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w Stupsku

Bioakumulacja pierwiastkow i markery stresu
oksydacyjnego w tkance miesniowej smoltow troci
wedrownej (Salmo trutta L.) z dorzecza Stupi

Wstep

Stupia jest jedng z najlepiej znanych wedkarzom rzek
Pomorza Srodkowego. Co roku na réznych jej odcinkach
odbywaja sie zawody wedkarskie. Stupia nalezy do rzek przy-
morskich. Cate jej dorzecze lezy w granicach wojewodztwa
pomorskiego. Dtugos$¢ Stupi wynosi 138,6 km, a powierzchnia
jej zlewni — 1310 km? (dane wg ,Podziatu hydrograficznego
Polski” 1983 r. — http://www.kzgw.gov.pl/pl/rastrowa-ma-
pa-podzialu-hydrograficznego-polski.html  oraz  http://doli-
naslupi.pl/przyroda-2/wody/rzeki/).
Do doptywéw Stupi nalezg miedzy innymi:
— Rzeka Glazna — doptyw prawobrzezny o dtugosci
15 km i powierzchni zlewni 86 km?. Zrodta znajdujg
sie w okolicy miejscowosci Wielogtowy. Przeptywa
przez wie$ Krepa Stupska i do Stupi uchodzi przy
zachodniej granicy tej wsi, powyzej Stupska
(Debowski i in. 2000).

— Rzeka Skotawa — doptyw prawobrzezny, a zarazem
najdtuzszy doptyw Stupi o dtugosci 45 km
i powierzchni zlewni 263 km?. Skotawa ma swoje
zrodta w jeziorze Lipieniec Duzy, w poblizu osady
Soczyca, a do Stupi uchodzi na jej 75 kilometrze
(Debowski i in. 2000).

— Rzeka Kamienna — doptyw lewobrzezny o dtugosci
9 km i powierzchni zlewni 26 km?. Zrodta znajdujg
sie w okolicy wsi Podwilczyn, na pétnoc od jeziora
Rybiec. Do Stupi uchodzi naprzeciwko uj$cia Sko-
tawy (Debowski i in. 2000).

— Rzeka Kwacza — doptyw lewobrzezny o dtugosci 21
km i powierzchni zlewni 85 km?. Zrodta Kwaczy
znajdujg sie w okolicy miejscowosci Sycewice,
przeptywa przez wie$ Kwakowo, a do Stupi uchodzi
na jej 83 kilometrze (Degbowski i in. 2000).

Do najcenniejszych ryb wystepujgcych w Stupi nalezg
toso$ atlantycki Salmo salar oraz tro¢ wedrowna, Salmo
trutta morpha trutta L., zaliczane do rodziny tososiowatych
Salmonidae (fot. 1 i 2). Sg to typowe ryby dwusrodo-

Fot. 1. Tro¢ wedrowna.

Fot 2. Mtodociany osobnik troci wedrownej.

wiskowe anadromiczne, wedrujgce na tarto z mérz do rzek
(Nyk 1997).
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W trakcie rozwoju troci wedrownej wystepuje mtodo-
ciane (narybkowe) stadium smolta. W stadium smolta trocie
sptywajg z rzek pomorskich do Battyku. Podczas smoltyfi-
kacji, poprzedzajgcej wedrowke do morza, nastepujg
zmiany w ubarwieniu ciata mtodych troci oraz zmiany w ich
uktadzie osmoregulacyjnym, przystosowujgce organizmy
tych ryb do zycia w stonej wodzie morskiej (Grodzinski
1961, Opuszynski 1983, Brylinska 2000, Miller 2006, Utrac-
ka-Minko i in. 2006, Putman i in. 2013).

Na wystepowanie ryb wedrownych w wodach otwar-
tych decydujgcy wptyw ma stan ekologiczny tych akwenow
(Lucas i Baras 2001, Bartel 2002, Wisniewolski i Engel
2006). Do czynnikéw wptywajgcych na obecnos¢ troci
wedrownej w danej rzece zalicza sig: charakter rzeki, zary-
bianie, obecnos¢ lub brak barier hydrotechnicznych, stan
czystosci wod, stopien przeksztatcen antropogenicznych
doliny, ochrong przed ktusownictwem oraz eksploatacje
rybackg i wedkarska.

Zanieczyszczenie wod, regulacja nadbrzezy i dna rzek,
wylesianie dolin rzecznych oraz zabudowa hydrotech-
niczna doprowadzity do znacznego zmniejszenia sie tere-
néw tarliskowych oraz miejsc nadajacych sie do wzrostu
narybku ryb anadromicznych w wiekszosci rzek i ciekow na
terenie Polski. Problem ten dotyczy szczeg6lnie gatunkéw
zagrozonych, ktére objeto programem restytucji, takich jak
m.in. tro¢ wedrowna (Sych 1998). Kluczowe znaczenie
w nowoczes$nie pojmowanej gospodarce trocig wedrowng
oraz dla jej ochrony gatunkowej ma prowadzony na biezgco
monitoring zmian zachodzgcych ~w  Srodowisku,
wywotanych silng antropopresjg (Lejk i Martyniak 2011).

Organizmy zyjace w srodowisku wodnym podlegajg

W badaniach ekotoksykologicznych rozwijane sg kon-
cepcje, w ktorych oceniajgc efekty dziatania réznorodnych
sktadowych stresu srodowiskowego, korzysta sie z biomarke-
row, definiowanych jako ,,molekularne, biochemiczne, histolo-
giczne lub fizjologiczne parametry, ktore na poziomie ponizej
organizmu zmieniajg sie proporcjonalnie do stopnia ekspozy-
cji zwierzat na dziatanie czynnikbw zanieczyszczajgcych ich
$rodowisko” (Depledge i Fossi 1994), badz tez rozumianych
jako ,zmiana na poziomie molekularnym, ktéra moze stuzy¢
za wskaznik poziomu stresu spowodowanego przez dowolny
czynnik srodowiskowy” (Laskowski i Migula 2004).

Aby w petni pozna¢ kondycje fizjologiczng danej grupy
organizmoéw, wskazane jest uzycie szerokiego spektrum
parametrow, ktére pozwolityby oceni¢ procesy metabo-
liczne zachodzgce w komorkach, a tym samym rozstrzyga¢
o stopniu ,ucigzliwosci” czynnikdéw stresogennych dla orga-
nizmu. Z tego wzgledu, ze tro¢ wedrowna uznawana jest za
jeden z najcenniejszych pod wzgledem przyrodniczym,
gospodarczym oraz wedkarskim gatunkéw ichtiofauny
rzeki Stupi, wyznaczyli§my sobie za cel zbadanie markerow
stresu oksydacyjnego i zawarto$ci wybranych pierwiastkdw
w tkance migsniowej smoltéw tej ryby, wystepujgcych
w dorzeczu Stupi.

Materiat i metody badan

Materiat do badan pobrano od 175 mtodocianych
osobnikéw troci wedrownej wielkosci od 10 do 20 cm zasie-
dlajgcych cztery doptywy Stupi — Glazne, Skotawe,
Kamienng i Kwaczg. Odtowy smoltéw przeprowadzono na
czterech stanowiskach (rys. 1 i fot. 3-6):

wptywom r6znorodnych czynnikéw stre-
sogennych, ktére w zaleznosci od sity e
i czasu oddziatywania mogg modyfiko-
wac procesy fizjologiczne, a w skrajnych
przypadkach zmniejsza¢ szanse przezy-
cia. Do czynnikbw stresogennych zali-
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Rys. 1. Stanowiska badawcze na czterech doptywach rzeki Stupi - Glaznie, Skotawie, Kamiennej i Kwaczy.
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Fot. 5. Stanowisko badawcze na rzece Kamiennej.

Stanowisko 1 — rzeka Glazna;

Stanowisko 2 — rzeka Skotawa;

Stanowisko 3 — rzeka Kamienna;

Stanowisko 4 — rzeka Kwacza.

Odtowy smoltow przeprowadzono metodg elek-
tropotowow, za pomocg agregatu pradotwoérczego z przy-
stawka na prad staty, w $cistej wspotpracy z Parkiem Krajo-
brazowym ,Dolina Stupi” oraz z Zarzgdem Okregu Pol-
skiego Zwigzku Wedkarskiego w Stupsku.

W celu wykonania oznaczen chemicznych i bioche-
micznych (tzn. zbadania poziomu biopierwiastkéw i wyko-
nania proby tkanki miesniowej), z kazdej ryby pobierano
tkanke migsniowa na wysokosci ptetwy grzbietowej, powy-
zej linii bocznej. W celu okreslenia stezenia magnezu (Mg),
wapnia (Ca), cynku (Zn), manganu (Mn), miedzi (Cu) i zelaza
(Fe) pobrang tkanke poddawano mineralizacji w mieszani-
nie kwasu azotowego (HNOg3) i nadtlenku wodoru (H202).
Oznaczenia zawartosci mikro- i makroelementéw wyko-
nano metodg ptomieniowej spektrofotometrii absorpcji ato-
mowej (ptomien powietrze — acetylen), stosujgc spektro-
metr Analyst 300. Poszczegdlne pierwiastki oznaczano
przy wykorzystaniu nastepujgcych dtugosci fali: 285,2 nm,
422,7 nm, 213,9 nm, 279,5 nm, 324,8 nm i 248,3 nm. Ozna-
czajgc wapn i magnez, w celu wyeliminowania oddziatywa-
nia fosforu, do wszystkich prébek dodawano roztwor
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Fot. 4. Stanowisko badawcze na rzece Skotawie.

Fot. 6. Stanowisko badawcze na rzece Kwaczy.

chlorku lantanu (LaCls) w ilosci zapewniajgcej potprocen-
towe (0,5%) stezenie jonéw lantanu (La3+) w badanych roz-
tworach. Zawarto$¢ Mn, Cu, Zn i Fe wyrazono w miligra-
mach na kilogram Swiezej masy, natomiast zawarto$¢ Ca
i Mg wyrazono w mg na 100 gramow $wiezej masy.

W celu wykonania analiz biochemicznych, tkanke mieg-
$niowg poddawano procesowi homogenizacji w schtodzo-
nym buforze 0,1 M Tris-HCI (pH 7,2) w stosunku 1:10.
Otrzymany w ten sposdéb homogenat stanowit wiasciwy
materiat badawczy, poddawany dalszym analizom. Poziom
biatka oznaczono metodag Bradford (1976). Intensywnosc¢
procesdw peroksydacji lipidow, ktére sg biomarkerami
oksydacyjnych zmian lipidowych bton komérkowych
(Kamyshnikov 2004), wyznaczono przez pomiar poziomu
produktéw reagujgcych z kwasem 2-tiobarbiturowym
(TBARS). Produkty oksydacyjnej modyfikacji biatek (OMB)
0znaczono przez pomiar poziomu aldehydowych i ketono-
wych pochodnych w zwigzkach reszt aminokwasowych
biatek (Levine i in. 1990, Dubinina i in. 1995). Stezenie
pochodnych OMB i produktéw TBARS wyrazono w nano-
molach na mg biatka.

Aktywnos¢ enzymu dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
oznaczono w reakcji z kwercetyng (Kostiuk i in. 1990),
aktywnos¢ katalazy — w reakcji z solami molibdenianu
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(Koroliuk iin. 1988), aktywnos$¢ peroksy-
dazy glutationowej — w reakcji z odczyn-
nikiem Elmana (Moin 1986), natomiast

TABELA 1

Zawarto$¢ mikro- i makroelementéw w tkance mie$niowej smoltéw troci wedrownej

(Salmo trutta m. trutta L.) bytujgcych w czterech doptywach Stupi
(rzeki Glazna, Skotawa, Kwacza, Kamienna), M+m

aktywno$¢ reduktazy glutationowej —

. . . . Mn ‘ Cu ‘ n Fe Ca Mg
w reakcji utlenionego glutationu z wyko-  ||Rzeki DY A

. . . mg/kg $wiezej masy mg/100 g Swiezej masy
rzystaniem jako ekwiwalentu NADPH2 : ™ b b

o Glazna 0,024:0,002 0,6540,05 5,09£0,46 6,5140,67 1,0651,14 | 27,62¢1,94
(Glatzle i in. 1974). Skotawa 0,032:0,002%9 | 0,63:0,05 5,47+0,58 5,040,87 10,83:0,87 | 29,35:2,17

Otrzymane wyniki badaf poddano |y;mignna 0,044£0,004% | 0,700,05 6,88:046° | 7,531,01° 9,10£0,54 26,63+1,91

analizie statystycznej za pomocg pro- |kwacza 0,024:0,002% | 067005 | 1,63:022°% | 445:056° | 11,38:0,86 30,73:2,50

gramu STATISTICA 10.0 (StatSoft, Pol-
ska). Test Kotmogorowa — Smirnowa
z poprawkg Lilleforsa oraz test Shapi-

a-zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy wartosciami w grupach smoltéw bytujacych w rzekach Glazna i Skota-
wa, b — zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy wartosciami w grupach smoltéw bytujacych w rzekach Glazna
i Kwacza, ¢ - zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy wartosciami w grupach smoltow bytujacych w rzekach Gla-

Zna i Kamienna, d - zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy wartosciami w grupach smoltéw bytujacych w rzekach

ro-Wilka uzyto w celu sprawdzenia nor-
malnosci rozktadu danych. Wszystkie
uzyskane dane znajdowaty sie poza
rozktadem normalnym. Do okreslenia istotnosci roznic
pomiedzy stezeniem pierwiastkow i biomarkerami stresu

kach Kamienna i Kwacza.

oksydacyjnego w grupach ryb z réznych rzek wykorzystano
rangowy test statystyczny Kruskala-Wallisa (p<0,05) (Zar
1999).

Wyniki i dyskusja

Pierwiastki wystepujgce w wodach w bardzo matych
stezeniach i pobierane przez organizmy w $ladowych ilo-
$ciach, nazywamy mikroelementami lub pierwiastkami $la-
dowymi (mikropierwiastkami). Wysokie stezenie mikropier-
wiastkéw notuje sie zwykle w srodowiskach zanieczyszczo-
nych (Starmach i in. 1978). Bardzo waznym czynnikiem
wptywajgcym na zanieczyszczenia wod powierzchniowych
sg metale cigzkie. Metale wnikajg do organizmu ryb
poprzez uktad oddechowy, przez pokrycie ciata oraz przez
uktad pokarmowy (z pobranego pokarmu, wody i z potknie-
tych przez ryby osadéw dennych). Metale ciezkie wptywajg
negatywnie na parametry morfologiczne krwi, na aktyw-
nos¢ enzymow i transport biatek oraz na funkcjonowanie
tkanek i narzagdow. Metale te charakteryzujg sie réznym
stopniem toksycznos$ci w stosunku do ryb. Gdy poziom eks-
pozycji nie przekracza dawki $miertelnej, zatrucia przeja-
wiajg sie w postaci uszkodzenia strukturalnego (histologicz-
nego lub morfologicznego), biochemicznego (hematolo-
gicznego i enzymatycznego), funkcjonowania (wzrost, roz-
woj) oraz reprodukcji (Damek-Poprawa i Sawicka-Kapusta
2004).

Sole metali powodujg u ryb widoczne uszkodzenia
skory i skrzeli. Komérki naskoérka i nabtonka skrzelowego
ulegajg pecznieniu oraz zmianom martwiczym. W grubej
warstwie gestego $luzu pokrywajgcego skoére i skrzela
widoczne sg pozostatosci ztuszczonych komérek (Prost
1980, tysak i in. 1990).

Pierwsze symptomy zatrucia ryb pierwiastkami $lado-
wymi polegajg na niespokojnym zachowaniu, przys$piesze-
niu rytmu oddechowego oraz zwiekszeniu wydzielania
$luzu. Natomiast dtuzsze przebywanie ryb w srodowisku

2/2015

Skotawa i Kwacza; e - zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy wartosciami w grupach smoltéw bytujgcych w rze-

skazonym moze prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian
w gospodarce witaminami oraz do zaburzenia szlakow
enzymatycznych. Wyrazem ogdlnego ostabienia i niedotle-
nienia jest ,,dzibbkowanie” ryb, brak reakcji na bodzce zew-
netrzne i zaburzenia rownowagi widoczne w sposobie poru-
szania sie (Prost 1980, tysak i in. 1990).

W letalnych stezeniach roztworéw soli metali ciezkich
dochodzi do coraz powolniejszych ruchdéw, zwolnionego,
nieregularnego rytmu oddychania oraz do $mierci ryb. War-
tosci srednich arytmetycznych i btgd standardowy $redniej
dla stezen metali oraz zmiany istotne statystycznie
w tkance migsniowej smoltow troci wedrownej, bytujgcych
czterech doptywach Stupi przedstawiono w tabeli 1.

Najwyzszy poziom manganu (0,044 mg/kg) stwier-
dzono w probach pochodzacych od smoltéw zasie-
dlajacych rzeke Kamienng. Poziom tego pierwiastka byt
identyczny w grupach ryb pochodzgcych z Glazny oraz
Kwaczy (tab. 1). Réznice istotne statystycznie pomiedzy
stezeniem manganu odnotowano w grupach ryb
pochodzacych z Glazny i Skotawy, Glazny i Kamiennej oraz
Skotawy i Kwaczy. Stwierdzono wyzsze stezenie tego pier-
wiastka u smoltéw ze Skotawy w poréwnaniu ze smoltami
z Glazny (o 33%, p<0,05) oraz z Kamiennej (0 83%,
p<0,05). W grupie smoltdéw pochodzacych z Kwaczy steze-
nie manganu byto nizsze niz u ryb pochodzacych ze Sko-
tawy (0 33%, p<0,05). Wedtug tuczynskiej i in. (2011) ste-
zenie manganu w tkance mie$niowej pstrgga ksztattowato
sie na poziomie 0,072 mg/kg i na poziomie 0,081 mg/kg
u tososia.

Mangan ze wzgledu na swa rézng warto$ciowos¢ prze-
dostaje sie do wod w stopniu zaleznym od warunkéw utle-
niajgco-redukcyjnych. Brak manganu w wodzie wywotuje
u zwierzat zaburzenia wzrostu i rozmnazania. Pierwiastek
ten aktywuje enzymy zwigzane z rozpadem weglowodanow
i wraz z zelazem bierze udziat w redukcji azotanéw. Jest on
antagonistg wapnia (Starmach i in. 1978).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze poziom miedzi
w badanych grupach ryb pochodzgcych z czterech roznych
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rzek ksztattowat sie na zblizonym poziomie (tab. 1). Nie
wykazano zadnych statystycznie istotnych réznic w steze-
niu miedzi w tkance migsniowej mtodocianych osobnikéw
troci wedrownej, pochodzacych z czterech doptywéw Stupi
(tab. 1). Wedtug Rehulka (2002), zawarto$¢ miedzi w tkance
migsniowej pstrgga teczowego wynosita 0,360 mg/kg.
Podobne wyniki uzyskata Drag-Kozak i in. (2011) w bada-
niach miedzi w mig$niach pstraga teczowego (0,54 mg/kg).

Miedz jest elementem sktadowym wielu metaloenzy-
moéw. Okoto 60% miedzi zawartej w osoczu wystepuje
w kompleksie z biatkiem zwanym ceruloplazming, ktéra jest
potrzebna do utleniania jonow zelaza Fe(ll) do Fe(lll) i wbu-
dowywania zelaza w hemoglobing. Metal ten w najwyz-
szych stezeniach jest pierwiastkiem bardzo toksycznym dla
komoérek, generuje bowiem rodnik hydroksylowy powo-
dujgc peroksydacije lipidow (Skrajnowska i in. 2010).

Gtéwnym zrédtem zanieczyszczenia wéd zwigzkami
miedzi sg $cieki przemystowe, $rodki chemiczne stoso-
wane w rolnictwie i w hodowli ryb oraz $rodki przeciwgrzy-
biczne. Toksyczno$¢ zwigzkow miedzi dla ryb zalezy od
stopnia twardosci wody. Najbardziej toksyczne sg roztwory
soli miedziowych w wodach migkkich. Natomiast w wodach
twardych tworzg sie nierozpuszczalne weglany i wodoro-
tlenki miedzi o znacznie mniejszej szkodliwosci dla ryb.
Toksycznos¢ zanieczyszczenh zawierajgcych miedz zwigk-
sza sig znacznie w obecnoéci zwigzkow innych metali, np.
kadmu i cynku. Wodorotlenek miedzi Cu(OH)2 tworzy nie-
rozpuszczalny osad, ktéry moze pokrywac skrzela i powo-
dowac $niecie ryb (Starmach i in. 1978).

Najwiecej cynku w tkance mig$niowej odnotowano
u smoltéw z rzeki Kamiennej (6,88mg/kg), a najmniej
u smoltéw zasiedlajgcych Kwacze (1,63 mg/kg). Poziom
tego pierwiastka utrzymywat si¢ na zblizonym poziomie
w grupach ryb pochodzacych z Glazny i Skotawy (tab. 1).
Statystycznie istotne rdéznice wykazano u smoltéw
pochodzacych z Glazny i Kwaczy oraz Skotawy i Kamien-
nej. Stezenie cynku w migsniach smoltéw pochodzacych
z Kwaczy byto nizsze niz u smoltéw z Glazny (0 212%,
p<0,05), Skotawy (0 236%, p<0,05) i z Kamiennej (0 322%,
p<0,05). Podobne wyniki uzyskali Celechovska i in. (2007)
w tkance migsniowej karpi (5,3 mg/kg) oraz tuczynskai in.
(20002, b, 2011) w przypadku pstraga (3,34 — 4,99 mg/kg)
i tososia (2,80 — 4,02 mg/kg).

Cynk jest kofaktorem wielu enzymow proteolitycznych
zwanych metaloproteinazami oraz innych enzymoéw, np.
dysmutazy ponadtlenkowej. Pierwiastek ten zmagazyno-
wany jest w komérkach w postaci metaloproteiny zwanej
metalotioneing, ktéra wigze miedz i inne metale cigzkie.
Metalotioneina jest obecna w wielu tkankach, a jej synteza
jest indukowana przez cynk (Zn), miedz (Cu) i kadm (Cd),
a takze przez bizmut (Bi) oraz arsen (As). Biatko to chroni
komorke przed toksycznym oddziatywaniem jondw wymie-
nionych metali. Cynk wchodzi w sktad dysmutazy ponad-
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tlenkowej (Zn-SOD) oraz uczestniczy w eliminacji wolnych
rodnikow ponadtlenkowych. Zanieczyszczenia naturalnych
wod cynkiem pochodzg przede wszystkim ze $ciekow
fabrycznych. W zbiornikach wodnych najczesciej wyste-
puja chlorek cynku (ZnClz) oraz siarczan cynku (ZnSOa).
Ryby, a zwtaszcza narybek sg bardzo wrazliwe na dziatanie
soli tego metalu. W wodach miekkich i lekko kwasnych roz-
puszczalno$¢, a zatem i toksyczno$¢ cynku znacznie wzra-
sta. Toksyczne oddziatywanie na ryby wykazuje réwniez
wodorotlenek cynku (Zn(OH)2). Przy wysokim stezeniu
moze sie on osadzac jako nierozpuszczalny osad na skrze-
lach, utrudnia¢ lub uniemozliwia¢ oddychanie i powodowaé
$nigcie ryb. Ryby wchtaniajg zwigzki cynku przez przewod
pokarmowy, a nastepnie kumulujg je w watrobie (Liebmann
1960).

Zawartos$¢ zelaza miescita sie w granicach od 4,45
mg/kg u smoltéw pochodzacych z Kwaczy do 7,53 u smol-
tébw z Kamiennej. Statystycznie istotne réznice stezenia
zelaza wykazano dla grup smoltéw pochodzacych z Glazny
i Kwaczy. U ryb odtowionych w Kwaczy stezenie zelaza
byto nizsze niz u smoltow z Glazny (o 46%, p<0,05)
i Kamiennej (0 69%, p<0,05) (tab. 1).

Markerem stresu oksydacyjnego z udziatem reaktyw-
nych form tlenu (RFT) moze by¢ rowniez podwyzszone ste-
zenie jondw zelaza. Zelazo, zwtaszcza na Il stopniu utlenie-
nia jest katalizatorem reakcji Fentona, w przebiegu ktérej
powstaje rodnik wodorotlenowy, najbardziej toksyczny
z RFT. Powyzszy rodnik moze reagowa¢ z DNA oraz lipi-
dami, a w konsekwencji moze by¢ przyczyng wielu choréb.
Dla ryb toksyczne sg zar6wno jony tréjdodatnie (Fe3+), jak
i dwudodatnie (Fe2+) zelaza. Sposréd zwigzkow zelaza troj-
warto$ciowego o toksycznym oddziatywaniu na ryby
wymieni¢ nalezy chlorek zelazowy (FeCl3), siarczan zela-
zowy (Fe2(S04)3) oraz wodorotlenek zelazowy (Fe(OH)s).
Chlorek zelazowy, zwtaszcza w wodzie migkkiej, powoduje
obnizenie jej pH, co jest bardzo szkodliwe dla ryb. Nato-
miast wodorotlenek zelazowy tworzy nierozpuszczalny,
rdzawy osad na skrzelach, co moze by¢ przyczyng $niecia
ryb z powodu uduszenia. Wykazuje on takze zrgce
dziatanie na tkanki skrzeli, co czesto powoduje ich stan
zapalny (Prost 1980). Ponadto nadmiar zelaza zaktéca
metabolizm innych metali Sladowych, np. unieczynnia man-
gan (Kabata-Pendias 1999).

Najnizszy poziom wapnia (9,10 mg/100 g) oraz
magnezu (26,63 mg/100 g) odnotowano w tkance migsnio-
wej smoltéw troci pochodzacych z rzeki Kamiennej. Steze-
nie wapnia u smoltow z Glazny (11,06 mg/100 g) i Kwaczy
(11,38 mg/100 g) byto porébwnywalne (tab. 1).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic w pozio-
mie wapnia i magnezu u smoltéw bytujgcych w czterech
doptywach Stupi, w ktérych prowadzono badania (tab. 1).
Uzyskane wyniki sg porbwnywalne z danymi innych auto-
row (kuczynskaiin. 2000a, b, 2011). Przyktadowo stezenie
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magnezu w tkance mig$niowej pstraga ksztattowato sie na
poziomie 21,9-26,4 mg/100g, a u tososia 22,1-24,5
mg/100g. Natomiast w przypadku wapnia 7,6-10,3
mg/100g i 10,0-16,5 mg/100g odpowiednio.

Magnez wraz z wapniem wchodzg w sktad wielu enzy-
mow biorgcych udziat w reakcjach biochemicznych, dostar-
czajgcych energii i zwalczajgcych stres oksydacyjny. Pier-
wiastki te zmniejszajg przepuszczalno$¢ bton komorko-
wych oraz warunkujg prawidtowe funkcjonowanie ukfadu
migsniowego i nerwowego (Bankowski 2006).

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi po$wigca sig
zaburzeniom réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem RFT
a wydolnoscig uktadu antyoksydacyjnego w zaburzeniach
homeostazy organizmu. Nadmiar RFT moze powodowaéc
uszkodzenie roznych struktur biologicznych w wyniku utle-
niania wchodzgcych w ich sktad zwigzkéw chemicznych.
Stan, w ktorym RFT zyskujg przewage nad uktadem anty-
oksydacyjnym okreslany jest stresem oksydacyjnym (Maty-
ska-Piekarska i in. 2006).

Liczne badania naukowe dotyczace stresu 80
oksydacyjnego wykazaty podwyzszone stezenie
markeréw tego stresu w warunkach zanieczysz-
czonego $rodowiska (Badwey i in. 1981, Lee i in.
1993, Weissmann i in. 1980). Do najczesciej
oznaczanych markeréw stresu oksydacyjnego
u ryb naleza: dialdehyd malonowy (MDA), grupy
aldehydowe i karbonylowe oksydacyjnie zmie-
nionych biatek (Kamanli i in. 2004, Dalle-Donne 20
i in. 2003).

Wykazano, ze w tkankach badanych smol-
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proces utleniania nienasyconych kwaséw ttuszczowych
i innych lipidéw, w ktéorym powstajg nadtlenki tych
zwigzkoéw zaburza funkcje komoérek (Halliwell i in. 1992,
Maxwell 1995). Do najgrozniejszych toksycznych produk-
téw peroksydaciji lipidéw nalezg aldehydy (dialdehyd malo-
nowy), ktére blokujg grupy SH biatek, powodujg inhibicje
enzymow komérkowych oraz uszkodzenia DNA. W wyniku
peroksydaciji lipidéw obserwuje sie zmniejszenie ptynnosci
bton komérkowych oraz zwigkszenie ich przepuszczalnosci
dla wielu jonow i zwigzkdéw oraz uszkodzenie enzymow
btonowych. Dialdehyd malonowy zmienia wtasciwosci
antygenowe biatek, hamuje aktywno$¢ niektorych enzy-
méw, hamuje replikacje i transkrypcje DNA oraz powoduje
pekniecia nici DNA (Sakharov i in. 2005).

Obok lipidow bardzo podatne na dziatanie wolnych
rodnikéw sg biatka. Reakcje RFT z biatkami prowadzg do
réznego rodzaju uszkodzen, takich jak fragmentacja, mody-
fikacja reszt aminokwasowych, agregacja. W wyniku tych

tow troci wedrownej Sredni poziom TBARS
wynosi dla rzeki Glazny 46,4 nmol/mg biatka, dla
Skotawy 66,81 nmol/mg biatka, dla Kamiennej
46,03 nmol/mg biatka, a dla Kwaczy 49,77
nmol/mg biatka (rys. 2). Roznice istotne staty-
stycznie odnotowano dla grup smoltéw zasie-
dlajgcych Glazne i Skotawe, Skotawe i Kamienng
oraz Skotawe i Kwacze. U ryb odtowionych
w Skotawie stwierdzono wyzszy poziom TBARS %7
w poréwnaniu z rybami z Glazny (o 44%, p<0,05) 40 1

nmol/mg biatka

oraz wyzszy jego poziom w poréwnaniu z rybami 3
odtowionymi w Kamiennej i Kwaczy (0 45% i 34% %0
odpowiednio, p<0,05). Stosunkowo wysoki : ]
poziom TBARS u smoltéw ze Skotawy moze

wskazywacé na nasilenie stresu oksydacyjnego 21
w ich tkance mig$niowej w poréwnaniu ze smol- 5
tami z trzech pozostatych doptywéw Stupi, spo- 107
wodowany prawdopodobnie wyzszym stopniem 51
zanieczyszczenia tej rzeki. 04

Peroksydacja lipidow bton komérkowych

Glazna Skotawa Kamienna Kwacza

Rys. 2. Zmiany poziomu produktow reagujacych z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBARS) w tkance
mig$niowej smoltow troci wedrownej bytujgcych w czterech doptywach Stupi (Glazna, Sko-
tawa, Kwacza, Kamienna), Mtm. a - rdznice istotne statystycznie (p<0,05) pomigdzy war-
toSciami w grupach smoltéw bytujacych w rzekach Glazna i Skotawa, b - zmiany
statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy warto$ciami w grupach smoltéw bytujacych w rze-
kach Skotawa i Kamienna, ¢ — zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy wartociami
w grupach smoltéw bytujacych w rzekach Skotawa i Kwacza.

@  Aldehydowe pochodne

@ Ketonowe pochodne

1

Kamienna

Glazna Skotawa Kwacza

Rys. 3. Zmiany poziomu aldehydowych i ketonowych pochodnych oksydacyjnie zmodyfikowa-

indukowana przez wolne rodniki nalezy do proce-
sO6w dobrze poznanych (Shevchukiin. 2002, Bar-
tosz 2003, Kulbacka i in. 2009). Wolnorodnikowy

2/2015

nych biatek (OMB) w tkance mig$niowej smoltéw troci wedrownej (Salmo trutta L.) by-
tujgcych w czterech doptywach Stupi (rzeki Glazna, Skotawa, Kwacza, Kamienna).
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procesow mozliwa jest utrata biologicznej funkcji biatka.
Oksydacja biatek charakteryzuje sie wprowadzeniem grup
karbonylowych do tancucha bocznego biatek. Oznaczenie
ilosci grup karbonylowych pozwala oceni¢ oksydacyjne
uszkodzenia biatek w organizmie (Dalle-Donneiin. 2003).

Rysunek 3 przedstawia wartosci aldehydowych i keto-
nowych pochodnych dla okreslenia intensywnosci proce-
sow oksydacyjnej modyfikacji biatek w tkance mig$niowe;j
smoltow troci wedrownej, bytujgcych w czterech
doptywach Stupi. Sredni poziom aldehydowych pochod-
nych w tkance migsniowej smoltow troci wedrownej z rzeki
Glazny wynosit 25,08 nmol/mg biatka, ze Skotawy — 30,62
nmol/mg biatka, z Kamiennej — 29,17 nmol/mg biatka, a
z Kwaczy — 26,1 nmol/mg biatka. Zaréwno $rednia warto$¢
aldehydowych pochodnych OMB, jak i poziom peroksydacji
lipidow w tkance mig$niowej smoltéw troci wedrowne;j
zasiedlajgcych Skotawe mogg wskazywac¢ na nasilenie
stresu oksydacyjnego u ryb z tej rzeki, w poréwnaniu
z rybami z trzech pozostatych doptywéw Stupi.

Poziom ketonowych pochodnych w tkance migsniowej
smoltow troci wedrownej z rzeki Glazny wynosit 36,55
nmol/mg biatka, ze Skotawy — 36,50 nmol/mg biatka,
z Kamiennej — 38,81 nmol/mg biatka),
a z Kwaczy - 40,78) nmol/mg biatka.
Najwyzszy ketonowych
pochodnych wystepowat u smoltow

poziom

organizm rezerw antyoksydacyjnych pod wptywem nad-
miaru RFT prowadzi do uszkodzenia struktury biatek, utle-
niania lipidow, uszkodzenia kwaséw nukleinowych, depoli-
meryzacji kwasu hialuronowego. RFT inaktywujg ponadto
inhibitory proteinaz, co nasila ich dziatanie proteolityczne
na tkanki (Ziemlanski i Wartanowicz 1999).

Komorki organizmu dysponujg naturalnymi systemami
obronnymi przed nadmiarem i szkodliwym dziataniem RFT.
W sktad tego systemu wchodzg antyoksydanty enzyma-
tyczne i nieenzymatyczne (niskoczgsteczkowe). Antyoksy-
dantami nazywamy wszystkie substancje, ktére w matych
stezeniach, porébwnywalnych do stezenia, w ktorym wyste-
puje utleniany substrat, mogg znaczgco opo6zni¢ lub zapo-
biec utlenieniu tego substratu (Halliwell i Gutteridge 1990,
Halliwel i in. 1992). W sktad bariery antyoksydacyjnej
wchodzg enzymy, biatka sekwestrujgce metale, zwigzki
drobnoczasteczkowe (np. glutation, kwas moczowy, cyste-
ina i inne) oraz witaminy C, E i A. Enzymatyczng bariere
antyoksydacyjng stanowig wyspecjalizowane enzymy
o aktywnosci przeciwutleniajgcej (Cadenas 1997).
Gtobwnym enzymem o dziataniu antyoksydacyjnym jest
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD). W reakcji dysmutacji eli-

TABELA 2

Aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych w tkance migéniowej smoltéw troci wedrownej
(Salmo trutta m. trutta L.) bytujacych w czterech doptywach Stupi (rzeki Glazna,

Skotawa, Kwacza, Kamienna), M+m

zasiedlajgcych Kwacze, jednakze dla
wartoéci tych pochodnych u ryb

odtowionych we wszystkich czterech
doptywach Stupi nie stwierdzono ro6z-

nic statystycznie istotnych.

Reaktywne formy tlenu (RFT)

Enzymy / Rzeki Glazna Skotawa Kamienna Kwacza
Dysmutaza ponadtlenkowa, U/mg biatka 526,40£33,66 | 44851+32,63 | 510,26+29,32 | 441,15+36,56
Katalaza, mkmol/min-mg biatka 338045442 | 5500:6,71%° | 3946:331° | 2490:2,86%
Reduktaza glutationowa, nmol/min-mg biatka 131,20+8,78 148,714,39 153,46+15,79 | 132,68+18,59
Peroksydaza glutationowa, mkmol/min-mg biatka 50,20+2,58° 82,59+8,28a 60,62+3,92 62,47+3,61

moga powodowac utlenienie tusz- a-zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy wartosciami w grupach smoltow bytujacych w rzekach Glazna i Skotawa, b
czéw, biatek, DNA i w nastepstwie zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy wartosciami w grupach smoltéw bytujacych w rzekach Skotawa i Kwacza; c -
’ ’ zmiany statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy wartosciami w grupach smoltéw bytujacych w rzekach Kamienna i Kwacza

przyczyni¢ sie do uszkodzenia tka-

nek. Toksyczne produkty reakcji utle-

niania dziatajg cytostatycznie na

komorke, uszkadzajgc btony komérkowe oraz prowadzac
komoérke do $mierci na drodze apoptozy lub nekrozy. Stan
rownowagi komorek utrzymuije sie dzieki enzymom antyok-
sydacyjnym, takim jak dysmutaza ponadtlenkowa, kata-
laza, transferaza S-glutationowa oraz dzieki innym substan-
cjom, takim jak np. glutation czy witaminy E, Ci A. Zwigzki te
umozliwiajg usuwanie nadmiaru RFT z komorek (Halliwell
i Gutteridge 1990). RFT sa niezbedne w wielu procesach
fizjologicznych w organizmie i petnig wiele korzystnych
funkcji, m.in sg mediatorami i regulatorami metabolizmu,
indukujg apoptoze, stymulujg transport glukozy do komé-
rek, serotoniny do ptytek krwi, wptywajg na przekazywanie
sygnatow do komorek i wewnatrz komorek, regulujg eks-
presje genow, aktywujg biatka kierujgce podziatami komor-
kowymi oraz biorg udziat w procesach obronnych organi-
zmu (Matyska-Piekarska i in. 2006). Wyczerpanie przez
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minuje ona ze $rodowiska komorki anionorodniki ponad-
tlenkowe, z ktoérych powstaje nadtlenek wodoru. Jest on
rozktadany do wody i tlenu z udziatem katalazy lub peroksy-
dazy glutationowej (Boon i in. 1997).

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) katalizuje reakcje
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku
wodoru i tlenu, co zapobiega powstawaniu rodnika
hydroksylowego. Powstaty nadtlenek wodoru usuwany
jest przy udziale peroksydazy glutationowej (GPx). SOD
wystepuje w dwoch formach komérkowych: cytoplazma-
tycznej zawierajgcej miedz i cynk (Cu, Zn-SOD) oraz mito-
chondrialnej zawierajgcej mangan (Mn-SOD) (Ray
i Husain 2002).

W tkance migsniowej smoltow troci wedrownej z czte-
rech doptywow Stupi uzyskano nastepujgce $rednie dla
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej: dla smoltéw z Gla-
zny — 526,40 U/mg biatka, ze Skotawy — 448,51 U/mg
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biatka, z Kamiennej — 510,26 U/mg biatka, a z Kwaczy —
441,15 U/mg biatka. Wyniki przeprowadzonych badan
wykazaty wysokg aktywno$¢ SOD w tkankach smoltow
z Glazny, Skotawy oraz z Kamiennej. W badanych grupach
ryb nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic dla
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (tab. 2).

Aktywnos¢ katalazy w tkance migsniowej smoltow
pochodzacych z rzeki Glazny wynosita 33,80
mkmol/min-mg biatka, ze Skotawy — 55,09 mkmol/min-mg
biatka, z Kamiennej— 39,46 mkmol/min-mg biatka, a z Kwa-
czy — 24,90 mkmol/min-mg biatka. Réznice istotne staty-
stycznie odnotowano pomigdzy warto$ciami uzyskanymi
dla smoltéw z Glazny i Skotawy, Skotawy i Kwaczy oraz
Kamiennej i Kwaczy. Wykazano wyzszg aktywnos¢ kata-
lazy w tkance miesniowej ryb odtowionych w Skotawie
w poroéwnaniu z rybami z Glazny (o 63%, p<0,05) oraz
znacznie nizszg aktywnos¢ tego enzymu u ryb z Kwaczy
w poréwnaniu z rybami ze Skotawy (0 121%, p<0,05) i
z Kamiennej (0 58%, p<0,05) (tab. 2).

Kolejnym waznym antyoksydantem jest glutation (GSH).
Glutation z udziatem peroksydazy glutationowej (GPx)
usuwa szkodliwy dla organizmu nadtlenek wodoru oraz,
podobnie jak tioredoksyna, redukuje utlenione grupy tiolowe
biatek. W wyniku tych reakcji powstaje utleniona postac glu-
tationu (GSSG), z ktérej ponownie jest odtwarzany GSH
z udziatem reduktazy glutationowej (GR) (Comhair i Erzurum
2005). W przeprowadzonych badaniach uzyskano naste-
pujgce wartosci dla aktywnosci peroksydazy glutationowe;j
w tkance mie$niowej smoltow troci wedrownej: dla smoltéw
z Glazny — 50,20 mkmol/min-mg biatka, ze Skotawy — 82,59
mkmol/min-mg biatka, z Kamiennej — 60,62 mkmol/min-mg
biatka i z Kwaczy — 62,47 mkmol/min-mg biatka. Réznice
istotne statystycznie odnotowano pomiedzy wartosciami
omawianego enzymu w grupach ryb pochodzacych z rzek
Glaznai Skotawa. Smolty z Glazny charakteryzowaty sie naj-
nizszg aktywnoscig peroksydazy glutationowej w poréwna-
niu z rybami odtowionymi w trzech pozostatych rzekach.
Ponadto w grupie smoltow ze Skotawy stwierdzono wyzszg
aktywnos¢ tego enzymu w poréwnaniu ze smoltami z Glazny
(0 65%, p<0,05) (tab. 2). Aktywnos$¢ reduktazy glutationowe;j
(GR) w tkance mig$niowej smoltéw troci wedrownej z Glazny
wynosita 131,20 nmol/min-mg biatka, ze Skotawy — 148,71
nmol/min-mg biatka, z Kamiennej — 153,46 nmol/min-mg
biatka, a z Kwaczy — 132, 68 nmol/min-mg biatka (tab. 2).

Podsumowanie

Wedtug raportow  Wojewddzkiego Inspektoratu
Ochrony Srodowiska przyczyna silnego zanieczyszczenia
rzek sg $cieki przemystowe, zanieczyszczenia rolnicze,
sptywy powierzchniowe z miast, a takze Scieki pochodzace
z naszych doméw. Na jakos$¢ rzeki Stupi majg wptyw zanie-
czyszczenia doptywajace z osiedli i obszarow uzytkowa-
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nych rolniczo, zagospodarowanie turystyczne jezior oraz
zanieczyszczenia z lewobrzeznych doptywdw rzeki. Dolny
bieg rzeki przyjmuje zanieczyszczenia niesione przez Sko-
tawe i Kwaczg oraz zanieczyszczenia rolnicze (Utrac-
ka-Minko i in. 2006, Miller 2006).

Na podstawie przeprowadzonych badan markeréw
stresu oksydacyjnego oraz gospodarki mikropierwiastkami
w tkance mig$niowej wedrownej,
pochodzacych z czterech rzek z dorzecza Stupi uzyskano
nizej przedstawione wyniki:

smoltéw  troci

1. W tkance migsniowej smoltéw zasiedlajgcych Glazne
wystepowaty wysoki poziom wapnia oraz wysoka aktyw-
no$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w poréwnaniu z rybami
z trzech pozostatych wytypowanych do badan
doptywow Stupi.

2. Smolty bytujgce w Skotawie charakteryzowaty sig
wysokg aktywnoscig katalazy oraz wysokim poziomem
zmian oksydacyjnej modyfikacji biatek i lipidéw. Uzyska-
ne wyniki Swiadczg o nasileniu stresu oksydacyjnego na
skutek zanieczyszczenia Srodowiska rzecznego Skota-
wy. Peroksydacja lipidow i biatek powoduje zwiekszenie
aktywnosci katalazy w tkance migéniowej smoltow, co
moze wskazywa¢ na aktywacje kompensacyjnych
obronnych mechanizméw organizmu ryb.

3. Smolty zasiedlajgce Kamienng charakteryzowaty sie
wysokim stezeniem biopierwiastkéw (Mn, Cu, Zn, Fe),
a takze wysokg aktywnoscig enzymow antyoksydacyj-
nych — katalazy i peroksydazy glutationowe;.

4. Smolty troci wedrownej bytujgce w Kwaczy wykazywaty
wysokie stezenie Ca i Mg oraz wysoki poziom ketono-
wych pochodnych oksydacyjnie zmodyfikowanych
biatek, co moze $wiadczy¢ o pewnym stopniu zanie-
czyszczenia tej rzeki.

Poziom markerdw stresu oksydacyjnego oraz stezenie
mikropierwiastkbw stanowig bardzo wazne wskazniki,
przydatne do analizy adaptacyjnych mozliwosci i poziomu
kondycji organizmoéw ryb, bytujgcych w rzekach poddanych
antropopresji 0 r6znym stopniu nasilenia. Za pomocg tych
wskaznikbw mozna oceni¢ rowniez stopien kondyciji fizycz-
nej ryb.
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BIOACCUMULATION OF ELEMENTS AND OXIDATIVE STRESS MARKERS IN THE MUSCLE TISSUE OF SEA TROUT
SMOLTS (SALMO TRUTTA L.) FROM StUPIA BASIN

Katarzyna Patczyfiska-Guguta, Halyna Tkachenko, Natalia Kurhaluk, Ewa Gérska

ABSTRACT. Sea trout (Salmo trutta morpha trutta L.) is considered one of the most valuable species of fish fauna of the river Stupiain
terms of natural, economic and angling values. Aquatic organisms in their living environment are influenced by a variety of stressful
factors. They may modify physiological processes depending on the potency and duration of action and, in extreme cases, reduce the
chances of survival. In ecotoxicological studies are developed concepts evaluating the effects of various components of
environmental stress and use of biomarkers. They vary proportionally with the exposure degree of pollutants on animals in their
natural environment. The main aim of our study was analysis of ecophysiological response in the muscle tissue of juvenile sea trout in
river Stupia and its drainage basin areas (Glazna, Skotawa, Kamienna, Kwacza). Physiological condition of organisms are based on
the oxidative stress markers (lipid peroxidation and oxidative modification of proteins), the antioxidant defenses (activities of
superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione reductase, and catalase), elements content (the concentration of trace
elements — manganese, copper, zinc, iron, and macronutrients — calcium, magnesium) in the muscle tissue of juvenile sea trout.
Muscle tissues from each fish were collected for the chemical and biochemical assays. Juvenile specimens of sea trout from river
Glazna were characterized by high levels of calcium and high superoxide dismutase activity in muscle tissue compared to those in
fish from other rivers. High catalase activity and high levels of derivatives of oxidative modification of proteins and lipids were reported
among the fishes inhabiting the river Skotawa. The results suggest about oxidative stress intensity due to pollution of fish habitat.
Lipid peroxidation and protein oxidation increase the catalase activity in the muscle tissue of smolts indicating about the activation of
compensatory defenses mechanisms of the fish. Smolts from the river Kamienna were characterized by a high level of bio-elements
(Mn, Cu, Zn, Fe) and the high activity of antioxidant defenses (catalase and glutathione peroxidase). A characteristic feature of
juvenile sea trout inhabiting in the river Kwacza was a high level of Ca and Mg. These fish are also characterized by high levels of
ketone derivatives of oxidative modified proteins, indicating a certain degree of pollution of the river. As shown in the reports of the
Regional Inspectorate for Environmental Protection, the cause of contamination of rivers are industrial wastewater, agricultural
pollution, runoff from urban and sewage from our homes. The quality of water in the river Stupia is result of pollution flowing from
settlements and agricultural areas, tourist management of lakes and pollution from the left bank tributaries of the river. The lower flow
of the river Stupia adopt pollution carried by the river Skotawa and Kwacza as well as agricultural pollution. Analysis of antioxidant
enzymes activity and oxidative stress markers, as well as elements levels in the muscle tissue of juvenile sea trout will allow to assess
of health condition depending on the habitats of fish. The study, in addition to factual knowledge, will provide the protective actions
resulting in a further increase in the amount of this species of fish in Stupia including the degree of pollution of their environments.

Keywords: sea trout, Stupia basin, oxidative stress, bioaccumulation of elements
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