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Bevezeto

Az ipari forradalom kezdetétdl a természeti kdrnyezetbe az ember egyre nagyobb
mértékben beavatkozott. Ez a tevékenység oda vezetett, hogy mdra jelentdsen megvaltozott a
légkor, a talaj, a felszini és felszin alatti vizek allapota. E foldi szférak koziil a legfontosabb a
felszini vizek allapotanak védelme, mely csak annak pontos ismeretével valosulhat meg.

A novények nagy része nem képes a viz mindségének gyors valtozasdhoz alkalmazkodni.
Ennek kovetkeztében szdmos faj tlinik el az &shonos é€l6helyérdl. Minden ndvény belsd
sajatossagai szerint valtozatossagot mutat, igy ugyanazon kornyezeti stresszre mas-mas
reakciokkal valaszol. Szamos esetben egyik ¢él6lényfaj életfolyamataival sajatos
¢letkoriilményeket teremt mas faj szamara.

A talajok és édesvizek emelkedd sotartalma globalis problémava valt, nemcsak a
mezogazdasadg, hanem a kornyezetvédelem ¢€s a biodiverzitds megdrzése szempontjabol is.
Hasonloképpen a banyaszati és nyersanyag-feldolgozasi tevékenységek kornyezetszennyezd
hatdsa, ennek idoben torténd monitorozasa az ¢élettudoményok egyik alapvetd aktualis
kutatasteriilete. Ilyen irdnyban a novényekkel végzett 6kofiziologiai kutatasok, bar a fejlett
orszagokban lendiiletesen fejlodnek, nalunk kevésbé elterjedtek.

A kutatas célja a hasonlosagok és Iényegi kiilonbségek azonositasa abban, hogy az
édesvizek két gyakori ndvénytipusa: egy planktonikus zoldalga és a vizen Usz6 hajtasos
novényformat képviseld békalencse életmiikodési paraméterei miként valtoznak meg a
vizmindség modosuldsanak hataséra, a sotartalom és a rézkoncentracié ndvekedésére. Tovabba
szintén célunk a vizmindség valtozasara érzékenyebb, és ezaltal hatasosabban felhasznalhato
fizioldgiai paraméterek azonositasa.

Hasonl6 kornyezeti hatdsokra, kiilonb6zo tipusu ¢€ldhelyeken az egyes életmiikodések
mas-mas mértékben és iranyban valtozhatnak. Feltételezhetd, hogy az alapvetd alkalmazkodasi
mechanizmusok alapja azonos mind az algaban, mind a békalencsében, ellenben a kialakul6
tliroképesség megnyilvanulasi formai valtozatosak lehetnek. Feltételezéseink alapjan a kétféle
névény életmiikodési paraméterei azonos irdnyba de eltérd mértékben valtoznak a sostressz és

a réztoxicitas hatasa alatt.




Kétféle vizindvény valaszreakcidinak dsszehasonlitasa a vizmindség valtozasakor 3

El6z6 tanulméanyok alapjan a masodik hipotézis az, hogy az egyiittesen jelenlévd
sostressz  €s réztoxicitdas nem egymastol fliggetleniil, hanem egymassal valamilyen

kolcsonhatasban eredményez valtozasokat a vizi ndvények életmiikddéseiben.

I. Elméleti alapok

I. 1. A vizi kornyezet minoségének biomonitorizalasa

A novények azon tulajdonsdga, hogy az dket éré kornyezeti stresszre elvandorlassal
vagy elrejtézéssel nem valaszolhatnak, egy sor specifikus valaszreakci6 kialakulasat
eredményezi. Ebbdl kifolyolag az élettani paraméterek szoros kapcsolatban vannak a kdrnyezet
mindségének valtozasaval, olyannyira, hogy mindségi és mennyiségi meghatarozasokat lehet
végezni Aaltaluk. Az indikitor novények sok esetben nemcsak jelzik moddosuldsaival a
megvaltozott kornyezeti allapotot, hanem a kiilonb6z6 szennyezO anyagokat — testiikben
felhalmozva — kivonjak a kornyezetbdl (fitoextrakcid és fitoremediacid). Ezen képességgel
rendelkezé novényeket az akkumulacids indikatorok csoportjaba soroljuk.

Ahhoz, hogy az indikatorndvények alkalmasak legyenek biomonitorizalasra, meg kell
felelniiik néhany alapvetd kovetelménynek: az illetd teriiletre nézve endémikus fajnak kell
lenniiik; a gyokerek egységesen és gyorsan ki kell fejlédjenek csirdzaskor, hogy szilard
rogziilést tegyenek lehetdvé; a mérhetdéség miatt, gyors novekedési tulajdonsaggal kell
rendelkezniiik; érzékenyek legyenek a stresszorra, viszont kelld toleranciat mutassanak, hogy
tuléljek a karos kornyezeti hatast; statisztikai megbizhatdsaggal rendelkezzenek az akkumulalt
¢s a kornyezetben jelenlévo szennyezok 6sszehasonlitdsaban (Rai és Takabe, 2006).

A tapasztalat azt mutatja, hogy szamos esetben kiilonbdzd stresszorra ugyanazon
novények hasonld képen reagadlnak. Emiatt alakult ki a biomonitorizdlasban az integralt
modszerek hasznalata, ami feltételezi az indikator fajok hasznalatat, az analitikai kémia
modszereivel egyiittesen.

Az algdk a leggyakrabban hasznalt indikator fajok a vizi kornyezet mindségének
vizsgalatdban. Az 0sszes vizi élohelyen alkalmazhatok, és széles szennyezési skala elemeire
reagalnak. Rovid generécidju él6lények, gyors monitorizalasi folyamatot biztositva. Az egyéb

mikroorganizmusokkal egyiitt foleg a vizek szervesanyag tartalmanak a meghatirozasara
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alkalmazzak. Emellett a peszticidek, nehézfémek, és szamos mesterségesen eldallitott szerves
anyag indikatorai. Masodlagos hatasuk a tobbtényezds kornyezeti valtozas kimutatasaban
nyilvanul meg, mely sordn tobb kornyezeti paraméter valtozasa soran egyetlen, azoktol
kiilonb6z6 paraméter valtozik meg (pl. pH). A békalencse mely uszik a viz felszinén, az algdk

mellett kivalo peszticid és feliiletaktiv anyag indikator (Jenks és Hasegawa, 2006).

I. 2. A kornyezeti stresszhatasok altal kivaltott reakciok a névényekben

A novény és kornyezete kozti kiegyensulyozott kapcsolat akkor jon létre, ha a kdrnyezeti
paraméterek az optimum intervallumon beliil talalhatok. Stresszfaktor lehet egy optimumtol
jelentésen eltérd kornyezeti tényezd, de lehet egy addig a ndvény szamdara ismeretlen
kornyezeti tényez6 is. A kornyezeti tényezé akkor tekinthetd stresszfaktornak, ha a ndvény
valamely ¢életfolyamatait géatolja (a hatds az optimum-intervallumon kiviilre esik). A
stresszfaktorok altal 1étrehozott jelenséget stresszhatasnak nevezziik.

A stresszhatas megsziintetésére a novény kiilonbozé véddanyagokat termel, emiatt a
kiils6 stressz miikodési megterhelésnek mindsiil. Ha a stressz rovid é€letii, idétartamu, valamint
mérsékelt erejli, akkor a ndvény teljes felépiilést érhet el (normalis anyagcsere, stabilizalodott
¢letmiikddési folyamatok). Ha a stresszfaktor hosszt idén keresztiil hat a restabilizacid csak
részleges lehet, ami kovetkeztében a ndvényben mar morfoldgiai elvaltozasok is végbemennek
(pl. novekedéscsokkenés). Ez a kiilonbozo €lettani reakciok tipusa miatt van, melyek lehetnek
elasztikus (a stressz utdni idoben visszaallnak az eredeti allapotba), vagy plasztikusak
(modosult allapotban maradnak).

Ha egy kis intenzitasi stresszfaktor sokszor jelentkezik a ndvény életében, akkor a
novény un. tirdképessé valik az illeté kornyezeti terhelésre. A stresszhatdsok szamos esetben
hatasaik altal atfedik egymast, ez azt jelenti, hogy egyes esetekben az egyfajta stresszhatassal
szembeni tlir6képesség kialakulhat egy masik stresszhatds altal indukalt akkomodacioként is.
Ez az un. kereszttolerancia elonyods a novények életfolyamatai szadmara. Jo példa a glutation
felhalmozasa altali védekezés, mely kozrejatszik az oxidativ stressz, a patogének 4altali
tamadas, nehézfém toxicitds, xenobiotikus stressz, a szarazsdg és a hostressz lekiizdésében

(Madhava és mtsai, 2006).
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A stresszhatds szerint megkiilonboztetiink egy masféle felosztast is: eustresszt
(élénkitéen hat a ndvények életfolyamataira, biztonsagi készenléti allapotot tartva fenn), €s
distresszt (ez annyira megterheld, hogy a ndvény nem tudja elviselni karosodas nélkiil).

A kornyezeti karos tényezOok hatdsanak folyamata tobbszakaszos. Els6 fazisban, ahogy
egy karositd kornyezeti tényezd megjelenik, valamely élettani folyamat normalis allapota
megvaltozik, azaz lecsokken a normalis szint ald, rovid ideji akut karosodast okozva. A
kovetkezd fazisban megjelennek a kiilonbozd ellensulyozd mechanizmusok. A restitucio
(eredeti szintre valo helyredllitds) utan kovetkezik az edzddés folyamata. Ilyenkor az
¢letmiikddés a normalisnal magasabb szintre emelkedik, amit a ndvény megtart a tolerancia
teljes ideje alatt. Amikor a stresszhatds a tiiréshatart atlépi, bekovetkezik a kimeriilés fazisa
(ebben az esetben kronikus karosodas jelentkezik). A végsd regeneracid szakaszaban a
karosodas kijavitasa torténik, visszaallitva az életmiikodést az eredeti allapothoz kozeli szintre

(Huang, 2006).

I. 2. 1. A nem sdékedvel6 novények halotoleranciajanak megnyilvanulasi formai:
ozmoregulacio, sajatos iontranszport, antioxidans védelem

A novények életkoriilményeiknek eredményeképpen széles skalan helyezkednek el a
kornyezeti hatdsokra adott valaszreakciok szempontjabol. Emiatt egyes ndvények jol tlrik a
so0s vizeket, mig masok ugyanilyen korilmények kozott elpusztulnak. Az antropogén
hatasoknak, valamint a globalis kornyezeti valtozdsoknak kovetkezményeképpen olyan fajok
kényszeriilnek sos kozegben ¢élni, amelyek addig nem ismerték ezt a kornyezeti stresszhatast. A
novényi szervezetben a magas NaCl koncentracié vizpotencial csokkenést (vizvesztést),
ionfluxus valtozast (pl. elégtelen kélium- ¢és kalciumfelvételt) és toxikus hatast (pl.
enzimgatlast) eredményez. (Parida és Das, 2005). A hatasok egylittesen novekedéscsokkenést
valtanak ki. Ezen tGlmenden a f6los sOémennyiségnek zavard hatdsa van a fo élettani
folyamatokra: csirdzasra, viragzasra, fotoszintézisre, fehérjeszintézisre, energia- ¢€s
anyagcserére. A gyokérsériilés (sarga bevonat megjelenése), a levelek széleinek elhaldsa, a
korai elsargulas a sostressz morfologiai kovetkezményei. Ahhoz, hogy a novény elviselje e
kornyezeti kéros hatotényezot, tobbszintli és tobbkomponensii védekezési mechanizmust

alakitott ki: ozmoregulécio, sajatos iontranszport, antioxidans védelem.
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a) Ozmoregulacio

Az ozmoregulacid soran a szervezet olyan vizben oldodo, kis molekuldji szerves
anyagokat termel, melyek nagy mennyiségben felhalmozdédva szabalyozzdk a belsd
vizegyensulyt anélkiil, hogy megzavarndk a novény metabolizmusat. Ezeket az anyagokat
ozmolitikumoknak nevezziik. Ezek az oldott szerves anyagok nem szolnak bele a novény
biokémiai reakcioiba, mindamellett, hogy potoljak és helyettesitik a kiilonb6z6 kationokat,
melyeket a novény eltavolit a sostresszel szembeni védémechanizmus sordn. Ily médon nem
gatlodnak az enzimek a miikddésiik soran. Az ozmolitikumok az emlitett szerepet ellatva
megvalositjak a fellépd hidrosztatikai nyomaskiilonbségek kiegyenlitését, altaluk a ndvényi
megOrizni viztartalmat (Tester €s Davenport, 2003).

Az ozmolitikumok néhany esetben lehetnek ionok (pl. K'), de fSleg oldott szerves
anyagok. Ilyenek az egyszerti cukrok: fruktoz és glukédz; a cukoralkoholok: glicerol, mannitol,
szorbitol; az Osszetett cukrok: trehaloz, raffindz és fruktan; aminosavak: prolin, glicin-betain,
B-alanin-betain, prolin-betain; kéntartalmu vegyiiletek: kolin-szulfat, dimetil-szulféonium-
propinat (Yokoi és mtsai, 2002).

Az ozmolitikumok gyakran vegyi védd szerepet toltenek be, ugyanis eltavolitjak a
sejthartya sériilt alkotoit és a sejt halalat okozd karos oxigénformakat, valamint védik és

stabilizaljak a fehérjéket és a sejt szerkezetét (Bartales és Sunkar, 2005).

b) Sajatos iontranszport

Belso fizikai-kémiai egyensuly (homeosztazis) az ¢él6 sejtek alapvetd feltétele. A
kornyezetbol a novényeket gyakran a szokatlantdl eltérd, magas ion koncentraciok érik. Ilyen
lehet a magas sokoncentracio is. Ekkor gyorsan megvaltozik a citoplazma kémiai dsszetétele.

A sejten beliili Na'/K" egyensuly létfontossagli szamos enzim miikddéséhez és szerves
molekula épségéhez, valamint a membran potencial fenntartasahoz, ha ez felbomlik szamos
enzim és ezaltal a metabolizmus gatlodik. A magas sdkoncentracié miatt a ndvényekben a Na*
mennyisége ndvekszik, a K'-é pedig csokken. A hajtdsos ndvényekben a NaCl akkumulacié

linearisan ndvekszik az idétartammal, valamint a f6l6s s6 mennységével (Wahid és Ghazanfar,
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2006). A sajatos iontranszporton beliil megvalosul egy aktiv (Na'/H" antiporter altali) és egy
passziv (diffuzi6 altali) Na' transzport (Zhu, 2003).

¢) Antioxidans védelem

Sostressz hatasara a novényi sejtekben megnd a szuperoxid gyok és hidrogén peroxid
koncentracidja. Ez gyakran membranlipidek peroxidacojat eredményezi, ami altal sériil a
membranok szerkezete. Az antioxiddns védekezés céljaval a sotlirés kialakuldsa soran
fokozodik az aszkorbat peroxidaz (APX), a katalaz (CAT), a szuperoxid diszmutdz (SOD) és
glutation reduktaz (GR) enzimek aktivitasa, ugyanakkor erds sostresszre vald érzékenység

esetén ezeknek a véddenzimeknek a mennyisége csokken.

I. 2. 2. A réztoxicitas hatasara kialakulo élettani valtozasok

A novényi életfolyamatok egészséges miikodése szamara sziikséges a Cu jelenléte, de
ugyanakkor magas koncentracié esetén mérgezd hatasai vannak. Fontos szerepet jatszik
szamos ¢letfolyamatban: fehérjék miikodésének szabalyzasaban, fotoszintetikus elektron-
transzportban, mitokondridlis 1égzésben, oxiddzok aktivatoraként (a szuperoxid diszmutédz, a
citokrom oxidaz, aminooxidazok esetében) stb.

A thlzott rézmennyiség erésen mérgezo a novény szamara. Gatolja a gyokérnovekedést,
nekrozist és klorozist okoz a levelek szintjén, a fotoszintetikus pigmentek mennyisége csokken.
A szulthidril csoportokhoz kapcsolodva fehérjéket kérosit, ami enzimgatlashoz és a
membrantranszport folyamatok zavarahoz vezet, ugyanakkor megbontja egyéb esszencialis
tapelem (pl. Vas, mangan, cink) hidnyat, tovabba oxidativ karosoddst okoz (Drazkiewicz és
mtsai, 2003; Yruela, 2005).

A magas réztartalom szamos helyen gatolja a fotoszintetikus folyamatokat, a fényelnyeld
pigmentek kialakulasat €s a ndvények biomassza-gyarapodasat (Sancenon €s mtsai, 2004).

A nehézfém-toxicitassal szembeni tlirOképesség alapja a fémfolosleg Ilekotése
fitokelatinokkal, valamint a fémkomplexek elszigetelése a sejtfaltérbe torténd kivalasztassal
vagy a vakuolumba valo berekesztéssel. A szerves savaknak fontos szerep jut e fémek

lekotésében.
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I1. Anyag és modszer

II. 1. A novényi anyag és a kisérleti koriilmények

A laboratoriumi koriilmények nagy eldnye a természetes koriilményekhez viszonyitva az,
hogy azok a fizikai ¢és kémiai paraméterek, melyek nagymértékben befolyasoljak a kisérleti
alanyok novekedését és fejlodését, tetszés szerint modosithatdak, jol kovethetdek, és allandd
értéken tarthatoak.

Kisérleteink soran olyan ndvényeket kellett keresni, melyek a természetben széles kdrben
elterjedtek, és alkalmazhatok a kornyezetben is bioldgiai indikdtorokként. A kivalasztott
zoldalga és a békalencse olyan fajonak bizonyultak, melyek elegendd ellenalld képességgel
rendelkeznek, de ugyanakkor kell6képpen érzékenyen reagalnak a valtozasokra.

A Scenedesmus opoliensis conobidlis szervezddéslti zold mikroalga (Chlorococcales,
Scenedesmaceae) AICB141 torzse eldnyos kisérleti alanynak bizonyult. A Scenedesmus
nemzetség a Chlorophyceae osztdly Chlorococcales rendjének Scenedesmaceae csaladjdba
tartozik (Komarek és Fott, 1983).

A sz¢ls6 sejtek kozépen kissé kihasasodnak, a végiik fele elkeskenyednek, és polusuk
lemetszettnek tinik. A koztes helyzetli sejtek olykor kiss¢ ferdén helyezkednek el a
conobiumokban, annak kozéptengelyéhez viszonyitva. A sejtek hossza (10)-12-22-(28) um,
mig szélessége (2,5)-4,5-6-(8,5) um kozott valtozhat.

A Lemna minor a Lemnaceae csaladban 1év6 Lemnoideae alcsalad tagja. A Lemna minor
faj az egész viladgon elterjedt (kozmopolita). A békalencse egyszikli zarvatermd. Sajatossaga a
csokevényes hajtasban egymadssal 0sszendtt rovid szar és egyetlen levél. A ketto talalkozasi
helyébdl egyetlen el nem agazd gyokér ered. Virdgzata egyetlen him virdgot tartalmaz egy
porzdval és két néi virdgot egy-egy termdvel. Edesvizek feliiletén vegetativ médon nagyon
gyorsan szaporodik. A mintat a Kolozsvari Botanikus Kert meleghazabol vettiik, ahol mar
eleve meghatarozott fajt kaptunk.

A kutatés sordn mindkét ndvény esetében a kdvetkezo kisérleti valtozatokkal dolgoztunk:

1. Kontroll
2. 150 mM NacCl folosleg
3. 25 uM Cu f6losleg
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4. 150 mM NaCl + 25 uM Cu f6losleg

A tenyészetek fenntartdsa érdekében egyszerli Osszetételii szervetlen tapoldatokat kell
késziteni, amelyek kielégitik a ndvények dsvanyi tdpanyagsziikségleteit.

A Scenedesmus opoliensis tenyésztéséhez a Kuhl-Lorenzen (KL) tapoldatot hasznaltuk.

A tapoldat Osszetétele és elkészitése: 1011 mg”‘l'1 KNO;, 621 mg”‘l'1 NaH,PO4*H,0, 179
mg*I”" Na,HPO4*12H,0, 22 mg*I" CaCl,*6H,0, 7 mg*1™" FeSO4*7H,0, 1 mg*l”" mikroelem
torzsoldat. A csapadékképzddés elkeriilése végett a tapsokat egyenként, meghatarozott
sorrendbe mértiilk be, mindig az el6z6 tapso lathatd feloldédasa utan. Fontos tényezd a pH
értékének helyes bedllitasa. Az alkotoelemek feloldasa és a desztillalt vizzel valo higitas utan
20%-o0s NaOH oldattal 6,5-re kell allitani. Az igy elkészitett tapoldatbol mindenik valtozénak
kimértiik a 200 ml mennyiséget. A kontroll csoport tdpoldata valtozatlan maradt, a kisérleti
csoportokhoz pedig hozzdadtuk az altalunk el6zéleg meghatarozott NaCl (150 mM), CuSOy4
(25 uM), és a NaCl (150 mM) + CuSO4 (25 uM) mennyiségeket. A megfeleld Osszetételi
tapoldatok elkészitése utan beoltottuk 10 ml-rel ugyanabbdl a steril algatenyészetbol. Mindezt
ugy, hogy minden pipettazas eldtt megfeleld modon felkevertiik. Ez utobbi miivelet lehetdve
teszi, hogy egyforma algamennyiség keriiljon az egyes valtozatokba. Az atoltas steril 1égteri
oltofiilkében tortént, megakadalyozva ezzel a tenyészetek befert6zését.

A Lemna minor esetében a 4-szeresen higitott Hoagland-féle tapoldat biztositotta a
sziikséges asvanyi makro- €s mikroelemeket. A tapoldat dsszetétele: 1,25 mM KNOs, 1,25 mM
Ca(NOs3)2, 0,5 mM MgSOy, 0,25 mM KH,PO4, 4 uM FeEDTA, pH = 6,5. Az elkészités
moddszere megegyezik a KL tapoldat elkészitésének a mddszerével. Mindenik Petri-csészébe
50 ml tapoldatot adagoltunk. A kontroll csoport tdpoldata valtozatlan maradt a kisérleti
csoportokhoz pedig hozzdadtuk az altalunk el6zdleg meghatarozott NaCl (150 mM), CuSO4
(25 puM), és a NaCl (150mM) + CuSO4 (25 pM) mennyiségeket. A kovetkezd 1€pésben
mindegyik Petri-csésze tapoldatira 200-200 békalencsét helyeztiink ugyanabbdl a kezdeti
populéaciobol.

2 -1
*s™ fotonfluxus-

A tenyészetek fenntartasa mindkét ndvény esetében 90 umol foton*m’
slirliségli fehér fénnyel vald, napi 14 6ras megvilagitassal tortént, 25+2°C hémérsékleten.
A statisztikai feldolgozhatosag érdekében mindegyik kisérleti valtozatbol hdrom ismétlést

végeztiink.
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II. 2. Az indukalt klorofill-fluoreszcencia paramétereinek mérése

A klorofill-fluoreszcencia paraméterei a fényenergia fotoszintetikus hasznosulasanak a
mértékérdl nytjtanak kozvetlen €s pontos informéciot. Ezért a klorofill-fluoreszcencia
mérésének modszere egy nagyon érzékeny és korszerti modszer a novényeket éré kdrnyezeti
stresszhatasok mértékének meghatarozasaban.

A Kkisérletek soran foleg két paraméter értékét vizsgaltuk: Fm/Fv és ®@. A sotétadaptalt
novényekben torténd konvencionalis klorofill-fluoreszcencia mérés a kovetkezd paraméterekre
tamaszkodik: Fo (a sotétadaptalt minta alapfluoreszcencidja), Fm (maximalis fluoreszcencia a
sOtétadaptalt mintaban), Fv (fluoreszcencia-véaltozds, mely az alap- ¢és maximalis
fluoreszcencia kiilonbsége). A modulalt klorofill-fluoreszcencianak is két paraméterét
hasznéltuk: Fs (egyensulyi fluoreszcencia), Fm’ (az a fluoreszcencia intenzitds, amely a
fényhez adaptalt novényeknél mérhetd, mikor minden PSII reakcidcentruma zarva van).

Az Fv/Fm ardny értéke az elnyelt fényenergia hasznositdsanak maximalis (potencialis)
hatasfokat méri, és értéke normalis mikodésu fotoszintetikus rendszerben 0,8 koriil van. A ®-
vel jelolt effektiv (aktudlis) fényhasznositdsi kvantumhatdsfok azt mutatja, hogy adott
koriilmények kozott az egyéb energiaatalakitasi €s levezetési folyamatok mellett az elnyelt
fényenergia mekkora hanyada hasznosul vegyi energia formajaban az 0j szerves tapanyagok
bioszintézise soran.

A fluoreszcencia mérések egy ndvényi teljesitményméré fluoriméterrel (FMS 1,
Hansatech, Egyesiilt Kirdlysag) tortént. A ndvényi anyagot mérés eldtt a miiszer mintatartd
részében 10 percig hagytuk sotétben adaptalodni, ezutan pedig lemértiik a konvencionalis €és a

modulalt klorofill-fluoreszcencia paramétereit.

I1. 3. A fotoszintetikus pigmenttartalom spektrofotometrias meghatarozasa

A  novényi sejtek f0 fotdszintetikus pigmentjeinek a meghatdrozasara a
spektrofotometrids modszer nagyon jol alkalmazhato, szerves oldoszerrel torténd kivonas utan.

A vizsgalt algasejtek pigmenttartalmanak (klorofill-a, klorofill-b, karotenoidok)
kivonasahoz extrahaloszerként dimetilformamidot hasznaltunk. Mindkét ndvény esetében
lemértiik a mennyiséget, amelybdl a kivonat késziilt, az alga esetében pedig szlrletet

készitettiink ismert térfogata (50 ml) sejttenyészetbdl. A kioldds 3 ml dimetilformamiddal
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tortént zart livegben 2 napig soOtétben tartva a mintdkat. Mérés el6tt az algamintakat
centrifugalassal (5 percig 5000 g-n) tisztitottuk meg a szilard részecskéktol.

Mindegyik fotoszintetikus pigmenttipusnak sajatos fényelnyelési (abszorpcios)
spektruma van, jol meghatirozott hullimhossz értékeken taldlhato maximumokkal. A Jasco
tipus UV-Vis spektrofotométerrel (Japan) mértiikk a pigmentkivonatok fényelnyelését 663,8
nm-en, 646,8 nm-en és 480,0 nm-es hulldimhosszon. A szamitdsok a kovetkezd képletek
alapjan torténtek: klorofill-a = 12*Agess — 3,11%Acues (Ug chl—a*ml'l); klorofill-b =
20,78*Ass63 — 4,88*Ase3s (LE chl—b*ml'l); karotenoidok = 1000*A4g00 — 1,12*klorofill-a —
34,07*klorofill-b (ng karotenoid*ml™) (Porra, 1991).

I1. 4. Az algatenyészetek sejtsiirtiség-valtozasanak citometrias meghatarozasa és a
békalencse biomassza-produkcidjanak gravimetrias meghatarozasa

Az algapopulaciok egyedsiiriségének nyomon kovetése a sejtosztodasok ilitemének
mikroszkopos sejtszamlalassal vald kovetésével tortént. Minden 5. nap, ugyanabban az 6raban
a Biirker-kamra felhasznalasaval (annak beosztési segitségével) véletlenszerien meghatarozott
40 mezdben szamoltuk meg az algasejteket, minden kisérleti valtozat mindgyik ismétlésénél
(Prat, 1994). A kapott szamokat sejt*ml” értékekre adtuk meg. Mivel a véltozatok azonos
kiindulo sejtstirtiségiiek voltak, lehetdség nyilt az eredményeknek egymassal szemben torténd
Osszehasonlitasara és kiértékelésére.

A békalencse esetében analitikai mérleg segitségéval hataroztuk meg a tenyészetek nyers

tomegének idébeni valtozasat és a tenyészidd végén elért szaraz biomasza-mennyiségét.

srer

A novények az életfolyamatok fenntartasdhoz sziikséges anyagcseréjiik kozben szamos
szervetlen anyagot vesznek fel abbdl a kozegbdl, melyben élettevékenységiiket folytatjak.
Aktiv felvétellel az ott jelenlévo anyagokat képesek felhalmozni szervezetiikben.

A kisérleti csoportok koziil kettében szerepel NaCl f6losleg. Annak kimutatasara, hogy a
tapkozegben jelen levd mennyiségbdl a tenyészidd alatt a névények mennyi natriumot vontak
ki a vizbdl és gyljtottek fel testiikben, langfotométert hasznaltunk. Mindkét ndvény esetében

az ismert tomegli szarazanyaghoz hozzaadunk eldszor 2 ml 65%-o0s HNOs-at, majd 0,5 ml
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30%-0s H,0,-ot. Ezutin konstans hémérsékleten (90°C-on) homokfiirddben 2 oraig féztiik,
majd hagytuk szobahOmérsékletre lehiilni. Az igy nyert oldatot 25 ml-re higitottuk desztillalt
vizzel, ugy hogy kozben jol belemostuk a f6zésre hasznalt liveg falardl az oda keriilt oldatot. A
25 ml oldatot leszfirtiik, és az 4tsziirddott oldatbdl langfotometrias modszerrel meghataroztuk a
Na mennyiségét. Az eredményeket a kontrollhoz viszonyitva szédzalékaranyban tiintettiik fel.
Az eredmények feldolgozasdhoz a Microsoft Excel statisztika és elemzd programot
hasznaltuk. A kontrollhoz viszonyitott eltérések szignifikanciajat minden kisérleti valtozat

esetében kiilon-kiilon a Mann-Whitney teszttel vizsgaltuk (p < 0,05-re).
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II1. Eredmények és kiértékelésiik

III. 1. A fényenergia hasznositasanak maximalis és aktualis (effektiv) hatasfoka a
kétféle vizindvényben a séstressz és a réztoxicitas hatasara

A novények elsddleges szerepe minden életk6zosségben a napfény energidjanak
felhasznaldsa 10 szerves tapanyag-mennyiségek elsOdleges termelésére. A fotoszintetikus
pigmentek altal elnyelt fényenergianak csak egy bizonyos része alakul at hasznosithato vegyi
energiava, masik része fluoreszcencia vagy hdkibocsatas formajaban elvész. Minél kedvezdobb
korilmények kozott fejlodik egy novény, a felfogott fényenergianak annal nagyobb része
hasznosul kémiai uton a szén-dioxid asszimilaciojaban.

Az eredmények azt tiikrozik, hogy ugyanolyan stresszkoriilmények kozott a kétféle

vizindvény fényenergiat hasznositd képessége nem egyforma modon valtozik (1. dbra).
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1. dbra: A maximalis fényhasznositasi hatasfok valtozéasa sostressz és réztoxicitas hatasara
sotétadaptalt novényekben mért indukalt klorofill-fluoreszcencia alapjan (Fv/Fm — valtozo és

maximalis fluoreszcencia kozti arany, n = 3, p <0,05)
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A maximalis fényhasznositasi hatdsfok mas a zéldalganal és mas a békalencsénél. Ez utobbi a
NaCl-foloslegre sokkal érzékenyebben reagalt, mint a Cu-tobbletre, mig az alga esetében az
alkalmazott so- és rézkoncentraciok a kloroplasztiszok fotoszintetikus késziilékében nem
okoztak zavart a fényhasznositasi képesség tekintetében. Mindez azonban csak akkor igaz,
amikor a kétféle stressztényezot kiilon-kiilon alkalmaztuk. Ellenben akkor, amikor tarsitottuk a
magas sokoncentraciot a réztobblettel, a két kedvezdtlen tényezO egyiittes hatasara a
fényhasznositasi képesség gyakorlatilag teljesen megsziint mind az alga, mind a békalencse
esetében. Ez azt mutatja, hogy a sostressz €s a réztoxicitas a fotoszintetikus fényhasznositas
szintjén nem egyszerlien Osszeadodik, hanem egymas hatasat fokozzak, és egymassal
kolesonhatasban sokkal erdteljesebb gatlashoz vezetnek, mint kiilon-kiilon. Egyiittesen oly
mértékben terhelik a ndvényt, amit mar nem tud mas folyamatokkal kivédni.

Az effektiv fényhasznositasi kvantumhatasfok (2. dbra) értékei azt mutatjdk, hogy a
békalencse fotoszintetikus késziiléke érzékenyebb a sotobblet hatdsara, mint az algag,
ugyanakkor a maximalis kvantumhatasfokhoz hasonloan az effektiv fényhasznositasi hatasfok

is erdteljesen lecsokken a sostressz €s a rézfolosleg egyiittes jelenlétében.
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2. abra: Az effektiv fényhasznositasi kvantumhatasfok (@) valtozasa sostressz és réztoxicitas

hatasara a modulalt klorofill-fluoreszcencia paraméterei alapjan (n =3, p < 0,05)
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ITI. 2. A sostressz és a rézfolosleg hatasai a vizsgalt novények fotoszintetikus
pigmenttartalmara

Zoldalgékban és hajtasos ndvényekben egyarant a fotoszintetikus pigmenteket a klorofill-
a, a klorofill-b és a karotenoidok képviselik. Ezek olyan sajatos novényi anyagok, melyek a
kloroplasztiszok tilakoidmembranjaiban rogziilten elnyelik a novényt éré fény vords és kék
sugarainak energidjat, és ezt az energiat elvezetik a fotokémiai reakciokdzpontokhoz, ahol egy
része atalakul hasznosithatd vegyi energidva. A fotoszintetikus pigmentek bioszintézisét €s
lebomlésat, ezaltal pedig mennyiségiik valtozasat szamos kornyezeti tényezd befolyésolja, ami
altal ezek a kiilsd tényezok kihatnak a ndvények energiagylijté és energiahasznositd
képességére. A klorofilltartalom valtozasa 0Osszefliggésben 4all az indukalt klorofill-
fluoreszcencia paramétereivel, hiszen a fluoreszcenciaként kibocsatott fény a klorofill

molekuldk feldl nem jut el a fotokémiai hasznositas helyére.

20 g Osszklorofill
18 _—T-_ o Klorofill-a
g 16 1 & Klorofill-b
:g 14 1 T 0 Karotenoidok
E 12
‘" 10
”
T 8
o
ES I
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7] 150 mM NacCl 25 uM Cu 150 mM NaCl
+ 25 uM Cu

3. dbra: A magas sotartalom €s a rézszennyez€s hatasai a zoldalga klorofill és karotenoid

pigmenttartalmara (n =3, p <0,05)

Az algasejtek fotoszintetikus pigmenttartalmat a réztdbblet fokozottabban csokkenti, mint
a 150 mM-os NaCl koncentracio, a két stressztényezd egylittes jelenlétében pedig hatasuk

Osszeadodik, igy a legkisebb pigmenttartalom a sofolosleget és rézfolosleget egyarant
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tartalmaz6 tapkozegekben észlelhetd. A klorofillok mennyisége minden esetben nagyobb
mértékben csokken, mint a karotenoid pigmenteké. A békalencse esetében, az algaval
ellentétben, a sostressz nagyobb mértékben csokkenti a fotoszintetikus pigmenttartalmat, mint
a réztoxicitas, ugyanakkor a két vegyi tényezé hatidsa ebben az esetben is additiv mddon
nyilvanul meg (3. és 4. dbra). Az alganak a NaCl-dal szembeni fokozottabb tolerancidja itt is
kimutathatd. A békalencsénél nem szignifikans a kiilonbség a NaCl és a Cu hatasa kozott a

fotoszintetikus pigmentek szintjén.

0,45
047 £1 Osszklorofill

2 0,35 0 Klorofill-a
=§ 03 1| 1F H Klorofill-b
8 {‘ O Karotenoidok
& 0,25+ T
b _
- 0,2 i
g 0,15 - !
£
o
= 01+

0,05 1 - H—1 ] :;:

(7] 150 mM NaCl 25uM Cu 150 mM NaCl
+ 25 uM Cu

4. dbra: A magas sotartalom és a rézszennyezés hatdsai a békalencse klorofill és karotenoid

pigmenttartalmara (n = 3, p < 0,05)

A zoldalga és a Dbékelencse fotoszintetikus pigmenttartalmanak értékében
nagysagrendbeli kiilonbségek jelentkeznek (3., 4. dbra). Ennek oka, hogy az alga egysejtii €s
minden sejtben van egy-egy nagy kloroplasztisz tele klorofillal, mig a békalencsénél vannak
nem asszimildlo gyokérelemek, szintelen véddszoveti sejtek és szintén kloroplasztiszok nélkiili
szallitoszoveti elemek, tovabba a levelek belsd asszimilalod sejtjeiben kisebb térfogataranyban
talalhatok kloroplasztiszok, mint a zoldalgandl. gy a szarazanyagra vonatkoztatott klorofill

mennyiség értéke a békalencsénél joval kisebb.
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Ugyanazok a kornyezeti koriilmények gyakran nem egyforma mértékben befolyasoljak a
kiilonbozd fotoszintetikus pigmentek mennyiségének valtozasat, igy a pigmenttipusok kozti
arany valtozik. Jelen esetben a zoldalgaban a klorofill a/b ardny sostressz hatdsara nott,
réztobblet hatdsara csokkent, a magas so0- €és rézkoncentracio tarsitott alkalmazasakor pedig
erdteljesen hanyatlott. Ez arra utal, hogy a sostressz a klorofill-b-re hat erdsebben, a réztobblet
pedig a klorofill-a mennyiségét csokkenti fokozottabban. Ez utobbi hatas érvényesiil a két
stresszor egylittes jelenlétében is. A klorofillok és karotenoidok kozdtti mennyiségi arany
erésen megnd a soO- €s rézfolosleg egyiittes hatdsara, ami azt mutatja, hogy a kombinalt
vizmindség-valtozas erdteljesebb karos hatast fejt ki a karotenoidokra, mint a klorofillokra. Az
algaval ellentétben a békalencse esetében a klorofill/karotenoid arany nem valtozik
szamottevéen a kontrollhoz viszonyitva, és a klorofill a/b ardny is csak a sO- €s rézstressz

tarsitott alkalmazéasakor csokken jelentésebb mértékben (5. és 6. dbra).
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5. abra: A fotoszintetikus pigmentek mennyiségi aranyanak valtozasa az algaban a vizmindség

valtoztatasanak a hatasara (n =3, p < 0,05)




Kétféle vizindvény valaszreakcidinak dsszehasonlitasa a vizmindség valtozasakor 18

30
25
20
15
10
5 O = NN
0 r__\iiiiii [ s [ s SR
@ 150 mM NaCl 25yM Cu 150 mM NaCl
+ 25 uM Cu
O Klorofill-a / Klorofill-b @ Klorofoll / Kartotenoid |

6. abra: A fotoszintetikus pigmentek mennyiségi aranyanak valtozasa a békalencsében a

vizmindség valtoztatasanak a hatasara (n =3, p < 0,05)

III. 3. A sostressznek Kitett novények bioakkumulacios képességének vizsgalata a
névényi sejtek Na* tartalma alapjan

Aktiv széllitasi folyamatokkal a novények képesek a testikben felhalmozni a
kornyezetiikbdl felvett kiilonb6z6 anyagokat, és ha ezek kornyezetszennyezd vegyliletek, akkor
a bioakkumulacié soran e novények bizonyos mértékben megtisztitjak ¢élohelyliket a
szennyez3déstél. A Na', ami a magas sotartalmii vizbdl halmozodik fel a novényi sejtek
vakudlumaéban és sejtfaldban, nem esszencialis tdpelem a novények szamara, nagy mennyisége
pedig kifejezetten karos hatasu.

Az eredmények azt mutatjak (7. abra), hogy a békalencse erdsebb natrium-akkumulaciéra
képes, mint az alga, ugyanakkor a réztobblet jelenlétében az alga Na-halmozéasa novekszik,
mig a békalencséé csokken. A Cu folosleg jelenléte az algatenyészetekben serkenti a Na'

s

tesztnovény Na-akkumulacidja egymashoz kozeli értékeket mutat.
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7. dbra: A natrium bioakkumulacidja a zoldalgaban és a békalencsében

A békalencse képes a sostressz idétartalma alatt (15 nap) a kontroll altal akkumulalt
mennyiség tobb, mint 300%-at is felhalmozni, ezzel szemben az alga ugyanezen i1d6 alatt alig
60%-at akkumulalja. A Cu f6losleg jelenléte esetén a bioakkumulacids képesség az alganal

kozel 250%-o0s.

ITII. 4. A vizmindség valtozasainak hatasa a vizsgalt novények populacidinak
fejlodésére és biomassza-termelésére

A populaciok egyedsiriiségének a valtozasa Osszefliggésben all az élettérben hato
kiilonbozé kormyezeti paraméterek valtozasaval. Igy a populdcié dinamikaja szdmszeriileg
értelmezve informaciot szolgaltat az ott lezajlodo folyamatokral.

Az algatenyészetek sejtstiriiségének id6beni valtozdsa mas-mdas kinetikat mutat a
kiilonb6zo kisérleti valtozatokban, ami a kdrnyezeti koriilmények mindségével kapcsolodik
Ossze (8. abra).

A stresszmentes (kontroll) algapopulaciot sejtszamban fokozatos, de allando novekedés
jellemzi. A beoltas pillanatatol az 6todik napig az Osszes tobbi kisérleti valtozatot sejtszam-
csokkenés jellemzi. Altalaban ezen iddszak alatt a novények megsinylik a valtozasokat, az

érzékenyebb egyedek elpusztulnak vagy nem szaporodnak. Ezutin a fennmaradd egyedek
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fokozatosan kialakitanak egy bizonyos mértékii tliroképességet és az 1j koriilményekhez

alkalmazkodva elkezdenek osztddni, kialakitva egy ujabb, edzett populaciot.

90000
>
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£ 60000 | I
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50000 - /
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40000
30000 ‘ ‘
0.nap 5.nap 10.nap 15.nap

8. abra: Az algapopulaciok egyedsiiriiségének idobeni valtozasa NaCl-dal és CuSOs-tal valod

vizszennyez¢Es hatasara (n = 3)

A NaCl-os kozegben fejlodé algapopulaciok egyedszam-valtozéasat tekintve hosszabb
edzddési folyamat figyelhetd meg. Magyarazhato ez azzal, hogy a gyengébb stresszhatas nem
valt ki erés védekezést a novény részérdl. A 15-ik napon mar sejtszam-gyarapodas észlelhetd a
fennmaradt, tlirdképes egyedek osztodasanak kovetkeztében. A vizsgalati idészak elso
részében az érzékenyebb egyedek (sejtek) elpusztultak, a masodik szakaszban pedig azok a
sejtek, amelyek tulélték a kedvezdtlen hatast, bizonyos fokig tlir6képessé valtak a 150 mM-os
NaCl-dal szemben.

A legtdbb algasejt pusztulasat a 25 uM-os Cu f6losleg valtotta ki, de az erds stressz gyors
hozzaszokasi folyamatot idézett el6. A 10-ik napon mar szaporodas jellemzi a tenyészeteket. A
réz gatlo hatasa a sotobblet jelenlétében kezdetben mérséklddik, majd a kettds stresszhatasnak
kitett tenyészetek sejtsiirlisége kozeledik a rézfolosleggel kezeltek alacsony értékéhez. A
sejtszam-valtozas tekintetében a sostressz és a rézfolosleg hatdsai nem adodnak 6ssze €s nem

fokozzak egymast, hanem a sétobblet enyhiti a réztobblet hatasat.
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A Dbékalencse tenyészetek végsd szaraz biomassza-mennyiségét a sostressz nem
modositotta szamottevoen a kontrollhoz képest, ugyanakkor a réztdbblet, elsésorban a fokozott
gyokérnovekedés eldidézése altal, megnovelte a békalencsék biomasszajat. Ez a hatas viszont

mar nem érvényesiilt a réztobblet és a sotdbblet tarsitasakor, amikor az egylittesen hatd két

stressztényezO biomassza-csokkenést eredményezett (9. abra).
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9. ébra: A békalencse (100-100 egyed) szaraz biomassza mennyiségének valtozasa NaCl-dal és

CuSOs-tal vald vizszennyezés hatasara (n = 3)

A tenyészetek makroszkopikus morfologiaja azt mutatja, hogy réztdbblet hatasara a

békalencsék zold szine elhalvanyodik, mig magas sdkoncentracid jelenlétében a levelek
teljesen kifehérednek (2. kép).
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1. kép: A 150 mM-os NaCl folosleggel kezelt algapopulécio részlete kétsejtes conobiumokkal,

keskeny sejtekkel (citometria soran készitett fénykép, 400-szoros nagyitas)

2. kép: A békalencse tenyészetek kozti morfologiai kiilonbségek
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IV. Kovetkeztetések

1. Mig a kis békalencse szamos életmiikddési paramétere a sostresszre érzékenyebb,
mint a réztoxicitdsra, addig a Scemedesmus opoliensis zo6ldalga fokozottabb
tlirdképességet mutat a magas NaCl-koncentracidoval szemben, mint a viznek 25 uM Cu-
ionnal torténd szennyezodésének hatasara. Ez a differencialt érzékenység megmutatkozik
példaul a fotoszintetikus pigmenttartalom valtozasanak mértékében €s a biomassza-
mennyiség csokkenésében.

2. A fotoszintetikus  fényenergia-hasznositdas maximalis kvantumhatasfoka a
békalencsénél a NaCl hatasara erésebben csokken, mint a Cu-tdbblet hatdsdra, mig az
alga jol toleralja mindkét stressztényez6t akkor, ha ezek kiilon-kiilon hatnak. A séstressz
és a réztoxicitds egyiittes jelenléte, egymds hatasat multiplikativ modon felfokozva,
mindkét novénytipus esetében megsziinteti a fényenergiat hasznositd képességet.

3. A fotoszintetikus pigmenttartalom csokkenése jo biokémiai indikatora a magas
sokoncentracio €s a réztdbblet iranti érzékenységnek. Mig az alga klorofill- és
karotenoidtartalma a réztoxicitas hatasara, addig a békalencséé a sotobblet kovetkeztében
csokken szamottevobben. A soOstressz €s a réztoxicitas egyiittes jelenléte additiv modon
eredményez erdteljes pigmenttartalom-csokkenést.

4. A kiilonbozd fotoszintetikus pigmentek kozotti mennyiségi arany erdsen valtozik az
alganal (pl. a sostressz és a réztobblet egylittes alkalmazasakor a klorofill a/b arany
erdsen csokken, mig a klorofill/karotenoid arany nagymértékben emelkedik), de allando
szinten marad a békalencsénél.

5. A 25 uM-os réztobblet hatasara a békalencse a normalisnal nagyobb gyokeret fejleszt
¢s tartalékainak felhaszndldsaval, a kedvezOltlen hatas ellenstlyozasara, felfokozza
novekedésének iitemét, ami testtomeg-gyarapodasként észlelhetd.

6. A békalencse erdsebb natrium-akkumulédciora képes, mint az alga, ugyanakkor a
réztobblet jelenlétében az alga Na-halmozasa ndvekszik, mig a békalencséé csokken.

7. Az algapopulaciok egyedsiiriségének iddbeni valtozasat tekintve megallapithato,

hogy a sotobblet enyhiti a réztdbblet osztodasgatld hatasat. A békalencse esetében a
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széraz biomassza mennyiséget a sostressz alig befolydsolja, a réztdbblet noveli, a s6- €s
réztobblet egyiittes jelenléte pedig csokkenti.

8. A sostressz és a réztoxicitds a vizsgalt édesvizi zoldalga és a békalencse szdmos
¢letmiikddési paramétereit lényegesen eltéré mértékben befolyasolja kiilon-kiilon és
egymassal tarsitottan alkalmazva. Az alganal a vizmindség sotobblet- €s réztdbblet altal
eléidézett valtozasat legjobban tiikrozé paraméter a vizsgaltak koziil a fotoszintetikus
pigmentek koOzotti mennyiségi ardnyok valtozdsa, mig a békalencse esetében a
fotoszintetikus fényhasznositds hatasfoka tiikrozi érzékenyebben a kedvezdtlen hatasok
mértékét. Magas sokoncentracio jelenlétében a békalencse natrium-akkumulacios
képessége kifejezettebb, ellenben az algdé réztobblet hatdsira fokozodik, mig a

békalencséé csokken.
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