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Bevezetés és kutatasi hattér

A fotoszintetizald biborbaktériumok alapvetden fotoheterotréf életmodot folytatnak,
ezen kiviil még szamos anyagcsereut fenntartasara képesek (fotoautotrof, aerob és anaerob
1égzés). Ezek a baktériumok kivalé modellszervezetek a fotoszintézis tanulmanyozasara,
valamint sejtbiologiai, fizioldgiai és bioenergetikai vizsgalatokhoz egyarant. Zart tenyésztési
korilmények kozott a tapanyagok fogyasa €s a melléktermékek felhalmozodasa miatt a
szaporodas egy i1d6 utan leall. Ennek megfelelden a sejtek életciklusa szakaszokra bonthato:
késleltetési (lag), exponencialis és allandosult (stacioner) fazisokra (Frankhauser 2004). A
tenyészet fejlodésének korai exponencidlis és késOi stacioner fazisai soran jol leirhatod
funkcionalis és strukturalis valtozasok torténnek a fotoszintetikus apparatusban. A folyamatos
(aszinkron) novekedés mellett a sejtkultra (megfeleld koriilmények mellett) képes
szinkronndvekedésre is. A szinkrontenyészetnek az az elénye, hogy a sejtek ugyanabban a
fazisban vannak, konnyebben tanulmanyozhatéak a sejtek magasan szervezett strukturai
(fotoszintetikus membran érésének modellezése), sejtciklus szabdlyozd mechanizmusok,
makromolekulak bioszintézise. A biborbaktériumoknak harom membranrendszeriik van, gy
mint kiils6 membran (OM), citoplazma membran (CM) és intracitoplazma membran (ICM).
Az ICM tartalmazza a fotoszintetikus apparatust, és mennyisége valamint dsszetétele erésen
fligg a kornyezeti tényezoktdl, elsdsorban a fényintenzitastdl €s az oxigén mennyiségétol
(Woronowicz és mtsai. 2013, Niederman 2013). Aerob ndvekedés soran (oxigén koncentracio
> 3%) a sejtek ICM-ja roncsolddik, a sejtekben 1évé pigment-protein komplexek mitkodése
leall, és bomlasnak indulnak. Ez a folyamat azonban reverzibilis, hiszen, ha az oxigén
koncentracié 3% ala csokken, akkor ujra megindul a citoplazma membran betlirddése, és
visszanyeri eredeti funkciojat (Koblizek és mtsai. 2005). A komplexek fiziologiaja,
kapcsolodasuk moédjai és sztochiometridja a legijabb kutatasok fokuszaban allnak (Cartron és
mtsai. 2014), és a kiilonboz6 biokémiai, fizikai kémiai és spektroszkopiai modszerrel végzett
vizsgalatok tobb kérdést vetnek fel, mint amennyire véalaszt tudnak adni.

A baktériumok a mozgasukhoz tébb kiilonb6z6 mechanizmust hasznalhatnak. A
folyadékban valo tszashoz flagellumokat, a feliileteken csisz0 vagy rangatdozoé mozgast
alkalmaznak, a wvertikalis iranyG elmozdulashoz pedig kollektiv siillyedéshez vagy
gazvezikuldk létrehozdsdhoz folyamodnak (Bardy és Jarell 2003). A fototrop planktonikus
baktériumok nemcsak a tapanyag forrasok megkozelitése vagy a méreganyagoktol valo
eltdvolodds érdekében, hanem a valtozd fényintenzitds miatt is kénytelenek, az aktiv

mozgasra. A baktériumok kétféle életmodot folytathatnak, az egyik a planktonikus, vagyis



egyedi sejtekként lebegd életmod, a masik pedig a biofilmes allapot (Steonou és mtsai. 2004).
Biofilmes életmodnal a sejtek feliilletekre kitapadnak vagy kollektiven Osszetapadva
lesiillyedhetnek optimalis kornyezeti viszonyokat keresve. A baktériumok koziil szamos faj
alkothat biofilmet. A fototr6f baktériumok alkotta biofilmek a nagyobb fényintenzitasa
helyeket kedvelik. A biofilmet alkoté sejtek morfologiaja és anyagcseréje is megvaltozik
(Steonou ¢és mtsai. 2013). A biofilm képzése jobb tapanyagellatast biztosit a tenyészetnek, €s
védelmet is nyujt az olyan kornyezeti hatasokkal szemben, mint az antimikrobialis anyagok,
toxinok, hdingadozas vagy nehézfémek. Az a szabalyoz6é mechanizmus, ami a planktonikus
¢letmo6dbol biofilmesre valo valtast eredményezi, még nem teljesen ismert. Rubrivivax.(Rvx)
gelatinosus esetében vélhetden egy kétkomponensii szabalyozoémechanizmus all fenn, ami a
kornyezetbdl érkezd ingerekre reagdl (Wuichet és Zhulin 2010). A biofilm alapvetden
befolyasolja az egészségligyet €és az ipari termelést. Azonban nagyon fontos rdmutatni arra,
hogy a biofilm szerves részét képezi a kdrnyezetnek és szolgalhat nagyon hasznos célokat,
mint példaul az ivoviz és szennyviz tisztitasa és a veszélyes hulladékok méregtelenitése.

Az ¢€lélényeknek egyes nehézfémekre bizonyos mennyiségben sziikségiik van, ilyenek
példaul a vas, kobalt és cink. Mas nehézfémek, mint a higany, a krom vagy az dlom,
melyeknek nincs ismert ¢élettani funkciojuk, felhalmozodéasuk stlyos természet &s
egészségkarositd lehet. Az emberi tevékenységek kovetkeztében, a feldusuld potencialis
toxikus elemek és nehézfémek jol meghatdrozhatdo egészségiigyi, biologiai és Okoldgiai
veszélyt jelentenek. Ezért szamos tudomanyteriileten eldtérbe keriiltek a potencialis
nehézfémekkel kapcsolatos kutatdsok. Mivel a fotoszintetikus baktériumok egyszerii
modellszervezetek, ezért nehézfémekre vald reakcidoik megismerése alkalmassa teheti a
fotoszintetikus baktériumokat kornyezetilk monitorozésara és remediacids felhasznélasra
(Giotta és mtsai. 2006). Hossza tava nehézfém Kkitettség esetén kialakulhat a baktériumokban
bizonyos rezisztencia. Kiilonb6zd nehézfém- felvételi és rezisztencia mechanizmusokat mar
sikertilt azonositani (Bruins és Kapil 2000). A baktériumok a feliileti nehézfém adszorpcio
mellett (Mehta és Gaur 2005) képesek a fémeket metabolikus uton is felvenni, ami
lehetdséget ad az aktiv és passziv transzport folyamatok tanulmanyozasara is. Jelenleg elég
kevés informacio all rendelkezésre a higany felvétel mechanizmusainak szabalyozésarol
fotoszintetikus baktériumokndal. Tengeri baktériumoknal (Deng és Wang, 2012) és
genetikailag médositott fotoszintetikus baktériumoknal (Deng és Jia, 2011) mar részletesebb
vizsgalodasok is torténtek, de a higanyfelvétel mechanizmusara nem sikeriilt érdemi
megallapitast tenni, els6sorban azért, mert a sejt belsejében 1évd higany koncentraciot

bonyolult megallapitani. A kisérleteink megalapozzak azt a feltételezést, hogy a higany



transzport aktiv (energiaigényes) folyamat lehet, és a Hg-felvétel nem csupan passziv uton
torténhet, mint ahogy azt korabban gondoltak (Schaefer ¢s mtsai. 2011). Lényegi kérdés, hogy
a higany felvétele specifikus vagy véletlenszerti folyamat, azaz az esszencialis fémek helyett

pumpalja-e be a sejt.
Célkittizések:

e A fotoszintetikus membran funkciondlisan ¢és strukturdlisan is eltérden viselkedik a
novekedés stacioner ¢és korai exponencialis fazisaiban. Milyen valtozasokat
figyelhetiink meg a fotoszintetikus egységek kozott kialakuld (térbeli és energetikai)
kapcsolatban?

e Szinkrontenyészetek az aszinkronokhoz képest tovabbi informaciét adnak a sejtek
magasan szervezett struktarairdl. Mely fotoszintetikus folyamatok fliggnek és melyek
nem a sejtciklustol?

e Aerob-anaerob atmenet hatasara drasztikus valtozasok torténnek a membranban.
Milyen funkcionalis és strukturalis valtozasok torténnek? Lehet-e ebbdl, és ha igen,
hogyan a fotoszintetikus membran kialakitasara kovetkeztetni? Hogyan megy végbe a
membrannak alkotdelemeibdl valo dsszeszerelddése?

e A kiilonb6z6 fotoszintetikus baktérium toérzseknek (Rhodobacter (Rba) sphaeroides,
Rhodospirillum.(Rsp) rubrum, Rvx. gelatinosus) eltér6 az érzékenységik a
nehézfémekkel (higannyal, 6lommal, krommal) szemben. Kialakulhat-e, és ha igen,
milyen mértékben a nehézfémionokkal (elsdsorban a higannyal szemben)
rezisztencia? Adodnak-e lehetdségek biomonitoring és/vagy remediacios eljarasok
kidolgozasara?

e A Rvx. gelatinosus sejtek nagy mennyiségli higany felvételére képesek. Milyen
tényezOk befolyasoljak a bioakkumulécio kinetikéjat és sztochiometridjat?

e A Rvx. gelatinosus sejtek kétféle életmodot folytatnak: planktonikus és biofilmes
¢letvitelt. Milyen jelenség vezet az atmenethez, amely a sejtek latvanyos, a kritikus

jelenségekre emlékeztetd kollektiv letilepedésében nyilvanul meg?

Alkalmazott mddszerek

Sejt tenyészetek
A fotoszintetizald biborbaktériumok Rba. sphaeroides, Rsp. rubrum, Rvx. gelatinosus

Sistrom médiumban novekedtek. A megvilagitashoz (fotoszintetikus novekedéshez) 40 watt



teljesitményli wolfram szalas izzokat hasznaltunk, amelyek 13 W/m? fényerdsséget
biztositottak a tenyészcsovekben.

Aerob-szemiaerob novekedés: A lombikokat levegd és nitrogén meghatarozott keverékével
buborékoltattuk. Az oxigén és nitrogén aranyt rotaméterrel allitottuk be. A lombikokba jutod
oxigén mennyiségét 21% (levegd, aerob ndvekedés) és 0% (anaerob ndvekedés) kozott
valtoztattuk.

Szinkrontenyésztés: A sejteket teletoltott tivegekben, anaerob modon neveltiik. A szinkron
novekedését 3.5-3.5 ora (3-szor ismételve) fény-sotét periddusok valtakoztatasaval tudtuk
eléidézni.

A teljes sejtszamot fénymikroszkop alatt Biirker kamra segitségével hataroztam meg

Steady-state abszorpcios és fluoreszcencia spektrofotometria

A sejtek abszorpcids spektrumait a kozeli infravords tartomanyban (700-1000 nm) Unicam
UV4 (kétsugaras) vagy Helios y (egysugaras) spektrofotométerrel mértiik. A sejtek altal
keltett fényszorast korrigaltuk. A fluoreszcencia spektrumokat Perkin-Elmer MPF 4
spektrofluoriméterrel vettiik fel. A spektrumokat a hullamhossz maximumoknak megfeleléen

Gauss-komponensekre bontottuk fel.

Feényindukalt abszorpciovaltozas

Fényindukalt abszorpcidvaltozds méréséhez hazilag épitett  spektrofotométert,
gerjesztéséhez Xe flash lampat vagy lézerdiodat (Roithner LaserTechnik LD808-2-TO3, 808
nm, 2 W), detektadlashoz Hamamtsu R928 tipusii fotoelektron sokszorozdt hasznéltunk
(Maréti és Wraight 1988). A megfelelé hullamhosszisaghh méréfényt wolfram szalas izz6bol
monokromatorokkal és sziirékkel allitottuk eld. Az oxidalt bakterioklorofill dimert (P*) 798
nm-nél, a membran energetizalt allapotara utald elektrokrém jelet 530 nm-nél (referencia 510
nm) detektaltuk. Méréskor a sejtszuszpenziok optikai denzitasat alacsony szinten (OD (808
nm)<0.1) tartottuk.

Fluoreszcencia indukcio és relaxacio

A fluoreszcencia indukci6d gerjesztéséhez 808 nm hulldmhossza 1ézer diddat (Roithner
Laser Technik LD808-2-TO3, 2 W) hasznaltunk, amely hullamhossz megfelelt a LH2 antenna
800 nm-es abszorpcids savjanak, igy optimalis volt a gerjesztés. A detektalast a gerjesztés
iranyara merdlegesen elhelyezett lavina fotodiddaval (APD; model 394-70-72-581; Advanced
Photonix, Inc., USA) végeztiik. A 1ézerfény szorasatol a detektort 850 nm felett ateresztd

szlirével (Schott RG-850) védtiik.



A fluoreszcencia relaxacio mérését hazilag épitett késziilékkel végeztiik (Kocsis és mtsai.,
2010) Két flash sorozatot mértiink: az elsé tapogatd flash-ekbdl allt, ez adta az Fy szintet, a
masodik a gerjesztd flash-el kezdddott, majd ezt kovették ujra a tapogatok. A flash-eket
szintén 1ézerdiddak szolgaltattak. A késziiléket szamitdgéprdl vezéreltiik, az aramellatasa és

az adatok kinyerése USB kabelen keresztiil tortént.

Sejtek molekularis komponenseinek kivonasa és meghatarozasa

A bakterioklorofill és karotenoid tartalmat aceton:metanol (7:2 v/v%), a foszfolipid
tartalmat kloroform:metanol (1:2 v/v%), a gliikdz mennyiséget pedig sejtszuszpenzid: etanol
(1:1 v/v%) extrakcidval nyertem ki. A mennyiségi meghatdrozasuk spektrofotométerrel, az
abszorpcidos maximumuknak megfelel6en (bakterioklorofill: 770 nm, karotenoidok: 484 nm,

gliikoz: 488 nm ¢és foszfolipidek: 830 nm) kolorimetrias uton tortént.

Higany(Il) meghatarozadsa dithizonnal

A vizes oldatokban talalhato Hg?* ionok mennyiségét egy kozvetett spektrofotometrias
modszerrel hataroztuk meg, ami a dithizon (Diphenylthiocarbazone) erés higanykotd
képességén alapszik. A létrejott Hg(II)-dithizonat komplex nagyon stabil. A dithizonnak
pH=3.1-nél két abszorpciés maximuma van, 430 és 585 nm-nél. A Hg(I)-dithizonat komplex
abszorpciés maximuma pedig 480 nm-nél lathat. A szabad Hg®* meghatdrozasihoz az

R=(Asgs—A4s0)/Asgs aranyt hasznaltuk megfeleld kalibralas utan (Greenberg és mtsai.1992).

Képalkoto eljarasok

Az oxigén ¢és nehézfémek okozta strukturdlis valtozasok bemutatdsdhoz transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételeket hasznaltam. A baktériumokat 4%-os glutdraldehiddel
szlir6papirra fixaltuk. A mintakbol beagyazodas utan 70 nm-es vékonyrétegek késziiltek
(Ultracut S ultra-microtome, Leica, Austria). Festés utan (uranil-acetat és olom-citrat) a
metszetekrdl transzmisszids elektronmikroszkop (Phillips CM10) segitségével képek
késziiltek (Mega-view G2 digital camera és ITEM imaging analysis sotware, olympus,
Miinster, Germany).
rogzitettem.

A Rvx. gelatinosus sejtekrél 20 fps (frame per secundum) videdk és Nomarski képek (60x
nagyitas, olaj immerzio) (Olympus Fluoview FV1000 LSM, Olympus Life Science Europa
GmbH, Hamburg, Germany) késziiltek.



Diffuzios allandok meghatarozasa

Rvx. gelatinosus sejtek diffazios allandoit névekedésiik kozben és Ficoll 400 (1-10 %)
polimer hozzaadasaval statisztikai modszerekkel hataroztam meg. ImageJava szoftver
segitségével 25 s alatt 500 pontban jeloltem a kivalasztott baktérium helyét. Esetenként 5-10
sejt elmozdulasanak az atlagat vettem. Az elmozdulas négyzetek atlagat az id6 fliggvényében
abrazoltam, és a kapott pontokra nullabodl induld egyenest illesztettem. A kapott meredekség

negyede adta meg a sikbeli diffuzié allandojat.
Eredmények, tézispontok

1.) A novekedés stacioner fazisaban a sejtek fotoszintetikus egységei kozelebb keriilnek
egymashoz, és az energetikai kapcsolodasuk is szorosabb, mint a fejlodésiik korai

exponencialis szakaszaban. [1],[4]

A Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 fotoszintetikus membranjanak fejlédését fényindukalt
abszorpcios spektroszkopiaval, bakterioklorofill fluoreszcencia indukcio és relaxacioval

kdvettem nyomon a tenyészet korai exponencialis és késoi stacioner fazisai alatt.

1. abra. Rba. sphaeroides
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sejteknél a  belsd
antennakomplex kifejezettebb, mint a periférialis (LH1/LH2~1.5). 2.) A fluoreszcencia sav
maximumanak 5 nm-es vords eltolodasat, és a LH1 bels6é antenna B875 abszorpcids savia
pigmentjének 5 nm-es kék eltolodasat figyeltem meg. 3.) A valtozo fluoreszcencia (Fy/Frax)
10 %-os novekedését tapasztaltam a tenyészet koranak elérehaladtaval. A fotokémiai
folyamatok csekély mértékii gyorsulast mutattak (a félemelkedési idé 200 ps-rol 140 us-ra
csokkent), amely az antennarendszerek erésebb csatolodasanak jele. A stacioner fazisu sejtek
fotoszintetikus egységei (PSU) kozelebb helyezkednek el egymdshoz, és szorosabb az
energetikai kapcsolat alakul ki koztiik, vagyis hatékonyabb lesz az energiadtmenet az
antennaktol a RC felé. 4.) A stacioner fazisu sejtek hosszabb ideig tartod, stabilabb
membranpotencialt mutatnak (1. abra). Az elektrokromikus jel feler6sddése (0.5 mOD-rol 3

mOD-ra) annak koszonhetd, hogy a membranbeli veszteségi folyamatok csokkennek, azaz a



rekombinalddo elektromos toltések egymastol jobban elszigetelddnek. 5.) A bakterioklorofill
fluoreszcencia sotétrelaxacioja (1 ms) megvilagitas utan tizszer hosszabb ideig tartja a magas
fluoreszcencia szintet. A stacioner fazisu sejteknél lassabban jutnak el az elektronok a

komplexekhez, mert a membran tomorebb €s ezért lassabb a diffuzio.

2.) A lépcsiézetesen Kkialakitott sejtciklus (szinkrontenyészet) Koriilményei kozott
kimutattam, hogy a pigmentek termelése és aktivacioja fiiggetlen és idoben folyamatos
(aszinkron), a teljes foszfolipid-termelés és a membran energetizaciéja ellenben a

sejtciklussal szinkronban all. [2],[4]

A Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 szinkrontenyészet fotoszintetikus membranjanak
jellegzetességeit fényindukalt abszorpcid spektroszkdpidval, bakterioklorofill fluoreszcencia
indukcioval és a sejtek molekularis komponenseinek (foszfolipidek, karotenoidok ¢és
bakterioklorofill) meghatarozasaval jellemeztem. Amig a bakterioklorofill (0.26 uM h™) és a
karotenoid (0.38 pM h™) pigmentek termelése, valamint a fénybegyiijté (Fma: 0.23 h™) és a
RC komplexek aktivacioja (AAzeg: 0.67 mOD/h) sejtciklus-fiiggetlen és idében folyamatos
novekedést mutat karakterisztikus lag fazissal (~ 3 6ra), addig a teljes foszfolipid mennyiséget

¢s a membran energetizaciojat (elektrokromizmus) 1épcsdzetes sejtciklus szabalyozott

novekedés jellemez.

2. abra. Sejtciklus-fiiggd valtozasok szinkronizalt
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hozni a leanysejtek membranjat is. Ezért
jelenik meg hirtelen nagy mennyiségii foszfolipid felhalmozodas a sejtosztodasok kortil (3-4
oOra kozott [P]i: 0.4>0.7 (rel. egység)), amelyeknek majd az ujonnan képz6dé sejtek ICM-ba
kell beépiilnie. A membran energetizaciojaban megfigyelt ndvekedést (AAszp-s10: 0.2>0.5 (rel.
egység)) vagy a diffuzioban bekovetkez6 tavolsag-csokkenés (tomorebb a membran) vagy a
diffaziés allandé emelkedése (novekszik a membran fluiditasa, esetleg mindkettd)

eredményezi.



3.) Az aerob- anaerob atmenet (zoldités) soran a fotoszintetikus apparatus funkcionalis

egységenként all ujra ossze. [3], [4]

A Rhodobacter sphaeroides és Rubrivivax gelatinosus fotoszintetikus membranjanak
lebomlasat ¢és visszaépiilését fényindukalt abszorpcid spektroszkopidval, bakterioklorofill
fluoreszcencia indukci6 és relaxacioval, az ezeket alatamasztdé morfoldgiai valtozasokat pedig
transzmisszios elektronmikroszkopidval kovettem nyomon. Az intracitoplazma membran
képzodését gatolja a 3% feletti oxigén koncentraci6. 20%-os oxigén koncentracio mellett a
belsé LH1-es antenna lesz a dominans, mivel a LH2 periférias antennakomplex B800
komponense teljesen lebomlik, és a B850 csak kismértékii valtozast szenved. A fotokémiai
folyamatok teljesitménye (Fy/Fmax 0.7 0.1) és sebessége (1.2:10° s7>2:10% ) is jelentésen
csdkken. Ezzel szemben az elektrontranszfer kissé¢ felgyorsul (6-10° s*>1.5-10* s), mert a
fotoszintetikus egységek kozti kapcsolat fellazul, a cit ¢, és kinon szamara azonnal elérhetek

a fehérje komplexek (RC és cit bcy).

3. abra. Fluoreszcencia indukcié idébeli

valtozasa aerob és anaerob modon nevelt

=

5 anaerob max

‘% 3L 13 Rba. sphaeroides sejteknél.

i A zoldités sordan megfigyelhetd

= 2t F 12 . P

R acrob LLLES gyors bakterioklorofill szintézis (0-4
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% periférialis fénybegy(ijté antennak

= 0 . . . . 10 dominans (LH2/LH1~2.5) szerepe,
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id6 (ms) a fotokémiai folyamatok jelentésen

megemelkedett sebessége (~7-10* s
) és teljesitménye (Fu/Fma ~0.7), valamint az elektrontranszfer sebességének mérsékelt
csokkenése (~6:10% s). Az anaerob viszonyokhoz vald adaptalodas kezdetén a periférialis
LH2 antennak a folyamatosan Osszealld mag-komplex koré csoportosulnak. Az egyre tobb
mag-komplex kialakulasaval és az azokat koriilvevd periférialis antenndk felhalmozodasaval
zartabb szuperkomplexek alakulnak ki. fgy a disztalisan elhelyezkedd RC nehezebben
elérhetd a mobilis redox elemek szamara (cit c, kinonok), ami az elektrontranszfer
sebességének csokkenését idézi eld. Eszerint a fotoszintetikus egységek funkcionalis
komplexenként allnak Ossze, a periféridlis fénybegylijtd antenndk tomorodése ndovekvo

konnektivitast s teljesitményt eredményez.



4.) A fotoszintetizalé baktériumok legsériilékenyebbek az o6lom hatasira, gyenge
toleranciat mutatnak a higany irant és igen ellenallonak bizonyulnak a krommal
szemben. A biofilmes életmodjanak koszonhetéen a Rubrivivax gelatinosus magasabb

rezisztenciat mutat a nehézfémekkel szemben. [5]

A nehézfémszennyezés az egyik legfobb kornyezeti kockazat a vizi kornyezetben ¢lo
baktériumok szamara. Harom kiilonb6z6 baktérium torzset (Rhodospirillum rubrum,
Rhodobacter sphaeroides ¢s Rubrivivax gelatinosus) kezeltiink harom kiilonb6z6
nehézfémmel, mikromodlos (Hg(ll)), szubmillimélos (Cr(VI1)) ¢és millimélos (Pb(lIl))
koncentraciokban. A membran funkcionalis valtozasait fényindukalt abszorpcidvaltozassal és
bakterioklorofill fluoreszcencia indukcioval, az ezeket alatamasztd morfologiai valtozasokat
pedig transzmisszios elektronmikroszképidval kovettem nyomon. A baktériumok eltérd

érzékenységgel reagaltak.

4. abra. Rsp. rubrum egész sejt

4 fluoreszcencia indukcidja 6lommal vald

F p sz
control ~ max kezelés prompt hatasara.

Az Olom Thatisara azonnali és

Sl
[y jelentds a roncsolas az
1hF, 4 mMPbID-acetate antennakomplexekben, amelyre a

max
bakterioklorofill fluoreszcencia
0r lI"w‘l I I I I d t'k ’lt tt
0 100 200 300 400 rasztikusan megvaltozo

id6 (us) indukcidjabol (4. abra, ahol csokken

az Fo és az Fnyax szint is anélkiil, hogy a valtozé fluoreszcencia (F./Fma) jelentésen
modosulna) és a fény indukalt abszorpciovaltozas kinetikajabol (a gyors felemelkedés
amplitidoja megfelezédik) kovetkeztethetiink. A magasabb koncentracioban (20 mM)
alkalmazott Cr(IIl) ionoknak semmilyen hatasuk sincs, ellenben a 0.8 mM koncentracioju
Cr(VI) mar jelentésen megvaltoztatia a RC ¢és cit bc; komplex kozott az elektron- és
protontranszfert. A Rsp. rubrum sejtek fotokémiajat a 20 pM koncentracioju Hg?* 2-3 6ra
alatt leépiti, a Rba. sphaeroides novekedési sebességét pedig mar 2 pM Hg?* lefelezi, viszont
a Rvx. gelatinosus-ban 200 pM Hg** sem okoz nagyobb mértékii karosodast. A Rvx.
gelatinosus fotoszintetikus baktérium biofilmes életmdodban még nagyobb rezisztenciat mutat
a higannyal szemben, mint planktonikus ¢letmdodban, egyedi sejtekként, mert a biofilm akar
Otszorosére is megnoveli a higanykotés kapacitasat. Biofilmben a sejtek hozzaférhetdsége

megvaltozik, mert 1) a biofilmben meredek kémiai gradiens alakul ki, 2) a sejtek koré diffaz



réteg képzodik, ¢és 3) a higany adszorbealodik a biofilm matrixban. Megvilagitott
koriilmények kozott €16 Rubrivivax gelatinosus biofilmes tenyészet szivacsként szivja magaba
a higanyt, ezen tulajdonsaga alapjan egyszerl és olcsod eszkoze lehetne a biomonitorozé és

bioremediacios rendszereknek vizes él6helyeken.

5.) A higanyfelvétel Kinetikailag egy gyors passziv adszorpcios és egy lassabb aktiv
metabolikus 1épésbél all, neutralis pH-n a leghatékonyabb és aktivalhato fénnyel. Két,
jol elkiiloniilé affinitasi Hg”* kotéhelyet azonositottam 1 (uM)™ (erds kotés) és 1 (mM)™
(gyenge kotés) egyensulyi kotési allandokkal. [6]

crcr

fotoszintetizald baktériumban kémiai analitikai modszerrel (dithizon), fényindukalt
abszorpciovaltozassal ¢és bakterioklorofill fluoreszcencia indukcioval vizsgaltam. A
higanyfelvételr6l a kovetkezoket allapitottam meg. 1.) Kinetikailag egy gyors (perc alatti
idoskala) és egy lassabb (1-30 min) 1épésbdl all. A gyors fazis passziv bioszorpcio, amely
reverzibilis, nem specifikus a fémekre nézve és fliggetlen a sejt metabolizmusatol. A lassu
fazis az aktiv folyamatokat tiikrozi, és fiigg a sejtek metabolizmusatol. 2.) A higanyionok
kation csatorndkat is hasznalnak az atjutishoz, ami gatolhaté magas (0.5 mM) Ca*
koncentracioval és Ca?* csatorna blokkoloval. 3.) Neutralis pH-n a leghatékonyabb (acidikus
tartomanyban a protonokkal, alkalikus tartomanyban pedig a hidroxil ionokkal versenyeznek).
4.) Energiafiiggs, ami aktivalhato fénnyel és gatolhatd protonoforral. Ezek a baktériumok

képesek felhalmozni sajat tomegiiknél joval nagyobb mennyiségii (10°) higanyt.

5. abra. Rvx. gelatinosus higanyfelvétele Hill-

2 abrazolasban.

Rvx. gelatinosus + n-Em ) /./A
11 (/‘ ) Két eltérd kotdhelyet figyeltem meg:
0l ///A/ o @ egy erbset és egy gyengét 1 (uM)™ill.

logb/(1-6)
.
"

1 (mm)* egyensulyi kotési
Rba sphacroides allandokkal. Az er6s kothely a
szulthidril csoportoknak tulajdonithato,
1016 '/"'i'(')'m' Tl o 1020 102 amelyek  blokkolhatok  szulfhidril

Hg atom/liter modositd szerekkel, de ezeknek a

szama joval (két nagysagrenddel) kisebb, mint a gyenge kotdhelyek szdma. Annak ellenére,
hogy a kotohelyek szdma ¢€s affinitdsa hatalmas, a kotéhelyek egymastol fiiggetlenek, vagyis a

betoltottségi allapotuk nem befolyasolja a szomszéd kotdhely kotési tulajdonsagait.



6.) Rubrivivax gelatinosus sejtek kollektiv siillyedése hatterében az altaluk létrehozott
biofilm matrix miatti diffuzios allando csokkenés és magasabb rendii sejt-asszociatumok

képzédése all. [7]

A Rvx. gelatinosus sejtek (kivaltképp a ndvekedés stacionarius szakaszaban) fokozott polimer
termelésre képesek, amelyet a sejten kiviili térrészbe juttatnak. Teljes polimer térhald
(biofilm) alakul ki, amelybe a baktériumok bekeriilnek, képesek ebben megkotddni
(aggregalodnak), és mobilitasukat ezzel elvesztik. Ezek a legfontosabb tényezdk, amelyek a
kollektiv iilepedés kialakulasahoz vezetnek. Korai exponencialis fazisban az egyedi
planktonikus baktériumok siillyedését aktiv rendszertelen mozgasuk (rangatozasuk)
akadalyozza meg. A baktérium altal termelt exopolimer a tenyészidd elOrehaladtaval egyre
stiribb halét von a sejtek koré, amelynek soran mind a baktérium netté tomegének
emelkedésével, mind a radngat6zasbol szarmazo6 diffuzids allandojanak (D) csokkenésével
(D=13.5 um?/s) és kiilonbdzé mértékben aggregalddott sejtek. Az asszociatum novekedésével
érzékenyen valtozik (csokken) a mért diffuzids allando. Azt taldltam, hogy mar a dimér (N =
2) diffuzios allanddja is jelentdsen csokkent a monomeréhez (N = 1) képest, és (az
exponencialis csokkenés jellegének megfeleléen) mar kisebb rendl asszociatumok (N = 3-5)
esetén is nagyon lecsokkent diffiizios allandokat (D = 4 pm?/s) mértem. A nagyobb 10-15
sejtbdl alld asszociatum pedig a stacioner fazist sejtek diffuzids allandojat kozeliti meg (D =
1.9 pm?/s).

6. abra. Rvx. gelatinosus diffaziés alland6 (m)
20

csokkenése a tenyészet novekedése soran. Az
5 [ X-tengelyen a tenyészidonek megfeleld

sejtkoncentracio van feltiintetve. A 3-5 sejtbol

—

@
NE 10 J (0) és 10-15 sejtbdl allo asszocidtum ([>)
3
(@)

T difftzios allandoit is feltiintettem.

crer

é i Modell-kisérletként kis koncentracidju

H

(c<10° sejt/mL) baktérium-

L | i L) L |
10° 10°

sejtszam/ mL tenyészethez Ficoll 400 polimert adtam

(1-10%), hogy a baktériumsejtek lateralis diffazios allanddjanak csokkenését meghatarozzam
(5%-nal mar D = 2.25 um?/s). A Ficoll 400 j61 modellezi a baktérium 4ltal termelt exopolimer
tartalmu biofilmnek tulajdonitott szedimentaciét. Allando sejtszam mellett a novekvé Ficoll

koncentracional meghatarozott diffuzidés allandd monoton csokken. Hasonld monoton



csokkenést kaptam, ha a Ficoll koncentraciot tartottam alland6 értéken, €s a baktériumok

crer
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