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WPLYW WARUNKOW SRODOWISKA WODNEGO

NA EFEKTYWNOSC ZAKWITOW SINICOWYCH

I WYDAJNOSC BIOSYNTEZY MIKROCYSTYN

Z GRUPY HEPATOTOKSYN

CZESC 1. WPLYW CZYNNIKOW FIZYKOCHEMICZNYCH

Andrzej K.M. Kabzinski!, Helena Grabowska?, Jerzy Cyran?,
Alicja Zawadzka®, Barbara Macioszek!, Dominik Szczukocki',
Renata Juszczak'

! Uniwersytet Lodzki, 2 Zaktad Wodociagéw i Kanalizacji w Lodzi Sp. z o.0.,
3 Politechnika t.0dzka

Streszczenie. Zakwity sinic sg zrédlem rozmaitych silnie toksycznych zwiazkéw (hepa-
totoksyn, neurotoksyn, endotoksyn i in.) o udowodnionej mutagennosci i kancerogenno-
$ci, dlatego niezbgdna jest znajomos¢ czynnikdw decydujacych o wielkosci zakwitéw
i efektywnosci biosyntezy toksyn sinicowych oraz wiedza o mechanizmach uwalniania
tych toksyn. Kontynuujac wczesniejsze badania na obszarze Zalewu Sulejowskiego,
w sezonie 2002 podje¢to dalsze prace dotyczace wptywu réznych czynnikdéw srodowiska
na efektywnos¢ zakwitu sinic oraz produkcji hepatotoksyn sinicowych — mikrocystyn.
Pierwsza czg$¢ artykulu koncentruje si¢ na czynnikach fizykochemicznych, takich jak
temperatura, pH i twardo$¢ wody, a takze zawartos¢ w wodzie tlenu rozpuszczonego
oraz wegla organicznego rozpuszczonego i catkowitego. Potwierdzono, ze temperatura
wody w okresie letnim jest jednym z wazniejszych czynnikow wptywajacych na wiel-
ko$¢ zakwitu sinicowego i na produkcj¢ mikrocystyn. Zawartos¢ tlenu w wodzie okaza-
la si¢ ujemnie skorelowana z wielkoscia zakwitu oraz z iloscig wytwarzanych toksyn.
Zawarto$¢ catkowita wegla organicznego i zawartos¢ rozpuszczalnego wegla organicz-
nego byly dodatnio skorelowane z wielkos$cia zakwitu oraz zawartos$cig mikrocystyny-
-LR w komorkach kolonii sinic.

Slowa kluczowe: sinice, zakwity sinicowe, hepatotoksyny, mikrocystyna
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WSTEP

Sinice (cyjanobakterie, niebieskozielone algi) naleza do krolestwa Prokaryota.
Sa grupa gram-ujemnych organizméw fotosyntetyzujacych zajmujacych réznorodne
ekosystemy, najczegsciej wodne. W Srodowisku wodnym, gdzie wchodza w sktad fito-
planktonu, zazwyczaj tworza maty dzigki §luzowi zlepiajacemu poszczegolne komorki,
podczas gdy w glebie sg formami wolno zyjacymi. Charakteryzuje je brak jadra
komorkowego, ktorego role petni cytoplazma wewnetrzna (centroplazma) zawierajaca
kwasy nukleinowe. W zewnetrznej czesci (chromoplazmie) sa rozpuszczone rdznego
typu barwniki (chlorofil, karotenoidy, fikocyjanina i fikoerytryna) nadajace organi-
zmom zabarwienie niebieskie, niebieskozielone, fioletowe, karminowoczerwone lub
brazowe.

Jako pierwsze organizmy, ktore ok. 2,8-3,5 mld lat temu wyewoluowaly z pierwotnej
materii organicznej, sinice odegralty ogromna role w rozwoju ekosystemu ziemskiego
i tworzeniu atmosfery tlenowej. W ekosystemach wodnych w dogodnych warunkach
tworza zakwity wywierajace niekorzystny wptyw na srodowisko wodne. Wprowadzaja
do wody duza ilo§¢ materii organicznej, zmniejszajg przejrzystos¢ wody oraz ilosé
rozpuszczonego w niej tlenu, zmieniaja jej zapach i barwe. W ostatnich dekadach wykryto
wiele rodzajow substancji biologicznie aktywnych (cykliczne oligopeptydy, oligosacha-
rydy, kwasy tluszczowe, alkaloidy itp.) produkowanych przez te mikroorganizmy [Carr
i Whitton 1982, Carmichael 1992a, Borowitzka 1995, Falch i in. 1995, Kabzinski i in.
2004b, Kabzinski 2006a, b, c].

W okresie braku zakwitow liczba komorek sinicowych w 1 ¢cm® wody wynosi od
kilkuset do kilku tysigcy, natomiast podczas intensywnego zakwitu moze sigga¢ nawet
kilkuset tysiecy na 1 cm?® wody. Sinice nadajg wtedy wodzie intensywne zabarwienie,
zalezne od tego, jaki gatunek dominuje. W okresach najwigkszego nasilenia zakwity
moga przybiera¢ posta¢ piany lub nawet kozucha gromadzacego si¢ na powierzchni
wody. Kozuchy, tworzone przez komorki obumarte i zywe, bywaja spychane przez wiatr
i prad wody do zatok i ostonigtych miejsc, gdzie nie sg rozbijane przez fale i wiatr na
mniejsze fragmenty, a wigc moga tam pozostawac przez dtuzszy czas. Gdy w wodzie
wystepuja duze ilosci kwitnacych glonéw i sinic, nabiera ona nieprzyjemnego zapachu,
ktdérego rodzaj i nasilenie zaleza od gatunku tych organizméw oraz od ich ilosci w wodzie
podczas zakwitu. Za powstawanie charakterystycznej woni czesto odpowiedzialna jest
geosmina oraz 2-metyloizoborneol. Charakterystyczny zapach nadaja tez rozktadajace
si¢ karotenoidy. Zakwity moga rowniez powodowac wzrost metnosci wody wskutek
wprowadzania do niej duzej ilo$ci substancji koloidalnych pochodzacych z rozktadaja-
cych si¢ komarek sinic, glondw i bakterii [Kabzinski 2002, Kabzinski i Grabowska 2003,
2008, Kabzinski i in. 2004a, b, 2006, 2007].

Zakwity wystepuja prawie w catej Europie, a takze w innych miejscach kuli ziemskiej,
w tym na terenie USA, Kanady, Australii i Chin, pojawiajac si¢ w okresie lata i jesieni
(tab. 1) [Carmichael 1992b, 1994, Codd 1995].

W sktad fitoplanktonu tworzacego toksyczne zakwity wodne wchodza gltdwnie sinice
(Cyanobacteria),przede wszystkim Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria,
Cylindrospermopsis, Fischerella, Gleotrichia, Lyngbya, Nodularia, Gomphospheria,
Hapalosiphon, Oscillatoria, Nostoc, Pseudoanabaena, Schizotrix, Scytonema, Umezaki
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Tabela 1. Obszary wystgpowania zakwitéw sinicowych na §wiecie [Carmichael 1992b, 1994, Codd

1995]

Table 1. Areas of cyanobacterial blooms in the world [Carmichael 1992b, 1994, Codd 1995]

Anglia, Belgia, Czechy, Dania, Finlandia, Francja, Grecja, Holandia,
Irlandia, Niemcy, Norwegia, Polska, Portugalia, Rosja, Stowacja,

Europa Szwecja, Szwajcaria, Ukraina, Wegry, Wiochy

Europe England, Belgium, Czech Republic, Denmark, Finland, France, Greece,
Holland, Ireland, Germany, Norway, Poland, Portugal, Russia, Slovakia,
Sweden, Switzerland, Ukraine, Hungary, Italy

Ameryka Argentyna, Bermudy, Brazylia, Chile, Kanada, USA, Wenezuela

America Argentina, Bermuda Islands, Brazil, Chile, Canada, USA, Venezuela

grodkowy Wschod — Bangladesz, Indie, Izrael, Japonia, Korea, Malezja, Chiny, Arabia

i Azja Saudyjska, Tajlandia

Middle East Bangladesh, India, Israel, Japan, Korea, Malaysia, China,

and Asia Saudi Arabia, Thailand

Afryka Egipt, Etiopia, Maroko, Potudniowa Afryka, Zimbabwe

Africa Egypt, Ethiopia, Morocco, South Africa, Zimbabwe

Australoazja Australia, Nowa Kaledonia, Nowa Zelandia

Australasia Australia, New Caledonia, New Zealand

Morza i oceany
Oceans and seas

Ocean Atlantycki, Ocean Indyjski, Morze Battyckie, Morze Karaibskie
Atlantic Ocean, Indian Ocean, Baltic Sea, Caribbean Sea

i Synechocystis [Codd 1995, Kabzinski 1998]. Sg one zdolne do produkcji kilkudziesigciu
hepatotoksyn (cyklicznych oligopeptydéw) i neurotoksyn (alkaloidéow i innych zwiaz-
kow) (tab. 2) [Kabzifiski 2006a] o toksycznosci ostrej (LD, ), wyzszej o ok. 3 rzedow
wielkosci od tak silnie toksycznych substancji jak cyjanek sodu czy cyjanek potasu
(tab. 3) [Kabzinski 1998, 2000a, b].

Najwazniejsza toksyna sinicowa, odkrytag w latach 60. XX w., jest mikrocystyna
charakteryzujaca si¢ znaczna zmiennoscia budowy chemicznej (rys. 1, tab. 4) [Kabzinski
i in. 2004b, Kabzinski 2006a]. Obecnie znanych jest ponad 80 izoform tej toksyny.
Wykazuje ona dziatanie hepatotoksyczne, a bedac inhibitorem fosfataz proteinowych
1 1 2A, jest promotorem nowotworow watrobowych. Pierwsze doniesienia na temat
zatru¢ ludzi i zwierzat spozywajacych wodg skazong zakwitami sinicowymi pojawity
si¢ ponad 100 lat temu i pochodzity gldwnie z terendw Australii oraz Anglii [Kabzinski
1998, 20004, b]. Do dzisiaj opisano ponad sto przypadkow ostrych i podostrych zatrué
toksynami sinicowymi zaréwno ludzi, jak 1 zwierzat [Kabzinski i Kabzinski 2005,
2006].

W przedstawionej pracy analizowano efektywno$¢é zakwitu sinic, fitoplanktonu
i planktonu (mierzong przyrostem ich biomasy) oraz efektywnos¢ biosyntezy mikrocy-
styn i wydajnos¢ ich uwalniania do wody w zaleznosci od warunkow fizykochemicznych
i hydrobiologicznych w Zalewie Sulejowskim w sezonie 2002.
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Tabela 3. Porownanie toksycznosci ostrej réznych zwigzkow toksycznych i toksyn [Kabzinski
1998, 2000a, b]
Table 3. Comparison of acute toxicity of various toxic substances and toxins [Kabzinski 1998,

2000a, b]
Cyjanek sodu — Sodium cyanate 15000
Cyjanek potasu — Potassium cyanate 10000
Strychnina — Strychnine 500
Mikrocystyna-RR — Microcystin-RR 600
Mikrocystyna-LD — Microcystin-LD 68
Mikrocystyna-YR — Microcystin-YR 68
Mikrocystyna-LR — Microcystin-LR 50
Nodularina — Nodularin 30-50
Anatoksyna-a — Anatoxin-a 200
Anatoksyna-a(s) — Anatoxin-a(s)) 20
Afanatoksypa I (Neosakgyto}(syna) 10
Aphanatoxine I (Neosaxitoxin)
Afanatoksypa 11 (Sakgytqksyna) 10
Aphanatoxine II (Saxitoxin)
Dyfteryt (toksyna) — Diptherite (toxin) 0,3
Tezec (toksyna) — Tetanus (toxin) 0,0001
Botulina (toksyna-a) — Botuline (toxin-a) 0,00003

LD,, — dawka smiertelna dla 50% narazonej populacji — lethal dose for 50% of exposed population

Rys. 1. Budowa chemiczna mikrocystyny; X, Y — pozycje zmiennych aminokwaséw, R, R,
— pozycje, w ktérych nastgpuje metylacja aminokwasow w cykloheptaoligopeptydzie
[Kabzinski i in. 2004b]

Fig. 1. Chemical structure of microcystin; X, Y — positions of changing amino acids, R,, R, —
positions of methylation in cycloheptaoligopeptide [Kabzinski et al. 2004b]
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Tabela 4. Charakterystyka podstawowych wariantow mikrocystyny (MCYST) [Kabzinski 2006a]
Table 4. Characterisation of main izoforms of microcystin (MCYST) [Kabzinski 2006a]

Lp. MCYST MW,Da X R Y R Dw Organizm
No. ! 2 pgkg! Species
1 LA 909 Leu CH, Ala CH, 50 Mae, Mvi
2 AR 952 Ala  CH, Arg CH, 250 Msp
3 YA 959 Tyr CH, Ala CH, 100 Mae
4  [D-Asp’,Dha’]LR 966 Leu H Arg H 300 Mae, Ana
5 [D-Asp’]LR 980 Leu H Arg CH 75 Afa, Mae, Oag
6 [Dha’]lLR 980 Leu CH, Arg H 250  Mae, Ana, Oag
7 LR 994 Leu CH, Arg CH 50 Mae, Afa, Mvi
8 LF 985 Leu CH, Phe CH 150 Mae
9 LY 1001 Leu CH, Tyr CH 90 Mae
10 [D-Asp’,Dha’]RR 1009 Arg H Arg H 400  Oag, Ana, Mae
11 [Dha’]RR 1023 Arg CH, Arg H 150  Oag, Ana, Mae
12 [D-Asp*]RR 1023 Arg H Arg CH 250  Oag, Ana, Mae
13 RR 1037 Arg  CH, Arg CH 600 Mae, Mvi
14 LW 1024 Leu CH, Trp CH 250 Mae
15 FR 1028 Phe CH, Arg CH 250 Msp
16 YM 1035 Tyr CH, Met CH 60 Mae
17 YR 1044 Tyr CH, Arg CH 70 Mae, Mvi
18 WR 1067 Trp CH, Arg CH 150 Msp

A — alanina — alanine, F — fenyloalanina — phenylalanine, L — leucyna — leucine, M — metionina — methio-
nine, R — arginina — arginine, W — tryptofan — tryptophan, Y — tyrozyna — tyrosine, Dha — dehydroalanina
(des-metyloalanina) — dehydroalanine, D-Asp — dehydroasparagina (des-metyloasparagina) — dehydro-
asparagine

Mae — Microcystis aeruginosa, Mvi — Microcystis viridis, Msp — Microcystis spumigena, Ana — Ana-
baena spumigena, Afa — Anabaena flos-aquae, Oag — Oscillatoria agardhii

MATERIAL I METODY

Zalew Sulejowski jest waznym zbiornikiem retencyjnym potozonym w srodkowej
Polsce na rzece Pilicy. Jego znaczenie wynika stad, ze przez dhugi czas stuzyt jako rezer-
wuar wody pitnej dla Lodzi, a do dzis$ stanowi zaplecze rekreacyjne dla mieszkancow
miasta i jego okolic. Budowe zbiornika rozpoczeto w 1969 r., a w grudniu 1973 r. oddano
go do eksploatacji. Do gtéwnych funkcji pelnionych przez zbiornik nalezy: (a) zasilanie
ujecia w Bronistawowie w ilosci 3,25 m*-s™!' (wodociag Sulejow—L06dz), (b) zasilanie
ujgcia na rzece Brzostowee w ilosci 1,7 m® - s™! (wodociag Tomaszéw—L.6dz), (c) groma-
dzenie wod powodziowych, (d) produkcja energii elektrycznej, oraz (¢) funkcja rekre-
acyjna. Zalew miat takze stuzy¢ jako zrodto wody dla pobliskich obszaréw rolniczych,
czego jednak ze wzgledow finansowych nie zrealizowano. Najkorzystniejsze warunki
eksploatacji wystepuja przy pigtrzeniu do rzednej w zakresie 164,44-166,35 m n.p.m.
Catkowita pojemnos¢ zbiornika wynosi wtedy ok. 70,0-84,0 mln m?, a powierzchnia —
ok. 24,5 km? (tab. 5) [Kabzinski 2006a, b, c].
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Tabela 5. Charakterystyka Zalewu Sulejowskiego [Kabzinski 2006b]
Table 5. Charakterisation of Sulejéow Reservoir [Kabzinski 2006b]

A.K.M. Kabzinski i in.

II\JIE))‘ Parametr — Parameter Wartos¢ — Value
1 Rzgdna pigtrzenia (max), m 167,0
Gauge height (max), m
2 Rzedna pigtrzenia (min), m 162,0
Gauge height (min), m
3 Srednia rzedna pietrzenia (max), m 166,35
Mean gauge height (max), m
4 Srednia rzedna pigtrzenia (min), m 164,44
Mean gauge height (min), m
5 Pojemnosé catkowita zbiornika, mln m? 88,1
Total storage capacity, mln m?
6 Pojemnos¢ uzyteczna zbiornika, mln m? 71,9
Live storage capacity, mln m?
7 Pojemnos¢ martwa zbiornika, mln m? 10,0
Dead storage capacity, mln m?
8 Pojemnos¢ powodziowa zbiornika, mln m? 10,0
Flooding storage capacity, mln m3
9 Powierzchnia zalewowa (max), ha 2380
Flooding area (max), ha
10 Powierzchnia zalewowa (min), ha 630
Flooding area (min), ha
11 Srednia szeroko$é zbiornika, km 1,5
Mean width of reservoir, km
12 Maksymalna szerokosé zbiornika, km 2,0
Maximum width of reservoir, km
13 Dhugos$¢ zbiornika, km 17,0
Length of reservoir, km
14 Srednia glebokos¢ zbiornika, m 3,3
Mean depth of reservoir, m
15 Maksymalna gigbokos¢ zbiornika, m 11,0

Maximum depth of reservoir, m

Badania dotyczace zawartosci toksyn sinicowych w wodach zbiornika prowadzono
od 1993 r. Gléwnym komponentem byla mikrocystyna-LR (MCYST-LR). Jej zawar-
tos¢ w wodzie zbiornika wynosita od 0,0 do 6,8 pg-dm= (srednio 0,7-2,4 pg-dm>),
a w materiale zakwitu —od 3 do 469 pg- g suchej masy ($rednio 74-141 pg-g' s.m.)
(tab. 6) [Kabzinski i in. 2000].

Prébki wody z Zalewu Sulejowskiego pobierano na gigbokosci 0,3-0,6 m (srednio
0,5 m) ponizej lustra wody w okresie od maja do listopada 2002 r. Wodg pobierano do
czystych ciemnych butelek o objetosci 2,0 dm?®, zabezpieczajac ja przez dodanie azydku
sodowego NaN, o stezeniu 0,05% (w/v), i przetrzymywano w temperaturze 4°C.

W badaniach stosowano nastgpujace standardy mikrocystyny: MCYST-LR, -RR,
-YR, -LA, -LF, -LW i -YA (Calbiochem, USA; Sigma, USA) oraz MCYST-AR, -LY,
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Tabela 6. Zawarto$¢ microcystyny-LR w materiale zakwitu sinicowego i wodzie pobranej z Zalewu
Sulejowskiego w okresie wiosenno-letnio-jesiennym (od maja do listopada) w latach
1993-2002 [Kabzinski i in. 2000, 2001]

Table 6. Concentration of microcystin-LR in cyanobacterial bloom samples and water sampled
from Sulejow Reservoir in spring-summer-autum periods (May to November) of
1993-2002 [Kabzinski et al. 2000, 2001]

Zawarto$¢ $rednia — Mean content

w materiale zakwitu w wodzie
Lp. Rok in bloom sample in water
No. Year pg-g! pg-dm
zakres $rednio zakres $rednio
range mean range mean
1 1993 16149 74 + 56 X X
2 1994 5+191 81+71 X X
3 1995 8+427 120+ 111 0,068 23+1.8
4 1996 6+227 99 + 67 0,0+5,3 1,9+1,2
5 1997 7+286 103 + 86 0,0+4,6 1,5+1,4
6 1998 4+168 76 + 53 0,02,7 0,8 +0,7
7 1999 5+469 136 + 124 0,0+5,1 24421
8 2000 6+395 124 £ 120 0,0+6,3 2,3+1,9
9 2001 3+196 84+ 79 0,0+2,5 0,7 £0,6
10 2002 10+456 141 £122 0,0+5,4 2,1 £1,5

x — brak danych doswiadczalnych — no data available

-FR, -YM i -WR (laboratorium Dr K. Sivonen, Helsinki, Finlandia; laboratorium K.I.
Harady, Nagoya, Japonia). W badaniach wykorzystywano mikrokolumienki do ekstrakcji
do fazy stalej (Solid-Phase Extraction; SPE) typu Backerbond C18, SAX, DEA, NH2
i CN o zawartosci wypetnienia 1000 mg (J.T. Baker, USA) oraz stosowano rozpusz-
czalniki o czystosci odpowiedniej dla wysokosprawnej chromatografii cieczowej (High-
-Performance Liquid Chromatography; HPLC) (J.T. Baker, USA; Merck, Niemcy).

Proby wody (1000 cm®) filtrowano w celu usunigcia zanieczyszczen mechanicznych
(filtr 0,47 um; Schleider & Schnell, Niemcy), po czym wstegpnie zatgzano metoda ekstrak-
cji do fazy stalej, stosujac kolumienki typu SPE-12G (J.T. Baker, USA). Kolumienki
eluowano kolejno woda dejonizowang (10,0 cm?), metanolem (10,0 cm?), etanolem
(10,0 cm?®) oraz izopropanolem (10,0 cm?). Frakcje ci¢zszych alkoholi zbierano i odpa-
rowywano w strumieniu argonu w temperaturze pokojowej. Frakcje ponownie rozpusz-
czano w wodzie dejonizowanej (Millipore, USA) i rozdzielano metoda SPE kolejno na
kolumienkach NH2 i CN oraz SAX i DEA. Po odparowaniu rozpuszczano suchg pozo-
stato$¢ w buforze do chromatografii HPLC.

Po wstgpnym zatgzeniu probek wody i oddzieleniu od matrycy organicznej wyko-
nywano oznaczenia metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdco-
nych fazach (RP-HPLC) (chromatograf cieczowy HP 1050 z detektorem typu UV/VIS;
Hewlett-Packard, USA), poréwnujac czasy retencji dla czterech rodzajéw kolumn typu
C18: Spherisorb 5S ODS2 (100 x4 mm ID), Spherisorb 5S ODS2 (250 x4 mm ID,
Hewlett-Packard, USA), Resolve C18 (300 x 3,9 mm ID; Waters, USA) oraz Econosil
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C18 (250%x4,6 mm ID; Alltech, USA), z pomiarem absorbancji przy dlugosci fali
240 nm. Stosowano petle nastrzykowa o objetosci 20,0 mm?. Probki rozdzielano metoda
izokratyczng oraz gradientowa przy szybkosci elucji 1,0 cm? - min™'. Do elucji stosowano
acetonitryl, metanol, bufor octanowy i bufor amonowy. Analiz¢ ilo$ciowa prowadzono
z uzyciem kolumny Spherisorb 5S ODS2 (250 x 4 mm ID).

Zawartos¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie oraz wartos¢ pH wody oznaczano wedtug
norm polskich i europejskich.

Zawartos¢ catkowitej biomasy sinic, pozostalego fitoplanktonu oraz planktonu
(fitoplankton + zooplankton + sinice) oznaczano za pomocg mikroskopu odwrdconego
MOD-2 (Karl Zeiss, Niemcy). Pobierane proby utrwalano ptynem Lugola wedtug mody-
fikacji Utermohla. Pomiary prowadzono, biorac objeto$¢ probek wody 5, 10, 20 cm?
przy liczebnosci komérek sinicowych ponizej 10 000 na 1 cm? lub objetos¢ 2 cm? przy
liczebnos$ci powyzej 10 000 na 1 cm®. Liczebno$¢ osobnikdw poszczegodlnych gatunkow
okreslano, klasyfikujac osobniki wedtug wielkosci komorki (dtugo$é, szerokosé, srednica
itd.). Nastgpnie obliczano objetos¢ biomasy, porownujac komoérki do podstawowych bryt
geometrycznych (kula, walec, elipsoida obrotowa, stozek i in.). Catkowitg biomasg fito-
planktonu wyliczano ze wzoru:

B=V-Nx10¢

gdzie:
B — biomasa fitoplanktonu (mg - dm?),
V' — objetosé mikroorganizmdow (um?),
N - liczebno$¢ mikroorganizmow (szt. - cm™).

Umownie przyjmowano, zgodnie z normami, ze gestos¢ biomasy mikroorganizméw
wynosi 1,0 g- cm. Procentowy udziat masy poszczegolnych grup (gatunk6w) mikroorgani-
zmow w biomasie catkowitej byt podstawa do okreslenia dominacji gatunkowej w probie.

Analize¢ statystyczna wynikdw przeprowadzono, stosujac program Excel zawarty
w pakiecie Office 2000 (MicroSoft, Polska).

WYNIKI I DYSKUSJA

Zmiany zawartosci biomasy planktonu, fitoplanktonu i sinic w wodzie Zalewu
Sulejowskiego w sezonie 2002 przedstawiono na rysunku 2, a zmiany warto$ci parame-
trow fizykochemicznych oraz zawartosci wegla organicznego zaprezentowano na rysunku
3 oraz w tabeli 7. Wartosci wspotczynnikéw korelacji (r) i rownania regresji migdzy
zawartoscig biomasy sinic i wielkoscig biosyntezy mikrocystyny-LR (MCYST-LR)
a warto$ciami parametrow fizykochemicznych wody podano w tabeli 8.

Wplyw temperatury wody na wielko$¢ zakwitu sinic i wydajnos$¢ biosyntezy MCYST

Relacje migdzy warunkami fizykochemicznymi panujacymi w zbiornikach wodnych
a przyrostem biomasy zyjacych w nich organizméw, w tym sinic, i biosynteza mikrocy-
styn (MCYST) niezbyt czgsto opisywano w literaturze. Badano tylko ogélne zaleznos$ci
miedzy temperaturg wody oraz wielkoscig biosyntezy MCYST [Wicks i Thiel 1990].
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Rys. 2. Zawarto$¢ planktonu, fitoplanktonuisinic w wodzie powierzchniowej Zalewu Sulejowskiego
w sezonie 2002

Fig. 2. Concentrations of plankton, phytoplankton and cyanobacteria in surface water of Sulejow
Reservoir in 2002 season

Poszczegolne gatunki i szczepy sinic roznig si¢ pod wzglgdem optimum temperaturo-
wego. W przypadku Oscillatoria, Microcystis czy Anabaena optimum wynosi 25°C
[Gorham 1964, Codd i Poon 1988, Sivonen 1990, Rapala i in. 1993]. Dla innych gatun-
kéw maksimum efektywnosci biosyntezy znacznie czgsciej wypada w przedziale od
18 do 20°C niz innych temperaturach [Kruger i Eloff 1978, Van der Westhuizen i Eloff
1985, Van der Westhuizen i in. 1986, Lehtimaki i in. 1994], ale na przyktad dla gatunku
Oscillatoria aghardii przedziat ten jest duzo szerszy (15-25°C). W zakresie temperatur
od 25 do 35°C obserwuje si¢ najbardziej efektywny przyrost masy sinic [Gorham 1964,
Sivonen 1990, Rapala i in. 1993, Rapala i Sivonen 1998]. Rapala i inni [1993] stwier-
dzili, ze optymalne warunki temperaturowe do produkcji hepatotoksyn to temperatura
od 15,1 do 23,0°C ($rednio 20,5°C) w przypadku Anabaena, od 16,1 do 24,0°C (Srednio
18,2°C) w przypadku Microcystis oraz od 13,0 do 22,0°C ($rednio 17,9°C) dla obydwu
gatunkow wystepujacych tacznie. Podobne wyniki uzyskano takze w przypadku jednego
z gatunkdéw Anabaena produkujacego neurotoksyny (temperatura optymalna od 16,0 do
25°C, $rednio 19,8°C) [Rapala i Sivonen 1998]. Wei i inni [2001] badali zmiany gestosci
kolonii sinic w zaleznosci od temperatury wody (przyjmowali 10-procentowy wzrost
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Rys. 3. Zmiany wartosci parametrow fizykochemicznych wody powierzchniowej Zalewu Sule-
jowskiego w sezonie 2002

Fig. 3. Changes in physicochemical parameters of surface water of Sulejéw Reservoir in 2002
season

gestosci kolonii jako podstawowy wskaznik wielkosci zakwitu), uzyskujac rézne wyniki
dla poszczegélnych gatunkow (4,2 +1,2% dla Microcystis, 5,6 +2,6% dla Oscillatoria,
7,6 +1,4% dla Phormidium oraz 3,1 + 1,6% dla Synedera).

Wedlug naszych wynikéw doswiadczalnych, temperatura wody w okresie badan zmie-
niata si¢ w przedziale od 5,0 do 23,0°C (srednio 16,11 +6,07°C). Maksymalny przyrost
biomasy, jak tez najwyzsza efektywnos¢ biosyntezy toksyn wystepowaly w przedziale od
20 do 23°C, przy maksymalnej temperaturze wynoszacej 23°C (tab. 7). Wartos¢ wspot-
czynnika korelacji (r) migdzy temperatura w sezonie 2002 a przyrostem biomasy sinic
wynosita +0,5327, migdzy temperaturg a zawartoscia MCYST-LR w komorkach byta
réwna +0,6632, zas migdzy temperaturg a zawartoscia MCYST-LR w wodzie wynosita
+0,5026 (tab. 8). Uzyskane wyniki potwierdzaja wplyw temperatury na wielkos$¢ zakwitu
(zardwno w przypadku fitoplanktonu, jak i sinic — tab. 8), a takze wptyw temperatury na
efektywnos¢ biosyntezy MCYST. Nizsza warto$¢ wspotczynnika korelacji w przypadku
przyrostu biomasy sinic pokazuje, ze w zbiorniku wodnym nie zostata jeszcze osiagnigta
optymalna dla nich temperatura (jej osiagnigcie jest niemozliwe ze wzgledu na warunki
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Tabela 7. Fizykochemiczne i hydrobiologiczne parametry wody powierzchniowej w Zalewie
Sulejowskim w okresie wiosenno-letnio-jesiennym (od maja do listopada) 2002 r.

Table 7. Physicochemical and hydrobiological parameters of surface water in Sulejow Reservoir
in spring-summer-autumn period (May to November) of 2002

Wartos¢ — Value
rozstgp  $rednio

Lp.

Parametr — Parameter min max . SD
No. interval  mean
Parametry fizykochemiczne — Physicochemical parameters

1 Temperatura — Temperature, °C 5,0 23,0 18,0 16,11 6,07
2 pH 7,6 8,8 1,2 8,02 0,24
3 0, rozpuszcz. — Dissolved O, mg-dm~ 4,5 12,8 8,3 8,46 2,04
4 Twardos¢ — Hardness, mg - dm™ 152 196 44 175,0 12,3
5 C,,, rozpuszez. — Soluble C |, mg- dm= 3,78 15,22 11,44 8,977 2,413
6 Corg catkowity — Total Cmg, mg - dm> 6,73 15,86 9,13 10,256 2,564

Parametry hydrobiologiczne — Hydrobiological parameters

7 Biomasa sinic — Cyanobacteria 0,000 35367 35367 6,02589 9,6519
biomass, mg - dm

8 Biomasa fitoplanktonu — Phytoplankton 1,201 34,876 33,675 7,4239 8,6116
biomass, mg - dm=

9 Biomasa planktonu — Plankton biomass, 1,207 174,575 173,368 18,5219 32,6951

mg-dm?
10 MCYST-LR, pg- g 0,00 456 456 131,1 126,1
11 MCYST-LR, pg-dm™ 0,00 5,42 5,42 1,072 1,244

MCYST — mikrocystyny — microcystins

klimatyczne Polski). Przyrost zawartosci MCYST w wodzie wraz ze wzrostem tempe-
ratury wynika z szybszego wzrostu, a wigc 1 szybszego obumierania kolonii, bedacego
przyczyna uwalniania tadunku toksyn do wody.

Wplyw pH na efektywno$¢ biosyntezy toksyn i przyrostu biomasy sinic

Innym waznym, cho¢ stosunkowo stabo poznanym, czynnikiem fizykochemicznym
wplywajacym na efektywnos$¢ zakwitu sinic i biosyntez¢ toksyn jest odczyn wody.
Zazwyczaj zakwity sa skorelowane z wysoka wartoscia pH i/lub niskg zawartosciag CO,
w wodzie [Van der Westhuizen i Eloff 1983, Lehtimaki i in. 1994]. Dawniejsze badania
wskazywaty, ze wzrost Microcystis przebiega najlepiej przy pH = 9,0 [ Van der Westhuizen
i Eloff 1983], a nawet pH = 10,0 [Eloff 1981]. Warto$¢ wspotczynnika wzrostu popula-
cji okreslono na 0,60 d' (odpowiada to czasowi podwojenia biomasy kolonii 1,16 d)
[Van der Westhuizen i Eloff 1983], co zgadza si¢ z wynikami uzyskanymi przez Krugera
i Eloffa [1978] (0,14-0,62 d'") oraz przez Gorhama [1964] (0,46 d'i 0,55 d'). Takze
Wei i inni [2001] obserwowali najlepszy wzrost (przyrost biomasy) omawianych organi-
zmow w podobnym zakresie wartosci pH (59,1 + 5,3% dla Microcystis, 67,4 + 4,9% dla
Oscillatoria, 100,3 £+ 22,0% dla Phormidium i 158,9 + 30,7% dla Synedra). Najwigksza
toksycznos¢ notowano przy pH = 8,0, gdy przyrost biomasy kolonii byt juz mniejszy
[Van der Westhuizen i Eloff 1983].
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Tabela 8. Wartosci wspotczynnikow korelacji migdzy parametrami fizykochemicznymi a biomasa
sinic, fitoplanktonu i planktonu oraz stgzeniem mikrocystyny-LR w komérkach sinic
i w wodzie Zalewu Sulejowskiego w sezonie 2002
Correlations between physicochemical parameters and biomass of plankton, phytoplankton
and cyanobacteria and concentrations of microcystin-LR in cyanobacterial cells and in

Table 8.

water of Sulejow Reservoir in season 2002

I]:Il(j) Korelacja — Correlation r Regresja — Regression
! | Plankion iomase/ Temperaue 4G |y = +24947x - 216671
2| Phytoplankion bomass / Temperature | 0792 | y=1082175 58137
3 Ig;(;?lls;z:ti:i(;/l;iroerrzgsesr 7t;:nperature +0,5327 y =+0,8471x — 7,6212
* | MOYSTLR in i Tomperatare | 00632 | ¥ =+0.1378x + 10883
5| MOYSTLR inwater ) Temperure. | 05026 |y =0.1030x 05872
6 1]311;);1:?23 ]1:112?31(;22 %SH —0,0173 | y=-2,2389x +36,4700
’ Eﬂ;ﬁﬁiﬁﬁ?ﬁﬁiﬁg/p;{ “0,1122 | y=-4,0176x + 39,6340
8 ]éiyoalrllls‘ts:;(:sti:rii;/‘tfi)?mass /pH +0,0283 y=+1,1681x —3,3393
> | MCYSTLR meslh /pit 02058 | y=+1L1803 - 83318
10 ﬁ8§§¥f§ o V;Zfezrif I/QEIH +02138 | y=+1,1043x —7,7821
1| Plakion bomase Dicolved O, 04277 | y= 68657+ 76,6010
12| phytoptankion biomase Bioned 0, | 05T | y=-24155x+ 27,8580
15| Cyumobactoabicmaee / Diwsalved 0, | 0520 | y=24831x+27.0310
14 ﬁggﬁﬁ rrvl l;zllnlo/r l&csl;él%drgzzpuszcz' —0,5240 y=-0,3587x +4,1656
15 | MCYSTLR inwater/ Dissoved 0, | 08150 | y=03753x+42477
16| plankion bomase  Hardness 02280 | y=—06079x + 124,8500
17| Phytoptankon biomase./ Hardness 03398 | y=-02385x + 49,1620
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II:II()) Korelacja — Correlation r Regresja — Regression
18 E;ZT;S)ZCSE:;;/l)iTgvn?;(:giéHardness —0,1871 y=-0,1473x + 31,793
19 | MCYST-AR imoells/ Hness | 02570 | y=-0265+57699
20| MCYSTLR in water Hardess 01407 | y=-0.0143x 43,5684
2 | o biomacs/ ﬁjkg‘: W +0,5393 | y=+6,8784x ~ 52,0240
22 | Ditoplankion biomase Toal . ™| FOS1S8 |y = 420340x - 13,4460
T ke [pepey R p———p—
24 ﬁg:?ii ::’11:21?:; l}iizl/ccozik(’w“y Cou | 10,5346 | y=+02630x - 1,5658
5 | MOYSTLR ot Toat o (| 03929 | y=+0.1906x- 05529
% | Plankion bomase / Satble G 03964 | y=+53696x - 29,6830
47| Dhytoplankion biomase Sauble G| TO4986 [ y=17790x8,5469
| Cyumabactora b Sohple | 0468 | y= 162715 85807
9| MOYSTLR in el Sonuble €T % | 03861 | y=+02018x- 06500
0| MCYST-LR inwaier) Solble G| 02193 | y=-011305+0.0572

Wyttuszczono wspotczynniki korelacji r > | 0,35 |
Correlation coefficients r > | 0.35 | are printed in bold.

Wartos¢ pH wody w Zalewie Sulejowskim w badanym okresie wynosita od 7,6 do 8,8
($rednio 8,02; tab. 7), a najwyzsze stgzenia MCYST-LR notowano przy pH zblizonym
do 8. Wartosci wspotczynnikow korelacji migdzy wartoscia pH a produkcja biomasy
planktonu i sinic oraz zawarto$cia MCYST-LR w komérkach i w wodzie byty niskie
(r = -0,1122 £+ 0,2254; tab. 8). Wynika to prawdopodobnie ze zbyt matej rozpigtosci
warto$ci pH wody w zbiorniku. Na tej podstawie mozna wnosié, ze warto$¢ pH nie jest
tak istotnym czynnikiem wptywajacym na efektywnos$é zakwitow i biosyntezg¢ toksyn,
jak to obserwowano podczas eksperymentdw in vitro w warunkach laboratoryjnych.
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Wplyw zawarto$ci tlenu rozpuszczonego w wodzie na produkcj¢ biomasy sinic

Niewiele danych literaturowych dotyczy wplywu zawartosci tlenu w wodzie na przy-
rost biomasy i biosynteze toksyn sinicowych. Jedynie Abeliovich i Shilo [1972] doniesli, ze
kolonie Anacystis nidulans i Synechococcus cedrorum bardzo szybko obumierajag w wodzie
o temperaturze 4-15°C przy wysokim stezeniu O, oraz powyzej 30°C przy braku CO,.
Podczas naszych badan stezenie tlenu w wodzie wynosito od 4,5 do 12,8 mg - dm™ ($rednio
8,46 mg-dm; tab. 7). Wartosci wspotczynnikow korelacji (r) miedzy zawartoscia tlenu
a wielkoscig zakwitu planktonu i sinic oraz wydajnoscia biosyntezy toksyn sinicowych
ksztattowaty si¢ w przedziale od —0,4277 do —0,6150 (tab. 8). Generalnie mozna stwierdzic,
ze obecno$¢ tlenu wywiera ujemny wplyw na efektywnos$¢ zakwitéw sinicowych. Zuzycie
tlenu moze by¢ takze wskaznikiem intensywnosci zakwitu dla danego typu wad.

Wplyw ogoélnej twardosci wody na biosynteze toksyn i przyrost biomasy sinic

Podobnie jak w przypadku tlenu, w literaturze trudno znalez¢ doniesienia dotyczace
wpltywu twardosci wody na proces rozwoju zakwitdw. W okresie wiosenno-letnio-jesien-
nym 2002 r. twardos¢ wody w Zalewie Sulejowskim wynosita od 152 do 196 mg - dm™
($rednio 175,0 mg - dm; tab. 7). Nie odnotowano znaczacych korelacji liniowych miedzy
twardoscig wody a wielkos$cia zakwitu i produkcja toksyn sinicowych (r <|0,35[; tab. 8).

Wplyw zawartosci wegla organicznego na wielko$¢ zakwitow sinic oraz produkcje
toksyn sinicowych

W badanym okresie stwierdzono wysokie wartosci korelacji miedzy zawartoscia
rozpuszczonego wegla organicznego (3,78-15,22 mg - dm 3, $rednio 11,44 = 8,98 mg - dm>;
tab. 7) i calkowitego wegla organicznego (6,73-15,86 mg-dm~, $rednio 10,26 =+
+ 2,56 mg-dm>; tab. 7) a efektywnoscia przyrostu biomasy i wydajnoscia biosyntezy
toksyn (tab. 8). Wprawdzie wegiel rozpuszczony moze by¢ pozostaloscia po pierwszej fazie
zakwitu fitoplanktonu, ale korelacje ujawniaja tez pewien jego wpltyw na przyrost biomasy
sinic i produkcj¢ toksyn. Korelacje te nie sa jednak zwigzane z faza obumierania kolonii,
lecz z uwalnianiem toksyn do wody zbiornika w czasie trwania zakwitu (oddzialywania
allopatyczne). Wysokie wartosci r dobitnie §wiadcza o pozytywnym wplywie dostepnosci
wegla na produkcje biomasy i toksyn. Wyniki otrzymane dla sezonu 2002 stanowia w tym
przypadku potwierdzenie informacji uzyskanych w sezonie 2001 [Kabzinski i in. 2005,
Kabzinski i Grabowska 2008]. Ze wzgledu na niedostatek w literaturze §wiatowej doniesien
o wplywie wegla na zakwity sinic nalezy kontynuowa¢ badania w nastgpnych sezonach.

WNIOSKI

1. Wyniki badan potwierdzaja, ze jednym z wazniejszych czynnikow wplywajacych
na wielkos¢ zakwitu sinicowego, jak réwniez na produkcj¢ hepatotoksyn — mikro-
cystyn jest temperatura wody w badanym sezonie.

2. Zawartos¢ tlenu w wodzie jest ujemnie skorelowana z wielkoscia zakwitu oraz
z ilo$cig biosyntetyzowanych toksyn sinicowych.
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3. Zawartos$¢ catkowita wegla organicznego i zawartos¢ rozpuszczalnego wegla or-
ganicznego sa dodatnio skorelowane z wielkoscia zakwitu oraz zawarto$cig mi-
krocystyny-LR w komoérkach kolonii sinicowych, co wskazuje, ze wegiel praw-
dopodobnie stanowi materiat budulcowy w syntezie biochemicznej.

4. Badania powinny by¢ powtdrzone przez kolejne dwa lub trzy sezony, aby zwery-
fikowac¢ prawidlowos¢ przeprowadzonych obserwacji.
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INFLUENCE OF WATER ENVIRONMENT CONDITIONS ON YIELD

OF CYANOBACTERIAL BLOOMS AND EFFICIENCY OF BIOSYNTHESIS
OF MICROCYSTINS FROM HEPATOTOXINS GROUP

PART I. EFFECT OF PHYSICOCHEMICAL FACTORS

Abstract. Cyanobacterial blooms produce various highly toxic substances (hepatotoxins,
neurotoxins, endotoxins, etc.) whose mutagenicity and cancerogenicity is well known,
therefore it is necessary to determine the factors that affect the yield of cyanobacterial
blooming and the effectivity of the biosynthesis of toxins as well as to understand the me-
chanisms whereby they are released. Continuing earlier studies in the area of the Sulejow
Reservoir, further research was carried out in the season 2002 into the effects of various
environmental factors on the bloom yields of cyanobacteria and the synthesis of cyanobac-
terial hepatotoxins — microcystins. The first part of the paper focuses on physicochemical
factors such as water temperature, pH and hardness, and the concentrations of dissolved
oxygen and soluble and total organic carbon. It was confirmed that water temperature in
the season belongs to the more important factors influencing bloom yields and microcystin
production. Oxygen concentration in water is negatively correlated with bloom yields and
the amount of synthesised toxins. Total and soluble organic carbon contents are positively
correlated with bloom yields and the amount of microcystin-LR in the cells of cyanobacte-
rial colonies.

Key words: cyanobacteria, cyanobacterial blooms, hepatotoxins, microcystin
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