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Abstract

In recent years the number of reports of toxic cyanobacterial blooms in meso-eutrophic surface
water bodies both in Sweden and globally has increased. Frequently occuring water blooms lead to an
increased risk of human exposure through drinking water, recreational activities (e.g. bathing) and
food. Microcystins (Mcyst) is the most commonly produced toxin family associated with
cyanobacteria and epidemiological evidence has shown that chronic exposure to microcystins might be
one contributing factor to enhanced frequency of liver cancer in some areas in China. It is therefore
important to quantitatively and qualitatively study different uptake routes to humans.

In this study the uptake and translocation of microcystins in lettuce and radish was quantitatively
analysed with an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. One week old plants were
exposed daily to environmentally relevant levels (0.74 and 8 g Mcyst/l) of microcystins for 12 days.
The uptake routes tested were either through the roots of plants grown in hydrocultures or through the
whole plant surface for plants grown on a conventional soil medium. Whole roots and radishes and
lettuce leaves were pooled (from 4 individuals), freeze dried and homogenised. Some samples were
rinsed in destilled water before being pooled. The microcystins were extracted in an ammonium
hydrogen carbonate buffer and filtrated (0.45 pm) before adequate dilution in a phosphate buffer
solution (pH 7.5) and analysed with an ELISA-test kit.

In both lettuce and radish, grown in hydrocultures (8 g Mcyst/l) uptake through the roots and
transport to the upper parts of the plants were observed. In the radish an average of 0.18 pg Mcyst/g
dry weight (d.w.) and in the radish roots 0.07 ug Mcyst/g d.w. was recorded. Values for lettuce was
0.01 pug Mcyst/g d.w. in the leaves and 0.15 pg Mcyst/g d.w. in the roots. In plants grown on soil,
watered with water containing 8 g Mcyst/l an average of 0.024 g Mcyst/g d.w. was recorded in the
radish (stem) and 0.074 g Mcyst/g d.w. in lettuce leaves. The microcystin content was about 75%
lower in rinsed lettuce leaves implying that much of the microcystin is not absorbed but remain on the
leaf surface when watered from above. In plants exposed to 0.74 ug Mcyst/I no uptake through the
root or plant surface was observed. No cross reactivity of the ELISA-test with compounds in the plant
tissue was observed.

The results indicate that it is possible for humans to be exposed to microcystins through

vegetables. It is unlikely that acute toxic effects will occur but the possibility of long term effects



cannot be excluded. The tolerable daily intake (TDI), 0.04 pug Mcyst/kg body weight (WHO

provisional recommendation) might be exceeded in areas where microcystin contaminated water is
used for irrigation, if the microcystin levels observed in this study are representative for levels in

staple crops as cereals, potatoes, rice etc.




1. Inledning

1.1 Allmént

Med tilltagande ménsklig anvindning av gédningsmedel, utslépp av nérsalter i avloppsvattnet och
utsldpp av luftburna kvivef6reningar 6kar naringshalterna i ytvattnet, vilket leder till ett stdrre antal
organismer. En av de grupper som gynnas ér cyanobakterier, som #ven kallas blagrona alger.
Cyanobakterier utgor en viktig del i de akvatiska ekosystemen bland annat dirfor att manga kan binda
luftens kvive, nagot som senare kan komma andra organismer till godo. Normalt utgor inte
cyanobakterier ndgot problem, men vid okad tillforsel av ndringsdmnen sker en massutveckling
(vattenblomning), vilket leder till problem for bade ménniskor och djur. Dessutom blir det ofta
storningar i hela det akvatiska ekosystemet med minskad biologisk mangfald som f6ljd. De
oldgenheter som uppstar fér minniskan #r av flera slag. En aspekt &r de rent estetiska effekterna. Nar
vattnet har férvandlats till en gron, illaluktande s6rja begrinsas méjligheterna att utnyttja det for bad,
hobbyfiske eller andra vattenaktiviteter (vattenskiddkning, dykning m.m.). Redan vid méttlig
massutveckling av cyanobakterier kan bade smak- och luktférsdmringar paverka vattnets anvéndbarhet
som dricksvatten. Betydligt allvarligare dr dock att manga cyanobakterier producerar olika toxiner som
orsakar bl.a. lever- och nervskador pa bade djur och ménniskor. De har ocksa rapporterats orsaka
allergiska besvir och hudirritationer hos méanniskor (Chorus et @al" 1999, Willén et al., 1997). Flera
cyanotoxiner, d.v.s. toxiner som produceras av cyanobakterier, ar lika potenta som kobragift, se fig. 1,
och frén litteraturen finns talrika rapporter om dédsfall fran skilda delar av vérlden bland s3vil
ddggdjur, faglar och fiskar i samband med massutveckling av cyanobakterier (Carmichael, 1994,
Lambert et al., 1994, “Chorus et al., 1999). Det finns dven ett antal rapporter om dddsfail hos
minniskor orsakade av cyanotoxiner (Chorus e al., 1999). Flera undersokningar har pavisat
cyanotoxiner (t.ex. microcystiner, Mcyst) i dricksvattnet trots behandling i konventionella reningsverk
med fillning, sedimentering och klorering (Lambert et al., 1994, Skulberg, 1991). De ekologiska
effekterna av cyanotoxiner dr déligt kdnda. Manga algtoxiner kan paverka bade vixt- och
djurplankton, vilket eventuellt kan inverka pa den akvatiska niringskedjan atminstone pa kort sikt
(Carmichael, 1994, Chorus et al., 1999). Andra organismer, som t.ex. musslor, verkar inte péverkas i

négon storre utstrickning trots att de ackumulerar stora méngder cyanotoxiner (Chorus et al., 1999).
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Fig. 1. Jamforelse av olika naturligt forekommande gifters toxicitet. Den relativa toxiciteten anges som

inverterade viirden, d.v.s. botulinum &r giftigast.

1.2 Vilka gifter producerar cyanobakterier - och varfor?

Av omkring 2000 beskrivna arter av cyanobakterier har ett 40-tal rapporterats vara
toxinproducerande (Annadotter ef al., 1994). I figur 2 visas tre toxinproducerande arter av

cyanobakterier. Cyanotoxinerna ir s.k. sekundira metaboliter och bildas i komplicerade och

energikriivande processer (Sundh, 1997). Det ér drfor inte troligt att de framstills av en slump och att
de rent tillfilligtvis rikar vara giftiga. Det ger ingen evolutionér fordel. Snarare dr det sé att toxinerna
spelar en viktig roll fér cyanobakteriernas $verlevnad pa samma sitt som hogre vixter bildar
sekundira metaboliter for kommunikation, kemisk krigforing, néringsupptag etc. Exakt vilken

betydelse de har dr dock inte klarlagt (Lambert et al., 1994, Sundh, 1997, Willén et al., 1995). Det har



dock visats att toxinerna skyddar mot betning genom att de har toxisk effekt pd vixtplanktonitande
djurplankton t.ex. Daphnia sp. (Carmichael, 1994). Likasé ar de toxiska mot andra véxtplankton och

genom att inhibera deras tillviixt kan cyanobakterierna fa konkurrensfordelar.

Fig. 2. Tva toxinproducernade cyanobakterier fran Lilla Ullfjarden, Planktothrix prolifica (t. vinster) och

Aphanizomenon flos-aquae (t. hoger). (Foto E. Willén.)

Cyanotoxinerna brukar delas in i hepatoxiner (levergifter), neurotoxiner (nervgifter) och
lipopolysackarida endotoxiner (LPS). Dessa skiljer sig mycket at vad giller toxisk effekt,
giftighetsgrad, vattenldslighet och persistens (Carmichael, 1994, Lambert et al., 1994). Globalt sett dr
hepatotoxinerna den grupp cyanotoxiner som oftast patriffas i samband med vattenblomningar
(Chorus et al, 1999). Hepatotoxinerna utgdrs av tva olika toxinfamiljer, microcystiner (Mcyst) och
nodulariner, som bada kemiskt sett #r cykliska peptider. I fig. 3 visas den generella strukturformeln for
en av de varianter av microcystin som identifierats. Microcystinerna, som framst har isolerats fran
sliktena Anabaena, Microcystis och Planktothrix, betar av sju aminosyror (heptapeptider).
Nodularinerna ddremot bestar av fem aminosyror (pentapeptider) och har isolerats fran bl.a. sliktet
Nodularia som massutvecklas i Ostersjon. Hittills dr 6ver 60 microcystiner och ett 10-tal nodulariner
kinda (Sundh, 1997). Efter en vattenblomning kan microcystiner ofta sparas i vattnet under ling tid
eftersom de 4r extremt stabila och inte oxideras eller hydrolyseras vid normala pH forhéllanden. Aven
efter kokning 4r microcystiner potenta. Microcystiner fotolyseras endast ldngsamt men vid ndrvaro av
pigment (humosa dmnen) och i starkt solljus gér det snabbare och de kan dé brytas ned till 90 % pa tvd

till sex veckor. I morka naturliga vatten kan microcystiner bevaras i flera ar (Chorus et al, 1999).




Fig. 3. Den generella strukturen for microsystin-LR (Fran Chorus et al., 1999).

1.3 Massutveckling av cyanobakterier - regleringsmekanismer

Det ar frimst fyra faktorer som gynnar massutveckling av cyanobakterier: svag eller ingen vind, en
vattentemperatur mellan 15-30°C, neutralt eller svagt alkaliskt vatten (pH 6-9) och god tillgéng pé
framfor allt fosfat (Carmichael, 1994). Men #dven balansen mellan olika oorganiska kviveforeningar
kan ha betydelse (Blomqvist et al., 1994). Under dessa forhallanden har cyanobakterier en
konkurrensfordel framfor mdnga andra alger. Det dr mycket omdiskuterat exakt vad som styr
massutveckling av cyanobakterier, deras inbordes artkonkurrens och vad som utlgser toxinproduktion.
Nagra av de viktigaste faktorerna och sambanden beskrivs nedan.

En av de viktigaste faktorerna ir tillgdngen pa néringsdimnen som reglerar den biologiska
produktionen (Chorus et al., 1999). Totalfosforhalten &r den parameter som samvarierar bist med
algbiovolym (fig. 4). Langvariga massutvecklingar av cyanobakterier uppstar framst i vatten med
fosforhalter 6ver 50 ug/l, det vill séiga i sjoar som klassats som eutrofa eller hypertrofa enligt svenska
normer (Naturvardsverket, 1999).

Ljusintensiteten dr en annan viktig abiotisk faktor (Chorus et al., 1999). Cyanobakterier behdver
lite energi for livsuppehdllande metaboliska funktioner och kan darfér konkurrera ut andra alger i
grumliga vatten. Anpassning till svagt ljus innebr att stora populationer cyanobakterier kan utvecklas
dven pa storre djup, t.ex. vid metalimnion (sprangskiktet). For att nd optimala ljusférhillanden har
méanga cyanobakterier mojlighet att snabbt forflytta sig vertikalt i vattenmassan med hjilp av gasfyllda

blésor, nagot som &r sarskilt utslagsgivande i konkurrensen med andra alger.
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Fig. 4. Total algbiovolym i forhallande till total fosforhalt.

D3 cyanobakterier har en relativt 1ag tillvéixthastighet dominerar de sillan i vatten med kort
omsiittningstid eller dér stor turbulens rdder (Chorus et al., 1999). Dir utvécklas i forsta hand
kiselalger, vissa gronalger och stora flagellater.

En stor del av svarigheten med att forutséiga vattenblomningar beror pa det faktum att olika
dominerande grupper av alger avldser varandra i ett komplicerat samspel under den arliga
sommarsuccessionen med start- och andpunkter i vér- respektive hostcirkulationen (Naturvardsverket,

1999). I Sverige massutvecklas cyanobakterier vanligen under perioden juli - september.

1.4 Situationen i Sverige

Det finns idag ingen heltickande inventering av antalet sj6ar i Sverige med avseende pa toxiska
vattenblomningar, men av de vattenblomningar som rapporterats dr knappt hélften (47 %) toxiska
(Willén et al., 1997). Motsvarande siffra for Europa dr 53 % (Chorus et al., 1999).

17 % av samtliga Sveriges sjoar 4r niringsrika (eutrofa, 25-50 pg P/1) eller mycket naringsrika
(hypertrofa, >50 pg P/l) (Wilander et al., 1995). Fordelningen av sjdar med massutveckling av

toxinproducerande cyanobakterier foljer i stort fordelningen av eutrofa och hypertrofa sjoar




(Naturvérdsverket, 1993, Willén et al., 1997). Av fig. 5 framgér i vilka sjoar cyanotoxiner kunde

pavisas under perioden 1981-95.

Fig. 5. Forekomst av vattenblommande sjoar med toxiska stammar av cyanobakterier 1981-97.

Sammanfattningsvis kan s#gas att massutveckling av cyanobakterier frimst kan forvéntas i svenska
slittbygder, dir den hoga befolkningstitheten leder till att risken for att ménniskan ska exponeras for
cyanotoxiner ir relativt stor. Exponeringen kan ske framst via dricks- eller badvatten och animalisk
foda (fisk, musslor). Exponering kan ocksé ske genom att cyanotoxiner upptas eller fastnar pd ytan av

jordbruksprodukter nér jordbrukare eller privatpersoner konstbevattnar sina odlingar med sjovatten.

1.5 Microcystiners effekter pa djur och vixter

1.5.1 Effekter pa djur och ménniskor
Microcystinerna inhiberar fosfataserna proteinfosfatas 1 och 2A, vilket gor att de paverkar ett stort
antal processer i kroppen, t.ex. glykogenmetabolism, celldelning och uppbyggnad av cellskelettet

(Lambert et al, 1994). Naturlig exponeringen for microcystiner sker huvudsakligen via dricksvattnet,




dir microcystinerna finns antingen 16st i vattnet eller i eventuella forekommande hela

cyanobakterieceller, eller via fodan dé t.ex. musslor och fisk kan ackumulera microcystiner. Upptag av
microcystiner genom huden ir ej studerat men forvéntas inte vara hogt, ddremot kan allergiska
reaktioner uppsta vid kontakt med cyanobakterier under exempelvis bad. Eftersom microcystiner inte
ar flyktiga, 4r exponering genom inhalation troligen forsumbar utom mdjligen om microcystiner ir
16sta i luftburna aerosoler — ett fenomen som #r mojlig vid si kraftiga vattenblomningar att
skumbildning uppstér. De akuta effekterna av microcystinférgiftning vid oralt intag upptrider framst i
levern, som ir det organ som uppvisar de higsta toxinhalterna. Orsaken till detta &r att
microcystinerna transporteras till levern via samma system som nyttjas av gallsalterna (Sundh, 1997).
Microcystiner himmar nybildning av mikrofilament som bygger upp cellskelettet, vilket gor att
levercellerna forlorar sin struktur och lossnar frén varandra. Om kapilldrerna i levern paverkas, leder
det till massiva inre blédningar med dédlig utgéng.

Microcystiner har ocksi pavisats ha en cancerogen effekt pa forsoksdjur. Ito et al. (1997) har visat
att microcystin mojligen kan fungera som en initiator, d.v.s. vara en direkt carcinogen substans.
Forsok p réttor har visat att microcystin dr en potent tumdrpromotor redan vid 10 ug/kg kroppsvikt
(intraperitoneal exponering 2 ggr per vecka). Denna dos #r tre tiopotenser ldgre én den dos som krivs
for andra kiinda tumérpromotorer som fenobarbital, hexaklorocyklohexan och cyprotonacetat
(Lambert et al., 1994). Det gor microcystin till en av de mest potenta tumdrpromotorerna man kanner
till. En hypotes till hur microcystinerna fungerar som tumdrpromotorer dr att inhibering av
proteinfosfataser leder till att balansen mellan de substanser som styr tillvéxt och celldelning gar
forlorad, d.v.s. en ohdimmad celldelning sker. Kronisk exponering for 1dga doser microcystin har
bidragit till 5kad tuamérpromotion i levern hos ménniska. I Kina har en epidemiologisk studie visat att
levercancer var avsevirt vanligare hos personer som tog sitt dricksvatten frin vattenblommande diken

och dammar #n hos dem som tog brunnsvatten (Chorus et al., 1999).

1.5.2 Effekter pa viixter

Microcystiners effekter pa vixter &r inte lika vil undersokta som deras effekter pé djur.
MacKintosh et al. (1990) har visat att en av microcystinerna, microcystin-LR (Mcyst-LR), himmar
proteinfosfataser hos bade djur och vixter (t.ex. raps, morot, veteblad och drtblad) pa samma sitt och

vid samma koncentrationsintervall. Att vixter kan ta upp och paverkas av microcystiner har visats av




bl.a. Kurki-Helasmo et al. (1998). Dir pavisas att tillviixten minskar och proteinfosfatasaktiviteten

halveras hos senapsfron som odlas pa ett fast medium med tillsats av microcystin (0.8 ug/ml) i sju
dagar. Vid microcystinhalter 6ver 5.0 pg/ml blev plantorna missformade. D3 framfor allt
rotf6rldngning och rothdrstillvixt himmades knots detta till microcystiners kiinda effekt att inhibera
defosforylering av proteiner i cellerna. Detta hammar i sin tur transport av auxin, det tillvéixthormon
som styr bl.a. rotfériingning och rothérstillvixt till tillvixtomradena. Liknande resultat har dven
erhllits av Kos et al. (1994) dir en 50 % inhibering av tillvixten hos senapsfron observerades vid en
microcystinkoncentration av 3 pg/ml odlingsmedium. Skillnader i kénslighet hos olika vixtarter som
majs och senap har ocksa pivisats (Stoltz, 1998). En mer @n 50 %-ig himning av fotosyntesen har
observerats hos bona vid engingsexponering av bladen for >10 pg Mcyst-LR/ml vattenlGsning. Vid
engangsexponering fér 10 pg Mcyst/ml vatten var effekten dvergdende inom 5 dagar. Vid exponering
for 100 pg Mcyst/ml vatten forblev fotosyntesen hiimmad i 8 dagar. Upprepad exponering av bladen
under 7 dagar med 0.02 pg Mcyst/ml visade en kraftig reduktion av fotosyntesen, vilket tyder pé att
dven langvarig exponering for 13ga halter microcystin kan paverka vixter negativt (Abe et al., 1996).
Det finns endast ett fatal rapporter i litteraturen som visar hur mycket microcystin som verkligen
tas upp av vixter exponerade for microcystin. Till synes friska groddplantor av senap, som odlats pa
fast agargel i 7 dagar med 0.25 ug Mcyst/ml gel, inneholl 5.3 pgrkg farskvikt (f.v.) efter sk6ljning
(Kurki-Helasmo et al., 1998). I understkningen anvindes radioaktivt mérkt Mcyst. I en annan
undersokning analyserades microcystininnehallet i sallad som odlats kommersiellt och bevattnats med
sjévatten med massutveckling av cyanobakterier, bl.a. Microcystis aeruginosa (Codd et al., 1999). 1 de
yttre distala bladen uppmiittes 0.88 g Mcyst/g torrvikt (t.v.) och i den basala delen pa de centrala
bladen (i "huvudet’) 2.5 ug Mcyst/g t.v.. Makroskopiska grona partiklar kunde observeras pa bladytan
10 dagar efter sista bevattningen och algskummet pa sjon dér vattnet togs inneholl 3.23 pg Mcyst-LR
ekvivalenter/mg algskum (t.v.). Hur ldnge bevattningen med microcystinbeméngt vatten hade pagatt
var inte ként. Analysen gjordes immunologiskt (CIPPIA immunoassay). Ingen av dessa
undersdkningar svarar dock fullstindigt pa frigan hur mycket microcystin som tas upp i gronsaker,
som bevattnas med ett microcystinhaltigt vatten, ddr toxinhalten dr av en sddan storleksordning som
kan foreligga vid kraftig vattenblomning. Inte heller kan man utlédsa om upptaget sker huvudsakligen
via rotterna eller bladytan eller om transport inom vixten forekommer. Det &r fragor som belyses i

detta arbete.
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1.6 Malsittning

Syftet med detta arbete var att kvantitativt bestimma hur mycket microcystin som togs upp av
isbergssallad (Lactuca sativa) och ridisa (Raphanus sativus) som odlats pa jordmedium vid
konventionell bevattning med sjovatten innehdllande cyanobakterier i massutveckling. I det anvinda
vattnet var den massutvecklade arten Planktothrix prolifica (Grev.) Gom. dominerande. De uppmiitta
halterna jimfordes sedan med vérldshélsoorganisationens (WHO) rekommenderade griansvirden och
TDI (tolerabelt dagligt intag) for att belysa eventuella hilsorisker med att anvinda sjovatten med
massutvecklade cyanobakterier for bevattning inom kommersiell véxthusodling och privat
hobbyodling. Férutom att kvantitativt bestimma halten microcystin i sallad och ridisa, studerades
dven upptagsvigar och transport av microcystin fran rot till stjidlk och blad i véxterna vid odling i
hydrokultur genom att rotterna exponerades. Valet av sallad och ridisa som forsoksvixter styrdes
bland annat av att de dr omtyckta och ofta konsumeras av en stor del av befolkningen, samt att bada &ar
latt- och snabbodlade i vixthus, ddr kontrollerade forhdllanden rader. Sallad har en stor bladyta och
huvuddelen av den néring och det vatten som salladen tar upp genom rétterna investeras i bladmassan.
Microcystinupptag i sallad har dessutom studerats tidigare, vilket mojliggor jamforelser (Codd et al.,
1999). Ridisa valdes for att kunna jamfora microcystinupptag mellan tva olika véxter. Ridisa lagrar
huvuddelen av den upptagna niringen i stjidlken (rddisan) och inte i bladen som hos sallad och dirfor

kan eventuella skillnader i anrikningsplats belysas.

2. Material och metoder

2.1 Provtagning

Provvatten med microcystin togs 99.07.16 fran Lilla Ullfjdrden, en avskild vik, som via Ekoln
soder om Uppsala har férbindelse med 6vriga delar av Milaren. Siktdjupet méttes med en siktskiva till
ca 3 m. Med en termometer lokaliserades sprangskiktet till 7.0 meters djup. P4 denna niva utvecklas
varje sommar en stor population av den starkt toxiska och kraftigt rodfdrgade arten Planktothrix
prolifica, en i Lilla Ullfjarden ekologiskt och toxikologiskt vil undersokt art (Willén et al., 1984,
Willén et al., 1999). Provvatten pumpades upp, dels frin metalimnion (7 m, 11°C ), ett vatten som var
svagt rodfirgat, dels frin epilimnion (3.5 m, 15°C). Det senare provvattnet var ofirgat. Provvattnet

fran metalimnion koncentrerades ca 430 ggr genom att ca 3500 | vatten filtrerades i planktonhav
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(maskstorlek 10 um) till en slutvolym pa 8 liter. Det provvatten som togs fran ytan filtrerades eller

koncentrerades ej. Vattnet frystes (~20°C) ca 3 tim. efter provtagningen. Allt provvatten frystes och
tinades minst tvd ginger innan det anvindes for bevattning for att lysera samtliga algceller s3 att
microcystinet frigjordes. Provvattnet forvarades morkt i kylrum (4°C) innan anvindning (totalt under
ca 3 veckor).

Med Ruttnerhéimtare togs dven vattenprover for kvantitativ bestimning av
organismsammansittning och planktonbiomassa i metalimnion och epilimnion. De senare proverna
konserverades genast i jodjodkaliumldsning surgjord med éttiksyra enligt géngse rutiner vid

provhantering av viixtplankton. Dessa prover forvarades sedan morkt i rumstemperatur innan analys.

2.2 Viaxtmaterial, odling och forsoksuppstillning

Isbergssallad (Lactuca sativa) och ridisa (Raphanus sativus) odlades pa ett jordmedium samt i
hydrokultur i klimatkammare vid 27°C dagtid och ca 17°C nattetid. Odlingarna belystes 18.5 tim. per
dygn med artificiellt ljus (metall-halogenlampor, Philips Son-T-plus 400W, 6A, placerat ca 1.1 m 6ver
viixterna) med en ljusintensitet av ca 500 wE/m’s vid bladytan vilket motsvarar knappt en tredjedel av
normalt dagsljus (ca 1700 uE/m’s). Mitningen gjordes med en ljusmitare férsedd med en sfirisk
sensor (Biospherical Instruments Inc., San Diego, Kalifornien). Luftfuktigheten var 50-60 % dagtid
och 80-90 % nattetid.

Fron av isbergssallad (Lactuca sativa v. Great Lakes, Svalof Weibull Tridgird AB, Hammenhég)
och ridisa (Raphanus sativus v. French Breakfast, Broderna Nelsons Fro AB, Tingsryd) anvindes.
Frona blotlades ca 15 tim. innan de saddes i jordmediet (Hasselfors Garden E-jord for yrkesodlare:
vermikulit, 60:40) eller lades pa fuktat papper i slutna petrisskalar f6r groddning (ca 20°C,
lysrorsbelysning). Nar groddplantorna var lagom striickta efter fyra dygn tindes metall-
halogenlamporna. Efter ytterligare 2 dygn ’flottades’ de groddplantor, som skulle odlas i hydrokultur, i
en 0.25 mM kalciumsulfatldsning pa sma proppar av skumplast s att rétterna var helt under
vattenytan med hjédrtbladen uppat. En homogen grupp med avseende pé rot- och skottlingd, mingd
rothar, farg o.s.v. valdes ut. En del av groddplantornas rétter skadades nir de drogs loss frin det
fuktade papperet de vixt pa, men det bedomdes inte ha ndgon betydelse for utgdngen av forsoket.
Efter ytterligare tva dygn 6verfordes groddplantorna till plastbunkar (1 lit.) som var rengjorda med en

svag klorinlosning. Homogena groddplantor valdes ut och fyra stycken placerades i en skumplastplatta
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av polystyren som avpassats for att exakt passa till varje plastbunke (se appendix 1.). Den pa sa siitt
fullstindiga skuggningen av niringsmediet férhindrade o6nskad algtillvéxt. Basen i nidringsmediet var
en 3 mM kalciumsulfatlosning. Baserat pa genomsnittsvikten (10 groddplantor) for sallad respektive
ridisa beridknades den miingd néringslosning som dagligen behdvde tillsittas for att ge en 20 %-ig
tillvéixt (Bergmann, 1992, Petterson, 1986, modifierat enl. Marschner, 1995). Niringslosningen bestod
av 25.00 mM K*, 3.75 mM Mg, 8.23 mM Ca*, 69.25 mM N (56.40 mM NO;, 12.85 mM NH,"),
4.00 mM POy, 1.00 mM CI, 1.88 mM SO,* samt mikroniringsimnen. Volymen niringsmedium hélls
konstant vid en liter. Denna niringslosning och méngden som dagligen tillsattes ir beridknad for att
passa sallad. Det innebir att rddisorna troligen fick mer ndring 4n de egentligen behover. Visuellt
verkar de dock inte ha paverkats negativt av detta. Odlingen skedde i odlingsplattor om 8 x 8 fack och
fron, som hade stts i jordmedium, vattnades inledningsvis med vanligt kranvatten och gallrades s3 att
en groddplanta viixte i varje fack. En vecka efter det att groddplantorna i hydrokultur getts
ndringslosning forsta gangen (tot. 18 dagar efter groddning) bérjade bevattningen av samtliga plantor
med provvattnet innehdllande microcystin. Sallads- och radisplantorna i hydrokultur var da 2-3 cm
langa och pa jordmedium var de 5-6 cm respektive 4-5 cm.
Hydrokulturerna: Sallads- och riddisplantorna exponerades antingen fér microcystin (8 pg Mcyst/1)
eller erhéll endast avjoniserat vatten (kontroll). 50 ml provvatten fran metalimnion innehéllande ca 80
Kg microcystin per liter tillsattes varje plastbunke. Efter 3 dagar tillsattes ytterligare SO ml provvatten
per plastbunke. Mcyst-koncentrationen i varje plastbunke uppgick da till ca 8 pg/l vilket dr en hog
men inte oténkbar koncentration vid kraftig vattenblomning i Sverige. D4 bladen ej kom i kontakt med
provvattnet kan upptag av microcystin endast ske genom rotterna. Inga férs6k med ytvatten gjordes.
Odling pa jordmedium: Sallads- och ridisplantorna bevattnades dagligen uppifrin med en liter
vatten ur en kanna med en fin stril. Bevattningsvattnet bestod av utspitt provvatten fran metalimnion
(8 ug Mcyst/l), ofiltrerat ytvatten (0.74 pug Mcyst/l) eller, for kontrollen, endast avjoniserat vatten. For
att forhindra 6vervattning fick odlingsplattorna sta ett par minuter direkt efter bevattningen och droppa
av (uppskattningsvis ca 1-2 dl). Dag 6 och 7 gavs extra vaxtniring (Byco Bact - biologiskt nirings och
Jordférbittringsmedel) till samtliga plantor for att forhindra néringsbrist.

Samtliga plantor, bade de i hydrokultur och de pa jordmedium, exponerades under 12 dygn for
samma koncentration och for lika stor miangd microcystin (8 resp. 0.74 pug Mcyst/fyra plantor) vilket

gor direkta jimforelser av upptaget microcystin majligt.
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Vid bevattningen anvindes samma utrustning (vollpipetter, métkolv, vattenkanna o.s.v.) for
samtliga plantor. For att férhindra kontaminering mellan proverna skoljdes all utrustning noggrant
med avjoniserat vatten. Den fullstindiga forséksuppstillningen framgar av tabell 1 och av bildserien i

bilaga 1 framgér hur odlingara sag ut.

Tabell 1. Forsoksuppstillning for att pavisa upptag av microcystin (Mcyst) i 30 dagar gammal sallad (Lactuca
sativa v. Great Lakes) och riidisa (Raphanus sativus v. French Breakfast). Plantorna odlades i klimatkammare
antingen i hydrokultur (endast rotupptag) eller pa konventionellt jordmedium med bevattning uppifrén (rot- och
bladupptag med och utan Mcyst-rester pé bladytan). Exponeringen fér Mcyst skedde under de 12 sista dagarna
fore skérd. Hydrokulturerna odlades i niringslosning innehdllande 8 pg Mcyst/l, d.v.s. stindig exponering.
Jordkulturerna bevattnades en géng dagligen med en bestimd méngd vatten innehéllande antingen 8 g Mcyst/l
eller 0.74 pg Mcyst/l varvid dven bladytan exponerades fér microcystin. Samtliga plantor exponerades for
samma méngd Mcyst under lika lang tid. Kontrollerna odlades under samma forutséttningar dock utan att
exponeras for Mcyst.

Upptagsvig Sallad Ridisa
Hydrokultur Jord (blad- och Hydrokultur Jord (blad- och
Microcystin- (rotupptag) rotupptag, vatten (rotupptag) rotupptag, vatten
exponering uppifran) uppifrin)
8 pg microcystin/l Analys av blad- Analys av ridise-
och rotvidvnad och rotvivnad
0 1g microcystin/l Analys av blad- Analys av ridise-
(kontroll) och rotviavnad och rotvivnad
8 pg microcystin/l Analys av Analys av
bladvdvnad radisvivnad
8 ug microcystin/l Analys av skoljd
bladvédvnad
0.74 ug microcystin/l Analys av Analys av
bladvdvnad radisviavnad
0 pg microcystin/l Analys av Analys av
(kontroll) bladvivnad radisvidvnad

De hjirtblad pa riddisorna som borjade gulna under forsokets gang riknades.

Efter 12 dagars exponering for microcystin skordades samtliga plantor, d.v.s. 30 dagar sedan sadd
respektive groddning. Vid skorden valdes slumpmissigt fyra plantor ut att utgora en véxtenhet, d.v.s.
de betraktas statistiskt som en enda planta. Detta &r ett brukligt forfaringssitt ndr man odlar véxter pa
det sétt som gjorts hir, eftersom plantorna varierar mycket i storlek och i viss man hilsa (Lundegérdh,
muntligt). Vixtenheterna sammanférdes tva och tva (totalt 8 st sméplantor per prov) och farskvikten
bestimdes. Salladsplantorna delades upp i blad (dven vissnade) och rotter med snittet direkt under det

nedre bladfistet. Ridisorna delades upp i sjilva radisan med snitt strax under det nedre bladfistet och
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vid den punkt dér den breda rédiskstjilken Gvergar i en smal rot (vid de forsta smarotterna) och i rotter

(allt under ridisan). De bl6ta rotterna torkades snabbt mellan pappershandukar. Vid skéljningen av
salladsbladen lades plantorna i avjoniserat vatten i 0.5-1 min under Iitt omr6rning. Sedan fick de
droppa av ndgra minuter och torkades sedan snabbt mellan pappershandukar. De 6vriga salladsbladen
och ridisorna torkades eller skoljdes inte av pa négot sitt. Direfter bestimdes firskvikten for samtliga
prover. Medelvikten pé salladsblad, rétter och ridisor beriknades och ett tvasidigt T-test (N=5, p
sattes till 0.05) gjordes for att se om det fanns négon statistiskt pavisbar skillnad mellan de plantor som
exponerats for microcystin och den negativa kontrollen. Samtliga prover lades i vida 250 ml

plastburkar med tittslutande lock innan de frystes in vid —20°C.

2.3 Analys

2.3.1 Mikroskopanalys

Bestimningen av frekvensen av forekommande cyanobakterier i provvattnet fran Lilla Ullfjirden
gjordes i ett omvént mikroskop i 10 och 40 géngers objektivforstoring. Innan analys sedimenterades
planktonorganismerna ned pa botten av riknekammare som rutinmissigt anvénds i mikroskoparbete
med vixtplankton (Utermohl, 1958). Artsammansittningen bestimdes samt ingdende arters andel av
den totala cyanobakterievolymen, beriknad som mm*/l. Volymen av enskilda arter beriknades efter
anpassning till limpliga stereometriska figurer. I regel riknades minst 100 individer av varje art.
Microcystinkoncentrationen i provvattnet fran metalimnion respektive epilimnion bestimdes med ett

ELIS A-test (se nedan).

2.3.2 Toxicitetstest

Microcystinhalterna analyserades med ett ELISA test ’kit’ (Enzyme linked immunosorbent assay).
Det test som anviindes var ett kompetitivt ELISA med enzymmarkerat microcystin av mirket
EnviroLogix Inc., Maine, USA. De antikroppar som anvinds reagerar med den si kallade ADDA-
molekylen som finns hos de flesta vanliga microcystiner (Chu et al., 1990). Med ELISA- test kan man
déarfor inte skilja pé olika microcystiner utan resultatet blir ett viirde pa totalhalten. Frystorkat
vixtmaterial 16stes i ammoniumvitekarbonat och spiddes med en natriumklorid-fosfatbuffert (PBS)

enligt Chu et al. (1990) med f6ljande avvikelser:
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* Samtliga prover 16stes i ammoniumvitekarbonat till 5-10 ggr torrvikten (d.v.s. 5-10 ml
NH,HCO,/g prov t.v.).

* Efter homogenisering och centrifugering (16 000 g i 30 min) sammanfordes supernatanten
fran proverna (tvd och tv4, d.v.s. fyra viixtenheter/prov) innan den filtrerades (0.45 |tm)
for att undvika storningar orsakat av partikulért organiskt material, s.k. matrixeffekter.

* Den kraftigt fargade supernatanten (rod frén radisa, gron fran salladsblad och brungul

frén rotter) spiddes 5-40 ggr med PBS (vanligen 5-10 ggr) innan den anvindes for analys.

Aven sjovattnets innehdll av microcystin analyserades med ELISA. Provvattnet frin metalimnion och
epilimnion frystes och tinades minst 2 ggr for att sonderdela cyanobakteriernas celler s att toxinet
kom ut i vattenfasen. Innan analys, enligt instruktion for det anvinda testet, férvarades proverna morkt
och kallt (+4°C) under 7 dagar. For att undvika matrixeffekter dir t.ex. antikropparna i ELISA-testet
blockeras av cellrester eller annat stort organiskt material centrifugerades proverna vid 30 000 g i 30
min. Vid analysen spiddes proverna 10-100 ggr med avjoniserat vatten.

Den optiska densiteten méttes med en fotospektrometer modifierad for ELISA testplattor pa Statens

Livsmedelsverk, Uppsala.

2.3.3 Synpunkter pa odlingsteknik och toxinanalysmetod

Odlingsteknik: Odlingsforhéllandena i hydrokulturerna var troligen inte optimala eftersom bade
sallads- och ridisplantorna i hydrokultur var nagot blekare och tydligt mindre &n de pa jordmedium
under hela foérsokets gang. Stjalken pa ridisorna i hydrokultur bérjade ocksa svilla senare (ca 3 dagar)
4n de som odlades pa jord. Troligen var belysningen for intensiv for ridisorna eftersom hjartbladen pa
plantorna i hydrokultur och i viss mén Zven de pa jordmedium béorjade bli gula och/eller svagt
rodaktiga efter ca 12 dagar. Vixternas fysiologiska status kan ha paverkat upptaget av microcystin
genom forindrat ndrings- och vattenupptag i rotterna, onormal utveckling och distribution av stomata
samt tiden dessa halls 8ppna, liksom onormal upplagring av nidringsdmnen m.m. Rédisorna, som
odlats i hydrokultur, hade antagligen fatt for mycket néring vilket kan ha lett till ett ligre
néringsupptag och ddrmed mindre toxinupptag Detta dr dock inte sikert eftersom det inte #r ként om

microcystin tas upp aktivt eller passivt. Ett eventuellt ligre upptag av microcystin pa grund av 1agt
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néringsupptag kan dock ha kompenserats genom en 6kad transpiration och diarmed ett dkat
vattenbehov orsakat av den kraftiga belysningen.

Vid odlingen observerades skillnader i friga om bade storlek och vitalitet (visuellt med avseende
pa firg, bladstorlek och spénst) hos plantorna. Detta innebdr att vixtmaterialet kan ha varit for litet for
att vara representativt. Kostnaderna fér ELISA testet var en begrinsande faktor for hur manga analyser
som kunde goras. Varje prov bestod av fyra sammanforda vixtenheter, vilket i viss mén kompenserar
for den individuella variationen eftersom virdet blir ett genomsnittsvirde. Trots detta ir variationen
mellan dubbelproverna som mest 280%.

Den exakta exponeringen av vixterna for microcystin #r inte kiind eftersom provvattnet inte
analyserades kontinuerligt under forsokets gng. Endast en analys gjordes i slutet av odlingsperioden
och en del microcystin kan ha borjat brytas ned pa biologisk vég. Det anses dock vara stabilt (Chorus
et al., 1999). Eftersom provvattnet frén metalimnion var koncentrerat 430 ggr si 4r den uppmiitta
microcystinkoncentrationen, 80 ug Mcyst/l, att betrakta som lag. Nagra prover analyserades upprepade
génger och ofta var koncentrationen microcystin nagot ligre vid det senare tillfallet (ej redovisade
resultat), vilket tyder pa att microcystinet inte var helt stabilt. Detta innebir att koncentrationen av
microcystin i provvattnet sannolikt var hogre i bérjan av odlingsperioden.

En direkt jamforelse av hur stort microcystinupptag, som kan forvintas i utomhusodlingar eller
kommersiella vixthus, forsvéras av att vixterna dér utsitts for olika stressfaktorer, annorlunda
behandling och ojémn eller endast kortvarig exponering fér microcystin i varierande koncentrationer.
Toxinanalysmetod: Extraktion av microcystin foér analys med ELISA har tidigare endast beskrivits
for frystorkat algmaterial och ravatten och inte for hela vixter, vilket ledde till vissa praktiska
svarigheter. Det frystorkade vixtmaterialet méste spadas minst 5-10 ggr i ammoniumvitekarbonat for
att nagon vattenfas 6verhuvudtaget ska kunna avskiljas vid centrifugering. I borjan centrifugerades
proverna 30 min vid antingen 16 000 g eller 30 000 g, vilket dock inte avldgsnade allt cellmaterial.
Vid analyserna med ELISA uppstod matrixeffekter, som visade sig genom att samma koncentration
microcystin uppmiittes i prover som var spadda 5 respektive 10 ganger. Vid centrifugering vid 16 000
g foljt av filtrering med 0.45 pm filter avlagsnades det mesta av cellmaterialet for att rimliga virden
skulle erhallas.

For att inte spida proverna mer 4n nddvindigt och riskera att hamna under detektionsgrinsen, dir

det inte dr mojligt att faststéilla ndgon microcystinkoncentration, provades spadning av
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ammoniumkarbonatlésningen 1:1, 1:5 och 1:10 med PBS samt enbart med destillerat vatten. Spadning

till 20 ggr finns beskrivet i litteraturen (Chu et al., 1990). Resultaten blev inte helt entydiga, men det
beslots att spida samtliga prover minst 5 ggr med PBS. Troligen krivs denna volym for att na ritt pH.

Vid sjédlva analysarbetet med ELISA metoden uppstod ocksi ett antal svarigheter. Det svaraste
momentet var att spida provet lagom mycket s att microcystinkoncentrationen hamnade inom ‘
standardkurvans intervall. Ett antal analyser fick goras innan det gick att se pa de optiska |
tithetsvirdena (OD) hur lngt ovanfor eller under standardkurvan provet 1dg och dirmed hur mycket
provet skulle spidas. Noggrannhet vid pipettering &r viktig vid alla steg men sirskilt vid tillséttning av
substratet och sjélva provet. Ar pipetteringen ojamn blir standardkurvan dlig och hela testet maste
goras om, forutom att analysresultatet for de enskilda proverna blir otiliforlitligt. I detta arbete
pipetterades med *omvind’ pipetteringsteknik med pipetter och spetsar fran Brand. Skakbord
anvindes vid inkuberingen. Didremot verkar inte tiderna behdva héllas exakt, vilket underlittar vid
analys av manga prover samtidigt.

Valet av analysmetod (ELISA) dr naturligtvis en mycket viktig faktor for de resultat som erhalls,
vilket bor héllas i dtanke vid jamforelser med resultat som erhéllits med andra analysmetoder. Positivt
med ELISA ir att det dr littanvant, jamforbara kvantitativa data erhélls och reproducerbarheten dr god
(Rivasseau et al., 1999). Bakgrunden ansags vara negligerbar och resultaten har dirfor inte
kompenserats for den. D4 inget microcystin kunde pavisas i kontrollerna, férutom i ett kontaminerat
prov, verkar ingen reaktion med andra dmnen i vixtmaterialet ha férekommit.

Behandlingen av proverna kan ocksa ha paverkat resultatet. Forluster i samband med extraktion,
filtrering och mdjligen nedbrytning av microcystin kan tinkas. Med den extraktionsmetod som har
anvénts ir utbytet 83 % (Chu et al., 1990), vilket innebir att den verkliga halten microcystin i
vixtmaterialet dr ca 20 % hogre #n den uppmiitta (ingen korrektion har gjorts for detta).

Resultaten kan ocksé ha paverkats av den ménskliga faktorn. Manga olika fel kan ha gjorts vid
olika steg under férsoken. En del misstag uppticktes under arbetets gang som t.ex. att provvattnet

luktade illa (organisk nedbrytning), berdkningsfel och felvégningar.

19



3. Resultat

3.1 Artsammansittningen i provvattnet

Resultatet av den mikroskopiska undersokningen av artsammansittningen i provvattnet fran
metalimnion och ytvattnet framgér av tabell 2. I bada vattenproverna dominerade olika cyanobakterier.
Endast enstaka djurplankton och algarter fran andra taxonomiska grupper patriffades och de kan i
sammanhanget forsummas. I vattenprovet fran metalimnion dominerade Planktothrix prolifica en art
som ger provet dess svagt réda firg. Smala Limnothrix spp. och andra smala tradformade
cyanobakterier utgjorde en mindre del av algvolymen. Anabaena lemmermannii och Aphanizomenon
flos-aquae fanns ocksé representerade. I ytvattnet dominerade de smala cyanobakterierna foljt av P.
prolifica, smala Limnothrix spp., A. flos-aquae och A. lemmermannii. Den hbga totala
cyanobakterievolymen i metalimnion visar att Lilla Ullfjarden ar kraftigt eutrofierad enligt de
bed6mningsgrunder for sjoar och vattendrag som utarbetats av Naturvardsverket (1999). Griinsvérdet

for mycket stor biomassa av cyanobakterier i juli-augusti gr d vid 5 mm?/1.

3.2 Odlingsresultat

De hjirtblad pa radisorna som bérjade gulna under forsokets géng riknades. De riddisor, som odlats
i hydrokultur och exponerats for microcystin, hade hogst antal gulnade blad, vilket kan tyda pa en
toxisk effekt av microcystin redan vid 8 pg Mcyst/l. Ett liknande samband observerades dven for de
radisor som odlades i jord dven om det inte var lika tydligt. De plantor, som fick outspitt ytvatten

(0.74 pg Mcyst/l), hade dock ligst antal gulnande hjértblad.

Tabell 2. Artsammansittning av cyanobakterier frin metalimnion (koncentrerat med 10 um planktonhav) och
fran epilimnion i Lilla Ullfjarden (99.07.16). Fordelningen anges i procent av total algvolym. Total algvolym
avser algvolymen i det ofiltrerade och icke-koncentrerade sjovattnet.

Art Epilimnion (vol. %) Metalimnion (vol. %)
Planktothrix prolifica 20.3 90.0
Limnothrix spp. 14.7 3.9
Ovriga tridformiga cyanobakterier 52.3 4.9
Aphanizomenon flos-aquae 11.3 <0.1
Anabaena lemmermannii 1.1 1.1

Total cyanobakterievolym (mm*/1) 1.8 17.0
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Direkt efter skord bestamdes farskvikten och medelvikten beridknades for samtliga prover. Ingen

statistisk signifikant skillnad pa biomassan vid exponering for microcystin kunde pévisas for ndgot

prov.

3.3 Toxinhalter

Analyserna av halten microcystin i provvattnet visade att provvattnet frin metalimnion innehdll ca

80 pg Mcyst/l och ytvattnet 0.74 pg Mcyst/1 (se tabell 3).

Tabell 3. Microcystinkoncentration (ug Mcyst/1) och standardavvikelse (SD) i provvatten frén Lilla Ullfjirden
(99.07.16) analyserat med ELISA-test. Samtliga prover frystes och tinades >2 ggr innan analys. Metalimnion-
proverna har dven koncentrerats (~ 430 ggr), filtrerats (10 um) och centrifugerats (30 000 g, 30 min).
Epilimnion-provet togs p& 3.5 m djup och analyserades direkt efter frysbehandling.

Prov Mcyst + SD Spddning Berdknad koncentration i provet (1ig Mcyst /l)
(ug /l prov)

Metalimnion 1 0.71510.031 100 71.6

Metalimnion 2 0.921+0.004 100 92.1

Epilimnion 0.07410.008 10 0.7

" Dubbelprov.

Halterna microcystin i sallads- och radisvavnaderna redovisas i tabell 4. Dir framgér ocksa hur
mycket det frystorkade provet spiddes (spddningsfaktor) i ammoniumvitekarbonat och PBS och
omvandlingsfaktorn for hur manga génger ldgre microcystinhalten per g farskvikt dr 1 véxtvivnaden
jAmfdrt med per g torrvikt.

De hogsta microcystinhalterna per g torrvikt uppmiittes i radisa (0.24 pg Mcyst/g t.v.) och salladsrot
(0.15 ug Mcyst/g t.v.) som odlats i hydrokultur med 8 ug Mcyst/I niringslésning. Ridisroten innehll
ungefir hilften sd mycket (0.07 pg Mcyst/g tv) som salladsroten medan salladsbladen endast inneholl
0.01 pug Mcyst/g tv. Sallad som odlats pa jordmedium och exponerats for 8 pg Mcyst/l innehdll de
hégsta microcystinhalterna (0.09 pg/g t.v.). De salladsblad, som hade skoljts noggrant efter skord,
inneholl ca en fjardedel sa mycket microcystin (0.02 pg/g t.v.). Ett <-tecken framfor de uppmiitta
microcystinhalterna innebr att den egentliga halten ligger under detektionsnivan for testet (0.14 ug
Mcyst/l). Den angivna halten anges for att visa vilken maximal microcystinhalt som kan tinkas

forekomma i provet beroende pa hur provet har spitts.
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Tabell 4. Uppmiitt microcystinkoncentration (Mcyst) i extrakt frén olika delar av sallad och ridisa efter 12
dagars exponering for microcystin analyserat med ELISA-test. Spidningen av det frystorkade viixtmaterialet i

ammoniumvitekarbonat och PBS anges som total spddningsfaktor (ml/g t.v.). Den beriknade microcystinhalten i

vixtproverna per g torr- och firskvikt samt den inverterade omvandlingsfaktorn frén t.v. till f.v. berdknat som

1/(g t.v./g f.v.) anges. Fyra vixtenheter har sammanforts i varje prov. Vid odling i hydrokultur har rétterna

kontinuerlig exponerats for microcystin. Vid odling pa jordmedium bevattnades vixterna dagligen uppifran

varvid hela vixten exponeras. a innebér exponering for 8 g Mcyst/l, b innebir exponering for 0.74 ug Mcyst/l,

k iir kontrollen (utan microcystin.  Dubbelprov. ? Provet anvinds ej eftersom virdet lg 6ver mitintervallet. *
Provet har troligen blivit kontaminerat.

Prov Microcystin + SD | Spadnings- | Microcystin Inverterad omvandl. | Microcystin
Y (ugh faktor (ug/gt.v.) faktor fran t.v. till (ug/g f.v.)
f.v.
Hydrokultur
Sallad, rot, k. 1 <0.1426 50 <0.00713 18.4 <0.00039
2 <0.1426 50 <0.00713 18.3 <0.00039
Sallad, rot, a. 1% >1.7952 50 >0.058976 18.6 >0.00317
2 0.7576+0.018 200 0.15152 19.6 0.00771
Sallad, blad, k.1 <0.1425 25 <0.00357 7.7 <0.00046
2 <0.1426 25 <0.00357 7.6 <0.00047
Sallad, blad, a.1 0.4196+0.028 25 0.01049 8.1 0.00130
2 0.2955+0.005 25 0.00739 8.4 0.00088
Ridisa, rot, k. 1 <0.1426 50 <0.00713 15.6 <0.00046
2% 0.3569+0.025 50 0.01785 14.3 0.00125
Ridisa, rot, a. 1 1.052440.057 75 0.07893 15.2 0.00519
2 1.188710.055 50 0.05944 14.8 0.00402
Ridisa, k. 1 <0.1426 36.7 <0.00524 9.0 <0.00058
2 <0.1426 50 0.00713 9.8 <0.00073
Ridisa,a. 1 0.708110.012 164.1 0.11618 93 0.01249
2 1.7117+0.037 138 0.23631 9.67 0.02444
Jordmedium : .
Sallad, blad, k.1 <0.1426 25 <0.00357 8.6 <0.00042
2 <0.1426 25 <0.00357 9.0 <0.00040
Sallad, blad, a.1 0.4554+0.064 1329 0.06053 10.2 0.00594
2 0.7670+0.007 112.8 0.08650 10.3 0.00834
Sallad, blad, a + 0.8467+0.018 25 0.02117 9.5 0.00223
skoljning. 1
2 0.5564+0.015 25 0.01391 10.5 0.00133
Sallad, blad, b. 1 <0.1426 25 <0.00357 9.7 <0.00037
2 <0.1426 25 <0.00357 10.7 <0.00033
Ridisa, k. 1 <0.1426 35 <0.00499 13.6 <0.00037
2 <0.1426 35 <0.00499 14.6 <0.00034
Ridisa,a. 1 0.1834+0.019 554 0.01015 14.7 0.00069
2 1.32630.070 29.0 0.03846 13.6 0.00283
Ridisa,b. 1 <0.1426 25 <0.00357 13.2 <0.00027
2 <0.1426 21.7 <0.00309 12.8 <0.00024
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I de plantor pd jordmedium, som exponerats for 0.74 pg Mcyst/l, kunde inte ndgot upptag av
microcystin pavisas. Bland de plantor, som odlats i hydrokultur och exponerats for 8 g Mcyst/]
inneholl ridisa i hydrokultur och salladsbladen pa jordmedium de hdgsta microcystinhalterna per g

farskvikt (0.024 respektive 0.008 pg Mcyst/g f.v.).

4. Diskussion

Den hir undersdkningen visar att kirlvéxter som sallad och ridisa, kan ta upp cyanotoxinet
microcystin vid bevattning frin vattenblommande vattentidkt. Undersokningen av
algsammansittningen i provvattnet fran Lilla Ullfjiarden visade att Planktothrix prolifica dominerade
till 90 % i metalimnion. Sliktet Planktothrix ér kidnd som producent av det potenta levergiftet
microcystin (Chorus et al., 1999). I denna undersokning har framst upptaget av den microcystinvariant
som produceras av P. prolifica undersokts och det dr mojligt att upptaget i vixter av olika
microcystiner skiljer sig kvantitativt t beroende pé de olika toxinvarianternas kemikaliska och
fysikaliska egenskaper (storlek, polaritet m.m.) och pa olika enskilda vixters upptagsmekanism.

Tidigare har ELISA-testet endast anvénts for analyser av vatten och djurmaterial men den hér
undersékningén visar att analyser av viixtmaterial med vattenbaserade extraktionsmedel &r praktiskt
genomforbara.

Av studien framgér inte bara att microcystin tas upp i hégr:a véxter utan att det till viss del dven
kan transporteras i vixten. I tabell 5 har de uppmdtta microcystinhalterna i satlad och ridisa |
sammanstéllts. I riddisa, som odlats i hydrokultur dir endast rétterna har exponerats for microcystin,
har sjidlva ridisan ca 2.5 ggr mer microcystin n rotterna. Detta visar att en relativt stor transport kan
ske. I sallad, som odlats i hydrokultur, 4r halten microcystin i bladen betydligt ligre 4n i rtterna, men
transport av microcystin kan @nda pavisas. Vad skillnaden mellan transporten i riadisa och sallad beror
pa dr inte ként. Transporten till olika delar i vixterna som fron, baljor, rotknélar, blad och stjilkar
skiljer sig troligen &t, vilket kan ha stor betydelse for ackumulationen av microcystin till 4tliga delar i
jordbruksgrodor.

Vid odling p4 jordmedium med bevattning uppifrén av hela bladytan uppmittes de hogsta
microcystinupptaget i salladsblad. Vid ordentlig sk6ljning av salladen minskade microcystinhalten

med nistan 75 %, vilket visar att huvuddelen av microcystinet hade fastnat pa bladytan.
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Tabell 5. Oversiktstabell. Genomsnittsviirden av uppmiitta microcystinhalter (Mcyst) i de plantor som odlats i
hydrokultur, 8 ug Mcyst/l néringslosning, och for de plantor som odlats pa jordmedium och bevattnats med 8 pug
Mcyst/l bevattningsvatten. Virdena 4r genomsnitisvirden av dubbelprover som i sin tur bestir av sammanlagt 16
plantor som har slagits samman innan analys.

Prov ug Mcyst/g t.v. | Lg Mcyst/g f.v. | ug Mcyst/kg f.v.
Hydrokultur

salladsrot 0.151" 0.0077" 7.7Y

salladsblad 0.009 0.0011 1.1

radisrot 0.069 0.0046 4.6

riddisa 0.176 0.0185 18.5
Jordmedium

salladsblad 0.074 0.0071 7.1

salladsblad (skoljda) §0.018 0.0018 1.8

rddisa 0.024 0.0018 1.8

D Ett mitvirde.

Troligen har det stérsta upptaget skett i stomata, eftersom microcystin r en forhdllandevis stor och
mycket vattenloslig molekyl vilket betyder att upptaget via rétterna i ett jordmedium ir litet eller
forsumbart.

Det innebir att skéljning vid skérd 4r ett enkelt sitt att séinka halten microcystin i produkten. En annan
mojlighet 4r att bevattna pa ett sidant sitt att viixtens blad och stjilk ej kommer i kontakt med vattnet.

Det finns idag inga internationellt erkénda faststillda gransvirden for microcystin i dricksvatten
eller foda. Virldshilsoorganisationen (WHO) har dock faststillt ett provisoriskt tolerabelt dagligt intag
(TDI) for microcystin p 0.04 pg/kg kroppsvikt for manniska, varvid hénsyn har tagits till
microcystiners potential som cancerpromotorer (Chorus et al., 1999). Utifran detta har WHO faststéllt
ett provisoriskt riktvirde pa 1.0 pg Mcyst/l dricksvatten for ménniska vid dagligt intag. De papekar
dock att kortvariga moderata verskridanden kan accepteras. Delstaten Oregon, USA, har faststéllt ett
gransvirde for kosttillskott innehdllande cyanobakterier pa 1 ig Mcyst/g produkt for en normal person
(60 kg). Det tilldter en daglig konsumtion av 2.4 g av en produkt som innehéller 1 pg Mcyst/g utan att
TDI 6verskrids. Resultaten frin odling av sallad och ridisa pa jordmedium, som é&r ett relativt
verklighetsniira odlingssitt, visar att halten microcystin uppgir till ca 0.007 pug Mcyst/g f.v. for icke
skoljd sallad respektive ca 0.002 ug Mcyst/g f.v. for ridisa och skoljd sallad (tabell 5). Det innebr att
en vuxen person méaste konsumera nistan 300 g icke skoljd sallad for att Gverskrida WHO:s faststillda
virde. Det ir fem génger s& mycket som en normal salladsportion pa 60 g (Beckers, muntligt).

Normalt konsumerar varje svensk ca 30 g blandad sallad per dag (inkl. tomat, gurka m.m.) men d
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detta dr ett genomsnittsvérde finns det manga som éter betydligt mer. Det intressanta i det hér

sammanhanget &r dock att microcystinupptag i jordbruksvixter har kunnat pavisas redan vid en
relativt 1ag (8 g Mcyst/l) och kortvarig exponering for microcystin. Som jimforelse férekommer
rapporter om microcystinhalter pa mellan 0.02 - 1800 pg 16st Mcyst/l vid kollaps av stora
vattenblomningar i naturliga vatten (Chorus ef al., 1999). Frén Sverige har rapporterats om
microcystinhalter pa upp till 13 pg 16st Mcyst/l i sjévatten(Hult ez al., 1997, Willén et al., 1999). Det
innebir att om microcystinupptaget i vixter dr direkt proportionellt mot koncentrationen i
bevattningsvattnet sa kan upptaget vid langvariga kraftigt toxiska vattenblomningar bli betydligt stérre
dn vad som redovisas hir. Vid tilltagande eutrofiering av svenska insjoar kommer frekvensen av
toxiska vattenblomningar att 6ka, och en storre andel av de odlade basvarorna (potatis, siddesslagen,
olika gronsaker m.m.) riskerar att bevattnas med vatten innehéllande microcystiner. Eftersom dessa
konsumeras i stora méngder jamfort med t.ex. sallad, beh6ver microcystinhalterna inte vara mycket
storre #n de som pavisats i den hér studien for att konsumenterna itminstone periodvis ska Sverskrida
TDI-viérdet. Barn dr extra utsatta, eftersom de har ldgre kroppsvikt och en relativt hog
dmnesomsittning. En 6kad frekvens av vattenblomningar riskerar ocksa att leda till en 6kad
exponering for microcystiner via dricksvattnet, via bad i insjévatten och via animalisk foda (t.ex.
musslor) sé att TDI 6verskrids. De uppmiitta halterna av microcystin kan ocksi jaimforas med de
svenska gransvirden for livsmedel som giller for andra carcinogena dmnen. Manga mogelsvampgifter
dr carcinogena och for t.ex. okratoxin dr gransvirdet 5 ug/kg f.v. och for aflatoxin (en av de mest
potenta carcinogenerna man kinner till) 4 pg/kg f.v.. I mjolk har dock virdet satts till 0.05 pg/kg
eftersom barn ir kénsligare. De uppmiitta microcystinhalterna ligger dock ldgre dn de svenska
gransvirden som har satts for manga pesticider som strécker sig 6ver intervallet pg till mg/kg

livsmedel beroende pé substansens egenskaper, bl.a. carcinogenitet.

5. Jamforelser med tidigare studier

De uppmiitta halterna microcystin i sallad och ridisa i biade hydrokultur och pé jordmedium (se
tab. 5) dr i samma storleksordning som de som observerats av Kurki-Helasmo ef al. (1998) i
groddplantor av senap. Dessa hade dock exponerats fér microcystin under andra betingelser: ligre
koncentration, kortare tid och under ett tidigare tillvéxtstadium. Detta tyder pa skillnader i upptag

mellan olika arter och mellan olika utvecklingsstadier. De uppmiditta halterna (i icke skéljd sallad) i
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detta forsok dr dock 10-30 ggr lidgre dn de som observerats i fardigutvecklad sallad av Codd et al.
(1999). I de yttre distala bladen uppmiittes i den studien 0.88 pug Mcyst/g t.v. och i den basala delen pa
de centrala bladen (i "huvudet’) 2.5 pg Mcyst/g t.v. Skillnaden kan dock bero pa ett flertal olika
faktorer som t.ex. att salladen i den underskningen var betydligt dldre, det fanns makroskopiska

algrester kvar pa bladytan, exponeringen varade troligen langre, val av analysmetod m.m..

6. Rekommendationer

Denna undersokning visar att microcystin tas upp i sallad och riddisa dven vid en kortvarig exponering
genom bevattning med vatten med relativt 1dg microcystinkoncentration. De uppmiitta
microcystinhalterna i vixternas étliga delar visar att ndgon risk for akut toxicitet inte foreligger.
Majligen kan microcystin i vegetabilier tillsammans med exponering for microcystin i andra
sammanhang medfora en 6kad risk for leverskador pa lang sikt. Resultaten av denna undersokning ger
inte ndgot stod for rekommendationer om att avst frén att #ta unga gronsaker av ridsla for
microcystinforgiftning. Vid misstanke om att gronsaken har bevattnats med vatten innehéllande
microcystiner kan den dock skéljas for sdkerhets skull varvid storre delen av toxinerna avldgsnas om
det finns pa vixtytan.

Endast ett fatal studier om hur cyanotoxiner tas upp i och ackumuleras i kirlviixter har gjorts. Det
finns dérfor ett stort antal frigestallningar som fortjianar uppmirksamhet i framtida studier. Ett viktigt
omrade ar att faststiilla om det storsta upptaget sker via rétter eller blad och hur upptagsmekanismerna
ser ut. Kiéinnedom om transporten av microcystin i véxten till olika delar som rotknélar, stjilk, blad,
fron, baljor o.s.v. bor undersokas eftersom det har stor betydelse for att undvika risken att konsumera
delar av vixten som potentiellt kan innehélla hoga halter av microcystin. Skillnader mellan olika
viixtarter och -familjer 4r av stort intresse for att kunna ge en bild 6ver den totala exponeringen for
microcystiner vid konsumtion av vegetabilier. Exponeringstidens betydelse for méngden upptaget
microcystin och halterna av microcystin i skordemogna vixter bor studeras. Likasa bor forsok
genomféras med exponering av olika koncentrationer microcystin for att faststilla dos-responskurvor
for olika arter och delar av vixten. Likasa bor microcystiners biologiska stabilitet faststillas for att
kunna ge besked om hur snart efter en bevattning med microcystinhaltigt vatten som skérden kan ske.
Microcystiners stabilitet vid behandling, tillagning, forvaring m.m. innan konsumtion 4r ocksi av stor

betydelse for exponeringsbilden och hur stor risken &r for eventuella hilsoproblem. Ovanstiende giller
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i forsta hand for skandinaviska forhallanden men kan édven 6verforas till ménga tropiska och

subtropiska omraden, dir toxiska vattenblomningar forekommer betydligt oftare och under en stérre

del av aret 4n i tempererade omraden.
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Bilaga 1. Odlingsbilder

Fig. 1. (Overst till vénster).
Sallad odlad pa jordmedium
(23 dagar gammal),
exponerad for 8 g Mcyst/l
1 14 dagar.

Fig. 2. (0verst till hoger).
Ridisa odlad pa
jordmedium (23 dagar
gammal), exponerad for 8
png Mcyst/l i 14 dagar.

Fig. 3. (mitten till vénster).
Sallad odlad 1 hydrokultur
(23 dagar gammal),
exponerad for 8 pg Mcyst/l
1 14 dagar.

Fig. 4. (mitten till hoger).
Rédisa odlad i hydrokultur
(23 dagar gammal),
exponerad for 8 ug Mcyst/1
1 14 dagar.

Fig. 5. (nederst till
vinster). Sallad odlad i
hydrokultur (23 dagar
gammal), exponerad for 8
png Mcyst/l 1 14 dagar.

Fig. 6. (nederst till hoger).
Rédisa odlad i hydrokultur
(23 dagar gammal),

exponerad for 8 ug Mcyst/l
i 14 dagar.




