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1.) ROVIDITESEK JEGYZEKE

ANOVA — Analysis of Variance, variancia-analizis
AOI — Area of Interest, kiértékelési teriilet

Chla — klorofill a

Chlb — klorofill b

C.s. — Chlorella sorokiniana

DMSO — dimetil-szulfoxid

H.p. — Haematococcus pluvialis

Phycoc. — fikocianin

nm — nanomeéter

N(-) — Nitrat hidnyos minta

OD - optikai denzitas

Qy max — A klorofill @ maximalis fényelnyelése a voros hulldmhossz tartoméanyban

S.sp. — Synechocystis sp. PCC6803



2.) IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A valasztott modellorganizmusok bemutatasa

A Chlorella sorokiniana egyike a legismertebb egysejtli z6ldalga fajoknak, és tobb mint egy
¢vszazados kutatdsi multtal rendelkezik. A faj koOzponti szerepet jatszott a ndvényi
fotoszintézis, ¢és anyagcserefolyamatok tanulméanyozasaban (Bonner ¢és mitsai., 1995;
Nickelsen, 2017; Tate és mtsai.,, 2013). A laboratoriumi felhasznalas mellett azonban a
biotechnologiai hasznositas teriiletén is sokat tanulmanyozott, melyet indokol, hogy jo
természetes fehérjeforras (Hase ¢és mitsai., 1957; Kose és mtsai., 2017), tovabba
lipidfelhalmozasi képessége miatt biolizemanyagok termelésével kapcsolatban is igéretesnek

talaltak (Bharti és mtsai., 2018).

A Synechocystis sp. tipusfaj PCC6803 jelzésti genetikai vonala a legtobbet kutatott a
cianobaktériumok koziil, melynek genomja 6sszességében harmadikként, a fototrof életformak
kozt pedig elsoként keriilt feltérképezésre. Konnyt transzformalhatosaga mellett (Trautmann
¢s mtsai., 2012) biotechnologiai hasznositasa is népszerti modellorganizmussa teszi, kiemelten
a bioilizemanyag el64llitas (Liu és mtsai., 2012; Neag és mtsai., 2019; Schirmer és mtsai., 2010)
¢s kornyezeti biotechnoldgiai hasznositas (Pembroke és mtsai., 2015; Wu és mtsai., 2023)

teriletein.

A Haematococcus pluvialis biotechnologiai szempontbol kiemelt fontossagii mikroalga faj,
mely az ¢lévilagban paratlan hatékonysaggal képes az asztaxantin felhalmozasara. Az
asztaxantin antioxidans hatasu, karotinoid molekula, mely nem csak a termelé organizmus
fénystressz ellen valo védekezésében, hanem a human és allati antioxidans védekezésben is
fontos szerepet tolt be (Guerin és mtsai., 2003). A természetes modon, Haematococcus pluvialis
segitségével megtermelt asztaxantin a jovOben alternativat nyujthat a nagy keresettségi,
jelenleg mesterségesen szintetizalt asztaxantinnal szemben (Khoo és mtsai., 2019). A mikroalga
a laboratoriumi szintii kutatdsoknak is elterjedt modellorganizmusa, mivel segit feltarni a
kornyezeti stresszhatasokra adott valaszmechanizmusokat, és az asztaxantin termelés

optimalizalasanak lehetdségeit (Le-Feuvre és mtsai., 2020).



2.2 A modellorganizmusok fotoszintetikus pigmentjei

A fototrof organizmusok energiaszerzésiiket részben vagy egészben a fényenergia kémiai
energiava torténd atalakitasaval végzik a fotoszintézis soran. A fényenergia begyiijtését és a
fotokémiai reakcidocentrumokhoz vald tovabbitasat a fénybegy(ijté antennarendszerek végzik,
melyek kiillonbozé pigmentek és fehérjék komplex rendszerébdl épiilnek fel. A pigmentek
eltérd struktarajuk miatt specifikus hullimhossztartomanyban nyelik el a beérkezé fényt,

melyek a hullamhossz skalan abszorpcié savok formajaban jelennek meg.

A Kklorofill a a fotoszintézis kozponti fotoszintetikus pigmentje, amely minden fotoszintézisre
képes szervezetben megtalalhatd. Ezért viszonyitdsi alapot ad olyan kisérleti objektumok

Osszehasonlitasara, melyeknek egyéb, jarulékos pigmentjei eltérnek.

A C. sorokiniana kloroplasztisza klorofill a mellett klorofill h-t és tobbféle karotinoidot is
tartalmaz, melyek elnyelési spektruma a 400-500 nanométeres hullamhossztartomanyban
sokszorosan atfed egymassal (1a abra). A Synechocystis sejtek nem tartalmaznak klorofill b-t,
azonban tartalmazzak a cianobaktériumokra jellemz6 fikobilineket, fikoerithrint, és fikocianint,
melyek a zold és sarga hullamhossztartomanyokban vald fény elnyelését teszik lehetové

szamukra (1a abra).
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1. ébra: a Synechocystis sp. PCC 6803, illetve Chlorella sorokiniana modellfajok abszorbancia spektruma (a
panel) (Luimstra és mtsai., 2018), és a Haematococcus pluvialis abszorbancia profilja (b panel) (Solovchenko és
mtsai., 2011).

A Haematococcus pluvialis sejtjeiben meghatarozé pigmentek a klorofill a és klorofill b, illetve
az asztaxantin, mely a karotinoidokra jellemz6 450-500 nanométeres hullamhossztartomanyban
tobbnyire a kék és zold fényt nyeli el (1b abra). Az asztaxantin nagymértéki felhalmozodasaval
a sejtek spektralis profilja jelentds valtozason esik at, mely tdpanyagmegvonas, vagy erds fény
hatasara fokozott sebességgel végbemegy (Solovchenko és mtsai., 2011). A fent felsorolt

pigmentek tulajdonsagai lehetové teszik, hogy a klorofill @ mennyiségi meghatarozasaval az



egyes tiszta kultirdkat azonos koncentraciora allitsuk be, és ehhez viszonyitva a jarulékos,

fajra/csoportra jellemz6 pigmentek aranyainak valtozasat vizsgalhassuk.
2.3 Fontosabb spektralis tulajdonsagok a diagnosztikaban

A ndvényi sejtek fénytani vizsgalatahoz tobb spektralis tulajdonsag is felhasznalhatd, mivel a
fotoszintetizald szervezetekben a beesd fény kiillonbozé titvonalakon haladhat, és kiilonféle
modokon hasznosulhat (2. abra). Ez az Osszetett folyamat lehet6vé teszi a fény optikai

tulajdonsagainak részletes elemzését.
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2. abra: A beérkez6 fény kiilonb6zo utvonalainak dbrazolasa a ndvényi szovetben (Sun et al., 2022)

A sejt- és szovetfelszint érd fény egy része visszaverddik, és ezt a visszavert fényt a reflektancia
segitségével jellemezhetjiik. A visszaverddés mértékét a felszin visszaverd képessége, azaz a
reflektivitas (R) hatarozza meg, amely a beérkezd sugarzas (o) €s a visszavert sugarzas (Ir)
hanyadosaként szamolhatd. A reflektancia hullimhosszfliggé, mivel minden felszin mas
mértékben veri vissza a fényt a kiilonb6z6 hullamhossztartomanyokban. A mérések soran a
vizsgalati objektumok reflektanciaja relativ reflektancia (Rre) formajaban keriil meghatarozasra

(Kovar és mtsai., 2019).

A megvilagitott sejtekbe érkez6 fény egy része elnyelddik, amit az abszorbancia mértékegysége
jellemez, mig egy masik része athalad a sejten, amit transzmittanciaval irunk le. Az
abszorbancia (A) mértékegysége fejezi ki, hogy az adott anyag milyen mértékben képes

elnyelni a fényt egy adott hullamhosszon.

Az abszorbancia segitségével pontosan mérhetd az anyagok fényelnyeld képessége a kiilonb6zo
hulldmhosszakon. Ezzel szemben a transzmittancia (T) a fény azon hanyadat jeloli, amely képes
athaladni az anyagon. A vizsgalati objektumok reflektancia, abszorbancia és transzmittancia

tulajdonsagai egymassal 0sszefiiggd mértékegységekkel kifejezhetok (Swinehart, 1962).



2.4 A spektrofotometria szerepe mikroalgak vizsgalataban

A fotoszintézisre képes mikroorganizmusok pigmenttartalom és pigmentdsszetétel
meghatarozasanak egyszerli eszkdze a spektrofotometrias mérés(Liu és mitsai., 2021). A
kiilonbozé pigmentek mennyiségi meghatarozasanal az algadk szerves olddszeres kivonatat
monokromatikus fénnyel megvilagitva megkapjuk a minta specifikus hulldimhosszon mért
abszorpciojat. Ebbol kiszamithato a térfogatra vonatkoztatott klorofill koncentracidja, azonban
a hasznalt egyenletek sok tényez0 mentén térhetnek el, példaul a hasznalt oldoszer szerint.
Emellett €16 sejteket tartalmazo mintak abszorpcids vizsgalataval altalaban megallapithato azok

sejtstirlisége is.
2.5 Hiperspektralis rendszerek a ndovényi és mikroalga diagnosztikaban

A hiperspektralis érzékékelés az in vivo diagnosztika, és a tavérzékelés teriiletén rohamosan
terjed0 vizsgalati modszer, melyet a kornyezet- és agrartudomanyokban tobb évtizede
széleskorben alkalmaznak (Zarco-Tejada €s mtsai., 2004), a kozelmultban pedig megkezd6dott
a technoldgia térnyerése a laboratérium léptékii diagnosztika teriiletén is. Interdiszciplinaris
tudomanyteriilet, melynek fokuszaban a nem invaziv képalkotas all, gyakran nagy

ateresztoképességli vizsgalati és adatfeldolgozo rendszerek hasznalataval kardltve.

A hiperspektralis képalkoto rendszerek nem korlatozodnak a lathatd fény spektrumara, hanem
az elektromagneses spektrum szélesebb tartomanyaban készitenek képeket, ahol minden egyes
pixelhez 6nall6 spektrumot rendelnek. A képalkotas soran alkalmazott szenzorok és szkennelési

technikak rendkiviil valtozatosak (Khan és mtsai., 2018).

A technologiat mar az 1990-es években hatékony tavérzékelési modszerként igazoltak (Lee et
al., 1994) ¢és a 2000-es évektdl a technoldgia alkalmazasa elterjedtté valt mind
szupraindividualis szervezddések (Dustan és mtsai., 2000) mind individualis fenotipusok

(Schuerger et al., 2003) vizsgalata soran.

A fejlett novények fenotipizdldsa egyre gyakrabban torténik fenotipizalé allomasok
segitségével. Ezek az dllomasok lehet6vé teszik a legtobb fizikai paraméter pontos ellendrzését,
¢s szabalyozasat, emellett altalaban tobbféle, nem invaziv diagnosztikai berendezéssel vannak
ellatva. Ennek koszonhetden a vizsgalati objektumok fejlddése és fenotipusos jellegzetességei

kiils6 valtozoktol mentesen, standardizalt modon vizsgalhatok.



A kiilonboz6 allomasok valtozatos felépitésiiek, és sokféle érzékelési modot hasznalhatnak,
azonban a leggyakoribb a hiperspektralis rendszerek hasznalata. Ezek felépitése nagyjabol
megegyez0. Részeik a fényforrds, objektivlencsék, hiperspektralis szenzor, képalkoto
spektrograf, és egy szamitogép. A fény érkezhet természetes napfénybdl, vagy mesterséges tton
halogénlampakbol, illetve LED fényforrasokbol. A vizsgalati objektum altal visszavert
sugarzas ezutan begyijtésre keriil a lencserendszer altal, majd a spektrograf kiilonbozo
hullamhossztartomanyokra bontja azt. Ezeket az adott hullamhosszakat alakitja elektromos
jellé a hiperspektralis szenzor, €s tovabbitja adat formajaban egy szamitogépes rendszer felé

(Liu és mtsai., 2020).

A zart fenotipizalo allomasok hasonlo felépitése ellenére hasznalatuk sok ponton eltérhet, mind
modellorganizmusokban, az egyes komponensek tipusaban, a hasznalt fizikai paraméterekben,
vagy a kinyert adatok feldolgozasanak, és kiértékelésének modjaban. Ebbdl az okbol a
hiperspektralis  képalkoté rendszerekbdl kinyert adatok értékelése, korrigalasa ¢és
standardizalasa egy ujkeletli probléma, ¢és nincsenek a felhasznalok kezében olyan
univerzalisan alkalmazott korrekcios modszerek, mint példaul a tavoli érzékelés teriiletén (Liu

¢s mtsai., 2020; Mishra és mtsai., 2020)

A mikroalgak vizsgalata céljabdl a tavoli érzékelés teriiletén mar tobb évtizede alkalmazott a
hiperspektralis képalkotas, azonban eleinte ezek a vizsgalatok elsdsorban kornyezettudomanyi
¢s oceanografiai iranyultsagtiak voltak (Dustan és mtsai., 2000; Roelfsema ¢s mtsai., 2002), az
elmult években azonban tobb kutatds iranyult a hiperspektralis képalkotas alkalmazasara az
ipari és laboratoriumi 1éptékii mikroalga monitorozasban és fenotipizalasban. A legfrissebb
eredmények értelmében a képalkotasi technologia pontos, gyors, skalazhato, és kis jarulékos
koltségl diagnosztikai eszkdzz¢ valhat ezeken a teriileteken (Morgado és mtsai., 2024; Plouviez
¢s mtsai., 2024; Salmi és mtsai., 2021), azonban szamos athidaland6 akadallyal is szamolni

kell, mint példaul a minta heterogenitas és a magas telepitési koltségek (Liu és mtsai., 2020).

Az elmult években megfigyelhetd a technologia terjedése a specializalt laboratoriumi kisérleti
rendszerekben is, mint példaul a sejt szintli mikroalga fenotipizalas soran (Volent €s mtsai.,
2009; Wei és mtsai., 2017), vagy korall-alga szimbiotikus kapcsolatok (Barott és mtsai., 2009)

tanulmanyozasa céljabol.

rrrrrr

tényezOk allandosdga ¢€s reprodukalhatosaga, ami jobban jellemzi a zart rendszerl

hiperspektralis allomasokat, mint hordozhaté megfeleldiket, azonban specifikusan mikroalgak



fenotipizalasara épitett nagy ateresztoképességii rendszerek jelen pillanatban nem elterjedtek.
Emellett a mikroalga kultirdk sikeres hiperspektralis vizsgalatdhoz fontos megismerni a
technoldgia érzékenységének limitacioit (Morgado ¢és mtsai.,, 2024), illetve megvizsgalni,

mennyire alkalmazhaté a moédszer folyadékfazist algakultarakon.
2.6 A nitrat éheztetés hatasai Synechocystis mikroalgaban

A nitrat éheztetés cianobaktériumokra gyakorolt hatasa évtizedek ota tanulmanyozott folyamat.
A Nostocales rendbe tartozo tobbsejtli cianobaktériumok heterociszta képzésével €s eldzetes
nitrogén felhalmozassal keriilik el a kdrnyezeti stressz ezen forméajat, a nem-diazotrof egysejtii
torzsek, mint példaul a Synechocystis sp. PCC6803 azonban nyugalmi allapotba keriilnek, és
ugynevezett klorézison esnek at (Allen & Smith, 1969). A folyamat mind fiziologiai
szempontbol, mind transzkriptom analizis szintjén tanulmanyozott (Gao és mtsai., 2015;

Krasikov és mtsai., 2012).

A nyugalmi allapot indukcidja, és a klordzis iniciacidja a nitrogén teljes megvonasa utdn mar
12 ora elteltével megfigyelhetd, és 48 ora elteltével altalanos a nyugalmi allapot, melyet a
fikobiliszoma szintézisében és szénmegkdtésben szerepet jatszd gének gatlasa jellemez
(Krasikov és mtsai., 2012). Megfigyelheto a nitrogénben gazdag fikobiliszéma lebontasa, mely
az ¢heztetett kulturdk szinvaltozasaval jar, és a klorozis folyamatanak névado jelensége. Az
¢heztetett sejt a fotokémiai rendszerek szintéziséhez sziikséges géneket minimalisan gatolja,
ezzel felkészitve magat a sejtaktivitas visszaallitdsara (Krasikov és mtsai., 2012). A nitrogén
jboli elérhetdsége mar 15 perc utan valaszreakciokat indukal és 12 ora elteltével részlegesen
helyreall a sejtek szén-dioxid fixalasa, mely a fotoszintézis folyamatok ujraaktivalédasaval

egyidejii (Doello és mtsai., 2018).

Bar a Synechocystis és mas cianobaktériumok klorézisanak hiperspektralis kovetése nem
ismeretlen, és hatékony noninvaziv monitorozasi modszerként alkalmazhatéo (Rodriguez
Lorenzo ¢és mitsai., 2022), hianyoznak azok a nagymértékben standardizalt és nagy
ateresztOképességli  technologidk, melyek a fajok széleskorti  fenotipizalasaban

nélkiilozhetetlenek.



2.7  Asztaxantin felhalmozas Haematococcus pluvialis zéldalgaban

Az asztaxantin ketokarotinoid felhalmozas algakban lezajlo jelensége, és ennek a folyamatnak
a Haematococcus pluvialis z6ldalgaban megfigyelhet6 paratlan mértéke a 20. szazad folyaman
mélyremenden feltarasra keriilt (Boussiba & Vonshak, 1991). A Haematococcus sejtek
palmella és aplanospodra stadiumara jellemz6 folyamat sebessége novelhetd erds megvilagitas
¢s nitrogén megvonas (Boussiba & Vonshak, 1991), natrium-acetat (Kobayashi és mtsai., 1993)
¢s a szénmegkdtést nem befolyasolo, sejtosztodast gatlo kezelések (Fabregas és mtsai., 1998;

Kobayashi és mtsai., 1997) alkalmazasaval.

A Haematococcus eredetll természetes asztaxantin versenyképes alternativat nytjthat a jelenleg
szinte kizarélag mesterségesen termelt asztaxantinnal szemben (Khoo és mtsai., 2019; J. Li és
mtsai., 2011), ezért a termeltetés folyamatanak teljes feltarasa €és optimalizaldsa intenziv
kutatasok targya. A folyamat fiziologiai tanulményozasa mellett (Chelebieva €és mtsai., 2018;
Y. Li és mtsai., 2008) a mikroalga transzkriptomikai analizisére (Wen és mtsai., 2015) és

forditanak.

A termeltetés hatékonysaganak novelése mellett fontos szempont az algakultarak ipari 1éptékii
¢s skalazhatdé monitorozasa (Solovchenko és mtsai., 2013), és annak ellenére, hogy mind a
reflektancia alapt (Morgado és mtsai., 2024), mind pedig a hiperspektralis (Barlow és mtsai.,
2014) érzékelési modszerek hatékonysaga bizonyitott, jelenleg nem rendelkeznek elegendd
mértékli, nagy ateresztOképességet, skalazhatésagot és robusztussagot lehetdéve tévod

adatmennyiséggel, amely a sz¢leskori alkalmazas sarokkdve lehetne.
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3.) Célkitiizések

Munkank els6 szakaszaban a Chlorella sorokiniana, €s Synechocystis sp. PCC6803
modellfajok reflektancia profiljait vizsgaltuk egy hiperspektralis képalkotd rendszerrel, hogy

meggy0zddjiink a specifikus rendszer alkalmazhatosagarol. Itt a f6 céljaink voltak:

L. A mintdk pigmenttartama, és reflektancia profiljai kozti korrelacio vizsgalata

II. A hiperspektralis rendszer klorofill koncentraci6 fiiggvényében vett érzékenységi
limitacioinak feltarasa

II1. Annak kimutatasa, hogy milyen modon fligg 6ssze Synechocystis és Chlorella
keverékek reflektancia profilja a fajok térfogati aranyaval, illetve ez alapjan

meghatdrozhato-e egyes pigmentek aranyainak valtozasa kevert kultarakon

A kutatomunka tovabbi céljaként tliztiik ki, hogy a képalkotd rendszer segitségével kovessiik a
Synechocystis sp. PCC6803 és Haematococcus pluvialis modellfajok fenotipus valtozasait
nitrat hidnyos tenyésztési koriilmények kozott. Ebben az esetben célunk volt a kovetkezo

kérdések megvalaszolasa:

IV. A nitrat ¢heztetés altal indukalt klordzis kovetése és spektralis valtozasok
jellemzése a Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktériumban

V. Asztaxantin felhalmozéas, ¢és a reflektancia profil valtozasanak kovetése
Haematococcus pluvialis zoldalga modellfajban, nitradt ¢heztetés ¢és erds

megvilagitas mellett
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4.) ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Modellorganizmusok és tenyésztési koriilmények

A cianobaktériumok modellorganizmusaként a Synechocystis sp. PCC6803 fajt hasznaltuk.
Szaporitasa Gallenkamp IOI 400 razéinkubatorban, 3%-o0s szén-dioxid koncentracid mellett
tortént, 40 umol foton m™ s! foton flux denzitason, 30 °C-os hdmérsékleten. A kultarakat
0OD750=0,05 denzitasi, 100 ml-es inokulum-tapoldat keverékként, 250 ml-es Erlenmeyer

lombikokban inditottuk.

761d mikroalga modellfajnak a Chlorella sorokiniana Shihira et Krauss fajt valasztottuk. A
kultardk tenyésztése GFL 3005 modellti razaton, 1égkori (410 ppm) szén-dioxid koncentracion,
szobahdmérsékleten (25 °C), 40 umol foton m™?s™! foton flux denzitdson tértént, OD750=0,05

denzitast, 100 ml-es térfogata kultirakbol, 250 ml-es Erlenmeyer lombikokban.

A kisérletek soran a modellorganizmusokat a Hamburgi Mikroalga Gytjtemény (MZCH)
altal optimalizalt BG11 tapoldatban neveltilk, amely idealis a vizsgalt mikroalgdk ¢és

cianobaktériumok szaporitasahoz.

A nitratmegvonas indukalta fenotipus valtozas kovetése soran a Haematococcus pluvialis
zo6ldalga fajt, és a Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktériumot alkalmaztuk. A nitrat stressz
kivaltasadhoz a két modellorganizmus esetén BG11 tapoldatot alkalmaztunk, a natrium-nitrat
tapoldatbol valo kihagyasaval. Minden kisérlet 3 parhuzamos bioldgiai ismétlés elvégzésével

tortént.

A Synechocystis kutirak vizsgalata soran a nitratmegvonas kisérletben alkalmazott mintakat
0,8-as OD-sal birg, 50 ml-es inokulum-média keverékként, 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban
inditottuk, és Gallenkamp IOI 400 razoinkubatorban, 3%-os szén-dioxid koncentracion, 40
umol foton m? s! foton flux denzitdson, 30 °C-os hémérsékleten tenyésztettiik. A referencia
kultarakat 0,1-es OD-sal biro, 50 ml-es inokulum-média keverékként, 100 ml-es Erlenmeyer

lombikokban inditottuk, és azonos koriilmények kozott szaporitottuk.

A Haematococcus kultirdkat 5 pg/ml klorofill koncentraciora allitottuk be, és 50 ml-es
inokulum-média keverékként, 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban inditottuk, 25 °C-os
hémérsekleten, 1égkori gazosszetétel koriilményeken, razatas nélkiil tenyésztve oket. A
stressznek  kitett mintakhoz eldzetesen axenikus koriilmények kozt 50 pmol/ml

végkoncentracioban natrium-acetatot adtunk a stresszvalasz tovabbi indukalasat eldsegitve
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(Kobayashi és mtsai., 1993). A kontroll kultardk 50-, mig a stresszelt kultirak 100 pmol foton

m™ s™! foton flux denzitason lettek nevelve.

4.2 Modszerek

4.2.1 Klorofilltartalom meghatirozasa spektrofotometriaval
Pigmentkivonas szerves oldészerrel

A kultarakbol 1-1 millilitert vettiink, és 2 ml-es Eppendorf csébe helyezve, Heraeus Biofuge
Pico eppendorf centrifugédban iilepitettiik a sejteket. A Chlorella sorokiniana mintdk 9800 g-n,
8 percig, a Synechocystis sp. PCC6803 mintak pedig 17000 g-n, 10 percig keriiltek
centrifugalasra. A Haematococcus mintak a sejtstadiumnak megfeleléen valtozo g -intenzitason

keriiltek tilepitésre.

Kovetkezé 1épésben a mintakrol a feliiliszot eltavolitottuk, és azonos térfogatia, 1 ml
szerves oldoszert mértiink hozzajuk. A Chlorella pellethez aceton és dimetil-szulfoxid 1:1
aranyu keverékét, a Synechocystis-hez vegytiszta metanolt, a Haematococcus pellethez pedig
vegytiszta dimetil-szulfoxidot adtunk. Ezutan a mintakat szuszpendaltuk az olddészerben, majd
a Symechocystis és Chlorella mintakat 5-10 percig jégen, fényt6l mentes kdrnyezetben, a
Haematococcus mintakat pedig 10-15 percig fénytdl mentesen, 70 °C-os forro viz fiirdében

inkubaltuk (Kobayashi és mtsai., 1997).

A mérést zavard sejttormelék eltdvolitasa érdekében a mintdkat jbol centrifugaltuk, a
Chlorella sejteket ismét 9800 g-n 8 percig, a Synechocystis és Haematococcus sejteket pedig
17000 g-n, 3 percig. Centrifugalés utan a sejtmentes pigmentkivonatot tartalmaz6 feliiluszot Gj

Eppendorf csdbe pipettaztuk.
Abszorpcios értékek mérése spektrofotométerrel

Az abszorpcidé méréséhez egy Shimadzu UV-1800 két fényutas spektrofotométert hasznaltunk,
380-800 nanométer kozotti hullamhossz tartomanyban a teljes spektrumot leolvasva. A
pigmentkivonatok abszorpcio spektrumat 1 cm tthosszi Hellma Analytics 108-S optikai {iveg
kiivettakban mértiik le. A méréseket megel6zden a vizsgalt mintanak megfeleld tiszta
oldoszerrel alapvonalat vettiink fel. A Chlorella sorokiniana pigmentkivonatai esetén 663, és
645 nanométernél (Lichtenthaler, 1987), a Synechocystis sp. PCC6803 kivonatain 665,5, és
650,5 nm-nél (Farshadfar & Amiri, 2015), a Haematococcus mintak esetén pedig 666 és 678

nm-nél (Ritchie és mtsai., 2021) mértiik az abszorbancia értéket.
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4.2.2 Klorofilltartalom Kkiszamitasa

A klorofilltartalom szamitasat a leolvasasi hullamhosszértékekhez tartoz6 egyenletekkel

végeztik:

Synechocystis sp. klorofill a tartalmanak tiszta metanolos oldatbol:
£
Chla (“%) = 16,5 * A665,5 — 8,3 * A650,5 (5.1)

ahol A az adott hullamhossznal mért abszorbanciat jeldli

Chlorella sorokiniana klorofill a tartalmanak meghatarozasa aceton-DMSO 1:1 aranyu
oldatabol:

g

Chla (u%) = 11,75 * A663 — 2,35 * A645 (5.2)

ahol A az adott hullamhossznal mért abszorbanciat jeldli.

Haematococcus klorofill a tartalmanak meghatarozasa tiszta DMSO oldatbol:

g

Chla (u%) = 11.6422 X A666 — 2.0922 X A648 (5.3)

ahol A az adott hullamhossznal mért abszorbanciat jeldli.

A mintak klorofilltartalma megallapitasra kertilt a kiindulési algakultarak esetében, tovabba a

reflektancia adatok kinyerése utan, a mintatart6 lemezen elhelyezett mintakbol is.
4.2.3 Higitasi sorok létrehozasa és vizsgalata

A hiperspektralis mérésekhez a higitasi sorokat Greiner Bio-One Cellstar hatlyuku mintatarto
lemezekben készitettiik el. A mérések soran célszerii volt egy biologiai ismétlést ugy elvégezni,
hogy a mintdkat széles klorofill koncentracid tartomanyban vizsgalhassuk. Ehhez a
legtdményebb vizsgalt mintat 10 pg/ml klorofill a koncentraciora allitottuk be, majd a 10-es
alapu logaritmikus skalat kovetve, a higitasi sorozatot készitettiink 5, 2, 1, és 0,5 pg/ml-es
klorofill a koncentraciokkal. A mintdkat higitdsi sorban a hatlyukt lemezek kamraiba
pipettaztuk, minden sorozatnak részét képezte tovabba egy kizarolag BGI11 tapoldatot

tartalmazo6 kamra, mint hattér.

crer

elkészitésével tortént, melynek létrehozasdhoz a kiindulasi kultarakat BG11 tapoldattal
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higitottuk, vagy Falcon® csében, Thermo Scientific™ SL4 Plus centrifugaval iilepitettiik, és

tiszta tapoldatban reszuszpendaltuk.
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4.2.4 Beallitott klorofill a koncentracidju keverékek létrehozasa és vizsgalata

A kisérlet kovetkez0 szakaszaban kétkomponensii, bedllitott klorofillkoncentracioval
rendelkez0 algakeverékeket készitettiink a modellorganizmusokbo6l, két darab, hat lyuku
lemezen. A kevert algamintak 0sszemérése 5 ml-es végtérfogatban, az eredményekben leirt
térfogati aranyok szerint tortént. Az igy 1étrehozott sorozatokat 0,5; 1; 2; 5; és 10 pg/ml klorofill
a koncentraciora beallitott algakultarakkal is elvégeztiik. A keverési sorozatok mellett egy
harmadik lemezen lemérésre keriilt tovabba 5 ml tiszta BG11 oldat is, mely a késobbiekben

referencia értékeket biztositott az adatok korrigalasahoz.
4.2.5 Nitrat stressznek kitett kultirak 1étrehozasa és fenotipus vizsgilata

A nitrat ¢heztetett kulturakat a fenotipus valtozas iitemének megfeleld id6felbontasban, hat
lyukt mintatart6 lemezen vizsgaltuk. A lemez kamraiba minden mérés soran az dsszes
biologiai ismétlésbol 5-5 millilitert helyeztiink, 5 ml tiszta BG11 oldat kiséretében, mely ez
esetben is az optikai hattér szerepét toltotte be. A Synechocystis mintakat 12 o6ranként, 9 és 21
orakor, a 72 6ras mérési pont eléréséig vizsgaltuk, mig a Haematococcus mintakat naponta
egy alkalommal, 9 6rakor vizsgaltuk, valtozo idobeli kihagyasokkal a mérési pontok kozott,
melyek megfeleltek az indukalt fenotipus valtozas idébeli tendencidjanak. Ennek értelmében a
Haematococcus vizsgélat soran a kezdeti id6pontban, és az azt koveto 2, 5, 7,9, 12, 14, és 16
nap elteltével végeztiink méréseket. A hiperspektralis képalkotast mindkét modellorganizmus
vizsgalata soran a lemezen elhelyezett mintakbol végzett sejtszamlalassal és szerves

olddszeres klorofill méréssel egészitettiik ki.
5.2.6 Hiperspektralis fényképezo rendszer tulajdonsagai

A reflektancia mérést a VNIR Hyperspectral Imaging Station (Photon Systems Instruments,
Brno, Csehorszag) képalkoté rendszerrel végeztiik, amely a kompakt PlantScreen™
novényfenotipizald rendszer (Photon Systems Instruments, Brno, Csehorszag) része. Az
allomas 1920*1000 pixel felbontas, 12 bites szinmélységli CMOS szenzorral van felszerelve.
Objektivie manualisan allithato, 6 mm-es fokusztava, és 1.4-es maximum apertiraval
rendelkezik. A rendszer standard munkatavolsaga 420 mm, és a 380-900 nanométeres
hullamhossztartomanyban képes érzékelni. Fényforrasként 1680 Kelvin szinhomérsékleti

izzOk vannak hasznalatban. A kamera a gyarto altal lett kalibralva.
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4.2.7A hiperspektralis mérés menete

A méréshez a mintdkat tartalmazo lemezeket elhelyeztiik a gyarté altal biztositott, QR kod
jelzéssel ellatott mintatarton. Ennek feliilete eldzetesen fehér fotopapirral lett bevonva, mely

egyenletes reflektanciaju hatteret biztositott a teljes hullamhossz tartomanyban.

A mintdk kamera allomashoz valé mozgatasat, illetve eltavolitasat a fenotipizalod késziilék
futészalag rendszere végezte. Minden mérés kezdetén sotét-, illetve fehér kalibracid torténik.
Ennek soran egy-egy kép késziil teljes sotétségben, illetve teljes megvilagitasban, a késziilek
beépitett kalibracios lemezérdl. A rendszer ezeket a kalibracids adatokat hasznalja fel a s6tétzaj

kisziirésére, illetve homogenitas-vizsgalatra.

A vizsgalati objektumrdl a szenzor soronként olvassa be az adatokat, a fényforras pedig egyiitt

mozog a kameraval, az egyenletes megvilagitas érdekében.

A kinyert nyers adatok .BIL (Band Interleaved by Line), mig a paraméterek .HDR leiro
fajlformatumban keriilnek tarolasra. Ezt koveti a kalibracidé alkalmazédsa a nyers adatokra,

annak érdekében, hogy a relativ reflektancia spektrumokat megkapjuk.

A mintdkon AOI (Area of Interest) kiértékelési teriileteket jeloltiink ki. Az alkalmazott szoftver
ezeken a teriileteken atlagolja az egyes pixelek spektralis adatsorait. Figyeltiink arra, hogy

homogén, csillanastol és egyéb fénytani artefaktoktol mentes teriileteket jeloljiink ki (3a és 3b

abrak).

3. abra: Kezelési id6 fiiggvényében Osszeallitott, nitrat ¢heztetett Synechocystis sp. (a panel), illetve
Haematococcus pluvialis (b panel) mintasorozatok RGB képei, az elhelyezett AOI kiértékelési teriiletekkel. A
szamjelolés a kezelés idébeli hosszat jeldli dra, illetve nap felbontasban. Mindkét sorozat mellé kontroll mintak

kertiltek elhelyezésre.

Az adott pixelhez, illetve mérési teriilethez (AOI) tartozé reflektancia-értékek a gyartd altal

biztositott, rendszerrel kompatibilis Hyperspectral Imaging szoftverrel nyerhetdk ki.
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4.2.8 Fénytani tulajdonsagok kifejezése és szamolasa

A reflektancia vizsgalat soran a képalkoto rendszer relativ reflektancia adatot nyer ki, melyhez
egy sotét jelet, illetve egy teljesen reflektalo jelet hasznal, a minta értékeinek kalibralasara. A

kiilonboz6 értékek egymashoz vald viszonyulasat az (5.4) egyenlet fejezi ki.

Is-I1d
Rs= m (5 4)

Relativ reflektancia (Rs) szamolasa teljes sotét (Id), minta reflektancia (Is), illetve reflektancia

standard (Ir) értékek alapjan (Kovar et al., 2019).

A minték relativ abszorbancia értékeit az (5.5) egyenlet segitségével allapitottuk meg,

1
A= '10g10 6 (55)

ahol A az abszorbanciat, [ a vizsgalt minta, Iy pedig a referencia BG11 oldat reflektancia értékét
jeloli.

A kultarék vizsgalata soran tovabbi korrigalast végeztiink a 800 nm-es hullamhosszhoz tartozo

intenzitas értékre, mely optikailag semleges korrekcios pontként funkcionalt.
Acorr. = A — Agoo (5.6)

ahol ,,Acorr.”” a korrigalt abszorbancia értéket, A az adott hullamhossznal mért abszorbancia

értéket, Agoo pedig mindig a 800 nm-nél mért abszorbancia értéket jeloli

A nitrat ¢heztetett kultardk vizsgalata soran az abszorbancia spektrumokat mind a 800 nm
hullamhosszt jellemz6 intenzitas értékkel, mind pedig a klorofill a Qy maximum abszorbancia

értékével normalizaltuk.

ACOTr.
Anorm. = E (5.7)

ahol ,,Anorm>. @ normalizalt abszorbancia értéket, ,,Acorr.” az (5.6) egyenlet szerint meghatarozott,
800 nm-re korrigalt abszorbancia értéket, Aqy pedig a klorofill Qv elnyelési maximumanak

relativ abszorbancia értékét jeldli.
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5) EREDMENYEK
5.1 Egyféle algafajt tartalmazé higitasi sorok vizsgalata
A logio alapt higitasi sorokrél RGB képeket készitettiink, a mintdkon homogén teriileteket

kijeldlve. (4. 4bra).

4. 4bra: Az dllomds RGB kamera rendszere altal alkotott kép Chlorella sorokiniana és Synechocystis algak
higitasi sorairdl, a kijelolt mérési teriiletekkel. A szamjelzések a mintdk pg/ml-ben kifejezett klorofill a
koncentraciojat jelolik.

14
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5. abra: Chlorella sorokiniana (a panel), illetve Synechocystis (b panel) reflektancia spektrumai (ahol ,,c.s.” a
Chlorella sorokiniana, ,,s.sp.” a Synechocystis sp. fajt, a szamjelzés pedig a pg/ml-ben kifejezett elméleti
klorofilltartalmat jeloli)
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A képalkotas soran kapott reflektancia spektrumokat (5. abra) ezutan az (5.5) egyenlet
segitségével relativ abszorbancia spektrumokként abrazoltuk, majd a 800 nm-en mért

abszorbancia értéket 0-nak véve korrigaltuk az (5.6) egyenlet alkalmazasaval.

0,9
—C.$._10 0,9 —s.sp._10
—C.5._5
07 -—C.S._2 0,7
©
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© % ’
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3403 30,3
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a) Hulldamhossz(nm) b)

Hulldmhossz (nm)

6. abra: Korrigalt, reflektanciabol kifejezett atlagos abszorpcio spektrumok szorassal, Chlorella sorokiniana (a
panel), illetve Synechocystis (b panel) esetében (ahol ,,c.s.” a Chlorella sorokiniana, ,,s.sp.” a Synechocystis sp.
fajokat, a szamjelzés pedig a pg/ml-ben kifejezett elméleti klorofilltartalmat jeloli)

A Chlorella sorokiniana esetén jol megfigyelhetok voltak a fobb pigmentekhez kothetd
abszorpcio savok: 441 nm-nél és 678 nm-nél a klorofill a, 475 nm-nél és 650 nm-nél a klorofill
b (6a. abra). A Synechocystis mintak vizsgalata soran a fikocianin elnyelési maximumat 624
nm-nél hataroztuk meg, tovabba Synechocystis-ben is azonosithatok voltak a klorofill a 441

nm-es, illetve 678 nm-es elnyelési savjai (6b. abra).

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy milyen korrelacio figyelhetd meg a kiillonb6z6 mintak
szerves oldoszeres pigmentkivonatainak  spektrofotometridas méréssel megallapitott
klorofillkoncentracioja, illetve a reflektancia spektrumokbol szarmaztatott klorofill a vords

tartomanyban torténd maximalis elnyelési (Qy) csucsandl mért abszorbancia értékek kozt.

A klorofill @ maximum abszorbancia értékei, és a mintak spektrofotometriaval meghatarozott
klorofilltartalma k6zo6tt mindkét modellorganizmus esetében erds korrelaciot figyeltiink meg
(7. abra).
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7. abra: A mintak klorofill a Qy értéke, illetve visszamért klorofillkoncentracioja kozti 6sszefliggés Chlorella
sorokiniana (a panel), illetve Synechocystis (b panel) esetében (ahol ,,c.s.” a Chlorella sorokiniana, ,,5.sp.” a
Synechocystis sp. fajokat, a szamjelzés pedig a pg/ml-ben kifejezett elméleti klorofilltartalmat jeldli)

A higitasi sor mintdiban ezt kovetéen megvizsgaltuk a modellfajra jellemz6 fotoszintetikus

pigmentek aranyat. A Chlorella esetében a klorofill b / klorofill a aranyt, mig a Synechocystis

mintakban a fikocianin / klorofill a aranyt vizsgaltuk (8. dbra). Célunk ezzel az volt, hogy

megvizsgaljuk, hogy a pigment ardnyok valtoznak-e a higitassal. A hipotézisiink az, hogy a

vizsgalt klorofill koncentracié tartomanyban a pigment aranyok a higitassal nem valtoznak egy

fajon belill, igy a pigment aranyok nagy bizonyossaggal allapithatok meg valtozo klorofill

koncentracio esetén is.
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8. dbra: Fajra jellemz6 fotoszintetikus pigmentek egymdshoz viszonyitott ardnya Chlorella sorokiniana (a
panel), illetve Synechocystis (b panel) esetében (ahol ,,c.s.” a Chlorella sorokiniana, ,,5.sp.” a Synechocystis sp.
fajokat, a szamjelzés pedig a pg/ml-ben kifejezett elméleti klorofilltartalmat jeloli)

Mindkét faj esetén elmondhatd, hogy a pigmentaranyok kozt nem volt tapasztalhato

szignifikans eltérés (8. abra, statisztikai elemzés: 1. fiiggelék)
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5.2 Kétkomponensii kevert mintak vizsgalata

A kisérlet kovetkezd szakaszaban a logio skalat kovetd aranyban kevert, kétkomponenst,
megadott klorofilltartalmii minta sorozatokat vizsgaltuk. Az RGB kép alapjan homogén
kiértékelési teriileteket (AOI) jeloltiink ki (9. abra), a teriiletek reflektancia spektrumanak (10.

abra) elemzéséhez.

Synechocyst
sp. PCC6803

9. Abra: A fényképez6 allomas altal alkotott RGB kép a modellfajok 5 pg/ml klorofill koncentraciora beallitott,
kevert mintair6l. A c.s. és s.sp. jelolés a Chlorella sorokiniana, illetve Synechocystis sp. fajokat, a szamjelzések
pedig azok egymashoz viszonyitott térfogati aranyat fejezik ki.
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10. abra: A kétkomponensii keverék tagjainak reflektancia spektrumai Chlorella és Synechocystis 5 pg/ml

e

illetve Synechocystis sp. fajokat, a szamjelzés pedig a kisebb mennyiségben jelen levo faj térfogati aranyat jeloli.
Az 1 jelolésii sorozatok egykomponensii kultiirat jelolnek.

A reflektancia adatsorokat az (5.5), majd (5.6) egyenlet alkalmazasaval, korrigalt, relativ

abszorbancia értékekké transzformaltuk (11. abra).
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11. abra: A kétkomponensii keverék tagjainak korrigalt abszorbancia spektrumai Chlorella és Synechocystis 5

sorokiniana, illetve Synechocystis sp. fajokat, a szamjelzés pedig a kisebb mennyiségben jelen levé faj térfogati
aranyat jeloli. Az 1 jeldlésii sorozatok egykomponensii kultarat jeldlnek.

Ezt kovetden az abszorpcid spektrum adatsort alapul haszndlva minden sorozatban
megvizsgaltuk mindhdrom fotoszintetikus pigment egymashoz viszonyitott aranyat. Ehhez a

pigmentekre jellemz6 hullamhossznal mért abszorpcios értékek aranyait vizsgaltuk.

Azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a keverékekben a pigmentek egymdashoz viszonyitott

eloszlasa ardnyosan valtozik a fajok keverési aranyaival, klorofill koncentraciotol fiiggetlentil.
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12. abra: Fikocianin / klorofill a abszorbancia intenzits ardnyanak véaltozésa a keverékek Chlorella /
Synechocystis ardnyéhoz viszonyitva. A szdmjelzések a mintdk pg/ml-ben kifejezett klorofill a tartalmanak
kifejezésére szolgalnak.

A kapott adatsor alapjan a Chlorella mennyiség novelésével a fikocianin / klorofill a arany

csokkenése tapasztalhato (12. abra). Az dbrazolt eredménynek értelmében a pigmentek
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aranybeli valtozdsa nem fiigg a mintak teljes klorofill tartalmatol, és a pigmentek aranybeli

valtozasa az algafajok térfogati keverési aranyat jol koveti.
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13. abra: Fikocianin / klorofill b (a panel) illetve klorofill 4 / klorofill a (b panel) intenzitas aranyok valtozasa a
keverékek Chlorella / Synechocystis aranyahoz viszonyitva. A szamjelzések a mintak pg/ml-ben kifejezett
klorofill a tartalmanak kifejezésére szolgalnak.

A 13. éabra alapjan megallapithatd, hogy a fikocianin / klorofill 5 pigmentek aranya a
klorofilltartalomtol fiiggetleniil kdveti a keverékekben 1évo fajok térfogati aranyat, azonban

csak a megkdzelitdleg 1:5 Chlorella: Synechocystis keverési aranyig (13. dbra a panel).

s

val6 eltérés figyelhetd meg, és ezekben a mintdkban alacsonyabb fikocianin klorofill » arany

érzékelheto.

s

kozel egyez6 modon koveti a higitasi aranyokat (13. abra, b panel).

A kapott eredmények alapjan erds korrelaciot figyeltiink meg a mintdkban a fotoszintetikus
pigmentek, és a modellorganizmusok térfogati aranya kozt, a vizsgalt mintak siriiségétol

fiiggetleniil, azonban bizonyos klorofill koncentracioknal a pigment aranyok eltérést mutattak.

A leginkabb eltér6 abszorpciot mutato régiok szemléltetésére kiilonbségi spektrumokat vettiink

fel, a Qy korrigalt abszorbancia spektrumok alapjan.
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e

esetében. A spektrum az a ponttal jeldlt Qy csticsra normalizalt, az ehhez viszonyitott klorofill b aranya a » pont
altal jelolt 481 nm-es hullamhossznal talalhato, mig a fikocianin aranya a 624 nm-nél mért, f ponttal jelolt

értéknek felel meg.

A kiilonbségi spektrumokon a teljes klorofill koncentraciotol fiiggetleniil, egységesen
megfigyelhetok azok a jellegzetes régiok, ahol a pigmentaranyok kiillonbségébdl adodo

elnyelési profilok a leginkabb eltéréek (14. abra).
5.3 Nitrat éheztetett Synechocystis kulturak klorozisanak kovetése

A nitrat éheztetés spektralis valtozasainak vizsgalatdt Qy normalizalt abszorbancia spektrum
alapjan végeztiik. Az adatsorokon jol kovethetd a stressznek kitett kultardk klordzisa, és a

fikocianin elnyelési intenzitasanak csékkenése (15. abra).

1 -
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15. abra: Nitrat éheztetett Synechocystis kulturak maximum klorofill a intenzitasra (Qy) korrigalt abszorbancia
profilja a nitrdtmegvonas kiilonb6z6 idépontjaiban dbrdzolva. A klorofill a karakterisztikus elnyelési régidit 441

nm-es (c jeloléssel) és 678 nm-es (a jeloléssel), a fikocianint pedig a 624 nm-es (b jeldléssel) hullamhossznal
azonositottuk.
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Az adatsoron megfigyelhet6 a fikocianin elnyelési savjanak intenzitds csokkenése mellett a
karotinoidokra jellemz6 450-550 nm-es hullamhossz régid, tovabba a klorofill a 441 nm-nél

talalhat6 abszorbancia cstics intenzitas értékeinek novekedése is (16. abra).

A kinyert adatsorok segitségével normalizalt kiilonbségi spektrumot hoztunk létre, hogy
tovabbi informaciot szerezziink a legmarkansabb spektralis valtozasokkal kapcsolatban (16.

abra).
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16. abra: Nitrat heztetett Synechocystis sp. kulturak kiilonbségi spektruma. Jo1 elkiilonithetd a fikocianin
reprezentativ spektralis régioja (,,b” jeloléssel), tovabba a karotinoid savban is megfigyelhetok kiilonbségek (,,a”
jelolés)

A kiilonbségspektrum é€s az abszorbancia adatsorok alapjan a klorofill a és fikocianin aranybeli

valtozasainak kovetéséhez a 678 nm-es, illetve 624 nm-es intenzitds értékek aranyait

vizsgaltuk.
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17. ébra: Fikocianin / Qy abszorbancia intenzitas aranybeli valtozasa a kiilonb6z6 ismétlések szerint, a
mintavétel iddpontjanak fliggvényében abrazolva.

Méréseink alapjan a fikocianin klorofill a-hoz viszonyitott aranya a 48 6ras mintavételi pontig

csokkend tendenciat mutat, majd stabil szintre all be (17. abra).
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A nitrat éheztetés soran a reflektancia adatok nem utaltak a klorofill a szint cs6kkenésére a
mintakban (18. abra, a panel), amelyet megerdsitett a mintak klorofilltartalmanak

spektrofotometrids meghatarozasa (18. dbra, b panel).
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18. abra: A klorofill a Qy abszorbancia értékének valtozasa (a panel) illetve a mintak szerves olddszeres kivonat
alapjan megallapitott klorofill a tartalma a mintavételi idépontok fiiggvényében. Egyik paraméter sem mutat
jelentds kiilonbséget a kisérlet folyaman.

5.4 Asztaxantin akkumuliaciéo reflektancia alapu kovetése Haematococcus pluvialis

modellorganizmusban

Az asztaxantin képzodes spektralis valtozasait Qy normalizalt abszorbancia spektrum alapjan
végeztiik. A 19. abran jol megfigyelhetd az abszorbancia intenzitas ndvekedése a karotinoidok

jellegzetes 450-550 nm-es régidjaban.

5

380 480 580 680 780
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19. abra: Nitrat éheztetett Haematococcus kulturak Qy maximum klorofill a intenzitasra normalt abszorbancia
profilja. A klorofill a Qy elnyelési csucsat az ,,a)”, mig a maximalis karotinoid abszorbancia érték helyét ,,b)”
pont jeloli. A szamjelzések a nitrat ¢heztetés napokban mért hosszat jelolik.

Az adatsorok alapjan a klorofill a Qy elnyelési csucsat 678 nm-es, mig a maximalis karotinoid

abszorbancia értéket 515 nm-es hullamhossz értéknél allapitottuk meg (19. abra).

Az adatsorokat felhasznalva normalizalt kiilonbségi spektrumot hoztunk I1étre, hogy

pontosabban vizsgaljuk a legjelentdsebb spektralis valtozasok régiait.
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20. abra: A végso, illetve kiindulasi allapota Haematococcus sejtek alapjan szamolt, Qy-ra korrigalt kiilonbségi
spektrum. A legintenzivebb spektralis valtozast az 538,5 nm-es hullamhossznal felvett érték mutatta (a).

Az adatsorok vizsgalata soran a klorofill @ maximum intenzitasat a 678 nm-es, az asztaxantin
jellegzetes spektralis régidjat pedig 538,5 nm-es hullamhosszértékeknél figyeltiikk meg. A 19.

¢s 20. abra alapjan jol elkiilonithetd az asztaxantin felhalmozodasat jelzo intenzitas-valtozas.

A kinyert informaciok birtokdban az adatokat korrelaltattuk a kultirdk szerves olddszeres
pigment kivonatainak adataival, illetve megvizsgéaltuk a pigmentek aranyainak valtozasat a

kiilonbdzd mérési pontok szerint.
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21. dbra: A pigmentaranyok valtozasa a szerves oldoszeres kivonatok (a panel) illetve az abszorbancia adatsorok
(b panel) alapjan, a nitrat stressz napban megadott idétartaméanak fiiggvényében

Mig a szerves olddszeres pigmentkivonatok adatsorai alapjan a pigmentaranyok valtozasa
exponencialis tendenciat mutatott (21. 4bra, a panel), az abszorbancia értékek kozt linearis

Osszefliggés fedezheto fel (21. abra, b panel).
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6) DISZKUSSZIO
6.1 Modell algfajok egykomponensii higitasi sorozatainak értékelése

A kisérletsorozat alatt kinyert, jellegzetes elnyelési régiok szinte teljes egyezést mutattak a
szakirodalomban korabban leirt hullamhossz értékekkel. Mind a klorofill a, mind a fikocianin
elnyelési régioi egybeestek a fajokra specifikus mar lekdzolt, spektrofotometrids eljarassal
kinyert értékekkel (Luimstra és mtsai., 2018), emellett a mintdk alapvetd spektralis profilja is
nagyfoku egyezést mutatott (6. abra). Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk
alkalmazott kisérleti elrendezésben kezelt mintdk hiperspektralis adatai megegyeznek
megbizhatosagukban a spektrofotometrias eljarassal, kisebb ateresztOképességli modszerrel
kinyert adatokkal. Ezt a kovetkeztetést tovabb erGsitette, hogy a vizsgalt fotoszintetikus
pigmentek karakterisztikus elnyelési régioi nagymértékben megfeleltethetonek bizonyultak
azok szerves olddszeres kivonatbol nyert abszorpciés maximum értékeivel (7. abra). Tovabba
ebbdl az egyezésbol kovetkez6 megallapitas, hogy az altalunk felallitott kalibracid egyenesek
alkalmasak lehetnek a Chlorella, illetve Synechocystis mintakban a klorofill a kdzvetlen, nem
invaziv és nagy ateresztOképességli mennyiségi meghatarozasara. Eredményeink alapjan a
képalkotasi eljaras megbizhatéan hasznalhaté az altalunk vizsgalt modellfajok
pigmentaranyainak vizsgalatara, akar rendkiviil alacsony, vagy magas sejtstirtiségti kultirak

esetén is (9. abra).
6.2 Kétkomponensii keverési sorozatok elemzése

A keverési sorozat komponenseiben megfigyelhetd volt a fikocianin elnyelési savjanak
térfogati aranyokkal megegyez6 fokozatos eltiinése, illetve megjelenése, tovabba kiilonbség
fedezhetd fel a kiilonb6zo karotinoidokra, illetve a klorofill a-ra jellemzé elnyelési régiokban
is (11. ébra). Ennek értelmében a tobbkomponensii algakeverékek tanulmanyozasa soran nem
csak a fajokban kizardlagosan megtaldlhaté fotoszintetikus pigmentek régidi lehetnek
alkalmasak spektralis azonositasra, hanem az altalanosan el6forduld, vagy éppen kevésbé
prominens spektralis régiok is tampontot nyujthatnak a vizsgalt organizmusok azonositasaban.
Ezt a kovetkeztetést a relevans szakirodalomban tobb alkalommal megerdsitették (Che és

mtsai., 2023; Salmi és mtsai., 2021).

A kevert kultirdk pigmentaranyainak vizsgalata soran a rendszer érzékenysége nem érte el az
egykomponensi kultirak esetében tapasztalt szintet, nagyobb pontossagot mutatva a 2 pg/ml,
vagy ennél magasabb klorofill a tartalmti mintak esetében. Szintén megfigyelhetd volt a magas

klorofill a tartalmt, Synechocystist tartalmaz6 mintak az adatsor tobbi pontjatol valo eltérése
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(13. abra a panel), melyet okozhat a reflektancia spektrum optikai torzulasa. Emellett
elmondhatd, hogy ebben a nagysagrendi felbontasban a mintdk pigmentaranyai nem linearis
Osszefiiggést mutattak, melyet magyardzhat a széles érzékelési tartomany. Az adatkinyerés
soran létrehozott kiilonbségi spektrumok szemléletesen abrazoljak a legjelentésebb spektralis
valtozasokat, ezért hasznos eszkozok lehetnek a mikroalga fajok spektralis profil alapu

elkiilonitésében.
6.3  Nitrat éheztetett Synechocystis kulturak adatsorainak értékelése

A kisérletsorozat soran kapott spektralis profilok nagyfoku hasonlésagot mutattak a
szakirodalomban lek6zolt adatokkal (Krasikov és mtsai., 2012). A mintak fikocianin tartalmat
invaziv médszerekkel nem hataroztuk meg, a mar kozolt szakirodalomra tdmaszkodva. F6
célunk az altalunk alkalmazott nem invaziv diagnosztikai eljards megbizhatdsaganak tesztelése
volt. Az adatok validalasat sejtszamlalassal és a klorofilltartalom szerves oldoszeres

meghatarozasaval végeztiik (2. fiiggelék a) és b) panel).

A klorozis folyaméan bekovetkezd, karotinoidokat jellemzdé elnyelési sav valtozasa a
reflektancia profil mellett a szerves olddszeres pigmentkivonatban is felfedezheto volt (3.
fiiggelék abra). Adataink jo egyezést mutatnak mas szakirodalmi adatokkal a nitratdus, illetve
nitrat €heztetett koriilmények kozt nevelt Synmechocystis sp. kultarak klorofill / karotinoid

aranyaiban tapasztalhato kiilonbségek terén (Paliwal és mtsai., 2015).

A szakirodalmi ismeretekkel egybevagd adatokat kaptunk a klorofill a / fikocianin ardny
valtozasanak dinamikajarol (Krasikov és mtsai., 2012), illetve a klorofill a valtozatlan szintjérdl

a kisérlet alatt alkalmazott, 6sszesen 72 o6ras nitrat stressz soran (Gorl és mtsai., 1998).

srer

6.4  Haematococcus asztaxantin akkumulacidéjanak elemzése

Az adatsorok konzisztens értékeléséhez az abszorbancia spektrum Qv csucsra torténd
normalasat végeztiik el, ezzel kikiiszobolve a modellorganizmus spektralis profiljanak
torzulasat, melynek hatterében a Haematococcus sejtek stressz indukalt olajtest felhalmozasa
all (Solovchenko és mtsai., 2013). Ezek a spektralis torzulasok jol megfigyelhetéek a Qy-ra
nem normalt spektrumok esetén, ahol a mintdkban az 6sszes klorofill @ tartalom csdkkenése
ellenére a Qy sav abszorbancia intenzitas novekedése figyelhetd meg (4. fiiggelék). A hasonld
spektralis eljarasokon alapul6 diagnosztikai moédszerek alkalmazasanal a karotinoid / klorofill
index jo markere a sejt fiziologiai allapotanak, ugyanez azonban nem mondhato el a pigmentek

abszolut mennyiségérdl (Solovchenko és mtsai., 2011).
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Mind a kinyert teljes reflektancia profilok esetében, mind pedig az asztaxantin specifikus
spektralis régiok azonositdsa sordn a szakirodalommal nagy mértékben egybevagd

eredményeket kaptunk (Morgado és mtsai., 2024).

A mintak vizsgalata soran a pigment aranyok nem mutattak linearis korrelaciot a szerves
olddszeres pigmentkivonatok és az in vivo abszorbancia spektrum esetében. Ebben dontd
szerepet jatszik a Haematococcus mintak abszorbancia profiljanak ellaposodédsa, melynek
hatterében a modellorganizmus sajatos fotoprotektiv fizioldgiai folyamatai allnak, és ezek
hatdsa a sejtek optikai tulajdonsagaira a szakirodalom altal ismert tényez6 (Solovchenko és
mtsai., 2011).
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7)  OSSZEGZES

I. Kisérletiinkben sikeresen bizonyitottuk, hogy a Symechocystis sp. és Chlorella
sorokiniana kulturdk reflektancia profiljabol szarmaztatott abszorbanciaja és klorofill a
koncentracidja egyenes aranyossagot mutat. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a vizsgalt
mintak pigment-koncentracidja azok reflektancia vizsgalatdval nem invaziv médon mérheto.

II. Igazoltuk, hogy az egyetlen fajt tartalmaz6 mintak spektralis sajatsagai a 0,5-10 pg/ml
klorofill koncentracié tartomanyban konzisztensen vizsgalhatok, mig a mindkét fajt tartalmazo
kevert mintdk vizsgalata az 1 és 10 pg/ml kozotti klorofill koncentracié tartoméanyban
megbizhato.

III. Eredményeink alapjan a két mikroalga kevert kultardiban a pigmentaranyok
tulnyomorészt jol kovetik a résztvevd fajok egymashoz viszonyitott megoszlasat, azonban a
mintak nagyon magas, vagy alacsony koncentracioja ezt befolyasolhatja.

IV. Sikeresen kovettiik a Synechocystis sp PCC6803 modellfaj nitrogén éheztetés indukalt
klorozisat, és nagy pontossaggal karakterizaltuk a fikocianin és klorofill a fotoszintetikus
pigmentek aranybeli valtozasait. A meghatdroz6 fotoszintetikus pigmentek dinamizmusa
mellett sikeresen azonositottunk spektralis valtozasokat a cianobaktérium kultarak karotinoid

V. Munkank soran sikeresen vizsgaltuk a Haematococcus pluvialis mikroalga nitrat ¢hezés
¢s magas fénysugarzas indukalta karotinogenezisét, mely hozzdjarulhat a Haematococcus

kultarak nem invaziv fiziologiai és fenotipusos allapotfelméréséhez.

Az altalunk bemutatott eredmények koézvetlen médon megalapozhatjak szelektiv és specifikus,
mikroalga fenotipizalasban felhasznalhatd hiperspektralis indexek, kvalitativ és kvantitativ
modszerek kifejlesztését és optimalizalasat. Ezzel eredményeink hozzéjarulnak 0j, nem invaziv
vizsgalati modszerek térnyeréséhez mind a terepi megfigyelés, mind pedig a laboratoriumi,
illetve ipari Iéptékli mikroalga fenotipizdlas teriiletein, potencidlisan eldsegitve nagyobb

ateresztoképességii €s kisebb kornyezeti labnyomt diagnosztikai eljarasok szélesebb kori

srcr
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10) Fiiggelék

_a] ANOVA Chlorella sorokiniana
Source of Variation 58 df Ms F P-value Fgrit
Between Groups 0,072449 4] 0,018112| 1,985868| 0,14847| 3,055568
Within Groups 0,136809 15| 0,009121
Total 0,209259 19
_b) ANOVA Synechocystis sp.
Source of Variation 55 df MS F P-value Fcrit
Between Groups 0,009372| 4| 0,002343| 0,267553| 0,894253| 3,055568

Within Groups

0,131354)| 15| 0,008757

Total

0,140725] 19

1. figgelék: Chlorella sorokiniana (a panel) illetve Synechocystis sp. (b panel) pigmentaranyainak
egyszempontos variancia analizise. A p-érték szignifikanciahatar alatti
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2. fiiggelék: Nitrat éheztetett Synechocystis sp. mintak sejtszama (a panel) és sejtenkénti klorofill mennyisége (b
panel) a nitrat éheztetés draban megadott idéhosszanak fiiggvényeként abrazolva.
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3. fiiggelék: A nitrat éheztetett Synechocystis sp. kultarak szerves oldoszeres pigment kivonatainak 665,5 nm-re
normalizalt abszorbancia spektruma
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4. fiiggelék: Karotinoid felhalmozodast abrazolo, 800 nm-es intenzitdsra normalt abszorbancia spektrum sorozat.
A szédmjelzések a nitrat éheztetés napokban megadott idtartamat jelolik. Megfigyelhetd a Qy sav intenzitds
novekedése olyan mintakban, melyekben a klorofill @ mennyisége nem novekedett a kisérlet folyaman.
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