DokTor1 (PHD) ERTEKEZES

TERMESZETES KORNYEZETI STRESSZOROK ES XENOBIOTIKUMOK
HATASA ViZI MIKROSZERVEZETEKRE

KESZITETTE:
LAZAR DIANA

KEmiAl £S KORNYEZETTUDOMANYT DOKTORI ISKOLA

DOI:10.18136/PE.2026.989

TEMAVEZETOK:

DR. LENGYEL EpINA PHD

TUDOMANYOS FOMUNKATARS

PRroF. DR. SzEKAcs ANDRAS PHD, DSc

EGYETEMI TANAR, TUDOMANYOS TANACSADO

PANNON EGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI KOZPONT

VESZPREM
2026






TERMESZETES KORNYEZETI STRESSZOROK ES XENOBIOTIKUMOK HATASA
ViZI MIKROSZERVEZETEKRE

Az értekezés doktori (PhD) fokozat elnyerése érdekében késziilt a Pannon Egyetem
Kémiai és Kornyezettudomanyi Doktori Iskolaja keretében
Kornyezettudomanyok tudomanyagban

[rta: LAZAR DIANA

Témavezetdk: Dr. Lengyel Edina, Prof. Dr. Székacs Andras

Elfogadasra javaslom: igen / nem.

témavezeto

Elfogadasra javaslom: igen / nem.
témavezeto

Az értekezés biralatra bocsathato.
TDHT elnok

A jelolt az értekezés nyilvanos vitajan ........ %-ot ért el.

A biral6 Bizottsag tagjai:

Veszprém,

Veszprém,

EDHT elnok



Tartalomjegyzék

ROVIAILESEK JEGYZEKE.uuuererurriersnricsrnricssaninssnnissnresssisssssisssssnsssssesssssesssssesssssosssssssssssssssssssssssssssses 6
KIVONAL..aaaiiiiiiiiiiiitiiniinniitinnenitiiniieccneissssseisssiesessssesssessssssssessssssssesssassssssssassssssssssssasens 7
ADSTIACT.cuuiiiiiiiiiiiieiiinniitictiestecaeisssesssesssstssstssssesssessssssssasssassssessssssssssssassssesssssssansssassssasssae 8
Résumé 9
L. AItA1ANI0S DEVEZELES...vurverrerrersersrssesssssssssessessssessesssssessessesssssessssessessessassssessssessessasssssssassens 12
1.1. Felszini vizeket érintd antropogén hatdsoK............cccueevviiriieiiienieiiienie e 12
L 1.1 KIMAVAIIOZAS. ...ttt st 12
1. 1.2, SZAINIZACIO. ¢ttt et sttt 14
L. 1.3, EUTOTIZACIO .ottt st st 15
1.1.4. NOovEényvedOszer-hasznalat............c.oocveeiieiieniieiieeie e 17
1.2. Bioindikacid €és bioindiKAtOroK..........cc.eeeiiiiiiiiiieiieeieeiee e 18
L.2.1. KOVAQIGAK....ceiiiiieeiiieie ettt et aee e ebeesnae e 19
1.2.2. KEK- €5 ZOIAAIZAK. ......oruiiiiiiiiiiiieeeeeee e 22
1.2.3. Fotoszintézis, mint fizioldgiai iINdiKAtOT............ceevieriieiiiiiieieieeeere e 24
L.30 CIKITUZES. ...ttt ettt et sat e b et sieens 28
2. A klimavaltozas lehetséges hatasainak elorejelzése kovaalgafajok fotoszintetikus
aktivitasa alapjan 29
2.1  BEVEZELES. ..ttt ettt 29
2.2, ANYAZ €S MNOASZET ... .eeeeeiieeeiieeiiee ettt ete e ette e et e et eesateeetaeeesaeesssaeesssaeessseeensseeensseens 32
2.2.1. 1zolalas és a tenyészetek fenntartasa..........cceecveeeeiieeiiieeeiieeeiee e 32
2.2.2. OKOfiZiolO@ial KISEIIEt............oveeieriiiieeeeeeeeee ettt 33
2.2.3. MOAEIIRZES. ...ttt e 34
B TR B (ST 110 1<) 1) <) SRR 36
2.3.1. A fotoszintetikus JellemzOK...........cceeeeiieeiiieeiieeieeee e 36
2.3.2. Optimum €8 tOlETANCIA......uveeereiieeiiieeiieeeiteeeiee e et e e eteeesaeeeseaeeeereeeareesneeeenseeas 36
2.3.3. MOAEIIRZES. ...t 39
2.4, DISZKUSSZIO. ...ttt ettt ettt ettt ettt et e sa e et e bt e e nateeabeeaee 41
2.4.1. A mult (1970-2000).......cceeeeeieeiieeee ettt et e be e see e 41
2.4.2. A KOzelmult (2005-2015) . ccuieiiiieieeeeiee et 42
2.4.3. A JOVO (2041-2000).....cc0ceeeeeeeieieeiienieeeeeee sttt ee sttt et st eneen 43
3. Maleinsav-hidrazid hatasa a teratogén formak kialakulasara egy kovaalga-faj
esetében 45
B BEVEZELES. ..ottt et 45
3.2, ANYAZ €S MOUSZET.....cccuiieiieeiieeiieeiie ettt et et e et e sieeebeesaee s bt essaeenseesseesnseeseesnseenseanas 47
3.2.1. Teny€szet fONNLATtASA. ... ..ccueeeiieiieeiiieiie ettt ettt sae e e saeensees 47
3.2.2. Kisérleti DEAIITTASOK. ......ccvuiieiiiiiieiiecie ettt 47
3.2.3. Vizsgalt fiziologiai parameéterek...........couoevuieriiiiiieniiieiieicceee e 48
3.2.4. Statisztikal €leMZES.......cccuieriiiiiieiieiit e 51



T B 3 (T4 101121 )] RS 52

3.3.1. SejtsZAMNOVEKEAES. ....ccuveeeeerieiiiie ettt et e e e e aae e e aee e saeeeens 52
R I B0 o 14 1 1<) 1) @SSRS 53
3.3.3. Fotoszintetikus aKtiVILAS........covuiiiiiiiiiiiieeiee e e 56
3.3.4. ENZIMAKEIVIEAS. ....eoiiiiiiieiieeieee e st 57
T B TR 3103 a2 21 (o) o o ST RS 58
3.3.6. Terato@en fOTMAK..........ceviuiiiiiieeeiie ettt et e e eesebeeeenaee s 59
3.3.7. A G. parvulum valaszreakcioinak analizise a MH-koncentracio €s az expozicios
1O fUGGVENYEDEI.......eiiiieiiecie ettt ettt et aaeeabeesnneenseens 62
3.4, DISZKUSSZIO ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt et st b e et be ettt e b eanes 64
4. Fluoreszcencia alapu miiszer fejlesztése és alkalmazhatosaga gyomirto szer
0Kkotoxikologiai VIZSZAIAtADAN.....ccovueierreicrrueinisanisssnnisssarcssnnesssnsssssnsssssssssssssssssssssasssssassssnanes 69
A1 BEVEZELES. ...ttt et et naees 69
4.2, ANYAZ €S MNOASZET....uvveeeiiieeiieeeiieeeieeeeieeesteeesteeessteeessseessseeasaeessseeessseeensseeensseessees 72
4.2.1. Algakultirak fenntartdsa...........cccueeeuieeeiieeiiie et 72
A.2.20 A INUSZET ..t sttt 73
4.2.3. Mérési paraméterek optimalizaCiOfa........cccueeveuveeriiieeriiieeiiie et 76
4.2.4. Osszehasonlitds mas mOdszereKKel............oooevevovevceiueueeieeeceeeeeeeeeccee e, 76
4.2.5. Alkalmazasa €desVIZDen. .........cooiiiiiiiiiiiiiiici e 77
4.2.6. Algacsoportok aranyainak vizsgalata Dikroikus Fluorométer rendszerrel......... 78
4.2.7. FluoroMeter Modul alkalmazasa dkotoxikologiai vizsgalatokban..................... 78
4.2.8. Statisztikai ErteKeles. .........ooiiiiiiiiiii 79
G TR B (<16 110 1<) 1) <) PRSP 80
4.3.1. Az elokisérletek eredmeEnyei........ccueeeueeeriieeriiieeiieeeiie e 80
4.3.2. A Kiilonb6z6 mddszerek kozotti korrelacio, LOD, LLOQ és ULOQ
MEZNALATOZASA. ...c..eevteiiiieeteeet ettt ettt ettt ettt et b et sbeeees 81
4.3.3. Zold- és kékalgak fluoreszcenciajelei édesvizekben Dichroikus Fluorométer
RENASZEITEL. ... et 83
4.3.4 Az algacsoportok aranyainak vizsgalata a DFS rendszerrel...........c.ccocvveennnnnee. 85
4.3.5. Potencidlisan vizszennyezd gyomirtoszer-hatdanyag lebomlasanak vizsgalata és
algatoxicitasanak értékelése FluoroMeter Modullal (FFM).........ccccoooiiiiiiiiininnnne 86
4.4, DISZKUSSZIO...c..ceuvieiiiitieieeiteeit ettt ettt ettt ettt st b ettt b e et 87
5. OSSZEFOGIALAS. c..vueurreerererressersssssssesssssssessssssssssessssssssssssssssssssesssssssessssssssssasessssassssesssssssassess 91
0. TOZISPONLOK...ceruerrrenrreireensunnssnensnnssannsnesssesssnssssnsssnssssesssssssssssssssssasssssssassssassssasssssssassssassnns 94
7. Key Results in Thesis POINTS....cuciueeiieiiennsnensnnisnensenssnnssnenssnesssesssnssssssssncsssessssssssssssasnne 96
8. KOSZONetNYIIVANILAS...c.ccvueireeisiiieisnecsensinsnecseisecsnecsasssecsseesssssesssecsssssessssssssssesssessasssssssssasns 98
9. IrodalomMJEGYZEK....ccuueeeireisueiseisensuecsunisenssensaecsensancssecsasssesssecsssssessssssasssesssessssssssssssssessassaees 99
10. Mellékletek 128




Roviditések jegyzéke

ATP Adenozin-trifoszfat
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Kivonat

Az édesvizi rendszerek a foldi Okoszisztéma alapvetd elemei, amelyek az emberi
tarsadalom szdmara is kiemelten fontos Okoszisztéma-szolgaltatasokat nyujtanak.
Napjainkban ezekben a viztestekben szamos biotikus és abiotikus valtozds megy végbe,
melyek egyarant eredhetnek természetes és antropogén folyamatokbol. A foldi vizkészletek
gyorsan fogynak, a meglévok allapota pedig folyamatosan romlik. A vizi 6koszisztémak
megovasa, allapotanak vizsgalata és folyamatos monitorozasa kiemelt jelentségii. A jelen
értekezésben bemutatott kutatas kozéppontjaban a mikroszkopikus algak - mint az édesvizek
fontos ¢€ldlénycsoportjai - allnak, melynek célja (i) a klimavaltozas és (ii) egy novényvédoszer
algdkra gyakorolt lehetséges hatasainak feltardsa, valamint (iii) egy alga-biomassza
detektalasara alkalmas miszer fejlesztése.

Az eredmények egyértelmiien jelzik, hogy az éghajlatvéltozassal jard
homérsékletnovekedés szamottevd hatast gyakorol a szikes tavak dominans elsddleges
termeldinek szamitd Nitzschia fajok fotoszintézisére, tovabba a fotoszintetikusan aktiv
idészakuk hosszara: a fotoszintetikus teljesitmény novekedése, valamint vegetacios periddus
két honappal torténd meghosszabbodasa varhato.

A maleinsav-hidrazid novényvéddszer alacsony és magas koncentracioban alkalmazva
is teratogén morfoldgiai elvaltozasokat idézett eld a Gomphonema parvulum tenyészetben
anélkiil, hogy annak szaporodasi kapacitds csokkenését okozta volna. A gyomirtdszerrel vald
kezelés kimutathaté pozitiv hatast gyakorolt a sejtek lipid-tartalmara és a POD-aktivitésra,
mig a pigmenttartalom ¢s a fotoszintetikus aktivitds tekintetében nem dallapithatd meg
egyértelmil Gsszefiiggés.

A kutatasunk sordn egy modularis felépitésii, fluoreszcencian alapuld miszeres
rendszer prototipusanak (FluoroMeter Modul) a kifejlesztése is megtortént, amely alkalmas az
algastiriség in situ mérésére. A fluorométerrel kapott jelek jol korrelaltak a hagyomanyos
modszerekkel (pl. Biirker-kamras sejtszdmlalassal) és érzékenyebb kimutatasi hatarértékeket
értiink el. A kifejlesztett fluorométer gyakorlati alkalmazhatdsagat tekintve kivaloan alkalmas
algatoxicitasi vizsgalatokra is, amelyet az Raphidochelis subcapitata-val végzett
okotoxikologiai  teszttel  demonstraltuk, az isoxaflutole  gyomirtdszer-hatdanyag

felhasznalasaval.



Abstract

Freshwater systems represent fundamental components of terrestrial ecosystems and provide
ecosystem services of outstanding importance to humans. Currently, numerous biotic and
abiotic changes are taking place in these water bodies, driven by both natural and
anthropogenic processes. Global freshwater reserves are rapidly diminishing, and the
condition of existing resources is continuously deteriorating. Thus, the protection, assessment,
and continuous monitoring of aquatic ecosystems are of paramount importance. Microscopic
algae are key constituents of freshwater habitats and the present dissertation aims to (i)
explore the potential impacts of climate change, (ii) investigate pesticide-induced
morphological and physiological alterations in experiments with a representative species, and
(ii1) develop an instrument capable of detecting changes in algal biomass.

Our results indicate that climate change exerts a significant influence on the
photosynthesis of Nitzschia species that are the dominant primary producers of soda pans, as
well as on the duration of their photosynthetically active period (PAP). An increase in
photosynthetic performance and an extension of the PAP by approximately two months are
anticipated.

We examined the effects of the plant growth regulator maleic hydrazide on the diatom
species Gomphonema parvulum under laboratory conditions. Our findings show that maleic
hydrazide, at both low and high concentrations, induced teratogenic morphological
abnormalities in G parvulum cultures without reducing their reproductive capacity. Moreover,
treatment with the herbicide exerted a detectable positive effect on cellular lipid content and
POD activity, whereas no clear relationship could be established with respect to pigment
content or photosynthetic activity.

As part of this research, we developed a modular, fluorescence-based instrumental
system prototype (FluoroMeter Module) suitable for the in situ measurement of algal density.
For the experiments, we employed a green alga (Raphidocelis subcapitata) and a
cyanobacterium (Microcystis aeruginosa) as model organisms. Fluorescence-based
determination of algal density was validated using conventional methods (e.g., Biirker
chamber cell counting). Signals obtained with the fluorometer showed strong correlations
with traditional techniques, while achieving more sensitive detection limits. The practical

applicability of the FluoroMeter Module was demonstrated through a growth-inhibition



ecotoxicity assay with R. subcapitata using the herbicidal active ingredient isoxaflutole. The

results indicate that the FluoroMeter Module is highly suitable for algal toxicity assessments.



Résumé

Les systemes d’eau douce constituent des ¢léments fondamentaux des €cosystémes terrestres
et fournissent des services écosystémiques d’une importance majeure pour les sociétés
humaines . Actuellement, ces masses d’eau subissent de nombreux changements biotiques et
abiotiques, résultant aussi bien de processus naturels que d’activités anthropiques. Les
réserves mondiales d’eau douce s’amenuisent rapidement, tandis que 1’état des ressources
existantes se dégrade continuellement. La protection, 1’évaluation et le suivi régulier des
¢cosystemes aquatiques revétent ainsi une importance cruciale. Cette thése porte sur les
algues microscopiques — un groupe d’organismes essentiels dans les eaux douces — et vise
(1) a analyser les effets potentiels du changement climatique, (ii) a étudier les altérations
morphologiques et physiologiques induites par les pesticides, et (iii)) a développer un
instrument capable de détecter les variations de biomasse algale.

Les résultats de la modélisation indiquent clairement que le changement climatique
exerce une influence significative sur la photosynthese des espéces de Nitzschia — principaux
producteurs primaires des lacs alcalins — ainsi que sur la durée de leur période d’activité
photosynthétique. Une augmentation de leur performance photosynthétique et un
prolongement d’environ deux mois de leur période végétative sont attendus.

Nous avons examiné les effets de 1’hydrazide maléique, un régulateur de croissance
végétal, sur ’espéce de diatomée Gomphonema parvulum dans des conditions de laboratoire.
Nos résultats montrent que 1’hydrazide maléique, appliqué a faibles comme a fortes
concentrations, induit des anomalies morphologiques tératogénes au sein des cultures de G.
parvulum, sans pour autant réduire leur capacité de reproduction. De plus, le traitement
herbicide a exercé un effet positif détectable sur la teneur lipidique cellulaire et sur 1’activité
de la peroxydase (POD), tandis qu’aucune relation claire n’a pu étre établie concernant la
teneur en pigments ou I’activité photosynthétique.

Dans le cadre de cette recherche, nous avons développé un prototype de systeme
instrumental modulaire basé sur la fluorescence (Module FluoroMeter), apte a mesurer in situ
la densité algale. Pour les expérimentations, nous avons utilisé une algue verte (Raphidocelis
subcapitata) et une cyanobactérie (Microcystis aeruginosa) comme organismes modeles. La
détermination de la densité¢ algale fondée sur la fluorescence a été¢ validée a I’aide de
méthodes conventionnelles (par ex. comptage cellulaire a 1’aide d’'une chambre de comptage

Biirker). Les signaux obtenus avec le fluorométre ont montré une forte corrélation avec les
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méthodes traditionnelles, tout en permettant d’atteindre des limites de détection plus
sensibles. L’applicabilité pratique du Module FluoroMeter a ét¢ démontrée a travers un test
d’écotoxicité basé¢ sur I’inhibition de la croissance de R. subcapitata, utilisant 1’herbicide
isoxaflutole comme substance active. Les résultats indiquent que le Module FluoroMeter est

particulierement approprié pour les études de toxicité algale.
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1. Altalanos bevezetés

A viz szerepe kettds; néhany kivételes tulajdonsadga miatt Iétfontossagl az €l6lények
szamara, mig mas tulajdonsagai szabalyozo6 funkciot latnak el (Pandey et al., 2017). Vizre van
szlikség a legtobb ¢élolény szervezetében lejatszodo biokémiai folyamathoz a baktériumoktol a
legfejlettebb szervezetekig egyarant. A viz nem csak az ¢let alapja, de kétségtelentil a
gazdasagi-tarsadalmi fejlodés legfontosabb feltétele is.

A Fold felszinének 71%-at viz boritja, aminek csupan a 2,5%-a édesviz. Ennek a
mennyiségnek 1,2%-a az, ami felszini édesviznek tekinthetd, a tengervizhez hasonléan részt
vesz a vizciklusban és az ¢élolények szamara hozzaférhetd (Oki & Kanae, 2006). Az édesvizi
Okoszisztémak a legveszélyeztetettebbek a vilagon (Dudgeon et al., 2006), hiszen a foldi
vizkészletek gyorsan fogynak, a meglévok pedig koncentrdltan helyezkednek el,
szennyezettségiik mértéke aggasztd. A vizi 6koszisztémak jelentdsége megkérddjelezhetetlen,
ezért ezen élohelyek megdvasa kiemelt és siirgds feladataink kozé tartozik. Ez viszont csak
ugy lehetséges, ha pontosan ismerjiilk a benniik zajlo biotikus és abiotikus folyamatokat,

Osszefiliggéseket.

1.1. Felszini vizeket érint6é antropogén hatasok

1.1.1. Klimavaltozas

Az éghajlatvaltozast a 21. szazad globalis kihivasdnak tekintjiik, amely hatassal van
mind a természetes, mind az emberi rendszerekre (Stocker et al., 2013; Hansen et al., 2015).
Az ipari forradalom (1769) 6ta a 1égkor szén-dioxid-tartalma (280 ppm) rohamosan nd; a
legfrissebb jelentés (2025. julius) alapjan ennek mennyisége mar elérte a 427,87 ppm
koncentraciot (Tans & Keeling, 2025). Ez az elmult 650 000 év legmagasabb értéke (Canadell
et al.,, 2007). A globdlis szén-dioxid-koncentraci6 novekedése elsdsorban a fosszilis
tiizeldanyagok haszndlatanak, valamint a foldhasznalati szokasok megvaltozasanak a
kovetkezménye (Change, 2007). A CO, — mennyisége alapjan — az egyik legjelentdsebb
emelkedésének egyik f6 oka.

Az IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change, Eghajlatvaltozasi
Kormanykdozi Testiilet) 5. értékeld jelentésében (ARS) az RCP (Representative Concentration
Pathways, Reprezentativ Koncentracios Utvonalak) lehetséges forgatokonyvek elérejelzésére

tamaszkodik (1. abra). A RCP-ket az alapjan nevezték el, hogy mekkora lesz a sugarzasi
12
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kényszer (W/m?) 2100-ra. A sugarzasi kényszer azt adja meg, hogy egy adott tényezé (pl.
CO,) mennyivel valtoztatja meg a Fold energia egyensulyat. Az IPCC AR6-os jelentés mar
tovabbfejlesztett forgatokonyvkeretet hasznal — az Gn. SSP (Shared-Socio Pathways,
Megosztott Tarsadalmi-Gazdasagi Utvonalak) fogalmat —, amelyben nemcsak fizikai

tulajdonsagokat vesznek figyelembe, hanem tarsadalmi-szocialis jellemzdket is (2. dbra).

1900 |- .
1700 + RCP 2.6 i
L RCPA.5 i

1500 RCP6.0 2|
B — RCP 8.5 -
1300 — 20.szazad -
1100 -
900 + B
700 -
500 .
300 E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 L L 1 1 1 =

1850 1950 2050 2150 2250 2350 2450

1. abra | Négy Reprezentativ Koncentréaciés Utvonalak (RCP) 2100-ra becsiilt CO,-sugarzasi
kényszerének 2,6 és 8,5 Wm? k6zotti tartomanya (Nazarenko et al., 2015)
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2. abra | A globalis felszini leveg6-hémeérsékliet lehetséges valtozasai az 1950 és 2014 kbzotti
atlaghoz viszonyitva 2100-ig a kiilbnbdzé forgatékényvek alapjan.
https://www.ipcc.ch/report/ar6/wg1/figures/chapter-4/figure-4-2/

A globalis klimavaltozdsnak nem csupan az atmoszférara van jelentds hatdsa, hanem
kiterjed a Fold Osszes szférajara. A hidroszféran beliil, a szarazfoldi felszini vizeket jelentds
mértékben befolyésolja, mivel azok hdmérséklete kdzvetlen kapcsolatban 4ll az atmoszféra
hémérsékletével (Mccombie, 1959; Livingstone & Lotter, 1998). Mindemellett a tavak
bonyolult 6sszekdttetésben is dllnak az éghajlati rendszerrel, hiszen vizhaztartasuk stabilitasa
a befolyok (pl. csapadék, felszini folydvizek, felszini lefolyds, a talajviz-bearamlas) és
kifolyok (pl. parolgas, felszini kifolyas, a talajviz feltoltddése) kozotti egyensulyban nyilvanul
meg (Mason et al., 1994), igy kiilondsen érzékenyek az éghajlati valtozdsokra (Winter &
Woo, 1990). Osszességében tehat az édesvizi dkoszisztémak erdsen ki vannak szolgaltatva a
klimavaltozasbol eredd stresszhatasoknak, amelyek kozott emlithetjiik példaul a szalinizaciot

¢s az emelkedd vizhomérséklet (Stenger-Kovécs et al., 2023).

1.1.2. Szalinizacio

A felszini vizek iontartalmat és a fobb ionok Osszetételét olyan természetes tényezdk
hatarozzak meg, mint a vizgyujté alapkdzete, a csapadék mennyisége €s a légkori kitilepedés

(Williams, 2002; Millan et al., 2011). A széarazfoldi sos vizek Osszes sotartalmat >3000 mg L'
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ban hataroztdk meg (Williams, 1967). A szikes tavak definicidé szerint azok a sés tavak,
amelyekben a Na* és a HCO,+CO* az els6k a dominans ionok sordban (Boros et al., 2018).
A fold édesvizeinek természetes (elsddleges) szalinizaciojat a glacialis és interglacidlis
ciklusok (Herbert et al., 2015), valamint egyéb szezondlis ciklusok, szeles, esds események
okozzak (Rengasamy, 2006). Az éghajlatvaltozas okozta globalis hdmérséklet-emelkedés, a
csapadék eloszlasanak és intenzitdsanak valtozéasa, a fokozott parolgas a mar megvaltozott
hidroldgiai ciklus tovabbi valtozasait eredményezi, ami fokozza a vizi Okoszisztémak
szalinizacidjat (Canedo-Argiielles, 2020). Az emberi tevékenységek 1is jelentdsen
hozzajarulhatnak a felszini vizek sotartalmanak novekedéséhez, de akar még a sodsszetételt is
modosithatjak, melyet masodlagos szalinizacionak neveziink. A sok karos tevékenység koziil
példaul a mutragyak hasznalata vagy a mezdgazdasagi szennyvizek kijuttatasa a felszini vizek
oldott sotartalmat novelheti (Liu et al., 2020). A vizi okoszisztémak kozott, az édesvizek
kifejezetten érzékenyen reagélnak a sokoncentracio kismértékli valtozasara, mivel élévilaguk
viszonylag alland6 ionkoncentracidhoz €s aranyokhoz szokott (Cafiedo-Argiielles, 2016). A
megnovekedett sotartalom tovabba més folyamatokra is hatdssal lehet, mint példaul
serkentheti az eutrofizaciot és sulyosan ronthatja a vizmindséget (Duan et al., 2012). A
szalinizaci6 mas kornyezeti stresszorokkal (szennyezés) kombindlva veszélyezteti az
Okoszisztéma 4ltalanos zavard hatdsokkal szembeni ellendlld képességét és funkcioit

(Ondrasek & Rengel, 2021).

1.1.3. Eutrofizacio

A tapanyagok nélkiilozhetetlenek a vizi tdplalékhalozat fenntartadsahoz (Bachmann et
al., 1996). Azonban a vizi 6koszisztéma talzott feldiisuldsa antropogén tapanyagforrasokkal —
kiilondsen nitrogénnel (N) és foszforral (P) — az oligotréf viztestek mezotrof, eutrof vagy
hipertrof allapotanak kialakuldsahoz vezet, amely folyamatot eutrofizaciénak neveziink (3.
abra). A viztestek eutrofizacidja tehat tapanyagokkal, elsdsorban foszforral valé dusulds miatt
kovetkezik be (Schindler, 2022). A mezdgazdasagi teriiletekrdl szarmazo viz altalaban sokkal
tobb nitrogént tartalmaz, mint foszfort, mert a foszfor a talajban marad a talaj 6sszeteviihez
kotédve. A Liebig-féle minimumtorvény miatt a novények a szadmukra sziikséges
tapanyagokat mindig a legkisebb mennyiségben rendelkezésre 4ll6 tapelem aranyaban veszik
fel (de Baar, 1994), igy csak akkor jelentkezik eutrofiz4cio, ha a talaj erodalasa nyomaén
tobbletfoszfor keriil a vizbe. A foszfor felhalmozdédasat okozhatja a nem célszerii
tapanyagbevitel, a tulzott mitragyazas (Em, 2001). A ndvekvd népesség €¢lelmiszer igényének
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kielégitése érdekében nétt a miitragyak felhasznaldsa, amelynek kovetkeztében 1960 és 1990
kozott a globalis hasznalaton beliil a nitrogénmiitragyak felhasznalasa tobb mint hétszeresére,

mig a foszformiitragyaké a haromszorosara nétt (Howarth et al., 2005).

100.0 Hipertrofikus (11%)

Eutrofikus (46%)

10.0 4
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1 10 100 1000
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3.abra | Az 6sszfoszfor és a viz a klorofillkoncentraciéja kézétti 6sszefiiggés Eszak-Amerika és
Eurépa vizfolyasaiban (Wurtsbaugh et al., 2019)

Az eutrofizaci6 korlatozhatja a haldszati, ipari, rekreaciés ¢és az ivoviz céla
vizhasznalatot, mert hatdsdra a nem kivanatos algdk és vizindvények nagymértékben
elszaporodhatnak, majd azok elpusztuldsa és lebomlésa sulyos oxigénhianyhoz vezethet, ami
mas ¢l6lénycsoportok pusztulasat is eredményezheti (Khan & Mohammad, 2014). Az
algapusztulast kdvetden a siillyedd algak lebomlanak a mélyebb rétegekben, ahol a kialakult
hypoxia csokkenti a redoxpotencialt a viz fenekén, ami pozitiv visszacsatolashoz vezet; az
tiledékbdl N ¢és P jut vissza a to vizébe (Dodds, 2002; Lewis et al., 2011). Az eutrofizacid
soran létrej0v0 nagy mennyiségli algatomeg csokkenti a vizbe jutd fény mennyiségét is,
amely a bevonatlaké algédk és vizi ndvények novekedését is negativan befolyésolja (O’Hare et
al., 2018). A tulzott P- ¢és N-terhelés tovabba serkentheti az olyan
cianobaktérium-virdgzasokat (HAB — Harmful Alga Bloom — karos algavirdgzas), amelyek
mérgez anyagokat — Un. toxinokat — termelhetnek, melyek pusztulast okozhatnak vagy
bioakkumulalédhatnak a magasabb rendii é161ényekben, akar jelentds egészségiligyi problémat
okozva az emberek szamara is (Davidson et al., 2012; Glibert, 2017). Konnyli tehat belatni,
hogy a viztestek algamennyiségének nyomon kovetése rendkiviil fontos, hiszen lehetdséget

biztosit a szakemberek szdmara a negativ valtozasok korai felismerésére és a megfeleld

16


https://www.zotero.org/google-docs/?q9LUDG
https://www.zotero.org/google-docs/?RysQvf
https://www.zotero.org/google-docs/?3KIHxa
https://www.zotero.org/google-docs/?XYcwGZ
https://www.zotero.org/google-docs/?qJEJlq
https://www.zotero.org/google-docs/?qJEJlq
https://www.zotero.org/google-docs/?aLlsGH

intézkedési terv megtervezésére, mellyel kozbe tudnak Iépni a tovabbi valtozasok elkeriilése

érdekében.

1.1.4. Novényvédoszer-hasznalat

A vizek antropogén szennyezését az ipari és a kereskedelmi hulladékok,
mezdgazdasagi és antropogén tevékenységek okozzak (Owa, 2014). A népességndvekedés és
a gyors iparosodas kovetkezményeként (Haseena et al., 2017) a szennyezd anyagok
valtozatossaga €s mennyisége évente ndvekszik (Abel, 2002). Naponta tobb millidé tonna
szennyviz (WWAP, 2003), iparbdl szarmazd vegyi anyag és a mezdgazdasagbol eredd
novényvédd szer, mitragya keriill az édesvizekbe (Viman et al., 2010). A népesség
novekedésével az ¢lelmiszer és egyéb termékek irdnti igény kielégitése érdekében
megnovekedett a novényvédd szerek, s ezen belil a gyomirtd szerek hasznalata a
mezdgazdasagban a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations — az
Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezete) adatbazisa
alapjan (4. abra).
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4. dbra | A névényvédé szerek és ezen beliil a gyomirté szerek hasznélatanak alakuldsa
vilagszerte 1990 és 2022 kdzott
(forras: https://www.fao.org/faostat/en/ttdata/RP FAO).

Egyre tobb kutatds jelzi a novényvédd szerek jelenlétét a felszini €és felszin alatti
vizekben is, sok esetben az alkalmazasi helytdl tavol is (Louchart & Voltz, 2007; Gilliom
2007). Globalisan 3,5-4,6 millié tonna ndvényvédd szert juttatnak permetszer, granulatum,
csavazoszer ¢és mas kiszerelések formajaban évente a kornyezetbe (Zhang et al. 2011), amely
bekeriilhet a folydkba és tavakba is egyarant (Carter, 2000). A vizekbe bemos6do szennyezd

anyagok felhalmozddhatnak az ott €16 ndvényekben és allatokban. Az édesvizi 6koszisztémak
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a vilag legvaltozatosabb biologiai sokféleségével jellemezheték (Dudgeon et al., 2006), és
fontos Okoszisztéma-szolgaltatasokat nyujtanak az emberek szdmara (Baron et al., 2002),
mely funkcidkat sulyosan veszélyezteti a novényvédd szeres szennyezés (Stehle & Schulz,
2015; Bernhardt et al., 2017). Mindemellett a taplalékhalozat aljan akkumulalodott
szennyezdanyagok potencidlisan az emberi taplalkozas részét is képezhetik, amik késébb az
emberi zsirban és szdvetekben felhalmozodhatnak, mérgezést, gyulladast, allergiat és sok mas

betegséget okozhatnak (Owa, 2014).

1.2. Bioindikacio és bioindikatorok

A bioindikatorok olyan biologiai folyamatok, organizmusok vagy kozosségek,
amelyek a kornyezeti valtozasok eldrejelzésére szolgalnak (Holt & Miller, 2011). Minden €16
szervezetet természetes mdodon befolydsolnak biotikus €s abiotikus tényezok (homérséklet,
fény, tapanyag, ragadozas, versengés stb.), melyekre adott valaszreakcid a biologiai
szervezOdés kiillonbozd szintjén nyomon kdvethetd (Markert et al., 2003). A bioindikatoron
alapuld moédszerek alapelve az ¢€l6lények ©Okoldgiai niche tere. Az Okologiai niche-t egy
n-dimenzios hipertérnek tekintik, amelyben minden dimenzi6 egy-egy kornyezeti tényezonek
felel meg, amely meghatarozza a fajok tul€lési, szaporodasi kovetelményeit és a populécio
fennmaradéasat (Hutchinson, 1957). Egy j6 bioindikatornak szdmos kovetelménynek kell
megfelelnie. A gyakori, nagy egyedszdmmal el6forduld, de érzékeny fajok (mérsékelt
tolerancia az adott kornyezeti tényezOvel szemben) a jé indikatorok, melyek emellett jol
tanulmanyozottak ¢és egyértelmli  valaszreakcidjuk van. A koOrnyezet mindségét
hagyomanyosan fizikai és kémiai paraméterekkel (pl. a viz atlatszosaga, homérséklet,
szennyezd anyagok, tdpanyagok) értékelték. A bioindikatorok azonban olyan hatast is
jeleznek, amit a hagyomanyos mérések nem képesek, példaul a szennyezdanyagok
szervezetekben torténd felhalmozodasat. A bioindikatorok alkalmazhatosdganak a felismerése
vezetett olyan nagy biomonitoring rendszer létrehozdsdhoz, mint amilyet a Viz keretirdnyelv
(VKI; Water Framework Directive — WFD) el6ir. A fizikai, kémiai és hidromorfologiai
jellemzdk mellett a VKI bioindikatorokat (Biologiai mindségelemek; Biological Quality
Elements — BQE) hasznal a viztestek 0koldgiai mindségének értékelésében, amelyhez 6t
¢lélénycsoportot javasol: halak, makrogerinctelenek, makrofita allomany, fitoplankton,
fitobentosz. A BQE-k eltérd érzékenységgel rendelkeznek a kiillonbdzd kdrnyezeti hatdsokkal
szemben. Példaul a fitoplankton és a fitobentosz gyorsabban és érzékenyebben reagal a

tapanyag-elérhetdség valtozasdra, mint a magasabb szintli szervezetek. A trofitasi halozat
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magasabb szintjei ezen elsddleges termeldkre épiilnek, igy a benniik végbemend valtozasok
(példaul abundanciacsokkenés, bioakkumulacid) hatassal vannak a magasabbrendi
¢lélénycsoportokra (B-Béres et al., 2023; Le et al., 2024).

A biomonitoring mellett a kiilonb6zé mikroszennyezé anyagoknak az emberre és az
okoszisztémara gyakorolt kdrositd hatasat gyakran toxikoldgiai és dkotoxikologiai tesztekben
is vizsgaljak. Ezen vizsgélatok gyakori tesztorganizmusai az algdk, melyek szdmos
tulajdonsagat hasznaljak a kiilonb6z6 kornyezeti stresszorok hatasanak vizsgalatdban (Round
et al., 1990; Weiner et al., 2007). A rovid tava biologiai tesztekben €s vizsgalatokban az algak
fiziologiai tulajdonsagait (pl. ndvekedési rata, fotoszintetikus aktivitds, enzimaktivitas) mérik,
hiszen a bekdvetkezo stresszre gyorsan reagalnak ezen a szervezddési szinten (Blanck, 1985).
Hosszabb 1d6 elteltével kozosségi szinten képesek alkalmazkodni a kornyezeti stresszhez,
amely folyamat mar fajosszetétel-valtozasban nyilvanul meg (Stevenson, 1997).

A tovabbiakban az algdk jellemzésének rovid leirdsaban csak azokat az osztalyokat
veszem figyelembe, amelyek a jelen dolgozat vizsgélataiban szerepelnek, Ugymint a

Bacillariophyceae, Chlorophyceae €s a Cyanophyceae osztalyokat.

1.2.1. Kovaalgak

A kovaalgédk (Bacillariophyceae, Mediophyceae és Coscinodiscophyceae osztalyok)
az eukariota szervezetek kozé tartoznak, széles korben elterjedt €és jol tanulményozott
mikroalgdk csoportjat alkotjak. Az ¢€lohelyek széles skalajan képviseltetik magukat Gigy, mint
tengerek, édesvizek, vizfolyasok, tavak. A kovaalgéak tobbféle életforméval rendelkeznek attol
fiiggben, hogy melyikkel tudnak alkalmazkodni a kornyezethez, és melyikkel tudjak
biztositani a talélésiiket és szaporodasukat. Tobbnyire egysejtiiek, de vannak koléniaképzd
fajok is (Kooistra et al., 2007), illetve 1éteznek olyan fajok is, amelyek kornyezettdl fliggden
valtoztatjak ¢letformajukat (Rimet & Bouchez, 2012).

Fotoszintetikus szervezetek, kloroplasztiszuk a és ¢ klorofillt tartalmaz. F6 jarulékos
pigmentjiik a fukoxantin, amely a sejtek jellegzetes aranybarna szinét adja. A kloroplasztiszok
szdma, alakja és elhelyezkedése a sejtben gyakran nemzetség-specifikus, ami segit az €16
mintdban torténd azonositdsukban (Cox, 1996). Bioldgiai jellemzdjiik, ami megkiilonbozteti
Oket mas algacsoportoktdl, a protoplazmat koriilvevd merev, szilicium-dioxid-alapu sejtfal —
mas néven a frusztulum. A frusztulum két, a széleken atfedé félbol, azaz a tékakbol all. A

nagyobbik az epitéka a kisebbik a hipotéka. A hipotéka felszini része a valva, oldalso része a
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cingulum (0vszalagok). A frusztulumok morfologidja fajonként igen nagy valtozatossagot

mutat, igy mikroszkdpos azonositasra hasznalhato.

Reprodukcio

A legtobb kovaalganak az életciklusdban van egy vegetativ idészak, amely soran
mitotikus sejtosztddas zajlik, valamint egy ivaros szaporodasi iddszak, amelyben meidzis jon
létre (Mann, 2011). Az idészakok valtakozasa a sejt méretének valtozasaval fliigg Gssze. A
diatomaknal ugyanis az ivaros szaporodas a faj legkisebb sejtjeire jellemzd, mig ugyanazon
faj nagyobb egyedei altalaban ivartalanul szaporodnak (Round et al., 1990; Chepurnov et al.,
2004).
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A kovaalgdk ivaros szaporodasi fazisa a sejtméret helyreallitasara szolgal, ugyanis a
vegetativ fazis alatt a kovaalga sejtek osztodasa fokozatos sejtméretcsokkenést okoz. Az
ivartalan sejtosztodast a sejt térfogatanak megnagyobbodasa el6zi meg oly modon, hogy a két
téka egyre tavolabb keriil egymastol. Uj ovszalagok képzddnek a hipotékan, mignem az
felveszi az epitéka szerkezetét. Ezt kdveti a mitdzis folyamata, és felépiil az 0j hipotéka. Az
anyasejt hipo- és epitékdja lesz tehat a két ) lednysejt epitékdja (5. abra) (Sumper & Kroger,

2004). A sejtosztdodasnak ez az egyediilallo formaja csak a kovaalgadkndl tapasztalhato, és

crer
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hipotéka kisebb az epitékanal, ami azt eredményezi, hogy generaciorol generaciora a
populacidk atlagos sejtmérete idében csokken, valamint a sejt forméja is valtozik. A Pennales
morfologiai csoportba (kétoldalu szimmetriaval jellemezhetdk) tartoz6 kovaalgaknal példaul
a sejt hossza a szélességénél jobban csokken, igy az atlagos hosszlisag—szélesség-arany
megvaltozik a populdci6 oOregedése sordn (Mann, 2011), mely a morfoldgiai alapu
fajmeghatarozast is neheziti. A maximalis méret 1étrehozasdhoz egy specialis sejtet hoznak
létre, az Un. auxosporat. Altaldban ez az a szakasz, amikor a meiozis és a szexualis

rekombinacié is megtorténik (Round et al., 1990; Mann, 2011).

Metamorfozis, szilifikdcio

A kovaalgak sejtfalanak egyik fO0 Osszetevéje hidratalt amorf szilicium-dioxid
Si(OH),. A frusztulum egyrészt azért alakult ki, hogy megvédje a kovaalgat a fogyasztok
altali kifalastol, a lehetséges enzimatikus tamadasoktol (Hamm et al., 2003), masrészt, hogy
interakciodt teremtsen a kornyezettel. Szamos funkciot ellat, példaul a kiilonbozd feliileteken
valo mozgashoz sziikséges nyalkat valaszt ki (Higgins et al., 2003). Mivel minden frusztulum
fajspecifikus, ezért feltételezik, hogy a morfogenezis genetikailag kontrollalt, azaz valtozatai
gének altal meghatarozottak; azonban erre vonatkozé adatok még nem allnak rendelkezésre
(Seckbach &  Gordon, 2019). A  frusztulum elemei sejten belil egy
szilicium-dioxid-lerakodasi vezikulumban jonnek 1étre (Reimann, 1964), igy nyilvanvalo,
hogy morfogenezisiiket sejtrendszerek ¢és -mechanizmusok befolydsoljak (Seckbach &
Gordon, 2019).

A diatomék valva szimmetriaja a morfogenezis legkorabbi stadiumaban alakul ki. A
valvak fejlodése a kovaalgdk két f6 morfologiai csoportjdban (Centrales és Pennales)
kiilonb6z6  struktardkbol indul ki (Mann, 1984). A valva morfogenzise a Centrales
kovaalgékban egy gytirt kialakulasaval veszi kezdetét, melybdl az un. bordék sugarirdnyban
képzddnek, majd a gylrlinyilast szilicium-dioxid tolti tolti a (Mann, 1984; Pickett-Heaps,
1990). A Pennales csoportba tartozd kovaalgak szimmetridjat a ‘rafé’ néven ismert hosszanti

gerinc hatdrozza meg.
Okolégia

A kovaalgdk értékes indikatorai a folyok és tavak kornyezeti allapotanak, mert

érzékenyek és gyorsan reagalnak szamos fizikai, kémiai, és bioldgiai véaltozéra, mint példaul a
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hémérsékletre (Squires et al., 1979; Descy & Mouvet, 1984), a tdpanyag-koncentraciora
(Pringle & Bowers, 1984; Pan & Stevenson, 1996) és a herbivordkra (Steinman et al., 1987;
McCormick & Stevenson, 1989). A kovaalgdk érzékenysége biomasszajuk €s a kozosség

fajosszetételének valtozasaban nyilvanul meg (Patrick, 1961).

1.2.2. Kék- és zoldalgak

A kekalgak (Cyanophyceae osztdly) vagy mas néven cianobaktériumok a tobbi
algacsoporttol eltérden prokariotak, igy példaul nem rendelkeznek sejtszervecskékkel, mint a
mitokondrium, Golgi-apparatus, endoplazmatikus retikulum, kettds membrannal koriilvett
sejtmag (Saad & Atia, 2014). A cianobaktériumok lehetnek egysejtiiek, élhetnek koloniaban
nyalkéas burokba zarva vagy fonalas forméaban (trichoma), ahol a fonalak a sejtek egyiranyt
osztodasaként jonnek létre, amit szintén nyalkas burok vesz koriil. A sejtek altal kivalasztott
nyalka legtobbszor poliszacharid (Biidel, 2024). A cianobaktériumok sejtfala a Gram-negativ
baktériumokéhoz hasonlé, de peptidoglikdn rétege vastagabb (Lee, 2018). Egyes
cianobaktériumok képesek siklani, vagyis ezek az éldlények aktiv mozgasra képesek a szilard
szubsztratumon (Glagoleva et al., 1980). A cianobaktériumok citoplazméjaban taldlhatunk
gazvakuolumokat (Oliver, 1994; Walsby, 1994). Ezen gazholyagok fala 2 nm vastag
fehérjerétegbdl all, feladatuk a sejt fajsulyanak szabalyozasa, ami eldsegiti a sejt lebegését a
vizoszlopban (Lee, 2018). A fonalas kékalgdk egyik csoportja (Nostocales rend) specialis
sejteket fejleszt ki, mint példaul a nitrogénfixacidban szerepet jatszo heterocitak, melyek a
vegetativ sejtek differencidlodasaval valnak képessé a 1égkori N, megkotésére. A heterocitdk
szintelenek és nagyobbak, mint a vegetativ sejtek. A nitrogénmolekuldt a nitrogendz
enzimkomplex kozvetleniil ammoéniumionna (NH,") redukalja. A nitrogenaz nitrogénmegkotd
enzim €rzékeny az oxigén altali inaktivaciora, igy a heterocitakat egy glikolipid réteg veszi
koriil, ami 4thatolhatatlan az oxigén szamara (Staal et al., 2003). Sok heterocités
cianobaktérium akinétakat (nyugvo forma) is képez, melyek kiszaradassal, fagyassal szemben
ellenallé cianoficin-szemcsékben, glikogénben, lipidekben, karotinoid pigmentekben gazdag
képletek (Meeks et al., 2002). Az akinéta a talélést teszi lehetévé kedvezdtlen
tapanyagtartalmu és fénylimitalt kdrnyezetben, valamint a levegében vald terjedésiiket is
segiti (Van Dok & Hart, 1996; Li & Qi, 1997).

Az egysejtli cianobaktériumok osztodassal szaporodnak. A sejt kozépsO része
beflizddik €és a centripetalis novekedéssel fokozatosan kialakul az 0j sejtfal. A kolénids és
fonalas formak hasonloképpen szaporodnak, feldaraboldédnak és kiilonvalnak. Mindegyik
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esetben ivartalan szaporodasrol van szd. A cianobaktériumoknak egyik életszakaszukban
sincs ostoruk (Lee, 2018). A f6 fotoszintetikus pigmentjiik a tilakoid lemezen talalhato a
klorofill, valamint a kiegészitd pigmentek, amelyek fikobiliprotein formaban vannak jelen a
lemezen (fikobiliszomakban). Pigmenttartalmuk miatt a sejtek szine széles skalan mozog. A
cianobaktériumok négy fikobiliproteinnel rendelkezhetnek: C-fikocianin, allofikocianin,
C-fikoeritrin, fikoeritrocianin. Az elsé kettd6 minden cianobaktériumban megtalalhato, mig a
C-fikoerithrin ¢és a fikoeritrocianin csak néhany fajban fellelhetd. A fikobiliproteinek
koncentracioja cianobaktérimok esetében a fénymindségtdl és a novekedési koriilményektol
fiiggden valtozik (De Marsac & Cohen-bazire, 1977), kdvetkezésképpen a sziniik is valtozik
annak megfeleléen, hogy melyik pigment a dominansabb. Zold szinért az a klorofill a felelds,
azonban piros €s kék szinilik is lehet, ami a kiegészitd pigmenteknek (fikoeritrin, fikocianin
vagy az allofikocianin) koszonhetd (Lee, 2018).

A kékalgak ubikvistdk, gyakorlatilag minden viztipusban megtalalhatoak (Gerrath,
2000). A kékalgak lehetnek planktonikus és bentikusak is, igy megtalalhatdak a vizoszlopban
vagy valamilyen szubsztrat feliiletén a bentikus ko6zosség tagjaként. Elsésorban a
gazvakudlummal rendelkez0 fajok okoznak vizviragzast (pl. Microcystis, Anabaena,
Aphanizomenon, Lyngbia, Oscillatoria). Vannak olyan fajok, amelyek egész évben
okozhatnak vizviragzas, de altaldban a nyar késéi iddszakaban, valamint kora &sszel a
leggyakoribbak. A nagyfoku vizviragzasi hajlandosagukat tobb tényezoének is kdszonhetik:
nitrat tapanyagforras hidnyaban képesek megkotni a levegd nitrogénjét, ami altal jo
kompetitorok lehetnek; a gazvakudlum segitségével képesek mozogni a vizoszlopban és
megtalalni a fotoszintézishez sziikséges mennyiségli fényt vagy a szaporodashoz sziikséges
megfeleld tapanyagokat (Tang et al., 1997). A cianobaktérium-virdagzasok egyik jelentOs
okologiai kovetkezménye, hogy kialakuldsuk sordn az €16 szervezetekre mérgezo vegyiiletek
johetnek létre. Ezeket a mérgezd vegyiileteket cianotoxinoknak nevezziik.

A zoldalgak (Chlorophyceae osztaly) eukaridta szervezetek, igy szamos sejtalkotoval
rendelkeznek (Lewis & McCourt, 2004). Sejtfaluk altalaban cellulézt tartalmaz (Huizing et
al., 1979). Osztalyukra jellemzdek az ostorok (flagellak), amelyek altaldban parban vagy a
kettd tobbszorosével fordulnak eld. A zoldalgdk mozgasanak két formdja lehet: ostorok
segitségével vagy nyalka kivalasztasaval létrejott mozgas (Lewis & McCourt, 2004). A
z6ldalgdk meglepd mértékii taplalkozési varidciot mutatnak: vannak kozottik fagotrofok
(szerves anyagot kebeleznek be) és mixotréfok (heterotréfok €s autotrofok) is. Szamos

zoldalga képes kiegésziteni fotoszintézisét exogén oldott szerves szén felvételével és
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hasznositasaval (Lee, 2018). A zoldalgakra az ivartalan szaporodds szamos forméja jellemzo,
a legegyszeriibb a kolonidk feldaraboldédasa két vagy tobb részre, amibdl 0j kolonidk
alakulnak ki. Zoosporogenezis is gyakran el6fordul, altalaban az alga kornyezetében
bekovetkezett kedvezdtlen valtozas hatdsara, amelyek kovetkeztében a zoospordk a vegetativ
sejtekben altalaban a filamentumok fiatalabb részében képzddnek. Ivaros szaporodasuk lehet
izogdm (ivarsejtek morfoldgiailag és fiziologiailag megegyeznek), anizogdm (az ivarsejtek
morfologiailag kiilonboznek, de mindketté mozgékony), oogdm (az ivarsejtek koziil a
nagyobbik mozdulatlan a kisebb mozgékony) (Lee, 2018). A kékalgaktol eltérden ez a csoport
az a klorofillon kiviil b klorofillal is rendelkezik. A f6 karotinoid a lutein. Karotinoid
felhalmozoddas torténik nitrogénhianyos allapotban, magas besugarzas vagy magas sotartalom

esetén (Hagen et al., 2000; Wang et al., 2003).

1.2.3. Fotoszintézis, mint fiziologiai indikator

Az algdk fiziologiai Aallapotat nagymértékben meghatarozzdk a kornyezeti
korilmények. Az algak egyik legjellemzdbb ko6zds fizioldgiai tulajdonsaga a fotoszintézis,
aminek mérésével nyomon tudjuk kovetni a kornyezetben bekovetkezd valtozasokat. Szamos
kutatdsban hasznaljak ezt a fiziologiai tulajdonsagot végpontként, hiszen gyorsan ¢&s

érzékenyen reagdl a stresszorokra, valamint hatékonysaga objektiven mérhetd.

Fotoszintézis

A f6ldon €16 szinte minden szervezet — akar vizi, akar szarazfoldi — a fotoszintézistol
fligg. Ez olyan alapvetd biokémiai folyamat, amelynek soran a ndvények vagy algdk az
oxigéntermeld fotoszintézis sordn a fény energidjat kémiai energiava alakitjdk mikozben
szerves anyagot ¢és oxigént allitanak eld (Hatch, 2005; Falkowski & Raven, 2013). Az algak
fontos szerepei kozott emlithetjiik a jelentds mértéki oxigénprodukcidjukat, ugyanis a Fold
1égkori oxigéntartalmanak 40-50%-at 6k allitjak el (Bell et al., 1980; Falkowski, 1994;
Antoine et al., 1996; Field et al., 1998; Hatch, 2005). A napfény energiat felhasznalva a
felvett szén-dioxidbdl és oxigénbdl cukrot Aallitanak el6. Ennek a folyamatnak az

egyszerusitett egyenlete a kdvetkezo:

6 CO,+ 6 H,O—> 60, + 6 CsH,;,04 (1)
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CO, felvétele soran a NADPH oxidalodik, és  energia (ATP forméjaban)
felhasznalasaval cukor képzddik. A fotoszintézis elsé 1épéseként a fényt, mint energiaforrast
el kell nyelni, abszorbealni, ahonnan majd az energia a reakciokdzpontba tovabbitodik és
elektromos toltések szétvalasztasa torténik meg (Falkowski & Raven, 2013). A
fényelnyelésért a kloroplasztiszban taldlhatd klorofill (6. abra) a felelds, amit 1817-ben
izolaltak ¢és neveztek el eldszor (Govindjee et al., 2024). A klorofill reakciot vagy

reakciosorozatot katalizal, ahol fényenergiat hasznal fel a viz bontésara:

2 H,0 + fény — Chl-a —> 4 H* + 4 &+ O, 2)

A klorofill a kloroplasztiszok tilakoid membranjaban talalhat6 porfirinvazas, négy

pirrolgytir(ib6l 4116 molekula, mely kézepén egy Mg**-iont tartalmaz (Humphrey, 1980).

(a)

HsC

(b)

6. abra | A két leggyakoribb klorofilltipus szerkezeti képlete: (a) a klorofill, (b) b klorofill
(Smith et al., 2020)

Fluoreszcencia

A klorofillbdl kibocsatott fluoreszcencia detektdlasa a fotoszintézis-kutatds széles
korben alkalmazott eszkoze. A kibocsatott fluoreszcencia fontos informaciot ad a
fotoszintetikus pigmentek és pigmentkomplexek szervezddésérdl, a kozottiik 1évo gerjesztési
energia atadasardl és az elektrontranszfer reakciokrol. A gerjesztés hatasara a pigmentek a
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gerjesztd fénynél nagyobb hulldmhosszusdgi fényt bocsatanak ki (Brewster, 1846). Ha
sOtétben adaptalt leveleket vilagitunk meg, a klorofill-fluoreszcencia jellegzetes intenzitasa
eldszor a maximumara emelkedik, majd par perc mulva egyensulyi értékre csokken. A
jelenség felfedezéje Hans W. Kautsky, a Heidelbergi Egyetem osztrak sziiletésli vegyésze
volt, akir6l a nevét is kapta az effektus (Kautsky & Hirsch, 1931). Az a
klorofill-fluoreszcencia jellegzetes valtozasait mutatja be a gerjesztett fluoreszcencia
jelintenzitasat leird kinetikai gorbe, ahol a megvilagitast kovetd hirtelen novekedést gyors
Jfazisnak (~1 mp-ig) (F,), majd az ezutan kovetkezd szakaszt lassu fazisnak (steady-state, F)
nevezzilk, ami akar tobb percig is tarthat (Krause & Weis, 1984; Govindjee, 1995).
UV-gerjesztés hatasara a fotoszintetizald szervezetek abszorpciés maximumot mutatnak kék
(430 nm) ¢és vords (660 nm) fényben, emisszids maximumuk pedig a vords tartomanyban
jelentkezik 680 ¢és 485 nm kozott (Lenk et al., 2016). A fotoszintézis helye a kloroplasztisz
belsd tilakoid membranjaba agyazott fotokémiai rendszer. Ennek a fontos fotokémiai
rendszernek elemei a pigmentmolekuldk, amelyek kdlcsonhatasba 1épnek a beesd fénnyel. A
rekcidcentrum koriil 1évo tobb szaz klorofillmolekula felelds a fény gytijtéséért, atvételéért,
ami az energiat tovabbitja gerjesztett elektron formdjaban atmenetileg a tovabbi fotokémiai
reakciohoz. Az I. tipusa (PSI) és a II. tipusu (PSII) fotokémiai rendszer sorozatban
mikddnek, hogy a gerjesztett elektronokat a megfeleld helyre juttassdk. Az a
klorofill-fluoreszcenciat foleg a PSII bocsatja ki. A klorofillok széles savu fluoreszcens
emisszidja 650 nm ¢és 800 nm kozott van, amelybdl a legintenzivebb az a klorofillbol
szarmazik (Buschmann, 2007). A b klorofill is a fotorendszer részeként fényenergiat nyelve
segiti a fotoszintézist, azonban a fluoreszcens emisszioja elhanyagolhat6 (Lenk et al., 2016).
1930-ben Kautsky ¢s Hirsch felfedezték, hogy az a klorofill fluoreszcenciaja
informaciot szolgaltat a fotoszintetikus apparatus miikodésérdl (Kautsky & Hirsch, 1931). A
stressz hatasara a fotoszintetikus apparatus kozvetve vagy kozvetleniil modosul, vagy akar
karosodhat. A fluoreszcencia jellemzdit alkalmazzédk a fotoszintetikus apparatus jellemzésére.
Ezekkel a technikdkkal olyan paraméterek is jellemezheték, mint a PSII maximalis
kvantumhatékonysagot jelzé F,/F, paraméter. Algakozosségek fizioldgiai allapotat és a
fotoszintetikus folyamataiban tortént valtozast tudjuk nyomon kdvetni a paraméterek
valtozasaval (Mueller et al., 1992; Hunsche et al., 2011; Lenk et al., 2016). Alapvetden az
F,/F, paraméter azt irja le, hogy a novényi stressz hatdssal van-e a PSll-re sotéthez
alkalmazkodott allapotban, ahol az F, a maximalis klorofill-fluoreszcencia egy telitd

sugarzasi impulzusndl sotéthez alkalmazkodott allapotban (Lichtenthaler et al., 2005; Kalaji et
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al., 2017). Ha az optikai behatds maximalis aktinikus szintje nem teliti a PSII-t, az F-t
hasznaljak az F,, megkiilonboztetésére, amely a maximalis fluoreszcencia értéke teljesen
telitett folyamatos gerjesztés mellett (Bardcesi et al., 2000; Lichtenthaler et al., 2005). Az Rfd
egyenlé az F,/F, arannyal, ahol az F, a megfigyelt egyenstlyi fluoreszcencia és az F; a

fluoreszcencia csokkenése az F-tél az F-ig (Lichtenthaler et al., 2005).

Fotoszintetikus aktivitas

A fotoszintézist szamos mas modszerrel is nyomon tudjuk kdvetni: az O,-koncentracid
valtozasaval (Odum & Odum, 1955; Thomas & O’Connell, 1966; Hansmann et al., 1971,
Lamberti et al., 1987), a CO,-fluxusvaltozassal (Seuront & Strutton, 2003; Spilmont et al.,
2006) vagy a "“C-felvétel nyomon kovetésével (Nielsen, 1952; Ostrofsky et al., 1998). A
fotoszintetikus aktivitds szemléltetésére az un. P-I gorbe szolgédl, ami a fényintenzitas és

fotoszintézis viszonyat irja le (7. ébra).
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—fotoszintézis

Fotoszintetikus aktivitas
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7. abra | P-/ gérbe. P,,..- maximalis fotoszintézis; |,-fényadaptacios paraméter; a-fényhasznositasi
tényezd; 3-fotoinhibiciés paraméter

A fényintenzitds €s a fotoszintézis kozotti kapcsolat nem irhatd le egyszerli linearis
Osszefiiggéssel. A kezdeti novekvd fényintenzitassal linedrisan emelkedik a fotoszintézis
mértéke — amirdl a fényhasznositasi tényezo (o) ad informaciot —, majd az ezt kovetd szakaszt

telitddésnek vagy szaturacionak nevezziik. A fotoszintézis egy bizonyos fényintenzitasnal (I,)

eléri maximumat (P,,,,), ami utan a tovabbi fényintenzitas ndvelésével a fotoszintézis tartja az
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elért maximumértéket (f=0), vagy fénygatlas miatt a fotoszintetikus aktivitas csdkken (> 0)

(Hill, 1996).

1.3. Célkitiizés

A felszini vizeinket sujto globalis kornyezeti stresszorok — ugymint a ndvekvd szalinizécio,

vizhémérséklet €s a gyomirtd szerek mennyisége — tekintetében sok €l61ény esetében hianyos

vagy konszenzust nélkiilozd a tudasunk. Eppen ezért a doktori kutatasom alapveté célja

hozzajarulni ezen hidnyos, sokszor ellentétes alldspontok feloldasdhoz a vizi mikroszkopikus

algak vizsgalatan keresztiil. A kutatdsom soran specifikus célkitizéseink kozé tartozott, hogy

I. megvizsgaljuk a klimavaltozas bevonatlaké kovaalga fajokra kifejtett lehetséges hatasait

(2. alfejezet).

A kutatds sordn az éghajlatvaltozasnak a Karpat-medencében talalhatd szikes tavak
legjellemzObb bevonatlakd kovaalga fajainak fotoszintézisére gyakorolt hatdsait
vizsgaltuk. A kutatdsban a hOmérséklet és sotartalom — mint globdlisan is a
legjelentdsebb hatast kifejtdé kornyezeti paraméterek — ndvekedésének harom
dominans  kovaalgafajra  gyakorolt lehetséges hatasait modelleztik egy

klimaforgatokonyv alapjan.

II. megvizsgaljuk egy novényvéddszer lehetséges hatasait egy bevonatlakd kovaalga

I1I.

példajan keresztiil (3. alfejezet).

A kutatds soran a maleinsav-hidrazid novényvéddszer szubletalis hatasat vizsgaltuk
egy kozmopolita kovaalga faj, a Gomphonema parvulum teratogén formdjanak
kialakuladsi folyamatdn keresztiil. Tovabba vizsgaltuk, hogy a megjelend teratogén

elvaltozas egylitt jar-e mas fizioldgiai tulajdonsagok megvaltozasaval.

kifejlessziink egy mérédmiiszert algak mennyiségi becslésére (4. alfejezet).

Az Aquafluosense projekt (NVKP 16-1-2016-0049) keretein beliil indukalt
klorofill-fluoreszcencian alapuld eszkozt fejlesztettiink algasiiriség és -Osszetétel
becslésére. A kutatds soran vizsgaltuk a miiszer Okotoxikologiai vizsgalatokban

torténd felhasznalasnak hatékonysagat és érzékenységét is.

28


https://www.zotero.org/google-docs/?hnvfpL

2. A Kklimavaltozas lehetséges hatasainak elorejelzése kovaalgafajok

fotoszintetikus aktivitasa alapjan

2.1. Bevezetés

A felszini vizek egy csoportjat alkotjdk a zart medencével, kis mélységgel és
térfogattal rendelkez6 sos viztestek. Asztatikus jellegiik, nagyfoku hidroldgiai érzékenységiik,
magas vezetoképességiik, nagy napi hdmérséklet-ingadozasuk, valamint magas pH-juk és
TP-tartalmuk (6sszes foszfor) miatt extrém ¢€lohelynek szamitanak (Horvath et al., 2013;
Stenger-Kovécs et al., 2014). A szarazfoldi sos tavak vilagszerte eléfordulnak (Williams
2005), tobbnyire szaraz €s félszaraz régiokban (Williams, 2002): Eurazsiaban, Ausztraliaban
Afrikaban és Eszak-Amerikaban. A sos tavak kozott a szikes tavak sajatos csoportot alkotnak,
mivel ezekben a natrium-hidrogén-karbondt dominal a natrium-klorid helyett.
Ko6zép-Eurépaban szdmos ilyen kis szikes ¢élohely taldlhatd, melyeknek nagy része
Magyarorszdgon helyezkedik el, foként a Duna-Tisza kdzén és a Fert6-Hansagon (Keresztes

et al., 2012; Horvath et al., 2013; Somogyi et al., 2014; Stenger-Kovécs et al., 2014).
A sotartalmuk alapjan kiilonb6z6 kategdriakba sorolhatjuk ezen éldhelyeket (Hammer, 1986):

> 3000 - 20000 mg L' (3-20 °/,_; 5500-30000 uS cm™ (hiposzalin)
> 20000 - 50000 mg L' (20-50 °/__; 30000-70000 uS cm™ (mezoszalin)
> >50000 mg L' (>50 °/_,; >70000 puS cm™ (hiperszalin)

A domindns ionok ardnya tavanként és iddszakonként viszonylag 4allandonak
mondhatd, a szikes tavakban altalaban az uralkodé ionok a Na*, CO,* és a HCO;". A tobbi ion
(Ca**, Mg*, CI, SO,*) mennyiségének alakuldsa tavanként véltozé (Megyeri, 1999). A
rendkiviil magas sokoncentracié nem az egyetlen kornyezeti stresszfaktor. A legtobb sosto
szaraz és félszaraz régiokban (Williams, 2002) taladlhatd (pl. Nagy-sost6). Emiatt kevés
csapadékot kapnak, valamint sekélységiik miatt magas napi hdmérséklettel ingadozassal
rendelkeznek.

A sostavak ki- és befolyod hidnyaban nagy érzékenységet mutatnak a kiszdmithatatlan
id6jarassal és a klimavaltozassal szemben. Ezeken az él6helyeken a kdrnyezeti paraméterek
viszonylag kismértékii véltozasai is jelentdsek lehetnek, sok esetben visszafordithatatlan
kovetkezményekkel jarhatnak (Hammer, 1990). A vizes éldhelyek és a sostavak szdma
vilagszerte drasztikusan csokken az emberi tevékenység és az extrém iddjarasi események

kovetkeztében (Mitsch & Jorgensen, 2003; Mitsch, 2013), amelyek al6l a magyar
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Okoszisztémak sem képeznek kivételt. Ilyen szélsdséges koriilmények ellenére is a
sostavakban rendkiviil nagy a produktivitas és jelentds a kiilonbozé mikrobidlis kozosség,
melyek felelések az elemek korforgasaért (Duckworth et al., 1996; Jones et al., 1998;
Scholten et al., 2005; Zhang & Fang, 20006).

A klimavaltozds gyors lefolydsa tehat komoly kihivas elé dllitja a
kornyezetvaltozashoz lassan adaptalédé okoszisztémat és €l61énykozosséget (Allan, 2004). A
klimakutatas eldrejelzései szerint a novekvd hémérséklettel a parolgas fokozodasa, a csapadék
mennyiségének csokkenése és eloszlasanak valtozasa varhatd (Fritz et al., 2010; Dokulil,
2014), ami a kis sostavak vizszintjének csokkenését, fizikai és kémiai paramétereinek
megvaltozasat vonja maga utan, aminek k&szOnhetden még szélsdségesebb élohelyekké
alakulhatnak. A soétartalomnak, homérsékletnek, pH-nak és a vezetoképességnek egyarant
(Castro et al., 2010), fitoplankton- (Hammer, 1986) vagy fitobentosz-kozosségek (Sullivan &
Currin, 2002; Harley et al., 2006; Anneville et al., 2015), Cladocera rakok (Molinero et al.,
2007) vagy halak (Roessig et al., 2004).

Szamos forgatokonyv létezik a klimavaltozas hatasdnak tekintetében, amelyekhez
kiilonb6z6 modelleket hasznaltak fel (Réisdnen et al., 2004; Christensen & Christensen,
2007). Ezek a modellek Kozép-Eurdpaban szelesebb, enyhébb teleket, novekvo
homérsekletet, nyugodtabb, melegebb €s hosszabb nyarakat €s csokkend €ves csapadékot
josolnak, amelyek egyiittesen szamos biotikus €s abiotikus valtozast eredményezhetnek a tavi
Okoszisztémakban (Dokulil et al., 2010; George, 2010; Dokulil, 2014). Az abiotikus
valtozasok kozott emlithetjiik a csokkend vizszintet és ndvekvd vizhdmérsékletet, amelyek
viszont kozvetlen €s kozvetett mddon tovabbi fizikai €s kémiai paraméterekben bekovetkezd
valtozasok sordn generalhatjak, tobbek kozott a novekvd vezetoképességet ¢&s
ionkoncentraciét (Lengyel et al, 2019). A kiilonbozd sok oldhatésaga nagyfoku
valtozékonysagot mutat, melynek kdszonhetden folyamatosan valtozik a vizekben az ionok
aranya és koncentracidja a kicsapodasi sorrend alapjan, mely folyamatot tobbek kozott a
hémérséklet is jelentdsen befolyasolja (Warren, 2006). Altaldban a sés vizi 6koszisztémak
kozvetlenebben reagalnak az uralkodo6 iddjarasi viszonyokra kdszonhetden sekély jellegiinek.
fgy az éghajlat kismértékii valtozasa is jelentSs valtozasokat okozhat ezen szélsGséges
Okoszisztémakban, ami Okoldgiai allapotuk romlasat vagy akar a tavak eltlinését is
eredményezheti, amely folyamat mar vilagszerte megfigyelhetd (Williams, 2002; Alcocer és

Escobar, 1990). Az éghajlatvaltozas tavakra gyakorolt hatdsai koziil a szikes tavak esetében
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kettd a leginkabb hangsulyos: a ndvekvd vizhdmérséklet és a vezetdképesség. A magas
léghomérséklet intenzivebb parolgashoz és magasabb vezetoképességhez vezet, ami biotikus
valtozasokat general, példaul szezonalis dinamikai és florisztikai valtozast, algaviragzas
kialakulasat (Dokulil, 2014).

A hémérséklet és a vezetdképesség kiilonbozd szervezddési szinteken kdzvetleniil és
kozvetve is befolyésolja az algédkat, pl a kozosség (Hasegawa et al., 2000) vagy a sejtek
szintjén (Davison, 1991; Sudhir & Murthy, 2004). A homérsékletnek nagy szerepe van a
fotoszintézisben a membranok fluiditasanak, az enzimek és a PSII fotoszintetikus rendszer
aktivitasanak, valamint az oxigént fejlesztd komplexek szabéalyozédsa révén (Falkowski és
Raven 1997; Hopkins és Hiiner 2004; Davison, 1991). Ami a vezetoképességet illeti, az algak
eloszlasa nem csak a vezetoképesség mértékével, hanem az iondsszetétellel is erdsen korrelal
(Blinn, 1993). A vezetOképesség fotoszintézisre gyakorolt hatdsai kozott emlithetjiik az
elektrotranszportlanc aktivitdsanak szabalyozasat (mivel ozmotikus és ionos stresszt okoz), és
a fotoszintetikus pigmenttartalom megvaltoztatdsat (Sudhir & Murthy, 2004). Az algak
fotoszintézisének Okoldgiaia jelentdsége a globalis biogeokémiai ciklusban betdltott
szerepiikbdl adodik (Tréguer et al., 2018). Tekintve az algdk fontos elsddleges termeldi
szerepét, a kovaalgdk a fotoautotrof szervezetek egyik f6 csoportjat alkotjak a szikes vizi
Okoszisztémakban (De Deckker, 1988; Saros & Fritz, 2000; Stenger-Kovacs et al., 2014;
Stenger-Kovacs & Lengyel, 2015). Az 6kologiai niche koncepcid szerint (amit n-dimenzids
hipertérnek  definialnak) a fajok képesek az egyiittélésre, koOszonhetéen a
tapanyag-felhasznalasban és az él6helyeloszlasban megmutatkozo  kiilonbségeknek
(Hutchinson, 1957). Ez az oOkologiai elmélet alkalmazhaté a klimavaltozds hatdsainak
eldrejelzéséhez is (Wiens et al., 2009). A realizalt 6koldgiai niche-alapti modellek egy adott
faj terjedése és abudancidja kozotti Osszefliggéssel foglalkoznak (Peterson et al., 1999) az
adott faj niche-szélességének és helyzetének meghatarozasa altal (Heino, 2005; Teittinen et
al., 2018). A szikes tavi kornyezetben ¢l6 kovaalgdknak ellendllonak kell lenniiik a
kedvezébtlen kornyezeti paraméterekkel szemben, és képesnek kell lenniiik talélni a rendkiviil
durva koriilményeket is (Stenger-Kovacs et al.,, 2014, 2018). Ezeken a szélsdséges
¢l6helyeken a kompetici6 elhanyagolhato, s az ilyen, fizikailag kontrollalt 6koszisztémakban
egy faj sikere annak fundamentdlis niche-terét6l fligg. Annak ellenére, hogy altaldban
fiziologiai folyamatok allnak a kozosség szinten megjelend mintdzatok mogott, a kovaalgak

fundamentalis niche-terének megismerésére irdnyuld 6kofizioldgiai kisérletek igen ritkak, €s
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csak egy vagy két kornyezeti valtozod vizsgalatira korlatozodnak (Dauta et al.,, 1990;
Souffreau et al., 2010).

Jelen kutatasban az éghajlatvaltozasnak (RCP60 szcenarid) a Karpat-medencében
talalhat6 szikes tavak kovaalgafajainak fotoszintézisére gyakorolt hatdsait modelleztiik. A
modellezéshez a hadrom legjellemzébb szikes vizi kovaalgafajnak négy kornyezeti gradiens
mentén végzett okofiziologiai kisérlet eredményeit, illetve a Karpat-medence (K6zép-Eurdpa)
kozepes felbontast klimatikus adatait alkalmaztuk. Figyelembe véve az elkdvetkezd
évtizedek éghajlatvaltozasanak veszélyét, feltételeztiik, hogy a novekvd vizhémérséklet és
vezetoképesség (kiillondsen a klorid- €s szulfat-iontartalom) jelentds hatdssal lesz a szikes
tavak legjellemzObb kovaalgainak élettani folyamataira, azaltal, hogy i) fokozni fogjak
fotoszintetikus aktivitasukat a 2041-2060 kozotti idészakban és 1i) hosszabb lesz

fotoszintetikusan aktiv periodusuk (PAP — photosynthetically active period).

2.2. Anyag és modszer

2.2.1. Izolalas és a tenyészetek fenntartasa

Egy korabbi tanulméany alapjan meghatarozott (Stenger-Kovacs & Lengyel, 2015), a
szikes tavak legdomindnsabb (4tlagos relativ gyakorisag >10%) és legallandobb (az adott faj a
mintdk tobb mint 20% -ban jelen volt) bentikus kovaalga fajai koziil harmat izolaltunk (1.
Melléklet).

A harom Nitzschia-fajt (2. Melléklet) mikromanipulator (Narishige) ¢és
fénymikroszkop (Zeiss, Axio Invert 40 C) alkalmazasaval izolaltuk egysejtes izolalasi
modszerrel. A fajok monokulturait modositott DIAT tapoldatban (3. Melléklet), Batch
kultaraban tenyésztettiik és novesztettiilk. A tapoldatot kéthetente frissitettiik. A tenyészeteket
23 °C-on, ‘cool white’ és ‘daylight’ (1:1) tipusa fénycsévekkel elért 15 pmol m™ s
fényintenzitason (PAR), és 14 -10 6ra vilagos-sotét fotoperiddus kialakitasaval tartottuk fenn
(Lengyel et al., 2015).

A kovaalgakat fény- (Zeiss Axio 1) és pasztazo elektronmikroszkoppal (Hitachi
S-2600N), valamint a megfeleld referencia-szakirodalmak felhasznalasaval (Foldi et al.,

2018) azonositottuk fajszinten.
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2.2.2. Okofiziolégiai kisérlet

A fajok okofizioldgiai vizsgalatat fotoszintetron (4. Melléklet) inkubécios rendszerben
végeztiik el (Uveges et al., 2011; Lengyel et al., 2015). Ez az inkubaciés rendszer kilenc
cellabal 4ll, amely kilenc kiilonb6z6 besugarzasi intenzitas egyidejii vizsgalatat teszi lehetdve.
A PAR-t a fotoszintetron mindkét oldalan elhelyezett nappali tipusu (‘daylight’) fénycsovek
(Tungsram F74) biztositottdk. A celldk belsd falai tiikkrokbdl vannak kialakitva, amely
technikai megoldds megsokszorozza €s egyenletessé teszi a besugarzasi intenzitast. A cellak
Osszekottetésben allnak egymassal, amely egy keringetd vizfiirddé (Neslab RTE-211)
segitségével lehetdvé teszi a kiillonbozd hdmérsékletek vizsgalatat is. A fajok fotoszintetikus
jellemzdit Osszesen Ot kornyezeti paraméter (négy kozvetlen és egy kozvetett) grandiense

mentén hatdroztuk meg:

1, fény (kozvetlen): 0 - 8 - 35 - 70 - 110 - 200 - 400 - 800 - 1200 pmol m?s™

2, hdmérséklet: (kozvetlen): 5-10-15-20-25-30-35-40°C

3, kloridion-koncentracié (kdzvetlen): 0 -36 - 437,5 - 875 - 1750 - 3500 - 5250 mg L™

4, szulfation-koncentracié (kdzvetlen): 0 - 50 - 600 - 1200 - 2400 - 3600 - 4800 - 7200 mg L™
5, vezetOképesség (kozvetett): 4000 és 12000 kozott uS cm’™

Az oOkofiziologiai kisérletek elott a Nitzscia frustulum algatenyészetet 2-3 hétig
szulfat- és kloridmentes, mddositott DIAT-tapoldatban tartottuk, hogy a sejtek kitiritsék belsd
készleteiket. Az ¢heztetést kovetden friss modositott DIAT-tapoldatba helyeztik, és a
kisérleteket akkor inditottuk el, amikor a tenyészet ndvekedési gorbéje elérte a logaritmikus
fazist, amit optikai striségmérésekkel (OD750) kovettiink nyomon. Az 6tddik napon a
kultarat homogenizaltuk, és minden fotoszintetron-celldba harom parhuzamos mintat
helyeztiink Karlsruhe-lombikokban. A kisérlet 5°C-on indult, 1 6rds sotét inkubalds utan a
mintdkat 1 vagy 2 6ran at inkubaltuk (Lengyel et al., 2015). LDO szenzorral (Hach Lange)
kiszamoltuk a fotoszintetikus aktivitas brutt6 értékét a klorofill egységre normalizalva, amit
acetonos kivonasbol hataroztunk meg (Wetzel & Likens, 2000). Ezt a folyamatot minden
vizsgalt hdmérsékleten megismételtiik. Az egész folyamatot elvégeztiik mind a 8 szulfat- és 7
kloridkoncentracion. A két anion gradiensét MgSO, és MgCl, hozzdadasaval hoztuk létre a
SO, mddszerekkel ellendriztik (APHA, 1998). A tapoldat vezetOképességét HQ40d Hach

Lange multiméterrel mértiik.
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A maximadlis fotoszintetikus aktivitast (P,) és a fotoadaptacios paramétert (I,) a Platt
1981 (Platt et al., 1980) altal leirt egyenlet segitségével hataroztuk meg GraFit programban
(Leatherbarrow, 2009). A maximalis fotoszintetikus aktivitas értékeinek (P,) kétdimenzios
(hdmérséklet- és ionkoncentracio-skalan) abrazoldsahoz SURFER programot hasznéltunk. Az
optimumértékek ¢és a toleranciatartomanyok meghatdrozadsa érdekében Gauss-gorbét
illesztettiink az adatokra, ahol a gorbe kozepének helyzete jeldli az optimum értéket, mig a
haranggorbe szélessége (o) a toleranciatartomanyt. A goOrbe tartomanyan beliil harom
toleranciahatar kiilonboztetheté meg a szorasok alapjan: reprodukcié (SD1: 16 az optimum

kortil), novekedés (SD2: 26 optimum kortil) és tulélés (SD3: 3o az optimum koriil).

2.2.3. Modellezés
1. lépés: a valtozo és a modell kivalasztdasa

Fiiggd valtozoként az Okofiziologiai kisérletekben a kiilonbozé ionkoncentracidok
mentén mért maximalis fotoszintetikus aktivitas P, atlagértékeit, mig magyarazo valtozoként a
homérsékletet hasznaltuk a modellvalasztasban ¢és modellezésben egyarant. A GraFit
programban (Leatherbarrow, 2009) 6tféle modellt futtattunk a vizsgéalt minden egyes szulfat-
¢s kloridkoncentracion. Ezeket a modelleket a vizsgéalt paraméterek kozotti kapcsolat
leirasdban a legrelevansabb, illetve a leggyakrabban alkalmazott moédszerek alapjan
valasztottuk ki (Webb et al., 1974; ter Braak & Looman, 1986; Sabour et al., 2009)
masodfokl és harmadfoku polinom, valamint Gauss-eloszlas (Lehman et al., 1975; Platt et al.,
1980) altal leirt modellek szerint. Az illesztett gorbék atlagos chi*-értékei alapjan a
harmadlagos polinommodellt taladltuk a legjobban illeszekedonek a vizsgalt hdmérsékleti

intervallumon belil.

2. lépés: modellazonositas

A kivélasztott harmadlagos polinommodellek a kovetkezd 4ltalanos egyenleten

alapulnak:
P=axT +bxT +cxT_+d 3)
N m m m

ahol,
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P,: a harom kovaalgafaj maximalis fotoszintetikus aktivitdsanak atlagos értéke
T,.: a klimaforgatokonyvek altal josolt havi atlaghdomérséklet
a, b, c: regresszios értékek

d: alland¢ érték az egyes ionkoncentracidk esetén (1. tablazat)

1. tablazat | A harom diatéma faj atlagos maximalis fotoszintetikus rataja (P,) és a h6mérséklet kézotti
Osszefliggésekhez hasznalt harmadfokt polinomialis modellek egyenleteinek 6sszetevdi (a: 3. szintii
regresszios sulyok, b: 2. szintli regresszios sulyok, c: 1. szint(i regresszios sulyok, d: konstansok).

Koncentracio a b [ d

437,5 mg Lt -0,06%107 0,32*102 -0,21*10! 0,04
1750 mg L! Cl -0,08*107 0,49*107 -0,32*10°"! 0,08
5250 mg L -0,21*107 1,38*102 -1,91*10! 0,79
600 mg L! -0,06%1073 0,32*107 -0,19*10! 0,03
2400 mg L' SO42‘ -0,41*107 2,38%102 -3,10*10! 1,23
4800 mg L! -0,30*107 1,50*107 -1,34*10! 0,26

3. lépés: az idoszakok és a klimaforgatokonyv kivalasztasa

A homérséklet-elérejelzésekhez a RCP60 klimaszcenariot valasztottuk ki, amelyet a
Kéarpat-medence térségén egy jovobeli (2041-2060) és egy mault (1970-2000) periodus
modellezésére hasznaltunk. Az éghajlati adatok forrasa a WorldClim adatbazis volt (Hijmans
2005). A 2041-2060 kozotti idészakra vonatkozo eldrejelzéseket az IPCCS jelentéshez késziilt
Coupled Model Intercomparison Project (CMIPS) 5. szakaszat hasznaltuk fel. A CMIP5
modellkisérlet a Community Climate System Model 4 (CCSM4) globalis klimamodellen
alapult.

4. lépés: modellezés

A 3. egyenletek (1. tablazat) ¢és az RCP60 szcenario alapjan készitett
hémérséklet-eldrejelzések alapjan a fajok atlagos fotoszintetikus aktivitdsat aprilis és oktober
kozott havonta modelleztiik (PAP-fotoszintetikusan aktiv idészakban) a kivalasztott mult és a
jovobeli idészakban. A fotoszintetikus aktivitds leképezett modelljeit (mind a havi, mind az
Osszesitett PAP-értékeket) a QGIS3.2.3 szoftverben hoztuk 1étre és abrazoltuk a Grass7.4.1
altal a harmadfoki polinom modellek és a szoftverraszter szamitasi eszkozének

felhasznalasaval.
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2.3. Eredmények

2.3.1. A fotoszintetikus jellemzok

A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintézise 3 és 435 umol m? s (I,) értékek kozott valt
telitetté. A fajok I értéknél szamitott maximalis fotoszintetikus aktivitasait (P,) abrazoltuk a
homérseéklet és az ionkoncentraciok fliggvényében (5. Melléklet). Valamennyi faj
fotoszintetikus aktivitasa hasonlé volt (~ 4 mg C mg Chl-a' h') a szulfation-gradiens mentén.
A kloridion skalajanak tekintetében a N. aurariae (NAUR) fotoszintetikus aktivitisa elérte az
5,4 mg C mg Chl-a' h' értéket, mig a N. reskoi (NRES) és N. supralitorea (NSUP) esetében
szignifikansan alacsonyabb értéket mértink (1,7 illetve 2 mg C mg Chl-a' h'). A
fotoszintetikus aktivitas valtozasai vilagos és egyértelmii tendenciat kovettek, fliggetleniil a

fajtol, a hdmérséklettdl vagy az ion dsszetételtol:

(1) a fotoszintetikus aktivitds szintje az ionkoncentraciokkal (és ennek kovetkeztében

vezetoképességgel) és a hdmérseklettel parhuzamosan nétt;

(i1) 30 és 35 °C, 2900 és 4200 mg L' CI', valamint 3200 és 5300 mg L' SO,*-koncentracio

kozott érte el a csucsot;

(i11) a maximumértékek utan a fotoszintetikus aktivitas csokkent.

2.3.2. Optimum és tolerancia

Az atlagos P, értékek és a Gauss-egyenlet alapjan meghatdrozott optimum- ¢és
toleranciaértékeket a 2. tablazat foglalja dssze, valamint a 8. dbra szemlélteti. Osszefoglalva
az eredményeket, a kovetkezok allapithatok meg: az optimumértékek szérdsa soha nem
haladta meg a 15%-ot; a NRES, a NSUP és a NAUR fotoszintetikus aktivitasa 28,5; 29,8 és
34,5 °C-on tetdzott. Ezen kiviil a NAUR magasabb optimummal jellemezheté mind a klorid-,
mind a szulfation-gradiens tekintetében (4182 és 5253 mg L', ami 10405 uS cm-nek felel
meg). Ezzel szemben a NRES optimalis ionkoncentracioja 3248 mg L' CI és 3381 mg L™
SO,* (~ 85394 uS cm™) volt, mig a NSUP optimuma 2947 mg L' kloridion- és 4368 mg L'

szulfation-koncentracional (~ 8935 uS cm™) volt.
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2. tablazat | A vizsgalt Nitzschia-fajok kiilbnb6z6 kbérnyezeti paraméterek mentén mért optimum- és

toleranciaértékei

Kornyezeti valtozok N. aurariae N. reskoi N. supralitorea
(NAUR) (NRES) (NSUP)
o optimum 34.5+2.5 2.5+1,4 29.8+0,7
Homérséklet (°C) tolerancia 77420 0.4+1.6 8 540.8
- B optimum 4182+436 32484226 20474398
Kloridion (mg L") tolerancia 16934491 17984227 24814680
Szulfation (mg L") optimum 5253+456 3381+148 43684584
zullation (mg tolerancia 2281432 1074145 3020+788
Vegettkéoessée (1S cq) | OPHIUD 10405+529 8539274 89354602
ezetOkepesség (uS cm™) o oncia 24384577 20124273 35284875

Az optimumokkal ellentétben a tolerancia értékek szdorasa nagyobb mértéki

ingadozast mutatott, ugyanis 9-29% kozott valtozott. A toleranciatartomanyok fajtol

fliggetleniil a homérséklet- és a vezetOképesség-gradienseknek megfelelden valtoztak: az

optimalis értékekig néttek, majd ismét csokkentek. A NAUR mutatta a legalacsonyabb (7,7

°C), a NRES pedig a legmagasabb hdmérséklet-toleranciat (9,4 °C). A kloridion-gradiens

tekintetében a NAUR mutatta a legalacsonyabb (1693 mg L), mig a NSUP a legnagyobb

toleranciat (2481 mg L'). A NRES mutatta a legalacsonyabb toleranciat a szulfationnal

szemben (1074 mg L), mig a NSUP a legmagasabbat (3020 mg L™).

P max (mg C mg Cha' h!')

P max (mg C mg Chk-a! h!)
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~
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8. abra | A N. aurariae (NAUR), a N. reskoi (NRES) és a N. supralitorea (NSUP) fajok h6mérsékilet,
klorid- és szulfation gradiensek mentén mért optimumai

37



Osszességében a NRES és a NSUP hémérséklet-optimuma és toleranciatartoménya
nagyon hasonld volt a kloridion-gradiens mentén. Az also és felsd tliréshatar a kovetkezd volt:
19,1 - 20,3 °C és 37,8 - 39,3 °C (SD1, reprodukcios hatar); 9,8-10,7 °C és 47,1-48,8 °C (SD2,
novekedési hatar); 0,5 - 1,2 °C és 56,5 - 58,4 °C (SD3, tulélési hatar). Ezzel szemben a
hatar 65 °C volt. A kloridion-koncentracidt tekintve a NSUP rendelkezett a legalacsonyabb
optimummal és a legmagasabb tolerancidval: 5428 - 7909 - 10390 mg L' (SD1 - SD2 - SD3
fels6 hatara). Habar a NAUR-nak volt a legmagasabb optimuma, de ennek a fajnak volt a
legalacsonyabb toleranciaja (és tliréshatarai) is. A harom faj egyiittes tulélési tartoménya
széles volt: 0,5-65 °C és 0-10390 mg L' CI". A szulfation-gradiens vonatkozasaban (10. abra)
a fajok homérséklettel szembeni tolerancidja hasonlo volt, de értékei alacsonyabbak voltak,
mint a kloridion-gradiens mentén tapasztalhatok: a felsé talélési hatar csak 56,7 °C volt. A
NRES rendelkezett a legalacsonyabb iontoleranciaval, mivel szaporodési tartoméanya 2307 és
4456 mg L', novekedési tartomanya 1232 és 5530 mg L, talélési tartomanya pedig 158 és
6604 mg L' SO,* kozott volt. A NAUR és a NSUP jobban hasonlitottak egymasra, hiszen
mindketten széles toleranciahatdrokkal jellemezhetdk; képesek voltak tulélni a szulfationnak
még a 12097, illetve 13430 mg L' koncentracidig is. A harom faj egyiittesen széles

kornyezeti tartomanyt fedett le: 0,3-56,7 °C és 0-13430 mg L' SO,*.

= e e e T S e zomzmmzomos =—=n H I NAURSD3
| — —NAURSD2
=——=NAURSDI
B NAUR optimum
s B NRES SD3
: — —NRES SD2
i = WRES SD1
B NRES optimum
R NSUPSD3
— —NSUPSD2
| i ——NSUPSDI
B NSUP optimum

Homeérséklet(°C)

Klorid koncentracié (mg L")

9. abra | A vizsgalt kovaalgafajok fundamentalis niche tere a h6mérséklet és a kloridion-tartalom
fliggvényében (SD1: reprodukcios hatar, + 10 az optimum koéril; SD2: nbvekedési hatér, + 20 az
optimum koril; SD3: talélési hatéar, + 30 az optimum koériil)
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10. abra | A vizsgalt kovaalga fajok fundamentalis niche tere a h6mérséklet és a szulfation-tartalom
fliggvényében (SD1: reprodukciés hatar, + 10 az optimum kéril; SD2: nbvekedési hatar, + 20 az
optimum koériil; SD3: talélési hatar, + 30 az optimum koériil).

2.3.3. Modellezés

A harom faj atlagos fotoszintetikus aktivitdsa alapjan fokozott fotoszintézis volt
megfigyelhetd az 1970-2000 kozotti idészakban a Karpat-medencében a ndvekvo
kloridion-koncentracioval parhuzamosan (11. abra és 6., 7. Melléklet). 437,5 mg L
iontartalom mellett a fotoszintetikus aktivitds szintje aprilis €s oktober kozott alacsony volt
(<0,75 mg C mg Chl-a' h™"). Azonban magasabb kloridion-tartalom (5250 mg L") esetében a
fotoszintetikus aktivitas példaul jaliusban és augusztusban kétszer olyan magasra emelkedett
(1,5 mg C mg Chl-a’ h'). Hasonl6 tendenciat josoltak a modellek a 2041-2060 kozotti
iddszakra is: minél magasabb az iontartalom, annal nagyobb a fotoszintetikus aktivitds. A
szulfation-gradiens tekintetében (12. abra és 8., 9. Melléklet) a fotoszintetikus aktivitas
tendenciaja a kloridion-gradienshez hasonldé volt. Mind a referencia-idészakban, mind a
jovOben a fotoszintetikus aktivitas a szulfation-koncentracié ndvekedésével parhuzamosan
emelkedik. A két gradienst Osszehasonlitva elmondhat6, hogy a fotoszintézis intenzitdsa
sokkal nagyobb volt a szulfation-gradiens mentén (> 1,5 mg C mg Chl-¢' h'), mint a
kloridion tekintetében. A két idoperiodust dsszehasonlitva megallapithatd, hogy a 2041-2060
kozotti iddszakban a kovaalgafajok fotoszintézise valdsziniileg intenzivebb lesz az ionok
tipusatol és koncentracigjatol fliggetleniil. Mindemellett a fotoszintetikusan aktiv peridodus

(PAP) hosszanak megndvekedése figyelheté meg a jovoben.

39



= N ey P
Monthly gradient ‘Summarized gradient
0 0.38 0.75 11 1.5=< o 14 2.8 42 5.6 Te=

11. abra | A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintetikus aktivitasanak a modellezett atlagos havi (aprilis -
oktober), valamint ezek 6sszesitett értékei 1750 mg L' kloridion-koncentracional a maitban
(1970-2000) és a jovbben (2041-2060) (skalak: a maximalis fotoszintetikus aktivitas (P,) értéke [mg C
mg Chl-a" h "))

=i N

Monthly gradient Summarized gradient
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12. abra | A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintetikus aktivitasanak a modellezett atlagos havi (aprilis -
oktober), valamint ezek 6sszesitett értékei 2400 mg L™ szulfation-koncentracional a multban
(1970-2000) és a jévbében (2041-2060) (skalak: a maximalis fotoszintetikus aktivitas (P;) értéke [mg C
mg Chl-a" h"])

40



2.4. Diszkusszio

A fajok okoldgiai niche-ének megismerésére iranyuld kutatdsok hozzajarulhatnak a
klimavaltozas hatdsainak megértéséhez ¢és eldrejelzéséhez (Wiens et al., 2009). A széles
niche-sel jellemezhetd fajok kevésbé érzékenyek a kornyezeti paraméterek valtozasaira (Irwin
et al.,, 2012). Ez az Osszefiiggés kulcsfontossagu lehet a szikes tavak esetében, ahol a
kornyezeti paraméterek szélsdséges értékeket érhetnek el, ¢és nagyfoku ingadozast
mutathatnak a szélsdséges 1ddjarasi események miatt — beleértve a klimavaltozas altal okozott
valtozasokat is (Lengyel et al.,, 2019). Jelen munka hipotézisei helyesnek bizonyultak,
miszerint a klimavaltozas valdban jelentds hatassal van a szikes tavak legdominansabb ¢és
legjellemzObb kovaalgafajainak (Nitzschia aurariae, N. reskoi és N. supralitorea)
(Stenger-Kovacs & Lengyel, 2015) élettani folyamataira. A klimavaltozas altal generalt
kdrnyezeti valtozésok és azok okofizioldgiai kovetkezményei nagyon jol nyomon kdvethetok
a mult, a kozelmult és a jovo idOszakanak jellemzésével és Osszehasonlitasaval, ahogy ez a

kovetkezokben lathato:

2.4.1. A mult (1970-2000)

1970 ¢és 2000 kozott az atlagos homérséklet 20 °C koriil volt, amely két {6
kovetkezménnyel jart. Mivel ez az atlaghdmérséklet joval a vizsgalt Nitzschia tajok optimuma
alatt volt (28-34 °C), igy alacsonyabb fotoszintetikus aktivitast és rovidebb (junius-augusztus)
fotoszintetikusan aktiv periodust (PAP) lehetett megfigyelni. A karpat-medencei szikes tavak
vezetOképességérdl kevés adat all rendelkezésiinkre ebbdl az iddszakbol (1970 és 2000),
mivel azok tobbnyire nem keriiltek publikalasra (Schmidt and Fehér, 2001). A rendelkezésre
allo kevés és szorvanyos informaciok alapjan a szikes tavak atlagos vezetoképessége 500 és
32000 uS cm™ kozott mozgott, 4000 uS cm™ koriili atlagos értékkel (Kiss et al., 1994; Kiss et.
al.,1975; Schmidt and Fehér, 2001). Habar a tavak — kémiai Osszetétel alapjan besorolt —
tipusainak el6forduldsa az adott iddszakra vonatkozdan ismeretlen, de a jelenlegi eredmények
alapjan a fotoszintetikus aktivitas nagymértékben kiilonbozhetett egymastdl az egyes
tipusokban, mivel a vizsgalt kovaalgdk aktivabban fotoszintetizalhatnak olyan szikes
tavakban, amelyekben a szulfation domindl. Ez a kiilonbség az ionok fiziologiai
folyamatokban betoltott szerepének tulajdonithatd, mivel a kén biokémiai szerepe fontosabb
¢s valtozatosabb, mint a kloridé (Hopkins ¢és Hiiner, 2004b; Sudhir & Murthy, 2004).

Mindazonaltal az atlagos els6dleges termelés ezekben a szikes vizi 6koszisztémakban a 2,6
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mg C mg Chl-a” h', mig 6sszesitett értéke (harom faj fotoszintézisének osszege) a 8 mg C
mg Chl-a' h' értéket is elérhette az ion tipusatdl és koncentracidjatol fiiggben. Mas soOs
Okoszisztémakkal Osszehasonlitva ezeket az értékeket megéllapithatd, hogy a harom faj
nagyban hozzajarulhatott a regiondlis ¢és globdlis elsddleges termeléshez is —
osszehasonlitasképpen 9,42 mg C mg Chl-a' h' atlagértékek fordultak el6 ausztral, afrikai és
amerikai sos tavakban (Hammer, 1981) és 2,6 + 1,0 mg C mg Chl-a' h' az dcednokban

(Sarthou et al., 2005).

2.4.2. A kozelmilt (2005-2015)

Ebben az iddszakban a karpat-medencei szikes tavak intenziv vizsgélata indult meg,
amely szamos publikaciét eredményezett limnologiajukkal és/vagy hidrobiologidjukkal
kapcsolatban (Boros et al., 2013; Lengyel et al., 2019). A kozzétett adatok alapjan igy
tudhatjuk, hogy mar ebben az idészakban extrém homérsékleti értékeket is rogzitettek egyes
szikes tavakban: a Kirchsee-ben 35 °C, a Kardoskuti Fehér toban 36 °C (Stenger-Kovécs et
al., 2014); 44 °C a Zab-sz¢kben (Boros et al., 2017). Ezek a kornyezeti feltételek
alkalmanként akar fokozhattdk, vagy fenntarthattdk a vizsgalt fajok fotoszintézisét, mivel
ezek az értékek a fajok ndvekedési hatarain beliilre esnek. A Karpat-medencében talalhatod
szikes tavak két kémiai tipusanak — a Na'~(HCOs + COs') alapdsszetétel mellett C1 -, illetve
SO# -dominanciaju  tavaknak — az el6fordulasi gyakorisiga ebben az iddszakban
megkozelitdleg hasonld volt, mindkettd koriilbeliil 18% (Boros et al., 2014). Erre az id6szakra
jellemz6 atlagos vezetOképességiiket (5292 uS cm™) és ionkoncentracidjukat (268 mg L
szulfation és 1268 mg L' kloridion) tekintve megallapithato (Stenger-Kovacs et al., 2014;
Lengyel et al., 2016, 2019), hogy ezek az értékek joval alacsonyabbak, mint a vizsgalt fajok
optimuma, ami a lehetséges maximumtdl sokkal alacsonyabb fotoszintetikus aktivitast
eredményezett. A hdémérséklet mellett ezekben az Okoszisztémakban kiemelkedd
ionkoncentraciot és a vezetoképességet is megfigyeltek: a Kelemen-székben 2008-ban 17600
uS cm’, 2013-ban a Sos-érben 41000 uS cm™; 1567 mg L' CI" a Boddi-székben 2006-ban,
19000 mg L' CI a S6s-érben 2013-ban; (Stenger-Kovacs et al., 2014; Lengyel et al., 2019). A
vezetOképesség és a kloridion-koncentracié rendkiviil magas értékei a fajok elsddleges
termelését mar akadalyozhattdk vagy alkalmanként le is allithattdk, mivel ezek az értékek
meghaladjak a talélési hatarértékiiket is (14500-19600 uS cm-', 8600-10400 mg L' CI).

Ezzel szemben az eddig megfigyelt maximalis szulfatkoncentracié csak 2433 mg L' volt
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(Stenger-Kovacs et al.,, 2014), amely viszont még pozitivan befolyasolhatta a fajok

fotoszintézisét.

2.4.3. A jovo (2041-2060)

Az alkalmazott RCP60 szcenarid joslata szerint a 2041-2060 kozotti iddszakra az
atlagos homérséklet 22,5 °C-ra emelkedik, és ennek a multhoz viszonyitott 2,5 °C-os
novekedésnek az eredményeink alapjan jelentOs hatdsa lesz a vizsgalt fajok fotoszintézisre,
valamint az azok vegetacios idoszakara (PAP). A fotoszintézis fokozddasa varhato, mig az
elérejelzések szerint a PAP két honappal meghosszabbodik, igy az majustdl szeptemberig fog
tartani. Habar Aaltalanos megfigyelés az, hogy a kovaalgdk inkdbb az alacsonyabb
homérsekletet részesitik elényben (Irwin et al., 2012), mégis az itt targyalt Nitzschia-fajok
valosziniileg melegebb kornyezetet preferalnak (T,,: 28-35 °C). A magas hOmeérsckleti
optimumuk hozzéjarulhat a vegetacios idészakuk kiterjesztéséhez, mivel a megndvekedett
jovobeli atlaghomérséklet (22,5 °C) még mindig a kovaalgafajok toleranciatartoméanyan beliil
van, megkozelitve az optimumeértékiiket. Viszont a jovOben is kell szdmitani sz€lsOséges
homérsékleti értékekre, amelyek gyakorisaga ¢és intenzitdsa is novekedni fog az
éghajlatvaltozas hatdsara. Az itt vizsgalt kovaalgafajok széles niche-t foglalnak el (a felsd
letalis hatar 50 és 65 °C kozott valtozik), amelyeket kiilonféle fiziologiai stratégidk révén
érhetnek el: példaul hdsokkfehérjek és stresszhormonok szintjének (Kee & Nobel, 1986;
Vierling, 1991; Kiibler & Davison, 1993; Christov et al., 2001; Bajguz, 2009),
membrandsszetételnek (Somerville & Browse, 1991), klorofill-, karotinoid-, szacharid-, lipid-
¢s cukortartalomnak (Christov et al., 2001) a megvaltoztatasaval. A ndvekedési hatarokat
atlépve a fotoszintézis minimalizalodni fog a tulélés érdekében, igy minden szélsdséges
homérsékleti esemény — amelyre egyre gyakrabban €s egyre nagyobb intenzitdssal szamitani
kell — a szikes tavi Okoszisztémak funkciondlis szerepének elvesztését eredményezheti a
jovoben.

A homérséklet mellett a vezetOképességnek és az iondsszetételnek is nagy szerepe van
a jovobeli folyamatok szabalyozasdban. Mig egy novekvd tendencia mar megfigyelhetd a
vezetOképesség, a klorid- és a szulfation-koncentracido atlagos és maximalis értékének
tekintetében is a Kéarpat-medence szikes tavaiban (Stenger-Kovdcs et al., 2014; Lengyel et al.,
2016, 2019), ez a jelenség a klimavaltozads hatdsidra valdszinileg fokozddni és/vagy
tipikusabba fog valni. Altalanossdgban a kovaalgdk jobban kedvelik az alacsonyabb
vezetoképességli vizeket (Irwin et al., 2012), mig a magasabb vezetoképesség letalis hatart
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jelent szdmukra, ahogyan ez szdmos mas organizmusra is jellemz6 (pl. egyes planktonikus
algak esetében 5 psu = ~ 9000 uS cm™ (Kies, 1997). A vizsgalt kovaalga-fajok magas
optimummal ¢és széles 0koldgiai niche-térrel jellemezheték az ionok és a vezetdképesség
tekintetében is, amelyek homérséklet-fliggbek (a homérsékleti optimumhoz kozelitve
szélesebb a niche). Jelen kutatds eldrejelzései alapjan az elsddleges termelés fokozodasa
varhatd a szikes vizi Okoszisztémakban az atlagos vezetoképesség ¢és homérséklet
novekedésével parhuzamosan. Azonban a fajok nem lesznek képesek elviselni és tulélni a
kornyezet szélsdségeit annak ellenére, hogy a magas sotartalommal szemben szamos
fiziologiai stratégiaval rendelkeznek; pl. kiilonbozd oldott anyagok eldallitasa (Joset et al.,
1996) vagy fenotipusos plaszticitas (Trobajo et al., 2004).

Noha a szikes tavak két kémiai tipusdnak eldéfordulasi gyakorisdga a kozelmultban
megkozelitdleg hasonld volt (Boros et al., 2014), a jovoben a klimavaltozas hatasara ez az
arany eltolodhat, amely az elsddleges termelés megvaltozasat is eredményezheti. Ez tobbféle
moddon is megtdrténhet, melyek koziil a kovetkezd kettdé a legjellemzdbb a szikes tavak
esetében: (i) szoérvanyos, de intenziv esézések kimossdk az ionokat a kornyezd
mezOgazdasagi terliletekrdl, amelyek igy a tavakba jutnak; (ii) a csOkkend talajvizszinttel
megszlinik az alsobb hidrogeoldgiai rétegekbdl torténd felaramlas, és ezaltal megszakad
felszini vizek ion utdnpotldsa. A szulfation tipusu Okoszisztémak felé eltolodd arany a
jovoben pozitivan befolyasolhatja a vizsgalt kovaalga fajok elsddleges termelését, mivel
egyrészt fotoszintézisiik aktivabb a szulfationban gazdag vizekben, masrészt az eddig
megfigyelt legmagasabb szulfation-koncentracido még mindig a fajok optimuma alatt talalhato.
Ezzel szemben a kloridion tipusu Okoszisztémak felé tolodd ardnynak negativ és pozitiv
hatasa is lehet a vizsgalt kovaalgafajok elsddleges termelésére. Mivel a kloridion tekintetében
széles toleranciaval jellemezhet6k (tulélési felsé hatar: 8600-10400 mg L), a
kloridion-koncentracié  4atlagos  szintjének ndvekedése pozitivan  befolyasolhatja
fotoszintézisiiket. Ennek ellenére a kloridion olyan magas koncentracidja, amit a
kozelmultban mar tapasztaltak, mar mérgez6 lehet szdmukra (Sudhir & Murthy, 2004), mivel
az talmutat a fajok tulélési hataran, igy a fotoszintézisiik csokkenését €s a fajok pusztulasat
okozhatja. Osszességében elmondhat6, hogy a jovében egyre nagyobb gyakorisaggal varhatok
olyan idészakok, amelyek 1-1,5 mg C mg Chl-a' h' f5l6tti fotoszintetikus aktivitissal
jellemezhetdk, igy jelentds funkcionalis értéket biztositanak a szikes vizi tavaknak, mivel

ezek az 6koszisztémak a globalis elsddleges termelés potencialis forrasaként szolgalhatnak.
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3. Maleinsav-hidrazid hatiasa a teratogén formak Kkialakulasara egy

kovaalga-faj esetében

3.1. Bevezetés

A Fold édesvizeit folyamatosan fenyegetik az ember altal eldidézett kiilonféle
szennyezések, amik stlyos kovetkezményekkel jarnak az Okoszisztémékra nézve. Ezek a
szennyezé anyagok szdrmazhatnak ipari (példdul banyaszat, élelmiszeripar) vagy
mezOgazdasagi tevékenységekbdl. Nehézfémek vagy mas banyaszatbol szarmazo
melléktermékek, a novények novekedéséhez sziikséges tapanyagok vagy a mezdégazdasagbol
szarmazod novényvédd szerek szabadulhatnak fel. A mezdgazdasagi teriileteken a hasznalt
novényvédd szerek negativ hatdssal lehetnek az Okoszisztémara. Az elmult évtizedekben a
novényvédd szerek hasznalata vilagszerte gyorsan megndvekedett a nagymértékii
népességnovekedés és a klimavaltozas kovetkeztében (Hulme, 2017; Madhuri & Sharma,
2020). Globdlis szinten a ndvényvéddszer-hasznalat 2020-ban 6sszesen 2,7 millid tonna
hatdéanyagot tett ki, a készitmények pedig koriilbeliil 7,2 milli6 tonnat (Wisnujati, 2023). Ezek
a szennyezO0 anyagok nem csak a célszervezetekre, hanem a természetes ¢édes vizi
Okoszisztémakra is karos hatdssal vannak — beleértve a nem célszervezeteket is.

A ndvényvédd szerek karos hatasainak elterjedésével kapcsolatban kiilonb6zd
vizgazdalkodasi tervek és jogi szabalyozasok sziilettek. Az 6koldgiai allapot meghatarozéasara
a Vizkeretiranyelv (VKI) bioindikatorokat vezetett be, amelyek a kornyezetben bekovetkezett
valtozasokat jelzik. Sokkal tobb informéciot nyujtanak, mint pusztdn a fizikai és kémiai
paraméterek mérése. Az alkalmazott bioindikéator-csoportok koziil az egyik a fitobentosz,
azon belill is a kovaalgdk (Bacillariophyceae, Mediophyceae ¢és Coscinodiscophyceae
osztalyok), amelyek a mikroalgdk egyik széles korben elterjedt és jol tanulményozott
csoportjat alkotjak (McCormick & Cairns, 1994), tovabba fontos
okoszisztéma-szolgaltatdsokat nyUjtanak (B-Béres et al., 2023). Az 0©kologiai allapot
felmérésére vald alkalmassidga abban rejlik, hogy kozmopolita él6lénycsoport, rovid
generacios idével rendelkezik, amely gyorsan reagél a természetes €s antropogén hatasokra is.
A kovaalgakat érzékenységiiknek koszonhetden nemcsak 6kologiai allapotfelmérésre, hanem
okotoxikologiai vizsgalatok tesztszervezeteként is hasznaljak fémek (Gongalves et al., 2019),
nehézfémek (Canterford & Canterford, 1980; Falasco et al., 2009; Gautam et al., 2017),

tovabba novényveédo szeres szennyezddések kimutatasara.

45


https://www.zotero.org/google-docs/?Pcy3Vf
https://www.zotero.org/google-docs/?Pcy3Vf
https://www.zotero.org/google-docs/?nXuRFz
https://www.zotero.org/google-docs/?23dmwm
https://www.zotero.org/google-docs/?xzxClH
https://www.zotero.org/google-docs/?a7z8YY
https://www.zotero.org/google-docs/?D3dtNM

A szennyezd-anyagoknak valo kitettség szamos élettani tulajdonsagot megvaltoztat az
intracellularis szinten (Debenest et al., 2010). Megzavarhatja a citoszkeletont, ami mas
sejtkarosodashoz vezet (Sampson & Pickett-Heaps, 2001; Yemets et al., 2008; Buschmann et
al., 2016). Hatdsara szamos sejtmag-1¢zi6 alakulhat ki, példdul DNS-diszperzi6 (Casotti et al.,
2005; Debenest et al., 2008) és -fragmentéacio (Aoyama et al., 2003; Desai et al., 2006; Prado
et al.,, 2009). A kloroplasztiszok alakjanak és az a klorofill mennyiségének valtozasat is
okozhatjak, amely altal a fotoszintézisre is kihatnak (Wang et al., 2020). Az oxidativ stressz
enzimek termelésének, aktivitasdnak mérésével nyomon kdvetheto a sejt allapota (Wang et al.,
2020). A szennyezdk az anyagcsere-folyamatokra is hatdssal vannak, mint példaul a fehérje-,
lipid- és szénhidrat szintézisre (Weiner et al., 2007) vagy a tdpanyagfelvételre (Krieger et al.,
1988).

A kovaalga kiilsé sejtfala (frusztulum) szilicium-dioxidot tartalmazé merev héj,
amelynek tulajdonsagai képezik a kovaalgdk fajszintli meghatdrozasanak alapjait (Round et
al., 1990). Ezek a rogzitett tulajdonsagok bizonyos kornyezeti stressz hatasara
megvaltozhatnak, és teratogén formak kialakulasdhoz vezethetnek (Cattaneo et al., 2004;
Cuna et al., 2014), mely folyamat a mai napig nem tisztazott még. Feltételezések szerint a
szilifikacid kezdeti szakaszaban a sejtmag helyzetéért felelds mikrotubulusok sériilnek, ami a
vaz abnormadlis elvaltozasat okozza (Schmid, 1980; Round et al., 1990). A deformacidk
természetes, egészséges kornyezetben is eléfordulnak, de altalanos megjelenésiik 0,5% alatt
marad. A sejten megjelend teratoldgiai elvaltozas feltehetben nem gyengiti a szaporodasi
kapacitast ¢és életképességet (Falasco et al, 2021). Azonban a témaval foglalkozo
szakirodalomban fellelhetd cikkek tobbségében a kovaalga-szervezeteket viszonylag rovid
ideig kezelték; néhany oraig (Debenest et al., 2008) vagy napig (Bedoshvili et al., 2018),
illetve 1-2 hétig (Rimet et al., 2004; Coquillé & Morin, 2019; Gongalves et al., 2019; Wang et
al., 2020). Tovabba a teratogén formdkat indukalé anyagok hatisanak vizsgéalata soran
kimutattdk azt is, hogy a fajok érzékenysége kiilonb6z6, s nem minden faj esetében
jelenhetnek meg rendellenes valtozasok (Rimet et al., 2004; Debenest et al., 2008).

Tanulméanyunkban a maleinsav-hidrazid (MH, CAS No. 123-33-1), egy széles korben
hasznalt gyomirtdé hosszi tavi hatdsat vizsgaltuk. Az MH 1949-ben kifejlesztett
novény-novekedésszabalyozo (Schoene & Hoffmann, 1949), amely azdta szamos novényvédo
szer hatdanyagat képezi. Tobbnyire a burgonya és hagyma novekedés szabalyozodjaként
hasznaljdk mez6gazdasagi terlileteken ¢és kertekben egyarant, annak ellenére, hogy

genotoxikus hatdsa mar ismert (Cotelle et al., 1999; Marcano et al., 2004). Tesztszervezetnek
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a Gomphonema parvulum-ot, egy olyan kozmopolita kovaalga fajt vélasztottunk, amely
korabbi vizsgalatokban mar mutatott rendellenes formakat egyéb toxikus anyagok hatdsara
(Lange-Bertalot et al., 2017). Kutatdsunk soran vizsgaltuk az MH lehetséges hatdsait a
Gomphonema parvulum fotoszintézisére, novekedésére, szinanyagainak (a klorofill,
karotionidok ¢és fukoxantin) mennyiségére, stressz-enzimtermelésre, a sejtekben taldlhatod
lipidtartalomra, valamint a teratogén formak kialakulasara. A vizsgalatunk célja volt

(1) azt kimutatni, hogy a MH-kezelés hatdsdra megfigyelhet-e novekedéscsokkenés,
illetve ez egylitt jar-e teratogén formak megjelenésével. Feltételezésiink szerint az
alacsonyabb MH-koncentraci6 nem gatolja a szaporodasi képességet felmutatd koros
formakat;

(i1) megvizsgalni azt, hogyan valtozik a teratogén formak és tipusok megjelenése a
kezelési 1d6 eldrehaladtaval, és ezt milyen mértékben befolyasolja az MH koncentracioja.
Arra szamitunk, hogy az 1d0 muldsdval a legnagyobb ndvekedést magasabb
MH-koncentracioval érjiik el. Feltételezésiink szerint tobb generacio utan ezek a deformitasok
Osszetettebbé valnak, igy a tipus is valtozik;

(ii1)) azt feltarni, hogy a mért ¢élettani tulajdonsagok koziil melyikkel mutat
Osszefliggést a teratogén formak megjelenése Azt feltételezziik, hogy a teratogén formak
megjelenésével a  fotoszintetikus  aktivitdsban  negativ ~ valtozast,  valamint

stressz-enzimaktivitasban novekedést tapasztalunk.

3.2. Anyag és modszer

3.2.1. Tenyészet fenntartasa

A Gomphonema parvulum monokultaraja a francia INRAE UMR CARRTEL
tudomanyos kutatointézet algagylijteményébdl (TCC485) szarmazik. A tenyészetet batch
kultirdban szaporitottuk és tartottuk fent. A tenyésztés soran DV (10. Melléklet; Hughes &
Lund, 1962) tapoldatot hasznaltunk, amelyet 2-3 hetente friss steril tdpoldattal cseréltiink. A
tenyészetet 23°C-on, 15 pmol m?s”' megvilagitason (‘daylight’ és ‘cool light’ fénycsd), 14

ora megvilagitas :10 ora sotét fotoperiodus mellett tartottuk fenn.

3.2.2. Kisérleti beallitasok

A Kkisérlet soran az algatenyészeteket 250 ml-es Erlenmeyer-lombikban tartottuk a fent

részletezett tenyésztési koriilmények kozott. A kisérlethez exponencialis fazisban 1évo
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kovaalga tenyészetet hasznaltunk. Az algatenyészeteket a MH-dal két koncentracidban
kezeltiik (0,1 és 0,01 mg L"), valamint kontroll tenyészetet is alkalmaztunk, amibe nem kertilt
novényveédo szer. Minden kezelést és mérést harom parhuzamos ismétlésben végeztiink. A
novényveédo szer hatdsat az alabbi kezelési idok utan vizsgaltuk: 6, 12, 24, 72, 163, 336, 672
ora. Ezen idépontokban a homogenizalt mintakbol 100 ml-t vettlink ki kiilonbozd fiziologiai

paraméterek vizsgalatahoz. A kisérleti beallitast a 13. dbra szemlélteti.
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13. abra | A kisérleti beéllitas sematikus abraja

3.2.3. Vizsgalt fiziologiai paraméterek
Novekedés

A sejtszdm-novekedés meghatirozasa céljabol a mintdk egy részét Lugol-oldattal

tartositottuk, majd a sejtszamot Biirker-kamraban, 400%-o0s nagyitason szamoltuk meg.

Szinanyagok

A karotinoid- és a klorofillméréshez 15 ml homogenizalt mintat hasznéltunk a
vonatkoz6 szabvanynak (Wetzel & Likens, 2000) megfelelden, amelybdl centrifugalast
(MSE, Mistral 2000) kovetéen (25 perc, 3700 percenkénti fordulatszam[rpm]) a feliiliszot
eltavolitottuk, majd 90%-o0s etanolt adtunk hozzd. Ezt egy 75°C-os inkubalds kdvette 15
percen keresztiil a sejtek roncsolasa €s a pigmenttartalom extrahalasa érdekében. Majd Gjabb

centrifugalast (20 perc, 4700 rpm) kovetden a feliiliszé abszorbanciajat 750, 665 és 480 nm
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hullamhosszokon mértilk meg. A pigmentkoncentraciokat az alabbi egyenletek segitségével
szamoltuk ki.
(Lorenzen, 1967)
(O(F)(E s —E )W)
mg | _ 6650 665a
chla () = —— )

m

(Strickland & Parsons, 1968)

)| )
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E4800 = A0~ [(3)('4750)] (6)

Car (uSPU/I) =

Fukoxantin

A mintak fukoxantin-tartalmanak meghatarozasanal Wang et al. (2018) modszerét
kovettiik. Megmértiik a mintdk abszorbancidjat 750 nm hulldmhosszon, majd centrifugalast
(MSE, Mistral 2000; 4700 rpm, 5 perc) kovetden a pellethez etanolt adtunk. Etanollal valéd
szuszpendalast koveten a mintakat sotétben tartottuk két 6ran keresztiil. Ujabb centrifugalast

(3000 rpm, 15 perc) kovetden megmértiik az abszorbanciat 445 nm ¢és 663 nm

crer

(Wang et al., 2018)

Cfuc = 6. 39X[A445(A750)] -5 18X[A663(A750)] )

Fotoszintetikus aktivitas

A fotoszintetikus aktivitds méréséhez 100 ml-es boroszilikat Karlsruhe-lombikot

hasznaltunk, amely kémiailag inert, és blokkolja az oxigén aramlasat a kornyezet és a minta

crer

crey

méréseket egy ora elteltével megismételtiik. A nettd fotoszintetikus aktivitast egységnyi a

klorofillra normalizalva szdmoltuk ki Wetzel & Likens (2000) altal leirt modszer szerint.
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Enzimaktivitas

A peroxidaz aktivitas és az dsszefehérje-tartalom méréséhez a kezelési id0 letelte utdn
minden parhuzamos mintabol 100 ml-t sziirtiink 0,45 um pérusatmérdja filteren. A kivonat
elkészitéséhez a filtert jéghideg mozsarban 2,8 ml 50 mmol L' natrium-foszfat puffer (pH=7),
100 uL 1 mmol L' EDTA (etil-diamin-tetraecetsav) és 100 puL 0,5 mmol L' PMSF
(fenil-metil-szulfonil-fluorid) jelenlétében tartuk fel. A kapott mintdkat 20 percig 12300
percenkénti  fordulatszamon centrifugaltuk 4 °C-on (MSE, Mistral 2000). A
TMB-peroxidaz-aktivitas mérése az Imberty et al. (1984) altal alkalmazott mdodszer szerint
tortént kisebb modositasokkal. 200 pl mintdhoz 650 pl natrium-foszfat-citromsav puffert (90
mmol L' Na,HPO, és 55 mmol L' citromsav, pH 4,5), 50 uL 20 mmol L' TMB-t
(3,3°,5,5 -tetrametil-benzidin izopropil alkoholban oldva) és 100 pL 35 mmol L' H,0,-t
adtunk. Az oxidacios sebességet az A654 nm hullamhosszon az abszorbanciaban 5 percen
keresztiil bekdvetkezé valtozas mérésével becsiiltikk, az enzimaktivitast U pg' fehérjében
hataroztuk meg. Az Osszfehérje-tartalom méréséhez a Lowry-modszert alkalmaztuk enyhe

modositasokkal (Peterson, 1983). A fehérje mennyiségi meghatarozasa soran a kalibrald

crer

Lipidtartalom

A lipidtartalom méréséhez a sejtekben taldlhat6 egyéb sejt organellumoktdl eltérden
gémb alaku, lipidcseppek jellemzdit mértiik fel, melyek vizsgalata a mintavételt kdvetden
azonnal megtortént. A lipidcseppek méretét hataroztuk meg mintanként legalabb 10 sejtben,
1000x nagyitason Zeiss Axiovert 100 fénymikroszkoppal (Pandey & Bergey, 2016) kontraszt
festés nélkiil. A DIC (Differencial Interferencia Kontraszt) egy kivalé roncsolasmentes
moddszer a lipidcseppek tanulmanyozasara, aminek alkalmazéasdval a lipidek fizikai
tulajdonsagai (slirliség €s torésmutatd) miatt jol lathatova €s konnyen mérhetdvé valnak (e.g.

Murphy & Davidson, 2012; Leyland et al., 2020).

Teratogén formak

Az abnormalis valvak gyakorisagdnak vizsgalata €s kiilonb6zd derformitési tipusokba
valo soroldsa érdekében a mintdkbdl kovaalga-preparatumokat készitettiink. A mintak
roncsolasara forrd hidrogén-peroxidos modszert alkalmaztaunk (Acs & Kiss, 2004), majd a

tisztitott kovaalgavazakat Zrax gyantaba agyaztuk. A kész preparatumokat Zeiss Axio 100
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fénymikroszkoppal Plan Apochromat 100-s objektivvel vizsgaltuk 1000% nagyitason
immerzioés olaj hasznalata mellett. Minden mintdban 400 valvat szamoltunk meg, majd a
teratogén valvakat a Lavoie (2017) altal definialt tipusokba soroltuk be. A 14. dbra a
Gomphonema parvulum Kkovaalgafaj valvdjanak fobb részeit mutatja be az abnormalitasok
azonositdsa szempontjabol. Végiil meghataroztuk a teratogén formak relativ gyakorisagat a

mintdkban.

4. tablazat | Abnormalis valvatipusok

tipusok jellemzok
1. tipus abnormalis valvaforma
2. tipus abnormalis stria
3. tipus abnormalis rafé
4. tipus kevert abnormalités
-~
‘
7. B
- -
b |
@ S
(Dstria : } -
3 |~
(D) rafé .. - | i)
(3) valva karvonal - ‘:‘\
-
3 ®
-
w7

14. abra | A Gomphonema parvulum kovaalgafaj valvajanak legfébb részei az abnormalitas
meghatarozasanak tekintetében

3.2.4. Statisztikai elemzés

Kutatdsunk sordn a fiziologiai valtozok adatainak normalis eloszlasat
Shapiro—Wilk-teszt segitségével ellendriztilk, a szordshomogenitds ellendrzéséhez pedig
Levene probat végeztink. A tobbvaltozos mintazat vizsgdlatdhoz fékomponens-analizist
(PCA) alkalmaztunk, melyet megel6z6en a nem normalis eloszlasu valtozok esetében

logaritmus-transzformaciot végeztiink, majd a valtozokat a kiilonbozéd meértékegységek
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kiegyenlitése érdekében standardizaltuk tigy, hogy kozépértékiik 0, szorasuk 1 legyen. A PCA
fokomponenseit a magyarazott variancia alapjan értékeltik. A kezelés idejének és az
alkalmazott =~ MH-koncentracionak a  fizioldgiai  valtozokra  gyakorolt  hatédsat
varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgéaltuk a normalis eloszlasi paraméterek (teratogén
formak, fajlagos a klorofill, fajlagos karotinoidok, fukoxantin) esetében. Ugyanezen
Osszefiiggéseket rang transzformécios varianciaanalizissel (ART ANOVA) vizsgaltuk a nem
normalis eloszlasu valtozok (sejtstirliség, a klorofill, karotinoidok, fotoszintézis, POD
aktivitas, lipidek) esetében. A paronkénti 6sszehasonlitisokhoz mindkét esetben Tukey-féle
post-hoc probat végeztiink. Minden statisztikai elemzést és abrazolast az R 3.2.2 programban
(R Core Team, 2021) a vegan (Oksanen et al., 2022), tidyverse (Wickham et al., 2019), car
(Fox & Weisberg, 2018), és ARTool (Wobbrock et al., 2011) programcsomagok hasznalataval
végeztiik. A grafikus abrazoldsokat a ggplot2 (Wickham, 2016) csomaggal készitettiik.

3.3. Eredmények

3.3.1. Sejtszamnovekedés

Altalanossagban a Gomphonema parvulum milliliterenkénti sejtszama 72 Ora utan
novekedett meg szignifikansan, majd valtozatlanul magas maradt a vizsgalat végéig a 6, 12,
24 orékban tapasztalt értékekhez képest. A legnagyobb sejtsilirliség 168 ora (1 hét) elteltével
volt lathato, itt érte el az algatenyészet a stacionarius allapotot. A koncentracidkat vizsgalva
azonban a kontroll és a kezelt tenyészetek kozott statisztikailag szignifikans kiillonbséget nem
talaltunk sem a 0,01, sem a 0,1 mg L' MH-koncentraci6 esetében. A vizsgélat elején (6, 12,
24 ora) a sejtszam 44,8; 37,6; 9% csokkenést mutatott a legmagasabb MH-koncentracional

(0,1 mg L"), de ez nem volt szignifikans (15. abra).
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15. abra | A Gomphonema parvulum névekedésének (x10* sejt m L) valtozasa a kezelési id6k és a

eltéréseket jelblik a kezelési id6k kézott p <0,05.

3.3.2. Pigmentek

Az algatenyészet a klorofill-tartalma (16a. &bra) 72 o6ra elteltével nétt meg
szignifikansan, melyet kovetden az értéke csupan a 672 oOraban csokkent le. A kezelési
koncentracio (0,01 és 0,1 mg L) tekintetében éaltalanossagban az mondhato, hogy a teljes
(16a. abra) ¢és a sejtszamra normalizalt a klorofill-tartalom (16b. &bra) sem mutatott
szignifikans kiilonbséget egyik kezelési id6 utan sem, néhany kivétellel. Az a
klorofill-tartalom (16a. &bra) 168 o6ra elteltével magasabb volt mind a két kezelésben a
kontrollhoz képest; azonban a kisebb (0,01 mg L) MH-koncentracioval kezelt tenyészetben
joval nagyobb volt (43,4%) ez a kiilonbség, mint a nagyobb (0,1 mg L") koncentracional
(13,7%). A legnagyobb koncentraciok kozotti kiilonbség, ha sejtszdmra vonatkoztatjuk a
klorofill-mennyiséget (16b. dbra), akkor 168 és 336 6ras kezelés utdn mutatkozott, ahol a 0,01
mg L' MH-koncentraci6 esetén tapasztaltuk a legnagyobb értéket. A magasabb
MH-koncentracioval valo kezelés soran ez a novekedés kisebb mértékli volt (8%). 4 hét utan
mind a két MH-koncentraci6 esetében csokkent a teljes (16a. dbra) és a sejtszamra
vonatkoztatott klorofill-tartalom is (16b. dbra), de jellemzden a magasabb koncentracio

alkalmazasakor a valtozas nagyobb mértéki volt.
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16. abra | A Gomphonema parvulum ésszes a klorofill (ug L) (a), valamint algasejt mennyiségre
normalizalt a klorofill-tartalmanak (ug107 sejt) (b) valtozasa a kezelési idék és a kiilbnb6zé

Jelzik a kezelési id6k kbzott p <0,05.

Hasonl6an a klorofill-tartalomhoz, a tenyészet karotinoid mennyisége (17a. abra) is 72
ora utan valtozott meg szignifikdnsan. Ezzel szemben a fajlagos karotinoid mennyiség (17b.
abra) altalanossdgban nem mutatott jelentdsebb valtozast sem a kezelési id6, sem az

alkalmazott koncentraciok (0,01 és 0,1 mg L' MH) fiiggvényében.
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17. abra | A Gomphonema parvulum karotinoid (ug L) (a) és algasejtstiriiségre normalizalt

maleinsav-hidrazid-kezelés fiiggvényében. A kisbetlik a szignifikans kilbnbségeket jelzik a kezelési
id6k k6zdtt  p <0,06.

A fukoxantin mennyiségének szignifikdns valtozésa is a 72. ora utan kovetkezett be,
melyet kovetden a megnovekedett érték 168 és 336 ora elteltével is valtozatlan maradt. Ezt

kovetben, a 672 oraban értéke a kezdeti koncentraciora csGkkent le. A kezelési koncentracidk
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tekintetében szignifikans kiilonbségeket szintén a 72 oras kezelési id6tdl kezdve talaltuk. A
0,01 mg L' MH-kezelés hatasara a kontrollhoz képest megnidvekedett a fukoxantin
mennyisége, mig 0,1 mg L' MH-koncentracio esetében szignifikians csokkenés volt

tapasztalhat6 (18. abra).
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18. abra | A Gomphonema parvulum fukoxantin (mg L") mennyiség valtozasa a kezelési id6k és a

kiilbnbségeket jelzik a kezelési id6k kbzbtt (piros betiik) és a kezelési koncentraciok kbzott (fekete
betiik) P <0,05.

3.3.3. Fotoszintetikus aktivitas

A fotoszintetikus aktivitas esetében mind az 1d0, mind az MH-koncentraciok
fliggvényében szignifikdns kiilonbséget tapasztaltunk. A fotoszintézis mértéke csokkend
tendenciat mutatott, mindegyik idépontban kiilonbozott. A 6 oréas kezelési 1d6 elteltével volt
a legmarkansabb eltérés a koncentraciok kozott. A 0,01 mg L' MH-koncentracional a
fotoszintetikus aktivitds 37%-kal novekedett meg a kontrollhoz képest, mig a 0,1 mg L
kezelésnél a novekedés mértéke 102% volt. 12 ora elteltével a magasabb MH-kezelés (0,1
mg L") hatasara a fotoszintetikus aktivitdis még mindig 44%-os novekedést mutatott a
kontrollhoz képest, mely kiilonbség tovabb csokkent egészen a 168 dras expozicids idoig,
amelytol kezdédden a kontrollhoz képest mind a két koncentraciéval kezelt tenyészet

fotoszintetikus aktivitasa szignifikdnsan lecsokkent (50,6 €és 53,8%)(19. abra).
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19. abra | A Gomphonema parvulum fotoszintetikus aktivitasa (mgC mg a klorofill' 6ra®) a kezelési

szignifikans klilonbségeket jelzik a kezelési id6k kbzétt (piros betlik) és a kezelési koncentraciok
kozott (fekete betiik) P < 0,05.

3.3.4. Enzimaktivitas

A Gomphonema parvulum tenyészeteiben mért peroxidaz enzim aktivitas (POD) az
id6 fliggvényében szignifikans kiilonbségeket mutatott; értéke a kisérlet kezdetén (24 és 72
ora) magasabb volt. A MH-koncentraciok tekintetében 72 oOras kezelés utan jelentkezett
szignifikans kiilonbség, ahol a peroxidaz enzim aktivitisa ndvekedést mutatott a 0,1 mg L™
MH-kezelés hatasara. Ezt kovetoen, a kisérlet tovabbi részében a kezelések hatasara nem

volt jelentds kiilonbség a POD aktivitasban (20. 4bra).
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20. abra | Peroxidaz (POD) enzimaktivitas (nanomol perc’’ mg fehérje”’) a kezelési id6 (24 6rajatol)
fiiggvényében a kontrollban, 0,01 és 0,1 mg L' maleinsav-hidrazid-koncentracioéban. A kisbetiik a
szignifikans kiloénbségeket jelzik a kezelési idbk kbzott (piros betiik) és a kezelési koncentraciok
kbzott (fekete betiik) P <0,05.

3.3.5. Lipidtartalom

A lipidcseppek a kisérletsorozat folyamén a kontrollban egyenletesnek voltak
mondhatok, idével nem mutattak valtozast. A lipidcseppek atlagos atmérdje 24 oratol kezdett
novekedni szignifikdnsan, majd 168 oOrdndl érte el maximumat. Az MH-kezelések
tekintetében 72 6ratdl kaptunk szignifikans eltérést a kezelési koncentraciok kozott. 0,1 mg
L' MH-kezelésnél a lipidcseppek atlagos atméréje 40,7%-kal, mig a 0,1 mg L' MH hataséara
pedig 68,7%-kal novekedett meg a kontrollhoz képest. Hasonld szignifikdns eltérések
mutatkoztak a kezelések kozott 168 és 672 oOra elteltével is (21. dbra).
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21. abra | A Gomphonema parvulum lipidcseppjeinek atlagos atméréjének (um) valtozasa a kezelési

szignifikans klilénbségeket jelzik a kezelési idbk kbzétt (piros betiik) és a kezelési koncentraciok
kozott (fekete betiik) P <0,05.

3.3.6. Teratogén formak

A teratogén formaju valvék a 168. 6ratol jelentek meg szignifikdns mennyiségben az
MH-val kezelt tenyészetekben. Azonban aranyuk a kontrollhoz képest az MH-kezelések
hatasara szignifikdnsan megndvekedett a 12 6ranal hosszabb expozicio esetén. A kezelési 1dd
elérehaladtaval ezek a kiilonbségek is egyre markdnsabbak lettek, de a 672. 6raban hirtelen

csokkenés volt tapasztalhat6 a teratogén formak aranyédban (22. bra).
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22. abra | Teratogén formak aranya kezelési id6 fiiggvényében a maleinsav-hidrazid kiilbnbézé
koncentracioéi mellett 0; 0,01; 0,1 (mg L™'). A kisbetiik a szignifikans kiilbnbségeket jelzik a kezelési
id6k kbzétt (piros szinli betiik) és a kezelési koncentraciok k6zott (fekete szinli betiik) P <0,05.

A teratogén formak megjelenése mellett a kialakult teratogén formék tipusait is
megvizsgaltuk. A 4. tablazatban definiadlt mind a négy tipus eléfordult a mintdkban. A 23.
abran lathat6 a Gomphonema parvulum természetes kinézeti valvaja (a - ¢), mig a d - o képek

mutatjak teratogén formak kiilonbo6z0 tipusait.
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23. abra | A Gomphonema parvulumnak a vizsgalat soran el6fordult természetes kinézetii (a-c) és

2.

don deformalt valvai (d-o): d-f: abnormalis valva forma; g-i: abnormalis stria; j-I:

6 mo

kiilénb6z

llemzbk

U je

abnormalis rafé (; m-o: vegyes abnormalitas
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Mind a kontroll mintdkban, mind a maleinsav-hidrazid kezelések hatasara a
legnagyobb aranyban a valva forméja karosodott (24. abra). A valva kdrosodasa mellett
hasonloan nagy szazalékban talaltunk a mintdkban kevert deformitas tipust is (a korvonal, rafé
¢s a stria egyiittes karosodasa). Ennek szdzalékos érteke 1,3 és 2,3 % kozott mozgott. A stria
vagy a rafé deformitdsa altaladban kisebb ardnyban fordult el a masik két tipushoz
viszonyitva. Az id6t tekintve elmondhat6, hogy ennek a két tipusnak az aranya inkabb a

kisérlet masodik felében novekedett meg jelentésebben.
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24. abra | A kiilbnbbz6 tipusu teratogén formak relativ aranya (a: abnormalis valva forma, b:
abnormalis stria, c: abnormalis rafé, d: kevert abnormalitas) a kontroll (kék), 0,01 (narancs) és 0,1 mg

3.3.7. A G. parvulum valaszreakcioinak analizise a MH-koncentracio és az expozicios id6

fiiggvényében

A fokomponens-analizist (PCA) alkalmaztuk a kiilonb6z6 MH-koncentraciok és az
expozicios 1dd, valamint a G. parvulum valaszreakcioi (fukoxantin, a klorofill, fotoszintézis,
karotinoid, lipid, biomassza, teratogén forma) kozotti lehetséges Osszefiiggések egyiittes
vizsgalatara. (25. abra). A PCA elsé két fokomponense az adatok variabilitdsdnak jelentOs
részét magyarazta, osszesen 85,8%-ot. A PCA egyértelmi elkiiloniilést mutatott ki a kontroll-

¢s a kezelt csoportok kozott, valamint a kezelés 1d6 tekintetében is. A PCA els tengelye
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mentén az expozicids i1dé alapjan kiiloniiltek el a mintdk. A vizsgalt valtozok kozil a
fotoszintetikus aktivitas, a biomassza, a fukoxantin, a karotinoidok és az a klorofill mutatott
erds hozzajarulast a mintadk szétvalasahoz ezen tengely mentén. A magasabb fotoszintetikus
aktivitds a korai id6pontokban (6., 12. és 24. 6ra) vett mintdkra volt jellemzd, mig a tobbi
paraméter pozitiv dsszefliggést mutatott az idével — azaz a mennyiségiik megndvekedett az
eltelt idével. A masodik tengely mentén a mintdk egyértelmiien az alkalmazott
MH-koncentracio alapjan kiiloniiltek el, amelyhez a lipidcseppek méretének és a teratogén
formak aranyanak valtozasa jarult hozza a legjelentdsebben. A lipidcseppek atlagos mérete €s
a teratogén formak gyakorisaga a 0,01 és 0,1 mg L' MH-koncentracioval nétt. Eredményeink
szerint az teratogén formak ardnya Osszefiigghet a lipidcseppek méretével MH hatasara, ami

hozzajarulhat a szervezet fokozott MH-toleranciajahoz.
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25. abra | A Gomphonema parvulum fiziolégiai valaszvaltozéin végzett f6komponens-analizis (PCA)
eredménye. A pontok a mintakat, a nyilak a valtozok iranyat és hozzajarulasat jelzik. A pontok az
expozicié soran hasznalt MH-koncentracio (a) és az expozicié id6tartalma (b) alapjan szinezettek.

3.4. Diszkusszio

Kutatdsunkban a maleinsav-hidrazid (MH), napjainkban is hasznélatban 1évd
gyomirtoszer-hatbanyag hatasat vizsgaltuk meg négy héten keresztil a Gomphonema
parvulum kovaalgafaj alkalmazasaval (Bacillariophyceae). A vizsgalatban 0,1 és 0,01 mg L™
MH noévényvéddszer-hatdéanyag sejtszam-novekedésre, fotoszintetikus aktivitasra, kiillonb6zo
pigmenttartalmakra (a klorofill, karotinoid, fikoxantin), a peroxiddz-enzimaktivitasra és a
teratogén formak megjelenésére gyakorolt hatasait teszteltiik.

A maleinsav-hidrazid 1948-as felfedezése Ota szamos vizsgalat sziiletett a hatasanak
kutatasara szamos, sokszor nem a célszervezetekre vonatkozoan. Kezdetben csak
novekedésgatld szerként emlegették, nem rendelve hozza hatdsmechanizmust — nem is
probaltdk meg megmagyarazni a bekovetkezett valtozasok okat. A novekedés atmeneti
gatlasanak mértékét vizsgaltdk paradicsomon (Schoene & Hoffmann, 1949), ahol a gatlas
aranyosnak bizonyult az alkalmazott 2000 ppm (2000 mg L") koncentracioval. Az atmeneti
gatlasbol arra kovetkeztettek, hogy a ndvekedés korlatozasa alig lathatd karosodas mellett

ment végbe. Azonban mas vizsgalatokban 2400 mg L' koncentracid mellett mar maradandé
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kérosodasokat (a gyokérvég elhaldsa, oldalriigyek fejlddésének gatlasa, barnulas, idészakos
sterilitds) tapasztaltak, pl. pazsitfiifaj (Muhlenbergia schreberi), réti perje (Poa pratensis),
virginiai napvirag (Commelina virginica), veteménybab (Phaseolus vulgaris), és hibrid édes
kukoricanal (Zea mays var. indentata) (Moore, 1950). Egy masik vizsgélatban szintén
rendszertanilag tavoli ndvények esetében apikalis dominancia elvesztésével jard
eredményeket kaptak mar 500 mg L' MH-koncentracioval valo kezelés kovetkeztében
(Webber, 1955). Nemcsak novekedésgatlast mutattak ki a kezelt novényeken, hanem a kezelt
levelek nagyobb kiterjedését vagy a sététebb szin megjelenését (Webber, 1955).

Mivel a MH hatasa kifejezetten a ndvekvd szovetekre, azaz a mitotikus sejtekre
iranyul, ezért a figyelem elssorban mitozisra gyakorolt hatisara dszpontosult. 56 mg L
MH-koncentracional a 16bab (Vicia faba) gydkerei nem mutattak mitozist, mig alacsonyabb
koncentraci6 (11,2 mg L) kromoszoématdrést indukalt (Darlington & McLeish, 1951). Magas
szomatikus kromoszdma-aberraciot figyeltek meg dohanyban és lobab gyodkereiben, de egyik
ndvényben sem volt jelentds a DNS-karosodds mértéke (Gichner et al., 2000). Borsocsira
gyokereiben (Lobov, 1971; Swietlinska & Zuk, 1978). Kukoricaban is DNS- ¢s
fehérjeszintézis-gatlast tapasztaltak (Nooden, 1972). Azt feltételezték, hogy névényi sejtekben
az MH helyettesiti a DNS-prekurzorokban (nukleozid, nukleitid) a pirimidin- vagy
purinbazist, s a MH-t tartalmazé nukleotid blokkolhatja a DNS-polimeraz aktivitasat, ezzel
csokkentve a DNS-replikécié sebességét (Cradwick, 1975).

Az MH allatokban kivaltott kromoszdmatorését eldszor egerekben mutattak ki (Manna
& Das, 1971). Saskaknal kromoszoma-aberracidt taldltak a himivarsejtek fejlodésének egy
koztes sejtjében (BB, 1972). Halaknal hosszi tavl expozicid esetén is csak enyhe
kromoszomakarosodast okozott, azonban ez dozisfliggd mértékben valtozott (Kligerman &
Bloom, 1975). Néhany kisérletben, mint a hdrcsdg-sejttenyészetben (Robinson, 1960;
Kihlman et al., 1973) vagy patkanymadjsejtekben (Hitachi et al., 1975) nem mutattak ki
kromoszomakarosodast.

A MH gatlo hatasait algaknal is igazoltak néhany faj esetében. Egy pancélos ostoros
(Dinoflagellata) alganal mit6zisgatlast igen, de kromoszdémaaberraciot nem mutattak ki 1120
mg L' MH-koncentracio esetén sem (Dodge, 1964). Hasonloképpen Sarma és Tripathi (1973)
is gatld hatasrol szamoltak be az Oedogonium acmandrium zdldalga esetében, ahol a
citoldgiai rendellenességek a kezelést kovetd 2 ordval vagy anndl késébb jelentkeztek. Jelen
vizsgalat, amely a maleinsav-hidrazid hatdsit tanulményozta a Gomphonema parvulum

kovaalgafaj alkalmazasaval szintén szamos negativ hatast mutatott ki.

65


https://www.zotero.org/google-docs/?f7lzzO
https://www.zotero.org/google-docs/?fGCZb4
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=UsrF89
https://www.zotero.org/google-docs/?bsQLpZ
https://www.zotero.org/google-docs/?BcDbYF
https://www.zotero.org/google-docs/?Yaux9M
https://www.zotero.org/google-docs/?2s2wUs
https://www.zotero.org/google-docs/?MduMlg
https://www.zotero.org/google-docs/?mvTrJU
https://www.zotero.org/google-docs/?mvTrJU
https://www.zotero.org/google-docs/?wYrCI8
https://www.zotero.org/google-docs/?x0ZVJt
https://www.zotero.org/google-docs/?x0ZVJt
https://www.zotero.org/google-docs/?vQnQhr
https://www.zotero.org/google-docs/?vQnQhr
https://www.zotero.org/google-docs/?qxUL3u
https://www.zotero.org/google-docs/?nFdlSE
https://www.zotero.org/google-docs/?LfLLNW

Elsd kutatasi kérdésiink és hipotézisiink a szaporodasi képesség valtozasara iranyult.
Feltételeztiik, hogy az alacsonyabb (0,01 mg L) koncentraci6 alkalmazasa esetén, kiilonosen
a kisérlet kezdeti szakaszaban a maleinsav-hidrazid nem gatolja a szaporodast. Azonban
hosszabb id6 utan és magasabb (0,1 mg L") koncentracional mar kimutathat6 valtozas varhato
a sejtszam novekedésében. Ezt a feltételezést azonban nem sikeriilt igazolnunk, mert
eredményeink szerint a sejtszamndvekedésben nem volt szignifikéns kiillonbség a kontroll és a
kezelt mintdk kozott sem az expozicid elején, sem a kisérlet végén. A fdkomponens-analizis
(PCA) azt mutatta, hogy a teratogén formak megjelenési gyakorisaga novekedett, am ezzel
parhuzamosan a sejtszimban nem volt megfigyelhetd valtozas. Eredményeink 6sszhangban
vannak Wang (2017), valamint Falsco és munkatarsai (2021) konklizidival, miszerint a
valvan megjelend abnormalitas nem feltétleniil jar egyiitt a szaporodoképesség gyengiilésével.
Az, hogy a MH nem okoz szdmottevé ndvekedésgatlast, 6Gnmagéaban nem jelenti azt, hogy a
kovaalgasejtek nem szenvedtek karosodast (Wang et al., 2020). Szamos tanulmany ramutat
arra, hogy a diatomak kiils6 kovavdaza megvédi Oket a szennyezd anyagokkal szemben
(Soininen, 2007; Pajunen et al., 2020). Pelusi és munkatarsai (2020) arra hivtdk fel a
figyelmet, hogy bar a vegetativ sejtek kovavaza hatékonyan védi az algakat, a gamétak,
zigotak és auxosporak e védelmi struktura hidnyaban 1ényegesen érzékenyebbek lehetnek a
kornyezeti stresszorokkal szemben.

Masodik kutatasi kérdésiink a teratogén formak megjelenésének gyakorisagara
iranyult. Hipotézisiinknek megfeleden, a teratogén valvdk ardnyanak ndvekedése
egyértelmiien jelezte a maleinsav-hidrazid-kezelés hatdsat. Ez a negativ hatds magasabb (0,1
mg L) koncentracid esetén kordbban jelentkezett, mint alacsonyabb koncentracional.
Hasonl6 eredményre jutottak korabbi vizsgalatok is: Debenest és munkatarsai (2008) MH
altal indukalt abnormalis frusztulumokat azonositottak diatdma kozdsségekben, Gongalves €s
munkatarsai (2019) az abnormalis alakok mintegy 5%-o0s novekedését jelentették magas
kezelési koncentracidé mellett, mig. Schmidt-Jansen és Altenburger Jansem (2005) szerint a
deformaciok alkalmasak lehetnek indikatorként a kornyezet monitorozasara. Véleményiink
szerint figyelembe kell venni, hogy a kiilonb6z6 szennyezdanyagok eltéré modon idézhetnek
elé morfologiai valtozasokat, igy a deformitasok hidnya nem feltétleniil jelenti a szennyezés
hianyét.

A deformitasokon beliil elkiilonitettiink kiilonb6zo tipusokat is. Megéallapithato, hogy
minden tipus nagyobb ardnyban jelent meg a MH-val kezelt tenyészetben, mint a kontrollban.

A kisérlet soran legnagyobb aranyban a valva kdrvonala karosodott dsszhangban Falasco
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(2009) eredményeivel. A kovaalga kultirdkban a teratogén formék eléforduldsa természetes
modon is magasabb lehet (Lavoie et al., 2017; Falasco et al., 2021), amit a kontrollmintak is
alatamasztottak, ahol a valva korvonal karosodédsa jelent meg a legnagyobb ardnyban. A
kisérlet soran kisebb mértékben, de a striak és a rafék is mutattak karosodast. Hasonléan az
elsd tipushoz, a kevert deformitastipus — a valva korvonala, a rafé és a stria is karosodott — is
magasabb aranyban jelent meg a kezelés hatdsara. Gongalvesa és munkatarsai (2019) Cu és
Zn hatasait kutattak, am tipusbesorolds nélkiil csak deformitas mértékét vizsgaltak.
Vizsgalatukban a Zn hatasara szignifikdnsan megndvekedett az extrém deformitasok aranya,
amelyek esetében a fajra jellemzd bélyegek mar alig vagy egyaltalan nem voltak
felismerhet6k, mig a Cu-kezelés hatdsdra a magas foku deformitdsok dominaltak, ahol az
eredeti szimmetria még felismerhetd.

A harmadik kutatasi kérdést tekintve azt kaptuk, hogy a teratogén formak megjelenése
nem mutat szorosan 9sszefiiggést a pigmenttartalommal. A fotoszintetikus aktivitas a kezelési
1d6 elején volt magasabb, azonban ekkor a teratogén formak nem jelentek meg olyan nagy
mértékben. Hasonldéan mas tanulmanyokhoz (pl. Klatyik et al., 2024, Lengyel et al., 2025), a
gyomirtoszer hatasara stimuldlt fotoszintézis volt megfigyelhetd. Ez a hormézis, amely
hatterében kompenzécios folyamat all; azaz az eréforrasok mozgodsitasa a kedvezd allapot
elérése érdekében (Calabrese et al., 2007). Azonban hosszii tdvon még az alacsony
koncentracioban alkalmazott gyomirtd szer is gatld hatast okoz. A lipidtartalom pozitiv
Osszefliggést mutatott az abnormalis formak megjelenésével, mig a POD enzim aktivitas csak
az els@ 72 oOradig mutatott szignifikans eltéréseket, még a teratogén formak jelentdsebb
mennyiségben torténd megjelenése eldtt. Habar az a klorofill-tartalom érzékeny indikatornak
szamit €és széles korben alkalmazzdk a szennyezdanyagok fitotoxicitasanak értékelésére (Bi et
al., 2012), az MH-kezelést kdvetden az abszolut a klorofill és a fajlagos a klorofill szintje is
csak minimalis valtozast mutatott a kontrollhoz képest. A MH nem fejtett ki jelentds hatast az
a klorofill mennyiségére, ami arra utalhat, hogy a sejtek képesek fenntartani a
fotoszintézisiiket mérsékelt gyomirtoészer-expedicid hatasara (Seguin et al., 2002). Ugyanazt
tapasztaltuk a karotinoid és a fukoxantin esetében is, azaz a koncentraciok (0,01; 0,1 mg L")
kozott nem volt szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest. A maleinsav-hidrazid diatémak
karotinoid-bioszintézisére gyakorolt hatdsa eziddig nem ismert, de hozza hasonld
sejtosztodasgatldo gyomirtd szerek hatdsdt mar vizsgaltdk mas algdk esetében.
Chlorpropham-kezelés irreverzibilisen fokozta a Dunaliella salina fitoin ¢és fitofluén

karotinoidjainak felhalmozodésat (Mazzucchi et al., 2022).
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A szennyezdanyagok jelentds hatast gyakorolhatnak a vizi szervezetek
enzimaktivitasara, amelyet tobbnyire az enzimrendszerek indukcidja vagy gatlasa jellemez, és
ez rendellenesen megemelkedett vagy csokkent enzimaktivitast eredményezhet (Chen et al.,
2016). Ennek kovetkeztében az antioxidans enzimek aktivitdsa hatékony indikatorként
hasznalhatd a szennyezések mikroalgédkra gyakorolt hatdsanak értékelésére. Az antioxidans
enzimek kozott a peroxidaz (POD) kulcsfontossagu enzim, mely meghatarozo szerepet tolt be
a fotoszintetikus szervezetek szabadgyok-semlegesitd ¢€s stressztlird mechanizmusaban
(Bertrand et al., 2017). Vizsgalatunk is ezt timasztja ala, hiszen a kezelést kovetd mar a 3. nap
utan szignifikans novekedést tapasztaltunk a POD-aktivitasban. Hasonld eredményre jutott
Wang (2020) is, aki szintén a 3. nap utdn figyelt meg szignifikdns POD-aktivitas-emelkedést
trichlorfonos kezelés hatasara.

A kovaalgak intracellularis lipidek formajaban taroljak a tartalék tdpanyagot, amelyek
mennyisége vagy Osszetétele a természetes és antropogén zavardsok hatdsdra megvaltozhat
(Pandey & Bergey, 2016). Jelen kutatasban a lipidcseppek atlagos atmérdjének
megnovekedését tapasztaltuk a maleinsav-hidraziddal kezelt Gomphonema
parvulum-kultiraban 3 napos expozicid utdn, amely Osszhangban van a teratogén formak
megjelenésével is. Guatam (2017) is hasonlé eredményre jutott: a nehézfém szennyezés,
hatasara a Gomphonema pseudoaugur nagymértékli deformitdst mutatott, mely jelentds
lipidcsepp-méret-ndvekedéssel jart egyiitt. Ez arra utalhat, hogy a lipidfelhalmozodés ¢és a
morfoldgiai rendellenességek kozds valaszmechanizmus részeként jelentkezhetnek a
szennyezett kdrnyezetben, ami hozzajarulhat a szervezet MH-tolerancidjahoz.

A legtobb kutatas, ami jelenleg a szakirodalomban fellelheté foleg nehézfémek
teratogén formak kialakulasara gyakorolt hatdsat taglalja. Ennek oka, hogy a
nehézfém-szennyezés komolyabb kihivast jelent az Okoszisztéma szdmara, mivel
felhalmozddas és biomagnifikacid révén hosszl tava toxicitast okozhat, ezért kutatasa kiemelt
pioritast kap (Kanvel, 2025). Azonban a jelen kutatas is bizonyitja, hogy a novényvéddszerek

teratogén hatdsa sem elhanyagolhat6, részletesebb kutatasuk a jovoben indokolt.
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4. Fluoreszcencia alapu miszer fejlesztése és alkalmazhatésaga gyomirto

szer okotoxikologiai vizsgalataban

4.1. Bevezetés

A vizi él6lények kiilonosen ki vannak téve a szennyezOanyagok karos hatdsainak
mivel a vizben jelenlévé xenobiotikumokkal vald érintkezés elkeriilhetetlen. Az antropogén
eredetli vegyi anyagok koziil a novényvédo szerek jelentds kornyezeti terhet jelentenek a
felszini vizekben. Maradvanyaik, bomléastermékeik €s metabolitjaik kdnnyen bejuthatnak a
természetes vizrendszerbe, felszini lefolyas, bemosddas €és a permetezés altal (Verro et al.,
2009; Brock, 2013; Silva et al., 2015). Az algdk alapvetd szerepet jatszanak a vizi
taplalékhalozatban és a tapanyagszallitasi folyamatokban (Schaffer & Sebetich, 2004; Jyothi
et al.,, 2016). A fototrof algakozosségek jelentésen hozzajarulnak a elsddleges oxigén- €s
biomassza-eldallitdshoz, igy a kéaros hatéds az ¢l6helyiikon a fotoszintézis folyamataban vagy a
magasabb trofikus szinten eredményez valtozasokat (Pesce et al., 2011). A névényvédd szerek
mellett a mitragyak is szennyezOként hatnak a vizi kornyezetre, aminek kovetkeztében a
viztestek tdpanyagban gazdagabbd valnak (eutrofizacid), igy algaviragzas johet 1étre. A karos
algaviragzas komoly problémat okoz vilagszerte (Sellner et al., 2003; Mirnasab et al., 2021;
Naselli-Flores & Padisdk, 2023). Az algdk nagymértékii elszaporodédsa zavarhatja a vizi
kozosségek  Okologiai  folyamatait,  tulajdonsagait és az  altaluk  nyqjtott
okoszisztéma-szolgaltatdsokat. Ennek eredményeként a ndvényvédelmi termékek és a
miitragydk alkalmazésa rossz vizmindséghez ¢€s egészségiigyi problémakhoz vezethet mind az
allatok, mind az emberek szamdra (O’Neil et al., 2012; Klatyik et al., 2017; Wang et al.,
2017). Ezért a természetes viztestek mindsége és Okoldgiai allapota, valamint felhasznalési
lehetdségiik nagymértékben fiigg az algabiomassza 0sszetételétdl €s mennyiségétdl, valamint
a cianobaktérium-torzsek altal termelt bioaktiv metabolitok jelenlététol (O’Neil et al., 2012).
fgy az algakozosségek folyamatos mindségi és mennyiségi monitorozasa nélkiilozhetetlen a
vizmindség-kezelésben.

Szamos technika 4ll rendelkezésre az algabiomassza meghatirozasara. A
leggyakrabban alkalmazott moddszerek a fénymikroszkdppal torténd sejtszamlalas
(Biirker-kamra), az elektronikus részecskeszamlalo vagy az aramlasi citométer. A biomassza
becslése azonban elvégezhetd spektrofotométerrel is, mely soran optikai denzitist vagy
kiilonféle alkoholos kezelés utani klorofillmennyiséget mérnek (Butterwick et al., 1982;
OECD, 2011; Chioccioli et al., 2014). Az algasejtek hagyomanyos egysejtes azonositasa
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meglehetdsen iddigényes ¢és nagyfoki taxondmiai szaktudast igényel. A fajosszetétel
leirasanak legpontosabb mddszere a vizsgalt fajok genomjaban nagy mértékben konzervalt, de
a fajok kozott nagy variabilitast mutato rovid génszakaszok alapjan az egyes fajok azonositasa
helyett tobb taxon egyidejli azonositdsat lehetdvé tevd, még ma is fejlesztés alatt allo
DNS-metabarkodolas, azonban ez még nem terjedt el olyan nagy mértékben a nagyfoku
koltség- és berendezésigénye miatt (Butterwick et al., 1982; OECD, 2011; Chioccioli et al.,
2014;Kaplan-Levy et al., 2016; Catlett et al., 2023). Az aramlasi citométer gyorsabb a
hagyomanyos mikroszképids modszerhez képest, mivel a szamolasi folyamat automatizalt. Ez
a modszer szintén koltséges, és a kapott jelet zavarhatja a szuszpendalt tormelék és egyéb
részecskék jelenléte (Butterwick et al.,, 1982; OECD, 2011; Chioccioli et al., 2014). Az
algabiomassza becslése szarazanyag-tartalmabol iddigényesebb, mint a hagyoményos
mikroszkopos modszer, €s pontossaga is igen valtozo lehet, féleg kis mintaméret esetén. A
sejtek szdrazanyag-tartalma a fajok és populaciok kozott nagy valtozatossdgot mutat (Zhu &
Lee, 1997; Jahnke et al, 2011). Az optikai denzitds mérése az algdk mennyiségének
becslésére egyszerli, gazdasdgos, pontos és megbizhatdé mddszer. Azonban ez a mddszer
kevésbé érzékeny az alacsony algasejtsiiris€ég mérésére, valamint a jelet jelentOsen
zavarhatjdk a mintdban jelen 1évé szervetlen anyagok, szilard anyagok és baktériumok
(Chioccioli et al., 2014). A fotoszintézisért felelds klorofillok az algdk endogén
fluoreszcencidjanak elsddleges forrasai. Szamos in vivo modszert fejlesztettek ki, amelyek a
klorofill-fluoreszcencia detektdlasan alapulnak — spektralis (Suggett et al.,, 2010;
Fernandez-Jaramillo et al., 2012; Kahlert & McKie, 2014; Lenk et al., 2016), idéfelbontasos
(Chorvatova et al., 2020) rendszerekben — az algabiomassza és a kozOsségi Osszetétel
koltséghatékony és gyors in situ meghatarozasara. A technikat gyakran hasznaljak gyomirtd
szerek hatdsanak monitorozasara fotoszintetikus folyamatokon (Mueller et al., 1992; Hunsche
et al., 2011; Dayan & Zaccaro, 2012) vagy novényvédd szerek kimutatasara (Levine, 2021).
Ez a technika alkalmas a fotoszintetikus aktivitds és az algabiomassza gyors és nem invaziv
mérésére laborban ¢€s terepi koriilmények kozott egyarant. Képes gyorsan jelezni a fototoxikus
hatasok eldfordulésat, azonban ezek hatékonysdga az algakozdsség diverzitasa tekintetében
vitathatd (Kahlert & McKie, 2014). Az adatok értelmezését tovabb neheziti az, hogy a
fotoszintézis folyamata Osszefliggésbe hozhaté az algatenyészetek novekedésével ¢és
fiziologiai allapotaval, valamint a tenyésztés koriilményeivel (Malapascua et al., 2014).

A novényvéddszer-termékek hatékonysaguk ¢és hatasmodjuk miatt kifejezetten

vesz€lyesek a fotoautotréf algakra nézve, hatdsukat gyakran a fotoszintetikus aktivitas
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kozvetlen vagy kozvetett megzavarasa alapjan mutatjak ki (Pallett, 2000; DeLorenzo et al.,
2001; Trebst et al., 2004). Az isoxaflutole
((5-ciklopropil-1,2-oxazol-4-il)-[2-metilszulfonil-4-(trifluor-metil)fenil]-metanon)
kereskedelmi forgalomba kaphatd, preemergens', szisztémas® talajon kijuttatott gyomirtd
készitmény hatéanyaga (MacBean, 2012; Székécs, 2021), amelyet széles korben alkalmaznak
széleslevell fufélék irtdsara, kiilondsen kukoricaban, cukornadban. Hatékony olyan gyomok
ellen, amelyek rezisztensek mas tipusti gyomirtoszer-hatoanyagokkal, példaul az atrazine-nal
vagy a glyphosate-tal szemben (Kaur et al., 2004). Az isoxaflutole a leveleken és a
gyokereken szivodik fel, majd a ndvényen beliil transzlokalodik. A felvétel soran gyorsan
hidrolizalodik biologiailag aktiv diketonitrilszdrmazékka, amely blokkolja a karotinoidok
bioszintézisét a 4-hidroxifenilpiruvat-dioxigendz (HPPD) aktivitasdnak kompetitiv gatlasaval
a ndvényekben (beleértve az algakat is).

Az isoxaflutole a metabolitjaival (diketonitril, diklor-acetonitril és benzoesav) egyiitt
mar felszini és ivovizekben is kimutathaté ndvekvo felhasznalasa eredményeként (Meyer et
al., 2007; Rogers et al., 2023). Vizben tartosan megmarado, perzisztens szennyezOanyagnak
szamit (Ramanarayanan et al., 2005), amely potencialisan a sekély talajviz szennyezésére is
képes. Felezési ideje (DTs) a vizben hdmérséklettdl és pH-tol fliggden 3,2 o6ra és 11 nap
kozott lehet (MacBean, 2012), ami a talajban 1ényegesen rovidebb (0,5-14 nap) (Milan et al.,
2013). Vizoldhatosaga 6,2 mg L' (20°C-on) (MacBean, 2012). Az isoxaflutole kedvezdtlen
biologiai hatasat a hidrolitikus bomlas sordn Iétrejévo cito- és genotoxikus diklér-acetonitril
metabolitoknak kdszonheti (Rogers et al., 2023).

Bar az isoxaflutole gyomirt6 hatasat 1991-ben azonositottak, még mindig viszonylag 1j
hatdbanyagnak szadmit a gyomirtészerpiacon. Még mindig keveset tudunk a nem
célszervezetekre gyakorolt lehetséges mellékhatdsairdl, kiilonos tekintettel a Okotoxicitasra
(King et al., 2017; Santo et al., 2020). A zdldalgakon (Chlamydomonas reinhardtii) végzett
algatoxicitasi vizsgalatokban a kloroplasztisz tilakoid membranjdban taldlhaté hatalmas
tokoferol’-veszteséget mutattak ki még az isoxaflutole révid ideig tartdé expozicidja esetén is,
er6s megvilagitds mellett (Trebst et al., 2002). Egy masik vizsgélatban azt figyelték meg,
hogy a kovaalgdk jobban toleraljak az isoxaflutole hatasat, ami a fukoxantin jelenlétének lehet

koszonhetd: megvédi a plasztiszokat a fotooxidaciot indukald gyomirtd szerektdl (Chamsi et

! Preemergens készitmény: A kijuttatdsa a vetés utdn, de még a kikelés el6tt térténik.
2 Szisztémas készitmény: Hatasmodjuk szerint az altaluk kivaltott tiinetek csak késdbb jelennek meg a kezelt
novényen
* Tokoferol: Kloroplasztisz tilakoid membréanjaban talalhaté antioxidans, ami a fotooxidativ karosodés
megel6zésében vesz részt (Fryer, 1992).
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al.,, 2019). A 2016-os adatok alapjan az isoxaflutole endokrin karositdé képességét nem
azonositottak, de a reprodukcios toxicitasat és rakkeltd hatasat is a 2. kategdriaba sorolta at az
Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag. Ugyanakkor alacsony toxicitist mutatott a talajban és
vizben €16 szervezetekre (EFSA, 2018). Potencialis toxicitdsa miatt az isoxaflutole-t az
Egyesiilt Allamok kornyezetvédelmi iigynoksége csupan szigort korlatozasokkal, “korlatozott
felhaszndlasu novényvédd szerként” (a felhasznaloknak specidlis képzésben kell részt
venniiik) hagyhatja jova. Ennek ellenére el6kelé helyre jutott az Egyesiilt Allamok
gyomirtoszerpiacan, mivel 2017-ben 270 tonna kijuttatasi mennyiséget ért el (U.S.Geological
Survey, 2017).

A tanulmany célja az Aquafluosense projekt (NVKP 16-1-2016-0049) keretein beliil
egy indukalt klorofillfluoreszcencidn alapuld eszkoz fejlesztése algastriiség és -Osszetétel
becslésére, amely modularis szerkezetben kombinalva alkalmazhatd vizszennyezok
detektalasara szolgdld modulokkal vizmindség-vizsgalatokban (Gémes et al., 2021;
Majer-Baranyi et al., 2022; Székacs, 2022; Takacs et al., 2022). Vizsgaltuk, hogy az elkésziilt
prototipus €s az eljards mennyire alkalmazhat6 a gyakran hasznalt mddszerekkel. Ennek
tesztelésére az algabiomasszat sejtszamlalassal, klorofill-extrakcidval, és optikai denzitassal
hatdroztuk meg, ¢és Osszehasonlitottuk a gerjesztett algasejtek 4altal kibocsatott a
klorofill-fluoreszcencia erdsségével.

Emellett meghataroztuk az isoxaflutole gyomirtoszer-hatdéanyag fitototoxikus hatasait a
R. subcapitata tesztszervezeten az ujonnan fejlesztett prototipus €s a hagyomanyos modszerek
segitségével. A kutatas kiterjedt az aktiv hatdanyag vizi stabilitdsdnak analitikai modszerekkel

valo értékelésére.

4.2. Anyag és modszer

4.2.1. Algakulturak fenntartasa

A modell algafajokat kozintézményektdl szereztiik be. A zoldalga Raphidocelis
subcapitata (26a. abra), Korshikov (NIVA-CHL1), és a kékalga Raphidiopsis raciborskii
(26b. abra), Woloszynska (NIVA-CYA399), a Norvég Vizkutatd Intézet algagyiijteményébol
(NIVA) szarmazott. A kékalga Microcystis aeruginosa (26¢. adbra) Kiitzing (CCAP1450/1), a
zOldalga Desmodesmus subspicatus Hegewald & Schmidt (26d. abra) (CCAP276/20),
valamint a Scenedesmus bijugus var. obtusiusculus Schmidt (26e. abra) (CCAP 276/25) a
Skot Algak ¢és protozodk torzsgylijteményébdl (CCAP) szarmazott. A kék- ¢és
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zo6ldalga-tenyészetekhez Allen (Allen, 1968) ¢és Z8 (Andersen, 2005) tapoldatokat
alkalmaztunk batch kultaraban, amelyeket kéthetente frissitettiink. Az algakultirakat 23 +
1°C hémérsékleten tartottuk, 14 o6ra megvilagitas: 10 d6ra sotét fotoperiodusban, ‘cool-white’

tipust fluoreszcens fénycsdvekkel megvilagitva (15 umol m? s™).

-
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26. abra | A fejlesztés soran hasznalt (a) Raphidocelis subcapitata (Krienitz et al., 2011); (b)
Raphidiopsis raciborskii (Guiry & Guiry, 2025); (c) Microcystis aeruginosa(Guiry & Guiry, 2025); (d)
Desmodesmus subspicatus(Guiry & Guiry, 2025); (e) Scenedesmus bijugus var. obtusiusculus
(Culture Collection of Algae and Protozoa, 2025) képei

4.2.2. A muszer

Az Aquafluosense projekt keretein beliil egy 0j eszkozt, a Dichroic Fluorometer
System-et (DFS) fejlesztettiink ki (27. abra). Ez a fluorométer a folyékony fazisu kdzegben
1évo alga detektalasara alkalmas, amely egy erre a célra szolgald mintatartoval (pl. kiivetta)
vagy szondéaval van ellatva. Mas eszkdzzel dsszehasonlitva (pl. FluorPen, Photon Systems
Instruments, Cseh Koztarsasag, Dréasov,) (Chekanov et al., 2016), az altalunk fejlesztett
eszkozzel lehetéség nyilik az algdk 96-cellas mikrolemezen torténd detektalasara, ami
rendkiviil gyors mérést biztosit. A miszerrel végezheté mérések ismételhetdsége eldre

meghatarozott mintavételi protokoll szerint automatikus Iéptetéssel és motorizalt fejekkel
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biztositott. Az eszkdzt a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem ( Magyarorszag,
Budapest) (detektor, LED-illeszt6, vezérld elektronika firmware kodokkal), az Optimal Optik
Kft. (Magyarorszag, Budapest) (motor, optika ¢és mintatartd) és mas partnerekkel
egylttmiikddve fejlesztették ki a nemzeti Agrarkutatasi és Innovaciés Kozpont (NAIK)
Agrar-Kornyezettudomanyi Kutatéintézetének (jogutéd: Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem, Kornyezettudomanyi Intézet, Agrar-Kornyezettudomanyi Kutatokozpont)
munkatdrsai. A fluoreszcencia intenzitasa relativ fluoreszcenciaegységekben (RFU-ban) van
megadva. A keresztszennyezOdések  minimalizalasa érdekében a  szomszédos
mikrolemezcelldk kozott egy 3D-nyomtatott tartokeretet terveztliink és alkalmaztunk. A
mintakat kétfejes konfiguracioban gerjesztettiik, minden fejben mas LED-ekkel (LED1: cstcs
hullamhossz: 630 nm; LED2: csucs hulldmhossz: 470 nm, Roithner Lasertechnik, Bécs,
Ausztria). A kibocsatott fluoreszcenciat szilicium-fotodiddakkal mértiikk meg, a detektalas 716
nm ¢s 708 nm hullimhosszokon tortént. A DFS asztali rendszerként hasznalhat6 (28. dbra). A
rendszer bedgyazott mikrokontrolleren (Arduino Nano) és motorvezérlon keresztiil elérhetd
USB 2.0 csatlakozéssal, a felhasznaloi vezérlés és adatgyilijtd szoftver pedig Windows 10
kornyezetben futtathatdo szamitogépen. A miiszer részletesebb miiszaki leirdsat Lazar és

munkatarsai kdzleménylink mutatja be (Lazar et al., 2023).

»

ot
-

27. abra | A Dikroikus Fluorométer Rendszer motorizalt Iéptetéberendezéssel a fluoreszcens jelek
olvasaséra 96 cellas mikrolemezen

A FluoroMeter Module (FMM) moédositott verzidjanak részletes miiszaki leirasa
Barocsi és munkatarsai (2000) munkéjdban olvashatd. A miiszer képes mérni az a
klorofillindukciés fluoreszcencia gerjesztési kinetikajat (Bardesi et al., 2009), valamint a
hagyomanyos Kautsky-indukcids kinetikat (Kautsky & Hirsch, 1931; Huang et al., 2012;
Vredenberg, 2018). Ez utobbit hasznaltuk a jelen doktori értekezésben bemutatott

kisérletsorozathoz. A kinetikai gorbéket egyidejlileg észleltiik az a klorofill-fluoreszcencia két
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maximuménal (a 690 nm hulldmhosszi vords és a 735 nm hulldmhosszu tavoli vords
savoknal) folyamatos gerjesztés mellett, telitési impulzusok nélkiil. Az FMM olyan
berendezéssel is fel volt szerelve, amely képes szabvanyos méretli 96-cellas mikrolemezek
tartdsara, és lehetdvé teszi a celldk kozotti kézi Iéptetést. Az FMM eszkoz fényképe a 28.
abran lathatd. Fényforrasként egy 635 nm hulldmhosszi 1ézerdiddat hasznaltunk, amely
256-1épéses  digitalis  optikai  teljesitménybedllitassal ~ rendelkezik a  teljes

hullamhossztartoméanyban (0—100%) linearis valaszreakcioval.

|||||||||||||||||||

PRGN

28. abra | FluoriMeter Modul (FMM) képe 96-cellas mikrolemez-taroléval felszerelve

5. tablazat | Az FMM és a DFS miiszertipusok technikai tulajdonsagai.

Miiszer Gerjesztés Gerjesztési Detektalasi Csatornak
forrasa hullaimhossz hullamhossz szama
(nm) (nm)
FMM Lézerdioda 635 690 (AL =10) 2
(10 mW) 735 (AL =10)
DFS LED 470, 630 716 (AL =10) 2
708 (AL =10)

A tanulmanyban alkalmazott két miszerprototipus (DFS ¢és FMM) miszaki
paraméterei az 5. tablazatban lathatok. Mindkét miiszer alkalmas 96-lyuku mikrolemezen
torténd mérésre, ami hatékony meghatarozasi eljarast eredményez, mivel lehetdvé teszi 24
minta parhuzamos értékelését. Az egymas kozotti athallas elkeriilése érdekében a mintakat

egy ures lyukakkal koriilvett tartoba helyeztiik.
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4.2.3. Mérési paraméterek optimalizacioja
Reflexio

A mikrolemezek szine befolyasolhatja a detektalt fluoreszcenciajelet. A megfeleld
mikrolemez kivélasztasa érdekében a visszaverddés jelenségét mértiik az algak tenyésztéséhez
hasznalt tapoldatokban (Allen és Z8) és desztillalt vizben a Dichroic Fluorometer System
(DFS) 1-es csatorndjan (gerjesztési hullamhossz: 630 nm, detekcids hullamhossz: 716 nm). A
fluoreszcencia intenzitasat relativ fluoreszcenciaegységekben (RFU) hataroztuk meg. Két
kiilonb6z6 szinli mikrolemezre vonatkozdan (fekete: Microfluor 2 Black, Thermo Electron
Corporation, Waltham, MA, USA; fehér: Microfluor 2 White, Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA, USA) mértik meg ¢és hasonlitottuk 6ssze a fluoreszcenciajeleket. A

fényintenzitast folyamatosan noveltiik idokozonként (120 mp) a mérések soran.

Sotetakklimatizacio

A gerjesztés elotti  sotétakklimatizacido sziikségességét is megvizsgaltuk. Hét
koncentraciobol allo kétszeres higitdsi sorozatot készitettiink az R. subcapitata alga
monokultirajabol, melyet Z8 tapoldattal higitottunk. Ezt kdvetden mindegyik R. subcapitata
higitasbol 3 x 250 ul térfogatot pipetdztunk a mikrolemez 3 celldjaba, majd az eszkdzbe
helyezést kovetden sotétben akklimatizaltuk. 10 perc elteltével a mintakat gerjesztettiik és
fluoreszcenciajelet mértiink. A fluoreszcencia intenzitdsat relativ fluoreszcenciaegységekben
(RFU) hataroztuk meg. Ugyanezt az eljarast sotétakklimatizacio nélkiil is megismételtiik, és

az eredményeket dsszehasonlitottuk. Az egész kisérletet hAromszor megismételtiik.

4.2.4. Osszehasonlitas mas modszerekkel

Egy haromszoros higitasi sorozatot alkalmaztunk hat kiilonb6z6 koncentracioban a M.
aeruginosa €s a R. subcapitata esetében a kiillonbozd kvantitativ mérések osszehasonlitasa
céljabol. Minden koncentracional megmértiikk az optikai denzitast, a klorofilltartalmat és a
sejtkoncentraciot Biirker-kamraban, valamint a fluoreszcenciajel intenzitasat az FMM ¢és a
DFS miiszerek prototipusaival. A fluoreszcencia intenzitasat relativ
fluoreszcenciaegységekben (RFU) hataroztuk meg. Az optikai denzitasokat 750 nm
hullamhosszon mértik egy CAM-Spec.M33 UV-lathatdo spektrofotométerrel (Nikon
Corporation., Japan, Tokyo). A a klorofillt Wetzel & Likens (2013) modszerével extrahaltuk
és mértik. A sejtszdmlalashoz a M. aeruginosa-sejteket gondos homogenizalds utan a
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Biirker-kamraba helyeztiik, és a sejteket Nikon Labophot 2 mikroszkdppal szamoltuk 20x és
40% nagyitasu objektivek alkalmazasaval (Carvalho et al., 2013; Chorus & Welker, 2021;
T-Krasznai et al., 2022). Tovabba, a fluoriméter miiszerek kimutatasi hatarat (LOD) és az also
kvantifikélasi hatarértékeket (LLOQ) a hattér haromszoros €s 6tszords szorasanak megfeleld
minimalis jelszintjeként hatdroztuk meg. A felsé kvantifikalasi hatarértéket (ULOQ) a DFS
esetében a miszer felsd hatarértékeként hataroztuk meg. Az FMM miiszert az dkotoxicitasi
vizsgalatban alkalmaztuk, ahol a kezdeti algakoncentraciot az OECD iranymutatas hatarozza
meg, €s a végsd koncentracidt a vizsgalati feltételeknek megfelelden allapitjuk meg. A
vizsgalatok sordn a legmagasabb koncentraciot a kezeletlen kontrollban detektaltuk, és ez a
koncentraci6 nem érte el az FMM miiszer felsé hatarat. A kiilonbozd becslési modszerekkel
nyert eredményeket linearis illesztési modszerekkel €s Pearson- vagy Spearman-korrelacidval

hasonlitottuk Ossze.

4.2.5. Alkalmazasa édesvizben

Az R. subcapitata és M. aeruginosa algak monokultarait harom természetes viztestbol
vett vizzel higitottuk annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a természetes vizekben
esetlegesen el6forduld egyéb tényezOk jelenlétét, amelyek zavarhatjdk az algak
fluoreszcenciajelét. A harom mintavételi hely két tavat és egy folyot foglalt magaban: a
Balatont Balatonfiirednél (E 46.953349, K 17.894280), egy horgéasztavat Varpalota kozelében
(E 47.178651, K 18.169382), valamint a Dunat Budapestenél (E 47.476750, K 19.062470).
Mindhdrom mintavételi helyen a vizmindség kulcsfontossagu kérdés, de a Balatonban ¢és a
Dunéban a mikroalgak szintje szezonalisan alacsony, mig a horgasztéban egész évben nagy
szamban vannak jelen az algak. Ezzel szemben a szerves mikroszennyezdk szintje ellentétes
mintadzatot mutat az ilyen tipust felszini vizeknél (Székécs et al., 2015). A kisérlethez
sziikséges mintakat 2020. decemberének kozepén vettiik. Az algatdpoldatokat (Z8 az R.
subcapitata és Allen az M. aeruginosa szamara) kontroll (‘vak’) mintaként hasznaltuk a
mérések soran. A téli mintavétel miatt a vizmintakban varhatéan nagyon kevés alga talalhato,
kivéve az eutrof horgasztavat. Az algafajokat Zeiss Axiovert 100 tipust forditott
mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) 1000x nagyitassal hataroztuk

meg, majd a biomasszat nemzetkdzi szabvanyok alapjan szdmitottuk (Utermohl, 1958).
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4.2.6. Algacsoportok aranyainak vizsgalata Dikroikus Fluorométer rendszerrel

Higitasi sort készitettiink R. subcapitata €s az M. aeruginosa torzskultaraiabol. A R.
subcapitata és a M. aeruginosa sejtkoncentracioi a torzskultarakban 2,99 x 10° és 3,17 x 107
sejt ml" voltak. Ezek a sejtszamok az R. subcapitata és az M. aeruginosa esetében 3,45 x 10?
és 2,59 x 10> ug ml"' biomasszanak feleltek meg. Mindkét alga higitasi sorozatat 0% és 100%
kozott, 10%-os 1épésekben készitettiik el, tiszta alga tapoldattal higitva. A két algakultara
kiilonb6z6 koncentracidit szisztematikusan kombindltuk, igy dsszesen 121 mintat hoztunk
létre. A kombinacidk fluoreszcenciajeleit ezutan konturtérképen (contour plot) jelenitettiik

meg, amelyet az R statisztikai szoftverrel készitettiink (R Core Team, 2013).

4.2.7. FluoroMeter Modul alkalmazasa okotoxikologiai vizsgalatokban
Az isoxaflutole gyomirto hatoanyaganak lebomlasa

Az isoxaflutole (CAS 141112-29-0) gyomirtoszer-hatdanyag bomlasat desztillalt
vizben és az algak tenyészetének fenntartdsara alkalmazott Z8 taptalajban hataroztuk meg. A
hatdanyagot a Sigma-Aldrich cégtdl szereztiik be, aminek tisztasaga 97,5% volt. Az analitikai
méréseket nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval ¢és ultraibolya detektalassal
(HPLC-UV) torténtek (Youngin YL9100 HPLC, YL9150 autosamplerrel felszerelve)
(Youngin Chromass, Anyang-si, Korea). Eluensként acetonitril és viz (70:30) keverékét
hasznéltuk, 1 ml perc’' 4ramlasi sebességgel. Az isoxaflutole-t egy PerfectSil 100 ODS-3
oszlopon valasztottuk el (MZ-Analysentechnik GmbH, Németorszag) (150 x 4,6 mm i.d., 5
um) 35°C-on, és az UV detektor jeleit 220 nm hulldmhosszon rogzitettiik. A hatéanyag
koncentraciojat a teszt kezdete utan 0, 9, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216, 264, 336, 384 és 504

oraval gytijtottiik harmas ismétlésben. Az isoxaflutole kezdeti koncentracidja 5 ug ml” volt.

Okolégiai tesztek

Okotoxicitasi teszteket végeztiink annak vizsgéalatira, hogy az isoxaflutole
gyomirtoszer-hatoanyag milyen karos hatassal lehet a zold-, egysejtii, lebegd algafajokra. Az
algandvekedés-gatlasi teszteket az OECD 201 irdnymutatasa szerint végeztiik el (OECD,
2011) Raphidocelis subcapitata zdldalgafajon. Ezt a fajt gyakran alkalmazzak
tesztszervezetként a toxikus novényvédo szerek hatasainak vizsgalataihoz (pl. Ma et al., 2006;
Carbajal-Hernandez et al., 2022; Lanasa et al., 2022). A 72-6rds vizsgalatokat
monokultiraban végeztilk Z8 tapoldat (Andersen, 2005) alkalmazasaval. A teszteket razod
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inkubatorban (Witeg WIS-10RL, Wertheim, Németorszag) hajtottuk végre 23°C-on,
folyamatos razatas (100 rpm) mellett, folyamatos fényintenzitason (104,9 + 14,9 pE m? s™).
A tesztelt vegyiileteket sorozatos higitasban alkalmaztuk, és minden koncentraciora harom
ismétlést hasznaltunk.

Az algastirliséget és az a klorofill-tartalmat spektrofotométerrel (UV/VIS Camspec
single beam M330, Leeds, U.K.) torténd optikai denzitds méréssel hataroztuk meg. Az algak
fotoszintetikus rendszerének PSII kvantum hatékonysagat (F,*/F,) és a fluoreszcencia
intenzitasanak valtozasat (Rfd*) az FMM modullal indukalt fluoreszcencia meghatarozasval
mértiik. Ebben a kontextusban az F, a fluoreszcenciaintenzitds cstcsértékét, mig az F.* a

valtoz6 fluoreszcenciat jelenti.

4.2.8. Statisztikai értékelés

A statisztikai elemzéseket az R Statisztikai program 4.2.1. verzidjaval végeztik (R Core
Team, 2013). Az optimalizalt fluoreszcencia mérési modszerek (FMM és DFS prototipusok)
¢s a kivélasztott egyéb moddszerek (sejtszamlalas, a klorofillextrakcid €s OD-meghatarozas)
Osszehasonlitasa soran az algasejt-stirtiségek meghatarozasara kapott eredményeket linearis és
nemlinedris illesztési modszerekkel korreldltattuk egymaéssal, a korrelacios egyiitthatokat
korrelacids tesztekkel hataroztuk meg. Az Osszefiiggések értékeléséhez Pearson- és
Spearman-korrelacios teszteket alkalmaztunk. A tesztek eldtt az adatok normadlis eloszlasat
Shapiro—Wilk-tesztekkel ellendriztiik. Mivel a gyorsan indukalt klorofill-fluoreszcencia
értékei nem kovetik a Gauss-eloszlast (Sobiechowska-Sasim et al., 2014), ezért a korrelacios
elemzések soran, ha az Osszefiiggés nem linedris volt és az adatok nem voltak normalis
eloszlasuak, Spearman-rangkorrelacios teszteket alkalmaztuk. Az értékek kozotti korrelaciot
(a korrelacio erdssége és iranya) Pearson-korrelacios egyiitthatok (r) vagy Spearman p
segitségével jellemeztiik.

Az Okotoxicitasi tesztek eredményei alapjan az OD, a klorofill-tartalom és az Rfd*
fluoreszcencia paraméterekkel meghatarozott ECs, értékek kozotti kiillonbségeket altalanos
linearis modellekkel értékeltiik. A statisztikai elemzések eldtt az adatok normalitisat €és a
variancia homogenitasat is ellendriztiik Shapiro-Wilk-, valamint Levene- vagy
Bartlett-tesztekkel. Az illesztett modell alkalmazhatosagat minden esetben diagnosztikai
abrakkal (QQ-abra, rezidualis variancidk, Cook tavolsag) ellendriztiikk. A csoportok kozotti
szignifikans kiilonbségek értékeléséhez Tukey's honest significant difference (HSD) teszteket
végeztiink.
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4.3. Eredmények

4.3.1. Az elokisérletek eredményei

A megfeleld mikrolemezek kivalasztasakor a fluoreszcencia-intenzitast relativ
fluoreszcencia-egységekben (RFU) mértiikk a Dichroikus Fluorométer Rendszer (DFS) 1.
csatornajan (gerjesztési hullamhossz: 630 nm, detektdldsi hullamhossz: 716 nm). Ahogy
idovel nott a fényintenzitds, a jel intenzitasa parhuzamosan nétt a fehér mikrolemezek
esetében. Ezzel szemben a jel alland6 maradt a fekete mikrolemez esetében. Ez valosziniileg
annak tudhaté be, hogy a fekete mikrolemez elnyeli a fényt, mig a fehér lemezek jol
detektalhat6 jelet allitanak el6. Ezen eredmények alapjan a fehér mikrolemezeket valasztottuk
a kovetkezO elemzésekhez. A mikrolemezek kiilonb6z6 szineinek (fekete és fehér) hatasait a

fluoreszcenciajelre a 29. dbra mutatja.
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A 29. abra | A fekete (fekete vonal) és fehér (sziirke vonal) mikrolemezen bekévetkezd reflexio. A
fokozatosan névekvé fényintenzitassal besugarzott rendszerben a detektalt fluoreszcenciajel
folyamatosan névekszik a fehér szini talcan, mig a fekete sziniin nem névekszik a detektalt jel
ergssége.
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30. abra | Fluoreszcenciajelek k6z6tti korrelacio, amelyeket sétét akklimatizacioval (x tengely) és

nélkile (y tengely) mértiink. Az adatokat mind az x tengelyen, mind az y tengelyen atlag + széras

szerint adjuk meg, valamin a fluoreszcenciaintenzitast relativ fluoreszcenciaegységekben (RFU)

mértiik, amelyeket RFU_MAX értékéhez normalizaltunk

A 30. abran lathatdé a R. subcapitata-mintdk sotétakklimatizacié nélkili és
sotétakklimatizacid utani fluoreszcenciajeleinek Osszefiiggése. Az egyes kisérletekbdl
szarmaz6 adatok jobb Osszehasonlitasa érdekében a normalizalt fluoreszcencia-intenzitasi
értékek (RFU/RFUMAX) atlaga + szorés lathatd a 30. dbran. Az maximalis jel (RFU_MAX)
a legnagyobb fluoreszcencia-intenzitas, amelyet a legnagyobb sejtstirliségli algaszuszpenziod
esetén mértiink. Mindkét adatkészlet ekvivalensnek bizonyult az intenzitasi szintek
tekintetében a hozzajuk tartozd6 maximalis jelekhez viszonyitva. Erds korrelaciot mutattak,
ugyanis a meghatdrozasi egyiitthatok (r?) kozelitik az 1-et. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottuk, hogy a sotétakklimatizacid nem befolydsolja szdmottevéen a fluoreszcenciajel

nagysagat. Ennek megfelelen a tovabbi kisérleteknél nem alkalmaztunk sotétakklimatizaciot.

43.2. A Kiilonb6z6 modszerek kozotti Kkorrelacio, LOD, LLOQ és ULOQ

meghatarozasa

Ebben a kisérletben az algak biomasszajanak meghatarozasdhoz hasznalt kiilonbozo
modszereket hasonlitottuk 0ssze az altalunk fejlesztett két miiszerprototipussal, az FMM-mel
és DFS-el. A két algafaj (R. subcapitata és M. aeruginosa) esetén meghatarozott korrelacios
egylitthatokat (Pearson r egylitthaté és Spearman p), valamint a meghatarozott meghatarozasi

egyiitthatokat (r2) a 6. tablazat foglalja Ossze. Altalaban a meghatarozott r2 értékek 0,96
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felettiek voltak. Azonban a sejtszamlalas és a DFS 2. csatornajanak fluoreszcenciaérzékelése

kozotti 6sszehasonlitas soran alacsonyabb r? érték (0,858) volt megfigyelheto.

6. tablazat | Modszerek kézotti korrelaciok r? értékei a két prototipus és a két vizsgalt algafaj esetében

Raphidocelis subcapitata Microcystis aeruginosa

Prototipus FMM DFS FMM DFS

1. csatorna 2. csatorna 1. csatorna 2. csatorna
OD 0,984 0,998 0,994 0,978 0,999 0,962
Sejtszam 0,984 0,998 0,996 0,978 0,987 0,858
a Klorofill 0,984 0,998 0,982 0,976 0,998 0,962

A mért értekek kozotti korrelaciok értékelése soran altalaban linearis Osszefiiggést
mutattak ki, és a meghatdrozott Pearson r egyiitthatok >0,988 voltak, amelyek erds és pozitiv
Osszefiiggést mutatnak az algasejtszam becslési modszerei kozott (lasd a 6. tablazatot) (p <
0,002). Azonban a magas sejtstirliségek esetén fellépd reabszorpcid miatt nem linedris
Osszefiiggést mutattunk ki a DFS csatorndinak fluoreszcencia-érzékelése a mért optikai
stirliség (OD) értékei és az a klorofill-tartalmak ko6zott M. aeruginosa esetén. Ezeket az
Osszefliggéseket Spearman p egyiitthatokkal jellemeztiik.

A 7. téblazatban lathatok a prototipusok kimutatasi értékeire vonatkozd f6
paraméterei, a hatarérték meghatarozasi korlatai (limit of detection, LOD), az als6 (lower
limit of quantification, LLOQ) és a felsé kvantifikalasi hatarok (upper limit of quantification,
ULOQ) értékei. Ezek az értékek milliliterenkénti sejtszamok értelmezésben vannak kifejezve
a R. subcapitata és M. aeruginosa esetében, a sejtszamlalasi modszerekkel valod korrelacio
alapjan. A DFS modul alacsonyabb LOD ¢és LLOQ értékeket mutatott, Gsszehasonlitva az
FMM-mel (7. tablazat).

7. tablazat | Elérheté kimutatasi és mérési hatar a FMM és a DFS mliszert hasznalva.

Sejtszam (sejt ml™)

FMM DFS
R.subcapitata iM.aeruginosa R.subcapitata M. aeruginosa
1 csatorna 2 csatorna il csatorna 2 csatorna
LOD 4,01x10° 8,26x10’ 7,58%10* 3,70x10° 3,80x10* 1,13x10°
LLOQ 8,12x10° 1,51x108 9,34x10* 6,10x10° 8,72x10* 9,97x10°
ULOQ NA NA 7.22x10° 8,06x10° 1,27x10% 2.4x10°

Megjegyzés: LOD: kimutatasi hatdr; LLOQ: meghatdrozés als6 hatara; ULOQ: meghatarozas
felso hatara; NA: nincs adat
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4.3.3. Zold- és kékalgak fluoreszcenciajelei édesvizekben Dichroikus Fluorométer

Rendszerrel

A téli id6szakban a viztestekben mérhetd alga biomasszdk alacsonyak voltak. A 1.
csatorndn (gerjesztési hulldmhossz: 630 nm, detektdldsi hulldmhossz: 716 nm) mért
fluoreszcenciajelek 29,00 RFU, 30,19 RFU és 64,35 RFU voltak a Balaton, a Duna és a
horgésztd esetében. A 2. csatornan (gerjesztési hullamhossz: 470 nm, detektalasi hullamhossz:
708 nm) mért fluoreszcenciajelek pedig 27,00 RFU, 27,99 RFU ¢és 46,35 RFU voltak a
Balaton, a Duna és a horgasz-t6 esetében. A hattér esetében a fluoreszcenciajelek 30,85 RFU
és 28,85 RFU voltak a 1. és 2. csatornan. A Balatonbol és a Dunabol szarmazd mintak
detektalt fluoreszcencia-jelei hasonldak voltak a tapoldat hattérjeléhez, ezért arra lehet
kovetkeztetni, hogy a Dunaban ¢és a Balatonban nem mérhetd a klorofill-tartalom. Azonban a
horgasztoban a hattérzaj értékének a kétszeresét mértiilk. A magasabb jel az 1. csatornaban,
mint a 2. csatornaban azt jelzi, hogy a vizben a kékalgak aranya magasabb a z6ldalgékhoz
képest. M. aeruginosa esetében magasabb jeleket észleltiink az 1. csatornaban (31. a abra),
mint a 2. csatornaban (31. b 4bra), mig az R. subcapitata mindkét csatornan detektalhato volt
(31. ¢, d abra). Tovabba megallapitottuk, hogy a laboratoriumi algamintak higitasa to- és

folyovizzel nem okozott interferenciat a fluoreszcencia-jelben.
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31. abra | Az algakoncentraciok fluoreszcencia-mérési eredményei, amelyeket a Balatonbé/
(téglavérés), a Dunabdl (sziirke), valamint egy horgasztobdl (sarga) vett vizzel higitottunk. A
meéréseket a Microcystis aeruginosa esetén az 1. csatornan (gerjesztési hullamhossz: 630 nm,
detektalasi hullamhossz: 708 nm) (a) és a 2. csatornan (gerjesztési hullamhossz: 470 nm, detektalasi
hulldmhossz: 716 nm) (b), valamint Raphidocelis subcapitata esetén az 1. csatornan (c) és a 2.
csatornén (d) a Dikroikus FluoroMéter Rendszerrel végeztiik. Az adatokat atlag + szoras formajaban
adjuk meg minden felszini vizre vonatkozdan. A fluoreszcencia-intenzitast relativ
fluoreszcencia-egységekben (RFU) hataroztuk meg.

A horgésztd algafajainak mikroszkopos azonositasa (8. tablazat) alapjan a kékalgak
valéban nagyobb aranyban voltak jelen. A Chlorophyta sejtek koncentracidja 5,24 x 10? sejt
ml! volt, mig a Cyanobacteria mennyisége 1,37 x 10° sejt ml"' volt. A sejtkoncentraciobol
torténd atvaltas alapjan a biomasszaértékek a Chlorophyta és Cyanobacteria esetében 808,6
mg/m? és 8215,7 mg m™ voltak. A mikroszkopos elemzés alapjan a teljes sejtkoncentracié a
halastoban 1,53 x 10° sejt ml" volt, ami meghaladta az eszkoz elére meghatarozott LOD és

LLOQ szintjeit, megerdsitve a detektalt emelkedett fluoreszcencia-jelet.
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8. tablazat | Algafajok hatarozasa fénymikroszkdp alatt a horgaszto vizében.

Taxon Torzs Koncentracio Biomassza Relativ biomassza
(10° sejt m™) (mg m™) (%)
Chrysochromulina parva ~ Haptophyta 916,30 989,60 8,31
Keratococcus sp. Chlorophyta 257,12 168,29 1,41
Raphidocelis subcapitata  Chlorophyta 4,67 13,22 0,11
Scenedesmus sp. Chlorophyta 23,37 13,22 0,11
Monoraphidium sp. Chlorophyta 28,05 27,49 0,23
Pediastrum duplex Chlorophyta 79,47 149,81 1,26
Cryptomonas sp. Cryptista 0,93 53,97 0,45
Rhodomonas sp. Cryptista 130,90 1605,11 13,48
Geitlerinema sp. Cyanobacteria 37,40 25,07 0,21
Glaucospira sp. Cyanobacteria 4,67 2,57 0,02
Gloeocapsa sp. Cyanobacteria 902,27 896,88 7,53
Limnothrix redekei Cyanobacteria 23,37 3,30 0,03
Merismopedia sp. Cyanobacteria 1477,30 3828,88 32,15
Merismopedia elegans Cyanobacteria 205,70 8,62 0,07
Merismopedia glauca Cyanobacteria 247,77 162,17 1,36
Planktolyngbya Cyanobacteria 9452,83 1336,36 11,22
circumereta
Planktolyngbya Cyanobacteria 579,70 227,65 1,91
limnetica
Planktothrix rubescens Cyanobacteria 776,05 1219,01 10,23
Pseudanabaena sp. Cyanobacteria 37,40 505,23 4,24

4.3.4 Az algacsoportok aranyainak vizsgalata a DFS rendszerrel

Az algakeverékek DFS éaltal mért fluoreszcencia-jelei lathatoak a 32. abran, ahol az 1.
csatorna 630 nm gerjesztési hulldimhosszon és 708 nm detektalasi hullimhosszon, mig a 2.
csatorna 470 nm gerjesztési hullamhosszon és 716 nm detektalasi hullamhosszon dolgozik. A
32. a abra azt mutatja, hogy a jelintenzitas az 1. csatornan ndvekedett a kék- és zoldalgasejtek
szamanak novekedésével. Azonban erdteljesebb novekedés mutatkozott a kékalgak
novekedésével. A jel intenzitdsa a M. aeruginosa novekedésével kozelitett az 1200 RFU-hoz,
mig R. subcapitata esetében csak koriilbeliil 600 RFU-t ért el. A 32. b abran lathatd, hogy a
fluoreszcenciajel nem novekedett a M. aeruginosa sejtszaménak novekedésével egyidejiileg

abban az esetben, amikor a R. subcapitata alacsony koncentracidban volt jelen. A jel erdsen

crer

crer

a fluoreszcenciajel csokkent a parhuzamosan novekvd M. aeruginosa mellett.
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32. abra | Fluoreszcenciajelek (RFU - relativ fluoreszcenciaegységek, szinekkel jelblve) a Microcystis

1. csatornan (chanel_1) (gerjesztési hullamhossz: 630 nm, detektalasi hullamhossz: 708 nm) (a) és a
2. csatornan (chanel_2) (gerjesztési hullamhossz: 470 nm, detektalasi hullamhossz: 716 nm) (b)

mérve.

4.3.5. Potencidlisan vizszennyezé gyomirtészer-hatéanyag lebomlasanak vizsgalata és

algatoxicitasanak értékelése FluoroMeter Modullal (FFM)

Az algatoxicitdsi tesztek pontossaganak biztositdsa érdekében az anyag stabilitasat a

teszt soran a desztillalt vizben és Z8 tapoldatban mért kiilonbségek meghatarozasaval

ellendriztiik. Az eredmények szerint nem mutatkozott szdmottevd lebomlas az isoxaflutole

esetében desztillalt vizben 2 hét alatt, mig Z8 kozegben a teljes lebomlast a kisérlet 216.

orajaban mértiink (33. abra).

lzoxaflutol koncentracio

100 200 300 400
ldé [ora]

33. abra | Isoxaflutole bomlasa Z8 médiumban
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A lebomlasi vizsgalat szerint az isoxaflutole kezdeti mennyiségének 83-87%-a volt
jelen az oldatban a kisérlet els6 72 ordjaban, ami az Okotoxicitasi vizsgalatok teljes
id6tartalma. Ezekben a vizsgalatokban az isoxaflutole R. subcapitata novekedésére gyakorolt
hatasait vizsgéltuk optikai stirliség €s az a klorofill-tartalom mérésével. Nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget (p = 0,797) az optikai stirliséggel (ECs, = 0,034 + 0,0004 ug ml™) és
az a klorofill-tartalommal (ECs, = 0,033 £ 0,0003 pg ml™") mért ECs, értékek kozott.

A két fluoreszcencia-paramétert (F,/F, €s a Rfd) is meghataroztuk az dkotoxikoldgiai
kisérletek soran. Az isoxaflutole aktiv hatdanyaginak nem volt toxikus hatdsa a F,/F,
paraméterre, ahol az értékek 0,856 és 0,976 kozott valtoztak. Ezek az eredmények nem
mutattak dozisfiiggd kapcsolatot az isoxaflutole kiilonb6zé koncentracidival. Ezzel
ellentétben, az Rfd esetében erds dozisfiiggést tapasztaltunk. Az aktiv hatéanyag tekintetében
0,015 £ 0,0001 pg m™' ECs, értéket szamoltuk ki. Az Rfd mérések alapjan meghatarozott ECs,
érték jelentdsen alacsonyabb volt az OD (p <0,001) és az a klorofill-tartalom (p <0,001) ECs,
értékeihez képest.

9. tablazat | /soxaflutole bkotoxikoldgiai paraméterei (ECs, értékek optikai slirdiség, a
klorofill-koncentracié és Rfd alapjan)

ECs, szOras
(mg L) (mg L)

Optikai stiriiség 0,034 0,0004
a klorofill koncentracio 0,033 0,0003
Vitality index (Rfd) 0,015 0,0001

4.4. Diszkusszio

Az Aquafluosense projekt keretein beliil atalakitasra keriilt egy ndvényi
fotoszintézis-aktivitdis mérésére kialakitott fluorométer (FluoroMeter Module, FMM)
berendezés ¢és tovabbfejlesztett valtozata, a Dichroic Fluorometer System (DFS)
miuszer-prototipusokkd, amely miiszerek indukalt fluoreszcencia alapjan képesek az
algabiomassza meghatarozasara. Az atalakitott FMM-et felszereltik egy 96-lyuka
mikrolemeztartd egységgel, és kiszamitottuk a F,/F, és Rfd paramétereket kinetikai alapokon.
Tovabba alkalmazasra keriilt 6kotoxikologiai vizsgalatokban is, ahol az isoxaflutole hatasait
Raphidocelis subcapitata algafajon vizsgaltuk. Az ECs, értékeket optikai striiség, a
klorofill-tartalom, F,/F, é¢s Rfd alapjan hataroztuk meg. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
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a F,/F, nem megfelel6 paraméter az 6kotoxikoldgiai vizsgalatokban, mig az Rfd alacsonyabb
ECs, értékeket eredményezett, mint az optikai stirliség vagy az a klorofill-tartalom, igy
nagyobb érzékenysége miatt az jobban alkalmazhat6 ilyen tipust vizsgalatoknal.

A megfeleld mikrolemez kivalasztasanal azt tapasztaltuk, hogy a fehér mikrolemez
jelentds mértékben kisebb fényveszteséget mutatott a fekete szinlinél. Ez valosziniileg annak
tudhato be, hogy a fekete mikrolemez elnyeli a fényt, mig a fehér talcak jol detektalhato jelet
allitanak eld, ezért is alkalmazzak Oket altalaban alga mennyiségi vizsgalatokban (Gregor &
Marsalek, 2004; Volpe et al., 2021). Az eredmények alapjan a fehér mikrolemezt valasztottuk
a tovabbi elemzésekhez.

A sotétadaptacio alkalmazasa nem sziikséges a kifejlesztett miiszereknél, ami azzal
magyarazhat6, hogy a hasznalt miiszerek folyamatos gerjesztéssel miikddnek, telitési
impulzusok nélkiil. Ennek kovetkeztében a teljes mérési folyamat rovidebb, valamint igy az
alga lilepedése a mikrolemezben nem eredményezett instabilitdst az analitikai jelben. A
detektalasi stabilitast az F, alapjan hatarozhatdo meg (Schreiber & Klughammer, 2021), amit a
mintak folyamatos keverésével lehet tovabb javitani. Az ilyen, fluoreszcencia alapu
modszerek elonyei kozé tartozik a magas érzékenység €s a jO mérési stabilitds. Mivel a
miszert az algafajok PSII fotoszintetikus rendszerének jellemzésére hasznaljuk adott
idépontban (pl. Okotoxicitasi vizsgalat végpontjaként), €s nem folyamatos, hosszabb
id6tartamon  keresztiili monitorozasra; ezért a detektaldsi stabilitas nem jelentett
bizonytalansagi tényezot.

A tovabbfejlesztett DFS olyan modszert eredményezett, amely alkalmas az
algabiomassza meghatarozasara, 3,70 x 10° sejt ml" kimutatasi hatarral. Erds és szignifikans
korrelaciot mutattunk ki mindkét miszerrel (FMM ¢és DFS), valamint a kiilonb6zo
biomassza-meghatarozasi modszerekkel (optikai stirtiség, a klorofill-tartalom, sejtszam
Biirker-kamraval torténd meghatirozdsa) mért eredmények kozott. A linearis illesztés
korrelacids egyiitthatdja (r*) 0,858 és 0,999 kozott valtozott a Microcystis aeruginosa
(kékalga), valamint és 0,982 és 0,998 kozott a Raphidocelis subcapitata (zoldalga) esetében.
A fluoreszcencia alapi és a hagyomanyos biomassza-meghatarozasi modszerek kozotti
korrelacidt korabbi tanulményok is dokumentéltak (Siedlewicz et al., 2020; Albrecht et al.,
2022; Cadondon et al., 2022); ugyanakkor ebben a kutatasban a korrelaciot az FMM ¢és DFS
miszerek altal meghatarozott algabiomassza-eredmények validalasara alkalmaztuk. Az M.
aeruginosa ¢és R. subcapitata fajok pigment Osszetételiikben és azok elrendezddésében

kiilonboznek, ami eltérést mutat a spektralis fluoreszcencia-tulajdonsagaikban is, amiket a
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DFS hasznal (Cook, 1945; MaclIntyre et al., 2010; Suggett et al., 2010; Hsieh-Lo et al., 2019;
Pagels et al., 2021).

Az isoxaflutole-t egyre gyakrabban hasznaljak az atrazin helyettesitdjeként. Utobbi
sz¢les korben hasznalt gyomirtoszer-hatdanyag volt, amelyet az Eurdpai Unidban 2004-ben
betiltottak. Az isoxaflutole-t jelenleg potencidlis vizszennyezd anyagként tartjak szdmon mind
az Egyesiilt Allamokban, mind az Eurépai Unioban (Meyer et al., 2007; da Silva Santarossa
et al., 2020), amelynek algatoxikus hatasa is ismert mar (Chamsi et al., 2019). Az isoxaflutole
mechanizmusa a 4-hidroxifenil-piruvat-dioxidaz enzim gatldsan alapul, ezért az R.
subcapitatae esetén megfigyelt viszonylag magas toxicitds nem meglepd, mivel az enzim
minden ndvényi szervezetben megtalalhatd. Kimutattdk, hogy az isoxaflutole toxikus hatast
fejt ki zold- és kovaalgakra is, ECs, értékei 0,003 és 0,38 mg L' kdzott mozognak (Lewis et
al., 2016). R. subcapitata esetében 120 6ras expozici6 esetén 0,12 mg L' ez az érték. Az
Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) a hatoanyag értékelése soran az R. subcapitata-ra
vonatkozd ECs, értéket 1,71 ug ml'-bem allapitotta meg, ami 57-szer alacsonyabb toxicitast
jelent, mint jelen tanulmany eredménye (EFSA, 2016).

Az okotoxikologiai vizsgalatban kapott R,/R, ¢s Rfd kozotti kiilonbség 0sszecseng
Schagerl et al. (2022) &ltal kapott eredményekkel, ahol a F/F,, értékek Chlorella vulgaris
optikai stiriségének szinte teljes tartomanyaban hasonl6ak maradtak (Olah et al., 2021; Schagerl
et al., 2022). Jelen tanulmanyban az Rfd paramétert a legérzékenyebb biomarkerként mutattuk
be a gyomirtd hatdsanak vizsgalatdhoz. Az altalunk kapott erdsen dozisfiiggé Rfd azt is
bizonyitja, hogy az Rfd paramétert altaldban biotikus és abiotikus ndvényi stressz
kimutatasara hasznaljak (Lichtenthaler & Miehé, 1997; Lichtenthaler & Babani, 2000), a
novények vitalitdsanak jo és gyors indikatoraként tartjdk szdmon. Szdmos esetben mar
bebizonyosodott, hogy érzékeny indikatora lehet a kiilonb6z6 stressztipusok altal okozott
anyagcserezavarokban (pl. sotartalom (Canora et al., 2022), tdpanyagdusulas (Fodorpataki et
al., 2013), nehézfémek (Santos et al.,, 2022). Az eddigi ismeretek szerint zavarja a II.
fotoszintetikus rendszert, ami kevésbé hatékony fotoszintézist eredményez (Fodorpataki et al.,
2013; Santos et al., 2022).

Az FMM alkalmazisanak elénye az algafajokon végzett novekedésgatlsi
vizsgalatokban kettds. Egyrészt a fotokémiai paraméter érzékenyebb végpontot biztosit a
hagyomanyos biomassza-meghatarozasi végpontokhoz képest (optikai surliség, a
klorofill-tartalom, sejtszam meghatarozasa Biirker-kamraval). Masrészt a 96-cellés

mikrolemez kivitel lehetdséget ad arra, hogy egyszerre 24 mintat gyorsan kiértékeljiik. Mivel
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a sotét akklimatizdci6 nem sziikséges a mérés el6tt, az alga iilepedésének hatasa

elhanyagolhat6 az eredményekre.
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5. Osszefoglalas

bioldgiai sokféleségének rohamos csokkenésének vagyunk tanti természetes és antropogén
folyamatoknak kdszonhetden egyarant. Vizeink megovasanak fontossaga
megkérddjelezhetetlen, amely azonban csak gy lehetséges, ha pontosan ismerjiik a benniik
zajlo biotikus és abiotikus folyamatokat. Jelen kutatdsok kozpontjdban a mikroszkopikus
algék allnak, mely ¢él6lények kulcsfontossagu szerepet toltenek be a vizes €l6helyeken, hiszen
az emberiség szamara szdmos Okoszisztéma szolgaltatast nyljtanak (elsddleges termeléstdl a
biotechnologiai felhasznalasig). Disszertdciomban a felszini vizek dominans és jellegzetes
mikroszervezeteire gyakorolt, természetes ¢€s antropogén eredetli kornyezeti faktorok
lehetséges hatasait vizsgaltam, valamint Osszefoglaltam egy olyan modszertani eszkoz
fejlesztésének folyamatat, amely alkalmas az eltérd kornyezeti hatdsok altal kivaltott
algasiiriség-valtozasok nyomon kovetésére.

A sos vizek egy sajatos csoportjat képezd szikes tavak — kiilonosen a sekély, zart
vizgylijtéjii— jelentds hidrologiai érzékenységiik miatt a kornyezeti paraméterek gyors és
gyakran sz¢ls6séges ingadozasanak vannak kitéve, beleértve az éghajlatvaltozéas hatasait is.
Az emelkedé atlagos vizhomérséklethez fokozott parolgas is tarsul, ami pedig a
vezetOképesség nodvekedését eredményezi. Ezen abiotikus valtozasok tovabbi biotikus
atalakuldsokat is elére vetitenek. Jelen kutatdsunkban éppen ezért azt modelleztiik, hogy a
szikes tavi O0koszisztémdk domindns és jellegzetes kovaalga fajainak Nitzschia aurariae, N.
supralitorea, N. reskoi) fotoszintetikus aktivitdsa hogyan fog megvaltozni a vizhémérséklet és
a vezetoképesség novekedésének — mint a legkiemelkeddbb globalis folyamatok - hatdsara
egy klimaforgatokonyv tiikrében. A vizsgalt kovaalga fajok fotoszintetikus aktivitas
parhuzamosan nétt ionkoncentraciok novekedésével, de a kloridion skaldjan az egyik faj
kiemelkedd fotoszintetikus aktivitast mutatott a tobbihez képest. Mind hdmérsékletben (30 és
35 °C) mind ionkoncentracidban (2900 és 4200 mg L' CI', valamint 3200 és 5300 mg L'
SO,%) magas értékek kozott érték el maximalis fotoszintetikus aktivitdst. Az elemzett
kovaalga fajok Okologiai-fiziologiai plaszticitasuk és  generalista jellegiik révén
versenyelonyre tehetnek szert mas fajokkal szemben, amit a niche-atfedések és a
niche-sz¢less€ég mintazatai is alatamasztanak. A fajok széles Okoldgiai niche-tartomanya
fokozott rugalmassagot biztosit az éghajlatvaltozas altal indukalt kornyezeti valtozasokkal

szemben; Ennek megfelelden a fajok varhatéan kedvezden reagalnak az RCP6.0 forgatokonyv
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altal eldre jelzett kornyezeti feltételekre. Széles niche-tartomdnyuk lehetévé teszi a magas
hémérséklet, vezetOképesség ¢€s ionkoncentracidok toleralasat, ami hozzajarul egyiittes
eléfordulasukhoz olyan kdrnyezetekben is, amelyek egyébként kedvezdtlennek tekinthetok. A
vizsgalt kovaalga fajok a Karpat medencében a fokozott fotoszintetikus aktivitdsa varhato,
valamint a vegetacids periddus hosszabbodasat josoljak a modellezéseink eredményei.

A klimavaltozas 4altal generalt jelentés kornyezeti probléméak mellett, a
mezOgazdasagban alkalmazott novényvéddszerek haszndlata is globalis szinten hatalmas
mértéket O1tott az utobbi évtizedben. Ezen vegyiiletek azonban nem csak a célszervezetekre
vannak hatdssal, hanem a felszini édesvizi Okoszisztémak szdmos éldlénycsoportjaira is,
amely kifejezetten igaz a fotoszintetikus szervezetekre. A kutatas soran egy kereskedelmi
forgalomban levd, gyakran hasznalt novényvéddszer, a maleinsav-hidrazid szubletélis hatdsat
vizsgaltuk egy kozmopolita kovaalga faj, a Gomphonema parvulum teratogén formajanak
kialakuldsi folyamatan ¢és fiziologiai tualdonsdgainak megvaltozdsan keresztil. A
teratogenitas a kovaalgak esetében egy olyan indukalt tulajdonsag lehet, ami nem csokkenti a
szaporitd képesség csokkenését valdszinlileg a védelmet nyujté kovavdz miatt. Ezt a
hipotézist tamasztja ald jelen kutatas is;, A G. parvulum tenyészetekben az expozicios 1d6
elérehaladtdval a teratogén forméak kialakulasa fokozodott.Ugyancsak elmondhat6 ez a
koncentraciok hasznalatakor is, a nagyobb koncentracidban alkalmazott maleinsav-hidrazid
kezelés esetén eldbb jelentek meg €s magasabb szamban az teratogén sejtek. Ugyan a
szaporodd képességet nem csOkkentette a vizsgalt novényvédo szer, de egyéb fiziologiai
tulajdonsdgban valtozasokat generalt. Mig a pigment tartalomban - a klorofill, karotinoid,
fukoxantin - nem okozott valtozast, a fotoszintetikus aktivitdsban egy pozitiv valtozas volt
lathato. A peroxidaz enzim aktivitas €s a lipid tartalom szintén pozitiv 6sszefiiggést mutatott a
maleinsav-hidrazid kezeléssel.

Kutatdsaim sordan az Aquafluosense projekt keretein beliil vizsgéalatra és tovabb
fejlesztésre keriilt egy novényi mérésekhez tervezett fluorométer (FluoroMeter Module,
FMM) és atalakitott valtozata, a Dichroic Fluorometer System (DFS) berendezés is. Mindkét
miuszerprototipus indukalt fluoreszcencia alapjan képes az algabiomassza meghatarozasara. A
miiszerfejlesztés elsd 1épéseként megallapitottuk, hogy a fehér mikrolemez nagyobb
érzékenységet Dbiztosit a gerjesztd fény intenzitdsa altal kivaltott fluoreszcenciajel
detektalasaban, tovabba azt is, hogy a méréseket megel6zo sotétadaptacio alkalmazasa nem
sziikséges. A konvenciondlis modszerek (klorofill extrakcid, optikai denzitds mérés,

Biirker-kamrés sejtszdmolés) és a prototipusok altali fluoreszcencia jel dsszehasonlitasanal
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linearis Osszefliggéseket kaptunk, az r* érték a legtobb esetben 0,96 feletti volt. A fejlesztés
soran a kimutatdsi és meghatdrozas als6 hatara jelentds javulast mutatott a két prototipus
(FMM ¢és DFS) kozott. Algakeveréket alkalmaztunk a DFS altal mért fluoreszcencia
jelintenzitds méréséhez, és azt tapasztaltuk, hogy a miiszer két csatorndja mdas pigment
csoportokat detektalasra képes kdszonhetden a kiilonboz6é gerjesztési hullamhosszaknak. Az
1. csatorna az a- és b klorofillt is gerjeszti azonban a 2. csatorna csak a b klorofillt képes
gerjeszteni. Az atalakitott FMM-et felszereltiik egy 96-lyuku mikrolemez tartoegységgel, és
kiszamitottuk a F,/F, és Rfd paramétereket. A miszer alkalmazhatosgat is teszteltiik
okotoxikologiai vizsgalatokban, amely soran egy ndvényvéddszer hatéanyaganak, az
isoxaflutole-nak a Raphidocelis subcapitata algafajra gyakorolt hatdsait vizsgaltuk. Az ECs,
¢rt€keket az optikai stirliség, a klorofill-tartalom, F,/F, ¢s Rfd alapjan hataroztuk meg. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a F,/F, nem megfeleld paraméter az Okotoxikologiai
vizsgalatokban, mig az Rfd alacsonyabb ECj, értékeket eredményezett, mint az optikai
strtiség vagy az a klorofill-tartalom, igy nagyobb érzékenysége miatt az jobban alkalmazhaté

ilyen tipusu vizsgalatoknal.
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6. Tézispontok

1. A klimavaltozas hatasainak vizsgalata
1.1. A Nitzschia supralitorea kovaalga faj dkofizioldgiai jellemzése tortént meg: a maximalis
fotoszintetikus aktivitdsa ~ 4 mg C mg Chl-a™' h''; a hémérsékleti optimuma 29,8 °C, mig
optimalis ionkoncentracioja C1” tekintetében 2947 mg L', SO,* esetében 4368 mg L' (~ 8935
uS cm™).

1.2. Szikes tavak hdarom legdominansabb kovaalga fajanak (Nitzschia aurariae, N.
supralitorea és N. reskoi) atlagos fotoszintetikus aktivitdsa alapjan megéllapithato, hogy a
2041-2060 kozotti idoszakban a kovaalga fajok fotoszintézise valdsziniileg intenzivebb lesz
az ionok tipusatol és koncentracigjatol fiiggetleniill az RCP60 klimaszcenari6 altal josolt
homérséklet emelkedés hatdsara. Mindemellett a fotoszintetikusan aktiv periodusuk (PAP) két

honappal torténd meghosszabbodasa is varhato a jovében.

2. A maleinsav-hidrazid gyomirtdszer hatasainak vizsgalata

2.1. A maleinsav-hidrazid gyomirtoszer teratogén formak kialakulasat indukélja a
Gomphonema parvulum kovaalga faj esetében. Magasabb (0,1 mg L) koncentracio
alkalmazésa soran hamarabb jelennek meg ezek az elvaltozasok. A teratogén elvaltozas foleg
a kovaalga valvajanak a karosoddsdban mutatkozik meg, ami mellett a kevert abnormalis

forma tipusok is jelentés mennyiségben el6fordulnak.

2.2. A sejtszamnovekedésre nincs szignifikdns hatdssal a maleinsav-hidrazid, a teratogén
formak megjelenése nem von maga utdn szaporodoképesség gyengiilést. Nincs kapcsolat a
teratogén formdak megjelenése és pigment tartalom kozott, sem az a klorofill, sem a
karotinoid, sem pedig a fukoxantin tekintetében. A fotoszintetikus aktivitds esetében a
hormézis jelensége figyelhetd meg, azaz kezdetben a maleinsav-hidrazid kezelés pozitivan
hatott rd. A POD enzim aktivités is a kezelés elején novekedett meg. A lipidcseppek atlagos

atmérdje pozitiv 0sszefliggést mutat teratogén formak megjelenésének gyakorisagaval.

3. Fluoriméter fejlesztése

3.1. A FluoroMeter hasznélatanal a fehér mikrolemez bizonyult a megfeleld mintatartonak a
fekete mikrolemezzel szemben. Tovabba megallapithat6, hogy az alga mintak mérése elott

nem szlikséges sotétakklimatizaci6 alkalmazésa.
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3.2. A két prototipus a FMM (FluoroMeter Module) és a DFS (Dichroikus Fluorometer
System) altal mért alga biomassza erds pozitiv korrelaciot (r* ~ 0,9) mutat a hagyomanyos
modszerekkel (a klorofil mennyiség, optikai denzitds és Biirker kamras sejtszdmolas) tortént
mérések eredményeivel. A tovabbfejlesztett DFS alacsonyabb kimutatasi hatarral (LOD) és
meghatarozasi hatarral (LLOQ) rendelkezik, mint a korabbi FMM prototipus.

3.3. A Kkifejlesztett FluoroMeter alkalmasnak bizonyult Okotoxikoldgiai vizsgalatokban
torténd hasznalatra. Az isoxaflutole okotoxikoldgiai vizsgalatanal az Rfd (Vitality index)
fluoreszcencia paraméter mutat erdsebb dozisdsszefliggést az ECy, meghatarozasa soran, mig
a F,*/F, nem megfeleld végpont paraméter tekintve, hogy az isoxaflutole aktiv hatbanyagnak

nincs toxikus hatasa ra.
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7. Key Results in Thesis Points

1. Assessment of the impacts of climate change

1.1. The ecophysiological characterization of the diatom species Nitzschia supralitorea was
conducted. Its maximum photosynthetic activity was approximately ~4 mg C mg Chl-a* h'';
the thermal optimum was 29.8 °C, while the optimal ion concentrations were 2947 mg L™ for

CIl and 4368 mg L' for SO+* (corresponding to ~8935 uS cm™).

1.2. Based on the average photosynthetic activity of the three most dominant diatom species
in soda lakes (Nitzschia aurariae, N. supralitorea, and N. reskoi), it can be concluded that
during the 2041-2060 period the photosynthesis of these diatom species will likely be more
intensive, irrespective of ion type and concentration, as a result of the temperature increase
projected by the RCP6.0 climate scenario. In addition, an extension of their
photosynthetically active period (PAP) by approximately two months is expected in the

future.

2. Assessment of the effects of the herbicide maleic hydrazide

2.1. The herbicide maleic hydrazide induces the formation of teratogenic morphotypes in the
diatom species Gomphonema parvulum. When a higher concentration (0.1 mg L™) is applied,
these abnormalities appear earlier. The teratogenic alterations are primarily manifested as
damage to the diatom valve; in addition, mixed abnormal morphotype categories occur in

considerable abundance.

2.2. Maleic hydrazide has no significant effect on cell number increase; the appearance of
teratogenic forms does not entail a reduction in reproductive capacity. No relationship was
detected between the occurrence of teratogenic forms and pigment content, including
chlorophyll, carotenoids, or fucoxanthin. In terms of photosynthetic activity, a hormesis effect
was observed, i.e., maleic hydrazide treatment initially exerted a stimulatory effect. The
activity of the POD enzyme also increased at the beginning of the treatment. The average
diameter of lipid droplets shows a positive correlation with the frequency of occurrence of

teratogenic forms.
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3. Development of a fluorimeter

3.1. During the application of the FluoroMeter, a white microplate proved to be a more
suitable sample holder than a black microplate. Furthermore, it was established that dark

acclimation is not required prior to the measurement of algal samples.

3.2. Algal biomass measured by the two prototypes, the FMM (FluoroMeter Module) and the
DFS (Dichroic Fluorometer System), shows a strong positive correlation (r*> ~ 0.9) with
results obtained using conventional methods (chlorophyll content, optical density, and cell
counting with a Biirker chamber). The improved DFS prototype exhibits lower limits of

detection (LOD) and lower limits of quantification (LLOQ) than the earlier FMM prototype.

3.3. The developed FluoroMeter proved to be suitable for use in ecotoxicological studies. In
the ecotoxicological assessment of isoxaflutole, the fluorescence parameter Rfd (vitality
index) showed a stronger dose-response relationship during ECso determination, whereas
F.*/F, proved to be an inappropriate endpoint parameter, given that the active ingredient of

isoxaflutole does not exert a toxic effect on this parameter.
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10. Mellékletek
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1. Melléklet | Mintavételi helyek és a fajok elterjedésére vonatkozé adatok. (Referencia: fajok
azonositdséhoz hasznélt referenciak; Allandésag: a minték szézalékos arénya, amelyben a faj
eléfordult; Dominancia: az adott faj relativ gyakorisaganak atlaga/ maximuma).

Név Hely GPS Datum Referencia Allandésig Dominancia
]gﬁﬁﬁzfy aurariae  ooeny-to gﬁffgg 32/, 27.05.2013 g(t)‘“'flsger'K"Vacs and Lengyel, 5 o4 gos) 29.4% / 92,8%
Nitzschia reskovii N Foldi et al., 2018; as Nitzschia
Acs, Duleba, Borsodi-diils  47°06,815°/E  20.01.2012 {;‘5’{”‘:" ‘nl Sztg‘}%e;ﬁ(’ivnacs 4 (78,6%) 17,2% 1 93,9%
C.E.Wetzel & Ector 16°84,000° engyeL =1 >,

Lengyel et al., 2015
Niezschia N Stenger-Kovacs and Lengyel
supralitorea Boddi-szék  46°453897E  26.11.2013 Sg EYCL  3(44.4%) 10% / 56,4%
Lange—Bertalot 9° 08,373

2. Melléklet | A Nitzschia-fajok izolalasara hasznalt mikromanipulator
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3. melléklet | Modositott Diatéma-tapoldat és -mikrotapoldat

Torzsoldat Tapoldat
(g 100mlI™) (ml L)

desztillalt viz - 805
citromsav 0,1 10
foldkivonat - 30
Fe-citrat 0,1 10
K,HPO, 0,1 10
Ca(NO;),x 4H,0 0.4 10
MgSO, x 7TH,0 0,25 10
Na,Si0; x H,0 0,5 10

NaHCO; - 3,58

B, - 5x 10%gL"!
A mikrotapoldat Torzsoldat Mikrotapelem
osszetevoi (g 100 mL™") (ml L")

ZnSO, x TH,0 0,1 1
MnSO, x 4H,0 0,1 2
H;BO; 0,2 5
Co(NO3), x 6H,0 0,02 5
Na,Mo0O,x 2H,0 0,02 5
CuSO, x 5H,O 0,0005 1

desztillalt viz 981

FeSO, x 7H,0 0,7g

EDTA 08g
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4. Melléklet | Fotoszintetron inkub&ciés rendszer
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ai N. aurariae (NAUR)

40

Hémérséklet(°C)

4375 1750 3500 525

1200 2400 48500 7200

b1 N. reskovii (NRES) b2
g, V |
I ; :

“50 600 1200 2400 3600 4800 36 437.5 B75 1750 3500 5250

¢l N. supralitorea (NSUP)

Hémérséklet (°C)

5
600 1200 2400 4800 7200

4375 875 1750 3500 5250
Szulfat koncentracio(mgL') Klorid koncentraciéo(mgL™)

5. Melléklet | A harom kovaalgafaj (a: N. aurariae, b: N. reskoi, c: N. supralitorea) brutté
fotoszintetikus aktivitasanak valtozasa a hémeérséklet (temperature) és az egyes ionok

— chloride concentration; skala: maximalis fotoszintetikus aktivitas (P,) értéke mg C mg Chl-a-"h ).
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1970-2000

Monthly gradient Summarized gradient
4.

['] 0.38 0.75 11 1.6=< L] 1.4 2.8 5.6 Te=
S

6. Melléklet | A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintetikus aktivitasanak a modellezett atlagos havi
(aprilis - oktober), valamint ezek Gsszesitett értékei 437 mg L' kloridion-koncentracional a
multban (1970-2000) és a jévSben (2041-2060) (skalak: a maximalis fotoszintetikus aktivitas
(P,) értéke [mg C mg Chl-a " h "))

1970-2000

Monthly gradient Summarized gradient

0 0.38 0.75 11 1.5=< ] 1.4 2.8 4.2 5.6 Te=
)  —— I

7. Melléklet | A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintetikus aktivitasanak a modellezett atlagos havi
(aprilis - oktéber), valamint ezek 6sszesitett értékei 5250 mg L kloridion-koncentracional a
multban (1970-2000) és a jévében (2041-2060) (skéalak: a maximalis fotoszintetikus aktivitas
(P,) értéke [mg C mg Chl-a " h "))
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1970-2000

2041-2060

Monthly gradient Summarized gradient
0.75 11 1.5=< L] 1.4 2. 4.2

5.6 Te=

8. Melléklet | A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintetikus aktivitasanak a modellezett atlagos havi
(aprilis - oktober), valamint ezek ésszesitett értékei 600 mg L' szulfation-koncentracional a
multban (1970-2000) és a jévdben (2041-2060) (skalak: a maximalis fotoszintetikus aktivitas
(P.) értéke [mg C mg Chl-a™" h"])

1970-2000

e > .

Monthly gradient Summarized gradient
0 0.38 0.75 11 1.5=< [} 1.4 238 4.2 5.6 Te=
mme—— —

9. Melléklet | A vizsgalt kovaalgafajok fotoszintetikus aktivitasanak a modellezett atlagos havi
(aprilis - oktober), valamint ezek Gsszesitett értékei 4800 mg L™ szulfation-koncentracional a
multban (1970-2000) és a jévbben (2041-2060) (skalak: a maximalis fotoszintetikus aktivitas

(P.) értéke [mg C mg Chl-a ™" h"])
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10. Melléklet | DV-tapoldat és -mikrotapoldat

Torzsoldat-koncentracio Tapoldat
(gL (ml L)
Ca(NOs), x 4 H,0O 20 2
K,HPO, x 3H,0 40,62 0,323
MgSO, x 7H,O 25 1
Na,CO; 21 0,95
Na,SiO; x 5H,0 21,2 2
Fe-EDTA oldat - 10
mikrotapoldat - 0,1
B, 0,0001 1
Biotin 0,01 0,05
tiamin 0,1 1
A mikrotapoldat Koncentracié
osszetevoi (mg L")

H;BO; 3100

MnSO, x H,0 1717

Na,WO, x 2H,0 33

(NH4)sMo0,0,, x 4H,0 88

KBr 119

KI 83

ZnSO, x 7TH,0 287

Cd(NO;), x4 H,0O 154

Co(NOs), x 6 H,O 146

CuSO, x 5 H,0 125

Ni(NO;); x 6H,0 145,8

Cr(NO;); x 9H,0 40,6

NH,VO; 11

Al(SO,),K x 12H,0 474
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