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1. Bevezetés és célkituzések

A Fold vizkészleteinek hosszll évtizedek oOta folyd szennyezddése a vizi éldhelyek
megvaltozasat, ¢élolénykozosségek atrendezddését, ¢€ldlények pusztulasat, fajok eltiinését
eredményezte. Az ember kornyezetszennyezd tevékenysége jelentdsen novelte a vizek
tapanyag Osszetételét, kiilonosen a foszfor- ¢és a nitrogénformak tekintetében. A
tapanyagtartalom emelkedése Osszekapcsolhatd a varos, a mezdgazdasag, az ipar fejlddésével,
¢s mindez az eutrofizacios folyamatok felgyorsuldsdhoz vezetett. Az eutrofizdcié soran
gyakori jelensé€g a vizvirdgzas, mely egyes planktonszervezetek (eukaridta algak €s prokariota
cianobaktériumok) tomeges elszaporodasat jelenti. Az elmult néhany évtizedben a
planktonikus szervezetek tomeges eléfordulasa az édesvizekben ¢és a tengerekben egyarant
megndtt. Az eukaridta algdk fOleg tengerekben dominalnak, a cianobaktériumok pedig
elsésorban az édesvizi ¢€lohelyekre jellemzdéek. A 20. szdzad végére a viragzasokkal
Osszekapcsolhatd kozegészségiigyi, természetvédelmi probléméak és gazdasagi veszteségek
jelentés mértékiivé valtak (Chorus és Bartram, 1999; Heislerés mtsai., 2008; Paerl, 2008;
Paerl és Huisman, 2009).

A cianobaktériumok figyelemre mélté Okofizoldgiai alkalmazkodoképességgel
rendelkeznek, igy képesek domindlni oligotrot dcednoktol eutrdf tavakig, a tropusoktol a sarki
régiokig (Pinckney és Paerl, 1998; Potts ¢s Whitton, 2000; Stomp ¢€s mtsai., 2007). Az eutr6f
tavakban, viztarozokban, lagiindkban és sos vizekben tomegesen megjelend cianobaktériumok
elnyomjak a vizi makrofitdk novekedését, ezaltal negativan hatnak szamos gerinctelen és
halfaj vizi élohelyére (Scheffer, 1998). A vizterekben a cianobaktériumok robbanasszeru
elszaporoddsa oxigénhianyt okozhat, amely a halak pusztuldsahoz vezethet. Tovabba,
hatarozott szagproblémat okoz a geosmin és mas dohos kemikalidk termelédése (Uwins és
mtsai., 2007).

Végiil, szdmos cianobaktérium képes termelni toxikus peptideket és alkaloidokat,
amelyek f0 veszélyt jelentenek az édesvizi Okoszisztémak és a vizgyijtd teriiletek ivoviz
készletének felhasznaldira, illetve az ontdzési, halaszasi és rekreédcios célokra igénybe vevok
szdmara (Codd, 1995; Carmichael, 2001). Ezen toxinok legstlyosabb esetben a vizi
szervezetek halalat okozhatjak vagy potencialisan arthatnak azaltal, hogy elfogyasztasuk utan
felhalmozodnak a szervezetben. A cianobaktériumok nagy veszélyt jelentenek, a Fold
legnagyobb  ivovizkészletével rendelkezd  viztomegek  Okologiai  allapotdra  és

fenntarthatosagara. Ennek a veszélynek van kitéve példaul az afrikai kontinens legnagyobb



tava, a Viktoria-té (Verschuren és mtsai., 2002); az Eszak-Eurdpaban talalhato Balti-tenger
(Kanoshina és mtsai., 2003), a kinai Taihu-t6 (Guo, 2007), a Japanban fellelheté Biwa-to
(Maeda ¢és mtsai., 1992) ¢s még szamtalan mas okologiailag és gazdasagilag fontos to, folyo,
¢s torkolat (Huisman és mtsai., 2005; Paerl és Fulton, 2006).

A cianobaktériumok fokozott elterjedése ¢és a tapanyagok ndvekedése kozotti
kapcsolat jol alatamasztott, de emellett mas kornyezeti valtozasok is szerepet jatszanak a
viragzasok elterjedésében, fellendiilésében. A vizfelszin homérsékletének emelkedése a
globalis felmelegedés eredménye, amely jelentésen segiti az algaviragzasok tulzott
expanzidjat (Paerl és Huisman, 2009). Fontos megallapitani, hogy a virdgzasok Osszetett
esetek, amelyeket tipikusan nem egy tényezd okoz, hanem inkabb tobb kornyezeti faktor
egyidejii el6fordulédsa valtja ki (Heisler és mtsai., 2008).

A gyakori toxintermeld cianobaktériumok kozé tartoznak a planktonikus nitrogén-
fixald Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia fajok, tovabba a nem
nitrogén-fixalo Microcystis, Planktothrix fajok, illetve a bentikus kdrnyezetben el6forduld
nitrogén-fixalé Lyngbya genusz. A leggyakoribb toxikus algavirdgzast okoz6 édesvizi
cianobaktériumok a Microcystis genusz képviseldi koziil keriilnek ki. Ugyanakkor a
leggyakrabban el6forduld ¢és a legtobb problémat okozd -cianobakteridlis toxinok, a

mikrocisztinek is részben ezekhez a fajokhoz kothetdek.

A munkank célja:

e Magyarorszadg kiilonbozd viztereiben tdmegesen megjelend mikrocisztin termeld
Microcystis aeruginosa €s Planktothrix agardhii toxintermel6 képességének, valamint
toxinvariabilitasanak a vizsgalata.

e Egy jellemzden alpesi rétegzett mélytavakban el6forduld cianobaktérium, a
Planktothrix rubescens szokatlan, sekélytavi megjelenése kapcsan toxintermeld
képességének vizsgalata.

e A Planktothrix rubescens virdgzas terepi mintdjabol izolalt BGSD-500 torzs

toxintermelésének és mcy génklaszterének jellemzése.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A vizviragzasok

A vizvirdgzas kifejezés alatt részben a planktonszervezetek tdmeges elszaporodéasat

értjiik a felszini vizekben, mely a viz intenziv elszinezddéséhez (zold, kékeszold, sargaszold,
sarga, voros, barna) €s zavarosodasdhoz vezet.
A vizvirdgzas (waterbloom) a tudomanyos irodalomban napjainkban kevésbé hasznalatos,
sokkal inkabb elterjedtebb az algaviragzas (algal bloom) megnevezés. Az algaviragzasok
témakorbe a cianobaktériumok altal okozott virdgzasokat is beleérti a tudomanyos
szakirodalom. Az artalmas vagy mérgezd algavirdgzasok (Harmful Algal Bloom, HAB)
kifejezés alatt tehat a cianobakterialis viragzasokat is érti a szakirodalom, néhany esetben
cianobakteridlis mérgezd algaviragzasként (Cyanobacterial Harmful Algal Bloom,
CyanoHAB) kiilonbozteti meg (Paerl és Ustach, 1982). A dolgozatunkban az algaviragzas
kifejezés alatt értjiik a cianobakterialis (alga)viragzasokat is, de ahol tehetjiik, féként az
édesvizekben eléforduld jelenségek esetében, a jelenség eldidézdjének targyaldasa soran a
cianobaktérium elnevezést hasznaljuk, vagy a szoban forg6 eukaridta algara hivatkozunk.

Stulyos algaviragzasokrol egyre siirlibben szamolnak be a vildg szdmos orszagabol. A
cianobaktériumok cianotoxinokat juttatnak a vizbe a virdgzas alatt, vagy kozvetleniil utana,
amelyek karosan hatnak az emberi egészségre ¢és a vizek okologiai allapotara.

Szadmos olaszorszagi toban gyakori problémat jelent az egyre nagyobb szamban
megjelend toxikus cianobakteridlis viragzas. A Kozép-Olaszorszagban, Roma kozelében
elhelyezkedd wvulkanikus eredetli krater tavak egyikében az Albano-toban hat kiilonb6zd
mikrocisztin varidnst mutattak ki. A vizsgaltok kiterjedtek az Albano-t6 teriiletén
elhelyezked6é 13 kutra is, €és megerdsitették, hogy ezek a toxinok képesek a talajvizen
keresztiil eljutni az ivovizforrasokig (Messineo és mtsai., 2006).

A toxikus cianobaktériumok a tavak ¢és a viztarozok 4ltal nyujtott szdérakozasi
tevékenységeket igénybevevd emberek szamat nagyban csokkentik, és a vizi élohelyek
degradaciojat idézik eld. Ilyen eset fordult eld Kozép-Spanyolorszag legnagyobb
viztarozojanal, az El Altazarnal. Ezt a viztarozét az emberek ivovizforrasként, valamint
tidiilési €és szorakozasi célbol hasznaljak. A viztarozoban 2003 tavaszan Planktothrix
rubescens tomeges megjelenését figyelték meg. A vizsgalatok a legtobb mintdban tobb
mikrocisztin varianst mutattak ki. Az emberek a szabad vizekben valo fiird6zéstik és a csapviz

fogyasztasaval vannak kitéve a toxinok kdros hatasainak: sulyos gyomor-bélhurutos



megbetegedést idézhetnek eld. Sulyosabb, emberi dldozatot koveteld esetrdl is beszamoltak,
ilyen szomort eset fordult eld Brazilidban, ahol a cianotoxint tartalmazé vizet hasznaltdk a
dializis elvégzésére (Azevedo, 2002).

Az algavirdgzasok nem kimélték Eurdpa nagy szubalpin tavait, mint példaul: Bourget
t6, Genfi t6, Garda to, Zirichi t6, Bodensee t6. Az elobb felsorolt tavak fontos
ivovizforrasként, valamint {6 turisztikai latvanyossagként szolgalnak orszaguknak. A 20.
szazad masodik felében az eutrofizacid egyik karos kovetkezménye az, hogy a tavakban egyre
nagyobb mértékben terjedtek el a mikroalgdk és/vagy baktériumok, beleértve a toxikus
cianobaktériumokat. A toxinok jelenlétével hozhatd Gsszefliggésbe szamos allati, példaul hal,
16, tehén, sertés, barany és kutya pusztulds (Rodger és mtsai.,, 1994; Carmichael, 1992).
Hasonloan a szubalpin tavakhoz, az ugandai édesvizekben és az oroszorszagi Néro-toban a
toxikus cianobaktériumok megjelenése a vizek tapanyagmennyiségének ndvekedéséhez
kothetd (Babanazarova és mtsai., 2011).

Hazankban megjelend tomeges cianobaktérium elszaporodasrol 1934-ben szamoltak
be elséként. Sebestyén Olga a tihanyi Biologiai Kutatointézet elétti Kis-6bolben 1934.
augusztus 11-én zoldessarga Microcystis aeruginosa ¢és Microcystis flos-aquae tOmeges
megjelenését figyelte meg (Entz és Sebestyén, 1942). A masodik kozlés 1960. jalius 30-rol
val6, amiben leirjak, hogy vilagoszold, savos elszinezddést észleltek Balatonboglaron a part
kozvetlen kozelében egy védett bedblosodeés felszinén, melyet az Anabaena flos-aquae 1dézett
eld. A kovetkezd beszamolot Hortobagyi kozolte 1960. augusztus 23-an, a balatonboglari part
menti részeken kisebb-nagyobb M. flos-aquae csomdk Usztak a vizben. A M. flos-aquae
tovabbi szort eléfordulasarol tettek jelentést 1960. augusztus 19-én és 1961. szeptember 17-
19. kozott (Hortobagyi, 1962). Az elsé magyarorszagi fokozott mértékii és hosszan tartod
cianabaktérium megjelenésre 1966. szeptember 2-an figyeltek fel. A jelenség a Keszthelyi-
O0bolben mutatkozott 6 km széles €s 11 km hosszu teriileten, a Zala torkolatdhoz kézel, melyet
egyetlen cianobaktérium faj okozott, az Aphanizomenon flos-aquae. A hetvenes években ez a
faj fordult eld a Balatonban nagy mennyiségben. A Cylindrospermopsis raciborskii is
megjelent a Balatonban a nyari honapokban, de nem rendszeresen (Padisdk, 1995). A
Velencei-tavon elsOsorban a M. aeruginosa okozott jelentds algaviragzast (Kos és mtsai.,
1995). A hazai cianobakteridlis tomegprodukciok kutatasa kapcsan feltétleniil emlitést kell
tenniink Kiss Istvan munkdassagarol, aki tobbek kozott a Szeged kornyéki szikesek algaival

foglalkozott (Kiss, 1985).



2.2. A cianobaktériumok

A mai cianobaktériumok 6sei tobb mint 3,4 milliard évvel ezeldtt nagy mennyiségben
voltak jelen a Foldon. Evolucios jelentdségiiket az adja, hogy fotoszintézisiik révén nagy
mennyiségli oxigént juttattak a légkorbe és igy lehetdvé tették az ¢€let magasabb
szervezettségli formainak a kialakulasat.

A legujabb rendszertani osztalyozds az él6lényeket harom doménbe sorolja. A
prokariotdk csoportjaban két nagy domén talalhatd: az archeabacteria (,,0sbaktériumok™) és
azeubacteria (,,valodi baktériumok™). Az ¢élovildg harmadik nagy doménjét az eukariotak
alkotjak. A filogenetikai vizsgalatok alapjan a cianobaktériumok a prokaridta baktériumokhoz
sorolhatdak (Skulberg és mtsai., 1993), mivel az eukaridtakkal szemben valodi sejtmaggal
nem rendelkeznek. Kozel 250 genusz és koriilbeliil 2000 faj tartozik ebbe az osztalyba. A
cianobaktériumok Gramm-negativak, széleskorii toxintermeld képességgel (Codd, 1994).
Megtalalhatoak az élohelyek széles spektrumédban, a jégmezOktdl a meleg forrasokon at a
sivatagokig. A cianobaktériumok a prokariotak csoportjai koziil morfologiailag, fizoldgiailag
¢s anyagcseréjiik szerint az egyik legsokrétiibb csoportot alkotjadk (Codd, 1994). Alakjuk
alapjan elkiilonithetiink egysejtli, fonalas és koldniat alkotdé formakat. Az egyes sejtek
atmérdje 3-10 um kozott valtozhat. A sejtjek lehetnek ovalis vagy gomb alaktiak, amelyek
rendszerint egyesével fordulnak eld. A kolonidkat ezernél is tobb sejt alkotja, és ezeket
nyalkaréteg veszi koriil (Van den Hoek és mtsai., 1995). A kocsonyas vagy nyalkas tokkal
koriilhatarolt sejtfalakat peptidoglikan és lipopoliszacharid rétegek épitik fel. (Ressom és
mtsai., 1994). A kocsonyas tok jelenléte lehetové teszi, hogy taléljék a szarazsadgot €s mas
extrém kornyezeti tényezoket (Van den Hoek és mtsai., 1995). A fehérjeszintetizal6 apparatus
felépitésében 70S riboszomak vesznek részt (Fay, 1965; Bryant, 1994). A citoplazmajuk két
részbol, a kiilsé, szines citoplazmabol (kromatoplazmabdl) és a belsd, szintelen, rekeszes
centroplazmabdl all. K6zottiik a hatar nem ¢éles, nem valasztodnak el kettds hatarhartyaval.

A cianobaktériumok fotoszintetizald szervezetek, a fotoszintetikus pigmentek tilakoid
membranrendszerbe szervezddtek, ezek a protoplazma kiilsé részén a kromatoplazméban
talalhatoak meg. A sziniliket a klorofill-a, a karotinoidok és jarulékos pigmentek, mint a
fikocianin, allofikocianin és a fikoeritrin (fikobiliproteinek) alakitjdk ki. A fotoszintetikus
apparatusukban az oxigéntermeld szervezetekre jellemzd mindkét reakciocentrum (PS I és PS
II) megtalalhatd. A szinanyagok a sejtekben nagyon valtozatos ardnyban lehetnek jelen, igy
azok szine is sokféle: olivazold, sziirkészold, sargasbarna, lila és piros (Ressom és mitsai.,

1994). A sejtek szine a megvilagitasi viszonyok szerint médosul, igy képesek alkalmazkodni



kornyezetiik fényviszonyaihoz, ezt a jelenséget nevezziik kromatikus adaptacionak (Bryant,
1994).

Sok fajnal megfigyelhetéek a gaz vezikulumok, amelyek lehetové teszik a vizben vald
vertikalis mozgast €s a fényviszonyokhoz valé alkalmazkodast.

A cianobaktériumokban a kiilonb6zd tapanyagok és anyagcseretermékek zarvanyok
formajaban jelennek meg a sejtekben. Megfigyelhetiink glikogén szemcséket, lipidcseppeket,
cianoficin granulumokat és karbixdszoémakat. Tartalék tapanyagokként jelenlévd glikogén
szemcsék nincsenek membrdnba zarva, szabadon vannak a citoplazmaban. A cianoficin
szemcsék csak a cianobaktériumokban taldlhatok meg, nitrogén- és energiaraktarként
miikodnek. A karboxiszoméak a CO, felvételében jatszanak szerepet és tartalmazzak a CO,-
fixaci6  (Kalvin-ciklus) kulcsenzimét, a ribuloz-1,5-biszfoszfat-karboxildz-oxigenazt
(RUBISCO) (Fay és Van Baalen, 1987).

Vannak fajok, amelyek képesek megkdtni a 1égkdri nitrogént, igy a nitrogénhiany
novekedésiiket nem korlatozza. Ez a képesség altalanosan el6fordul a fonalas, heterocisztat
képz6 fajokban. A nitrogénfixacié egy specialis sejtben, a heterocisztaban zajlik, itt talalhaté a
nitrogénfixacidért felelds nitrogendz enzimkomplex. Mivel az oxigén az enzim irreverzibilis
inaktivaciojat okozza, a nitrogénkdotést és a fotoszintézist szét kell valasztani egymastol. A
nitrogénkotd sejtek (heterocisztdk) specidlis nyalkaburokkal rendelkeznek, ami a szabalyos
képessége altalanosan eléfordul a fonalas, heterocisztat képzd nemzetségekben (4Anabaena,
Nostoc).

A heterocisztas Nostocales rend képviseldinek masik jellemzd tulajdonsaga az akinéta
képzés. Az akinéta spéraanalog, kiszaradas-rezisztens képlet, gazdag glikogén-készlettel és
nitrogénraktarral. Az akinéta lehetévé teszi a faj 1€égkorben valo elterjedését is.

Az Oscillatoriales rendbe tartozd egyes fonalas fajok a fonalak végén un.
hormogoniumot fejlesztenek, mely vékony nyalkaburokkal koriilvett szaporité képlet,
fiziologiai egységeket képezd sejteket tartalmaz. A hormogoniumok jol elhatarolhatd
reproduktiv részei a fonalnak, melyek szabaduldsuk utan aktiv sikl6 mozgasra képesek, a
sziiloi fonalrol levalva a szétterjedést szolgaljadk (Whitton, 1992). A fenti képletek
(heterociszta, akinéta, hormogénium) a  multicellularis, fonalas  morfologidji
cianobaktériumok sajatjai. A fonalat alkotd sejtlancolatot trichomanak nevezik. Mind a
heterociszta, mind pedig az akinéta és a hormogonium a vegetativ sejtek differencidlodaséaval
jon létre (Chorus és Bartam, 1999). Az unicellularis formak sejtjei gdmb, henger vagy ovalis

alaktiak (pl. Croococcales rend). A sejtek rendezetlen kolonidkba aggregalddhatnak,



amelyekben a sejtfalat boritd poliszacharid nyalkaburok tartja 0ssze Oket. Tok vagy hiively
szekretalasaval rendezettebb telepek alakulhatnak ki. A Pleurocapsales rend bizonyos fajainal
pszeudoparenchimatikus telepfelépités figyelheté meg (Chorus és Bartam, 1999).

A cianobaktériumok szaporodasa aszexualis. Az unicellularis sejtek izopolarisak vagy
heteropolérisak lehetnek (utobbi esetben a sejtek megnyultak, az utddsejtek az anyasejt
meghatarozott részérdl valnak le - pl. az Gn. exosporak a Chamaesiphonales rend esetében).
Egyes csoportoknal megfigyelhetd az anyasejt sok aprd leanysejtté vald feldarabolodasa
egymast kovetd kettéosztddasokkal (baeocitak vagy endosporak).
elébbiekben targyalt hormogoéniumok segitségével. A trichomas szervezddéstiek kitartd
szaporitoképletei az akinétak (Bryant, 1994).

Az elézéekben szamos olyan cianobaktérium tulajdonsagot mutattunk be, amelyek
alkalmassa teszik o6ket, hogy bizonyos koriilmények kozott a tobbi szervezettel szemben
dominans helyzetbe keriiljenek, igy azokat hattérbe szoritva elszaporodjanak, és toxikus
viragzasokat hozzanak létre. A cianobaktériumok szimbiotikus kapcsolatokat is alkothatnak
mas ¢lolényekkel. Szimbiotikus viszonyban allnak példaul gombakkal, mohakkal,

harasztokkal, nyitvatermodkkel és zarvatermdkkel egyarant.

2.3. A Microcystisekrol

Toxikus cianobakteridlis vizvirdgzdsok gyakran eléfordulnak az eutrofizalt
Okoszisztémakban a meleg honapok alatt, és jelentds globalis kozegészségiigyi €s kornyezeti
problémat okoznak. Az eutrof tavak toxikus vizvirdgzasainak tlnyomorészét a Microcystis
fajok altal okozott virdgzasok adjak, amelyekben a leggyakoribb Microcystis faj a Microcystis
aeruginosa. A M. aeruginosa a Cyanophycea osztilyon belill a Chroococcales rend,
Microcystoideae csalad, Microcystis genusz tagja. A M.aeruginosa egysejtii planktonikus
cianobaktérium. A sejtek atmérdje néhany pum nagysagu és az alakjuk gémbolyli vagy
tojasdad lehet. A sejtek rendszerint kolonidkba rendezddnek, amit a sejtfaluk altal termelt
nyalkéas kocsonyaburok tart 6ssze. A nagyméretli kolonidkat szabad szemmel is lathatjuk.
Szamos olyan tulajdonsaggal rendelkeznek, ami mas fajokkal szemben kompetitiv elonyt
jelent: gaz vezikulumok, kromatikus adaptacios képesség, granulumok.

A mérsékelt régidkban a Microcystis fajok erdteljes szaporodasa tavasszal kezdddik,
amikor a vizfelszin homérséklete eléri a 15 °C-ot (Reynolds és mtsai., 1981). A Microcystis

populacio exponencialisan ndvekszik a nyar elejétdl kezdve, és nyar végén eléri a stacioner



fazist. Nyar végén szélcsendes iddszakban, a vizfelszinen Usz6 Microcystis kolonidk gyakran
uraljak a fitoplankton kozosségket. A Microcystis kolonidk kiiilepedése altaldban julius
kozepétdl kezdddik (Fallon és Brock, 1981). A kiilonb6z6 tanulményok azt mutatjak, hogy a
siillyedés nyari idészakban altaldban alacsony (Reynolds és mtsai., 1981). A szedimentacio
gyakran az 0szi iddszakban novekszik, ettdl kezdve az aljzaton megfigyelhetd kolonidk szama
egyre nagyobb, mig a vizoszlopban szdmuk csokken (Reynolds €s mtsai., 1981). A legtobb
Microcystis kolonia 0sszel lesiillyed az tiledékbe €s a t6 aljan telel (Reynolds és mtsai., 1981).
Az atteleloképességre iranyuld vizsgélatok azt mutatjdk, hogy a Microcystis kolonidk
fotoszintetikusan aktivak maradnak (Takamura és mtsai., 1984). Teljesen még nem ismert,
hogy a sotét és gyakran anoxikus koriilmények kozott hogyan képesek életben maradni. A
legtobb esetben ez a nagy atteleld koloniaszam lesz az oltdanyaga a kovetkezd év tavaszatol
meginduld Microcystis virdgzasnak (Preston és mtsai., 1980). A sejtek lecsokkend siirtisége, a

turbulencia, a megvaltozott kdrnyezeti viszonyok mind eldsegitik a sejtek vizoszlopba,

crer

Tapanyag és homérséklet hatasa a toxikus és nem toxikus Microcystis fajok
novekedésére

A vizsgalatok alapjan a nem toxikus és toxikus Microcystis fajok dinamikdjanak
valtozasanal figyelembe kell venni a rendszer specifikus fizikai és kornyezeti kondicidit. A
vizsgalt édesvizekben a Microcystisek altal termelt toxinok molekuldris meghatarozéasa (mcyD
gén meglétével) soran jobban megbecsiilték a mikrocisztin koncentracidkat, mint a teljes
cianobaktérium szamot a klorofill-« mennyiség vagy mas faktorok. Altalanosan elfogadott,
hogy az év legmelegebb periddusaiban a mérsékelt 6v édesvizeiben a cianobaktériumok
dominancidja figyelheté meg, kiilondsen a Microcystiseké a fitoplankton kozosségben (Paerl
¢s Huisman, 2009).

Laboratériumban elvégzett kisérletek 83%-aban kimutattak, hogy a koriilbeliil 4 °C-os
emelkedés a kisérleti homérsékletekben a toxikus Microcystis sejtek (mcyD gént tartalmazd)
novekedési ratdjanak szignifikdns novekedéséhez vezet (22-115%). Ezzel szemben a nem
toxikus Microcystis  sejtek novekedési ratajanak jelentés emelkedését magasabb
homérsékleten csak a kisérletek egyharmadandl mutattak ki. A megemelkedett hémérséklet
tobb toxikus Microcystis sejtet €s/vagy tobb mcyD masolatot eredményez, amelyek egyiittesen
potencialisan toxikusabb vizvirdgzashoz vezetnek a vizi 6koszisztémakban (Tillet és mtsai.,
2000). Elmondhat6 az eredmények alapjan, hogy a jovében a mérsékelt 6vi vizi rendszerek

felmelegedése hosszabb ideig tartd toxikus Microcystis dominanciat valt ki.



A viragzasok alatt a nitrogén képes eldsegiteni a Microcystis ndvekedését és toxin
termelését. A homérséklet emelkedésével egyidejliileg megnovelt tipanyag (N és P)
koncentraciok szintén a toxikus Microcystis sejtek novekedésének kedveztek.

Osszegezve, a legtdbb kisérletben az egyidejiileg végrehajtott hémérséklet emelkedés
¢s P koncentracio novelés a toxikus Microcystis sejtek legnagyobb novekedési ratdjat
eredményezte. Ennek kdvetkeztében a jovobeli eutrofizacio €s globalis felmelegedés, jobban
eldsegiti a toxikus Microcystis sejtek novekedését, mint a nem toxikus sejtekét, és igy a

megjelend viragzasok magasabb mikrocisztin tartalommal fognak eléfordulni.

Mikrocisztin termelé és nem termeld Microcystis fajok eloszlasa az eurodpai édesvizi
tavakban

Kilenc eurdpai orszagban Microcystis kolonikat analizaltak a kdvetkezé modszerek
segitségével: morofoldgiai jellemzok vizsgalata, PCR alkalmazasa a mcyA €és mcyB gének
kimutatasara, valamint MALDI-TOF tomekspektroszkopids mérések a mikrocisztin
koncentraciok meghatarozasara. A  vizsgalatok sordn Osszesen hét morfospeciest
azonositottak: M.aeruginosa, M. botrys, M. flos-aquae, M. ichthyoblabe, M. panniformis, M.
viridis és M. wesenbergii. Ezek a morfospeciesek kiilonboztek a kolonidk alakjaban, sejtek
elrendezddésében és atmérdjében.

A mintdkban leggyakrabban el6fordulé morfospeceisek: a M. aeruginosa és a M.
ichthyoblabe. Kisebb gyakorissaggal el6fordulé morfospeciesek: M. botrys, M. flos-aquae, M.
panniformis, M. viridis és M. wesenbergii. Finnorszagbdl szarmazo minta kivételével az
adta. Finnorszagban taldlhat6é Tuusulanjd-toban féleg a M. viridis fajt figyelték meg.
Portugalidban és Szicilidban M. panniformist azonositottak egyediili Microcystis fajként az
édesvizekben, és ez megegyezik azzal a leirassal, amelyben a M. panniformist trépusi fajként
tartjak szamon, mely Europa déli részein fordul elé (Komerak és Komarkova, 2002).

A Microcystis kolonidkban a mikrocisztin termeld genotipusok meghatarozasara tobb
génproba kombinacidjat alkalmazzak, amely igy megbizhaté eredményt nyujt. Tehat fontos,
hogy a kontroll és mcy gének primerei azonos amplifikacids hatékonysagot mutassanak
(Kurmayer és Kutzenberger, 2003). Kozeli kapcsolatot allapitottak meg a mcy gének PCR
eredményei €s a tomegspektroszkopias modszerrel detektalt mikrocisztinek kozott.

M. wesenbergii kivételével az 0sszes tobbi morfospeciesben megtalalhatoak voltak a
mcy gének. A M. aeruginosa (72%) és a M. botrys (90%) kolonidkban fordultak eld

legnagyobb mennyiségben a mcy gének €és a mikrocisztin formdk. A M. flos-aquae (50%) és a



M. panniformis (53%) kolonidknak csak a felénél tudtdk kimutatni a mikrocisztin termelést.
Ezzel ellentétben a M. ichthyoblabe és M. viridis kolonidkban eléggé kis mértékben voltak
jelen a mikrocisztin termeld genotipusok (20% és 17%). Az eredmények jol tiikrozik, hogy
Europaban néhany Microcystis morfospeciesnél (M. aeruginosa, M. botrys) nagyobb
aranyban fordulnak eld mikrocisztin termelk, mint mas morfospeciesnél (M. flos-aquae, M.
ichthyoblabe). 1daig Europaban még nem taldltak mikrocisztin termelé M. wesenbergiit.

Az Gsszes koloniat egyiittvéve, pozitiv kapcsolatot figyeltek meg a kolonidk mérete és
a mikrocisztin termelés kozott. A legkisebb méretii kolonidk (<200um) mutattdk a mcy gének
¢s a mikrocisztin termeldk legalacsonyabb aranyat (13% és 19%). A legnagyobb méretii
koldnidkban pedig a mcy gének (83%) és a mikrocisztin termeldk aranya (90%) maximalis
volt. Ez magyarazhato a kolonidk torékenysége kozti eltéréssel, amit alatdmaszt, hogy M.
aeruginosa nagy kolonidkban né (Parker, 1982). A MALDI-TOF analizisek 8 kiilonb6zd
mikrocisztin varidns jelenlétét mutattdk ki. A leggyakrabban el6forduldé mikrocisztinek a
kovetkezdek voltak: MC-LR, MC-RR, MC-YR, valamint ezek ritkan eléforduld demetilalt
valtozatai. A koloniak hasonlé mikrocisztin profilt mutattak a vizsgalt tavakban. A HPLC
analizissel megerdsitették az elobb felsorolt 6 mikrocisztin varidnsok eléfordulasat.

Ezzel ellentétben, a finnorszagi toban a demetilalt MC-LR, -RR varidnsok voltak
tobbségben. A metilacid sordn fellépd kiilonbségek a fiziologiai hatdsoknak koszonhetdek, a
demetilalt varidnsok homérséklet fliggését az Anabaena fajokban kimutattdk. Az eredmények
alapjan elmondhat6, hogy szoros kapcsolat van a mcy gének eléfordulasa és a mikrocisztinek

jelenléte kozott, valamint a jelenlévd fajok és a mikrocisztin termelés kozott.

Toxikus Microcystis formak azonositasa terepi mintakbol multiplex PCR-rel

Az utols6 néhany évben a kiilonbozd laboratoriumokbol szdrmazd adatok
megnyitottdk a lehetdséget a toxikus és nem toxikus fajok elkiilonitésére, a mcy gének

jelenlétének vagy hidnyanak detektalasaval. Sikeriilt azonositani a mikrocisztin termeld

crer

crer

A vizsgalatokhoz tervezett hat primerpar teszi lehetdvé a kulcs mcy szekvencidk
amplifikalasat, ilyen példaul a TE domén (PSCF3/PSCR3) amely, az oligopeptid
ciklikussagaért felelds (Nishizawa és mtsai.,, 1999). A PKS egység megerdsitését két
primerparral végezték el (PKGF1/PKGR2 és PKDF1/PKDF2), ez az egység jatszik szerepet a

mikrocisztin jellegzetes aminosavanak, az Adda-nak a kialakitasdban. Az Adda
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bekapcsolddasat a novekvo peptidlancba a GSA-TA domén biztositja, és az erre a doménre
tervezett primerpar (PKEF1/PKERI1) pozitiv PCR reakcidja jelzi a GSA-TA domén jelenlétét.
A multiplex vizsgalatokban a siker kulcsa a primerparok megegyez0 olvadaspontja, és a
primerparok eltérdé optimumu koncentracidinak alkalmazasa volt. Az 1) moddszer
alkalmassdga a mikrocisztin termelé Microcystisek kimutatdsira a MALDI-TOF
tomegspektroszkopias modszerrel ellendrizhetd.

Szdmos esetben szamoltak mar be olyan Microcystis fajokrol, amelyekben
megtalalhatoak voltak a mcy gének €s ennek ellenére sem termeltek mikrocisztint (Kurmayer
¢s mtsai., 2002). A multiplex moddszerrel parhuzamosan folytatott mikrocisztin analizisek
megerdsitették, hogy a multiplex vizsgalat alkalmas a toxintermeld Microcystisek
azonositasara a vizvirdgzasokban. A multiplex PCR vizsgalatokrol bebizonyosodott, hogy
alkalmas mas mikrocisztin termel6 fajok vizsgalatéra is (Planktothrix).

Befejezésiil elmondhato, hogy a PCR eszkdzok alacsony koltsége felveti annak a

lehetdséget, hogy a vizmindségért felelds vallalatok alkalmazzak a multiplex vizsgalatokat.
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2.4. A Planktothrixekrol

Eredetileg az Oscillatoria nemzetséghez soroltdk o6ket novekedési tulajdonsagaik
miatt, késObb azonban sikeriilt kiilonvalasztani a két genuszt, figyelembe véve az eltérd
megjelenésiiket, életformdjukat, feno- és genotipus sajatsagaikat. Ma a Planktothrixek jol
megkiilonboztethetd filogenetikai agat képviselnek az Oscillatoriales rend Phormidiacea
csaladjan belil.

Eurdpa szamos orszagdbol szamoltak be fonalas szervezddésti Planktothrix fajok

vizviragzasair6l  (Belgium, Németorszdg, Finnorszdg, Norvégia, Spanyolorszag,
Magyarorszag, Franciaorszag). A Planktothrix genusz két leggyakoribb faja az északi félteke
viztereiben a Planktothrix rubescen sés a Planktothrix agardhii. A két fajt pigment
Osszetételikk és ¢lohelyiik szerint tudjuk megkiilonboztetni. A P. rubescens vOrdsen
pigmentalt, fikoeritrinben gazdag fenotipus, mély rétegzett, oligo- és mezotrofikus vizekben
fordul el6. A Planktothrix agardhii z6lden pigmentalt, fikocianinban gazdag forma, sekély,
felkevert, mezo- és hipertrofikus vizekben jelenik meg (Olivier és Ganf, 2000).
A P. rubescensrdl tudott, hogy gyenge fényviszonyokhoz alkalmazkodott jol, mig a P.
agardhii jobban toleralja a nagy fényintenzitasu élettereket (Oberhaus és mtsai., 2007). Az
alacsony fényintenzitas kedvez a P. rubescensnek, mivel ezeknek a prokariotaknak kisebb a
fenntartasi koltségiik, mint a z6ld algaknak (Oliver és Ganf, 2000). A P. rubescens a benne
talalhato fikoeritrinnel képes abszorbedlni a beérkezd zold fényt. Irodalmi adatok azt
mutatjék, hogy 2 és 120 umol quanta m™ s fényintenzitas értékek kozott tud nvekedni a P.
rubescens. Maximalis névekedési ratajat 26 pmol quanta m™ s 'koriili értéknél mérték. A P.
rubescens a tiszta vizek mélyebb rétegeiben domindl, a P. agardhii a zavaros vizek felszinén
fordul eld inkabb. A piros és a zold pigmentalt faj eltéré gdzvezikulumot alakit ki, ez a koztiik
1évo szelektiv kiilonbséget mutatja, mert amig pirosan pigmentalt Okotipus a mély
¢lohelyeken domindl, addig a zdld okotipus a sekély vizeket preferdlja. Fontos a gaz
vezikulumok ellendlld képessége a hidrosztatikai nyoméssal szemben, legfoképpen akkor,
amikor a mély tavakban végbemegy a keveredés és a fonalas egyedek a hipolimnion rétegbe
keriilnek (Walsby és mtsai., 1998).

A P. rubescens toxin termelése erdteljesebb, mint a P.agardhii toxin termelése
(Fastner és mtsai., 1999). A P. agardhii 6 MC formai a [Asp’] MC-LR, [D-Asp’, Mdha']
MC-RR, és a [Asp’] MC-HtyR, a P. rubescens MC variansai pedig a [D-Asp’, Dhb’] MC-RR
és [D-Asp’, Mdha’] MC-RR.
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A P.rubescens vizviragzéasa gyakran kés6 0szt6l korai tavaszig tart, ezzel szemben a P.
agardhii tdmeges megjelenése a nyari honapokra tehetd. A mélyebb prealpin tavakban,
sajatos horétegzddés figyelheté meg, amelyek ezeknek a fikoeritrinben gazdag planktonikus
szervezeteknek tipikus ¢€l6helyei. A vizfelszint6l a toéfenékig haladva harom éldhely tipust
kiilonithetiink el. A legfelsd vizréteg a feddréteg (epilimnion), amelyre a gyors kornyezeti
ingadozéasok jellemzdéek. A viz legmélyebb rétege (hipolimnion) hideg, hdmérséklete
altalaban az alapkdzet homérsékletétol fiigg. A két tipus kozott helyezkedik el a vékony
atmeneti réteg (metalimnion), amelyet a P. rubescens kedvel. Tehat a populacio fejlodéséhez
nagyon fontos a vizoszlop hoérétegzédése és annak stabilitdsa. Az emelkedd turbulencia a
rétegz0dés megsziinéséhez vezet, ami negativan hat a fonalas egyedek novekedésére . A P.
rubescens populacio télen a felszin kozeli rétegben helyezkedik el, nyaron pedig a 20-30 m
mélységben talalhatdo kozépso rétegben fordul eld. A populacido mérete aprilis végétdl kora
novemberre drasztikusan lecsokken (80-86%), mert ebben az idészakban sziinik meg a viz
rétegzOdése. A fonalas egyedek gdz vezikulumok segitségével képesek valtoztatni ¢€s
szabalyozni sajat poziciojukat a metalimnikus és epilimnikus réteg kozott (Reynolds, C. S.,
1987). A mély tavakban gyakori P. rubescens erdsebb gaz vezikulumokat alakit ki, igy képes
a mélyebb rétegekben megndvekvd hidrosztatikai nyomasnak ellendllni (Bright és Walsby,
1999).

A P. rubescen sa vizben megtaldlhato nitrogénforrasok koziil a nitratot preferdlja az
ammoéniummal szemben, még akkor is, ha az ammodnia asszimilacidja kedvezdbb lenne
szamara (Ohmori, 1978). Képes felhaszndlni egyes aminosavakat (arginin, szerin, glicin)
szerves nitrogén forrasként, hogy egy adott szinten ndvekedni tudjon. El6bbiekbdl kiindulva a
P. rubescens foto-heterotrofikus képességekkel rendelkezik, igy elényben van tobb fajjal
szemben (Zotina ¢és mtsai., 2003). Alkalikus foszfataz kivalasztasara képes, amelynek
segitségével foszfat hidnyadban képes felhasznalni a jelenlevé foszfort. A foszfornak
kitlintetett szerepe van a populdcié méretének valtoztatdsdban, ha a foszfor koncentracio 10
ng L'-nél kisebb, akkor ez a P. rubescens populacio csokkenéséhez vezet. Az éléhely pH és

oxigénkoncentracid valtozasai is hatassal vannak a populacié novekedésére.
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A Planktothrix genusz mikrocisztin szintetaz génklaszterének variabillitasa

A tapasztalatok jol mutatjak, hogy a PCR egy igéretes mddszer, amelynek segitségével
vizsgalhatjuk a mikrocisztin termeld fajok eloszlasat a cianobaktérium populécidkban.
Azonban, a nem megfeleld észlelés kockéazatara figyelniink kell. Erre két okunk van: az egyik
a mcy génekben megfigyelhetd DNS polimorfizmus, a masik a mcy gének jelenléte a nem
vald elhelyezkedésiik alapjan két csoportra bonthatjuk: az egyik csoportba tartoznak a
génekben eléfordulo régiok (mcyT, mcyE, mcyA, mcyB), a masik csoportot pedig a két gén
hataran elhelyezked6 szakaszok alkotjak (mcyTD, mcyEG, mcyHA és a mcyClJ) (6. abra). Erre
a nyolc régiora terveztett primerparok tervezésénél alapul vették a mar meglévd P. agardhii
mcy génklaszterét.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a myc gének nemcsak kizarélagosan a mikrocisztin
termeld Planktothrix fajokban fordulnak el6. A myc gének jelenléte a mikrocisztin
termeldkben elég valtozatos lehet. Két hipotézissel lehet megmagyarazni a mcyT és mcyTD
részeknek eléforduldsat a nem termeld fajokban. Elsé feltevés alapjan ezek a régiok talan egy
masik génklaszterhez tartoznak, mivel tudomasunk van a Planktothrixekben eléforduld mas
nem-riboszomalisan szintetizalt peptidek kiillonb6zo csoportjairol (Welker és mtsai., 2004), de
ez nem bizonyiték arra, hogy a mcyT nem sziikséges mikrocisztin bioszintéziséhez. A mcyT
elhelyezkedése talan véletlen lehet Planktothrixekben, mert a Microcystisben ¢és az
Anabaenaban ez a pozici6 eltlint (Rouhiainen és mtsai., 2004). Masodik hipotézis szerint, a
mcyT és mcyTD jelenléte a nem termeld fajokban a természetes mutansok jelenlétét jelzik. A
mcy gének valdjaban elég 6si gének, a nem mikrocisztin termeld fajok taldn a mikrocisztin
termeld fajokbol fejlodtek ki a mcy gének ismétlddo elvesztésével (Rantala és mtsai., 2006).

Két emlitett hipotézis koziil a masodik, ami elfogadhatd. A mcyT és mcyTD régiok
alkalmatlanok a mikrocisztin termeld Planktothrix fajok kimutatdsara, mivel ezek
el6fordulnak nem termeld fajokban is. Ezeknek a régidoknak a hasznalata maga utdn vonja
annak a kockazatat, hogy tulbecsiiljiik a mikrocisztin termeldket. A mikrocisztin termel$ P.
rubescensben a mcyA szakasz hianyat valészinlileg a primerek pontatlansagaval
magyarazhatjuk, amit a P. agardhii és P. rubescens mcy génklasztere kozott meglévo

szekvencia variabilitds eredményez. A mcyA gén a legnagyobb valoszintiséggel fordul eld a

crer

crcr

valtozékonysaga tiikrézheti a mikrocisztin izoformék valtozatossagat (Welker €s mtsai.,
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2004). A mcyA, amcyTD, és a mcyEG régiok elég véltozatos formaban fordulnak elé ahhoz,
hogy a mikrocisztin termel6k azonositdsdra hasznalhatnank fel, mivel ezek alkalmazisa a
termeldk alulbecsléséhez vezetne.

A mikrocisztin termeld Planktothrix megbizhatdé azonositdsa csak azokkal a gén
régiokkal lehetséges, amelyek valtozatlan hosszisaggal fordulnak elé az 6sszes mikrocisztin
termelé fajban: mcyB, mcyE, mcyCJ vagy mcyHA. A mcyB katalizalja a mikrocisztin
(Tillet €s mtsai., 2000), a mcyE régid pedig az Adda dsszeszerelésében jatszik szerepet.

Az eredményekbdl jol lathatd, hogy a mikrocisztin termeld fajok detektaldsanal
gondosan le kell ellendrizni a markereket, amelyeket a mikrocisztin és nem mikrocisztin

termel0 fajok azonositasara hasznalunk.
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2.5. A cianobakterialis toxinok

A cianobaktériumok altal termelt toxinok szekunder metabolitok, amelyek nagy
diverzitdst mutatnak (Welker és von Dohren, 2006). A toxin szintézisért felelds gének a
cianobaktérium genomjaban helyezkednek el, amelyek wvaloszinlileg rekombinacios ¢és
duplikacios folyamatok révén alakitottak ki jelenlegi strukturélis diverzitasukat. A toxinokat
hatasuk alapjan a kovetkezd csoportokba sorolhatjuk: neurotoxinok (anatoxin-a, szaxitoxin),
hepatotoxinok (mikrocisztinek, nodularin), citotoxinok (cilindrospermopszin),

dermatotoxinok (aplysiatoxin, lynbyatoxin) €s az irritdlo hatast toxinok (lipopoliszacharidok).

Neurotoxinok

A neurotoxinokat szerkezeti felépitésiik alapjan két csoportba sorolhatjuk. Az egyik
csoportot az alkaloid tipusi vegyiiletek alkotjak, mint példdul az anatoxin-a (1. abra),
homoanatoxin-a, anatoxin-a(s), valamint a bénuldsos kagylomérgezés toxinjai (szaxitoxin,
gonyautoxin) (1. abra). A masik csoportot a lipopetidek alkotjak, ahova az antillatoxin A és B,
kalkitoxin és a jamaicamidek tartoznak. Az alkaloid toxinokat az Anabaena, Aphanizomenon,
Microcystis, Cylindrospermopsis, és Planktothrix fajokbol (Sivonen és Jones, 1999), a
lipopeptideket a Lyngbya majuscula fajbol sikeriilt izolalni (Orjala és mtsai., 1995; Wu és
mtsai., 2000; Edwards és mtsai., 2004).

Az anatoxin-a egy alkaloid vegyiilet, amelynek a bioszintézisét teljesen még nem irtak
le, de a bioszintézisért felelés géneket mar azonositottdk (Mejean és mitsai., 2010). Az
anatoxin-a vizben jol oldodik, de pH >10 értéknél instabilla valik, a fénysugarzas nem toxikus
formava alakitja. A homoanatoxin-a szerkezetileg nagyon hasonl6 az anatoxin-a
felépitéséhez, mivel bioszintézisekor az anatoxin-a keto csoportjdhoz egy metil csoport
kapcsolodik. Az  anatoxin-a(s) fomat a ciklikus N-hidroxiguanidin  szerkezet
foszfatatésztereként irtak le.

A szaxitoxinok triciklikus vegyiiletek, molekularis vazuk szerkezetileg kapcsolatban
all a két guanidin csoporttal rendelkezd tetrodotoxinnal. A szaxitoxinoknal el6fordul nem
szulfatalt, egyszeresen szulfatalt vagy kétszeresen szulfatdlt tipus is. A vizben oldodo
szaxitoxinok 90 napndl tovabb is képesek perzisztdlni az édesvizekben, de a magas
hémérséklet hatasara atalakulnak kevésbé toxikusabb formava.

A B-metilamino-alanin (BMMA) tjonnan felfedezett neurotoxikus cianobakterialis

nem-protein aminosav (1. dbra), amelyet eredetileg a Cycas circinalis cikdszbol izolaltak. A
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BMMA Gsszekapcsolhatd a Guam-szigeten eléforduld neurodegenerativ  betegségek
nagyszamu eseteivel, ugymint az amiotrdfias lateralszklerozissal és a Parkinson korral (Cox
¢s mtsai., 2003). A Nostoc fajok a cikdszok gyokereivel €lnek szimbiozisban €s termelik a
BMMA-t, ami felhalmozodik a novények magjaiban. A guami bennsziilottek étrendjiik
részeként fogyasztottdk a cikdszok magvait, valamint ezzel etették malacaikat, ennek révén a
BMMA a téaplaléklancban felhalmozddott. Néhany évvel ezel6tt mutattdk ki a BMMA
megjelenését a brakkvizek taplaléklancaban is, amit a Balti-tengeren tomegesen megjelend
Nodularia és Aphaznizomenon genuszok BMMA termelése eredményezett (Jonasson €s
mtsai., 2010).

Neurotoxins

Anatoxin-a Saxitoxin BMAA
1. abra Neurotoxinok kémiai szerkezete (Dittman €s mtsai., 2013)

Az emlOsOkben az anatoxin-a €s a homoanatoxin-a az ingeriiletatvivé acetilkolint
utanozzak, irrevelzibilisen bekdtddnek a nikotin acetilkolin kot receptorokhoz. A nyitott
natrium csatornakon keresztiil &ramlé natrium ionok akcids potencialt hoznak létre, ezaltal az
valt ki. A szaxitoxinok, a jamaicamidek €s a kalkitoxin az ingeriilet atvitelt blokkoljak azzal,
hogy az idegsejtek natrium csatornaihoz kapcsolodnak, igy a natrium ionok nem tudnak
belépni a csatornadkon at a sejtekbe, s ez izombénulashoz, végiil haldlhoz vezet (Strichartz és
mtsai., 1986). Az anatoxin-a(s) egy organofoszfat, mely az acetilkolinészteraz
enzimblokkolasaval fejti ki hatasat. Az acetilkolin felhalmozddik a szinapszisokban, és a
folyamatosan kiildott idegi impulzus izom tulmiikddéséhez, fulladashoz vezet. Az

A neurotoxinok hatdsat kellden tanulmanyoztdk az emldsokben. Az egerek
segitségével meghataroztak az LDsy értékeket: 375 pg kg (anatoxin-a), 250 pg kg
(homoanatoxin-a), 20 pg kg'1 (anatoxin-a (s)), és 10 pg kg'1 (szaxitoxin) (Kuiper-Goodman és
mtsai., 1999). A tisztitott szaxitoxin 10 pg L™ koncentracioban a zebrahal (Danio rerio)

ikrainak kikelését késleltette, addig a legnagyobb 500 pg L' koncentracional elvaltozast és
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halalt okozott. Az anatoxin-a 400 ug L™ mennyiségnél a zebrahal szivverésére volt hatéssal,
de ennél kisebb koncentracional (40 és 200 pg L") nem észleltek valtozast (Oberemm ¢és
mtsai., 1999). Az Anabaena sp.e gész sejtjei (107 sejt ml™, 970 pug g'anatoxin-a) toxikusak
voltak a fiatal pontyokra (Cyprinus carpio), amelyek 26-29 ora utan elpusztultak. A kisebb
stirliségii sejtszamnal (10 sejt ml™) a toxin nem okozott halalt, de hasonld reakcidkat valtott
ki, mint amit a nagyobb siirliségli kezelésnél tapasztaltak (Nogueira és mtsai.,, 2004). Az
alkaloid neurotoxinok gyorsan felhalmozodnak a zooplanktonokban, halakban, rakokban,
kagylokban, ezaltal megnyitjdk a lehetOséget, hogy ezek a toxinok bekeriiljenck a
taplaléklancba (Negri és Jones, 1995). A kalkitoxin valamint a jamaicamid C a tengeri rakok
specifikus toxinjai (Wu és mtsai., 2000; Edwards ¢és mtsai., 2004). A kalkitoxin gatolja a

tengeri fiatal rakembridk sejtjeinek elkiilontilését.

Citotoxinok

A cilindrospermopszin ciklikus guanidin alkaloid (2. &bra), amelynek termelését
legalabb nyolc, fonalas cianobaktérium faj esetében, a Cylindrospermopsis raciborskii,
Umezakia natans, Anabaena bergeii, Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon
issatschenkoi, Aphanizomenon ovalisporum, Raphidiopsis curvata, €s Lyngbya wollei irtak le
(Falconer ¢és Humpage, 2006). A C. raciborskii a leginkabb vizsgalt faj. Széles elterjedését
bizonyitja, hogy egyarant fellelhetd, Amerikaban, Afrikaban, Eurdpaban, Azsiaban és
Ausztraliaban. A cilindrospermopszin tartalmaz egy uracil magot, ami hozzakapcsolodik egy
szulfatalt guanidin maghoz. Cilindrospermopszin szarmazékokat fedeztek fel, amelyeket 7-
epi-cilindrospermopszinként és a deoxicilindrospermopszinként izolaltak (Norris és mtsai.,
1999). A héstabil cilindrospermopszin a természetes alga extraktumokban napfény hatasara
lebomlik, de tisztan a vizben nem bomlik le (Chiswell és mtsai., 1999). Mérgezoképességéhez
sziikséges az €ép pirimidin gyliri. Amint bekovetkezik a proton klérra torténd cseréje vagy a
szén oxidacioja, akkor a nem toxikus cilindrospermopszin forma jon Ilétre. A C.
raciborskiiban a deoxicilindrospermopszin analég fordul eld, ami sokkal kevésbé mérgezo,

mint a cilindrospermopszin (Li és mtsai., 2001).
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2. abra Cilindrospermopszin (7R) kémia szerkezete (Dittmann €és mtsai., 2013)

A cilindrospermopszin  és analdgjai, a 7-epi-cilindrospermopszin ¢€és a
deoxicilindrospermopszin legjobban a majat karositjak, de megfigyelhetd hatasuk mas
szervekben is. A sejt felvételi mechanizmusa még nem ismert, de sziikséges hozzé az epesavat
szallitd rendszer (Chong €s mtsai., 2002). Felvételi mechanizmusként felmeriilt a diffuzio,
azonban az elektromosan toltott molekuldknak ez az ut valosziniitlen segitd transzporter
molekuldk vagy porusok nélkiil (Chong és mtsai., 2002). A cilindrospermopszinnak valo
kitettség cellularis nekrozist, sorvadast, DNS toredezést ¢és tumor kialakuldst vagy
mutagenezist eredményez (Wiegand és Pflugmacher, 2005).

A cilindrospermopszin nem inhibitora a protein foszfatdz enzimnek, de jelentds
irreverzibilis protein bioszintézis gatld hatassal bir (Froscio és mtsai., 2003). Bizonyitast
nyert, hogy a cilindrospermopszin aktivaldsdban a citokrom-P450 enzimrendszer vesz részt,
ami szilikséges a cilindrospermopszin citotoxikussagdhoz, de nem sziikséges a protein
szintézis gatlasdhoz (Froscio €s mtsai.,, 2003). Az ausztaliai Queenslandben el6fordulo
Cylindrospermopsis viragzasok tehenek pusztuldsat és emberi mérgezéseket egyarant okoztak
(Griffiths és Saker, 2003). A tisztitott cilindrospermopszin 2860 pg L™ koncentracional az
Artemia salina populacid 50%-os haldlozasat okozta 48 oran belil. A 200-232 pg L
'koncentracioban cilindrospermopszint tartalmazé C. raciborskii épsejtek toxikusnak
bizonyultak Bufo marinus ebihalak (White és mtsai., 2007) és a Melanoides tuberculata
embridik (Kinnear és mtsai., 2007) esetében. A lizalt sejtes kezelések kevésbé voltak
toxikusak, mint az ép sejtes kezelések, ami azt sugallja, hogy az ¢ép sejtek bejutasa
megakadalyozza a szabad toxin abszorpcidt, igy eldsegiti a nagyobb foki mérgezést. A
természetes tavakban 1€v6 C. raciborskii populacionak kitett rakok (Cherax quadricarinatus)
kozépbéli mirigyében és hasiiregi izomzatdban tobb cilindrospermopszin akkumulalédott,
mint a laboratoriumi tenyészetnek kitett rakokban. Szovettani rendellenességek nem voltak

megfigyelhetéek ezeknél a rakoknal (Saker és Eaglesham, 1999). A természetes tavakbol
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osszegylijtott  szivarvany hal belsd szoveteiben 1,2 pg g' (nedves tomegre)
cilindrospermopszin halmozddott fel. A 16 napos kitettség utan az Anodonte cygnea édesvizi
kagylo szdveteiben 2,52 pg g (nedves témegre) cilindrospermopszin akkumulalodott,

aminek a fele két hét utan is a szovetekben maradt (Saker és mtsai., 2004).

Dermatotoxinok

A tengeri Lyngbya majuscula &ltal termelt lyngbyatoxinok és az aplysiatoxinok,
gyulladast és daganatos betegségeket el6idézé metabolitok (Fujiki és mtsai., 1983). Mig a
lyngbyatoxin A, B és C indol alkaloidok, addig az aplysiatoxin, a debromoaplysiatoxin és
ezek kevésbé toxikusvariansai fenolos bilakton vegyiiletek (3. abra). A debromoaplysiatoxint
két maésik bentikus tengeri cianobaktérium fajbol, az Oscillatoria nigroviridisbol és a
Schizothrix calcicolabdl 1zolaltak.

Dermatotoxins

Aplysiatoxin

Lyngbyatoxin A

3. abra Dermatoxinok kémiai szerkezet (Dittmann és mtsai., 2013)

Az egerekbe intraperitonealisan beadott lyngbyatoxin A vagy az aplysiatoxin
bélvérzést, gyomorfekélyt és végiil halalt okozott (Ito €s Nagai, 2000; Ito €s mtsai., 2002a). A
lyngbyatoxin és a debromoaplysiatoxin harom tengeri csupasz csiga fajban, a Stylocheilus
striatusban, Bursatella leachiiben, és a Diniatys dentiferben akkumulalédott (Capper és
mtsai., 2005). A dermatotoxinok hatdsa a halakra és vizi gerinctelenekre nem kellden vizsgalt,

pedig fontos lenne, mivel képesek a vizi taplaléklancban felhalmozddni.

Az irritalo hatasu toxinok

A cianobakterialis lipopoliszacharidokat az endotoxinok kozé sorolhatjuk.
Felépitésiiket tekintve egy szénhidrat polimer, egy oligoszacharid mag és egy acilalt

glikolipid (lipid A) vesz részt, az utdbbi rész kapcsolhaté Ossze a lipopoliszacharidok
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endotoxikustulajdonsagaval (Stewart és mtsai., 2006). A Microcystis, Anabaena, Spirulina, és
Oscillatoria cianobaktérium genuszokbol toxikus lipopoliszacharidokat izolaltak.

Keveset tudunk a cianobakteridlis lipopoliszacharidok mérgezési mechanizmusairol,
ezért a feltételezéseinket a Gramm-negativ baktériumok lipopoliszachardjainak hatasaira
alapozzuk. Az utdbbiak az emldsdkben kdzvetleniil hdemelkedést, szeptikus sokk szindromat,
gyulladést, majkarosodast és a méregtelenitésben szerepet jatszé enzimek aktivitasdnak
csokkenését okozzdk (citokrom-P450 ¢és a glutation-S-transzferaz). A cianobakterialis
lipopoliszacharidok szdmos emberi betegséggel hozhatdéak kapcsolatba, amely elég széles
skalan mozog, akar kiterjedhet a bor irritacigjatol a béltraktusi és 1égzési gondokig (Stewart és
mtsai., 2006). Raziuddin ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a cianobakterialis
lipopoliszacharidok toxikusabbak, mint a Gramm-negativ baktériumok lipopoliszacharidjai: a
Microcystis és Gleotrichia altal termelt lipopoliszacharidok hatasosabban gatoltak a glutation-
S-transzferdzt a halak embridiban, mint a Gramm-negativ Salmonella tsyphimurium és
Escherichia coli baktériumok lipopoliszacharidjai (Best €s mtsai., 2002). A cianobakterialis
lipopoliszacharid és mikrocisztin-LR varians egyidejii alkalmazasa azt eredményezte, hogy a
hepatotoxin hatasat a lipopoliszacharid lecsokkentette az Artemia salina, a Daphnia magnaés

a Daphnia galeata fajokban (Lindsay és mtsai., 2006).

Hepatotoxinok

A vizviragzasokbol leggyakrabban kimutatott cianotoxinok a ciklikus peptidek
korébol, a mikrocisztin és nodularin csaladbol keriilnek ki (Carmichael, 1992). A ciklikus
peptidek a sejtben altalanosan eléforduld oligo- és polipeptideknél kisebb méretli vegyiiletek
(molekulatomeg: ~800-1100 Da). Vizoldhaték és - sok hidroféb csoportot tartalmazo
mikrocisztin kivételével - nem képesek kozvetleniil athatolni az 4llati, ndvényi €s bakterialis
sejtmembranon. A kornyezetbe ezek a toxinok csak a cianobakterialis sejtek pusztulasa utén,
azok lizise sordn keriilhetnek. Kémiai stabilitasuk ¢€s vizoldhatosaguk kovetkeztében
kiszabadulasuk utan hosszabb-rovidebb ideig jelen lehetnek a felszini vizekben (Falconer,
1993b).

A nodularint Rinehartnak ¢és munkatarsainak sikeriilt elsOként szerkezetileg
azonositani a brakk vizekben €16 Nodularia spumigena fajbol. A nodularin ciklikus
pentapeptid, szerkezete nagy hasonlosidgot mutat a mikrocisztinekkel (4. abra), de csak
egyetlen varialhatdé aminosav talalhat6 (Z) a szerkezetben, igy varidnsainak szdma is sokkal

kevesebb. A variansok szdma kilencre tehetd. A leggyakrabban eléforduld varians a NOD-R,
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ahol arginin talalhat6 a varidbilis helyen. (Rinhart és mtsai., 1988). A nodularin gytirijét az
Adda, a D-eritro-B-metil-aszparginsav (D-Masp), valamint N-metildehidrobutirin (Mdhb)

alkotja, mely hasonlit a mikorcisztinekben 1évé Mdha-ra.

Hepatotoxins
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4. abra Heptatoxinok kémiai szerkezet (Dittmann €s mtsai., 2013)

A mikrocisztinek és nodularinok a gerincesek szervezetében a madj sejtjeiben
halmozddnak fel. Bejutasuk aktiv membran transzporttal zajlik, mely az organikus anion
transzporter polipeptidek (OATP-ek) segitségével torténik (Runnegar és mtsai., 1995; Fischer
¢s mtsai.,, 2005). Az OATP felelés az epesavak, a szteroidok és mas fehérjék aktiv
membranon at torténd transzportjaért (Hagenbuch és Meier, 2003). A hepatotoxinok a majon
kiviil még a vesében, a szivben, az ivarmirigyekben, az emldsok és a halak izomzataban, a
vizi gerinctelenek izomszoveteiben is felhalmozddhatnak (Chen és Xie 2005a,b; Kankaanpéa
¢s mtsai., 2005). Ez felveti az el6bb felsorolt szervekben OATP-ek jelenlétét, habar eddig
csak a maj és az agysejtekben lett megerdsitve az OATP-ek hatdsa. A mikrocisztinek és
nodularinok gatoljadk a proteinfoszfatdiz 1 és 2A enzimeket, ezéltal a sejtben lezajlodo
foszforilacids/defoszforilacidos folyamatok egyensulya megbomlik, és végiil a sejtszerkezet
megszlnik. Az enzimek irreverzibilis gatldsa akkor jon létre, amikor a mikrocisztin Mdha
egysége ¢s az enzim kozott kovalens kotés alakul ki. A hepatotoxinok oxidativ stresszt is
kivaltanak aziltal, hogy novelik a karos reaktiv oxigénformékat és/vagy csOkkentik a sejt
a sejt pusztulasat okozza (apoptdzis és nekrézis). A mikrocisztinek novelik a kéros
szabadgyok termelését, az antioxidans enzim aktivitast, a lipid peroxidaciot, a sejtek

pusztulasat és a DNS karosodast (Ding és mtsai.,, 2001). A nodularinok csokkentik a
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glutation-peroxidaz, a szuperoxid-dizmutdz, és a kataldz enzim aktivitasat (Lankoff és mtsai.,
2002). Tovabba elmondhato, hogy a hepatotoxinok jelentds tumor promotereknek szdmitanak.

A hepatotoxinok hatranyosan hatnak a vizi gerincesekre és gerinctelenekre
laboratoriumi és terepi koriilmények kozott. A nodularin a tengerben €16 Salmo trutta m.
trutta L. pisztrdng mdajanak szoveti kdrosodasat eredményezte. A vizi gerinctelenekben a
mikrocisztin a Chasmagnathus granulata rték eliils6é kopoltyujaban felboritotta az
ozmoregulaciot a Na', K'-ATPaz gatlasaval (Vinagre és mtsai., 2002), tovabba a kozépbéli
mirigy szoveti karosodasat okozta, és oxidativ stresszt idézett el6. Az édesvizi és a tengeri
kagylok néhany napig igen magas hepatotoxin koncentracionak voltak kitéve (2,5-300 pg L
Y, amit taléltek. Ez azt mutatja, hogy ezek a fajok toleransak révid ideig. A vizi él6lények
maj- és a kozépbéli mirigykarosodasa visszafordithatd, ha eltavolitjuk o6ket a toxikus
kornyezetbdl, azonban ha nem tavolitjuk el vagy nagymértékii dozisnak tessziik ki 6ket, akkor
elpusztulnak. A gerincesekben a hepatotoxin LDsy értéke 50 pg kg™ és 300 pg kg™ kozott
valtozik. Ez az érték fajtol fiiggd. Tovabba a hepatotoxinok negativ hatdssal vannak az
akvakultaradk termelékenységére, ahol a tenyésztett fajok ndvekedése nagyban fiigg a kisebb
trofikus szintek populacidinak (vizi novények, mikroalgdk, mikroébdk, és mas ehetd
fitoplanktonok) gyarapodasatol. Tehat Okologiailag lényeges a mikrocisztin-LR varians
koncentracidja (0,5 pg L™ és 1,0 pg L), mivel ezen értékeknél a vizi ndvények és mikroalgak
fotoszintézise és/vagy novekedése jelentdsen lecsokken. A nodularint tartalmazo kivonat a
Fucus vesiculosus mikroalgénal oxidativ stresszt valtott ki (Pflugmacher és mtsai., 2007). A
hepatotoxinok felhalmozodnak a természetes vizekben és az akvakultirakban eléforduld
pelagikus és bentikus allatokban egyarant. Embert ért direkt mérgezési esetek nagyon ritkak.
A legtobb halélt okozd esetrél a braziliai Caruaru varosabol egy hemodializis kézpontbol
szamoltak be, ahol legalabb 50 paciens halt meg neurotoxikus €és hepatotoxikus mérgezésben
(Jochimsen ¢és mtsai., 1998). Az ausztraliai Armidaleben bekdvetkezett maj- €s bélrendszeri

megbetegedések sorozatat is a mikrocisztineknek tulajdonitottdk (Chorus és Bartram, 1999).

A mikrocisztin (MC)

A mikrocisztinek a cianotoxinok legfontosabb csaladja, ezért a vizsgalatok
leggyakrabban a mikrocisztinekre iranyulnak. A mikrocisztinek bioszintézisét elsonek a
Microcystis genusszal kapcsoltdk Ossze, és elnevezésiik is innen ered. A Microcystiseken
kiviil még az Anabaena, a Planktothrix (Oscillatoria), az Anabaenopsis, a Nostoc, ¢és a

Hapalosiphon genuszokrdl tudott, hogy mikrocisztin termeldk (Carmichael, 1992; Skulberg
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¢és mtsai., 1993). A mikrocisztinek monociklikus heptapeptid vegyiiletek (4. abra), gytrtjiiket
két L- és harom D-aminosav, valamint két ritka aminosav szarmazék, a 3-amino-9-metoxi-
2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav (4dda) ¢és N-metil-dehidroalanin (Mdha) alkotja
(Botes €s mtsai., 1984). A mikrocisztinek stabil, vizben old6dé6 molekuldk. A tudomanyos
irodalomban eddig tobb mint 90 variansat irtak le, ezek féleg a két L-aminosavban tértek el

egymastol (Sivenon és Jones, 1999) (4. abra).

A mikrocisztin bioszintézise és génklasztere

A mikrocisztinek bioszintézisét a mikrocisztin szintetdz enzim komplex (MCS) végzi,
amely egy nem-riboszomalis peptid szintetdz (NRPS) és egy poliketid szintetdz (PKS)
egységbdl all (Tillet és mtsai., 2000). Mindkét egység kiilonb6zé modulokbol épiil fel, az
altalanos domének sziikségesek egy peptid vagy egy ketid egység vazhoz torténd
kapcsolasdhoz, mas domének pedig felelosek a peptid/ketid vaz modositasaért (Ansari €s
mtsai., 2004). A M. aeruginosa PCC 7806 (Tillet és mtsai., 2000) és a K-139 (Nishizawa ¢és
mtsai., 1999) térzsekben megszekvenaltak a mikrocisztin bioszintézisét kodolo génklasztert,
ezzel lehetdvé valt a nem-riboszomadlisan szintetizalt cianobakterialis toxinok génjeinek
detektalasa. A Planktothrix agardhii NIVA-CYA (Christiansen ¢és mtsai.,, 2003) ¢és
Anabaena90 (Rouhiainen mtsai., 2004) torzsekben is azonositottdk a mikrocisztin szintetaz
enzimeket, tovabba kimutattak a nodularin bioszintézisében résztvevd NPRS és PKS géneket.
A M. aeruginosa mcy génklasztere koriilbeliil 55 kb hosszusagu, kromoszémalis DNS
szakasz, amely 10 gént tartalmaz. A gének két ellentétes irdnyban atirodd operonba
rendezddnek. A mcyA-C operon harom NRPS egységet kodol, amelyek otféle domént
tartalmaznak. A mcyD-J operon egy PKS egységet (mcyD), hibrid enzimeket (mcyE, G),
tailoring enzimeket (mcyF, I, J) valamint egy ABC transzporternek vélt komponenst kodol

(mcyH) (5. abra) (Tillett €s mtsai., 2000; Kaebrenick és mtsai., 2002).

24



Mceyvk

McyA

Lﬂ-lm-ﬂm N-Met-DhAla

McyC

5. abra. A mikrocisztin szintetdz egységeinek szerepe a bioszintézisben

A mikrocisztin szintézist a mcyG hibrid enzim kezdi el a fenilacetat aktivaciojaval, ezt
kovetden a fenilacetat atkertil a legelsé 4'-foszfopantetein szallitd egységre. Majd a mcyG, D
¢s E enzimek PKS moduljai kialakitjak az Adda még hidnyz6 részét. A mcylJ sziikséges az O-
metilacios 1épéshez. A mcyE egy hibrid protein, ami NRPS és PKS modulokbol all. A
legvalésziniibb, hogy a mcyE aminotranszferaz domén szolgéltatja az Adda PB-amino
csoportjat. Végiil a mcyE elsé kondenzacidos doménja az Adda-t a PKS egységhez tartozo
aktivalt glutamathoz és a NRPS részhez kapcsolja, igy a lanc hossza tovabb novekedhet. A
mcyA, B és C enzimek NRPS moduljai a tobbi 6t aminosavat aktivaljak, és hozzakapcsoljak a
novekvd peptidlanchoz. A mcyC tioészterdz doménje a mikrocisztin gyliriis szerkezetének
kialakitasaban, valamint a szintetdz komplextdl torténd elszakaddsaban jatszik fontos szerepet
(Christiansen és mtsai., 2003). A mcyF aszpartat racemaz (Sielaff és mtsai., 2003) és a mcyl
2-hidroxi sav dehidrogendz (Pearson és mtsai., 2007) aktivitasa sziikséges, hogy D-eritro-3-
metil-aszparginsav bekapcsolddjon a peptidlancba. A mcyH jelentés hasonldésagot mutat az
(Pearson és mtsai., 2004). A M. aeruginosa PCC 7806 és K-139, a P. agardhii NIVA-CYA és
Anabaena 90 torzsek mcy génklasztereinek teljes nukleotid szekvencidi elérhetdéek az
adatbazisokban. A nodularin bioszintéziséért felelés nda génklasztert Nodularia spumigena

NSORI10 fajbol szekvenaltak meg (6. abra).
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6. abra. A mikrocisztin €s nodularin bioszintézist kodolo génklaszterek

A multi-enzim elemeket kodold génklaszterek hasonldak, de a modulok tartalma,
elrendezése, €s az egymast kdvetd domének sem azonosak a négy genuszban. A Microcystis,
az Anabaena és a Nodularia genuszban a gének atirodasa a kozponti promoter régiotol két
iranyba torténik (Kaebernick és mtsai., 2002). A Planktothrix fajok esetében a mcyT gén
kivételével az Osszes mcy gén egy irdnyban irddik at a mcyD génnél elhelyezkedd promoter
régiorol. Az NRPS és PKS gének rendszerint kovetik a kolinearis szabalyt, azaz a gének
sorrendje megegyezik a bioszintézis enzimatikus lépéseinek sorrendjével (Marahiel és mtsai.,
1997). Ez az Anabaena és a Nodularia génklaszterében megfigyelhetd. A Microcystis €és a
Planktothrix génklaszterben azonban az elsd harom gén sorrendje (mcyD, E, G) tisztan
transzportert koddolo génben eltérés figyelhetd meg a Planktothrix és a Microcystis esetén. A
Microcystis ugyanazokat a tailoring géneket hordozza, mint az Anabaena és a Nodularia, csak
eltér6 sorrendben. A Planktothrixmcy génklaszterében két tailoring gén (mcyF, 1) teljesen
hidnyzik, valészinlileg a mcyT korrigdl a peptidlanc 0Osszeszerelési folyamata alatt.
(Christiansen és mtsai., 2008a). Habar a mikrocisztin és nodularin multi-enzimek hasonldsaga
nagy, van egy feltind kiilonbség a két génklaszter kozott. A nodularin génklaszterbdl
hidnyzik két NRPS modul, amelyek minden mikrocisztin klaszterben jelen vannak. A

Nodulariaban a mcyA és mcyB gének ndaA génné egyesiilnek, és kozben két NRPS modult
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elveszitenek, mely azt eredményezi, hogy kevesebb aminosavbol épiil fel a nodularin a

bioszintézis sordn (Annila és mtsai., 1996).

Mikrocisztin szintézis szabdlyozdsa

Tillet és munkatarsai (2000) altal leirt mcy génklaszter elsdnek tette lehetévé a
mikrocisztin-szabalyozéds vizsgalatdit molekuléris szinten. A M. aeruginosa fajban a mcy
gének transzkripcioja a mcyA és mcyD kozott elhelyezkedd kozponti kétirdny promoteren
megy végbe. Ez a myc génklaszter kozponti szabalyzd régidja magaba foglal olyan
szekvencidkat, amelyek koédoljak a Fur (vas felvételt szabalyzd) és NtcA (teljen nitrogén
szabalyzd) DNS kot fehérjéket. Harom NtcA kotéhelyet azonositottak a mcyA/D promoter
régidoban és ezt in vitro kisérletekkel is megerdsitették (Ginn és mtsai., 2010). Ezek az
eredmények azt mutatjadk, hogy a vas és a nitrogén fontos szerepet jatszik a mikrocisztin
bioszintézis kontrollalasaban.

Kaebernick és munkatarsai kimutattak, hogy a vords fény a transzkripcid fokozodasat,
mig a kék fény annak csokkenését eredményezi. A szerzok két fénykiiszobot hataroztak meg,
az egyik a gyenge fényviszonyok kozott, a masik a magas fényviszonyok kozott helyezkedett
el, ahol jelentds transzkripcios aktivitasbeli ndvekedést figyeltek meg. Erdekes modon véltozo
starthelyeket azonositottak mindkét operonban, amikor a sejteket magas vagy alacsony
fényintenzitds alatt tenyésztették. A magas fényintenzitdsu koriilmények Osszefliggésben
vannak a P. agardhiiban észlelt transzkripcios szint emelkedésével, valamint a toxintermelés
novekedésével. A cellularis mikrocisztin tartalom alland6 maradt az egész kisérlet alatt,
azonban a mikrocisztin izoformak aranya megvaltozott (demetilalt MC-LR, -RR) valaszolva
az eltéré fényintenzitisra (Tonk ¢és mitsai., 2005). Sevilla és munkatarsai valds ideji
polimeraz-lancreakciokkal (qPCR) vizsgaltak a vas elérhetdség hatasat M. aeruginosa fajban.
Azt allapitottdk meg, hogy a vaséhezés a mcygének transzkripcidjaban €s a toxintermelésben
novekedést okozott. A vas szerepén kiviil a nitrogén elérhetdség hatasait is vizsgaltak, és
kimutattak, hogy a nitrogén-tobblet eldmozditja a sejtndvekedést, de nincs kozvetlen hatasa a
mcy gének transzkripciojara €s a toxintermelésre. Tovabba a mcyA és mcyD gének
transzkripcids start helyei nem valtoznak eltérd vas vagy nitrat szinteknél.

Alexova ¢és munkatarsai egy atfogd vizsgalatot végeztek (2011), ahol a vasé¢hezés alatt
a toxin bioszintézis ndvekedését detektaltak, de vizsgalataik sordn nem tapasztaltdk a

toxingének transzkripcidjanak fokozodasat.
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Osszefoglalva, a kdvetkezé vizsgalatoknak meg kell célozniuk a még komplexebb
kapcsolat feltarasat a kémiai-fizikai paraméterek és a toxinszabdlyozas kozott. Genetikai
szinten a fényintenzitds és a vas-elérhetdség jatszik fontos szerepet a mikrocisztin
transzkripcidjaban. Ezek a tényezdk azonban nem vezetnek a mikrocisztin termelés on-off
szabdlyozasahoz. Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a kiilonb6zd fényintenzitds, a vas-
elérhetéség, a CO, hatdssal van a cianobakterialis virdgzasok kozdsségeire, és hatasukat a
genotipusok aranyanak megvaltoztatasaval érik el. A mikrocisztin termelés talan a jellemezo
vonasoknak csak az egyike, amely visszatiikrozi a kiilonbozé Okotipusok elkiiloniilését a
cianobakterialis kozosségekben. Az kétségtelen tény, hogy a nitrogén és a foszfor altal
eldidézett eutrofizacio eldsegiti a toxikus algaviragzasok eléforduldsat, azonban jelenleg nem
bizonyiték arra, hogy a ndvekvO makrotdpanyagok szintjei direkt mdédon fejtik ki hatasukat a
mikrocisztin expressziora, vagy megkiilonboztetd hatasuk van a toxikus és nem toxikus
genotipusokra. Ezek a kornyezeti faktorok 0sszességében serkentik a virdgzasban résztvevo

kozosség Osszetételét.

Mikrocisztin variansok és toxicitasuk

Ahogy mar emlitettiik, a mikrocisztinek monociklikus peptidek, amelyek hét
aminosavbol épiilnek fel. Gytrijiket két L- és harom D-aminosav, valamint két ritka
aminosav szarmazék, a 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav (Adda) és
N-metil-dehidroalanin (Mdha) alkotja (7. édbra) (Botes és mtsai., 1984). A cianobakteridlis
ciklikus peptidek kémiai szerkezetének felderitése a nyolcvanas években kezdddott. Azota
tobb mint 90 strukturalis varianst azonositottak a kiilonb6z6é cianobaktérium fajokbol. A

szerkezeti eltérés a mikrocisztinben el6forduld hét aminosav barmelyikét érintheti.
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ismert elsddleges mikrocisztin varidnst ad (Botes ¢és mtsai., 1985). Példaul az egyik
legaltalanosabb forma a MC-LR, ahol ezekben a pozicidkban leucin (L) és arginin (R)
talalhatd (Carmichael, 1992; Kotak és mtsai., 1995; Sivonen és Jones, 1999). A mikrocisztin
megjelenését eredményezik. Példaul a 3. és 7. pozicidban talalhatd D-MeAsp és/vagy Mdha
demetilacidja 15 demetilalt varianst ad. Tovabbi valtozasok lehetnek, amelyek tartalmazzék a
D-Glu metil észterifikaciojat (6.) vagy a Mdha cseréjét (mddosuldsat) (7.), a D-MeAsp
demetilaciojat vagy annak hianyat. Ezek 25 tovabbi valtozatot adnak. Az Adda szerkezetében
is bekoOvetkezhetnek valtozasok: torténhet geometriai izomerizacio a C-7 pozicidban,
metoxicsoport demetilacidja vagy helyettesitése acetoxicsoporttal a C-9 pozicidban, tovabba
analogot kapunk.

A mikrocisztin varidnsok toxicitdsa nagyon valtozatos. A legtdbb csere a 2. és 4.
aminosavaknal, a legtobb demetilacio pedig a 3. és/vagy 7. aminosavaknal figyelheté meg
(Sivonen és Jones, 1999). Ha a 2. pozicidban 1évé L-Leu hidroféb aminosavat egy masik
hidrofob aminosavval helyettesitik (alanin, fenilalanin vagy triptofan), akkor toxikussdga nem
valtozik. Azonban ha hidrofil aminosavval megy végbe a csere (arginin), akkor a toxicitas
drasztikusan lecsokken (Stotts és mtsai., 1993). Tehat azoknak a mikrocisztineknek a
talalhatoéak, mint példaul MC-RR (arginin, arginin) és a MC-M(O)R (metionin szulfoxid,

arginin).
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A nem valtozé alkotorészek megvaltozasa nem feltétleniil okoz eltérést a toxicitasban.
Példaul a D-MeAsp vagy a Mdha demetilacidja kis hatassal van a toxicitasra, azonban a D-
Glu szabad karboxilcsoportjanak észterifikacioja lecsokkenti a toxicitast (Stotts és mitsai.,
1993). Tovabba, ha a Mdha helyettesitése N-metilalaninnal (L- és D-), N-metilszerinnel,
Mdhb-val vagy dehidrobutirin (Dhb) geometriai izomerjeivel torténik, akkor a toxicités
mértéke nem valtozik, ellenben ha a csere N-metillanthioninnel megy végbe, a toxicitas
lecsokken.

M¢ég fontosabb, hogy az Adda szerkezetében bekovetkezd egyes modosuldsok is
demetilacidja vagy acetoxicsoporttal torténd helyettesitése megy végbe, akkor az igy
bekovetkezd valtozas kis mértékben hat a toxicitasra (Namikoshi €s mtsai., 1990, 1992a).

crer

megsziinését eredményezi (Harada és mtsai., 1990).

Meérgezési mechanizmusok

A mikrocisztinek komoly elvaltozasokat képesek okozni, mint a plazmamembran
szabalytalan kitliremkedését, illetve a sejtmembran szabalyos kitliremkedéseinek elvesztését
(Runnegar és mtsai., 1986). Vizsgalatokat végeztek '*°I izotoppal megjeldlt mikrocisztinnel,
melyek megerdsitették a toxin szervspecifikussagat. A radioaktiv izotdpokkal megjelolt
mikrocisztinek a patkdnyoknal és egereknél is féleg a méjban koncentralodtak (Runnegar és
mstai., 1986). Emellett kimutattdk, hogy a multispecifikus epesav szallité rendszernek fontos
szerepe van a mikrocisztinek felvételében, mert enélkiill a mikrocisztinek nem tudnénak
atjutni a setjmembranon.

Sejtszinten a mikrocisztinek hatdsukat elsésorban a citoszkelton alkotorészein
(mikrofilamentumok, koztes filamentumok és mikrotubulusok) keresztiil fejtik ki (Wickstrom
mtsai., 1995). Ezek a fehérjékbdl felépiilé filamentumok megszabjak a sejt alakjat, részt
vesznek a sejt mozgasaban, a sejtosztédasban valamint a sejtadhézidban (Malhotra és Shnitka,
1996). A mikrocisztin kezelést kdvetéen az aktin mikrofilamentumok ujraszervezddése a
tapasztalatok alapjan id6 és dozisfiiggd. Az intermedier filamentumoknak fontos szerepiik van
a sejt belsd vazanak, és a sejtek kapcsolédasanak kialakitdsdban, ezért is lehetnek a
mikrocisztin altal okozott foszforilacidos folyamatok célpontjai. Példaul a mikrocisztinnel

kezelt sejtekben a citokeratin 8 és 18 hiperfoszforilacidja a citokeratin intermedier filamentum
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atrendezddéséhez vezetett. Tovabba a majsejtek elveszitették sejtek kozotti adhéziot a
mikrocisztin kezelést kovetdoen (Hooser és mtsai., 1991).

A citoszkeleton felbomlasat gyakran kiséri a normal sejtek tumor sejteké torténd
atalakulasa. Tekintettel arra, hogy a mikrocisztinek a ma4jsejtek citoszkeletonjaban
valtozasokat okoznak, ezaltal daganatos betegségeket eredményeznek. A nyers mikrocisztin
kivonat szijon 4t torténd adagoldsa az egerek borén és a patkanyok madjaban daganatok
kialakulasdhoz vezetett. Szamos esetben szamoltak be arrol, hogy az ivévizekbe keriilt
mikrocisztinek emberek daganatos betegségeit okoztak, ezért az Egészségiigyi Vilagszervezet
(WHO) inditvanyozta, hogy az ivévizekben a mikrocisztin koncentracionak kisebbnek kell
lenni, mint 1 pg L' (Sivenson és Jones, 1999).

A mikrocisztinek a citoszkeleton komponenseinek atrendezddésén keresztiil a
majsejtek elkiiloniilését és a majban 1évo erek endothel sejtjeinek a felbomlasat
eredményezik, ily moédon madjelvaltozasok kialakuldsdhoz vezetnek. A madj szerkezetének
felbomlasa és a majsejtek nekrozisa miatt a méj megnagyobbodasa és az artérids vérnyomas
csokkenése kovetkezik be. Ez okbol a vér a sejtkozotti térbe szivarog, igy komoly méjon
beliili vérzést okoz, végiil a kialakult hipovolémias sokk halalhoz vezet (Dabholkar és
Carmichael, 1987).

Hasonlo, de kevésbé sulyos hatdssal vannak a gasztrointesztinalis traktusra és a
vesékre. A gasztrointesztindlis hatdsok korébe tartozik a felszivoham deformacioja, a
gasztroenteritisz és vérzés kialakuldsa. A vesét ér0 hatasok valdsziniileg kdzvetett modon
kapcsolhatok 0ssze a maj mérgezésével. A nefronok karosodasat a vérben megndvekvo urea,
kreatin és kalium szint kiséri. Runnegar és munkatarsai (1986) elsonek figyelték meg a
majsejtekben a foszforilaz-a aktivitdsat a mikrocisztin kezelést kovetden. Ez azt jelezte, hogy
a mikrocisztin toxicitdsat a protein foszfatdz (PP) gatlasdn keresztiil fejti ki. Ezt kovetd
eredmények kimutattdk, hogy a mikrocisztinek erds PP1 és PP2A gatlok. Az egészséges
eukariota sejtekben a protein kindzok és protein foszfatdzok aktivitdsa kdzott nagyon fontos
az egyensuly, amit a mikrocisztin a defoszforilacios folyamatok gétlasaval képes megbontani.

A fehérjék magasabb foszforilaltsagi allapota koros sejtelvaltozasokat idéz eld.

Mikrocisztin termelés sajatossagai

Terepi megfigyelések, tapasztalatok

A természetes fitoplankton kozdsségekben a mikrocisztin koncentraciok kapcsolatban

allnak a toxinok cellulédris termelésével és a toxintermelok biomasszajaval. Az itt kapott
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eredmények ellentétben allnak sok esetben a laboratériumban kapott eredményekkel, igy a
kisérleti eredményekbdl kovetkeztetni a természetes kdrnyezetre nem realis. Raadasul a
természetes fitoplankton kozosségekben a teljes mikrocisztin koncentraciot a fitoplankton
fajok Osszetétele erdsen befolyasolja. A terepi vizsgéalatok sziikségesek ahhoz, hogy
megallapitsuk a kevert fitoplankton kozosségekben a kornyezeti valtozok ¢és a
toxinkoncentracidk kapcsolatait.

A mikrocisztin koncentracié rendkiviill dinamikus tud lenni térben és iddben a
természetes fitoplankton kozosségekben. A virdgzasokban egy vagy két faj dominal, a
toxicitas a fo toxintermeldk biomasszajaval kapcsolhatd 0ssze. Kotak és munkatarsai (1995) a
kanadai Kozép-Albertaban talalhatdo harom hipereutrof toban hasonlitottak Ossze térben és
idében a MC-LR el6fordulasat. A szezonalis €és az éves MC-LR koncentracié minden toban
er6sen valtozott, ez Osszefliggésben allt a M. aeruginosa mennyiségével, biomassza
térfogataval. A MC-LR koncentracid tobb mint 24 ora alatt valtozott. A Dél-Koredban
talalhat6 viztarozoban a mikrocisztin koncentracid, a fitoplanktonok szama és a klorofill-a
koncentracio kozott pozitiv kapcsolat taldlhatd. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a
viragzasokban a toxin koncentracid becslését a dominans faj biomasszajara lehet alapozni (Oh
¢és mtsai., 2000).

Amikor toxikus és nem toxikus fajok is vannak a fitoplankton kdzdsségben, nehéz
elére jelezni a toxin koncentracidt a fitoplankton biomasszabol. Carmichael és Gorham
beszamoltak arrdl, hogy a Hastings-toban a toxin koncentracio napi és éves szintli valtozast
idézett eld juliustodl szeptemberig tartdé periddusban. Ezt a fajosszetétel térbeli és iddbeli
valtozasaval, és a toxikus/nem toxikus egyedek aranyaval magyaraztadk. Mésok a fitoplankton
mintdk HPLC analizisével kimutattak, hogy a mikrocisztin koncentraciok szezonalis €s éves
szinten hasonldoan valtoznak. Vézie és munkatarsai (Vézie és mtsai., 2002) megfigyelték,
hogy a t6 eltérdé helyeirdl vett mintdk mikrocisztin koncentracioi széles hatarok kozott
valtoztak (0-2300 pg g szaraz tomeg). Ezt a toxikus és nem toxikus fajok térbeli eltérésével
magyaraztak.

A kornyezeti faktorok fontos szerepet jatszanak az édesvizekben zajlo toxintermelés
szabalyozasaban. A mérsékelt 6vi eutrof tavakban €16 fitoplankton kdzosségek toxintermelése
Osszekapcsolhato a N és P koncentraciok valtozasaval. Az Albertai-tavakban a teljes P-
tartalom szoros kapcsolatban volt a M. aeruginosa biomasszajaval és a cellularis MC-LR
koncentracioval. Ezekben a tavakban a szervetlen N koncentraciok, a M. aeruginosa

biomassz4ja ¢és a cellularis MC-LR koncentracio kozott negativ kapcsolatot allapitottak meg.
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Maximalis toxin koncentracid akkor fordult eld, amikor a szervetlen N koncentracio a
legalacsonyabb volt (Kotak és mtsai., 2000).

Nagymeértékii csokkenést figyeltek meg a MC-LR koncentracidoban, amikor a teljes N
(TN) és teljes P (TP) arany meghaladta az 5:1 aranyt (Kotak és mtsai., 2000). A TN:TP
egyvaltozos regresszios modellje magyarazta a valtozast a MC-LR koncentracioban a kevert
fitoplankton kozosségekben. M. aeruginosa biomassza és MC-LR koncentracid negativan
kapcsolédott a TN:TP aranyhoz. A TN:TP aranynak a hatasa a toxin koncentracidra
bizonyitott volt a M. aeruginosa biomasszajara kifejtett hatdsan keresztiil. Ezeket a
megallapitasokat megerdsitették laboratoriumban végzett kisérletekkel.

Osszességében elmondhatd, hogy az édesvizekben a toxintermelésre harom f6 tényezd
hat: a fitoplankton dinamikaja (relativ mennyiség vagy a toxintermeld fajok biomasszija), a
toxikus/nem toxikus cianobaktérium fajok valtozé jelenléte, és a kornyezeti tényezok hatasa

(Kotak és mtsai., 1995; 2000).
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3. Anyag és modszer
3.1. Mintagyiijtés

A mintakat 2005-2010 kozott gyljtottiik magyarorszagi tavak algaviragzéasaibol (8.
abra). A mintagylijtés helyeként szolgalo tavak vizeit szabadidds tevékenységekre, ivovizként
vagy halastoként hasznaljdk. Az 0Osszes mintat a vizfelszinérél 50 pm haloszemes
planktonhalo segitségével gytiijtottiik be. Az algaviragzadsokbodl szdrmazd vizmintdkat 13000
rpm fordulaton 10 percen keresztiil centrifugéltuk, a sejtiiledék egy részét liofilizaltuk
csokkent nyomason, a masik részét -20 °C taroltuk, mig tovabbi vizsgalatainkhoz fel nem

hasznaltuk.

- £
i U

§
"
¢ %

o
-
° 9.
g 10 2 rhg:;’
e 129

AP o
3

o W Faa ooty
- \,__ ™ 1
-y =
-
-

8. abra Mintavételi helyek
e jeldlés mutatja azokat a helyeket, ahol M. aeruginosa mintakat gytijtottiik [1. Velencei-
to; 2. Bardos; 3. Nagycsécs Csécsi-to; 4. Kis-Balaton (3T); 5. Onod; 6. Békés; 7.
Balaton; 8. Gyulai; 9. Dobozi; 10. Kis-Balaton (2T)].
o jelolés mutatja azokat a helyeket, ahol P. agardhii mintdkat gytijtottiik [11. Varpalotai;
12. Gyula; 13. Hajduhadhdz; 14. Kis-Balaton (4T)].

m jelolés mutatja azt a helyet, ahol P. rubescens mintat gyiijtottiik [15. Szirmabesenyd].
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3.2. A vizviragzast okozo planktonikus szervezetek azonositasa

Az algaviragzast alkoto fajokat forditott (inverz) fénymikroszkop (LEICA DEMIL)
segitségével azonositottuk. A virdgzdsokban M. aeruginosa és P. agardhii fajokat
detektaltunk. Egyetlenegy esetben a Magyarorszag északkeleti részén talalhaté Kocka-t6bol
vett mintdban nem az el6bb emlitett két fajt, hanem a P. rubescenst azonositottuk vizviragzast
okozo fajként. A P. rubescens esetében a taxonomiai, filogenetikai azonositast 16S rRNS és

fikocianin operon (cpcBA-IGS) gének segitségével végeztiik el.
3.3. A Planktothrix rubescens tenyésztése

A Kocka-tobol izolalt P. rubescenst BGSD-500 kodjellel lattuk el. A BGSD-500
tenyésztését BG-11 tapoldaton 22°C-on folyamatos megvilagitis (50 pmol m™ s™) alatt
tartottuk. A tenyészetet sterilre szlirt levegével buborékoltatott 500 ml-es Erlenmeyer
lombikokban neveltiik, megoldva igy a tenyészet keverését. A sejtek novekedésének nyomon
kovetésére szarazanyag, klorofill-a tartalmat mértiink. A felnevelt tenyészeteket késoi
exponencialis fazisban centrifugaltuk (Beckman Avanti J-25 12 000 % g) és a sejt iiledéket
-20°C-on taroltuk. A toxikus szervezetek vizsgélata soran bevalt altalanos tapasztalat, hogy az
adott toxikus vizvirdgzast okozd cianobaktériumot izolaljadk és laboratdriumi tenyésztése

soran tesztelik toxicitasat.
3.4. A Kocka-to fizikai és kémiai paramétereinek meghatarozasa

A mintavételt kovetden a viz homérsékletét higanyos hémérdvel mértiik meg. Az
Osszes tobbi valtozot laboratoriumban hataroztuk meg magyar szabvanyoknak megfeleléen. A
mintakat sotétben, 4°C-on tartottuk, amig a méréseket végre nem hajtottuk. A pH mérést iiveg
elektr6das pH mérdével (WTW pH 539), a viz fajlagos vezetOképességét vezetoképesség mérod
miszerrel mértilk (WTW LF 539). A pH-t és a vezetoképességet 20°C-os vizhomérsékletnél
hataroztuk meg.

A kémiai oxigénigény (KOI) meghatarozasara vonatkoz6 szabvanyositott eljardsok
koziil a kdlium-permanganatos vizsgalatot végeztiik el. Egy 300 cm’-es Erlenmeyer lombikba
kimértiink méréhengerrel 100 cm® vizmintat. Hozzdadtunk 5 cm’ 1:2 higitasa kénsavat,
né¢hany darab forrkovet és az oldatot forrasig melegitettiik. A forré oldathoz hozzdmértiink
biirettibol 20 cm® 0,002 M kalium-permanganat mérdoldatot és pontosan 10 percig forraltuk.

A forrd oldathoz hozzaadtunk pipettabdl 20 cm® 0,005 M natrium-oxalat oldatot és a
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szintelenné¢ valt keveréket forron (80-90 °C hdmérsékleten) a 0,002 M permanganat
mérdoldattal addig titraltuk, amig éppen halvany rozsaszinli nem lett. Harom parhuzamos
mérést végeztiink és az igy kapott fogyasok atlagaval szamoltunk. A vizminta analizise utan
vakprobat kellett végezniink 100 cm’ ioncserélt vizzel.

Az ammoniumion meghatarozasa indofenol reakcioval, spektrofotometrias eljarassal
tortént. Az ammoniumion hipokloritok jelenlétében lugos kozegben fenollal illetve
fenolvegyiilettel reakcioba 1ép és kékes (a reagens sarga szine miatt z6ld) szinli indofenol
keletkezik. A szinezék kialakuldsat a Nay[Fe(CN)sNOJ+2H,O (nitroprussid-natrium)
katalizalja (ez van a szalicildt reagensben). A vegylilet-szdrmazék szinintenzitdsa az
ammoniumion-koncentracio fiiggvénye és ez spektrofotométerrel 680 nm hulldmhosszon
meghatarozhat6. A méréshez kalibrald oldatsorozatot készitettiink. Az ammoniumnitrogén
standardoldat 1 ml-je 1 pg ammoniumnitrogént tartalmazot. Kalibraldé sorozathoz a
munkaoldatbél 1ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml és 25 ml standardoldatot mértiink ki 50 ml-es
mérélombikba. Az ismeretlen vizmintdbol 50 ml-es Erlenmeyer-lombikba bemértiink 40 ml
vizmintat (méréhengerrel), majd hozzdadtunk 4 ml szinképzd reagenst, majd alapos
Osszekeverés utan 4 ml natrium-diklér-izocianurat oldatot adtunk hozza és ismét alaposan
elkevertiik. Egy 6ranyi varakozas utan fotométerrel 680 nm hulldmhosszon megmértiik. A
fotométerrdl megfeleld kalibralas utan kozvetleniil leolvashattuk a minta NH4" -N tartalma
mg/L mértékegységben.

A nitratokbol forr6é tomény kénsavas kozegben felszabaduld salétromsav és natrium-
szalicilat reakcidja sordn nitro-szarmazék keletkezik. A nitro-szdrmazék natriumséjanak

oldata Iugos kozegben sarga szinii. Az oldat szinintenzitasa, mely ardnyos a vizminta nitrat

crer

cre

a vizsgalando mintabol illetve a vakprobanak megfeleld desztillalt vizbél is 10- 10 cm’-t
kristalyositd csészébe pipettaztunk és eldkészitettiik a vizsgalatra. A vizsgdlandd mintahoz
illetve a standard oldatokhoz és a vakprobahoz 2 cm’ frissen készitett Na-szalicilat oldatot
adtunk, majd vizfiirdon szarazra paroltuk. A szaraz maradékot lehtilés utan 2 cm’ cc. H,SO4-
val atnedvesitettiik. 10 perc varakozas utan az oldatot kb. 60 cm’ desztillalt vizzel dvatosan
higitottuk, majd a beparlo csésze tartalmat 100 cm’-es mérlombikba mostuk. A
mérlombikba 14 cm® 400g/dm’-es NaOH oldatot adtunk. A lombik tartalmat lehiitottik és
desztillalt vizzel jelig toltottiik. 20 perc mulva, de legkésObb 1 6ran beliil fotometraltunk 405

nm hulldamhosszon. A kalibralést a vakprobaval végeztiik.
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A nitrit ionok ecetsavas, savanyu kozegben szulfanilsavval és a-naftilaminnal (Gries —
Ilosvay reagens) ibolyasvords szinii vegyiiletet hoznak 1étre. Az ecetsav altal szabadda tett
salétromossav (HNQO,) a szulfanilsavat diazotalja és a keletkezd diazoniumsoé a jelenlévo a-
naftilaminnal piros azofestékké kapcsolodik. A reakcio rendkiviil érzékeny, és szelektiv.
Els6nek a kalibracios sorozatot készitettiik el. Az 50 cm’-es mérélombikokba a torzsoldatbol
bemértink 0; 1; 2; 5; 10; és 20 cm3-t, hozzdadtunk 1 ¢cm® szulfanilsav oldatot, majd 2 perc
elteltével 1 cm® o-naftil-amin oldatot és 1 cm® natriumacetat oldatot. A lombikot desztillalt
vizzel jelig toltottiikk és homogenizaltuk. Az oldatokat 20 perc elteltével fotometralhattuk 530
nm-es hullimhosszon. A vizsgiland6 mintdbol 10 cm’-t az 50 cm’-es mér8lombikba
pipettaztunk, hozzaadtunk 1 cm® szulfanilsav oldatot, majd kb. 2 perc elteltével 1 cm’ o-
naftil-amin oldatot és 1 cm® natriumacetat oldatot. A lombikot desztillalt vizzel jelig toltottik
és homogenizaltuk. Az oldatot 20 perc elteltével, (a kalibrald oldatok mérése utan) de
maximum 1 6ran beliil fotometralhattuk 530 nm-es hullimhosszon. Elkészitettiik a kalibracios
gorbét, és a mért abszorpciobol a kalibracios gorbe segitségével meghataroztuk a higitott
ammoniumion, a nitration €s a nitrition mennyiségébdl kalkulaltuk.

A reaktiv foszfattartalom meghatarozasanak elve, hogy az ortofoszfat-ionok a
molibdenat-ionokkal reagéalva foszformolibdenat komplexet képeznek, amelyek kénsavas
kozegben kék szinii vegyiiletté redukéalodnak. A redukdloszer az aszkorbinsav, a reakcid
katalizatora pedig a kalium-antimonil-tartarat. Az oldat szinintenzitasa aranyos az ortofoszfat-
foszfat torzsoldatbol 50 ml-es mérélombikba pipettaztunk 1; 2; 5; 10; 20,0 ml-t, majd
desztillalt  vizzel jelig kiegészitettik és homogenizaltuk. gy a  kovetkezd
Erlenmeyer lombikba mértiink ki 50 ml sziirt vizmintat, és hozzdadtunk 10 ml keverék
reagenst, és a mintat erdteljesen Osszekevertiik. A mintaval egyidejiileg reagens-vakot is
készitettiink. Ez esetben 50 ml desztillalt vizet mértiink ki és ehhez adagoltuk a reagens-
keveréket. A reagens hozzaadésat kovetd 10 perc elteltével, de legkésébb 30 percen beliil
mértiik meg a minta fényelnyelését a vakkal szemben 710 nm hulldmhosszon.

A teljes szerves széntartalom (TOC) és az oldott szerves szén (DOC) meghatirozéasat
Elemntar High analizatorral végeztilk. A szervetlen részt6l megtisztitott minta égetdtérbe
keriil, ahol 1050 C-on elég és oxidalodik. A keletkezett szén-dioxid egy tobb csatornds IR

(infravoros)-detektoron ataramlik, a szamitogép szoftvere segitségével a mért jel integraljat a
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tarolt és eldzetesen ellendrzott kalibracios gorbék felhaszndlasaval a megfeleld koncentracid

értékre alakitja at. Az eredményeket mg/kg szdrazanyag tartalomban kifejezve adja meg.
3.5. Mintak toxicitasanak vizsgalata

A mintaink toxicitasanak méréséhez a Kos és munkatarsai altal, a mikrocisztin
kimutatasara és toxikoldgiai tesztelésére kidolgozott mustar csirandvény tesztet hasznaltuk
(Blue-Green Sinapis Test).

A tesztet megel6zi a mintak eldkészitése. A mintak elOkészitése két 1épésbol all, az
elsé 1épés a sejtek feltardsa fagyatds-olvasztasos moddszerrel, majd ezt koveti a mintak
centrifugdldsa. A centrifugalds sordn egy als6é és egy felsd fazis jon létre, ez utdbbi
tartalmazza a roncsolt sejtek beltartalmat. A toxintesztet a feliiluszo fazissal végeztik el. A
vizsgalati tesztndvény a fehér mustar (Sinapis alba L.) volt. A toxicitasi tesztekben H,O,-dal
sterilizalt magvakat alkalmaztunk steril koriilmények koézott. A mintak nagy szamara valo
tekintettel, modositott csirandvény teszttel dolgoztunk, amelyet mikrotiter-lemezen hajtottuk
végre. A mikrotiter-lemezen alkalmazott ndvényteszt kikiiszoboli a mar hagyomanyos és
eddigiekben alkalmazott novényteszt azon hibgjat, hogy a kimutatand6 célkomponensen kiviil
a mustarnovények egymasra gyakorolt hatasaval is szamolni kelljen.

A vizsgalandé feliiluszo fazist tartalmazo, agarral (1%) szilarditott tapoldat (0.5 X
Allen) feliiletére helyeztiikk a steril eldcsirdztatott mustarmagot. A ndvényeket sotétben,
harom-négy napig 25°C-on neveltiik. Inkubalasi idészak utdn megmértiik a novény teljes
hosszat, a hipokotil és a gyokérzet méretét (Vasas és mtsai., 2002). A mérési eredményeinket
a kontroll novény értékeivel hasonlitottuk Gssze. A toxicitds mértékét az ICsy (50 %-os

novekedés gatlas) értékkel jellemeztiik.
3.6. Mikrocisztin tisztitas

A -20°C-on tarolt sejtiiledéket hdromszori fagyasztas-olvasztas utan egy f6z0poharban
80% metanollal (1:3 tomeg-térfogat) egy éjszakan at 4°C-on magneses keverdvel kevertettiik.
A sejteket és a metanolos feliiliszot 8000 rpm-en 20 percig centrifugaltuk. A feliiluszot
ledntottiik és a maradék sejteket még kétszer 150 ml metanollal atmostuk, centrifugéltuk és a
tobbi feliiluszohoz oOntottik. Az 0Osszegylijtott feliiluszot 40°C-on rotacids beparloval
koncentraltuk (Biichi Rotavapor-R). A beparlas utan a lombik falan kivalt anyagot 5 mM-os
pH 7,5 Tris-HCI pufferben feloldottuk, és az igy létrejott oldatot dietil-aminoetil (DEAE)

ioncseréld oszlopra felvittiik, amelyet eldtte un. indul6 pufferrel, az 5 mM-os pH 7,5 Tris-HCI
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pufferrel egyenstulyba hoztunk. A felvitt minta reverzibilis médon megkdtddott az oszlopon,
¢s a mintaban taldlhaté szennyez6 anyagok — amelyek nem kotddtek az oszlophoz — az induld
pufferrel torténd mosas soran tavoztak. A kotott molekuldk deszorpciojat az eluald puffer

Osszetételének megvaltoztatasaval értiik el. Az eluldld pufferként szolgalo NaCl oldat

frakciokba gytjtottiik, frakcioszedd (Frac-300, Pharmacia Fine Chemicals) segitségével. A
frakciok hatdsat a novények novekedésének gatlasaban a fentiekben emlitett csirandvény
teszttel végeztiik el. A ndvekedésgatld hatast mutatd frakciokat 0sszeOntdttilk, metanolban
feloldottuk és C-18 HPLC oszlopra vittiik fel, a szétvalasztott dsszetevok abszorbancidjat 239
nm UV-VIS detektorral ellatott Shimadzu LC-10AD spektrofotométerrel végeztik el. Az
elvald csucsok toxicitasat a fent emlitett mustar csirandvény teszt segitségével kovettiik

nyomon.

3.7. Mikrocisztin formak azonositasa

MALDI-TOF MS analizis

A vizsgalatunk soran MALDI-TOF MS analizist pozitiv-ion modban Bruker Biflex
MALDI-TOF tomegspektrométerrel folytattuk le. A miszer kalibralasat malto-oligoszacharid
[M+Na]" csucsaival végeztikk el (m/z: 527.15, 689.21, 851.26, 1013.31 and 1175.36). A
MALDI-TOF analizis sordn a jo lézer-abszorpcioval rendelkezd, kis molekulatomegii szerves
2,5-dihydroxybenzoesav (DHB) anyagot hasznaltunk. A liofilezett analizalandé mintat vizben
oldottuk. A DHB matrix 0,5 ml etanol:viz (1:1/v:v) elegyében 10 mg DHB-t tartalmazott, az
igy létrejott oldat jol elegyedett a minta oldoszerével. A két oldat Gsszekeverése utan a minta
¢és matrix keverékét ugy vittiik fel, hogy a feloldashoz sziikséges oldoszerek elparolgasa utan
a matrix homogén”szilard oldatot” hozott l1étre. A 0,5 pl matrix oldatot 0,5 pl mintdval
szobahOmérsékleten szaritottuk be.

A rovid ideig alkalmazott, nagy intenzitasti lézerimpulzust nitrogén lézerrel hoztuk
létre, amely a minta deszorpciojat és ionizaciojat valtotta ki. A nagy energidji impulzus
kovetkeztében a matrix elnyeli a rdesé 1ézer fotonok egy részét, ami gyors rezgést okoz, ezzel
helyileg szétrazza a szilard fazist. igy semleges és gerjesztett matrix molekulaval koriilvett
klaszterek képzddnek, a klaszterekbdl a matrix molekuldk elpdrolognak, magukra hagyva a
gerjesztett minta molekuldkat. A minta molekulak ionizdlédnak a fotolitikusan gerjesztett

matrix okozta kationizacidval, ami [M+X]" (X=H, Li, K, Na) molekulaion szerkezetek
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képzddéséhez vezet. Természetesen negativ ionok képzddése is lehetséges, a minta molekulak
deprotonalddasa sordn. A minta ionizdcidjat befolyasolni lehet, hogy ha megfelelden
kivalasztott kationizal6 agenst keveriink a mintahoz.

A 1étrejott ionok erds elektromos térben felgyorsulnak és a repiilési csében a repiilési
idejiik alapjan szétvalnak, majd elérik a detektort. A repiilési id0 egyszerii matematikai
Osszefliggés segitségével atalakithatd tomeg/toltés (m/z) arannyd, igy egy klasszikus
tomegspektrumhoz jutunk. A spektrumot 2,5-dihydroxybenzoesav (DHB) matrixban vettiik
fol. Az identifikalt mintank baziscsucsa az [M+H]" cstics volt (Vasas és mtsai., 2006; 2013).
A MALDI-TOF analiziseket a DE TTK Szervetlen- és Analitikai Kémiai Tanszéken

végeztik.

NMR analizis

A magneses magrezonancia jelenségén alapuld kémiai szerkezetvizsgalati mddszer, a
magneses magrezonancia spektroszkopia (angolul nuclear magnetic resonance = NMR). Az
atommagok magneses momemtummal, spinnel rendelkeznek. Mégneses térben kiilonbozd
frekvenciaju elektromagneses sugarzast bocsatunk az atommagokra, €és azt észleljiik, hogy a
vizsgalt mag csak egyetlen meghatarozott frekvenciakomponenst képes elnyelni. Tehat
minden egyes atommag, minden izotép adott magneses térben csak egyetlenegy
frekvenciakomponenst nyel el. A megfeleld energiaelnyelési maximumok alkotjak az NMR-
spektrumot. Az NMR spektrum jellemzdéje a kémiai eltolodas, mely soran az NMR-
spektumjelek frekvenciaja a kémiai kornyezettdl, azaz a molekulaszerkezettdl fligg.

Az NMR-spektrumoknak finomszerkezete van, amit a spinek kdlcsonhatasaval,
ugynevezett csatolasdval magyarazhatunk. A spektrumban a spin-spin csatolas abban
nyilvanul meg, hogy a kolcsonhatasban 1évé atommagok felhasadast okoznak egymas
spektrumaban. A kémiai eltoléddsokat €s a spin-spin csatolasokat elemezve az NMR-
spektrumbdl meghatarozhat6 a vizsgalt anyag molekuldinak szerkezeti képlete.

A toxinok szerkezetének meghatarozashoz sziikséges 'H *C NMR-vizsgalatokat
Bruker DRX-500 miiszerrel 500.13/125.79 MHz-en végeztik. 1D 'H-NMR spektrum
felvétele deuteralt vizben (D,0), 298K homérsékleten tortént Shigemi kiivettaban (250 ul). A
kétdimenzios HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation) spektrum identikus 'H/*C
eredményét irodalmi adatokkal hasonlitottuk 6ssze (Vasas és mtsai.,, 2013). Az NRM

méréseket a DE TTK Szerves Kémiai Tanszéken hajtottuk végre.
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Kapillaris elektroforézis (CE)

A micellaris elektrokinetikus kromatografiat (MEKC) PrinCe-700-as CE késziilékkel
hajtottuk végre. A pufferedényeket poliimiddel boritott szilika kapillarissal kapcsoltuk Gssze
(Supelco; 48.5 cm x 50 pum, tényleges hossz: 40 cm). A CE elektrolit 25 mM natrium
tetraboratot (pH 9.1) és 100 mM SDS-t tartalmazott. Az elektrolitot és az analizalt mintdinkat,
Millipore Ultrafree Polysulfone membrannal (UFP1 THK24) szirtiik és 10 percig ultrahangos
kezeléssel gazmentesitettiik a mérés elvégzése elott (Vasas és mtsai., 2006).

A mérés elsé 1épéseként a bemeneti pufferedényt kicseréltilk a mintat tartalmazo
edényre. Masodik 1épésként mintabevitelt hajtottuk végre hidrodinamikus modszerrel (100
mbar/s). Kovetkezd [épésként visszahelyeztik a bementi pufferedényt és végil az
elvalasztashoz 25 kV fesziiltséget hasznaltunk. Ezt kovetden a minta elvald6 komponenseinek
zonai miutdn elérték az optikai ablakot, végrehajtottuk a spektrometrias detektalast. A
detektalast 270 nm-en diddasoros detektorral végeztiik el. Az elektroferogramok rogzitése és

kiértékelése ChemStation 7.01 (Hewlett-Packard) szoftverrel tortént.

3.8. Toxingének detektalasa

DNS izolalas

A toxingének vizsgalatahoz sziikséges DNS-t terepi és liofilizalt mintakbol nyertiik ki.
A DNS tisztitast fenol-kloroform moddszerrel végeztiik el. A mintdkat folyékony nitrogén
felhasznaldsaval, fagyasztis-olvasztds technikdval homogenizaltuk. A homogenizalt
mintdkhoz 300 pl DNS-kivoné puffert adtunk, majd ezutan két 6rds inkubdlas kovetkezett.
Inkubalas utan 5 percig centrifugéltuk a mintdkat (13000 rpm) és a vizes fazishoz 300ul TE
telitett fenolt pipettaztunk, néhany percig kevertettiik, majd 5 percig laborhdmérsékleten allni
hagytuk, majd Gjabb kevertetés utan jbol centrifugaltuk a mintat. Az eléz6 folyamatot
kétszer még megismételtik és végil a feliiluszd vizes fazishoz 1:1 térfogataranyban
kloroformot adtunk, majd 10 perig centrifugaltuk (13000 rpm, 4 °C-on). Az Gjabb feliiluszé
vizes fazishoz tized térfogati natrium-acetatot és tized térfogatu izopropanolt adtunk, az igy
kapott oldatot 10 percig jégen inkubaltuk. Ezutan rovid centrifugalas kdvetkezett (10000 rpm)
¢s a vizes fazishoz haromszoros térfogata 96%-o0s hideg etanolt ontottiink és legalabb 1 6ran
at -20 °C-on tartottuk az oldatot. Eztutan 20 perc centrifugalas (15000 rpm 4 °C-on)

kovetkezett és a kivalo nukleinsav csapadékot 300 pl 75%-os hideg etanollal mostuk, majd

crer
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UV1601 spektrofotométer segitségével hataroztuk meg (1 ODye = 50 pl kettds szala
oldottuk fel és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A BGSD-500 t6rzs filogenetikai vizsgalatat
az ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszékén végeztiik el Dr. Felfoldi Tamas iranyitasaval.

PCR analizis

A polimeraz lancreakci6 (PCR) segitségével vizsgalandd nukleinsav mintat in
vitro koriilmények kozott szaporithatjuk fel (amplifikalhatjuk). Ez azért alapvetd jelentdségii,
mert a vizsgalatokhoz sok esetben nem all rendelkezésre megfelelé mennyiségli kiindulasi
anyag. A PCR analizis sordn a kettds szali DNS-t magas hémérsékletre hevitik, hogy a szalak
szétvaljanak. Ebben a denaturdldsnak hivott 1épésben a két DNS-szalat 0Osszekotd
hidrogénkotések felbomlanak. A DNS-szdlak szeparaldsa utdn a homérsékletet csokkentik,
ugyhogy a primerek hozza tudnak kapcsolédni a DNS-szalakhoz. Ezt a 1épést annealing vagy
kapcsolodasi 1épésnek nevezik. Végiil a DNS-polimerdz 1étrehozza a hidnyz6 szdlat. A
munkat a kapcsolodott primernél kezdi, és végigmegy a DNS-szdlon. A 1épés neve
meghosszabbitas, ami szintetizalas alatt allo nukleinsavszal meghosszabbitasara utal. A ciklus
megismétlddése soran a polimeraz enzim az Ujonnan szintetizalt szalakat is templatként
hasznalja, ezért a termékek szdma exponencialisan ndvekszik.

A PCR reakcidk bedallitasanal kiilonb6z6 hoprogramokat alkalmaztunk, amelyeket a 1.
szamu fiiggelékben tlintettem fel. Az 1. tablazat foglalja Gssze azon primerparokat,
amelyekkel a mikrocisztin termeléséért felel0s génklaszter meglétét vizsgaltuk a Microcystis
¢s a Planktothrix fajokban. A P. rubescens teljes mcy génklaszterének vizsgalatdhoz 2 kb
hosszusagu szakaszokat lefedd primerparokat hasznaltunk (2. fiiggelék). A P. rubescens teljes
génklaszterének vizsgalata soran feltart 2 kb-tdl eltérd szakaszokat, 500 bp hosszusagii PCR
terméket ado primerparok (Christiansen és mtsai., 2006) segitségével vizsgaltuk tovabb (3.
fliggelék). Az PCR reakcidk soran létrejott termékeket agaroz gélelektroforézis technikaval
valasztottuk szét. Az eredmények kiértékelését kovetden a kivalasztott egyes szakaszok
szekvenalast a Biomi Kft. (Godollo) végezte el. Ezutan BLAST analizissel azonositottuk a

szekvenciakat.
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1. tablazat Microcystis sp. specifikus (mcyA, B, C, DI, D2, E, G) és Planktothrix sp.
specifikus (mcyA, HA, CJ, B, EG, E, T, TD) mikrocisztin termelésért felelos gének
primerparjai (Mbedi és mtsai., 2005; Ouahid és Campo., 2009).

' Szekvencia Annealing Méret
Gének | Primerpar
5’-3 hémérséklet (°C) (bp)
MSF ATCCAGCAGTTGAGCAAGC
mcyA 47 1300
MSR TGCAGATAACTCCGCAGTTG
2156-F ATCACTTCAATCTAACGACT
mcyB 52 955
3111-R AGTTGCTGCTGTAAGAAA
PSCF1 GCAACATCCCAAGAGCAAAG
mcyC 52 674
PSCR1 CCGACAACATCACAAAGGC
PKDF1 GACGCTCAAATGATGAAAC
mcyD1 52 647
PKDRI1 GCAACCGATAAAAACTCCC
PKDF2 AGTTATTCTCCTCAAGCC
mcyD?2 52 859
PKDR2 CATTCGTTCCACTAAATCC
PKEF1 CGCAAACCCGATTTACAG
mcyE 52 755
PKERI1 CCCCTACCATCTTCATCTTC
PKGF1 ACTCTCAAGTTATCCTCCCTC
mecyG 52 425
PKGRI1 AATCGCTAAAACGCCACC
mcyA.fw ATGTCACCTATTGGGCTTGC
mcyA 57 839
mcyA.rev TCGATTCCCCTAAGTGATGC
mcyHA.fw TTAGATGAAGCCACCAGTGC
mcyHA 57 540
mcyHA.rev | GATTAAAAATTGAATAGCTGCTAGG
meyClJ.fw TTGGATACAAGCGACAAAAGG
mcyCJ 57 524
mcyCl.rev TCTCCAGCTTGAAGTTCTGC
mcyB.fw ATTACAGCAGAGAAAATCCAAGCA
mcyB 59 555
mcyB.rev TCGCAATAGCGGGATCA
mcyEG.fw GAATTCATTTTTGTTGAGGAAGG 775
mcyEG 59
mcyEG.rev AGAAAACAAGCCCAGAGTGC (642)
mcyE.fw TTACCTAATTATCCCTTTCAAAG
mcyE 48 589
mcyE.rev CAATGGGTAAGGTTTGCTT
meyT.fw CCCAATCTAACCCCAACTGC
meyT 55 747
meyT.rev CAATAGCGATTTTCCCAAGC
meyTD.fw ATCCGCCCATACTGTGACC 5 763
mcyTD | mcyTD.rev GATTTTGCCCGGTTTACTCC (1300)
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4. Eredmények

4.1. A Microcystis aeruginosa toxicitasanak és toxinvariabilitasanak

vizsgalata

Az 0Ot éves periodus alatt Magyarorszdg kiilonbozé viztereiben el6fordulo
algaviragzasokbol mintdkat gyijtottiink. A megvizsgalt 14 mintdban, 10 esetben a M.
aeruginosa volt a domindns faj. Az izolalt torzsek toxicitdsat mustar csirandvény teszt
segitségével hatdroztuk meg. Az ICsy értéket a 72 6ra utdn mért 50%-os novekedésgatlast
(teljes novényhossz) okozo koncentracioban adtuk meg. A csirandvény teszt egy esetben, az
Onod mintanal nem mutatott toxicitast és az ICsy érték sem volt meghatarozhatd. Ennek
ellenére az elébbi mintaban CE méréssel nagyon alacsony MC koncentraciot detektaltunk.

A legtoxikusabb minta ICsq érték 245 pgmL™ volt, amit a Bardos-tobol gylijtottiink.
A kalkulalt 1Csy értékek jol korreldlnak a CE moddszerrel mért MC tartalommal. A
legmagasabb MC koncentraciot is a Bardos-tobol szarmazoé mintdban mértilk. A novényi
novekedésgatlast okozd komponens részletes vizsgalatithoz DEAE celluléz oszlop
kromatografiat alkalmaztunk, majd ezt kovetden az aktiv novekedésgatld frakciokat HPLC
segitségével tisztitottuk tovabb forditott fazisi (C-18) oszlopon 1% metanollal. A
megtisztitott mintakat MALDI-TOF analizissel vizsgaltuk. Osszesen 10 kiilénbdzé MC
varianst azonositottunk a 10 minta esetében. A leggyakoribb varians a MC-LR volt, ami a
mintak 70%-aban eléfordult. MC-LR 7, MC-RR 5, MC-YR 4, MC-WR 4,[Dha7] MC-RR 4,
[Asp’] MC-LR 1 esetben keriilt azonositisra. A MC variansok koziil harom nem gyakori
forma is megjelent a mintakban: a MC-LL, -LF, és a [Dha’] MC-FR. A MC termelé fajoknal
eléfordult olyan, ahol csak egy, de volt olyan, ahol 6t varidnst is ki tudtunk mutatni. A M.

aeruginosa toxicitasanak és toxin variablitdsanak eredményeit a 2. tablazat foglalja dssze.
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2. tablazat Microcystis aeruginosa vizviragzasok eredményei

Mintak szarmazasi MC koncentracio 1Cs
Faj ; ; MC variansok mcy gének
helyei (mg mL™) (png mLY)
. ) mcyA, mcyB, mcyC,
M,
Velence ierocystis 3,342 1134 MC-LR, -YR, -WR meyD1, meyD2, meyE,
aeruginosa
mcyG
. ) mcyA, mcyB, mcyC,
M Dha’] MC-RR, MC-RR
Bardos zcro‘cystzs 15,701 245 [Dha’] MC-RR, MC-RR, mcyD1, meyD2, mcyE,
aeruginosa -WR
mcyG
Mi ti B D1 E
Nagycsécs FTOCysHs 0,801 1522 MC-LL, -LR, -RR EYD, MY L HEYE,
aeruginosa mcyG
, , [Asp’] MC-LR, MC-LR,
M t B Dl E
Kis-Balaton (3T) HrOGEs 3,911 1044 [Dha'] MC-RR, MC-RR, | O MarD s mak,
aeruginosa mcyG
-YR
, Mi 7]
Onod HrOCySIS 0,05 >3000 [Dha’] MC-FR meyB, mevE, meyG
aeruginosa
Bekés Mzcm?ystzs 3.724 654 MC-WR mcyB, mcyC, mcyDI,
aeruginosa mcyD2, mcyE, mcyG
Mi ti
Balaton zcm?ys o 2,843 934 MC-LR, -RR mcyB, mcyG
aeruginosa
Microcystis [Dha’] MC-RR, MC-LR, -
1 2,111 11 B D1 E
Gyula aeruginosa ’ 00 RR, -YR, -WR meys, meyLs, mey
Doboz Mzcm?ystzs 0.902 1454 MC-LF, -LR mcyC, mcyD1, mcyE,
aeruginosa mcyG
Mi ti Dha’] MC-RR, MC-LR, - B C Dl
Kis-Balaton (2T) FTOCySHS 4238 839 [Dha'] : ' TREYD, MEYS, MEYZ%s
aeruginosa RR, -YR mcyD2, meyE, mcyG
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A mintakbdl kinyert DNS-ek PCR vizsgéalata, mind a 10 minta esetében pozitiv
eredményt adott legalabb két mcy gén meglétére az elvégzett PCR reakcidk soran, ezzel
jelezve a gének részvételét a MC termelésében. A Bardos-tobol gylijtott mintdnal az 0sszes

mcy gént sikeriilt kimutatni (9. abra).

g g 2 sk
& £ & E&E¢
1000 bp
<4— 500 bp

9. abra. Bardos-tobol gyljtott Microcystis sejtekbdl szarmazo mcy génklaszter génjeinek

PCR termékei

4.2. A Planktothrix agardhii toxicitasanak és toxin variabilitasanak

vizsgalata

A begylijtott mintak vizsgalata soran 4 mintaban a P. agardhii tdmeges elszaporodasat
figyeltiik meg. A mintak toxicitdsat €s toxin variabilitdsat a fentiekben leirt modszerekkel
hajtottuk végre.

A csirandvény teszt harom esetben nem mutatott ki toxicitast, és igy az 1Csy értéket
sem tudtuk meghatarozni ennél a harom mintdnal: Hajdihadhaz, Kis-Balaton (4T), Gyula.
Ennek ellenére a Hajdihadh4dz és a Gyula mintandl CE méréssel nagyon alacsony MC
koncentraciokat detektaltunk.

A legtoxikusabb mintat a Bivalyos-tobdl gylijtottiik (Gyula), amelynél az ICs érték
916 pug mL™ volt. Osszesen 3 kiilonbdz6 MC varianst azonositottunk a 4 minta esetében,
amelyek a kovetkezéek voltak: [Asp’] MC-LR; [Dha’] MC-RR; [Asp’, Dha’] MC-RR. A
leggyakoribb varians a [Asp’] MC-LR forma volt, amit a mintak 75%-ban azonositottunk.

A P. agardhii faj toxicitasanak és toxin-variablitasanak eredményeit a 3. tdblazat

foglalja 0ssze.
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3. tablazat Planktothrix agardhii vizvirdgzasok eredményei

Mintak MC
ICs Mikrocisztin
szarmazasi Faj koncentracio . MCY gének
) (ng mL™) formak
helyei (mg mL"™)
[Asp’] MC-LR, | mcyA, mcyB,
Planktothrix [Asp’, Dha'] mcyClJ, mcyE,
Varpalota 3,227 916
agardhii MC- RR, mcy EG, mcyHA,
[Dha’] MC-RR | mcyT, meyTD
mcyA, mcyB,
Planktothrix 3 mcyE,
Gyula 0,02 >3000 | [Asp’] MC-LR
agardhii mcy EG, mcyHA,
mcyT, meyTD
mcyA, meyB, mc
. Planktothrix 3 g g g
Hajduhadhaz 0,012 >3000 | [Asp’] MC-LR EG, moyT,
agardhii
mcyTD
Kis-Balaton | Planktothrix
0,01 >3000 - mcyT
(4T) agardhii

A PCR vizsgalat mind a 4 minta esetében pozitiv eredményt adott legalabb egy mcy

gén meglétére. A Bivalyos-tobolgylijtott mintandl az 6sszes mcy gént sikeriilt detektalni (10.

abra).

< 1000 bp

<+ 500 bp

10. abra Bivalyos tobol gytijtott Planktothrix sejtekbdl szarmazd mcy génklaszter génjeinek
PCR termékei
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A mcy géneket hordoz6 mintdkban CE moddszerrel detektalhaté mikrocisztin
mennyiséget, a MALDI-TOF MS moddszerrel pedig legalabb egy mikrocisztin kemotipust
tudtunk kimutatni. Egyetlen egy kivétel volt a Kis-Balatonbdl (4T) szarmaz6 minta, ahol
felelhetd volt egy mcy gén (mcyT), de nem tudtunk kimutatni mikrocisztint MALDI-TOF MS

modszerrel.

4.3 A Planktothrix rubescens vizviragzasanak vizsgalata

A Kocka-to fizikokémia jellemzoi

A P. rubescens megjelenése és tomeges eloéforduldsa nem nevezhetd szokvanyos
jelenségnek hazankban. Ahogyan bemutattuk, a faj els6sorban valddi rétegzett tavakban
szokott tomegesen megjelenni, Eurdpaban leginkabb az alpesi orszagok viztereinek jellemzd
toxintermeld cianobaktérium faja. A vizmintak analizise kdzepes fajlagos vezetOképességet €s
enyhe lugos pH-t mutatott. A szirmabeseny6i Kocka-t6 néhany fizikokémiai jellemz6jét az 4.

tablazatban foglaltuk Ossze.

4. tablazat. Néhany jellemzd fizikai-kémiai valtoz6 a Kocka-toban a P. rubescens

tomeges megjelenése idején

valtozo érték mértékegység
tertilet 5,2 (Ha)
atlagos mélység 3,2 (m)
maximalis mélység 7 (m)
viztérfogat 1,6x10° (m?)
Secchi atlatszosag 1,2 (m)

pH 8,34

fajlagos vezetoképesség 820 (uS cm)
COD(vtn) 15,8 (mgL™)
TOC 22,0 (mgL™)
DOC 15,8 (mgL™)
szervetlen nitrogén (IN) 1953 (ug LM
reaktiv oldott foszfor (SRP) 3 (ug LM
total nitrogén (TN) 3125 (ngL™h
total foszfor (TP) 370 (ngL™h
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A vizsgalt kavicsbanyatd legnagyobb mélysége csupan 7 m, viszont a to vizszintjét 3-4
méteres meredek part veszi koriil, védve ezzel tobbek kozott a sz€Itdl, a felkavarodastol. Ez
lehetové teszi a tartds rétegzddést €s a stabil metalimnion kialakuldsat, ami kedvez a P.
rubescens elszaporodasanak. A vizben mért alacsony foszfor- és magas nitrogénformak
koncentracidja - ahogyan tobb alpesi viztérben is megfigyelték -, szintén kedvezd feltételeket

teremt a faj megjelenésének (Vasas és mtsai., 2013)

A Planktothrix rubescens morfolégiai azonositasa

A Kocka-t6 felszinén megjelend vords szinti viragzas (11. abra) domindns fajanak
molekularis azonositasat megeldzte az Osszegylijtott mintak fénymikroszkopos vizsgalata. A
vords szinli trichoméak (11. abra) egyenes kopeny nélkiiliek voltak. A fonalakat hengeres
alakt, foleg azonos nagysagi 6-8 pum-es atmérdji sejtek alkottdk, amelyek keresztfalainal
nem volt lathato 6sszesziikiilés. Az egyforma nagy alaku sejtek utan jelentdsen kisebb sejteket
(3-4 um) figyeltink meg. Az 0sszes sejtben felfedezhetéek voltak géazvezikulumok és
granulumok. A legtobb fonal lekerekitett sejttel végzddott, ezen sejtek falai nem voltak

megvastagodva. Ezen morfoldgiai vondsok alapjan azonositottuk a Plantothrix rubescenst.

11. abra Planktothrix rubescens viragzasa a Kocka-toban és a Planktothrix rubescens

trichomdinak mikroszkopos felvétele

A Planktothrix rubescens molekularis filogenetikai analizise

A BGSD-500 torzs DNS-ének két szakaszat a riboszémalis RNS kis alegységének 16S
rRNS génjét és a fikocianin operon cpcBA-IGS génjét vizsgaltuk, hogy megerdsitsiik
morfologiai meghatarozasunkat.

A szekvencia analizis a BGSD-500 torzs 16S rRNS génjének 1387 db és a cpcBA-IGS
génjének 527 db nukleotid bazissorrendjének szekvenalasat eredményezte. A két génre kapott

szekvencidkat 6sszehasonlitottuk az adatbazisban szerepld adatokkal.
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A BGSD-500 torzs 16S rRNS génjének szekvencidja nagyfoka hasonlosagot mutatott
(99,9%-100%) az adatbazisban szerepld P. rubescens NIVA-CYA 18 (=PCC 7821)" 16S
rRNS génjének bazissorrendjével, és igy elval attdl a klasztertdl, amelyhez P. agardhii NIES
204" t5rzs kotddik (12. abra).

A BGSD-500 torzs cpcBA-IGS génjének szekvencia analizise 100%-os hasonlosagot
mutatott azzal a klaszterrel, amely foleg P. rubescens torzseket tartalmazott (12. 4dbra). Az
adatbazisban csak 217 nukletidbol allo régié volt elérhetd a cpcBA-IGS gén azonositdsahoz,
amely az elébb emlitett P. rubescens NIVA-CYA 18 (=PCC 7821)"(GenBank Acc. No.
AJ558154) torzsbdl szarmazott. A filogenetikai vizsgalatokat az ELTE TTK Mikrobiologiai

Tanszékén végeztiik el Dr. Felfoldi Tamas iranyitasaval.

2 | Planktothrix agardhii NIVA-CYA 116 (AB045911)
Planktothrix agardhii NIES 204" (AB045954)
Planktothrix sp. PCC 7811 (GQ351564)
Planktothrix agardhii PCC 9637 (GQ351569)
Planktothrix rubescens BGSD-500 (KC510416)
Planktothrix rubescens BC-Pla 9303 (AJ132251)
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (AB045951)
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 55 (AB045937)
0.01 Planktothrix rubescens NIVA-CYA 13 (AB045920)
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 18 (= PCC 7821)" (GQ351565)

A _{ Planktothrix agardhii NIES-205 (AB045955)
9

h
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 137 (AB045919)
_{:I’Ianktothrix pseudagardhii T1-8-4" (AB045968)
71 Planktothrix mougeotii TR1-5' (AB045971)
£ Arthrospira platensis PCC 7345 (X75044)
B 9 ll Planktothrix sp. PCC 7811 (AY768471)
Planktothrix agardhii NIES-205 (EU109506)
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 116 (EU109507)
85 Planktothrix rubescens BC-Pla 9303 (AJ132279)
I — Planktothrix agardhii NIVA-CYA 532 (AM490095)
0.01 Planktothrix rubescens BGSD-500 (KC510417)
,—//— 98 | Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (AM490109)
| Planktothrix rubescens NIVA-CYA 55 (AM450106)
Planktothrix rubescens NIVA-CYA 13 (AM490101)
L Planktothrix agardhii NIVA-CYA 137 (AM490089)
~ Arthrospira platensis PCC 7345 (AJ401178)

12. abra Maximum likelihood (legnagyobb valoszinlis€ég) modszerrel készitett fa
mutatja a BGSD-500 torzsa 16S rRNS génre (A) és a fikocianin operonra (B)

alapozott filogenetikai poziciojat
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A mikrocisztin azonositasa és analizise terepi viragzasi mintakbol

A Kocka-tobol gylijtott terepi vizvirdgzas nyers kivonatanak toxicitdsat elészor
csirandvény teszttel vizsgaltuk (13. abra). A csirandvény teszt segitségével hataroztuk meg az

ICsp értéket a terepi mintanal, amely 0,97 mg mL 'volt.
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. abra P. rubescens ¢s BGSD-500 torzs nyers kivonatanak hatdsa a mustarmagok

novekedésére

A terepi minta metanolos tisztitasat kovetden a DEAE oszloppal szétvalasztott
frakciok toxikussagat is novényteszttel vizsgaltuk. Ezt kovetéen azon frakciokat, amelyek
toxikusnak bizonyultak C-18 HPLC oszlopra vittiikk fel, és a szétvalasztott Gsszetevok

abszorbancidjat 239 nm-en detektaltuk.
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A HPLC tisztitds soran kinyert tiszta anyag szerkezetét MALDI-TOF MS és NMR
szerkezetvizsgalati modszerekkel hataroztuk meg. A MALDI-TOF analizis soran a toxin
molekulaion baziscsticsa 1024,6 m/z értéknél vette fel a maximumot. A toxin felépitésében
résztvevd aminosavakat (Alal, Arg2, Asp3, Arg4, Adda’ , Glu6, Mdha7) ionizaciot kovetd
fragmentacios MALDI analizissel erdsitettiik meg. Az N-metil-dehidroalanin kapcsolodasat
¢s térszerkezetét TOCSY és NOESY spektrummal hataroztuk meg az NRM analizisek soran.
Fé toxinként [D-Asp>, Mdha’] MC-RR format azonositottuk (15. abra).

15. abra Planktothrix rubescensbdl azonositott [D-Asp’, Mdha'] MC-RR kémiai

szerkezete

A f6 toxin mellett még két anabaenopeptin varianst (B, m/z: 837 és F, m/z: 851)
azonositottunk az ionizéaciot kovetd fragmentacios MALDI-TOF analizissel. Ezt kovetden

kapillaris elektroforézis modszerrel megmértik a minta [D-Asp’, Mdha’] MC-RR

crer
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16. abra P. rubescens terepi minta ¢és az izoldlt BGSD-500 torzs kapillaris

elektroforézisének eredménye. A fekete nyil jelzi [D-Asp’, Mdha'] MC-RR

csucsot.
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A terepi mintabol kinyert DNS PCR vizsgélata, mind a nyolc mcy gén meglétére
pozitiv eredményt adott (17. abra), ami alatdmasztja ezen részek részvételét a MC

termelésben.

~ <
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17. abra P. rubescens terepi minta génklasztere

A mikrocisztin azonositasa és analizise BGSD-500 viragzasi mintakbol

A Kocka-tobol gytijtott terepi mintabol izolalt BGSD-500 torzs nyers kivonatanak
toxicitasat hasonloan végeztiikk el, mint a terepi mintdnal. A csirandvény teszt segitségével
meghatarozott ICs, érték 2,47 mg mL'volt ami azt mutatja (13. dbra), hogy a BGSD-500 torzs
kevésbé volt toxikus, mint a terepi minta. A mintdk nyers kivonatainak metanolos tisztitasat
kovetden a toxikus frakciok kémiai szerkezetét MALDI-TOF MS ¢és NRM moddszerrel
hataroztuk meg. Hasonléan a terepi mintahoz f§ toxinként [D-Asp>, Mdha’] MC-RR format
azonositottuk. A laboratériumi mintaban 1,85 mg g volt a MC tartalom, amit szintén a CE
modszerrel mértiink meg. Ez az eredmény jol mutatja a BGSD-500 torzs csokkent MC
termelését a terepi mintahoz képest. A BGSD-500 torzs DNS PCR vizsgélata, mind a nyolc
mcy gén meglétére pozitiv eredményt adott (18. dbra), ez az eredmény nem magyarazza meg a

toxincsokkenést.

mcy ED
mcy HA

mcy T
mcy TD

= = O w
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18. abra BGSD-500 torzs génklasztere
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A toxincsOkkenés magyarazataért a génklaszter tovabbi genetikai vizsgalata valt

sziikségessé.

A BGSD-500 torzs mcy génklaszterének analizise

Ahogyan részletesen bemutattuk, a kornyezeti feltételek megvaltoztathatjak a
toxintermelés mértékét, de a legmeghatarozobb a vizvirdgzast alkotd egyedek genetikai
hattere, variabilitdsa. Tehat fontos a toxintermeld és nem toxintermeld, valamint a bizonyos
mértékig termeld egyedek aranya a populacidban, ami meghatirozza az algaviragzas
toxintartalmat. Jelen esetiinkben egy olyan termeld szervezetet izolaltunk, amelynek kapcsan
joggal mertilt fel a kérdés, hogy a toxintermelésért felelds klaszter teljesen épen jelen van-e a
BGSD-500 torzsben.

A BGSD-500 torzs DNS teljes mcy génklaszterének vizsgalatahoz legelsonek 28 olyan
primerpart alkalmaztunk (2. fliggelék), amelyek paronként 2 kb szakaszt adnak, igy lefedve az
55 kb hosszusagh klasztert. A PCR analizist kovetéen az 1, 11, 12, 27, 28 szamu primerparok
esetében nem kaptunk pozitiv jelet. A 2 kb-tol eltérd szakaszokat 500 bp-t atfogd primerek
segitségével vizsgaltuk tovabb (3. fliggelék). Ezen vizsgélattal sziikiteni tudtuk azokat a
részeket a klaszteren beliil, ahol fellelhetéek azon genetikai elemek, amelyek okozhatjak a
csokkent mikrocisztin termelést a BGSD-500 térzsben.

Egy pozicioban a 11-es szaml primer altal lefedett 23612-24003 nt szakaszon
talaltunk a vartnal kisebb terméket, a delécio (19. dbra) a mcyE és mcyG gének kozotti spacer

régidban lokalizalddott.
Primer: 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

et ettt |- ..
. P

meglétét.
A deléciéo mellett egy inszercios szekvenciat azonositottunk a klaszter 925-1399 nt

szakaszan, amikor a 3-as primerpart hasznaltuk (20. abra). Az inszercios szekvencia a mcyT

és mcyD gének kozotti spacer régioban helyezkedett el.

54



Primer: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Lol <« 1500 bp
Ll"

<+ 500bp
LM< 300bp

20. abra BGSD-500 tdrzs inszerciojanak elhelyezkedése. A piros nyil mutatja az

inszercid meglétét

Az inszercios régionk hosszat szekvenalassal 1606 nt hosszanak allapitottuk meg. Ezt
kovetden az inszerciés szekvencidt BLAST analizisnek vetettiik ald. Az inszercios
szekvenciank egynegyed hosszan 98%-o0s szekvencia azonossagot (,,megablast”) mutatott a P.
rubescens ¢és a P. agardhii mikrocisztin szintézisében szerepet jatszé tioészteraz (mcyT)
génnel. A szekvencia Osszehasonlitas a referencidt szolgald P. agardhii mcy génklaszterrel
(GenBank leltari szam: AJ441056) kimutatta, hogy az inszercios régié egy 334 nt hosszusagu
szakasszal. A 334 nt szakaszt egy kb. 1,2 kb hosszlisagu, a mcy klaszterben nem fellelhetd

rész koveti, amelyet egy 80 nt hosszusagh szakasz zar le. Ez a szakasz a mcyT gén 1299-1378

crcr

N

Q"

%0,:'

S5l

N

&

10 kb
—r1r 1 1 1T ] T 1
mceyT mcyD

21. abra Inszercios elem elhelyezkedése a Planktothrix mcy génklaszter mcyT és

mcyD génei kozotti spacer régioban

Az inszercids szekvencidnk BLAST analizisénél el6szor a nagyon hasonlo
szekvenciak (,,megablast”) keresését allitottuk be. A keresés azonban nem hozott eredményt,

a program nem taldlt az inszercios szekvencidnkkal szignifikdnsan megegyezd szekvenciat.
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Ezt kovetden a megismételt BLAST analizisnél a némileg hasonld szekvencia keresését
(,,blastn) valasztottuk a vizsgalatdhoz, amely két eredményt adott.

Els6 esetben a szekvencidk 87%-a a Synechococcussp. (PCC 7002 torzs, GenBank
azonossagot. Masodik esetben két részben is 74%-0s szekvencia azonossdg volt
megfigyelhetd az inszercionk 75%-os hosszlisagra nézve. Az elsé részben a Synechococcus
sp. (PCC 6312 torzs, GenBank leltari szdma: CP003558) jelatvitelében szerepet jatszo
hisztidin kinazzal, mig a masodik részben pedig a tRNS(Ile)-lizidin szintetazzal volt hasonld
az inszercionk. Tovabbi hasonldsadgot nem taldltunk az inszercids elemiinkkel.

Ezutan az inszercionk szekvencidjat osszevetettiik a Synechococcus sp. (PCC 7002
torzs, GenBank leltari szama: CP000951) teljes genomjaval mVISTA adatbazis segitségével,
ahol a lehetséges beallitdsok koziil az 6sszehasonlitashoz a LAGAN algoritmust hasznaltuk.
Az 0sszehasonlitas soran azonositottunk a Synechococcus sp. genomjaban egy olyan hasonl6
szakaszt (pozicidja: 865,589-867,245 nt), amely az inszercidonkkal potencidlisan homoldg
volt. Ez a régid tartalmazott a 3’ végnél 65 nt icd génrészletet, amelynek terméke a NADP
fliggd izocitrat-dehidrogenaz. A régio teljes egész hosszara két hipotetikus fehérjét és az 5’

végnél 44 nt petD génszakaszt detektaltunk, ami cytb6/f komplex termeléséért felelds.

5. Eredmények megbeszélése

Nemzetkozi eredményekkel valé 6sszevetés

A mikrocisztinek termelését, megjelenését intenziven tanulmanyoztdk az elmult
évtizedekben, hiszen az egyik legerdsebb ¢s leggyakrabban eléfordulé cianobakteridlis toxin
az édesvizekben. A vilag szamos orszdgdban a cianobaktériumok tomeges eléfordulasa és
A kovetkezd néhany oldalon keresztiil kivanom bemutatni Eurdpa tobb orszadgaban jelentkezd
cianobaktérium viragzasok jellemzdit, melynek segitségével kaphatunk egy képet arr6l, hogy
hol milyen fajok dominaltak, milyen MC formak fordultak elé nagyobb mennyiségben. Ezt
kovetden a kutatdsunk eredményét irom le és 6sszevettem a szakirodalmi értékekkel.

A Franciaorszagban talalhatd Grand-Lieu-toban 1994. majus-oktober kozott
cianobaktériumok tomeges elszaporodasat figyelték meg. A mintdkban a f6 cianobaktérium
faj a Microcystis aeruginosa €és az Anabaena circinalis volt. A lefagyasztott mintdkbol

mikrocisztinek jelenlétét mutattdk ki. A toxinokat junius és oktober kozott begytijtott
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mintdkban mutattdk ki. A f6 MC formaknak a MC-LR és a [Dha’] MC-RR variansok
bizonyultak (Vezie és mtsai., 1998). A MC koncentraciok a viragzas soran 0 és 5,06 mg g’
kozott valtoztak. Franciaorszagban a Bourget-to a legnagyobb, amely az Alpokban fekszik.
1970-es és 1980-as évek alatt lezajlé helyredllitasi programok magukban hordoztak to
tapanyagterhelésének és szennyezettségének a csokkentésére irdnyuld torekvéseket, ennek
koszonhetden feljavult a vizmindsége az utolsod két évtizedben. Ezt bizonyitja a nitrat/foszfat
aranynak és a vizoszlop atlatszosdganak a novekedése, valamint a teljes foszfortartalom és a
klorofill a koncentraciénak a cs6kkenése (Jacquet €s mtsai., 2005). Jol mutatja ezt, hogy az
1980-as és 2001-es évek kozotti idészakban a legnagyobb nyugat eurdpai toban, a Genfi
toban 82 pg/L-rdl 34 pg/L-re és Bourget-toban pedig 120 pg/L-rél 26 ng/L-re csdkkent le a
foszfor tartalom. Azonban a jelentdés foszfor koncentracié csokkenés ellenére 1996-ban
megjelent a Planktothrix rubescens és ezt kovetden fenn ismaradt, hasonléan mas tavakban is
(Ziirichi- t6). 1999 és 2002 kozott vizsgaltdk a P. rubescens populacid dinamikajat és MC
termelését. Magas MC koncentraciokat mértek minden évben augusztustdol decemberig
(maximum 6,7 pg L), A tomegspektroszkopias modszerrel két varianst a [D-Asp’] MC-RR
és a [D-Asp’, Dhb’] MC—RR mutattak ki.

Hollandidban 2011. kora 6szén az Amstelmeer-toban Microcystis aeruginusa
viragzast figyeltek meg. Vizvirdgzas alatt tobb kutya is ivott a té vizébdl, melyet kovetden
ebb8l harom el is pusztult. A tobol szarmazé cianobakterialis hab 5,27 mg g
koncentracioban tartalmazott mikrocisztint. Az elpusztult kutyakban atlagosan 94 ug g
koncentracioban mutattak ki a mérgezd toxint. Mindkét esetben a f6 toxin a MC-LR
varians volt (Liirling és Faassen, 2013). Ez volt az els6 esett, hogy kutyakkal kapcsolatos
mérgezésrdl szadmoltak be.

Romadnia teriiletén Kolozsvar kozelében két halastoban és egy kikapcsolodas
céljabol hasznalt viztérben figyeltek meg virdgzasokat. Mig a halastavakban tomegesen
megjelend faj a Microcystis aeruginosa, addig a rekreacios célokra hasznalt tonal a M.
aeruginosa mellett a Mirocystis viridis is megjelent dominans fajként. A mintdkban
MALDI-TOF analizissel tobb MC format a MC-LR, -RR-YR-WR ¢és két tovabbi
oligopeptidet a cyanopeptolint és az aeruginosint azonositottadk (Boaru és mtsai., 2006). A
mintakban a MC koncentraciok 0,19-2,875 mg g kozott valtoztak.

Szlovénia foldrajzilag egy heterogén orszag. Eszakon és északnyugaton talalhato
alpesi régiokban oligotrof természetes vizek talalhatoak, ahol cianobaktériumok nem
lelhetoek fel, ez alol kivételt képez a Bledi-t6. Szlovénia északkeleti részén a vizviragzasok

gyakrabban fordulnak eld, mivel ezeken a teriileteken az intenziv mezdgazdasagi
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tevékenységeknek koszonhetéen tobb eutrof viztér talalhatd. 1994-ben 10 vizviragzast
detektaltak. A vizsgalatok megallapitottak, hogy a leggyakoribb vizvirdgzast okozé faj a
Microcystis aeruginosa volt. Ezenkiviil, még a szlovén tavakban a kovetkezd fajok okoztak
vizviragzast: M. wesenbergii, P. rubescens, An. flos-aquae, Aph. flos- aquae. A vizsgalt tavak
kozil, egy, a Bledi-to volt rétegzett, amelyben a dominans faj a P. rubescens volt. A
Microcystis mintak vizsgalata harom MC tipust mutatott ki: MC-RR, —LR és —YR (Sedmak
¢és Kosi, 1997). A MC variansok koziil a leggyakoribb forma a MC-RR volt. A P. rubescens
altal okozott viragzasban a f6 varians [D-Asp’] MC—RRvolt (Grach-Pogrebinsky és mtsai.,
2004).

Gorogorszagban is jelentds problémakat okoznak a cianobaktérium virdgzasok. A
cianobaktériumok tomeges eléfordulésait 36 eltéré mélységili, méretii €s trofikus szintli toban,
viztarozoban vizsgaltak. A mintavételek soran megallapitottdk, hogy a viragzasok domindns
fajai a Microcystis aeruginosa és az Anabaena flos-aquae. Az Anabaena faj csak a sekély,
eutrof vizekben volt megfigyelhet6. A mintdk tobb, mint 90%-ban kimutattdk a
mikrocisztinek jelenlétét, ami azt sugallja, hogy viragzas nélkiil is jelen vannak a vizekben. A
gorog tavak f6 MC variansai a MC-RR, —LR ¢és —YR voltak. A mikrocisztineken kiviil mas
oligopeptidet is leirtak a mintdk vizsgalata sordn. Az anabaenopeptin A és B tobb mintdban
volt kimutathtd, addig az anabaenopeptolide 90A peptidet csak a Mikri Prespa tobol
szarmazo mintaban azonositottdk. A maximalis MC tartalom 10 mg g volt, amit a Kastoria
¢s Pamvotis tavakban mértek (Gkelis és mtsai., 2015).

Kozép-Lengyelorszagban 8 viztérbdl 1996-2001 kozti idészakban, a nyari honapokban
vizmintakat gyljtottek ¢és analizaltdk ezeket. A mintdk dominans fajai a Microcystis
aeruginosa, Aphanizomenon flos-aquaeés Nostocsp.volt. A begyljtott mintdk koziil 36-ban
mutattdk ki a mikrocisztinek jelenétét. HPLC modszer segitségével 10 MC varidnst
azonositottak. A variansok kémiai szerkezetét tomegspektroszkopias modszerrel hataroztak
meg. A lengyel vizek f6 MC varidnsai a MC-RR, —LR és —YR volt. A {6 variansok mellett
néhadny monodesmethyl és didesmethyl MC—RR, —LR és —YR format is taldltak a mintak
analizise soran. A MC koncentraciok néhany pg g és 1,687 mg g kozott valtoztak (Jurczak
¢s mtsai., 2004). Lengyelorszag északi részén talalhatd Pomeranian tartomanyban szintén
cianobakteridlis toxinokat mutattak ki az édes- és brakkvizekben. A vizmintdkat 7 tobol
gylijtotték be 2005 augusztusa és szeptembere kozott. A virdgzasok domindns fajai a
Planktothrix, Microcystis és Anabaena genuszokbdl kertiltek ki. A legtobb édesvizi mintdban
a MC-LR, —RR ¢s —YR formak voltak talstilyban. Azokban a tavakban, ahol a Planktothrix
agardhii dominalt, ott a legnagyobb mennyiségben a demtilalt MC véltozatok fordultak eld:
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[D-Asp’] MC-LR, [D-Asp’] MC-YR és a [D-Asp’] MC-RR. A MC koncentracié 0,1 és
3054 pg L' kozott valtozott. A Gdanski-6bdl brakkvizében a Nodulari spumigena tomeges
elszaporodasat figyelték meg. A mintavétel utan a [ MeAsp'(OMe)] NOD toxint analizaltak
(Mazur-Marzec és mtsai., 2008).

Portugaliaban talalhatd természetes tavakbol, viztarozokbol és folyokbol 12 toxikus
vizviragzasi mintat gyijtottek be. A viragzast okoz6 f6 a fajok a kovetkezdk voltak:
Microcystis aeruginosa, Microcystis wesenbergii, Aphanizomenon flos-aquae €és Nostocsp. A
toxinok azonositasira HPLC és MALD-TOF modszert haszniltdk fel. Osszesen 7 MC
varianst azonositottak a toxikus mintdkban, amelyek a kovetkezdek voltak: MC-RR, —-LR, —
YR, [D-Asp’] MC-LR, MC-HilR, [L-MeSer'] MC-LR és a [Dha’] MC-LR. Mindegyik
mintadban 2-7 kozotti MC varians fordult eld. A leggyakoribb MC varians a MC-LR volt. A
MC-HilR, [L-MeSer'] MC—LR és a [Dha’] MC—LR variansok kevésbé voltak gyakoriak és a
[Dha’] MC-LR csak egyetlen egy mintaban volt kimutathato. Mikrocisztin koncentraciok
néhany 1 mg g” és 7,1 mg g kozott valtoztak (Vasconcelos és mtsai., 1996). 2005-ben a
Portugdlia déli részén talalhaté Beliche viztarozoban a Planktothrix rubescens okozott
viragzast. A faj azonositasa morfologiailag €s a genetikailag (16 rRNA) is megtortént. A MC
variansokat HPLC és MALDDI-TOF modszerekkel hataroztak meg. A harom f6 MC format
azonositottak:[Asp3] MC-RR, [Asp3] MC-HtyR és [Asp3] MC-LR (Paulino és mtsai., 2009).

Németorszagi édesvizekbdl szarmazd cianobaktérium virdgzasok terepi mintainak
kétharmadaban detektaltak mikrocisztineket. A domindns cianobaktérium fajok a Microcystis
sp., Planktothrix agardhii vagy Planktothrix rubescens volt. A HPLC analizissel 0sszesen 15
MC varianst izolaltak. Azokban a mintdkban, amelyekben a Microcystis fajok dominaltak ott
a f6 MC formak a MC-RR, —-LR, —YR voltak. A leggyakoribb MC varians a Microcystis
viragzasokban a MC— RR volt. F6 MC formak mellett a terepi mintakban két demetilalt
format a [D-Asp’] MC-LR és a [D-Asp’] MC-RR azonositottak. A Planktothrix agardhii
terepi mintdiban a [D-Asp3] MC-RR, [D-Asp3] MC-LR és a [D-Asp3] MC-HtyR varidnsokat
mutattik ki f6 alkotoknak. A leggyakoribb ezek kozill [D-Asp’] MC-RR tipus volt. A
laboratoriumban tartott Planktothrix agardhii HUB 076 torzsnél egyetlen egy format a [D-
Asp’] MC-RR izolaltak. Az osszes Planktothrix rubescens mintaban kimutathatd volt [D-
Asp’, Dhb’] MC-RR varians, valamint még a [D-Asp’] MC-LR fordult eld nagy
mennyiségben.

Olaszorszagban 1989 ¢és 2006 kozott 28 tobol gyiijtétt 87 vizmintaban €s feliiliszo
habban detektaltak mikrocisztint, cilindrospermopszint ¢és neurotoxikus anatoxint. A

dominans fajok 11 genuszbdl keriiltek ki: Anabaena, Aphanizomenon, Aphanocapsa,
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Aphanothece, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Merismopedia, Microcystis, Oscillatoria,
Planktothrix, Pseudanabaena, Woronichia. A virdgzasok alatt altalaban egy vagy két faj
dominalt. A tavakbol gyljtott mintdk 33%-ban a Microcystis (féleg M. aeruginosa) és a
Planktothrix (foleg P. rubescens) fajok fordultak el6 nagy szamban. Olaszorszag szarazfoldi
tertileteirdl sz&rmaz6 mintdkban a dominans €s mikrocisztin termel6 faj a P. rubescens volt és
ezt kovette sorban a M. aeruginosa, ami Szardinia szigetének viztereiben valt dominanssa. A
mintidkban 6 MC varianst azonositottak: [D-Asp’, Dhb’] MC-RR, MC—RR, —YR, -LR, -LA
és —LW. A legtobb minta haromnal tobb MC format tartalmazott. A {6 MC variansok MC—
RR, —YR, -LR alkotok voltak. A Planktothrix viragzasoknal a [D-Asp’, Dhb’] MC-RR és a
MC-YR, addig a Microcystis viragzasoknal a MC-LR és a MC-YR formak dominaltak. Az
extracellularis mikrocisztint 18 tobol szdrmazdé 51 mintdban mutattak ki, amelyek
koncentracioja 0,004 ng/mL és 226,16 ng/mL kozott valtozott. A CYN termeléséért két faj az
Aphanizomenon ovalisporum és/vagy Cylindrospermopsis raciborskii volt felelés. Az
extracellularis CYN koncentraciok a felszini vizekben 0,3 ng/mL és 126 ng/mL kozott
valtoztak. Az ANA-a termelése az Anabaena crassa és az Anabaena planctonica fajokhoz
volt kothetd. Az extracellularis ANA—a koncentraciok a 115,1 ng/g és 12,13 ng/g kozott
valtozotak (nedves tomeg) (Messineo és mtsai., 2009).

Az Alpokban talalhato 12 tobol gylijtottek mintat a 2005 és 2007 kozotti idészakban.
A mintak vizsgélata sordn a valos idejii PCR-t hasznéltak a genotipusok meghatarozasara és
ezek aranyabdl becsiilték meg a MC mennyiséget, amit HPLC vizsgalattal tamasztottak ala. A
12 tobol 9 Ausztridban (Afritzersee, Attersee, Fuschlsee, Irrsee, Mondsee, Offensee,
Schwarzensee, Wolfgangsee ¢és Worthersee) taldlhatd, 2 t6 Svajcban (Hallwilersee ¢és
Zirichsee) egy pedig Németorszagban (Ammersee). A mintakat 2 m és 20 m —es mélységbdl
vették. A tavakat trofikus szintjiik alapjan a kovetkez6 osztalyokba soroltak: olgigotrof, oligo-
mezotrof, mezotréf és mezo-eutréf. A mintakban a f6 cianobaktériumok a fonalas
Planktothrixek voltak. A mikrocisztin koncentracié a mintdkban 0 és 6,2 pg L kozott
valtozott. A tavakbol szdrmaz6 mintdkbol 5 f6 MC varianst mutattak ki:[Asp3, Dhb’'] MC-RR
(44,2 %), [Asp’, Mdha'] MC-RR (32,6 %), [Asp’] MC-HtyR (7 %), [Asp’] MC-LR (14,9
%).

A madridi lakossag vizkészletének majdnem kétharmadat a Lozoya folyo 6t viztarozo
rendszere teszi ki. Ebben a régioban, kozép Spanyolorszagban a legnagyobb viztarozé az El
Altazar, amely oligo-mezotrofikus vizmindsséggel jellemezhetd. Ezt a viztarozot az emberek
ivovizforrasként valamint tidiilési €s szorakozési célbol hasznaljdk. A viztarozéban 2003

tavaszan Planktothrix rubescens vizviragzast figyeltek meg. A vizvirdgzéas alatt 21 mintat
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gyljtottek Ossze €s husz mintaban talaltak mikrocisztint. A legtobb mintdban a demetilalt
MC-RR format, a [D-Asp3] MC-RR talaltdk a f6 mikrocisztin varidnsnak, amelynek a
koncentracioja 0,176 és 16,333 pg/L szint kozott volt. Néhany mintaban, nyomokban
megtalalhatd volt a MC-LR, —RR és —YR valtozat is (Barco és mtsai., 2004). A teljes
extracelullaris mikrocisztin koncentracié6 a mintakban 0,01-t61 19,129 ng/L-ig ingadozott.
Tovabba mas peptideket is azonositottak a mintakban, ilyen példaul az anabaenopeptin B és F
valamint az oscillamid Y.

Norvégidban a Stenisfjorden-toban 2001-2004 kozott vizsgaltdk a toxintermeld
Planktothrix populaciok dinamikajat. A populéciokat a P. rubescens és P. agardhii fajok
alkottak, amelyek 10-14 m-es mélységben fordultak eld. A vizsgdlatok kimutattak, hogy a
populaciok dinamikajat a kornyezeti faktorok (fény, hdmérséklet, tapanyag) nagymértékben
befolyasoljak, ugymint a Kozép-Eurdpai tavakban. A Planktothrix sp. biomasszaban
kiilonbozé  bioaktiv  oligopeptideket azonositottak: demetilallt MC-RR és -LR,
anabaenopeptin B, aeruginosin 583, oscillamide Y, oscillaginin B és az oscillapeptin G
(Halstvedt és mtsai., 2008). Az oligopeptidek koziil a legnagyobb mennyiségben demetilélt
MC-RR forma fordult el6.

Osszegezve az eurdpai virdgzasokat két csoportba sorolhatjuk. Egyik csoportot a
sekély, eutrof vizekben kialakuld, a masik csoportot a mély, rétegzett, oligotrof vizekben
1étrejott viragzasok adjak. A sekély vizekben megjelend toxikus virdgzasok leggyakrabban
eléforduld faja Microcystis aeruginosa, melyet koveti a sorban a Planktothrix agardhii. A
rétegzett vizekben a f6 mikrocisztin termeld a Planktothrix rubescens. A mintagyiijtési helyek
viztarozoként, halastoként, turisztikai latvanyossagként és rekredcios udiilokozpontként
funkciondlnak. A sekély vizterekbdl nyari honapokban, addig a rétegzett tavakbol pedig késo
Oszi ¢és teli idoszakban torténtek a mintavételek. A vizsgalatok jol mutatjak, hogy a mintakban
mindig tébb MC format azonositottak eltérd koncentraciokban. A viragzasok f6 MC variansai
kozott eltérés figyelhetd meg a beszamoldk alapjan. A MC variansok azonositasara és
mennyiségiik meghatarozasdra a MALDI-TOF analizist ¢s HPLC modszert hasznaltak. A M.
aeruginosa mintakban a MC-LR, —RR, és a —YR variansok, addig a P. agardhii mintdkban
inkabb a a demetilalt formak a [Asp’] MC-LR, [D-Asp’, Mdha'] MC-RR és [Asp’] MC-HtyR
tekinthetéek jelentésnek. A P. rubescens viragzasok f6 MC alkotoinak [D-Asp’, Dhb’] MC-
RR, [D-Asp3, Mdha’] MC-RR, [Asp3] MC-LR, [Asp3] MC-HtyR variansokat azonositottak.

A 2006-2010 kozotti idOszakban magyarorszagi horgasztavakbol, holtagakbol,
természetes €s mesterséges sekély tavakbol a nyari hénapokban gyiijtottiink mintakat. Az

algavirdgzasokat két jol ismert cianobaktérium faj a Microcystis aeruginosa és a Planktothrix

61



agardhii okozta. E16bb felsorolt vizterekben 10 esetben M. aeruginosa, 4 esetben pedig P.
agardhii virdgzast azonositottunk. A MALDI-TOF analizis segitségével 14 mintabol 12 MC
varianst azonositottunk, a variansok nagy szama nem szokatlan, hiszen a jelenleg ismert MC
formak szama meghaladja a kilencvenet, és tobb olyan algavirdgzasrol is beszamoltak,
amelyben egy adott pillanatban 50 feletti volt a MC variansok szdma (Fastner és mtsai.,
2001). Az altalunk gyljtott M. aeruginosa mintdkban minden esetben detektaltunk MC
formakat. A leggyakoribb MC tipusok a MC-LR, —RR, és a —YR formédk voltak. A
legnagyobb MC koncentraciokat a Gyuldn talalhaté mesterséges horgasztobdl és a Bardos-
tobol gylijtottiik be. A MC tartalom 0,010 és 15,701 mg g 'szarazanyag MC—LR ekvivalens
értékek kozott mozgott a mintdkban. Erdekes médon, ahol a legnagyobb MC koncentraciot
mértiik kapillaris elektroforézissel, ott a f6 MC forma a [Dha’] MC-RR, —RR és —WR volt.

A sekély tavakban a M. aeruginosa utan a P. agardhiit talaltuk gyakori viragzast
el6idézo fajnak. A P. agardhii tomeges megjelenései kevésbé voltak toxikusak, mint a M.
aeruginosa viragzasok. Egyetlen egy, a varpalotai minta esetében mértiink 1 mg g’ MC
koncentracional nagyobbat . A toxikus P. agardhii mintdinkban a leggyakoribb MC varians a
[Asp’] MC—LR volt.

A vizviragzasok mintdit a MC bioszintéziséért felelds génekre tervezett primerpar
sorozatokkal teszteltiik. A mikrocisztint legnagyobb koncentracioban termeld M. aeruginosa
és P.agardhii mintakban az 6sszes mcy gén kimutathatd volt a hasznalt primerparokkal (17.
¢s 18. abra). A MALDI-TOF analizis az 0sszes M. aeruginosa mintaban jelzett MC-t, annak
ellenére, hogy a mintdk PCR vizsgalata tobb mcy gén hidnyat tarta fel. Ez az eredmény azzal
magyarazhatd egyrészt, hogy sok primerpar csak laboratériumi minta esetében hasznalhat6
nagy hatékonysaggal, a terepi mintdnal kis mértékben képes jelezni a toxintermeld
genotipusokat. Masrészt, ahogy mar emlitettik a MC termelés nagyobb volt azokndl a
mintadknal, ahol az 6sszes mcy gén fellelhetd volt. Ebbdl kiindulva megallapithatjuk, hogy a
csokkent MC termelést a hidnyzé mcy gének okozhatjak.

Az észak-magyarorszagi Kocka-t6 felszinén vords szinli, siiri 3 cm vastag
cianobakterialis viragzast figyeltink meg, amely igen szokatlan volt ebben a régioban.
Laboratoriumi vizsgalatok kimutattak, hogy a jelenséget P. rubescens okozta. Ezen faj
magyarorszagi megjelenése figyelemreméltd, mivel eredetileg hidegvizi sztenoterm
szervezetként tartjdk szdmon, amely Kozép-Eurdpa és Dél-Europa szubalpin, alacsony
hegyvidéki, valodi rétegzett mély tavaiban terjedt el. Magyarorszagon természetes mély tavak
nem fordulnak eld, de a 10-40 m maximum mélységli mesterséges homokbanya- ¢és

kavicsbanya tavak stabilan tudnak rétegzddni. A mi esetiinkben a Kocka-tonal is kialakult a
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stabil rétegzddés, ami kedvezett a P. rubescens elszaporodasadnak. A vizben mért alacsony
foszfor- és magas nitrogénformak koncentracidja is eldsegitette a faj megjelenését, ahogyan
tobb alpesi viztérben is megfigyelhetd volt ilyen tdpanyag ellatottsag mellett. A viragzas soran
izolalt BGSD-500 torzs 16S rRNS génjének és fikocianin operonjanak szekvencia analizise
nagyon kozeli rokonsagot tart fel a P. rubescens és P. agardhii izolatumokkal. A két faj
elkiilonitéséhez ez elézéeken kiviil a fikobilin Osszetételiiket vizsgalatuk meg, mivel a P.
rubescens esetében a magas fikoeritrin tartalom adja a faj jellegzetes voroses szinét, ezzel
szemben a P. agardhii trichomai zoldes-kék vagy sargas-zold szintiek (Suda és mtsai., 2002).
A mikroszkopos vizsgalatok és a szekvencia analizisek eredményei alapjan P. rubescens
fajnak sikeriilt azonositanunk a BGSD-500 torzset. A Kocka-toban megjelend P.rubescencs
viragzas nagy mennyiségi MC-t tartalmazott, hasonléan mas orszadgok vizvirdgzasaihoz. A
MALDI-TOF ¢és a CE mérések feltartdk, hogy a f6 MC izoforma a terepi mintanal és az
izolalt az BGSD-500 torzsnél a [D-Asp’, Mdha'] MC-RR.

A CE analizissel a laboratériumban fenntartott BGSD-500 torzsnél 1,85 mg/
szarazanyag MC-LR ekvivalens értéket, mig a terepi mintanal 8,57 mg/szdrazanyag MC-LR
ekvivalens értéket mértiink. Osszehasonlitva a mért MC koncentraciokat, tisztan lathatd, hogy
a terepi mintadban 6tszor nagyobb a mért MC koncentracid, mint az izolalt BGSD torzsben. Ez
a kiilonbség koOszonheté a kornyezeti feltételeknek, vagy annak a ténynek, hogy a
populacioiban egyidejlleg jelen vannak a toxintermeld €s a nem toxintermeld kemotipusok
(Rohrlack és mtsai., 2001). A Planktothrix populaciokban ez a két kemotipus morfologiailag
azonos, mikroszkoppal nem lehet Oket egymdastdol megkiilonbdztetni. Emiatt korlatozott
mennyiségben vannak informacidink ezek térbeli és idObeli megoszlasarol. A 2001-2004
kozotti idészakban az Alpokban taldlhat6 ausztriai tavakbol vett mintdknak genetikai
vizsgalatait végezték el, és kimutattak, hogy a mikrocisztin bioszintézis elvesztéséhez a mcy
gének mutacidja vezet. A mintdk DNS analizise tobb helyen delécidt és inszerciot tart fel a
mcy génklaszterben. Az 0Osszes inszercid hordozott egy ORF régiot. Az ORF régid
konzervalodott doméneket tartalmaz, és ezek egyike a transzpozaz DDE domén, amelyrdl
ismert, hogy elengedhetetlen a hatékony DNS transzpozicidhoz. A mozgékony elemekrol
tudott, hogy igen jelentdés mutagén tényezok. A mcy génklaszterben talalt 6sszes inszercio egy
mozgékony elemnek a része volt, amely athelyezddésével (transzponaldodasaval) mutaciot
okozott a genomban. A mcy génklaszterben gyakori a mutdciok el6forduldsa, és a két fent
emlitett tipus koziil az inszercidok okoznak nagyobb aranyban mutaciot.

A csokkent MC-termelés genetikai hatterének a feltarasat a BGSD-500 torzs teljes

mcy génklaszterének analizisével folytattuk. ElsOnek a teljes mcy génklasztert lefedd 28
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primerparbdl allo sorozattal vizsgaltuk meg, majd ezt kovetden a feltart problémads részek
vizsgalatat, 500 bp méretli szakaszokat feloleld primerparokkal végeztik, igy sziikitve a
mutaciok pontos elhelyezkedését a mcy génklaszterben. A PCR termékeink méreteit agardz
gélen hasonlitottuk 6ssze a CYA126/8 torzs PCR termékeinek méreteivel. A PCR termékek
méretei csak két esetben kiilonboztek egymastol. A PCR vizsgalatok soran egy deléciot
azonositottunk a mcy génklaszter 23612-24003 nt szakaszan és egy inszerciot fedeztiink fel a
925-1399 szakasz kozott. A delécid a mcyE €s mcyD, az inszercida mcyT és mcyD spacer
régid kozott helyezkedett el. Az inszercids (IS) elem a Planktothrixmcy génklaszter 5° végénél
1év6 mcyT régidhoz kozel helyezkedett el. Az inszercids elemiink azonositdsanak érdekében a
génbankban tarolt szekvenciakkal probaltunk meg némileg hasonlé szekvencidkat keresni. Az
kodolo génszakaszaval, valamint a Synechococcus sp. jelatvitelében szerepet jatszo hisztidin
kinazzal és a tRNS(Ile)-lizidin szintetazzal mutatott hasonlosagot.

Az inszercids elemiink valdszintileg nincs hatassal a MC bioszintézisére, de érdemes
nem figyelmen kiviil hagyni, az egyes génrészletekkel hasonlosdgot mutatd szekvenciak
termékeinek funkcioit. A lizidin meghatirozza a tRNS(Ile) aminosav specifitdsat és a
kodonjat, valamint a hisztidin kindz szerepet jatszik a sejtmembranon keresztiil torténd
jelatvitelben. Mindkét termék funkcidja kapcsolatba hozhatdé a metabolit termelés
szabalyozasaval. Tovabba, a rekombinacionak is fontos szerepet tulajdonitanak, ami a mcy
génklaszter atrendezddését, az 1) szerkezeti MC variansok megjelenését, valamint a MC
mennyisé¢g modositasat eredményezheti (Kurmayer és mtsai., 2011; Ostermaier és Kurmayer,
2009). A MC csokkent termelése a mcy génklaszterben megjelend szerzett pontmutéaciokkal is
magyarazhato (Kaebernick és mtsai, 2001).

Osszehasonlitva a magyarorszagi algaviragzasok eredményeit az eurdpai virdgzasok
eredményeivel megallapithatd, hogy jelentds eltérés nincs. A sekély magyar tavakban is a
dominans faj a Microcystis aeruginosa volt és ezt kdvette a sorban a Planktothrix agardhii. A
rétegzett Kocka-toban a {6 mikrocisztin termelé a Planktothrix rubescens volt. A MC
variansok azonositdsara €s mennyiségiik meghatarozdsara a MALDI-TOF analizist és CE
analizist hasznaltunk. A viragzasok f&6 MC variansai €s koncentracioi kozott eltérés figyelhetd
meg itt is. A M. aeruginosa mintdkban a MC-LR, —RR, és a —YR variansokat, addig a P.
agardhii mintdkban inkabb a demetilalt forma a [Asp’] MC-LR fordult el nagyobb
mennyiségben. A P. rubescens viragzasok f6 MC tipusanak [D-Asp’, Mdha'] MC-RR format
azonositottuk. Megallapithatd, hogy a kapott eredmények &sszhangban dallnak mas

orszagokban megfigyelt virdgzasok eredményeivel.
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Korabbi hazai eredményekkel valo dsszevetés

Hazéankban az els6 vizviragzassal kapcsolatos kozlés 1934-ben jelent meg. Sebestyén
Olga a tihanyi Biologiai Kutatointézet eldtti Kis-6bolben augusztus 11-én zoldessarga
Microcystis aeruginosa és Microcystis flos-aquae okozta vizviragzast figyelt meg (Entz és
Sebestyén, 1942). 2010-ben a tihanyi Kis-6bolben vett mintdnkban a M. aeruginosa fordult
el tomegesen, pedig a Balatonon elsdsorban a nitrogénkotd fonalas fajok jelenléte a jellemzo
(Farkas és mtsai., 2014). A csirandvény teszttel megallapitottuk a minta toxikussagat és a
MALDI-TOF analizissel két MC varianst azonositottunk: MC-LR, —RR.

A masodik kozlés 1960. jalius 30-ardl vald, vilagoszold, savos vizvirdgzast észleltek
Balatonbogléaron a part kozvetlen kézelében egy védett bedblosodésben, melyet az Anabaena
flos-aquae idézett eld. A kovetkez6 vizviragzast Hortobagyi kozolte: 1960. augusztus 23-an a
balatonboglari part menti részeken Microcystis flos-aquae csomok usztak a vizben. A
Microcystis flos-aquae tovéabbi szort megjelenésti virdgzasairdl tettek jelentést, 1960.
augusztus 19-én €és 1961. szeptember 17. €és 19. kozott (Hortobagyi, 1962). Az elsé nagyobb
mértékli és hosszan tartd balatoni vizvirdgzasra 1966. szeptember 2-an figyeltek fel. A
jelenség a Keszthelyi-6bolben mutatkozott, a Zala torkolatdhoz kozel. A vizvirdgzas 6 km
széles és 11 km hosszu teriileten alakult ki, melyet egyetlen cianobaktérium faj okozott: az
Aphanizomenon flos-aquae. A hetvenes évek balatoni vizviragzasait szintén ez a faj idézte
eld. Rendszerteleniil, a nyari honapokban vizvirdgzast idézett eld 1982-ben, 1992-ben és
1994-ben a Cylindrospermopsis raciborskii (Padisak, 1995). A Velencei-tavon els6sorban a
Microcystis aeruginosa okozott jelentds viragzast (Kos és mtsai., 1995).

A Velencei-t6 esetében tulajdonképpen szokvanyos jelenségrol beszélhetiink, hiszen
évrdl évre a to egyes teriiletein elszaporodik a faj, és ahogyan emlitettiik, az 1990-es évek
elején komoly problémat is okozott. Az 1990-es viragzasbol izolalt M. aeruginosa BGSD-243
torzsbol két f6 MC varianst azonositottak, a MC—LR, —YR format. Csaknem 20 év elteltével
az altalunk gyljtott mintdkbdl az elébb emlitett két MC forman kiviil még egy ujabb MC
format sikertilt azonositanunk a MC—WR varianst.

A Kis-Balaton két mesterséges édesvizi viztarozobol és mocsarakbol all, melyek a
Zala foly6 deltajaban helyezkednek el. Azért hoztdk dket létre, hogy eldsegitsék a Balatonba
cianobakterialis vizviragzasok megjelenése. Két esetben a 4T jelzésii mintavevd helynél M.

aeruginosaés P. agardhii viragzast figyeltiink meg.
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Osszegezve a korabbi és mostani eredményeket megallapithatjuk, hogy a Microcystis
aeruginosa kordbban és most is eléfordult tomegesen a vizterekben. Uj virdgzast okozd
fajként irtuk le a Planktothrix agardhiit. Korabbi viragzasok toxin mintazatar6l sok adatunk
nincs, csak a Velencei-tobol izolalt BGSD-243 térzs mintanak azonosittak MC variansait. Az
altalunk gyljtott M. aeruginosa mintdkban minden esetben detektaltunk MC formékat. A
leggyakoribb MC tipusok a MC-LR, MC-RR, ¢s a MC-YR formék voltak. Ezzel 6sszhangban
volt a BGSD-243 torzs MC mintazata.
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6. Osszegfoglalas

A munkank sordn 6t éven keresztiil gy(ijtottiink mintdkat Magyarorszag kiilonb6z6
viztereiben megjelend algaviragzasokbol. A viragzasokat két jol ismert cianobaktérium faj a
Microcystis aeruginosa és a Planktothrix agardhii okozta. A csirandvény teszt segitségével
kimutattuk a mintdk eltérd toxicitasat. A mintak koziil négy esetben a csirandvény teszt nem
mutatott toxicitast. A legtoxikusabb minta a Bardos-tobol szarmazott.

A mustartesztben feltind gyokér novekedésgatldo komponenseket ioncserés
kromatografiaval, HPLC-vel megtisztitottuk, és MALDI TOF, NMR szerkezetvizsgalo
modszerekkel azonositottuk.

A MALDI-TOF MS analizissel a 14 mintdban 0sszesen 12 MC varidnst
azonositottunk. A M. aeruginosa viragzasokban minden estben detektaltunk MC formakat. A
M. aeruginosa viragzéasok leggyakoribb MC formai a MC-LR, MC-RR, ¢s a MC-YR voltak.
A P.agardhii virdgzasok kevésbé voltak toxikusak, mint a M. aeruginosa virdgzasok. A P.
agardhii viragzasok f6 MC formaja a [Asp’] MC-LR volt.

A mikrocisztinek koncentraciojat CE-sel mértiik. A MC tartalom 0,010 és 15,701
mg/szarazanyag MC-LR ekvivalens értékek kozott mozgott. A legnagyobb MC koncentraciot
a Bardos mintanal mértiik, ami 6sszhangban all a csirandvény teszt eredményével.

A vizviragzasok mintaibdl kinyert DNS-eket a MC bioszintéziséért felelos génekre
tervezett primer sorozatokkal teszteltiik. A 14 minta mindegyike pozitiv eredményt adott
legalabb egy mcy gén meglétére az elvégzett PCR reakcidk sordn, ezzel jelezték a gének
részvételét a MC termelésében. Ezek az eredmények dsszhangban élltak CE és MALDI-TOF
MS analizisekkel. Ez alol a Kis-Balaton (4T) minta volt a kivétel, ahol egy mcy gént (mcyT)
sikeriilt kimutatni, de a mintaban nem volt detektalhaté mikrocisztin.

Az észak-magyarorszagi Kocka-td felszinén vords szinli virdgzast figyeltiink meg,
amelyet a P.rubescens okozott. Megfigyelésiink egyedinek szdmit ebben a régidban, hiszen
ilyen virdgzasrol még orszdgunkban nem szamoltak be. A szélmentes kdrnyezet és a vizben
mért alacsony foszfor- és magas nitrogén koncentraciok kedveztek a faj megjelenésének. A
faj azonositasat klasszikus morfologiai és molekularis markerekkel (16S RNS gén, cpcBA-
IGS operon) hajtottuk végre. A Kocka tobdl izolalt P. rubescenst BGSD-500 koddal ellatott
torzsként laboratoriumban tenyésztettiik.

A Kocka-toban megjelend P. rubescens virdgzas nagy mennyiségi MC-t tartalmazott.
A MALDI-TOF és a CE mérések feltartak, hogy a {6 MC forma a terepi mintanal és az izolalt
BGSD-500 torzsnél a demetilalt MC-RR varidns. A molekula pontos szerkezetének
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meghatarozasat az 1D és 2D HSQC NMR spektrumok analizise tette lehetévé, a {6 MC forma
a NRM vizsgalat kovetéen:[D-Asp’, Mdha'] MC-RR variéns volt.

A CE analizissel mért MC koncentraciokat Osszehasonlitottuk, a terepi mintdban
Otszor nagyobb MC koncentraciot kaptunk, mint az izolalt BGSD torzsben. Ez a kiilonbség
annak koszonhetd, hogy a természetes populaciok kiilonbozo toxikus potencidllal rendelkezd
egyedek keverékei.

A BGSD-500 torzs mcy génklaszterének tanulmanyozasakor két mutaciot tartunk fel.
A delécio a mcyE és mcyD spacer régid kozott, az inszercionk a mcyT és mcyD spacer régio
kozott helyezkedett el. Bar ezek az elemek valdsziniileg nem befolyasoljak a MC
bioszintézisét, de nem hagyhatjuk figyelmen kiviil az IS elem egyes génrészletekkel
hasonlosagot mutatd szekvencidk termékeinek funkcioit. A hasonld szekvencidk termékeinek
funkcioi kapcsolatba hozhatok a metabolit termelés szabalyozasaval.

Osszegezve az utolsd évtizedekben szamos esetben beszamoltak Magyarorszag
kiilonb6z6é viztereiben megjelend toxikus cianobakteridlis virdgzasokrél. Eddig f6 MC
termeld fajként a M. aeruginosat és a P. agardhiit tartottdk szdmon. A mi eredményiink
bizonyitja elsdnek a P. rubescens magyarorszagi el6fordulasat és MC termelését. Ezzel a MC

termeld fajok szama eggyel novekedett az orszdgban.
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7. Summary

In our work waterbloom samples of Microcystis aeruginosa and Planktothrix agardhii
were collected from a variety of ponds, lakes and reservoirs in Hungary. The toxicity of
samples were tested by Sinapis test. The results presented that M. aeruginosa is more toxic
bloom-forming cyanobacteria than P. agardhii in Hungary. The most toxic sample was
collected at Bardos pond.In four cases, the ICsy was undetectable: the P. agardhii containing
samples from Kis-Balaton reservoir, Hajduhadh4dz and Gyula; and the M. aeruginosa
containing sample from Onod pond.

Samples were tested with matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) to identify the microcystin forms. The concentration
of the microcystins was measured with capillary electrophoresis. Twelve different chemical
forms of microcystin were detected in the fourteen samples. Microcystin-LR, microcystin-RR
and microcystin-YR were found as a frequent form in Microcystis aeruginosa but the most
common form in Planktothrix agardhii was the [Asp’] MC-LR.

Total microcystin concentrations varied between 0.010 and 15.701 mg microcystin-LR
equivalents g 'DW. The highest MC content was measured in the Bardos pond sample.

DNA was extracted from the samples and tested using a range of primers linked to the
biosynthesis of microcystin. All of the fourteen collected samples gave positive results for the
presence of the mcy genes with PCR products with sizes between of 425 and 955 bp,
respectively, indicating the presence of the genes implicated in the production of
microcystins. The only exception was the Kis-Balaton (4T) reservoir sample of P. agardhii.
This sample was found to contain microcystin synthetase gene (mcyT) but microcystins could
not be detected by MALDI-TOF MS.

In our study we reported the presence of P. rubescens bloom from a wind-sheltered,
stably stratified shallow lake with low phosphate and high nitrogen loads, where the Secchi
transparency was 1.2 m. The reddish color of cyanobacterial blooms was an unexpected
observation in our region and the causative organism was identified by classic morphological
markers and by 16S rRNA gene and phycocyanin operon (cpcBA-IGS) as molecular markers.

The results obtained in the Kocka pond thus confirm that the Planktothrix bloom
sample contained comparably high amounts of MC. The MALDI-TOF and the CE-analyses
demonstrated that the P. rubescens bloom sample and the isolated strain (BGSD-500)

primarily contain one main MC congener, a demethylated variant of MC-RR.
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Analysis of MALDI-TOF spectra and 2D HSQC NMR spectra provided evidence that
the molecule is identical to [D-Asp>, Mdha'] MC-RR. Comparing the concentration of the
MC congener in the bloom sample and in the isolated strain it can be clearly seen that the
bloom sample contained five times more MC than the isolated strain.

This difference may due to specific environmental conditions but it is important to
note a deletion in the spacer region between mcyE and mcyG, and an insertion were detected
at one site binding to the spacer region between mcyT and mcyD. Although our element has
probably no influence on the MC synthesis, considering the function of the product of the
partly similar sequences, it is worth discussing this possibility.

This current result confirms that the M. aeruginosa and P. agardhii next to the MC
containing P. rubescens represent a significant water quality problem in waters and in water

bodies used for recreational purposes in Hungary.
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10. Fiiggelék

1.

fiiggelék A PCR reakciok héprogramjainak paraméterei

A PCR program paraméterei a Microcystis sp. mikrocisztin génklaszterének vizsgalata esetén:

l.
2.

kezdeti denaturacio 94 °C 5 perc
denaturacio 95°C 1 perc, annealing homérséklet 1. tablazat alapjan 30 masodperc,
extenzi6 72 °C 1perc —35 cikluson keresztiil

végso extenzio 72°C 7 perc

A PCR program paraméterei a Planktothrix sp. mikrocisztin génklaszterének vizsgalata

esetén:
1.
2.

kezdeti denaturacié 96°C 5 perc
denaturacio 96 °C 1 perc, annealing hdmérséklet 1. tablazat alapjan 30 masodperc,
extenzio 72°C lperc —35 cikluson keresztiil

végso extenzid 72°C 10 perc

A PCR program paraméterei a P. rubescens mcy génklaszterében talalhatdé mutaciok

detektalasdhoz (2 kb, 500 bp):

l.
2.

kezdeti denaturacié 94°C 3 perc
denaturacio 94°C 30 masodperc, annealing hdmérséklet 2. és 3. tablazat alapjan 1
perc, extenzio 72°C 2 perc —35 cikluson keresztiil

végso extenzio 72°C 10 perc
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2. fiiggelék Planktothrix rubescens teljes mcy génklasztrét lefed6 primerparok (Kurmayer és mtsai., 2005).

Bazisparok

Primer . Forward szekvencia Tm (°C) Reverse szekvencia Tm (°C)
szama
1 452-2022 ATTGATCCCCTGATCAATGATCA 62,5 GCTAAACTGGGGCCATTGAGA 63,5
2 20024050 TCTCAATGGCCCCAGTTTAGC 63,5 CGCTGGCTAATACTCCCTCG 62,7
3 4031-6021 CGAGGGAGTATTAGCCAGCG 62,7 TTTGCATGGAAAGGGATCAATC 63,1
4 6000-8002 GATTGATCCCTTTCCATGCAAA 63,1 GATCGCTTCCCTGGGAATAATG 63,9
5 7981-10011 CATTATTCCCAGGGAAGCGATC 63,9 TGACCGATGGGTTTACCTGTG 62,9
6 9991-12009 CACAGGTAAACCCATCGGTCA 62,9 CCCAGTTTTCCCAAACCTCC 62,7
7 11990-13989 GGAGGTTTGGGAAAACTGGG 62,7 TCTCCACGCCCATAGCCAT 63,8
8 13971-16000 ATGGCTATGGGCGTGGAGA 63,8 CTGGCGGATTTCGAGTTGAT 62,3
9 15981-18021 ATCAACTCGAAATCCGCCAG 62,3 GCGGCCAGATTAGACTGCATT 63,6
10 18001-20076 AATGCAGTCTAATCTGGCCGC 63,6 GCGATGAGTGTCTGTTTAGTCCG 63,2
11 20054-21990 | CGGACTAAACAGACACTCATCGC 63,2 GATTTCCCGGTTTCATTGAGTG 62,7
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12 21969-23983 | CACTCAATGAAACCGGGAAATC 62,7 TTAGCAGCATTGGCTAAGACTGC 62,9
Primer Bézis,pzirok Forward szekvencia Tm (°C) Reverse szekvencia Tm (°C)
szama

13 23961-25999 | GCAGTCTTAGCCAATGCTGCTAA 62,9 GTTGTGAGATTGTTGGCGCC 63,8
14 2598028065 GGCGCCAACAATCTCACAAC 63,8 CTGAAATAACGGTATGTTGATCGGT 62,3
15 28042-30072 | CCGATCAACATACCGTTATTTCAG 62,3 GTTGCGCTTGAATGAAACGG 63,8
16 30053-32040 CCGTTTCATTCAAGCGCAAC 63,8 GTCCTTTGGGGTCTGTTGGATAC 62,9
17 32010-34020 | GTATCCAACAGACCCCAAAGGAC 62,9 AAGGCTCCCGTTGCTAAAAC 63,1
18 34001-36035 GTTTTAGCAACGGGAGCCTT 63,1 CGGGAATGGGTTCTCCTGTATAA 63,2
19 36013-38042 | TTATACAGGAGAACCCATTCCCG 63,2 AGGAAGCCACACTCCAACCAT 63

20 38022-40022 ATGGTTGGAGTGTGGCTTCCT 63 CTGTTAATTCGGGACGATGGAG 62,8
21 4000142060 | CTCCATCGTCCCGAATTAACAG 62,8 TTGTCATGGATGTGACGAGCA 63,3
22 4206044052 TGCTCGTCACATCCATGACAA 63,6 CTGATTGGACAGAACTGCTTGGA 63,7
23 44030-46036 | TCCAAGCAGTTCTGTCCAATCAG 63,7 GGTAAATGAACGCGGGGAAT 63
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24 46017-48031 ATTCCCCGCGTTCATTTACC 63 AATCGTCCCAAGTCTCCGGTA 62,9
Bazisparok
Primer ) Forward szekvencia Tm (°C) Reverse szekvencia Tm (°C)
szama
25 48011-50000 TACCGGAGACTTGGGACGATT 62,9 GACCGCCCATTCTAGCGATT 63,5
26 49981-51970 AATCGCTAGAATGGGCGGTC 63,5 AAAACCAAGGGCAGGAGGAA 63
27 51951-54058 TTCCTCCTGCCCTTGGTTTT 63 GTGAGTGCCATCCTGACAGCTAT 62,7
28 54036-55470 | ATAGCTGTCAGGATGGCACTCAC 62,7 GCACCCTAACTAACTCTGCAATCG 63,3
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3. fiiggelék Planktothrix rubescens mcy génklasztrében talalt deléciok és inszerciok a vizsgalatahoz hasznalt primerparok

(Christiansen ¢és mtsai., 2006).

Primer Pozicio Forward szekvencia :g) Reverse szekvencia :2)
1 2 CAAGCGCGCCGCA 46 TCGCTATTGATCATTGATCAGGG 60
2 474 AATAGCGATTTTCCCAAGCATTC 57 TGGTCACAGTATGGGCGGAT 60
3 925 ATCCGCCCATACTGTGACCA 59 TTCTTTAGGTCGTTAGGCTCCATT 58
4 1399 AATGGAGCCTAACGACCTAAAGAA 59 AAAACACCTGTCTTGCCGATTC 59
5 1851 GAATCGGCAAGACAGGTGTTTT 58 TCATTATTAACTGCTGTTCCTCGAA 58
6 2308 AGGAACAGCAGTTAATAATGATGGC 59 TTGGTTCCCGATGCTCCA 60
7 21880 | GCCAGTTTACATGATTCCTAGTTACTTTAT | 58 CATTCCATAGGCATTATGATTTTGA 58
8 22341 ATAATGCCTATGGAATGCCCAG 59 | TTGCCAGTCAGTATAATCTTTATAGTGAATT | 58
9 22786 | AATTCACTATAAAGATTATACTGACTGGCAA | 58 AAAGGATATTCTTGATTTTCATAAGCCT 58
10 23161 AGTCCTGCGGGATCAAATTAGA 59 AAAATCTTCAGCGAATAAGTCGCT 59
11 23612 AGCGACTTATTCGCTGAAGATTTTAA 60 AAGCCCATCTAAAATATTGAGAGCA 58
12 24003 CCCTATATTGGAAATGATGTAACCG 59 | TGCCAGAAGTAAATAGTAATAAGGCTTGA | 60
13 24458 TCAAGCCTTATTACTATTTACTTCTGGCA 60 AATGCTGGTTTAATGGCTCTATCTG 59
14 24911 AGATAGAGCCATTAAACCAGCATTTG 60 AATAAGTCAGTCTCTTGGATTTGATCAA 59
15 25341 GCATTCGCCCTCTTTGATCA 60 | CAGCTATAGGTAACTGACGATTAAAAAGTTT| 59
16 25761 CGAGTACACAACCAACTAGAAAAACTTT 59 ACATTCCCAACTCGATTGTAGGA 59
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17

26209

TCCTACAATCGAGTTGGGAATGT

59

AAAATAGTTCCTTGGGCTTGAGAA

58

Pozicio Forward szekvencia T Reverse szekvencia T
Primer O O

18 51608 CCAAAACCCGATCAAAGATCA 58 TGATCGATTAATTCTGCATATTGTTCTA 58
19 51990 | TGGCTGATTATTTAACGGATTATACTATCT | 58 GCTTGTATCCAATCATCTTCAACATC 59
20 52442 GATGTTGAAGATGATTGGATACAAGC 59 GTAGTTTCTTCTTTCCAATAGCCAAAA 59
21 52889 TTGGCTATTGGAAAGAAGAAACTACTT 58 AAGTATGCCGATCATATTGATTAACAA 58
22 53363 TTGTTAATCAATATGATCGGCATACTT 58 TGCGCCCACAATTTGTCA 59
23 53843 TGACAAATTGTGGGCGCA 59 TAGCTTTGTTTCGATTTATATATTACCCC 59
24 54308 AAGCTACTATAAACTTTTTGACCAGGCA 60 AAAAATCATCAGGTTCTTTATCACCAT 58
25 54763 | AAATAAATGGTGATAAAGAACCTGATGA | 58 CCCCCTGAATTTTTACCGGA 60
26 55211 TGACTCCGGTAAAAATTCAGGG 59 GCAAATCTTCCTGCTCCGAG 59
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4. fiiggelék Kiilonboz6 orszagokban megjelené M. aeruginosa MC koncentracioi és

formai
Mikrocisztin
Orszag Faj koncentracio Mikrocisztin variansok
(mg mL™)

Franciaorszag M. aeruginosa 5,06 [Dha’] MC-RR, MC-LR
Gorogorszag M. aeruginosa 2,565 MC-LR, -RR, -YR, -LA
Hollandia M. aeruginosa 5,27 MC-LR, -RR, -LY
Kenya M. aeruginosa 19,8 MC-LR, -RR, -YR

M. aeruginosa,
Lengyelorszag 1,687 MC-LR, -RR, -YR
M. flos-aquae,
[D-Asp’] MC-LR,
Marokko M. aeruginosa 8,8
MC-LR, -RR, -YR
Németorszag M. aeruginosa 5,595 MC-LR, -RR, -YR
Olaszorszag M. aeruginosa 1,16 MC-LR, -RR, -YR
[D-Asp’] MC-LR,
Portugalia M. aeruginosa 7,1
MC-LR, -RR, -YR
Romania M. aeruginosa 0,6 MC-LR, -RR, -YR, -WR
Szlovénia M. aeruginosa 1,0 MC-LR, -RR, -YR
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5. fiiggelék Kiilonboz6 orszagokban megjelend P. agardhii és P. rubescens MC formai

Orszag

Faj

Mikrocisztin variansok

Ausztria (Irsee-t0)

P. rubescens

[D-Asp’, Dhb’] MC-RR, [D-Asp’, Mdha'] MC-RR, [Asp’] MC-HtyR

Ausztria (Mondsee-t6)

P. rubecens

[D-Asp’, Mdha'] MC-RR, [D-Asp’, Dhb’] MC-RR

Ausztria (Schwarzensee-t0)

P. rubescens

[D-Asp’, Dhb’] MC-RR

Ausztria (Wannsee-t0) P. agardhii [D-Asp®, Mdha'] MC-RR, [Asp’] MC-LR
Japan (Kasumigaura-t6) P. agardhi [Asp’] MC-HiyR, [Asp’] MC-LR
Lengyelorszag P. agardhii [D-Asp’] MC-LR, [D-Asp’] MC-YR, [D-Asp’] MC-RR
Nagy- Britannia (Blelham-t6) P.agardhii

[Asp’] MC-HtyR, [Asp’] MC-LR

Németorszag (Ammersee-t0)

P. rubescens

[D-Asp’, Mdha'] MC-RR, [D-Asp’, Dhb’] MC-RR

Németorszag (PloBsee, Plon)

P.agardhii

[D-Asp’, Mdha'] MC-RR, [Asp’] MC-LR

Norvégia (Steinsfjorden- t0)

P. rubescens, P. agardhii

desmethyl- MC-RR és LR

Olaszorszag (tobb t0)

P. rubescens

[Dha’] MC-RR, [D-Asp’, (E)-Dhb’] MC-RR, MC-RR, MC-YR, MC-LR

Svéjc (Ziirichi-to)

P.rubescens

[D-Asp’, Dhb’] MC-RR, [D-Asp’, Mdha’] MC-RR

Svéjc (Hallwilersee- t0)

P. rubescens

[D-Asp’, Dhb’] MC-RR, [D-Asp’, Mdha’] MC-RR, [Asp’] MC-LR

Szlovénia (Bled-t6)

P. rubescens

[D-Asp’] MC-RR, [D-Asp’, D-Glu (OMe)°] MC-RR

Spanyolorszag (El Atazar-t6)

P. rubescens

[D-Asp’] MC-RR, [Dha’] MC-RR vagy [D-Asp’, (E)-Dhb’] MC-RR
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