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OCENA TOKSYCZNOSCI ZAKWITU SINIC W ZBIORNIKU
HODOWLANYMW POBLIZU LUBLINA

Obserwowane w ostatnich latach zakwity sinic, wystgpujace m.in. w zbiornikach hodowlanych,
stanowia jeden z wazniejszych czynnikéw obnizajacych jako§¢ wod. Masowy rozwdj sinic wigze si¢
m.in. z produkcja i uwalnianiem wysoce toksycznych substancji, cyjanotoksyn. Do grupy
cyjanotoksyn nalezag m.in. mikrocystyny (MCs), heptapeptydy o wysokiej hepatotoksycznosci. Celem
naszych badan bylo okreslenie stgzenia MCs w ekstraktach wodnych uzyskanych z komoérek sinic
pobranych z kozucha powstalego podczas zakwitu w zbiorniku hodowlanym w poblizu Lublina
W lipcu 2007 r. Wykonano takze oznaczenia taksonomiczne gatunkow sinic, wchodzacych w sktad
zakwitu oraz przeprowadzono pilotazowe testy toksycznosci, z uzyciem przedstawicieli skorupiakdw
i pierwotniakow (Daphnia pulex oraz Tetrahymena thermophila), poddanych dziataniu uzyskanego
ekstraktu. Oznaczenia st¢zenia MCs w badanych probkach, wykonane testem ELISA (EnviroGard),
wykazaly obecnos¢ toksyny w bardzo wysokim st¢zeniu, przekraczajacym 14 mg/l. W badaniu sktadu
gatunkowego zakwitu wykryto obecno$¢ Anabaena circinalis, Anabaena flos-aquae, Microcystis spp,
Aphanizomenon flos-aquae oraz Planktothrix agardhii. Badania ekotoksykologiczne wykonane
z uzyciem mikrobiotestow Daphtoxkit F pulex oraz Protoxkit F (Microbiotests Inc., Belgia) wykazaly
wysoka toksyczno$¢ ekstraktu wzgledem organizméw testowych, z ECsy po 24-godzinnej ekspozycji
wynoszacym odpowiednio 15,72 oraz 9,05 % ekstraktu wyjsciowego.

1. WSTEP

Obserwowane w ostatnich latach zakwity sinic, wystgpujace m.in. w zbiornikach
hodowlanych, stanowia jeden z wazniejszych czynnikéw obnizajacych jakos¢ wod.
Poza takimi negatywnymi zjawiskami towarzyszacymi zakwitom, jak spadek ste¢zenia
tlenu, czy nizsza biordéznorodnos¢, masowy rozwoj sinic zwigzany jest z produkcja
i uwalnianiem do wod toksycznych substancji, okreslanych mianem cyjanotoksyn [2].
Jednymi z czg$ciej wykrywanych cyjanotoksyn sa mikrocystyny (MCs), wraz
Z najbardziej toksyczng mikrocystyng-LR (MC-LR).
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Mikrocystyny sa wtdérnymi metabolitami wytwarzanymi przez sinice z rodzaju
Microcystis, Anabaena, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc czy Anabaenopsis,
uwalnianymi  do wod  glownie podczas rozpadu komoérek. Sa  one
cykloheptapeptydami, o cigzarze czgsteczkowym 800—1100 Da, odpornymi na wysoka
temperature oraz niskie, jak i wysokie wartosci pH [4]. Toksycznos¢ mikrocystyn dla
zwierzat i cztowieka jest wynikiem ich hamujacego wptywu na serynowo-treoninowe
fosfatazy biatkowe, co prowadzi do uszkodzen hepatocytow i w konsekwencji
martwicy watroby. Przewlekta ekspozycja na niskie dawki mikrocystyn moze takze
doprowadzi¢ do zmian nowotworowych [6]. Mikrocystyny stanowia zagrozenie dla
organizméw wodnych, w tym ryb, zamieszkujacych akweny objete toksycznymi
zakwitami, dla zwierzat dzikich i domowych pijacych skazong wode, jak rowniez dla
ludzi spozywajacych wode, ryby, czy rekreacyjnie wykorzystujacych zanieczyszczone
zbiorniki. Dopuszczalna koncentracja MC-LR w wodzie pitnej zostata przez WHO
ustanowiona na poziomie 1 ug / litr, natomiast tolerowane dzienne pobranie (TDI) na
40 ng/kg m.c./dzien.

Celem naszych badan bylo okreSlenie stgzenia MCs w ekstraktach wodnych
wykonanych z kozucha sinic w trakcie zakwitow na jeziorze Kunéw w 2007 r. oraz
oszacowanie sity dziatania toksycznego ekstraktow w stosunku do organizméw
wskaznikowych Daphnia pulex i Tetrahymena thermophila. Jezioro Kunéw potozone
jest na Wysoczyznie Lubartowskiej, w zlewni rzeki Czerwonki. Zbiornik jest maty
(powierzchnia ok. 117 ha) i plytki (Srednia glebokos¢ - 2.1 m), bez stratyfikacji
termicznej w okresie letnim. Jezioro lezy w bezposrednim sasiedztwie pdl uprawnych.
Wody jeziora charakteryzuja si¢ obnizong jakoscia, podwyzszong zasobnoscia
W substancje organiczne i mineralne, matg przezroczystoscia wody (widzialnosé
krazka ponizej 1 m) [3]. Jezioro wykorzystywane jest zardbwno rekreacyjnie, jak
réwniez stanowi zbiornik hodowlany, zarybiany wegorzem, sandaczem, karpiem,
karasiem i linem.

2. MATERIAL I METODY

2.1. POBOR PROBEK

Probki do badan pobrano z gornych warstw wod strefy przybrzeznej, w pdinocno-
wschodniej czesci jeziora Kunow 11 lipca 2007 r. w trakcie trwania zakwitu.

2.2. OZNACZENIA TAKSONOMICZNE

W celu identyfikacji taksonomicznej komdrek sinic badang probg o objgtosc
100 ml przepuszczono przez celulozowy filtr (0.85 pm). Komorki analizowano
mikroskopowo przy uzyciu komory Biirkera.
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2.3. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW

Probki zawierajace komorki sinic poddano dezintegracji ultradzwigkowej za
pomoca dezintegratora Sonoplus (Bandelin) przez 20 min, amplituda 80, nastgpnie
odwirowano przy 10.000 g, 15 min, temp. 12°C na wirébwce MPW 375. Uzyskany
ekstrakt poddano analizie na zawartos¢ MCs oraz uzyto w testach toksycznosci.

2.4. OZNACZENIE STEZEN MIKROCYSTYN

Do oznaczen stezenia mikrocystyn wykorzystano plytkowy test ELISA
(EnviroGard, USA), o zakresie 0.1-1.6 ug rownowaznika MC-LR na litr. Procedurg
testu wykonano zgodnie z zaleceniami producenta. Seri¢ rozcieficzen ekstraktu
z kozucha wykonano w wodzie destylowane;.

2.5. OKRESLANIE TOKSYCZNOSCI EKSTRAKTU

Toksyczno$é ostra okreslano testem Daphtoxkit F™ pulex, z uzyciem skorupiaka
Daphnia pulex. Reakcja testowa jest unieruchomienie lub $mieré organizmu. Test
wykonano wg standardowej procedury producenta (Microbiotests, Belgia) zgodnej
Znormg OECD Guideline 202, z wykorzystaniem uzyskanego ekstraktu z komorek
sinic oraz serii jego rozcienczen. Seri¢ 6 kolejnych rozcienczen roztworu wyjsciowego
wykonano w stosunku 1:1 z uzyciem pozywki dla organizméw testowych dolaczone;
do zestawu, uzyskujac stezenia 100% - 3,125% ekstraktu. Procedurg testu wykonano
dwukrotnie, kazdorazowo w czterech powtorzeniach. Test umozliwia wyznaczenie
wartosci ECso po 24 h.

Toksyczno$é chroniczng okreslano testem Protoxkit F™, z uzyciem pierwotniaka
Tetrahymena thermophila. Test ocenia wzrost 5-6 generacji organizméw w czasie
24 h. Reakcjg testowa jest zahamowanie rozmmnazania i pobierania pokarmu, co
wykrywa si¢ poprzez pomiar gestosci optycznej proby przy dlugosci fali 440 nm.
O zahamowaniu pobierania pokarmu przez pierwotniaki w obecno$ci substancji
testowanej S$wiadczy stopienh metnosci badanej proby. Test wykonano
wg standardowej procedury producenta (Microbiotests, Belgia), z uzyciem
uzyskanego ekstraktu z komorek sinic oraz serii jego rozcienczen. Seri¢ 7 kolejnych
rozcienczen roztworu wyjsciowego wykonano w stosunku 1:1 z uzyciem wody
dejonizowanej, uzyskujac stezenia 100%—1,562%. Procedure testu wykonano
dwukrotnie, kazdorazowo w dwoch powtorzeniach. Test umozliwia wyznaczenie
warto$ci ECsp po 24 h.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

W badanej probie dominowaly komorki Microcystis spp, ich liczebnos¢
oszacowano na 3.45*10° komorki na litr. Stwierdzono takze obecnosé Aphanizomenon
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flos-aquae, Anabaena circinalis, Anabaena flos-aquae oraz Planktothrix agardhii
(rys. 1).

B Microcy stis gap. BAphanizomenoh fos-aguae
DA habgehnd sop. B Pianktothr agardhll

Rys. 1. Procentowa struktura zakwitu sinicowego na jeziorze Kunéw w lipcu 2007 r.

Sinice moga wywiera¢ istotny wpltyw na organizmy bytujace w zbiorniku objetym
zakwitem, zarowno planktonowe, jak i wigksze zwierzeta bezkregowe i kregowe [1].
Mechanizmy takiego oddzialywania sg ztozone i wielokierunkowe.

Oddzialywanie na zooplankton za Bednarska [1] mozna podzieli¢ na posrednie
I bezposrednie. Do posrednich mechanizmow nalezy zmiana warunkow abiotycznych,
np. zmiana pH, deficyt tlenu, ograniczenie bazy pokarmowej, poprzez wpltyw na
wzrost i rozwoj glonéw, czy zmiana behawioru migracyjnego zooplanktonu, co z kolei
doprowadza do zakldcania reakcji obronnych w stosunku do drapieznikéw. Natomiast
jako oddziatywanie bezposrednie sinic traktowac nalezy ich niska warto§¢ odzywcza,
przy réwnoczesnej dominacji, czyli w momencie kiedy stanowig podstawowe Zrodto
pokarmu dla zwierzat roslinozernych, ponadto mechaniczne zaklocanie przez komorki
badz kolonie sinic procesu filtracji oraz toksyczno$¢. Ta ostatnia cecha uwarunkowana
jest zdolno$cig do produkcji i uwalniania toksycznych wtérnych metabolitow, czy
sktadnikow endogennych, jak np. lipopolisacharydow bedacych sktadnikami blony
komoérkowej. W chwili obecnej szacuje sie, ze sposrod wszystkich opisanych
gatunkow sinic, niewiele ponad 2% produkuje cyjanotoksyny, a zmienno$¢ w tym
zakresie dotyczy nawet poszczeg6lnych szczepow tego samego gatunku [1]. Uwaza
si¢, ze o toksyczno$ci decydujg roéznice genotypowe w obrgbie gatunku, ale nie bez
znaczenia sg takze warunki §rodowiskowe, ktore predestynujg okreslone populacje do
rozwoju [2].

Poniewaz w badanym przez nas zakwicie zdecydowanie dominowaty Microcystis
spp, jak rowniez stwierdzono obecno$¢ Anabaena spp. oraz Planktothrix agardhii,
nalezacych do potencjalnych producentéw mikrocystyn, uzyskany ekstrakt z kozucha
poddano analizie na obecnos¢ MCs. W ekstrakcie z kozucha wykryto obecnosé
rownowaznika MC-LR w bardzo wysokim stezeniu, wynoszacym 14 321 ug/l.

Obecnos$¢ mikrocystyn w wodzie moze stanowi¢ silny czynnik stresowy dla
zwierzat planktonowych. Toksyny te w wysokich stezeniach moga powodowaé
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bezposrednie zatrucie 1 $mier¢ organizmdéw, szczegdlnie bardziej wrazliwych,
z drugiej za$ strony, takze przy nizszych st¢zeniach, straty energii potrzebnej do
detoksykacji tych szkodliwych zwigzkow moga przektadaé si¢ na stabsze tempo
wzrostu i rozmnazania eksponowanej populacji. Badany ekstrakt zawierajacy
mikrocystyny poddali§my badaniom pod katem sily dziatania toksycznego na
organizmy planktonowe. Wykazano silne dziatanie toksyczne, zardwno ostre jak
i chroniczne, w stosunku do uzytych organizméw testowych. Zalezno$¢ pomigdzy
stopniem rozcienczenia ekstraktu, a wielkoscia obserwowanego efektu toksycznego
przedstawiono narys. 2 i 3.
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Rys. 2. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem ekstraktu, a efektem toksycznym rozumianym jako $mieré¢ lub

unieruchomienie organizmu testowego Daphnia pulex po 24 h ekspozycji (n =8, X = SD); * — przy
wartosci efektu toksycznego > 20% przyjeto, iz probka jest toksyczna [5]

Ekstrakt z komorek sinic (100%) spowodowal $mieré calej eksponowanej
populacji skorupiaka Daphnia pulex po 24 h.
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Rys. 3. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem ekstraktu, a stopniem zahamowania wzrostu hodowli organizmu

testowego Tetrahymena termophila po 24 h ekspozycji (n = 4, X £ SD); * — przy warto$ci efektu
toksycznego > 20% przyjeto, iz probka jest toksyczna [5]
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Przy kolejnych uzytych rozcienczeniach wielko§¢ efektu toksycznego, czyli
$miertelnosci i immobilizacji, byta odwrotnie proporcjonalna do stopnia rozcienczenia
ekstraktu. Najnizsze uzyte stgzenie ekstraktu (3.125%) po 24 h wywotato efekt
toksyczny u 2.5% eksponowanej populacji, w zwiazku z czym mozna potraktowac je
jako nietoksyczne.

Obserwowano rowniez wysoka toksyczno$¢ chroniczng w stosunku do orzeska
Tetrahymena thermophila. Catkowite zahamowanie wzrostu testowanej populacji,
przejawiajace si¢ zaprzestaniem pobierania pokarmu, obserwowano po 24 h inkubacji
w obecnosci ekstraktu z komorek sinic, a przy 50% rozcienczeniu wielkos¢ efektu
toksycznego oszacowano na 95%. Podobnie jak w przypadku testow na D. pulex,
jedynie najnizsze uzyte stgzenie (3.125% ekstraktu) uznano za nietoksyczne.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono metodg probitowa wartosci stezenia
efektywnego (EC) ekstraktu, wyrazone jako procent ekstraktu z komorek sinic, przy
ktorym obserwowany byt efekt toksyczny u potowy eksponowanej populacji. Dla
Daphnia pulex ECsq po 24 godz. oszacowano na 15.72%, natomiast dla Tetrahymena
thermophila na 9,05%.

Praca naukowa finansowana ze $rodkdéw na nauke w latach 2007-2009 jako projekt badawczy.
Grant Nr N308 027 32/2393
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ASSESSMENT OF THE TOXICITY OF CYANOBACTERIAL BLOOM IN THE FISH POND
NEAR LUBLIN

Observed in recent years cyanobacterial blooms, occurring among others in fish ponds, are one of the
most important factors of water quality deterioration. Cyanobacteria are the source of highly toxic
cyanotoxins, with hepatotoxic microcystin-LR. The aim of our study was to analyze taxonomic
composition of the scum taken from fish pond near Lublin during bloom in 2007. Moreover toxicity of
the scum extract for Daphnia pulex (Daphtoxkit F™ pulex) and Tetrahymena thermophila (Protoxkit
F™) was estimated. Determination of MCs concentration by the ELISA test (EnviroGard) revealed high
toxin content, exceeding 14 mg/l. In the scum the following cyanobacteria were identified: Microcystis
spp, Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena spp and Planktothrix agardhii. Tested extract showed high
toxicity, with 24hECs, estimated to be 15,72% of initial sample concentration for Daphnia pulex and
9,05% for Tetrahymena thermophila.
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