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Summary: In terms of this project the content of microcystin in different tissues of fishes
was tracked. Microcystins belong to the most commonly assessed cyanotoxins (cyclic
heptapeptids), produced by cyanobacterial water blooms. Microcystin- LR and —RR occur
most frequently in our country.

The aim of this study was to assess quantity of microcystins in muscle and hepatopancreas
of different fish species (Cyprinus carpio, Oreochromis niloticus, Sander lucioperca and
Esox lucius) that belong to commercially best selling fish in our country. Experimental fish
species were selected in the way to include phytophagous so benthophagous and
predaceous species.The fishes before the start of experiment were not exposed to
cyanotoxins. At the beginning of experiment Oreochromis niloticus and Cyprinus carpio
were transferred to the environment with cyanobacterial water blooms, where were kept
for a period of 4 weeks, next 4 weeks were displaced to the environment without
cyanobacterial water blooms. During the vegetative season samples of muscle and
hepatopankreas as well as water and cyanobacterial biomass samples were taken.
Futhermore Sander lucioperca and Esox lucius were used for the experiment. Predaceous
fishes were expose to long-term exposure in the Novovesky pond. Their tissues samples
were taken once per the season during the autumn harvest but water and biomass samples
were taken regularly along the season. Obtained samples were analysed to determine the
presence of cyanotoxins.

Ours study confirmed, that the fish are capable cumulate microcystins (cyclic
heptapeptides of cyanobacteria) but also they are capable to wash them out from bodies.
Analysis of experimental fish species confirmed the presence of microcystin in
liver/hepatopancreas (as far as hundreds of nanograms per gram of tissue) but also in
muscle. Levels of microcystins in muscle were found only in low quantity (nanograms per
gram of tissue) and only in couple of samples. It seems as though that accumulation of
microcystins in eatable parts of fishes represent only small health risk to man.

Uvod

V disledku zvySovani eutrofizace vod pfibyva masovych rozvoji vodnich kvéti
sinic v celosvétovém métitku. Sinice jako nejstar§i organismy s fotosyntézou rostlinného
typu uvoliuji do svého okoli biologicky aktivni latky — cyanotoxiny (pfedevsim
microcystin), které mohou ovlivnit rist a vyvoj ostatnich vodnich organismd, tak i jejich
fyzikalné - chemické vlastnosti a samoziejmé i fyzikaln¢ — chemické vlastnosti vody
(Marsalek et al., 1996). Rada praci z humanni a veterinarni mediciny popisuje zdravotni
poskozeni nebo otravy, které jsou davany do souvislosti se sinicemi a jejich toxickymi
produkty (Carmichael, 1992). Sinice vodniho kvétu jsou dominantni slozkou
fytoplanktonu, tim tvoifi i souéast potravy mnoha druhti organismu. Jejich chemické
sloZzeni je znacné zavislé na podminkéch prostfedi a vyrazné se 1isi i mezi jednotlivymi
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druhy, proto také i riizné ovliviluji okolni organismy. Hlavni cestou vstupu biologicky
aktivnich latek sinic do organismu je gastrointestinalni trakt (Tencalla et al., 1994). Touto
cestou pokracuji az do svaloviny, kterou mohou z hlediska chemického slozeni ovlivnit a
zaroven se v organismu kumulovat. Zalezi ovSem na mife stravitelnosti sinicové populace.

Kumulace microcystinu v organismech vodniho prostfedi byla popsana hned
nékolika autory (Amorim and Vasconcelos, 1999; Magalhaes et al., 2003; Thostrup and
Christoffersen, 1999; Williams et al., 1997). Existuje vice laboratornich nez terénnich
studii umoznujicich odhad realného zdravotniho rizika pro lidi pfi konzumaci vodnich
zivocichu, ktefi ptijimali a kumulovali microcystiny (Magalhaes et al., 2001).

Toxiny sinic nejsou lidmi pfijimany Vv takovém mnozstvi, které odpovida letalni
davce. V lidské populaci se lze Castéji setkat s Gc¢inky dlouhotrvajici expozice. Na ochranu
zdravi a snizeni zdravotniho rizika doporucuje Svétova zdravotnicka organizace (WHO)
jako maximalni bezpe¢nou koncentraci MC-LR v pitné vodé 1 pg.1™ (WHO, 1998). Tento
limit byl odvozen z experimentdlné prokdzaného maximalniho tolerovaného denniho
ptijmu (TDI) MC-LR a to 0,04 pg na kilogram télesné hmotnosti a den (Chorus and
Bartram, 1999).

Piijmeme-li tento fakt, je velmi dtlezité monitorovat obsah téchto latek v rybach a
jinych vodnich zivociSich pravé v dobé rozvoje toxickych druhti sinic. Toto tvrzeni
podporuje i silici trend masového rozvoje kvétu toxickych sinic (Mar$alek et al., 1996).

Material a metodika

Cilem projektu bylo zjistit mnozstvi microcystini ve svaloviné a v hepatopankreatu
u ruznych druhi ryb (kapr obecny, tilapie nilska, candat obecny a Stika obecna), které patii
u nas mezi komercné nejprodavanéjsi. Pokusné druhy ryb jsme volili tak, aby se jednalo o
zastupce jak planktonofagnich, tak benktovornich i dravych druhi.

Ryby pied vstupem do experimentu nebyly vystaveny toxickym sinicim. Tilapie
nilska a kapr obecny byly na zafatku experimentu piemistény do prostfedi s vodnim
kvétem sinic (na sadky Rybnikafstvi Pohoftelice, a.s.), kde byly chovany po dobu 4 tydnd.
Zaroven ve vedlej$i sadce byla umisténa druha ¢ast ryb téhoz druhu, slouzici jako kontrola.
V prub¢hu vegetacni sezony a v zavislosti na rozvoji ptirodnich populaci vodnich kvéta
sinic byly odebirany vzorky jejich svaloviny a hepatopankreatu. Prvni vstupni odbér
vzorkt byl proveden u téchto dvou druht ryb diive, nez byly pfemistény do prostiedi
s vodnim kvétem sinic. Po 4 tydnech byly ryby ze sadek ptfemistény do kruhovych
nadrzich na MZLU v Brn¢ bez vyskytu vodniho kvétu sinic. Zde byly chovany rovnéz po
dobu 4 tydnt za ucelem vyplaveni toxind z téla ryb. Kapr obecny byl pouzit jako pokusna
ryba, kterd bézn¢ sinice v potraveé nepfijima a rovnéz nema schopnost sinice ucinné travit.
Tilapie nilskd byla druhou pokusnou rybou, v jejimZ potravnim spektru tvoii sinice
vyznamny podil a z ur¢ité ¢asti je schopna sinice travit.

Dale byly pouzity k pokusu candat obecny a Stika obecna, jako zastupci ryb
dravych, zivicich se naptiklad jiz uvedenymi druhy ryb. Tyto druhy ryb byly dlouhodobé
exponované v Novoveském rybniku, ovSem jejich vzorky byly odebrany pouze 1x za
sezénu pii podzimnich vylovech rybnika.
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Odebrané vzorky byly analyzovany na pfitomnost toxint sinic. Koncentrace MCs
(celkovy microcystin) v rybich tkanich byly méfené kazdé dva tydny vykonnou
kapalinovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (HPLC/MS) (Chorus and
Bartram, 1999).

Zmrazené vzorky (0,5 g Cerstva vaha) byly homogenizované s methylalkoholem (3
ml), poté byly podrobeny vibracim v ultrazvukové koupeli po dobu 30 min. Déle byly
odstfedény pii 4.000 otackach po dobu 10 minut. Vznikly extrakt byl odebrén do jiné
zkumavky a do zbylého vzorku byl pfidan opét methylalkohol. Veskeré procedury byly
opakované celkem 3x. Ziskany extrakt (dohromady 9 ml) byl pte¢istén pomoci hexanu,
ktery slouzi k odstranéni balastnich lipidickych sloucenin. Nakonec byl extrakt dan do
susarny a vysusen pii teploté 55°C. Vysuseny extrakt byl rozpustén v 300 pl 50% MeOH a
analyzovan nejcastéji citovanou metodou HPLC/MS. Pro nase analyzy byl vyuzit Triple-
Quad LC/MS Agilent. Odlouc¢eni MCs bylo dosazeno na Supelco ABZ+ sloupci skokovou
eluci mobilni fazi voda-methanol, okyselenou octanem amonnym. Identifikace byla
provedena v MRM modu pomoci charakteristickych transitnich iont pro microcystin.

V prubéhu experimentu byla také sledovana voda a biomasa sinic vodniho kvétu a
jejich toxicita. Biomasa sinic a fas byla jesté analyzovana kazdy tyden pomoci koncentrace
chlorofylu-a (ISO 10260, 1992) a po¢tu bunék spocitanych pomoci Birkerovy komiurky.

Zéakladni statistické hodnoty sledovanych parametrd u ryb byly zpracované v
programu Excel 2003. Statické vyznamnosti rozdili mezi experimentalnimi skupinami
byly ohodnocené analyzou rozptylu (ANOVA) sledované Tukey post-testem. Hodnoty s
prikaznosti (p < 0.05) nebyly povazované za statisticky vyznamné.

Vysledky a diskuze
V experimentalnich sadkach (s dominanci kokalnich sinic Microcystis aeruginosa a
M. ichthyoblabe), se koncentrace bun&éného chlorofylu pohybovala od 65 do 206 pg.I™*

(169 — 971 . 10° bungk v 1 ml). V kontrolnich sadkach (s dominanci chlorokokalnich tas)

se koncentrace bunééného chlorofylu pohybovala od 5 do 203 pg.I™ (1.5 -107 . 10° bungk v
1 ml). V Novoveském rybniku (s dominanci vlaknitych druhd sinic Pseudanabaena
limnetica a Planktothrix agardhii) se koncentrace bunééného chlorofylu pohybovala od

179 do 2309 pg.I™ (3,0 - 21,7 . 10° bungk v 1 ml).

Koncentrace microcystint v tkanich ryb, které byly vystaveny vodnimu kvétu sinic
v sadkach, se zvysila s dobou expozice. Nejvyssi koncentrace (ur¢ené pomoci HPLC/MS)
byly stanoveny v hepatopankreatu tilapie (aZ 350 ng.g™ tkan&). U kapra maximalni hodnota
koncentrace microcystinii v hepatopankreatu dosahovala 316 ng.g™ tkang a to pouze ve 2
tydnu expozice. V ostatnich tydnech byly hodnoty pod limitem detekce. Koncentrace ve
svaloving byla u obou druht pod limitem detekce (méné& nez 2 ng.g™ tkang), pouze ve tiech
vzorcich u tilapie ve 2 tydnu expozice byla nalezend ve svaloviné vysSi koncentrace
microcystint (15 ng.g™ tkan&). Tyto koncentrace byly mnohem niZ§i neZ koncentrace
nalezené v Tilapii rendalli po experimentalnim krmeni toxickym Microcystis aeruginosa
(Soares et al., 2004). Koncentrace nalezené v kontrolnich rybach ve 2, 4, 6 a 8 tydnu byly

vzdy nizsi (p < 0.05) nez koncentrace v exponovanych rybach v piislusnych tydnech.
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Prezentace vysledkd koncentrace microcystinii v hepatopankreatu u tilapii nilskych se
statistickou analyzou je znazornéno v grafu ¢. 1. V grafu ¢. 2. je znazornéna koncentrace
microcystini v hepatopankreatu kapra. Celkové mnozstvi microcystinli ve vodé v sadkach
i v rybniku je uvedeno v tab. 1.

Tab. & 1. Koncentrace microcystind ve vodé (ug.l™) a v biomase (ug.g™?) v sadkach
Rybnikatstvi Pohotelice, a.s. a v Novoveském rybniku.

sadky Pohofrelice, a.s. Novovesky rybnik

Tyden koncentrace MCs Datum koncentrace MCs
WO | Biomasa 1211,1| 10.7.2007 | Biomasa 180,9
Voda 17,4 Voda 5,3
W2 | Biomasa 1200,4| 24.7.2007 | Biomasa 104,7
Voda 25,4 Voda 4.8
W4 | Biomasa 1187,3| 7.8.2007 | Biomasa 38,8
Voda 20,5 Voda 2,3
21.8.2007 | Biomasa 26,8
Voda 1,7
6.9.2007 | Biomasa 20,2
Voda 2,3
18.9.2007 | Biomasa 88,8
Voda 2,4
2.10.2007 | Biomasa 41,3
Voda 9,5
16.10.2007 | Biomasa 38,3
Voda 4,3
14.11.2007 | Biomasa -
Voda 0,3

Velmi vyznamné je také snizeni MCs po piemisténi ryb do dechlorované pitné vody.
Podobné vysledky byly popsané u kapra obecného a tolstolobika bilého (Adamovsky et al.,
2007). Snizeni MCs v jatrech bylo nalezeno i u nedospélych karasu stiibtitych po 48-96 h,
kdy byl podan rybdm MC-LR intraperitonealni injekci (Malbrouck et al., 2003).

Koncentrace microcystini ve tkanich u karnivornich ryb (candat obecny, Stika
obecna) byla ve viech odebranych vzorcich pod limitem detekce (2 ng.g™ tkang). Oviem
Xie L., et al. (2005) dokonce zaznamenal vy$$i hodnoty microcystini ve tkanich
karnivornich a omnivornich ryb nez u bylozravych ryb. Koncentrace toxind ale zavisi na
mnozstvi piijaté potravy, které byva podstatné nizsi u karnivornich nez u bylozravych ryb
(Gkelis et al.,, 2006). Vliv na kumulaci toxini mohou mit také rozdily mezi
gastrointestinalnim traktem karnivornich ryb ve srovnani s planktonofagnimi a
bylozravymi rybami (Fischer et al., 2000), jako je napi. délka stieva, absorpéni kapacita
stieva nebo rozdilné pH v travicim traktu téchto ryb (Carbis et al., 1997).
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Graf &. 1. Koncentrace microcystini (ng.g™ tkang) v hepatopankreatu tilapif se statistickou
analyzou. Popisy (a,b) signalizuji vysledky ANOVA+Tukey testu - skupiny oznacené
stejnym popisem nejsou statisticky vyznamné, W0 - W8 vyjadiuji pocet tydnt (4 tydny
expozice, 4 tydny vyplavovani).
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Graf &. 2. Koncentrace microcystinii (ng.g™*) v hepatopankreatu u kapra obecného, WO -
W38 vyjadiuji pocet tydni (4 tydny expozice, 4 tydny vyplavovani).
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Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze ryby z Novoveského rybnika, které byly dlouhodobé v
nizkych koncentracich MCs, se mohly lépe adaptovat a rychleji MCs odbouravat, v jejich
tkanich proto byly hladiny MCs pod limitem detekce. Ryby v pohotelickych sadkéach byly
kratkodobé ve vysokych koncentracich MCs, jejich organismus se jesté nestacil adaptovat
a proto u nich byly ve tkanich nalezeny nadlimitni hodnoty MCs.
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