk esetében nem tapasztaltunk lényeges eltérést a
mono- ¢s diszaharidok vonatkozasdban. Az eddigi vizsgalataink adatai
alapjan varhaté csokkenés helyett kismértékii novekedést figyelhettiink
meg €s csak a magasabb koncentraciok esetében csokkent le a mono- és
diszaharidok mennyisége. A keményité mennyiségében mar az 1 mg dm™
kezelési koncentracional megindult a csokkend tendencia (r = 0,884), ami a
magasabb koncentraciok iranyaban tovabb csokkent (r = 0,948).
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16. tablazat. Cr(VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa szénhidratosszetételére 72 6ra
kezelés utan.Az adatok a kontroll %-aban vannak megadva, ( ):SE.

Kontroll 0,1 1 5 10
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
monoszacharidok 100% 104% 109% 94% (10) | 87% (9)
(12) (10)
diszacharidok 100% 107% 102% 95% (12) | 79% (10)
(11) (10)
keményito 100% 104% (9) 91% (7) 81% (7) 67% (8)

Fotoszintetikus fluoreszcencia indukcid vizsgélataink alapjan a
szénhidratok mennyiségének csokkenése volt varhato mar 1 mg dm™
koncentracié esetében is, a tényleges csokkenés viszont csak 5 mg dm™
koncentracional volt megfigyelhetd. Megvizsgaltuk a szénhidrat-
anyagcserét szabalyozd enzimek miikodésében bedllt valtozdsokat. A 17.
tablazat adatai a 72 o6rds Cr(VI) kezelés hatasara bekovetkezd
enzimaktivitas valtozdsokat mutatjdk a PFK, PFP és FBP-4z enzimek
aktivitasaban. 10 mg dm™ koncentraciondl mindegyik enzim aktivitasa
jelentés mértékben csokkent, ami valosziniileg elsdésorban a nehézfém-
kezelésre bekovetkezd lipidperoxidaciora vezethetd vissza (Milone et al.
2003). Alacsonyabb koncentraciok esetében a glikolitikus folyamatokat
katalizal6 enzimek - PFK, PFP - aktivitdsdban nem tapasztaltunk jelentOs
aktivitasvaltozast, mig az ellentétes irdnyu glikoneogentikus folyamat
szabalyozasaért felelos FBP-dz aktivitasa enyhe csokkenést mutatott
(Horcsik et al. 2005).

A mért enzimaktivitaisok csak részben ~magyardzzak a
cukormintazatban bedllt valtozdsokat. Bar az FBP-az aktivitasa
kismértékben csokkent, a glikolitikus enzimek aktivitdsa a vart hatassal
ellentétben nem ndvekedett lényegesen. Az daltalunk mért valtozasok
jellege és tendencidja hasonld a magasabbrendi novények esetében so-
stresszre adott valaszokra (Misra és Dwivedi 1995).
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17. tablazat. A Cr (VI) hatasa a Chlorella pyrenoidosa szénhidrat-anyagesere

szabalyozé enzimeinek aktivitasara 72 ora kezelés utan

Kontroll

0,1 1 5 10
mg dm? mg dm? mg dm? mg dm?
PFK 100% 110% (14) 101% (9) 91% (8) 54% (16)
PFP 100% 108% (10) 104% (4) 89% (13) 43% (11)
FBP-az 100% 88% (16) 79% (12) 61% (17) 40% (12)
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5. Osszefoglalas

A dolgozatban egy toxikus nehézfém-ion, a Cr(VI) - Cr(IIl) mellett -
hatasat vizsgaltuk a Chlorella pyrenoidosa zoldalga néhany anyagcsere
folyamatara. A Chlorella pyrenoidosa kedvelt és gyakori tesztorganizmusa
a biokémiai és stresszbiologiai kisérleteknek, mivel fotoszintetikus
apparatusa hasonlé a hajtdsos ndvényekéhez, szaporodasa ugyanakkor
gyors. A vele végzett kisérletek emiatt nagy szamban ¢s ismétlésben
végezhetdk el, jol reprodukalhatok és ellendrizhetdek.

Az ¢élolények a szervezetik felépitéséhez, anyagcseréjliikhoz
szlikséges anyagokat - igy a kiilonb6z6 fémionokat is - a kornyezetiikbol
veszik fel. Amikor a kornyezetben a felvehetd toxikus (vagy akar
esszencialis) fémionok koncentracidja elér egy bizonyos kiiszobértéket, az
¢lolények szamos anyagcsere-folyamata gatlodik, ami adott esetben az
¢l6lény pusztulasdhoz is vezethet. E nehézfém-stressznek kitett él6lények
lehetéségeikhez mérten megprobaljak csokkenteni a toxicitas mértékét.

A krom iranti érdeklodés széleskort felhasznalasabol eredeztethetd,
hiszen a fém-, a festék-, elektrokémiai és a bOripar nagy mennyiségben
bocsat ki kromot, mind folyadék, mind szilard, mind pedig gazfazisban a
kornyezetbe, jelent6s biologiai és dkologiai problémakat okozva. A krom
szamos oxidacios allapotban fordulhat eld, bar a természetben csak a
Cr(IIT) és a Cr(VI) elég stabilis, a Cr(IV) és a Cr(V) instabil intermedierek
a hadrom- és hatértékii forma redoxatmeneteiben.

A két kromforma aranyat a kornyezet fiziko-kémiai paraméterei
hatérozzak meg. Oxigénduis kornyezetben és pH>7 mellett a CrO,> ionok,
oxigénszegény kornyezetben és pH<6 ért¢knél a Cr(Ill) ionok jelenléte
varhat6, amit nagymértékben befolydsolnak az esetlegesen eléforduld
oxidalo és redukalo dgensek, valamint komplexképzésre képes molekulak.
A felszini leveg6zott, magasabb oxigéntartalmu vizek kivételével a Cr(VI)
csak alacsony pH-n jelenik meg H,CrO4 forméban. A természetes vizek
normalis pH-Eh tartomanyaban a Cr(IIl) akvakomplex/hidroxokomplex,
szerves komplexek, és kevésbé mozgékony Cr(OH); csapadék formajaban
fordul el6, de a komplexképzddés itt is csokkenti a csapadékkivalas
lehetéségét. A Cr(VI)-nak a kornyezeti feltételektdl fiiggéen szamos
formaja ismert, melyek oldhatosadga és mobilitasa lényegesen magasabb a
Cr(IIT)-nal.

Jelen ismereteink szerint a Cr(III) esszencialis az ember €s mas
emldsok szamara is, a lipid- ¢és glilkdz-metabolizmus normalis
miikodésében jatszik fontos szerepet. A Cr(VI) esetében viszont toxikus és
teratogén hatasokrdl vannak ismereteink.
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A novények szamara a Cr(III) - elsdsorban oldhatosagi szempontok
miatt - nem felvehetd, a Cr(VI) pedig - kiilonésen magasabb
koncentracioban - toxikus hatdsu. JelentOsen lecsokkenti a gyokér/hajtas
aranyt, hatranyosan befolyasolja a vizhaztartast, terméscsokkenéshez vezet.
A fotoszintézisre gyakorolt hatdsok kiilonb6zé nodvényfajok esetében
jelentdsen eltérhetnek egymastol. A ndovényi krom tolerancia vizsgalata
még a kezdeteknél tart, ¢lettani és biokémiai hattere még jorészt feltaratlan.

A dolgozat célkitlizései a kdvetkezd kérdéskoroket olelték fel:

1. Milyen médon befolyasolja a Cr(VI) a Chlorella pyrenoidosa
zOldalga szaporodasat?

2. Milyen valtozasok kovetkeznek be a Chlorella pyrenoidosa
mikroelem mintdzatiban, illetve képes-e a kromot megkdtni és
akkumulalni?

3. Hogyan modosul Cr(VI) hatasara a fotoszintetikus pigment
Osszetétel, a prolin és a tobbi szabad aminosav mennyisége?

4. Hogyan valtozik a nehézfém terhelések alatt varhatéan fellépd

oxidativ stresszt kontrollal6 oxidoreduktazok - katalaz, peroxidazok

- aktivitasa?

Jelennek-e meg specialis nehézfémkotd proteinek?

6. Megvaltozik-e a fotoszintetikus apparatus hatékonysaga? Milyen
okokra vezethetdk vissza ezek a valtozasok?

e

5.1. A Cr(VI) hatasa a Chorella pyrenoidosa szaporodasara

Vizsgalataink sordn mind a Cr(Ill), mind a Cr(VI) hatasat
megvizsgaltuk a Chlorella sejtek szaporodasara. A Cr(III) nem okozott
lényeges valtozast egyik vizsgalt paraméterben sem, ami a Cr(II)
oldhatosagi tulajdonsagait ismerve nem okozott meglepetést. A
legmagasabb alkalmazott koncentracié (50 mg dm™) esetében kismértékii
gatlast észlelhettlink, de a kezelt sejteket normal taptalajra visszahelyezve,
azok véltozatlanul tovabb szaporodtak.

A Cr(VI) hatdsara minden vizsgalt paraméter esetében jelentds
valtozas kovetkezett be. Mar 1 mg dm™ koncentracio esetében jelentésen
csokkent, mind a sejtstiriség, mind a sejtszam, jelezve, hogy ezek a
paraméterek jol korrelalnak. Az ECs érték 2 mg dm™-nek adédott, ami
fotoszintetizalo szervezetek esetében magas értéknek szamit.
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5.2. Mikroelem osszetétel, krom akkumulacio

A Chlorella sejtek mikroelemdsszetételét ICP technikaval vizsgaltuk.
A sejteket French Press-szel torténd feltards utdn sejtfal, membran és
citoplazma egységekre frakcionaltuk. A mérések soran 21 elem
mennyiségét hataroztuk meg a teljes sejtben. Erdeklédésiink kozpontjaban
az allt, hogy a Chlorella pyrenoidosa képes-e megkotni, akkumulalni a
kréomot és ha igen, akkor ez hol koncentralodik.

A teljes sejtek elemtartalmat vizsgalva szdmos elem - Cr, Ca, Mg,
Fe, Cu, Na, P, S - esetében mutatkoztak trendszerti eltérések a kontroll
sejtekhez viszonyitva. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a novekvd Cr(VI)
kezeléssel parhuzamosan a Na, P, Fe, ¢s Mg mennyisége csokkent, a Ca és
Cr mennyisége novekedett, mig a S esetében 5 mg dm> Cr(VI)
koncentracioig novekedést, ett6l magasabb kezelési koncentraciok
esetében csokkenést tapasztaltunk.

A kiilonbozé  sejtfrakciok  vizsgalatakor a  vizsgalt elemek
mindegyike elsdsorban a sejtfal frakcioban lokalizalodott, mig a membran
¢s oldhato frakciok kozott a megoszlds azonos nagysagrendii volt. A
vizsgélataink szempontjabdl legfontosabb, hogy a felvett krom mennyisége
a novekvd kezelési koncentracioval novekedett, bar 5 és 10 mg dm”
Iényegesen. A felvett krom z6me a sejtfalban lokalizalodott, a membran ¢€s
az oldhat¢ frakciok lényegesen kisebb mennyiséget tartalmaztak.

5.3. Fotoszintetikus pigmentek és a szabad aminosavak
mennyiségének valtozasa

A fotoszintetikus pigmentek vizsgalatat HPLC technikaval végeztiik,
tobbcsatornds detektorral, amely lehetévé tette a klorofill és karotinoid
szarmazékok egyideji meghatarozasat. A fotoszintetikus pigmentek
mennyiségi  valtozdsai képet adhatnak a n6vény allapotardl,
stresszfolyamatok hatésairol.

A klorofillok mennyisége csokkenést mutatott az emelkedd
csokkenés mértéke nagyobb volt, mint amit a klorofill b esetében
tapasztalhattunk, csokkent a klorofill a/b arany. Szintén csokkent a
klorofillidek mennyisége, mig a OH-klorofillok és a feofitin mennyisége
emelkedett.

A karotinoidok mennyiségében is jelentds valtozasokat figyelhettiink

cre
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karotin mennyisége csokkent, a B-karotin mennyisége emelkedett, a Cr(VI)
stressz kovetkezményeként a /a- karotin ardny a dupldjara emelkedett.

A Cr(VDkezelést kovetden jelentds valtozasok alltak be a szabad
aminosavak mennyiségében is. Az Osszes szabad aminosav mennyisége
5mg dm> Cr(VI) kezelési koncentracioig ndvekedett, ezutan csokkend
tendenciat mutattak. A stresszfiziologiai szempontbol fontos prolin
mennyisége 5 mg dm™ koncentracioig novekedett a 72 6ras kezelés alatt,
hasonléoan az 0Osszes szabad aminosav mennyiségéhez. A cisztein
mennyiségének Cr(VI) kezelés hatasara bekdvetkezé mennyiségi valtozasa
hasonlé trendet mutatott, mint a S tartalom valtozasa a mikroeclem
Osszetétel vizsgalat esetében. Mintegy hét aminosav esetében
tapasztalhattunk jelentds eltéréseket a kontroll algdkéhoz képest.
Tobbségiik fizioldgiai hattere még tisztazasra var.

5.4. Az oxidativ stressz kivédéseben fontos szerepet jatszo
oxidoreduktazok aktivitasanak valtozasa

A fotoszintetikus pigmentek vizsgalata soran tapasztalt szdmos
oxidacidés termék jelenléte arra utalt, hogy az algasejtekben komoly
oxidativ, peroxidativ folyamatok mentek végbe Cr(VI) kezelés hatasara.
Mivel a Cr(VI) erds oxidald agens, célszerlinek tartottuk megvizsgalni, a
sejtekben lipidperoxidacio hatasara keletkez0 malondialdehid (TBRI)
tobbszordsére nétt a lipidperoxidacios végtermékek mennyisége, mind a
kiindulasi, mind pedig a mindenkori kontroll mintahoz viszonyitva.

A guajakol-peroxiddzzal végzett eldzetes kisérleteink alapjan a
az enzim aktivitdsa, magasabb koncentracioknal mar az els6é nap végén
elérte a maximumot, majd onnan csdkkenést mutatott.

Az aszkorbinsav-peroxidaz aktivitisa 0,1 mg dm> Cr(VI)
koncentraciondl nem mutatott eltérést a kontrollhoz képest, a tdobbi
mintandl az enzimaktivitdsok, mar az els6 nap végére -elérték
maximumukat, majd csokkenni kezdtek.

A katalaz aktivitdsdban bedllo valtozasok némileg eltéré képet
mutattak. Az alacsonyabb ¢és a legmagasabb koncentracidok esetében
csokkent, 1-10 mg dm™ értékeknél pedig nétt az enzim aktivitasa.

Vizsgalataink egyértelmiien aldtdmasztjadk azokat az elképzeléseket,
hogy nehézfém stresszek soran jelentds oxidativ, peroxidativ jelenségek
zajlanak le a novényi sejtekben, melyek szamos fiziologids folyamat
hatékonysagat is meghatarozhatjak, befolyasolhatjak.
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5.5. Fitokelatin szintaz aktivitasanak valtozasai

Nehézfém terhelések soran gyakran jelennek meg a ndvényekben
specialis nehézfémkotd proteinek, a fitokelatinok. A  nehézfém
detoxikélasban jatszhatnak fontos szerepet, bar ez nem minden fém
esetében tlinik bizonyitottnak. Cr(VI) kezelés hatasara, még nem alltak
rendelkezésre mérési adatok. Vizsgélataink sordn eldszér mi mutattunk ki
fitokelatin szintaz aktivitast novényben Cr(VI) kezelés hatasara. Az enzim
aktivitdisa mar a legalacsonyabb koncentracioban is megemelkedett,
aktivitdsanak maximumat az elsé nap végére érte el, ezutan csdkkend
tendenciat tapasztalhattunk.

5.6. Fotoszintetikus aktivitasban beallo valtozasok

A fotoszintetikus fluoreszcencia indukcid vizsgélata elfogadott
moddszer egy novény fotoszintetikus hatékonysaganak vizsgalatara. A mért
paraméterek adatai arra is alkalmasak lehetnek, hogy megmondjak, a
fotoszintetikus apparatus melyik komponense sériilt. Vizsgalatainkat
livegmembranra szlirt, valamint tdpoldatban levd algdkon is elvégeztiik.
Meérési eredményeink arra utalnak, hogy a két kiillonb6z6 mddszerrel mért
adatok dsszevethetdek, a mért valtozasok trendje hasonlo.
volt lényeges eltérés a mintdk Fy és F, értékei kozott, magasabb
koncentraciok iranyaban az F, értéke emelkedett. Ez a hatas a sejtek PSII
pigmenttartalmanak csokkenésével hozhatok kapcsolatba. Ezzel ellentétes
iranyban valtoztak meg a kezelt sejtek F,, értékei, melyek a megasabb
tilakoidstruktura megvaltozasara utalhatnak.

A fotoszintetikus hatékonysag egyik legelfogadottabb paramétere az
F,/F, mindkét vizsgalati modszer esetében hasonld eredményt hozott. A
novekvo kezelési koncentracidval értéke folyamatosan csokkent. Az Fy/ Fy
értekekben bedllt valtozdsok 1is a fotoszintézis hatékonysaganak
csokkenését mutattak.

A fejlédott oxigén mennyisége csokkent az idé és a Cr(VI)
koncentracio fiiggvényében. PpBQ jelenlétében - ami a PSII mesterséges
elektronakceptora - a csokkenés lassabban kdvetkezett be, ami arra utal,
hogy a fotoszintézis elsddlegesen a PSII mogott gatolt.
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5.7. Szénhidrat-anyagcserében beallo valtozasok

A szénhidratok koziil els6sorban a keményitd mennyisége csokkent a
novekvd Cr(VI) koncentracioval, a mono és diszaharidok esetében a
csokkenés csak a magasabb koncentracidknal kdvetkezett be.

A szénhidrat-anyagcsere szabalyoz6 enzimek aktivitidsaban beallt
valtozasok jellemzdjeként megallapithatjuk, hogy a glikolitikus iranyu
folyamatok kataliziséért felelés PFK ¢és PFP enzimek aktivitasiban nem
tapasztaltunk jelentds valtozast, addig a glikoneogenetikus folyamatot
katalizal6 FBP-az aktivitasa csdkkent. 10 mg dm™ koncentracio Cr(VI)
esetében mindegyik enzim aktivitasa csokkent, ami valdszinilileg mar egy
Osszetettebb, altalanos anyagcsere gatlo hatassal magyarazhato.

Osszegzésként megallapithatjuk, a Chlorella pyrenoidosa képes
felvenni a Cr(VI)-ot és akkumuldlni, bar a novekedési paramétereket
csokkenti. Ugyan a Chlorella sejtek nem tekintheték krom
hiperakkumulatornak, tovabbi kisérleteink célja annak vizsgélata, hogy
milyen szerepet jatszhatndnak nehézfémek 4ltal szennyezett vizek
fitoremediaciojaban. Mintegy 10 mgdm™ koncentracioig a sejtek
hatékonyan alkalmazzak a nehézfém stresszek elleni
védekezOmechanizmusokat, valamint képesek megkdtni a kromot. Ettdl
magasabb koncentraciok azonban a sejtanyagcsere Osszeomlasdhoz
vezetnek.

Fontosnak tartjuk, mas fotoszintetizal6 vizi szervezetek (pl. Lemna
fajok) esetében is megvizsgalni a Cr(VI) toxicitasat, kiilonos tekintettel a
redoxvalaszokra ¢és a fitokelatin szintézisre. Tervezziik a Cr(VI) mas
nehézfém-ionokkal vald intermetallikus toxicitasanak vizsgalatat is.
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6. Summary

6.1. Introduction and objectives

In our environment, living organisms are exposed to various burdens,
which limit their activity, development processes and other possibilities.
These burdens are produced partly by abiotic and biotic factors and partly
by antropogenous sources such as heavy metal contamination. The
aforementioned effects are known as stressors. In the organisms, stressors
produce short-term and long-term responses which promote acclimation
and acclimatization as well as adaptation and resistance. Acclimation and
acclimatization ensure the survival for the individuals, while adaptation is
a permanent capability of resistance, which develops for generations and
leads to the evolvement of resistance.

Different stressors result in stress responses, which can be specific or
general as well. Considering the relatively long lifetime of a plant
generation and the fixed life form of most plant species, role of acclimation
seems to be remarkably important.

Soluble heavy metal ions and their complex compounds with various
inorganic components cause serious problems through the contamination
of both the soil and the surface and subsurface waters. Macro- and micro-
ecological analyses of industrial heavy metal contaminants have been
carried out particularly, however, their molecular effects are not widely
known. In waters, contaminating agents primarily influence the life
processes of algae and other microorganisms, while mostly the
environmental damages can be well detected in case of more complicated
organisms.

In photosynthetic organisms, heavy metal stresses result in
characteristic modifications (plasma membrane damages, formation of
oxygen radicals, appearance of free metal ions in cytosol, disorders of
nutrient uptake, water balance and photosynthesis, limited growth, reduced
production of flowers and seeds), which attribute to both direct and indirect
effects.

As chromium is a toxic heavy metal, which often gets to the
environment in large quantities, the aim of our researches was the
determine its effects on certain metabolic processes of a well known
species of green algae (Chlorella pyrenoidosa). Chromium was selected for
analysis because molecular mechanisms of its effects on living organisms
are not widely known, however these mechanisms are under investigation
presently as well. Use of algae provides new opportunities to reveal the
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processes of indication, accumulation, and elimination. Various species of
algae are often able to accumulate large amount of heavy metals. In algae,
the uptake and fixation of these heavy metals usually lead to redox
processes, which transform a given heavy metal ion into a less soluble
form. Additionally, this heavy metal form is less effective for living
organisms. Indirectly, our study examines the possibilities of using of
green algae in the restoration of a heavy metal contaminated wetland.

During our researches, we examined the effects of Cr (VI) on the
reproduction of Chlorella pyrenoidosa green algae species. Main metabolic
processes which mostly characterize heavy metal stresses were also
investigated.

- How does Cr(VI) influence the reproduction, growth and biomass
changes of Chlorella pyrenoidosa green algae species?

- Are green algae cells able to accumulate chromium? What
distribution of Cr(VI) can be observed within a cell? What are the
tendencies of changes in the micro-element composition of cells
under the influence of Cr(VI) treatments?

- What changes can be observed in the composition and pattern of
photosynthetic pigments and total amino acid content (with especial
regard to stress-physiologically important prolin) of cells under the
influence of Cr (VI) treatments?

- What changes occur in the extent of photosynthetic effectiveness?
Are these modifications caused by direct or indirect effects? What
changes occur in carbohydrate metabolism? What are the metabolic
and enzymatic consequences?

- What changes can be observed in the activities of oxidoreductases
(ctalases, peroxidases), which control the prospective oxidative
stress after heavy metal treatments?

- Under the influence of Cr(VI) treatment, can we find special heavy
metal fixing proteins (phytochelatins) or can we experience the
induction of enzymes which are necessary to their synthesis?

6.2. Materials and Methods
6.2.1. Algal cultures

The algae used in this study were Chlorella pyrenoidosa (strain [AM-
C128) obtained from the collection of the Institute of Applied
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Microbiology, University of Tokyo (Japan). Chemicals were purchased
from Sigma Chem. Co. (St. Louis, USA), and Serva Fine Biochem. Gmbh.
(Heidelberg, Germany).

Algae were maintained on agar. Cells were grown in sterile tubes
containing synthetic media modified C-30. Cultures were aerated by
filtered air bubbled with 5% CO, which served as a carbon source and
stabilized the algal suspension homogeneity and pH at 7.2. Cells were
permanently illuminated with white fluorescent light (18 Wm™) and were
kept at 25 °C during the growing period.

6.2.2. Treatment of algae with chromium compounds

Potassium dichromate was used as hexavalent chromium. The
cultures were grown for 3 in some case 4 days. When cultures reached
approximately 1x105 cells ml™” in the nutrient medium, algae were treated
with 0.1 - 50 mg dm™ of chromium (VI). We used K>Cr,07 as hexavalent
and Cry(SOy);3 as trivalent chromium. For each experiment a control was
also prepared of untreated Chlorella pyrenoidosa cells kept at the same
conditions. Algae were autotrophically propagated for 72 hours after
chromium treatments.

6.2.3. Analysis of growth rate

The growth rate of algae cultures was followed by 1.) indirect
turbidometric assay, and 2.) direct count using hemocytometer.

6.2.4. Fractionation of algal cells and elemental analysis

For fractionation algal cells were harvested by centrifugation at
5000g % 10 min, were washed twice with deionized water, centrifuged, and
the weight of the cells was determined. This type of sample was considered
as whole cells (sample 1). These prepared cells were disrupted using
French press at 1500 kgf/cm? three times. The homogenate was centrifuged
at 3000g x 20 min and the pellet was allowed to stand in 1 ml of 0.5 %
sodium n-dodecyl sulphate (SDS) for 30 min. The homogenate with SDS
was centrifuged at 10000g % 20 min to remove the soluble component, and
the pellet was boiled in 80% ethanol for 20 min. The cell wall fraction was
prepared by centrifuging the ethanol boiled pellet at 10000g % 20 min
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(sample 2). The miscellaneous fraction was prepared as the mixed
supernatant after the treatment with SDS and ethanol (sample 3). The
homogenate was centrifuged 15000g x 45 min after disruption of cells. The
pellet was the membrane fraction (sample 4) and the supernatant was the
soluble fraction (cytoplasmic) (Okamura and Aoyama 1994).

The water of the supernatants was evaporated before digestion.
Samples were digested for a day in concentrated HNO; and 30% H,O,
mixture (6:1 v/v rate), and dried. The mineralized residue was redissolved
in 5 ml of 2N HNOj solution. The elemental composition was measured by
a Spectroflame-type inductively coupled plasma atomic emission
spectrophotometer (ICP-AES) (Spectro Gmbh Kleve, Germany) with the
following parameters: plasma gas 1.6 dm’min™' ,nebulizer gas 0.6 dm’min’’,
coolant gas 15 dm3min-1, excitation 27 MHz, 1.05 kW cross flow
nebulizer.

6.2.5. Extraction of photosynthetic pigments of algae and their
separation by HPLC

When individual photosynthetic pigments were separated by HPLC
technique algae pigments were extracted with a mixture of chloroform —
acetone — isopropyl alcohol (2:1:1 v/v) at 4 °C, the analytical procedure
was detailed formerly (Simon 1989).

6.2.6. Amino acid analysis

To determine free amino acid and proline content 200 mg fresh algae
were shaken in 2 ml of 7% trichloroacetic acid for two hours, then they
were filtered through paper filter and membrane filter (0.45 pum). The
analysis was carried out using Biotronik LC 3000 amino acid analyzer
(Galiba 1992).

6.2.7.Photosynthetic measurements

The rate of oxygen evolution of intact algal cells was measured by
using a Clark-type oxygen electrode (Hansatech, Kings Lynn, UK) at a
chlorophyll concentration of 10-20 pg ml™ in a temperature controlled cell
at a constant 25 °C in cultivation medium at saturating light intensity. The
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PS II electron transport rate was measured in the presence of 500 pM
phenyl-p-benzoquinone.

The fluorescence induction was recorded and calculated at room
temperature by using PAM-2000 (Heinz Walz Gmbh, Effeltrich, Germany)
chlorophyll fluorometer. Prior to measurement the intact algal cells were
dark adapted for 5-30 minutes. The initial fluorescence level (F() was
measured with a weak read measuring light at a modulation frequency of
1.6 kHz. The maximal fluorescence (Fm) was obtained by a saturating
white light pulse with 0.4 s duration. After Fy determination, Kautsky
effect was determined upon 5 s long actinic illumination at a photon flux
density of 50 pumol m™ s equal to the cultivation light intensity. We
investigated the Fo, Fy,, F\/Fy, és Fy/Fo parameters.

6.2.8. Assay of carbohydrate-metabolism

All procedures were carried out at 4 °C. Collected Chlorella
pyrenoidosa cells were suspended in isolation buffer and ground in mortar
with sand. The extract was centrifuged and fractionated by PEG 6000 (13-
25%) and the resulting pellet were redissolved and used in all enzyme
activity examination.

For sugar determination the crude extract were used, without PEG
fractionation, by HPLC technique on Sarasep Polymer H column, by
Shodex RI refractive detector.

Starch determination were carried out as described earlier (Rose et al.
1991).

Phosphofructokinase és pyrophosphate dependent
phosphofructokinase were partially purified by PEG 6000 fractionation and
measured by photometrically in a coupling enzyme reaction (Kiss et al.
1989)

Fructose-1,6-bisphosphatase activity was also partially purified and
assayed spectrophotometrically by coupling the reaction to the reduction of
NADP with phosphoglucose isomerase and glucose-6-phosphate
dehydrogenase and measuring the change in 340 nm.

6.2.9. Assay of peroxidase and catalase activity

All procedures were carried out at 4 °C. Collected alga cells were
suspended, in isolation buffer and ground in a mortar with sand. The
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extract was centrifuged and the resulting supernatant was used in all
enzyme activity examination.

Guajacol peroxidase activity was meeasured, by recording changes in
absorbance at 480 nm. The brown colour developed due to the oxidation of
guajacol as hydrogen donor in the presence of H,O, was
spectrophotometrically measured (Simon et al. 1989).

Ascorbate peroxidase activity was measured by recording changes in
absorbance at 290 nm, while catalase activity was measured at 240 nm
(Janda et al 2000).

6.2.10. Phytochelatin synthase assay

All procedures were carried out at 4 °C. Collected alga cells were
suspended, in isolation buffer and ground in mortar with sand. The extract
was centrifuged and the resulting supernatant was used in all enzyme
activity examination.

The reaction mixture (200 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5), 0.5 mM
CdCl,, 10 mM B-mercaptoethanol, 10 mM glutathion and 0.2 ml extract in
0.3 ml final volume) were incubated for an hour at 37 °C, and were
terminated by 0.03 ml 50% sulphosalicylic acid. Control samples were
terminated without incubation at 0 min. Proteins were precipitated on ice,
for 10 minutes. After centrifugation, the supernatants were assayed by
HPLC technique.

Phytochelatins were separated on Li Crospher 100 (250 x 4 mm)
RP18 (5um) (Merck Darmstadt, Germany). Thiol containing peptides were
determined using postcolumn derivatization with DTNB (Chen et al.
1997).

Protein amount was analysed according to Bradford (Bradford
1976.).

The results are the means of 3-5 replications for each treatment.
Three independent repetitions were performed for each experiment. The
data were statistically evaluated calculating the standard deviation, and by
statistical analysis using Tukey’s b-test.

6.3. New scientific results

The dissertation examines the effects of toxic heavy metal ions
Cr(VI) and Cr(IIT) on certain metabolic processes of Chlorella pyrenoidosa
green algae species. Since its photosynthetic apparatus is similar to that of
vascular plants, Chlorella pyrenoidosa is a popular and common test
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organism of biochemical and stress-biological experiments; however it can
be described by a rapid reproduction. Consequently, it allows to perform a
large number of tests and repetitions. These test are easy to reproduce and
control.

6.3.1. Effects of Cr(VI) on the reproduction of Chlorella pyrenoidosa

Cr(II) treatment did not result in important changes in neither
parameters, while in case of Cr(VI) treatments, there was significant
modifications in all parameters. Value of ECsy was 2 mg dm'3, which is
considered to be high in case of photosynthetic organisms.

6.3.2. The composition of micro-elements and the accumulation of
chromium

Our measurements determined the amounts of 21 elements in the
whole cell. The results suggest that increasing of Cr(VI) treatment lead to
the decrease of Na, P, Fe and Mg concentrations and the increase of Ca and
Cr content. Less than 5 mg dm™ Cr(VI) concentrations resulted increasing
S content, while higher Cr(VI) concentrations caused decreasing S content.
All of the examined elements were localized primarily in cell wall, while
distribution was the same between the membrane and the soluble fractions.

6.3.3. Changes in the amounts of photosynthetic pigments and free
amino acids

Increasing concentrations of Cr(VI) treatments lead to decreasing
chlorophyll content. Amount of a-carotin decreases, while B-carotin
content increases. As a consequence of Cr(VI)-stress, rate of P/a-carotin
doubles. Less than 5 mg dm™ Cr(VI) concentrations lead to increasing
amounts of total free amino acids, which show decreasing tendency when
Cr(VI) concentrations exceed 5mg dm™ . During 72 hours-long
treatments, amount of stress-physiologically important prolin increases to
5 mg dm™ Cr(VI) concentrations, similarly to the total amount of free
amino acids.
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6.3.4. Changing activities of oxidoreductases as important factors of
the protection against oxidative stress

On the basis of our preliminary examinations with guajakol
peroxidase, increasing concentrations and periods of treatment lead to
increasing enzyme activities. In case of higher concentrations, enzyme
activity reaches its maximum for the end of the first day, while later it
decreases. In case of 0.1 mg dm™ Cr(VI) concentrations, ascorbic acid
peroxidase activity did not differ from the control. In case of the other
samples, enzyme activities reached their maximum for the end of the first
day, and later they began to decrease. Activity of catalase shows slightly
different alterations. The lower and the highest concentrations decreased
this enzyme activity, while 1-10 mg dm™ concentration increased it.

6.3.5. Alterations in the activity of phytochelatine synthase

Phytochelatine synthase activity in photosynthetic organism under
the influence of Cr(VI) was firstly proved by our measurements. The
lowest concentrations were enough to increase the enzyme activity, which
reached its maximum for the end of the day and then it showed declining
tendency.

6.3.6. Changes in the photosynthetic activity

In case of low (1 mg dm™) Cr(VI) concentrations, Fy and F,, values
of samples did not show significant differences, but increasing
concentrations led to increasing F( values. This can be explained by the
declining amount of PS II pigments in cells. Oppositely, Fn, values of
treated cells decreased with the increasing concentrations. These changes
may suggest the modifications of PSII and the thylacoid structure. F,/F,
values decreases as treatment concentrations increases. Changes of Fy/ Fy
values also point to the declining photosynthetic effectiveness. Amount of
developed oxygen decreases as a function of time and Cr(VI)
concentration. In the presence of PpBQ, which is an artificial electron
acceptor of PSII, this declining process is slower suggesting that
photosynthesis is primarily limited behind the PS II.
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6.3.7. Carbohydrate metabolism

Increasing Cr(VI) concentrations lead to decreasing amount of
starch. Decreasing concentrations of mono- and disaccharides were find
only at higher Cr(VI) concentrations. We did not find significant
differences in the activities of PFK and PFP enzymes, which are
responsible for the glycolytic processes, while decreasing activity was
measured by FBP-ase, which catalyses the glyconeogenetic process.

In conclusion, we can establish that Chlorella pyrenoidosa is able to
uptake and accumulate the Cr(VI), however it changes growth parameters.
In spite of the fact that Chlorella cells can not be regarded as
hyperaccumulators, we examine their possible role in the phytoremediation
of heavy metal contaminated waters. Cells have a protecting mechanism
against heavy metal stress, which is effective only when concentration is
below 10 mg dm™. Additionally, cells are also able to fix the chromium,
but higher concentrations lead to the collapse of cell metabolism.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetoimnek: Dr. Mészaros Ilonanak, aki
a kisérletek minden szakaszaban segitségemre volt hasznos tanacsaival,
szigoraval, Dr. Lakatos Gyuladnak a dolgozat tobbszori atolvasasasaért és
nem utolsésorban Dr. Balogh Arpadnak, akinek laboratoriuméban
elkezdtem a kutatomunkat, valamint szellemileg ¢és anyagilag is tAmogatta
ennek a dolgozatnak a 1étrejottét.

EzGton szeretnék koszonetet mondani Dr. Kiss Ferencnek, aki
megismertetett az ,algdzas” és az enzimoldgia alapjaival. Dr. Simon
Laszlonak aki mikroelemek-nehézfémek ¢és mikroszervezetek kozotti
kolesonhatasok fontossagara hivta fel figyelmemet.

Ko6szondm Dr. Csintalan Zsoltnak és Dr. Vinncze Gyorgynek a
dolgozat kritikai atolvasasat, biralataikat, 6tleteiket és hasznos tanacsaikat.

Szeretném megkdszonni Dr. Laposi Rékanak ¢és Dr. Kovacs
Laszlonak a fotoszintetikus paraméterek méréséhez nyujtott segitségiiket,
valamint Dr. Garab Gy6zdnek, hogy lehetdvé tette, hogy laboratoriumanak
eszkozeit korlatlanul felhasznalhassam.

Ugyancsak koOszonettel tartozom Dr. Szalai Gabriellanak, aki a
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