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Uvod a formulace cile

Sinice a jejich toxiny budi zdjem védcd celého svéta nejen kviili jejich celosvétovému roziiteni ve vodnim
ekosystému, ale také kvili stéle Cetn&j¥imu vyskytu otrav divokych i domestikovanych zvitat. Cetné vyskyty
otrav zvifat Ize nalézt i v Evropé [1]. Na thynu se podili nejen neurotoxické ale i hepatotoxické latky, mezi n&z
patii nejvice studovany microcystin-LR(MC-LR).

Byly uvefejnény jiZ mnohé studie o pisobeni cyanotoxind na ryby. V téchto studiich byla vysvétlena
moZnd piicina masového Ghynu ryb i vodnich ptakd po algicidnim zésahu. Po takovém z4sahu je narudena
bun&na integrita sinic a obsah velkého mnoZstvi bunék je najednou vyplaven do vody. Bakteridlni populace
nejsou v béZnych pripadech schopny postupné detoxifikovat cyanotoxiny. Pfi rozkladu biomasy dochézi také
mimo jiné ke kyslikovému deficitu, ktery je v naSich zemich nejcastéji uvadén jako pFicina Ghynd ryb a daldich
Zivotichd po masovém kolapsu vodnich kvétd. Histopatologicka vySetient po algicidnich zasazich prok4zala, Ze
piCinou tthynu ryb bylo poskozeni zéber, traviciho stroji a hepatopankreatu [2].

V Anglii byly pozorovény masové Ghyny pstruhii pravé v obdobi odumirani vodniho kvétu. PFi 85 —
90% nasyceni vody kyslikem a pFi pH 9,35 probihal kolaps populace sinice Anabaena flos-aquae. Vétéinu
poskozeni Zéber zpiisobilo pravdépodobné vysoké PH, vyvolané fotosyntetickou aktivitou sinic, spolu se
zvySenou hladinou amoniaku pfi jejich rozkladu. Lépe je prostudovany vliv cyanotoxind na histopatologii
traviciho traktu, pokozky a svalstva. Zmény, které jsou davany do souvislosti s vodnimi kvéty sinic, byly
nalezeny na jatrech, srdci, ledvinach, Zabrach, pokoZce a slezing [3]. Rodger et al. pozoroval degenerativni
zmény v ledvinovych tubulech a glomerulech u kaprd v souvislosti s vyskytem sinic [2]. Bylo zji§téno, Ze
mechanismus toxického iginku MC-LR je velmi podobny u savet i u ryb [4].

Testy na bioakumulaci cyanotoxini v rybach byly zpravidla provadény jako laboratorni experimenty
s akutni expozici. Jen malo z nich mé charakter polnich studii s diirazem na chronickou expozici. Tyto testy s
akutni expozici byly zaloZeny na pfijmu cyanotoxini bud’ oralni cestou, intraperitondlni injektaci, nebo pffimym
davkovanim do dorsdlni aorty. Toxin takto prijaty organismem viak neodrézi skute&ny pfirozeny . piijem
v Zivotaim prostfedi. Jedna z méla terénnich studii prokézala vyznamnou miru bioakumulace MC-LR v ryb{
tkani a to i v obdobi, kdy nebyl vodni kvét vyvinut [5]. Jak bylo pozorovano na rybach pti studiu akumulace
cyanotoxini na pobfeZi Brazilie, ryby Zijici ve vod& s rozvojem sinic nejsou schopny predejit konzumaci téchto
sinic a jsou tak vystaveny expozici microcystiny. Proto i ryby neZivici se fytoplanktonem mohou byt
kontaminovény MC-LR [6].

Cilem této studie bylo na prikladu dvou ekologicky relevantnich zéastupeii hospodaisky vyznamnych
druhil ryb chovanych v Ceské republice prokazat schopnost ryb akumulovat v sobé hepatotoxin microcystin-
LR(MC-LR). Zhodnotit, jak byl tento cyanotoxin distribuovan mezi svalovou a jaterni tkani. K tomuto Ggelu
byli vybrani dva zastupci celosvétové nejb&n&ji chovanych ryb - fytoplanktovorni tolstolobik bily
(Hypophthalmichthys molitrix) a bentovorni kapr obecny (Cyprinus carpio). Tyto ryby byly vybrany také
s ohledem na jejich rozdilny zplisob Zivota a pfijmu potravy. S tim jsou i spojeny rozdilné expoziéni cesty
cizorodymi latkami. Kapr obecny se Zivi hledanim potravy v bahn&, zatimco tolstolobik bily se Zivi i
fytoplanktonem, ktery miize obsahovat sinice, produkujici cyklické heptapeptidy - microcystiny. Pfi kolapsu
té&chto sinic pak miZze dojit k zvy¥eni obsahu téchto toxini ve vodé. Koncentrace microcystinu-LR byly
analyzovéany vysoce citlivou imunochemickou metodou ELISA nové ptipravenou v laboratofich RECETOX.

Material a metody

Oba druhy ryb byly chovény v rybochovnych sadkach v Pohotelicich po dobu dvou mésicii. Ryby byly chovany
oddélené v klecich bez dokrmovani. Klec byla umistnéna asi 20 cm nad dno nadrze. Jak kapfi, tak tolstolobici
byli umisténi v nadrzich bez vyskytu sinic(kontrola) i s masivnim rozvojem vodniho kvétu sinic(expozice), ktery
byl v dobé zaCatku chovu ryb nejvice vyvinut. Na zadtku experimentu, po mésici (t30=30 dni) a po dvou
mésicich (t60=60 dni) chovu byly viechny ryby usmrceny, a nasledné& separovéana svalovina, hepatopankreas,
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mozek i vnitfnosti. V3echny separované orginy a tkan& byly uchovany v mrazicim boxu na -80°C. Pired
konednym testem ELISA bylo nutné tyto tkén& extrahovat a extrakty nasledng pfevést do vodné faze. Poté
mohly byt takto pFipravené vzorky pouZity na detekci microcystinu-LR testem ELISA.

Vysledky a Diskuze

V rybich tkani byl pfed zatatkem experimentu nalezen velmi maly nebo Zadny obsah MC-LR. V priibé¢hu
experimentu nebyl v kontrolni nédri zaznamendn rozvoj vodniho kvétu. Tomu odpovidaly i zanedbatelné
hladiny MC-LR v tkani obou druhii ryb chovanych v kontrolni nadrZi. Oba druhy ryb byly umistnény do sadky s
velkym rozvojem vodniho kvétu a v této sddce chovany po dobu dvou mésict. V exponované nadrZi bylo
pozorovano nejvétdi mnoZstvi sinic na zatatku experimentu (t0), s casem (130, t60) mnoZstvi sinic klesalo. S
klesajicim pogtem sinic klesala i koncentrace MC-LR v biomase sinic a% na 31% v ¢ase t60 v porovnani se
stavem v Case t0. V Zase t0 bylo v exponované nadrzi nejvétsi mnoZstvi vodniho kvétuBiomasa obsahovala
2.600.000 bunék v mililitru vody. Tomu odpovidala nam&fen4 koncentrace MC-LR v biomase sinic v ¢ase t0 o
hodnotg 451,9 pg/g DW (tab.1).

Tab.1: Vyvoj vodniho kvétu v zavislosti na ¢ase (mnoZstvi MC-LR v suiné)

“Tas_ | MC-LR (jig/g susiny); procento |

10 100%
58,1%
31,4%

Porovname-li tkan& ryb umistnénych v kontrolnich nadrzich (t0) a tkané exponovanych ryb v ¢ase t30 a t60, lze
konstatovat, Ze tkané ryb umistnéné v nadrZich s rozvinutym kvétem sinic obsahuji prokazateln& vét3f mnoZstvi
microcystinu-LR (méfeno technikou ELISA). Vysledky byly statisticky srovnany (ANOVA a Dunnet’s test).
Analyzy ukazaly vyznamny rozdil hodnot koncentraci ve tkanich u kontrolnich a exponovanych ryb (t30,t60).
Lze se proto opravnéné domnivat, Ze ve tkéni ryb z nadrZi, které obsahovaly vodni kvét s nejhojngjdim rodem
Microcystis, dochazelo k akumulaci MC-LR. Tento zjiitény fakt je v souladu s vysledky jinych studii, které byly
provadény na rybach v souvislosti s akumulaci cyanotoxin. Magalhaes at al. pozoruje ve své studii ndrdst
koncentrace MC-LR ve tkani ryb v zAvislosti na ro&nim obdobi, kdy se ve vodach prokazatelng vyskytovaly
sinice[6].
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Obr.1: Porovnéni hodnot (ng MC-LR/g tkdng) exponovanych tkéani tolstolobika. Hvézdicky naznaduji statisticky
vyznamny rozdil jater oproti svaliim, trojihelnicek udava statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole.

Podle porovnanych hodnot koncentraci MC-LR v exponovanych tkéanich svalii a hepatopankreatu tolstolobika
(obr.1) i kapra (obr.2) v Ease t30 a t60 lze fici, Ze existuji vyznamné rozdily mezi svaly a jatry exponovanych
tkani (analyza-Studentlv t-test). V téchto grafech jsou zndzornény medidny s oblasti s 25-75% vyskytem
hodnot. Znazorn&ny jsou téZ minimalni i maximalni hodnoty. Koncentrace MC-LR u svali exponovanych
tolstolobikdl v ase t30 a t60 se pohybovala mezi 1,8 — 29,3 ng/g tkdné s primérem 10,6 ng/g tkang, respektive
mezi 1,4 — 11,6 ng/g tkan& s primérem 5,2 ng/g tkan&. Koncentrace v jatrech tolstolobika v &ase t30 a t60 byla
mezi 34,7 — 193,4 ng/g tkén& s pramérem 93,2 ng/g tkang, respektive mezi 60,0 — 226,3 ng/g tkané s primérem
123,9 ng/g tkan&. Porovnanim koncentraci MC-LR v exponovanych svalech a jatrech kapra dochézime k
podobnym zavérdm jako v pfipadé tkéni tolstolobika. Koncentrace MC-LR v exponovanych svalech kapra
v &ase 130 a t60 byly mezi 3,3 — 18,8 ng/g tkén& s primérem 9,8 ng/g tkang, respektive mezi 3,3 — 15,6 ng/g
tkané s primérem 7,3 ng/g tkang. Koncentrace MC-LR v exponovanych jatrech v Gase t30 a t60 byly mezi 62,2
-217,5 ng/g tkand s primérem 132,3 ng/g tkéné, respektive mezi 28,8 — 127,5 ng/g tkén& s primérem 68,7 ng/g
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tkané. Dochazime k z4véru, e v daleko vétsi mife se MC-LR vaZe v hepatopankreatu. Tento fakt je dan tim, %e
MC-LR se dostava do bungk hepatopankreatu, popFipadé jater (u savci) pres selektivni pienasede Zludovych
kyselin [7, 8].

KAPR - SVAL - expozice tD-t60 KAPR - JATRA - exporice 10160
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Obr.2: Porovnani hodnot (ng MC-LR/g tkang&) exponovanych tkani kapra. Hvézditky naznacuji statisticky
vyznamny rozdil jater oproti svaltm, trojihelnicek udava statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole.

Interpretace rozdilii mezi jednotlivymi druhy ryb je velmi ndroéna s ohledem na ekologickou rozdilnost
studovanych druhii. Nariist koncentrace v jatrech kapra je mnohem vé&tsi nez u tolstolobika. Tento fakt je ziejmé
dan tim, Ze tolstolobik mé& pomalejsi metabolismus a proto jsou v jeho jatrech hodnoty koncentrace MC-LR mensi.
Tolstolobik se sinicemi Zivi, na rozdil od kapra, a proto dochdzi v jeho jatrech k akumulaci MC-LR i v dobé
(mezi 130-t60), kdy klesal obsah microcystinu v prostiedi. Kapr se sinicemi ne#ivi a tudiz lze predpokladat, Ze
koncentrace MC-LR v jeho tkani bude postupné klesat s poklesem vyskytu sinice v prostiedi [5, 8]. Tento trend je
vysvétlovan jako biotransformace MC-LR vazaného v tkani na konjugéty, které jsou odstrafiovany z téla.
Snizovani koncentrace MC-LR v tkéni s ubytkem sinic v prostredi potvrzuje i na§ experiment.

Zavér

Z vysledkii stanoveni koncentraci microcystinu-LR vyplyvd, Ze pii rozvoji sinic a produkei jejich toxin
(microcystinu-LLR) miiZe dochazet k akumulaci tohoto toxinu v tkanich ryb. Situace je o to zavazngjsi, Ze podle
vysledkd naScho experimentu nedochazi k bioakuraulaci jen u vodnich Zivodichil, ktefi se sinicemi Zivi,aleiu
organismt, které pouze Ziji ve vodnim prostiedi s obsahem microcystinu. Ziskana data nam mohou pomoci
k nastinéni osudu MC-LR ve vodnim prostedi a nastinit rizika pro vodni organismy, zv]asté ryby.

Podékovani §
V zavéru tohoto pfispévku bych chtél podékovat Grantové agentuie AV CR (GAAV KJB6005411) za
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