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1. Bevezetés

Az édesvizi Okoszisztémak a legveszélyeztetettebbek a vildgon (Dudgeon et al., 2006), ezért
jelentdségiik megkérddjelezhetetlen, és megdvasuk kiemelt, siirgds. Az éghajlatvaltozast a 21.
szazad globalis kihivasanak tekintjiik, amely nem csupdn az atmoszférara van jelentds hatasa,
hanem kiterjed a Fold Osszes szférajara, koztiik a hidroszférara is. A szarazfoldi felszini
vizeket jelentds mértékben befolyasolja, mivel azok homérséklete kozvetlen kapcsolatban all
az atmoszféra homérsékletével (Livingstone & Lotter, 1998). Az éghajlatvaltozas okozta
globalis hémérséklet-emelkedés, a csapadék eloszlasanak ¢és intenzitdsdnak véltozasa, a
fokozott parolgas a hidrologiai ciklus, valamint tovabbi fizikai és kémiai paraméterek
megvaltozasat is eredményezi; tobbek kozott fokozza a vizi dkoszisztémak szalinizaciojat
(Canedo-Argiielles, 2020). A felszini vizeink egy jelentds része sos viztest, amelyek kozott a
szikes tavak sajatos csoportot alkotnak koszonhetéen a natrium-hidrogén-karbonat
dominancidjuknak a natrium-klorid helyett. Asztatikus jellegiik, nagyfoktl hidroldgiai
érzékenységlik, magas vezetOképességiik, nagy napi hdmérséklet-ingadozasuk, nagyfoku
zavarossaguk, valamint magas pH-juk ¢és TP-tartalmuk (Osszes foszfor) miatt extrém
¢léhelynek szédmitanak (Horvath et al., 2013; Stenger-Kovacs et al., 2014). Az
¢ghajlatvaltozas tavakra gyakorolt hatasai koziil a szikes tavak esetében leginkabb a novekvo
vizhémérséklet €és a vezetdképesség hangsulyos, amelyek olyan biotikus valtozasokat
generdlnak, mint példaul a szezonalis dinamikai és florisztikai valtozas, algaviragzas
kialakuldsa (Dokulil, 2014). A szikes tavi 0koszisztémak dominans ¢él6lényei a kovaalgak
(Stenger-Kovacs et al., 2014), amelyek fontos dkoszisztéma szolgaltatast nydjtanak (B-Béres
et al., 2023), igy a klimavaltozasra adott lehetséges valaszuknak a kutatisa €s megértése
kiemelt jelent0séggel bir.

A klimavaltozas mellett globalis kornyezeti problémat jelent a vizek antropogén
szennyezése is, amelyet az ipari és a kereskedelmi hulladékok, mezdgazdasagi €s antropogén
tevékenységek okozzak (Owa, 2014). Globalisan évente 3,5-4,6 milli6 tonna névényveédo
szert juttatnak kiilonb6z6 forméban a kornyezetbe (Zhang et al. 2011). Egyre tobb kutatas
jelzi ezen szerek jelenlétét a felszini és felszin alatti vizekben is, sok esetben az alkalmazasi
helytdl tavol (Louchart & Voltz, 2007; Gilliom 2007). Tovabbi problémat jelent, hogy ezek a
szennyezO anyagok nem csak a célszervezetekre jelentenek veszélyt, hanem mas él6lényre is,
s kéros hatéassal lehetnek akar az egész Okoszisztémadra is. A novényvédo szerek karos
hatasainak elterjedésével kapcsolatban kiilonb6zé vizgazdalkodasi tervek és jogi

szabalyozasok sziilettek. Példaul az Okologiai allapot meghatirozdsara a Vizkeretiranyelv
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(VKI) bioindikatorok alkalmazasit szorgalmazza, amelyek koziil az egyik javasolt
¢lélénycsoport a fitobentosz, azon beliill is a mar emlitett kovaalgdk. A kovaalgakat
érzékenységiiknek  koszonhetéen  nemcsak  Okologiai  allapotfelmérésre,  hanem
okotoxikologiai vizsgalatok tesztszervezeteként is rendszeresen hasznaljak, tobbek kozott
névényvédd szeres szennyezddések kimutatdsdra. A szennyezd-anyagoknak vald Kkitettség
szamos ¢lettani tulajdonsdgukat megvaltoztathatja intracellularis szinten (Debenest et al.,
2010). Azonban a ndvényvédd szereknek sok esetben csupan szubletalis hatasuk van, amelyek
kimutatasara a kovaalgak szintén kivaloan alkalmazhatok kdszonhetden a szilicium-dioxidot
tartalmazé merev héjuknak, amelyek deformalddhatnak a szennyezések hatasara (pl. Cattaneo
et al., 2004; Cuna et al., 2014). Azonban a teratogén formék kialakuldsanak folyamata a mai
napig nem tisztazott még, ezért részletesebb kutatasa igencsak indokolt.

A novényvédo szerek mellett a mitragyak is szennyezoként hatnak a vizi kérnyezetre,
aminek kovetkeztében a viztestek tdpanyagban gazdagabbd vialnak (eutrofizacid), igy
algaviragzas johet létre. A kdros algavirdgzas komoly problémat okoz vilagszerte
(Naselli-Flores & Padisak, 2023). A természetes viztestek mindsége ¢és okologiai allapota,
valamint felhasznalasi lehetdséglik nagymértékben fiigg az algabiomassza Osszetételétol és
mennyiségétél (O’Neil et al., 2012). fgy az algakozosségek folyamatos mindségi és
mennyiségi monitorozasa nélkiilozhetetlen a vizmindség-kezelésben. Szamos technika all
rendelkezésre a biomassza meghatarozasra, de ezek tobbnyire koltségesek, iddigényesek és
rendszerint nagyfoku szaktudast igényelnek. Kiilonféle in vivo modszerek is kifejlesztésre
keriiltek, amelyek a klorofill-fluoreszcencia detektaldsan alapulnak (pl. Kahlert & McKie,
2014). Szamos elényiik (pl. gyors, nem invaziv) ellenére azonban ezek hatékonysaga az
algak6zosség diverzitasa tekintetében jelenleg is erdsen vitathatd (Kahlert & McKie, 2014),

éppen ezért fontos lenne tovabbi miszerek fejlesztése.
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2.

Célkitizés

A felszini vizeinket sujto globalis kornyezeti stresszorok — ugymint a névekvd szalinizacio,

vizhdmérséklet €és a gyomirtd szerek mennyisége — tekintetében sok €161ény esetében hidnyos

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

hozzajarulni ezen hidnyos, sokszor ellentétes allaspontok feloldasdhoz a vizi mikroszkopikus

algak vizsgalatan keresztiil. A kutatdsom soran specifikus célkitiizéseink k6z¢ tartozott, hogy

I1.

I11.

megvizsgaljuk a klimavaltozas bevonatlako kovaalga fajokra kifejtett lehetséges
hatasait (2. alfejezet).

A kutatas soran az éghajlatvaltozasnak a Karpat-medencében talalhato szikes tavak
legjellemzObb bevonatlaké kovaalga fajainak fotoszintézisére gyakorolt hatésait
vizsgaltuk. A kutatdsban a hdémérséklet és sotartalom — mint globalisan is a
legjelentdsebb hatast kifejtd kornyezeti paraméterek — novekedésének harom
dominans  kovaalgafajra  gyakorolt lehetséges hatasait modelleztik egy

klimaforgatokonyv alapjan.

megvizsgaljuk egy novényvédoszer lehetséges hatasait egy bevonatlako kovaalga
példajan keresztiil (3. alfejezet).

A kutatas soran a maleinsav-hidrazid novényvédOszer szubletalis hatasat vizsgaltuk
egy kozmopolita kovaalga faj, a Gomphonema parvulum teratogén formajanak
kialakulasi folyamatan keresztiil. Tovabba vizsgaltuk, hogy a megjelend teratogén

elvaltozas egyiitt jar-e mas fizioldgiai tulajdonsagok megvaltozasaval.

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

Az Aquafluosense projekt (NVKP 16-1-2016-0049) keretein beliil indukalt
klorofill-fluoreszcencian alapuld eszkozt fejlesztettiink algastiriiség és -Osszetétel
becslésére. A kutatas sordn vizsgaltuk a miiszer Okotoxikoldgiai vizsgalatokban

torténd felhasznalasnak hatékonysagat és érzékenységét is.



3. Anyag és modszer

3.1. A klimavaltozas lehetséges hatasainak elorejelzése kovaalgafajok fotoszintetikus
aktivitasa alapjan.

A szikes tavak dominans és jellegzetes bentikus kovaalga fajai (Stenger-Kovacs &
Lengyel, 2015) koziil harmat izoladltunk a kutatas sordn: Nitzschia aurariae, N. reskoi, N.
supralitorea. A harom Nitzschia-faj monokulturait mddositott DIAT tépoldatban, Batch
kultirdban tenyésztettik ¢és novesztettik (Lengyel et al., 2015). A fajok Okofiziologiai
vizsgalatat egy fotoszintetron inkubacids rendszerben végeztiik el (Uveges et al.,, 2011;
Lengyel et al., 2015), amelynek minden celldjdban hirom parhuzamos mintat helyeztiink
Karlsruhe-lombikokban. A fajok fotoszintetikus jellemzdit dsszesen 0t kdrnyezeti paraméter
(négy kozvetlen és egy kozvetett) grandiense mentén hatdroztuk meg:

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

2, hémérséklet: (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 (kozvetlen): 0 - 50 - 600 - 1200 - 2400 - 3600 - 4800 - 7200 mg L™
5, vezetoképesség (kozvetett): 4000 és 12000 kozott uS cm’

A kisérlet minden paraméter esetében 2 6ran keresztiil tartott, melynek a kezdetén és
végén LDO szenzorral meghataroztuk az oldott oxigén koncentriciot, valamint acetonos
extrahalassal a klorofill-a tartalmat. Végiil kiszamoltuk a fotoszintetikus aktivitas bruttd
értekét (Wetzel & Likens, 2000). A maximalis fotoszintetikus aktivitdst (P,) és a
fotoadaptacios paramétert (I,) a Platt (Platt et al., 1980) altal leirt egyenlet segitségével
hataroztuk meg GraFit programban (Leatherbarrow, 2009). Az optimumértékek és a
toleranciatartomanyok meghatarozasa érdekében Gauss-gorbét illesztettiink az adatokra, ahol
a gorbe kozepének helyzete jeloli az optimum értéket, mig a haranggorbe szélessége (o) a

toleranciatartomanyt.

Fiiggd valtozoként az Okofiziologiai kisérletekben a kiillonbozé ionkoncentraciok
mentén mért maximalis fotoszintetikus aktivitas P, atlagértékeit, mig magyarazo valtozoként a
hémérsékletet hasznaltuk a modellvalasztasban és modellezésben egyardnt. A
hémeérséklet-elorejelzésekhez a RCP60 klimaszcendriét valasztottuk ki, amelyet a
Karpat-medence térségén egy jovobeli (2041-2060) és egy mult (1970-2000) periddus
modellezésére hasznaltunk. A egyenletek ¢és az RCP60 szcenario alapjan készitett

hémérséklet-elérejelzések alapjan a fajok atlagos fotoszintetikus aktivitdsat aprilis és oktober
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kozott havonta modelleztiik (PAP-fotoszintetikusan aktiv id6szakban) a kivalasztott mult és a
jovobeli idészakban. Az elemzésekhez és 4abrazoldsokhoz a QGIS3.2.3 ¢és Grass7.4.1

szoftvereket hasznaltuk.

3.2. Maleinsav-hidrazid hatasa a teratogén formak kialakulasara egy kovaalga-faj
esetében

A vizsgalathoz Gomphonema parvulum tenyészetét hasznaltuk, melyet DV tapoldattal
(Hughes & Lund, 1962) készitett Batch kulturdban szaporitottunk és tartottuk fent. Az
valamint kontroll tenyészetet is alkalmaztunk, amibe nem keriilt névényvédd szer. Minden
kezelést és mérést harom parhuzamos ismétlésben végeztiink. A novényvédo szer hatasat az
alabbi kezelési idok utan vizsgaltuk: 6, 12, 24, 72, 163, 336, 672 ora.

Az emlitett id6pontokban a homogenizalt mintakbol 100 ml-t vettiink ki, melyekbdl a
kovetkezd fiziologiai paramétereket mértik meg: sejtszam nodvekedést Biirker-kamraban
torténd szamoldassal, klorofill és karotinoid tartalmat (Wetzel & Likens, 2000), fukoxanthin
mennyiséget (Wang et al.,, 2018), fotoszintetikus aktivitdst oldott oxigén koncentracio
mérésével (Wetzel & Likens, 2000), enzim aktivitdst (POD; Imberty et al. 1984),
lipidtartalmat a lipidcseppek atmérdjének mikroszkoppal torténd megmeérésével, teratogén
formék aranyat a sejtek forrd hirdogén-peroxidos roncsolasat (Acs & Kiss, 2004) kovetden
készitett preparatum mikroszkopos elemzésével. Tovabba a teratogén valvékat a Lavoie

(2017) altal definialt tipusokba soroltuk be.

3.3. Fluoreszcencia alapu miiszer fejlesztése ¢és alkalmazhatosaga gyomirto szer
okotoxikologiai vizsgalataban

A miszerfejlesztés sordn a Raphidocelis subcapitata zoldalga és a Microcystis
aeruginosa kék alga fajok tenyészeteit hasznaltuk. A tenyészetek Iétrehozasdhoz ¢és
fenntartasahoz Allen (Allen, 1968) és Z8 (Andersen, 2005) tapoldatokat alkalmaztunk batch
kultaraban.

Az Aquafluosense projekt keretein beliil egy 0j eszkozt, a Dichroic Fluorometer
System-et (DFS) fejlesztettiink ki. Ez a fluorométer a folyékony fazisi kozegben 1évo alga
detektalasara alkalmas, amely egy erre a célra szolgaldé mintatartéval van ellatva. A mintakat
kétfejes konfiguracioban gerjesztettiilk, minden fejben mas LED-et alkalmazva (LED1 csucs
hullamhossza: 630 nm; LED2 csucs hullamhossza: 470 nm). A kibocsatott fluoreszcenciat

szilicium-fotodiddakkal mértiik meg, a detektalds 716 nm és 708 nm hulldamhosszokon tortént.
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A mérések optimalizacidja a megfeleldé mikrolemez szinével kezdddott, mivel az
befolydsolhatja a detektalt fluoreszcencia jelet. A megfeleld mikrolemez kivalasztasa
érdekében a visszaverddés jelenségét mértiik az algak tenyésztéséhez hasznalt tapoldatokban
(Allen ¢és Z8) és desztillalt vizben a Dichroic Fluorometer System (DFS) 1-es csatornajan
(gerjesztési hullamhossz: 630 nm, detekcids hullamhossz: 716 nm). Két kiillonb6zd szinli
mikrolemezre vonatkozdan (fekete és fehér) mértik meg és hasonlitottuk 0Ossze a
fluoreszcencia jeleket. A mérések eldtti sotét akklimatizacido sziikségét is vizsgaltuk a R.
subcapitata alga monokultardjat felhasznalva. Az alga minta fluoreszcencia intenzitasat
mértiik meg mérés eldtti 10 perces sotét akklimatizacioval, majd az eljarast megismételtiik
sOtét akklimatizacio nélkiil is.

Kiilonb6z6 kvantitativ mérések Osszehasonlitdsa céljabol egy haromszoros higitasi
sorozatot alkalmaztunk hat kiilonb6z6 koncentracioban a M. aeruginosa és a R. subcapitata
esetében. Minden koncentracional megmeértiik az optikai denzitast, a klorofill tartalmat, a
sejtkoncentracidt Biirker-kamraban, valamint a fluoreszcenciajel intenzitdsdt az FMM ¢és a
DFS miiszerek prototipusaival.

Tovabba, a fluorométer muszerek kimutatasi hatarat (LOD) és az alsé kvantifikalasi
hatarértékeket (LLOQ) a hattér haromszoros és Otszords szorasanak megfeleld minimalis
jelszintjeként hatdroztuk meg. A felsé kvantifikalasi hatarértéket (ULOQ) a DFS esetében a
miszer felso hatarértékeként hataroztuk meg.

Végiil okotoxicitasi teszteket is végeztiink annak vizsgalatara, hogy az isoxaflutole
gyomirtoszer-hatbanyag milyen karos hatdssal lehet algafajokra. A 72-6ras
algandvekedés-gatlasi teszteket az OECD 201 irdnymutatasa szerint végeztiik el (OECD,
2011) R. subcapitata monokultirdban. Az algastriséget és az a klorofill-tartalmat
spektrofotométerrel torténd optikai denzitds méréssel hataroztuk meg. Az algak
fotoszintetikus rendszerének PSII kvantum hatékonysagat (F,/F,) ¢és a fluoreszcencia

intenzitdsanak valtozasat (Rfd) az FMM modullall mértiik meg.
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4. Tézispontok

1. A klimavaltozas hatasainak vizsgalata

1.1. A Nitzschia supralitorea kovaalga faj 6kofizioldgiai jellemzése tortént meg: a maximalis
fotoszintetikus aktivitdsa ~ 4 mg C mg Chl-a' h''; a hémérsékleti optimuma 29,8 °C, mig
optimalis ionkoncentracioja CI™ tekintetében 2947 mg L™, SO,* esetében 4368 mg L' (~ 8935
uS cm™).

1.2. Szikes tavak harom legdominansabb kovaalga fajanak (Nitzschia aurariae, N.
supralitorea és N. reskoi) éatlagos fotoszintetikus aktivitdsa alapjan megéllapithat6, hogy a
2041-2060 kozotti idészakban a kovaalgafajok fotoszintézise valdsziniileg intenzivebb lesz az
ionok tipusatdl és koncentracigjatol fiiggetleniill az RCP60 klimaszcenario altal josolt
homérséklet emelkedés hatdsara. Mindemellett a fotoszintetikusan aktiv periodusuk (PAP) két

hénappal torténd meghosszabbodasa is varhat6 a jovoben.
2. A maleinsav-hidrazid gyomirtdszer hatsainak vizsgalata

2.1. A maleinsav-hidrazid gyomirtoszer teratogén formak kialakulasat indukalja a
Gomphonema parvulum kovaalga faj esetében. Magasabb (0,1 mg L) koncentracid
alkalmazasa sordn hamarabb jelennek meg ezek az elvaltozasok. A teratogén elvaltozas fOleg
a kovaalga valvajanak a karosodasdban 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 formak megjelenése és pigment tartalom kozott, sem az a klorofill, sem karotinoid,
sem pedig a fukoxantin tekintetében. A fotoszintetikus aktivitas esetében a hormézis jelensége
figyelhetd meg, azaz kezdetben a maleinsav-hidrazid kezelés pozitivan hatott rd. A POD
enzim aktivitas is a kezelés elején novekedett meg. A lipidcseppek atlagos atmérdje pozitiv

Osszefliggést mutatott teratogén formak megjelenésének gyakorisagaval.
3. Fluorométer fejlesztése

3.1. A FluoroMeter hasznalatanal a fehér mikrolemez bizonyult a megfeleld mintatartonak a
fekete mikrolemezzel szemben. Tovabba megallapithatd, hogy az alga mintdk mérése elott

nem sziikséges sotétakklimatizacio alkalmazasa.



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 klorofill mennyiség, optikai denzitas €s 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 oOkotoxikologiai vizsgalatokban
torténd haszndlatra. Az isoxaflutole Okotoxikologiai vizsgélatanal az Rfd (Vitality index)
fluoreszcenciaparaméter mutat er0sebb dozisosszefiiggést az ECs,meghatdrozasa soran, mig a
F,/F, nem megfelel6 végpont paraméter tekintve, hogy az isoxaflutole aktiv hatéanyagnak

nincs toxikus hatasa ra.
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