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Kivonat: A kiterjedt litoralis régioval rendelkezé vizekben jelentés a fitoplankton és fitobentosz taxonok kapcsolata. Elobbiek tobb modon is
képesek befolyasolni a bentonikus kozdsségek egyedszamat és dsszetételét. Munkank soran a planktonikus cilindrospermopszin-termel
Aphanizomenon ovalisporum (Cyanobacteria) és egy bentikus Chlorococcum faj (Chlorophyta) kozti interakcids kapcsolatokat
vizsgaltuk kevert tenyészetekben, illetve tanulmanyoztuk az A. ovalisporum teljes sejtkivonatanak hatasat a Chlorococcum faj
novekedésére és tapanyag-felvételére. Kevert tenyészetekben mindkét faj sejtszama alacsonyabb volt a kontroll tenyészetekénél,
négyszeres A. ovalisporum sejtszam esetén a Chlorococcum ndvekedése 77%-os gatlast szenvedett, azonban a tapoldatban
cilindrospermopszint nem sikeriilt kimutatni. Az Aphanizomenon sejtkivonattal torténd kezelés esetén is gatlas volt megfigyelheté mar a
kisérlet 7. napjan is. A legnagyobb mennyiségben hozzédadott cianobaktérium kivonat a Chlorococcum tenyészetek novekedésében
jelentds, de az egyiittnevelésnél megfigyelttdl kisebb mértékii (50%-os) gatlast okozott. A kevert tenyészetekben a sejtszam
fliggvényében jelentds valtozasok mutatkoztak a tapanyagfelvételben, a kivonattal vald kezelés eredményei alapjan azonban gy tlinik,
hogy az A. ovalisporum kivonat nem befolyasolja a z6ldalga normal tdpanyag felvételi dinamikajat.

Kulesszavak: Aphanizomenon ovalisporum, Chlorococcum sp., interakcio

Bevezetés

A populaciok természetes kornyezetilkben nem egyediil, hanem
mas populaciokkal egyiitt fordulnak el6. Az egyes taxonok populacioi
tobbek kozott taplalkozéasi szokasaikkal (tdpanyag — interakcio),
exkretalt vegyiileteikkel (allelopatia), és szamos mas modon (pl.:
fényért valo versengés) jelentés mértékben befolyasoljak mas
populaciok életben-maradasat, novekedését (Cloern, 1976, 1978;
Sukenik et al., 2002; Hedger et al., 2004). Vizfolyasokban az
allelopatia jelentosége a fitoplankton kozdsségekben minden bizonnyal
Iényegesen csekélyebb, de a bentikus kozosségek életében itt is fontos
szerepet jatszhat. A sekély, kiterjedt litoralis régioval rendelkezd
allovizekben a fitobentosz és fitoplankton taxonok kapcsolata sokkal
szorosabb, mint a mély, keskeny litoralis régioval rendelkezd vizekben.
A planktonikus alga taxonok jelentés mértékben képesek befolyasolni
a bentikus algakozosségek taxon-Osszetételét és egyedszamat (Leflaive
et al., 2008).

A cilindrospermopszin (CYN) fonalas cianobaktériumok (pl.
Aphanizomenon ovalisporum) altal termelt szekunder metabolit, amely
géatolja a proteinszintézist (Froscio et al., 2003), DNS karosodast
okozhat (Humpage et al., 2000; Shen et al., 2002), hepatoxikus
(Bernard et al., 2003; Saker et al., 2003; Fastner et al., 2003), illetve
neurotoxikus (Pearson et al., 2010) hatasokkal bir. Ivovizben
megengedett mennyisége 1 pg L'. A CYN a mikrocisztinek utan a
masodik legjobban kutatott cianotoxin, algakozosségekben betoltott
szerepe azonban még nem tisztazott, ezért vizsgalata fontos és
indokolt.

A Chlorococcum fajok a zoldalgak Chlorococcales rendjének igen
széles korben elterjedt képviseldi, megtalalhatok tengeri (Ohta et al.
1993), édesvizi (Kroes 1971, 1972, Bhagavathy et al. 2011;
Bhagavathy és Sumathi 2012; Harwati et al. 2012), és szarazfoldi
éléhelyeken is (Zhang et al. 1997, Klochkova et al. 2006).

Munkank soran a toxikus, CYN termelé Aphanizomenon
ovalisporum és egy, a Chlorococcum nemzetségbe tartozo zoldalga faj
kozotti interakcios kapcesolatokat vizsgaltunk kevert, mindkét faj
egyedeit tartalmazé tenyészetekben, tovabba tanulmanyoztuk az A.
ovalisporum teljes sejtkivonatanak hatasat a Chlorococcum faj
novekedésére és tapanyag-felvételére.

Anyag és modszer

Az A. ovalisporum és a Chlorococcum sp. tenyészetek nevelési
koriilményei

A kisérleteket a Debreceni Egyetem Hidrobiologiai Tanszékének
torzsgyljteményében (Algal Culture Collection, Department of
Hydrobiology, University of Debrecen) fenntartott Chlorococcum sp.
(ACCDH-UD1002) és Aphanisomenon ovalisporum (ACCDH-
UD1001) torzsekkel végeztiik. A Chlorococcum torzs egy varosi disztd
litoralis régidjabol keriilt izolalasra. Az A. ovalisporum torzs az izraeli

Kinneret-tobol izolalt ILC-164 torzsbol
cilindrospermopszint (CYN) termel (Banker et al., 1997).

A tenyészeteket Jaworski-mediumban, 400 ml térfogatban, steril
levegdvel valo buborékoltatassal, allando fényen és hémérsékleten
(24°C) neveltiik.

A Chlorococcum sp. inokulalasi sejtszama mind a kevert
tenyészetekben, mind a kivonattal kezelt tenyészetekben, mind pedig a
kontroll tenyészetekben 0,2 x 10° sejt mL™ volt.

Az A. ovalisporum sejtek szama a kevert tenyészetekben a
kisérletek inditdsakor: 0,2 x 10° sejt mL™" (1:1 aranyu tenyészet); 0,4 x
10° sejt mL™ (1:2 aranyu tenyészet); és 0,8 x 10° sejt mL™' (1:4 aranyu
tenyészet) volt. A kevert tenyészetekkel végzett kisérletek soran A.
ovalisporum kontroll tenyészetekkel is dolgoztunk, melyekben a
sejtszamot a kevert tenyészetek A. ovalisporum sejtszamanak
megfelelGen allitottuk be.

A cianobaktérium kivonattal kezelt Chlorococcum tenyészetekhez
a kevert tenyészetek A. ovalisporum inokuldlasi sejtszamanak
megfelelé mennyiségii teljes sejtkivonatot adtunk.

A tenyészetekb6l minden masodik napon vettiink mintat (i) a
sejtszam  meghatarozdsara  (400x  nagyitds, Olympus BXS50
mikroszkop); (ii) a feliiluszo nitrat- illetve foszfat tartalmanak
meghatarozasara (MSZ 1484-13: 2009, MSZ 448-20: 1990), valamint
(iii) a feliiluszo CYN tartalmanak meghatarozéasara (Vasas et al., 2002).

szarmazik,

Statisztikai elemzés

A kontroll és kezelt tenyészetek novekedési gorbéi kozotti
kiilonbségeket egyutas ANCOVA modszerrel elemeztiik (Zar 1996,
Hammer et al. 2001).

Eredmények

A tenyészetek névekedése

A kevert tenyészetekben — az inokulalt sejtszamtol fiiggetleniil —
mindkét faj sejtszama szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll
tenyészetekénél. Kiilonbség csak a novekedés-gatlas mértékében volt.
Az 1:1 aranyu kevert tenyészetekben a Chlorococcum sp. sejtszama az
inkubacio teljes ideje alatt magasabb volt a cianobaktériuménal (la.
abra). Az 1:2 arany kevert tenyészetekben a magasabb kiindulasi
sejtszama ellenére csupan a tenyésztés elsd felében volt abundansabb a
cianobaktérium, viszont ekkor sem szignifikans mértékben (1b. abra).
Az A. ovalisporum csak az 1:4 aranyl kevert tenyészetekben tudta
utolsod felében sejtszama itt is drasztikusan csokkent, az inkubacio
utols6 napjan a cianobaktérium sejtszama a Chlorococcum sejtek
szamanal mar alacsonyabb volt (1c. &bra).

Meg kell jegyezni, hogy sem a kontroll
tenyészetekben, sem a kevert tenyészetekben
extracellularis CYN-t kimutatni.

Az Aphanizomenon kivonattal valé kezelés a Chlorococcum
tenyészet novekedésének gatlasahoz vezetett. A gatlas mértéke szoros

cianobaktérium
nem sikerdlt
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Osszefliggést mutatott a kivonat koncentracidjaval: minél nagyobb
mennyiségben volt jelen a kivonat, annal erételjesebb volt a gatlas (1d.
abra).  Hangstlyozni kell azonban, hogy egyiittnevelés soran
erGteljesebb  gatlast tapasztaltunk a  Chlorococcum  kontroll
tenyészethez képest, mint a kiinduldsi sejtszamnak megfeleld
mennyiségll cianobaktérium sejtkivonattal valo kezelés soran.

A tapanyagtartalom valtozdsa a tenyészetekben

A kontroll tenyészetek és a kevert tenyészetek nitrat- és foszfat-
tartalmaban bekovetkez6 valtozasok azt mutattak, hogy a kevert
tenyészetekben a zoldalga az, ami a tdpanyagtartalom-valtozasokat
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A cianobaktérium kivonattal vald kezelés soran tapasztalt
tapanyagtartalom-valtozasok eredményei alapjan elmondhato, hogy az
A. ovalisporum teljes sejtkivonata nem befolyasolta szignifikansan a
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1. abra a-c: A kevert és kontroll tenyészetek sejtszamaban bekovetkez6 valtozasok az id6 fiiggvényében. a) 0,2 x 10° sejt mL™ Chlorococcum sp. és
0,2 x 10° sejt mL" 4. ovalisporum; b) 0,2 x 10° sejt mL" Chlorococcum sp és 0,4 x 10° sejt mL™" A. ovalisporum; c) 0,2 x 10° sejt mL™
Chlorococcum sp és 0,8 x 10° sejt mL" A. ovalisporum; d: az A. ovalisporum kivonattal kezelt Chlorococcum tenyészetek sejtszamaban

bekovetkezd valtozasok az id6 fliiggvényében.

Figure 1 a-c: Changes of cell number in mixed and in control cultures. a) 0.2 x 10° cell mL" Chlorococcum sp. and 0.2 x 10° cell mL™" A.
ovalisporum; b) 0.2 x 10° cell mL™' Chlorococcum sp and 0.4 x 10° cell mL™ 4. ovalisporum; ¢) 0.2 x 10° cell mL™' Chlorococcum sp and 0.8 x 10°
cell mL™" A. ovalisporum; d: Changes of cell number in A. ovalisporum crude extract treated Chlorococcum cultures.
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2. 4dbra a-c: A nitrat-fogyas dinamikéja a kevert és kontroll tenyészetekben. a) 0,2 x 10° sejt mL™" Chlorococcum sp. és 0,2 x 10° sejt mL™" 4.
ovalisporum; b) 0,2 x 10° sejt mL™ Chlorococcum sp és 0,4 x 10° sejt mL™" 4. ovalisporum; ¢) 0,2 x 10° sejt mL™ Chlorococcum sp és 0,8 x 10°
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sejt mL™ 4. ovalisporum; d: az A. ovalisporum kivonattal kezelt Chlorococcum tenyészetek nitrat-tartalmaban bekévetkezd valtozasok az id6

fuggvényében.

Figure 2 Changes of nitrate-concentration in mixed and control cultures a) 0.2 x 10° cell mL" Chlorococcum sp. and 0.2 x 10° cell mL™" A.
ovalisporum; b) 0.2 x 10° cell mL™" Chlorococcum sp and 0.4 x 10° cell mL™" 4. ovalisporum; c) 0.2 x 10° cell mL™" Chlorococcum sp and 0.8 x 10°
cell mL™ A. ovalisporum; d: Changes of nitrate-concentration in 4. ovalisporum crude extract treated Chlorococcum cultures.
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3. dbra a-c: A foszfat-fogyas dinamikaja a kevert és kontroll tenyészetekben. a) 0,2 x 10° sejt mL™ Chlorococcum sp. és 0,2 x 10° sejt mL™" 4.
ovalisporum; b) 0,2 x 10° sejt mL™" Chlorococcum sp és 0,4 x 10° sejt mL™" 4. ovalisporum; c) 0,2 x 10° sejt mL™ Chlorococcum sp és 0,8 x 10°
sejt mL™ 4. ovalisporum; d: az A. ovalisporum kivonattal kezelt Chlorococcum tenyészetek foszfat-tartalmaban bekovetkez valtozasok az idé

figgvényében.

Figure 3 Changes of phosphate-concentration in mixed and control cultures a) 0.2 x 10° cell mL" Chlorococcum sp. and 0.2 x 10° cell mL™" 4.
ovalisporum; b) 0.2 x 10° cell mL™" Chlorococcum sp and 0.4 x 10° cell mL™" 4. ovalisporum; c) 0.2 x 10° cell mL™" Chlorococcum sp and 0.8 x 10°
cell mL™" 4. ovalisporum; d: Changes of phosphate-concentration in A. ovalisporum crude extract treated Chlorococcum cultures.

Diszkusszio

Kiilonb6z6 alga taxonok kozti interakcids kapcsolatok vizsgalata
nagy multra tekint vissza (pl.: Cloern, 1976; Keating, 1978; Hedger et
al., 2004; Suikannen et al., 2004; B-Béres et al., 2012). Els6dlegesen
két nagy folyamatot kell szamitasba venni a vizsgalatok soran: a két,
vagy tobb faj jelenlétében altalanosan megfigyelheté kompeticiot (pl.:
tapanyag; fény), valamint a sokkal nehezebb kimutathat6 allelopatiat.
Bar a legtobb allelokemikaliat cianobaktériumokbol irtdk le, annak
bizonyitasa, hogy a cianotoxinok allelokemikalik-e, még varat magara
(Bacsi et al., 2013). Feltehetéen toxinonként, de akar ugyanazon toxint
termeld cianobaktérium torzsenként is mas-mas eredmény sziilethet
(Volk et al., 2005; Gantar et al., 2007).

Az egyik legismertebb és leggyakrabban vizsgélt cianotoxin a
cilindrospermopszin (CYN). Ennek ellenére a CYN-termelést
befolyasolo biotikus tényezokrdl, ill. az alga-kozdsségben betdltott
szerepér6l nagyon kevés adat all rendelkezésre (Bar-Yosef et al.,
2010). Az, hogy az egyes toxintermeld cianobaktérium taxonok
bocsatanak-e ki toxint, vagy sem, torzsenként, izolatumonként
véltozhat. Mig egyes A. ovalisporum torzsek CYN-tartalma akar 90-
100%-ban is extracellularis lehet (Shaw et al., 1999), addig mas
torzseknél nem mutathato ki extracellularis CYN (Bacsi et al., 2006;
Riicker et al., 2008). A CYN alga-kozosségben betdltott szerepérdl
még napjainkban is igen keveset tudni. Bar-Yosef és munkatarsai
(2010) kimutattak, hogy foszfat-hiany esetében né az altaluk vizsgalt
A. ovalisporum-mal egyiitt €16 egyéb alga taxonok alkalikus foszfataz
aktivitasa. Tovabba a foszfat-hidny fokozott CYN-termeléshez
vezetett, de az nem deriilt ki, hogy extra-, vagy intracellularis CYN-
novekedést tapasztaltak. fgy nem lehet egyértelmiien eldonteni, hogy
esetiikben allelopatiarél volt-e szo.

A cianobakterialis kivonatokkal végzett vizsgalatok nagy elénye,
hogy lehet6vé teszik a természetben lejatszodo folyamatok ,.élet-szert”
leképezését (B-Béres et al., 2012). Eredményeink azt mutatjak, hogy az
altalunk vizsgalt két taxon kozott elsédlegesen tapanyag-kompeticiorol
van sz0, a cianotoxin szerepe masodlagos. Ezt tamasztjak ald mind a
sejtszamban, mind pedig a tapanyag-tartalomban bekovetkezd

valtozasok, valamint az a tény, hogy nem sikeriilt extracellularis CYN-t
kimutatni a tenyészetekbol.

Az A. ovalisporum sejtkivonataval kezelt Chlorococcum sp.
tenyészetekben tapasztalt novekedés-gatlas feltehetden a kivonat CYN-
tartalmanak volt kdszonhetd. Tudomasunk szerint eddig egyetlen olyan
tanulmany  létezik, melyben CYN-tartalmi  cianobaktérium-
kivonatokkal végzett kisérletek eredményeit mutattak be (Pinheiro et
al. 2013). Pinheiro és munkatarsai (2013) azt tapasztaltdk, hogy a
kisebb toxin-tartalma (0,005-0,05 pg mL™) nyerskivonatokkal kezelt
zbldalga tenyészetek novekedése nem tért el szignifikansan a kontroll
tenyészettdl. Ezzel szemben a 025-0,5 pg mL'-rel kezelt
tenyészeteknél novekedés-serkentést, mig a 2,5 pg mL’'-rel kezelt
tenyészeteknél novekedés-gatlast mutattak ki. Az altalunk vizsgalt
Chlorococcum tenyészet 1ényegesen kevésbé érzékeny a CYN-ra.
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Investigation of the possible role of cylindrospermopsin in cyanobacterium — eukaryotic alga interaction

Dobronoki, D., B-Béres, V., Vasas, . Rektor, A., Nagy, S.A., Bacsi, I.

Abstract: Relations between phytoplankton and phytobentos taxa could be significant in lakes and ponds with extended litoral region.
Phytoplankton could affect the individual number and species composition of benthic assemblages in many ways. In this work the
interactions between the planktic, cylindrospermopsin producer Aphanizomenon ovalisporum (Cyanobacteria) and a benthic
Chlorococcum species (Chlorophyta) were investigated in mixed cultures. The effect of A. ovalisporum crude extract on Chlorococcum
cultures were also studied. Cell numbers of both species were lower in mixed cultures compared to control cultures. Cell number of
Chlorococcum decreased by 77% in the presence of 4-fold amount of Aphanizomenon, nevertheless extracellular cylindrospermopsin
was not detectable. Crude extract of A. ovalisporum caused growth inhibition of Chlorococcum already to the 7" day of the experiment,
but in lower extent (max. 50%), than in mixed cultures. Nutrient levels changed in a cell number dependent manner in mixed cultures,
while it seems that the cyanobacterial extract has no significant effect to the nutrient uptake of the eukaryotic green alga.

Keywords: Aphanizomenon ovalisporum, Chlorococcum sp., interaction



