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ABSTRAKT

VyuZiti biotesti na jikrach halanéika Oryzias latipespro screeningove

stanoveni toxicity vod s vyskytem sinicovych vodniickvéti.

Sinicovy vodni k¢t a jeho nefiznivé pfivodni jevy v nadrzich jsou jizékolik
let znamé. Vyzkum se snaZi najit odpdivna to, jak se tohoto dneSniho fenoménu
zbavit a nové studie prokazugdu nepiznivych vliva spojenych s vyskytem vodniho
kvétu. Tato prace se sklada ze dwasti. V prvnicasti je vyhodnocen nejvho&si
metodicky postup pro screeningové testy pouzitéuhélcasti. Oplodiné jikry ryby
Oryzias latipes byly inkubovany v 6 testech vrozdilnych ¢ech (1 az 6)
za standardnich podminek v ISO ¥od/ testech byla zji®vana lihnivost a délka
embryonalniho vyvoje a vysledky aplikovany na soiegové testy provedené v druhé
casti prace. Druhdast prace je za#ena na zjigini potencionalnich toxickychcinka
vod se sinicovym vodnim Ktem. Oplozené jikrnOryzias latipesnasazen& 6. (cca
3 hod.) az 8. (cca 4 hod.) stadiu byly po dobu goé@iniho vyvoje vystavenydm
vzorkim biomas sinicovych vodnich & z volnych vod se znamym druhovym
sloZzenim Yz.1 Woronichinia naegeliana, Microcystis aeruginosa, Rbs-aquae,
Anabaena sigmoideayz. 2 M. aeruginosa Woronichinia naegelianayz. 3 M.
aeruginosa Aphanisomenon flos-agua@ obsahem microcystin- LR, YR a RR.
V prib¢hu testu byla sledovana lihnivost, délka embrydhalnvyvoje, letalni
a subletalni efekty. Bb¢h byl provadn dle OECD 212. Testy byly provedeny ve dvou
koncentracich (A= 40, B= 200 mg suSiny na litr).\ByjiStény prokazatelné rozdily
oproti kontrolni skupi& v lihnivosti, délce embryonélniho vyvoje a &kterych
piipadech i indukci deformit.

Kli¢ova slova Oryzias latipes sinicovy vodni ket, embryonalni vyvoj,

cyanotoxiny, microcystin, embryotoxikologie;



ABSTRACT

The application of biotests on Japanese medak®(yzias latipey eggs

for the screening assessment of cyanobacterial watdooms toxicity.

Cyanobacterial water blooms and their adverse &fiaceservoirs are known for
the years. The research tries to find the answeey, tb get of this phenomenon and the
new studies show the harmful impacts associatel witer blooms occurrence. This
thesis has two parts. In the first part there iscdbed an optimal methodological
process for screening tests used in subsequemrttyliZzed fish eggs 00Oryzias latipes
were incubated in 6 tests with different numbersn(f 1 to 6) with standard conditions
in ISO water. In the tests, hatching performancel aturation of embryonic
development were investigated and the results \apmied on screening tests. The
other part of the thesis is aimed on the proof aeptial toxic effects of water with
cyanobacterial water bloom. The fertilized egg©o§zias latipesvere embedded into
the test in stage 6 (about 3 hours) to 8 (abouwdutd). Three samples of cyanobacterial
biomass from free waterbodies with known speciesnpmsition (sample 1
Woronichinia naegeliana, Microcystis aeruginosa, Noss- aquae, Anabaena
sigmoidea; sample 22 M. aeruginosa Woronichinia naegeliana;sample 3. M.
aeruginosa Aphanisomenon floss- aqya&gnd microcystin — LR, YR and RR contents
were tested. The hatching performance, duratioendfryonic development, lethal and
sublethal effects were monitored during the teEte tests were performed according to
the OECD 212 and carried out in two concentrati@ss 40, B= 200 mg dry matter of
biomass per litre). There were detected significhffiérences in hatching performance,
duration of embryonic development and in some catssin induction of deformities

between the control group and the tested groups.

Key words: Oryzias latipes cyanobacterial water bloom, embryonic

development, cyanotoxins, microcystin, embryotokigy;
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Uvod

1.UvOoD

PfemnoZené sinice (cyanobakteriéggstavuji v dnesni délve vodnich nadrzich
vazny ekologicky problém spivajici z pohledu ochranytipody v naruSovani stability
vodnich ekosystéina z pohledu ochrany zdravi obyvatel moznosti expanetabolity
sinic nebo nemozZnosti vyuZziti vodniho zdroje v diidejich gemnoZeni (rekreai,
vodarenské aj. vyuZziti).

Tento stav je tsledkem dlouhodobych a rozsahlychémv krajirg zagic¢inénych
lidskou ¢innosti. Jednou z nejhlagj8ich @icin je zn&né zvySeni fisunu Zivin do
vodnich ekosystém které v konkurednim boji dok&zi pr&vsinice Iépe vyuZit.

Uvoliovani cyanotoxii do vodniho ekosystému je zavaznym problémem
vyskytujicim se po bokuipmnozZeni sinic a ovliwjicim stavy vodnich organizim
V poslednich letech se &aaji wdecké studie zabyvatimky sinic nebo jejich frakci
na vodni organismy a jejich ranna vyvojova stadidlesn zjistit jaky druh sinic nebo
metabolit pedstavuje realnd rizika pro jejich zdarny vyvojhlédiska zranitelnosti
organismu v pibéhu jeho Zivota je to pré&vobdobi embryonalniho vyvoje, které je
nejvice zranitelné aifpadné letalni nebo subletalni efekty by tak mahly vyznamny
negativni dopad na dalSi generace.

Pro poteby praxe jsou zap@bi jednoduché a rychlé metody zjifit mozného
potencionalniho rizika konkrétnich sinicovych bi@ndémto pozadavikm vyhovuji
screeningové embryotoxikologické testy neodhaluggie gimé biochemické ani
druhové slozeni sinicovych biomas, zato vS&kgsi cenné poznatky o komplexnim
pusobeni a dopadech na organismus testovanéhgictiaoa pomoci nichdas winit
rozhodnutii opateni tykajici se ndgklad naloZeni s vodnim zdrojem.

Cile této prace jsou
. Vypracovani optimalniho metodického postupu pro Zitfupii embryotoxiko-

logickych testech prov&dych na japonské medac®©syzias latipes.

. Vypracovani screeningovych embryotoxikologickycsiitena ryl¥ Oryzias latipes
za Welem zjiséni potencionalnich negativnich dogagkirodnich vzork vod

s obsahem sinicovych vodniche se zamtenim na vyhodnoceni:

» Lihnivosti
= Délky embryonalniho vyvoje

» Vyskytu deformit a anomalii
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2. LITERARNI P REHLED

2.1. Japonska medaka

2.1.1.Modelovy organizmus —-Oryzias latipegremminck and Schlegel, 1846)

Oryzias latipes— japonska medaka neboli hatén ryZovistni je drobna ryba
paftici mezi oviparni, neanualni, sladkovodni ryby gméiky“ ¢eledi Adrianichthyidae
Velikost dosglych ryb se pohybuje mezi 2 — 4 cm (Kirchen a W&969). Stavbaita
je typuEpiplatys ale zavalgjSi (Vitek a Kadlec, 2001).

Medaka je vyuzivana jako akvarijni ryba, ale j&jejni uplat@ni je nepochyb&
v oblasti laboratorni experimentalni prace a z¢lagposlednich letech je patrny Har
zajmu o jeji vyuziti v embryotoxikologii v souvigt se zvySenym tlakem na uplétin

zésad animal welfare (Adamek, 1999).

2.1.2.Popis druhu (Oshima, 1919)

Hlava: pongr délky €la / délka hlavyini 4; pongr délky €la / Stka hlavy¢ini
4,5; pongr délky tla / Sika v mist ocasniho nasadagni 9.5; pondr délky hlavy /
praméru oka je 2,5; powr délky hlavy / délka interorbitalni mezetini 2; poner délky
hlavy / délka rypceini 4;

Ploutevni vzorec: D6, A18, P9, V5

V postranniare je 31 Supin.

Télo se kaudalnim sénem bilaterals zplo§'uje. Nejvyssi je v mediélriasti €la
pied urogenitalni papilou. Hlava svrchu zptdét Interorbitalni mezera Siroka. Rypec je
krat3i nezli ptmér oka, zepedu Siroce zaobleny. Siroka tlamka nmi@dmi postaveni.
Spodnicelist mirre precnivajici ges horni. Na kazdeelisti jsou d¥ fady ostrych zuin.
Zuby v zadnifack jsou mensSi. Na prvnim Zabernim oblouku 13 kratksickpéatych
Zabernich t§inek. i velmi velké s pednim az hornim zornym polemibiétni ploutev
je kratka, nachazejice se kaudatrd transverzalni rovingla. Jeji baze je nad zadnimi
dvéma ftetinami ploutve analni. Jeji vySka je rovna vzdagtnmezi Spikou rypce
a zadnim okrajem dmice. Prsni ploutve jsou veistlové linii gla tésné za hlavou.
BfiSni ploutve jsou na ventralgasti trupu a jejich konce dosahuji aZitkimu otvoru.

Bazefitni ploutve je velice dlouha. Zadni kon&éitni ploutve dosahuje stejné uravn
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v kolmici, jako nejdelSi fedni paprsek ploutverletni. Ocasni ploutev je ro¥n
zakortena, niize zde byt ndznak mirného vykrojeni. Cely trup ¢irpt cykloidnimi

Supinami s vyjimkou hlavy a hrdeldésti.

Zbarveni

Divoka populace: horniast tla tmaw hnédava, spodndast tla stibiita. Od tylu
az k bazi kbetni ploutve se tahnieerny prouzek. Béni strany &la jsou jemg kourove.
Horni ¢ast hlavy tma¥ hnéda. Okraje Supin rowi tmaveé. Paprskyi$nich afitni

ploutve jsou nepaticerrg teckované. Peritoneum jerné.

2.1.3.Systematické z#azeni

Aktualni systematické zdaazeni dle Eschmeyera (2004)

Nadtida Osteichthyes
Tida Actinopterygii
Podtda Neopterygii
pom. Padta Teleostei
Nadd Acanthopterygii

Rad Beloniformes

Poad Adrianichthyoidei

Celad Adrianichthyidae

Pealed Oryziinae
Rod Oryzias
Druh Oryzias latipegTemminck and Schlegel, 1846)

Obsah pojmu halaik, kam byl historicky halatik ryZoviStnifazen, se postupn
meénil a ani dnes neni uiznych autoit zcela shodny. Je to dano novymi pohledy na
zarazovani druth do systému. Ndfklad Rosen v roce 1964 rogil halanciky do pti
Celedi a to podle Zpobu rozmnozovani. DalSi, kdo vytilojiny systém, byla
Parentiovd v roce 1981, ktera povazovalausppp rozmnozovani z hlediska
systematického za druhotny. ZaloZila jej na staWwostry. Nejno¥ji pak byla
zpracovana systematika ryb Eschmeyerem v letect® B¥92000. Ten principi&n
vychazi ze systému Parentiové (Vitek a Kadlec, 001

Koncem devadesatych let dosSlo v systematice hiénk velmi zavaznym

zménam. Jejich vysledkem jsou nova&decka pojmenovani asi 1/3 diyhktera
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vychazeji z #kolika revizi. NejvyznamgjSi jsou Costova revize (Costa, 1998),
Huberova revize (Huber, 2000) a seznam dlle Lazary (Lazara, 2000).

Jak je to tedy s ,hal@&ikem* ryZoviStnim? Podlegvodniho z&azeni pray dle
Rosena z roku 1964 spadala peldd’ Oryziatinaedo ¢eledi Cyprinodontidaea fadu
AtheriniformesPripadal tedy kieledi halagikoviti.

Podle nového systému dle Eschmeyera 1998 - 2000vyjezen zadu
CyprinodontiformesSpada do novéhi@adu Beloniformes,

¢eledi Adrianichthyidae,
podéeledi Oryziinae.

Je ovSem zapiwmbiftici, Ze v evropské chovatelské praxi jsou prayzove ryby*
nadale povaZzovany za hatéky (Vitek a Kadlec, 2001).

2.1.4.RozSkeni

Rod Oryziasje rozsten od Indie a Indonésiggs Filipiny, Koreu az po Japonsko
aCinu (Vitek a Kadlec, 2001).

Samotny druhOryzias latipes Zije v Japonsku, Koreji a&iné (Temminck
a Schlegel, 1846). V Japonsku se nenachazi navédttokkaido. Nachazi se téz na

~ s

Tajvanu (Naruse, 1996). Areal roiEsii je znazorn na obrazku 1.

Obr. 1: Areal rozSieni Oryzias latipes — oztian H, (Naruse, 1996, upraveno)
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2.1.5.Pohlavni dimorfizmus

Primérné celkova délka a hmotnost samic v pozorovanéigEnich ryb v pokusu
provadgném na VURH JU (n = 11%inila 30,6+3,1 (21-36) mm a 411+92 (262-630)
mg. Samci (n=73) byli patkud wtSi a dosahovali v pméru 31,6+3,1 (24-36) mm
a 436+68 (274-541) mg. Tento rozdil vSak nebyl iikgntni (P > 0,05), (Adamek,
1999). Kront¢ velikostnich rozdil je sekundarni pohlavni diferenciace patrna
i morfologicky. Projevuje se né#tni a hbetni ploutvi. Jejich okraje nejsou u samc
celistvé, u starSich ryb jakoby régpené. Na obou ploutvich jsou patrnéezg mezi
poslednimi déma paprsky, které slouzi k vzajemnéntictpyceni ryb pi treni (Kirchen
a West, 1969). Také se uvadi, Ze je mozné pohldhgitopodle objemnosti ficha.
Adamek (1999) vSak uvadi, Ze tato metoda nemusvigy spolehliva, obzvlasStpo
nakrmeni ryb. Zbarveni divoké formy je nenapadn&lani podobné pro abpohlavi,
avSak v laboratornich podminkdch byla vyslécht cela tada barevnych mutaci.

Rozdily ufitni ploutve obou pohlavi jsou znazény na obrazku 2.

Obr. 2: Vzhleditnich ploutvi medaky, A—samec, B—samice (Egani, 1@praveno)

2.1.6.Ekologie

Oblibenym biotopem této ryby jsou ryZova pole, ddéunglicky nazev ,ricefish®
(ryzovéa ryba). Obyva vSak tizné stojaté a pomalu tekouci, hlayroslurgné potoky
ateky. Ziji v malych skupinachipominajici svym chovanim tetrovité ryby (Vitek
a Kadlec, 2001)0O. latipesje tolerantni k ufité salini€, protoZe jeho habitatem jsou

I prilivové oblasti atin¢ v Koreji a na japonském ostroKyushu (Yamamoto, 1975).
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2.1.7.Chov

Teplota a kyslik

Z hlediska chovatelského jsou medaky velmi odolyigyrjiz vcetrg rannych
vyvojovych stédii. ReZivaji i velmi nizké koncentrace rozpirgho kysliku a Siroky
teplotni rozsah. Podle literarnich Gtlapaseji jikry poklesy teplot az na 7°C,d&trnad
30°C po dobu delsi jak 24 hodin je vSak letalnioi @dulty (Kirchen a West, 1969).

Vytér

Vytér medak se riize provadt bud’ ve spoléné nadrzi, nebo v malych vytiracich
nadrzkach o objemu okolo 1 az 2ditiPokud vytirame v malych vytitkach, davame
do jedné jednoho samce natdamice, nebo i vyrovnany peémpokud jsme si jisti, Zze
samec nenifis agresivni.

Typickou vlastnosti halafku je, Ze neodkladaji celou &ku jiker najednou, ale
kladou postup& ne¢kolik jiker denrg, takze teci obdobi byva relativn dlouhé
a u mnohych druh trva prakticky po celou dobu dadpsti. To je typické chovani
praw u Oryzias latipegVitek a Kadlec, 2001).

Samice produkuji v jednotlivych reprodiiéch obdobich az 3000 i vice jiker.
Za normalni sitelné periody dochazi k wnu pii rozednivani. Jikry lze snadno
odebirat a zaroweznat pondrné presre jejich std&i v hodinach (Egami, 1959). Samice
kladou obvykle 10 — 30 jiker (1 — 70) oupnéru 1-1,5 mm v jedné davce (Kirchen
a West, 1969). Rugh (1962) doSel k niiodliSnym vysledikm: saméka klade 1 — 80
jiker denrg (pramer 20 — 30) tj. za celéréci obdobi naklade okolo 500 — 800 jiker.
Samti plodnost je fimo unerna velikosti éla. U samé tento vztah neplati.

Za pirozenych podminek je diurndlni fotoperiodicitanpairnimiidicim faktorem
vytéru a jeji vyznam je &Si nez je tomu vifpac teploty. Dokladuji to vysledky
sledovani provedené Adamkem (1999fi pkraceni délky sitelné ¢asti dne pod
11 hodin se reprodukce zastavuje bez ohledu nattepV rdmci dostatmé deélky
trvani sé¥telné periody nad 11 hodin je vSak intenzita rdpkze stimulovana
zvySenou teplotou. Podle Kirchena a Westa (1968) i teplotach 25 — 28°C
dosahnout kontinualni produkce jiker.

Povrch neanualni jikry je pokryt shlukemiktkovitych, lepivych viaken, ktera
jsou velmi dlouh& a pruzné. Povrch chorionu je pdsebnymi pory o piméru kolem
0,001 mm, fi¢emZ na mrh jich piipada 10 000 — 20 000 (Vitek a Kadlec, 2001).
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Zloutek ranych jiker je lehce naZloutla, t&nbezbarva kapalina s olejovymi kapénkami
tésne pod jikernymi obaly. Tyto drobné kapky se postupeamého embryonalniho
vyvoje shlukuji v jednu velkou kapénku na ventralasti embrya (Kirchen a West,
1969).

Jikry maji zcela transparentni obal £@mymi viakénky. Ta jsou spletena do
vlaken, upinajicich cely chorek jiker do vejcovodu samice. Takt@stavaji jikry
u samice po dobu minimainnékolika hodin. Po ufité ¢asoveé prodley se samice
pokousSi seft jikry do drobnolistych rostlin, nebo daipravenych unslych vytiracich
substrai. Pokud vS8ak nema moznost se do nicliiv{megitomnost Zzadného substratu),
zbavi se jich imo ve vodnim sloupci a ty se pak vyvijeji n& dadamek, 1999).

2.1.8.Enzym lihnuti, jeho syntéza, sekrece a¢inky na chorion

Studie enzymu lihnuti medak@ryzias latipesma iblizné Sedesatiletou historii.
To je piblizné polovina celé historie studii zkoumajicich enzyitmniuiti na rybach.
Prvni zminky o tomto enzymu u dvojdySné ryby poefiaz roku 1900. Medaka
poslouzila pro vyzkum enzymu jako nejvice studovarodelovy organizmus a vzniklé
studie polozily gkteré vyznamné koncepty na poli vyvojové biolodpanicné biologie

a hlavrg principu biologie lihnuti (Yamagami, 1997).

Odkud pochéazi enzym lihnuti?

Pro anglicky nazev buéR, které jsou zodpaviné za sekreci enzymu lihnuti, jen
stZi najdemetesky ekvivalent. Proto v nasledujicim textu pouZifratkuHGC, ktera
je odvozena z anglického ,Hatching Gland Cells“Zjpoautora).

Prvni vyzkumy z&al v oblasti lihnuti medak Ishida (1944). Zkoumal
morfologické zminy na jikernych obalech vlivemupobeni enzymu lihnuti a vyvoj
Zlaznatych buék odpowdnych za lihnuti. Udava, Zze embrya v obdateidpvykulenim
maji mnoho Zlaz obsahujicich granuly s enzymem Ignauti. Tyto Zlazy jsou
jednobur¢né a holokrinni povahy. Prokazal, Ze nezralé za@m@lebuiky téchto
budoucich HGC zr@mé migruji v €le embrya Bhem vyvoje. Konéna mista, kde jsou
HGC obecs lokalizovany v obdobiied vylihnutim embrya, jsour@dni a kbetnicast
téla. U medak je ovSem tato skémest porkud odliSna a ojedita. Dosti velké HGC
jsou WtSinou lokalizovany na vrittim povrchu pharyngealni (hltanové) dutiny. HGC
v hypotonickém roztoku 2¥Suji swij obsah, rozruSuji se a uviolji granula, ktera se

nasledg rozpousti a uvalji lihnouci enzym (Ishida, 1944pale zmiuje, Zze HGC
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jsou endodermalnihotpodu (Ishida, 1944 in Yamagami, 1997). HGC mnolngghn
druhi ryb jsou ¥tSinou pivodem ektodermalni (Yanai, 1966 in Yamagami, 1997).

Granuly s enzymem
HGC obsahuji granuly obsahujici enzym pro naru&boirionu. Granuly maji
dvojitou strukturu, vniini a vrejSi (Yamagami, 1997). Rozdilnost v barverghto dvou

struktur popisuje i Ishida (1944kranuly v HGC jsou znazogny naobrazku 3.

Obr. 3: Schématické znazem HGC se sekemimi granuly (Ishida, 1944, upraveno)
g — sekreni granuly, hs - HGC bika

SloZeni enzymu lihnuti medaky

Yasumastuet al. (1988) in Yamagami (199,/jrakcionoval enzymaticky roztok
z HGC a zjistil skuténost, Ze jsou v &m obsazeny dvrazr¢ aktivni slozky. Prvni
s vysokou choriolytickou aktivitou (zfnlediujici) "clearing” a druhd s nizkou
choriolytickou aktivitou. Tyto slozky byly pojmenamy zkratkami HCE (high
choriolytic enzyme) tj. enzym svysokou chorioliiic aktivitou a LCE (low
choriolytic enzyme) tj. enzym s nizkou choriolytitkaktivitou. HCE se dale sklada ze
dvou isomei, HCE1 a HCE2 (Yasumast al, 1989a)HCE a LCE spolkén¢ kooperuji
pii lyzovani chorionuviz kapitola: Risobeni enzymu lihnuti na chorion medaky
(Yasumastet al, 1988in Yamagami, 1997).

Fyzikalni, chemické a enzymologické vlastnosti HCECE jsou velmi podobné.

Oba enzymy jsou Zn-protedzy s podobnou pH zavisbbst podobnou molekulovou
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hmotnosti (24 kDa HCE a 25,5 kDa LCE) a oba jsoklazhi proteiny (Yasumasu
et al, 1989a, b).

V zdznamech Mezinarodniho katalogu en#y@mternational Enzyme Catalogue)
je HCE zaneseno pod nazvem choriolysin H (EC 32#4.67) a LCE pod nazvem
choriolysin L (EC 3. 4. 24. 66).

V lihnoucim séru medaky byla objevena defieti protedza (pravgpodobrk
posledni). V aminokyselinové sekvenci je spiSe podoHCE neZli LCE. Je obsazena
v sekrénich granulech spale¢ s HCE i LCE. Jeji rozdilnostiti obéma gedchozim
protedzam je v poloze optimalniho pH, které lezkyselém pdélu. Neni v dnesni dob
jasné, zdali tato protedza ma souvislost s aktipeménzymu HCE a nebo proenzymu
LCE (Yasumaset al, 1996).

HCE a LCE byly lokalizovany v sekteich granulech spade¢, ovsem v rozdilné
polohové distribuci. HCE je v centru granuly a L{eka jeji periferilYasumastetal.,
1992). Na obrazku 4A a 4B jsou znazom ty samé granuly s odliSenim polohy HCE
a LCE.

Obr. 4: Sekreni granuly s odliSenim struktury HCE a LCE. Bar, 28 (Yamagami,
1997, upraveno). A — poloha HCE v granule, B — palbCE v granule

Syntéza lihnouciho enzymu

Prvni syntéza HCE a LCE &aa v embryich ve fazi utvénicocek. Enzymatické
proteiny se hromadi jiz v ranych embryich, zatinec@ym pro lihnuti je vyuzit az
v posledni fazi embryonalniho vyvoje (Yasumast al, 1992). Yamamoto in
Yamagami (1997udava, Ze primitivni endoplazmatické retikulum serfuje nejprve
v ne zcela vyvinutych HGC lokalizovanych na ventr&trag oblasti gfedniho mozku
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v obdobi embryonalniho vyvoje zarodku majici 9 géraisekréni granula se Zénaji
objevovat v HGC v obdobi 15 soritv pozdni gastrule (90% epibolie) nastava prvni
exprese genu pro tvorbu enzymu v malénitpdourék lokalizovanych na frontalnim
konci embryonalni osy, viz obrazek Fyto buiky jsou budouci HGC putujici
v prabéhu vyvoje vnitni ektodermdlni vrstvouips oblast Zzaber az do ké&ného
umisgni na vnitni strag hitanu (Yamagami, 1997).

Obr. 5: Exprese genu HCE23 pro tvorbu enzymu lihgijtka) sledované v hypoblastu
pozdni gastruly medaky. Bar, 50 um (Inohaya etl@B5, upraveno)

Sekrece enzymu lihnuti

Jest nez z&ne samotné lyzovani chorionu enzymem, musi dojéhlo sekreci
z HGC do perivitelinniho prostoru. Tato sekrecetdgs tsns pred samotnym lihnutim
embrya na konci embryonalniho vyvoje. HGC jsou éitytnkou blankou hexagonalnich
epitelidlnich budk hltanu. Spojeni epitelialnich bélns HGC je situovano pouze na
apikalni vrchol HGC. Uvnitburek HGC se v p&atku lihnuti z&inaji sekréni granula
shlukovat a splynou v jednu velkou selrevakuolu obsahujici enzymaticky roztok.
Membrana této vakuoly pak splyne s Btmou membranou HGC ve vrcholovésti
a prokthne exocytdza,ipniz se vyplavi enzyriYamamotoet al, 1979). Schootst al,
(1983) popisuje tento proces jako apoptdzi,nfz buika HGC uvolni enzym a poté
zcela zanika. Embryo ve fazi lihnuti vykonava imigni pohyby skelovymi vicky
a tim podporuje sekreci enzynuvoliujicich se z HGC v hitanu (Ishida, 1944). DalSi
prace vyslova nebo nefimo potvrzuji, Ze vysoky parcialni tlak kysliku @ nasledek
zpomaleni lihnuti embryi a naopak (Trifonova, 19@ikman, 1954; Yamagami, 1970;
Hagenmaier, 1972; Taylat al, 1977; Yamagamet al, 1983 in Yamagami, 1997).
DiMichele and Taylor (1980, 1981jaké potvrzuji souvztaznost mezi dychanim
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a lihnutim. Navrhuji hypotézu, Ze stimulace dychakdivity miZze mit za nasledek
sekreci enzymu lihnutfjzenou pes nervovou soustavu. Schoetsl (1982) udava, ze
sekreci enzymu z HGC u medaky navozuje hormon ¢sav mozkového, prolactin.
Tuto teorii potvrzuje Ball (1981), ktery tvrdi, Zeormon prolactin kontroluje sekreci
enzymu lihnuti a Ze sekrece prolactinu je pod kdoir hypotalamického

dopaminového systému.

Pasobeni enzymu lihnuti na chorion medaky

Enzym lihnuti hydrolyzujejikerné obaly (chorion) tv@né glykoproteiny
(Yamagami, 1972)HCE se pev& navazuje naonu radiatu internu(vnitini vrstva
chorionu), zg@sobuje vyznamné zdeni této vrstvy acasténé ji hydrolyzuje
(Yasumastet al, 1989a,c). Toto popisuje i Ohi a Ogawa (1968,0)9@ Yamagami
(1997). Chorion se tak stava naprosto transparentni a \aypaklo by byl zcela
rozpusén (clearing phenomenon). Poté nastupujagatu LCE, ktery jen 8Ei lyzuje
piredem nenaruSenaonu radiatu internuale po pedchozi spolutasti HCE naruseny
chorion efektive rozpusti (Yasumasat al, 1989b). Nutno podotknout, Ze takovato
choriolytickd kooperace nebyla zatim zjis u jiného rybiho druhuckoliv HCE je
z pohledu aminokyselinovych sekvenci velmi podobagiklad proteazam salmonid

2P

zagricinujici lyzovani jejich chorionu (Inohayst al.,1997 in Yamagami, 1997).

2.1.9.P¥irozena mortalita v pribéhu embryonalniho vyvoje halaréiki

Embryonalni vyvoj halafiki je studovan jiz vice jak 100 let. Jedno
z prekvapuijicich zji&ni bylo, Ze mortalita dhem embryonalniho vyvoje jeusi
ostatnim kostnatym rybanmetgi. Mortalita se u hal&ika pohybuje ve velkém rozsahu
a to od 5 do 98%. Naproti tomu u ostatnich kostifatgyb je kolem 5% (Vitek
a Kadlec, 2001).

Mortalita embryi s ohledem na fazi vyvoje
Z celkového p&tu jiker Nothobranchius guentheuhynulych do momentu lihnuti
tvori (Vitek a Kadlec, 2001):

1. 53,7% jikry neoplozené nebo zahynutgégplozeni
2. 42,9% uhyn ghem blastogeneze

3. 1,7% Uhyn v pibéhu embryogeneze

4. 1,7% uhyn Bhem organogeneze
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PFic¢iny thynu

Oplozeni: oplozeni je slozity fyziologicky procesghiem kteréhaiasto dochazi
k uhynu jikry. K oplozeni musi dojitéthem rekolika minut po vypuzeni jikry zta
samice. Chorion jikry pakifplizné béhem 6 hodin ztuhne.

Blastogeneze:druha nejriziko¥jsi faze embryonalniho vyvoje je blastogeneze.
Anomalie v této fazi mize byt: 1. prosté zastaveni vyvoje bez morfologitkynen,
které ejde ve smrt jikry, 2. zastaveni vyvoje Hgména morfologickou zrénou
v jikie. U neanudl (medaka) nastava hynutasto v obdobi, kdy anuélové vchazeji do
prvni diapauzy.

Embryogeneze:nejkriti¢téjSi stadia jsou vznik definitivniho agregéatu a paiteo
kanalu.

Organogenezeumrtnost jiker nizka. Kriticka stadia jsou vyvojdterni a srda¢
— cévni soustavy.

Lihnuti: kritick& faze. Pokud embrya nemaji dostate impuls, niize nastat
zpozdni lihnuti, které pokud trvaris dlouho, vede ke vzniku tzv. ,neplavq,Belly-
sliders®), nebo k uhynu. ,Neplavci® (,skokani*) jeolarvy, které nemaji napiny
plynovy méchyt a nemohou normatnplavat. Obvykle Bhem rékolika dni hynou, jen
vyjimeéné se ,uzdravi“ a zénou normalg plavat (Vitek a Kadlec, 2001).
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2.2. Sinice, jejich toxiny a vodni kWt

2.2.1.Trofie

Trofie neboli UZivhost charakterizuje ¢ity hydrochemicky rezim a s nim
souvisejici biologii vodniho ekosystému. Jéema pedevSim mnozstvim zakladnich
Zivin, které jsou udrzovany v kol¢bu. Hledisko Uzivnosti bylo v hydrobiologii nejprve
pouzito fi klasifikaci jezer, kde se jeji krajntippzené stup®i— oligotrofie aeutrofie —
projevuji vyrazg odliSnym pfibéhem Kivky rozpuséného kysliku v dob letni
stagnace. Pozd byly dopirény dalSi stupé trofie (mezotrofie, polytrofie,
hypertrofie) a toto hledisko se pouzilo i pro klasifikaci dsiah nadrzi a tekoucich vod
(Prikryl, 1998). V tabulce 1 jsou ukazatele pouzitepré z&azeni vod do zakladnich
trofickych stuphu.

Tab. 1. Ukazatele trofie vodnich nadrZiigpyl, 1998)

Slaba Silna

Trofie Oligotrofie | Mezotrofie | Eutrofie _ _
hypertrofie | hypertrofie

P celkovy

<15 15—50 | 50— 20D 200 — 800 > 800
(ngfl)

Chlorofyl a

(nal)
Prahlednost

(m)

<3 7-30 30 - 500 > 500

0,5-2 0,2-0,5 <0,2

2.2.2.Eutrofizace

Slovo eutrofizace pochaziiectiny, vzniklo sloZzenim slovau (hojny) a slova
trophi (potrava nebo Zivna latka) (Safikova, Pesata, 2006). Eutrofizace povrchovych
vod je slozity proces neustalého obohacovani vateralnimi zivnymi latkami a s tim
spojeny naist intenzity biologickych pochdid(S&panek aCervenka, 1974). K et al
(2000) popisuji tento jev jako soubofinednich a urdle vyvolanych proces které
vedou ke zvySovani obsahu anorganickych Zivin @gsich a tekoucich vodach.

Tato skuténost ma za nasledek postupné zvySovani trofickendroadrzi a tok

do stavu eutrofie a etnych gipadech toto stadiumigkraiuje az do stadia hypertrofie.

25



Literarni pehled

Pokud bychom tedy uvazovali o zvySovani trofickévie eutrofni nadrze, o by se
mluvit spiSe o hypertrofizaci (Marvan a Marsaleg9a).

wr

2.2.2.1. P¥i¢iny eutrofizace

Priciny eutrofizace mzeme rozdlit na pi¥irozené procesy - ,firozena
eutrofizace” vznikajici @irozenou cestou zvySovani mnoZstvi Zivin ve vodnim
ekosystému a procesy igpbené lidskowinnosti - antropogenni procesy ,unéla
eutrofizace” vznikajici gedevsSim intenzivni zefdélskou cinnosti, vypou&nim
pramyslovych odpadnich vod, pouzivanim polyfoséoeti v pracich acisticich
prostedcich a zvySenou produkci komunalnich odpadnidh aocodpad fekalniho
charakteru (Keéi et al, 2000).

Tyto procesy zvySuji v tocich a nasledmadrzich pedevsim mnoZstuiusiku
(N) afosforu (P). Prirozenym zdrojem fosforu je gtravani mineral (apatit) a hornin
(Pitter, 1990). Fosfor je n&gstji limitujici Zivinou ve vnitrozemskych sladkych giach
mirného pasma (Wetzel, 1983). Antropogenni zdrojehou zvySovat firodni
zdrojem P jsou komunalni odpadni vody vypeénétdo tok a povrchové splachy,

piipadre i prasaky ze zerdélské pidy (Hejzlaret al.,2001).

Dusik se na rozdil od fosforu z podlozi neuiupt a jeho odtok jeizen procesy
probihajicimi v jgdé. Koncentrace N vijrodnim odtoku z fdy jsou zavislé zejména
na @isunu atmosférickou depozici a na schopnostechtasge pdnich organisrin
dusik vyuZivat a zabudovavat do biomasyutand organické hmoty. Lidskéinnost
dokaze koncentrace N v odtoku z povodi, ob@glako je tomu u fosforu, vyznamin
zvySovat. Dusik je ffitomen v komunalnich odpadnich vodach, ale hlaynika ve
formé¢ dustnanového N ze zefdélskych pd (Hejzlar et al., 2001). Ve ¥tSine
Udolnich nadrzi ¥R je N v nadbytku a hodnoty N/Rewysuji kritickou hodnotu 16
(Redfieldiv pomer N/P=16) (Hejzlaet al,1994).
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2.2.2.2. Nasledky eutrofizace

Eutrofizace¢i hypertrofizace s sebouiipasi nepiznivé piivodni jevy Jednim
z hlavnich dsledki je vysoka podpora primarni produkce, podpa prav zvySenou
nabidkou Zivin, kterou dle Marvana a Marsalka (9986 swvij prosgich mohou vyuZit

k dominantnimu postaveni v ekosystému :

1. drobné planktonriasy vytvéejici opticky homogenni suspenzi nebagetani
zbarveni. Tyto druhy stavi na vysoké hodaahaximalni specifickélistové rychlosti.

2. WetSi kolonialni sinice (gkdy i fasy) vytvéejici vodni kvét (kap. 2.2.4.).Toto
ozna&eni sepouziva praznaeni hromadného vyskytddah druhii, které maji schopnost
shromad@’ovat se p hladine. Nékdy se ovSem tento pojem roage na vSechny
planktonni druhy sinic s plynovymi &ohyiky, jejichZz specifickd hmotnost biomasy je

mensi neZ 1 kg.mh

3. bentické sinice a rozsivky.VIaknité sinice &chto bentickych spotenstev se
chovaji velmi podob# jako sinice vytvéejici vodni két. Ffi hromadném rozvoiji
a intenzivni fotosyntéze se vlivem nahrorradkyslikovych bublin mezi vlidkny trhaji
ode dna a pokryvaji hladinu.

4. litoralni vlaknité rasy, kterécasto petrvavaji v biotopu po delSi obdobi nez
predchozi kategorie. NadrZe takto zasazenéridk jejich rozvoji inklinuji k potlaeni

drobného fytoplanktonu i sinic.

5. vySSi vodni vegetaceTento jev je do wité miry Unosny a vitany. Negati&n

pusobi zejména druhyemnaa Spirodela

Pro zangieni této prace je &tejni druhd skupina neboliétdi kolonialni sinice

vytvarejici sinicovy vodni kwt.
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2.2.3.Sinice - cyanobakterie

Cesky nazev sinice pochéazi z terminu “sinny” = modiy je v podstat preklad

“latinského” nazvu, Zeckeho cyanos = modry (Kastovsityal, 2003).

2.2.3.1. Charakteristika

Sinice jsou velmi drobné a velmi jednoduché aufofrprokaryotické organismy.
Jejich velikost se &Sinou pohybuje okolo 1 — 10 um. Jsou evoniunesmirg stare.
Podle fosilnich nalez mély na Zemi sinice vyznamny podil na vytemi atmosféry
s obsahem Kkysliku. Objevily se v prekambrited 3,5 — 2,5 miliardami let ared
2 miliardami let se staly dominujici skupinou orgam na Zemi (MarSéalek, 2002).

Jsou schopné Zit téinve vSech biotopech na ze&kouli. Ziji ve sladkovodnim
i moiském planktonu, v narostech, wids, na sméenych sinach, uvnit kameri
a podobnych stanovistich. Typické je pré osazovani vSech extrémnich biatpp
s vyjimkou extréma kyselych lokalit (KaStovsket al, 2003).

Nalézaji se v Antarktig] horkych widlech, jako symbionti v liSejnicich dgistém
horském prosedi, ale i v odpadnich, zatemych ¢i radioaktivnich vodach. Jsou
schopny jak fjmu organickych latek jako heterotrofni baktertak i asimilace ze
swtla a mineralnich Zivin jako rostliny. Jsou tedyhgpné Zit fotoautotrofy
mixotrofné nebo heterotroth(Marsalek, 2004).

Neexistuji jednotné odhadyetnosti jejich taxof, ale pohybuji se wadu
minimalné 200 rod a rekolik tisic druhi.

RozmnoZzovani je jedin nepohlavni. Bleni burgk probiha zaSkrcovanim
plazmatické membrany (KaStovskfal, 2003).
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2.2.3.2. Stavba buky

Stavba buék je velmi jednoducha. Jako prokaryota nemaji jadndaochondrie,
Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum ani vakudNejnapadgjSim utvarem
uvnité buiky sinice jsouthylakoidy. Jsou to ploché v&y s fotosyntetickym aparatem.
V membrag thylakoidu jsou obsazeny chlorofyl a¢kay i b, c¢i d), a- i B- karoten
a xanthofyly (echinenon, myxoxanthofyl, zeaxanthiNa povrchu thylakoidalniho
va&ku se nachaziykobilizdmy. Jsou to drobné atvary, které obsahuji specificka
barviva, zvana fykobiliny (fykobiliproteiny). Tytéykobiliny jsou 3. Dva z nich jsou
modré pigmenty (c-fykocyanin a allofykocyanin) alge jecerveny (c-fykoerythrin).
Tyto pigmenty plni funkci sitlosbérné antény. Znma citlivost tohoto typu
swtloskérné antény umailje fotosyntézu sinic ip velmi nizké hladig oswtleni
(hluboko pod hladinou vody, vige, uvnitt kameri, v jeskynich). Porer fykoerythrinu
a fykocyaninu wuje vlastni barvu sinicové hky. Jejich pomdr vS8ak nemusi byt
stabilni acasto se réni podle momentalnich okolnich podminek. Genetidkdormaci
sinic nese tzvgenofor. Je to slozit vinuta kruhova molekula DNA. Bfe byt jedna
nebo rkolik. Tato molekula je bez histoprotéinJe na plazmatickou membranu
piipevrena pomoci RNA a bilkovin. Jako u v8ech prokaryohinBNA oddlena

od ostatni protoplasmy jadernou membranou (KaStogskl, 2003).

Bunka je obalena pevnobunéénou stnou, kterd je tvéena peptidoglykany:
mureinem a kyselinou diaminopimelovougr@t vykazuje gramnegativni reakci. Je ze
Ctyi vrstev a mezi dsma z nich byla u &kterych sinic nalezena vrstva klouzavych
mikrofibril, umoziujicich drk&ni. Povrch &y byva obklopenextracelularnimi
polysacharidy (MarSalek, 2004), které jsotiasto vicevrstevné a &hs intenziva
zbarvené scytoneminem nebo jinym karotenoidem @<a&ly et al, 2003). Pod
povrchem siny je plazmaticka membrana Je sidlem dychacich enzyra patrg z ni
se odskrcuji thylakoidy. V kice jsou pitomny jeS¢ karboxyzémy, coz jsou drobna
teliska ve tvaru mnoho&tu obsahujici enzym rubisco. Dale jsou v protoptasm
Skrobova zrna obsahujici sinicovy Skroba(1,4 glukan), polyfosfatové granule
a cyanofycinova zrnka (polymerovany arginin s kys. asparagoyo{iKkastovsky
et al, 2003).
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Dle KaStovskéhet al. (2003) maji sinice &kolik struktur, které jsou specifické

praw jen pro ®&. Jsou to:

1. Aerotopy

Jednd se o valcovité struktury ve tvaru mnodrast V buice je jich étSinou
piitomno mnoho. Naijiném piiezu gipominaji eli plast. Jejich gha je slozena
z glykoproteiri a je propustna pro vSechny plyny rozgost ve vod. Snes €chto
plyni uvnitt aerotofi sinice nadletuje a umo#uje jim snadno splyvat ve vodnim
sloupci. Sinice si je mohou tiiba dezorganizovat v zavislosti na abiotickychtfach
prostedi a tim regulovat svoji polohu ve vodnim slouplsou typické zejména pro
druhy tvaici sinicové vodni kwty (KaStovskyet al, 2003).
2. Heterocyty

Jsou to tlustoghné buiky, VeétSi neZz jsou hbiky vegetativni. V optickém
mikroskopu se jejich obsah jevi jako prazdny, avfa#ibiha v nich fotosystém I.
Vznikaji z vegetativnich buwk. Za (tasti nitrogenazy se v nich fixuje vzdusny dusik,
vznikd amoniak, ten je vazany jako glutamin a \o té&rmé je transportovan do
sousednich buk. (KaStovskyet al, 2003).

3. Akinety

Vznikaji z jedné nebo vice vegetativnich Bkira byvaji ¥tSi nez heterocyty
(Kastovskyet al, 2003). Jsou napiné zasobnimi latkami a uzané membranou
(nékdy strukturovanou) na vSechny strany. SlouZiikzpi neiznivych podminek
(Fott, 1967).
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2.2.4.Sinicovy vodni kwt

Druhy sinic tvaici vodni kwty jsou kolonialniho nebo vlaknitého typu,

charakteristické schopnosti vyteé v buikach plynové réchyiky (které ve vegetativni

fazi chybi jen #idka a pechodr) sdruzené paraleindo charakteristickych shlik—

aerotofi (kapitola 2.2.3.2.uvnitt burek. Kolonie, vlidkna a shluky vlidken jsou obvykle

v doke veget&nich maxim makroskopicky patrné ve ¥gdko drobny zelenavy prach,

vlocky raizného tvaru, nebo drobné, kulovité Utvary. Druhlyogmeé tvéit vodni kwty

jsou znamé jiedevSim Zzeledi Microcystaceae (Chroococcales a Nostocaceae

(Nostocaley mér¢ casto z¢eledi Merismopediacea€Woronichinig, Phormidiaceae

(Planktothrix, Trichodesmiujp Oscillatoriaceae (nékteré druhy rodu Lyngbya

a Rivulariaceae(Gloeotrichig (Komarek, 1996). #hled rod a druli planktonnich

sinic vyvolavajici vodni kéty a vyskytujici se na tUzerifeské republiky jsou uvedeny

v tabulce 2.

Tab. 2. Pehled rod a pfislusnych drufi sinic zpisobujicich vodni ket a vyskytujicich

se na GzemiR (sestaveno dle Komarka, 1996)

_____Rod [ N] Druhy zndmé ¢R

Anabaena

affinis, circinalis, crassa, danica+, flos-aquae,
lemmermannii, macrospora+, mendotae, perturbata,

T planctonica, reniformis*, sigmoidea, smithii, satita+,

spiroides, viguieri

Anabaenopsis

Barnoldii+, elenkinii, milleri+

Aphanizomenon

elenkinii*, flexuosum+, flos-aquae, gracile, issatenkoi,
klebahnii, yezoense+

Arthrospira

Cylindrospermopsis

raciborskii*

Gloeotrichia

echinulata*

Katagnymene

Lyngbya

Microcystis

aeruginosa, botrys*, firma*, flos-aquae, ichthyotia
natans*, novacekii, smithii*, viridis, wesenbergii

Nodularia

Nostoc

planctonicum+

Oscillatoria

Planktothrix

agardhii, cryptovaginata*, mougeotii+, planctonica+
rubescens*, suspensa+

Raphidiopsis

mediterranea*

Trichodesmium

Woronichinia

naegeliana
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Vysvtlivky k tab. 2.:

N — paet popsanych planktonnich druh

+ - vzacné, ale pravidethse vyskytujici druhy

* - vyskyt @ilezitostny a pechodny nebo druh invazni

2.2.5.Nejéast¥jsi rody zpasobuijici sinicové vodni keéty v Ceské
republice
Dle Sejnohové a Mar3alka (2006), #terychazeji z celostatniho monitoringu
vodnich ketd sinic provadného pabézné po celé CR od roku 1994, je nejvice
frekventovany rodMicrocystis (60%) DalSimi casto se vyskytujicimi rody, ale jiz
s menSimi frekvencemi vyskytu nellicrocystis jsou vlaknité typy Anabaena,
Aphanizomenona Planktothrix. V poslednich letech fippyva stale vice zaznam

0 nalezech rodWoronichinia.

Rod Microcystis UTZ. ex LEMM. 1907 nom.cons.

Tento rod nélezi do kokéalnich sinic. Krom Kklidovydtadii je vyhradé
po celém sit¢ s vyjimkou cirkumpolarnich oblasti a roste ve v8é&gpech sladkych
eutrofnich vod ve vysoké frekvenci. Areadly rdesii jsou Siroke, ¢které druhy lze
ozn&it za kosmopolitni. Druhy Microcystisjsou vyznamné z hlediska velké produkce
biomasy, ale také produkci toxickych latek — cyamoti (kap. 2.2.7.) (Komérek,
1996).

Velikost burgk je zavisla na druhu. Pohybuje se od 3 — 10 pmikBysou
sdruzeny do mikro- nebo makroskopickych slizovydtohii, vytv&ejici na hladia
tzv. praskovity vodni k&. U roduMicrocystisnejsou pitomny heterocyty ani akinety
(kap. 2.2.3.2.) (Sejnohova a Mar3alek, 2006).

Rod Anabaena BORY ex BORN. et FLAH. 1886

Rod nalezici k vlaknitym sinicim. VIdkna madpiiméa nebo zkroucend. Vodni
kvéty tvori vyhradre druhy z podroduDolichospermum Viakna jsou ve slizovych
obalech (u &kterych planktonnich drihmohou chybt). U planktonnich drul jsou
bezbarvé a rozplyvavé. Trichomy jsou uniseriateiétvené, izopolarni, iimé nebo
nepravidel® zprohybané. Vegetativni bky jsou kulovité, souddovité az cylindrické.

U planktonnich druln Zijicich v jednotlivych vlaknech, se vyskytuji rampy.
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Heterocyty jsou na trichomu vestéim pa@tu ovSem oddalenod sebe. Akinety se
vyvijeji interkalar po obou stranach heterogytebo oddalehod nich.

Z uzemiCR je znamo 16 planktonnich diuhkteré tvdgi nebo se podileji na
vodnich ketech (Komarek, 1996).

Rod AphanizomenonMORR. ex BORN. et FLACH. 1886

Druh nélezici k vlaknitym sinicim. Vlakna jsou veélplovouci, jednotliva nebo
u nrekolika druhi sdruzena douzr¢é velkych, rekdy rozpadavych svazki coz je
mezidruho¥ specifické. Svazky jsou mikro- az makroskopické (az 2 cm dlouhé)
s paraleld uloZzenymi vlakny bez slizu nebo s jen nepatrnyinesh kolem trichor.
Vegetativni biiky jsou cylindrické nebo soudleovité, bled& nebo intenziva
modrozelené s aerotopy po celé vegetabdobi. Tento rod vytvaheterocyty, které
ovSem mohou chyd u populaci Zzijicich v prostdi bohatém na dusik. Akinety
se vyvijeji po splynuti&kolika vegetativnich buk.

Rod obsahuje pouze planktonni drubgsto tvdici silné vodni kety (Komarek,
1996).

Rod Planktothrix ANAG. et KOM. 1988

Tento rod tvéi volné plovouci, nevtvena, pima nebo nepravidetnzprohybana
az 4 mm dlouha vlakna.{iP masovém rozvoji se mohou sdruzovat do malych
chomé&ka. Trichomy jsou vzdy bez heterodya akinet. Ska trichonmi je 3,2 az 10
(15?) um. U wutSiny druhi chykgji ve vegetativnim stadiu pochvy. Slizové obaly
chykgji. V trichomu je vzdy alespocast bugk vyplnéna aerotopy (Komarek, 1996).

Rod Woronichinia ELENK. 1933

Do tohoto rodu néalezi kokalni sinice, rostouci \@n¥ plovoucich, sférickych
koloniich. Kolonie jsou vice ménkulovité, nepravidekn ovalné, gkdy protazené,
mirn¢ lalo¢naté. Jsou obklopeny slizovym obalem, iiesphujicim filiS obvodovou
vrstvu burtk. V centru kolonie se nachazi systém radialnichalé nerozetvenych
slizovych stopek. Bitky jsou rozmistny vice mén radiélré v periferni vrst¢ po
obvodu kolonie (Komérek, 1996).
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2.2.6.Vybrané druhy sinic a jejich charakteristika (dle Koméarka, 1996)
2.2.6.1. Microcystis aeruginosa(KUTZ.) KUTZ 1846

Microcystis aeruginosgobr. 6.—C,Dvytvéii nepravidelné slizovité kolonie velké
az 900 pum (8 mm). Kolonie jsou zecatku mikroskopické a kulovité, pogd
prodlouzené a latmaté. Ve st jsou makroskopické vytw@jici Zetelné otvory
a sloZzené z dilch kolonii. Buiky jsou kulovitého tvaru s pmérem (3)4-6(9,4) pum.
Obsahujicetné aerotopy a jsouqd dlenim slak protazené. Sliz obklopujici bly je
bezbarvy, nestrukturovany, rozplyvavy na okrajismegiliS Sirokym lemem kolem
bursk.

Jde o velice polymorfni druh, hojny v eutrofnickdridch tvdici mohutné vodni
kvéty. Je kosmopolith rozSten s vyjimkou polarnich a subpolarnich oblasti.uJso

zname&setné toxické populace a kmeny.

2.2.6.2. Microcystis flos-aquae(WITTR.) KIRCHN. 1898

Tvori mikroskopické kolonie (obr. 6.-A), které jenomriidka dosahuji
makroskopicky patrnych rozini. Zprvu jsou vice meénkulovité, pozdji nepravidelr
zaoblené, kompaktni, bezetelnych otvoli a laloki. Sliz je bezbarvy, na okrajich
nezetelny, gesahujici okraj jen nepatr(max. do 1 um). Kulovité biky obsahuji
aerotopy a dosahuiji velikosti (2,5)3,5-4,8(5-6?) ywpmimeru.

Jedna se o diny druh vyskytujici se v mezotrofnich a eutrofnichdrzich.
VétSinou je sodasti fytoplanktonnich spalenstev vodnich Kt a jenom vzachtvori

vodni kwt samostati Je roz§en gedevSim v mirném pasmu.

2.2.6.3. Woronichinia naegeliana(UNGER) ELENK. 1933

Vytvari mikroskopické a volé plovouci kolonie (obr. 6.- B), které jsou sféradidn
nepravidelg kulovité a v obrysu ledvinité mirn¢ lalo¢naté. Rozrar kolonii je az 180
(275?) um v piméru. V centru kolonie se nachazi systém slizovyapek tvdici
radialni slizovou strukturu. Kolem kolonii je vinbezbarvy a rozplyvavy slizovy obal.
Kolem jednotlivych buik jsou také patrny vlastni Uzké slizové obaly.nBy maji
ovalny nebo opakvéity tvar, modrozeleny protoplasté@tné aerotopy. Velikost 5-7 x
(1,5) 2,5-3,5 pm.

Jedna se odiny druh eutrofnich rybnik prehradnich nadrzi a jezer. Vipact

masového vyskytu twopraskovity vodni kit.
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2.2.6.4. Anabaena sigmoideaNYG. 1949

Anabaena sigmoide@obr. 6.—E) tvéi jednotliva, vol@ plovouci vlakna. Vlakna
se ¢asto rozpadaji na mensi segmenty, jsou nepravideknoucena nebo eso¥it
zprohybana. Nejsou na nich patrné slizové obalydka tvai klubickovité kolonie.
Sitka zéaviti se pohybuje okolo 20 — 37 pm. iy jsou vzdy mirg podlouhlé,
elipsoidni nebo soudkovité 1,5 — 2(3?) x delsi nez Siroké, obsahujinédavé
aerotopy. Velikost butk se pohybuje okolo 4-8,5 x (2,5)3-4(5) um. Hetgtpanaji
kulovity az elipsoidni tvar o rozérech 5-7,5 x 4-5(7) um. Akinety vznikaji
interkalarr, vétSinou jednotli¢ a oddale& od heterocyt. Jejich velikost je (10,8?) 16-
21,5x7-8,5um.

Je ¢astou sotasti sinicovych vodnich ki eutrofnich a hypertrofnich nadrzi.

Ztidka se vyskytuje visté populaci.

2.2.6.5. Aphanizomenon flos-aquadL.] RALFS ex BORN. et FLACH.
1888

Jedna se o vlaknitou sinici (obr. 6.-F) s vlaknyrugenymi paralel do
podlouhlych makroskopickych kolonii o délce (2)52B) mm. Kolonie jsou vokha
plovouci olivové barvy a maji pohyblivé trichomyekeé se pohybuji v kolonii plazivym
pohybem. Trichomy jsou cylindrické, skalzaSkrcované naigpazkach. Na koncich
trichomi jsou buiky protazené. Vegetativni Bky jsou cylindrického az
soudekovitéeho tvaru, uproged trichomu izodiametrické, velké (4)5,7-12,1 x-4,4
6,5(8) um. Obsahujtetné aerotopy, které vSak nejsotitggmny u koncovych buik
trichomu. Heterocyty vznikaji jednotBvinterkalard po 1(3) na jednom trichomu.
Dlouze cylindrické akynety vznikaji pouze W itych fazich vegetaiho cyklu
vzdalert od heterocyt.

Roste ¥tSinou v planktonu menSich eutrofnich nadrdceji v prehradach.
Za vhodnych podminek velké tgrlednosti vody a silného &elného pikonu mize
vyvolat husté monokulturni vodni &y.

Obr. 6. Frevzato od A: (KaStovsky, 2007a); B: (KaStovsky7BP0C: (Anonym, 2003);
D: (Anonym, 2004); E: (Zapaftova, 2007a); F: (Zapowiova, 2007b), mirdupraveno
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Obr. 6: Vybrané druhy zsobujici vodni kity.(A- M. flos-aquae, bar = 10Qum;
B- W. naegeliana, bar = 5@m; C, D — M. aeruginosa, ziSeni (c)- 40x, (d)- 300x;
E- A. sigmoidea, bar = 20m; F- A. flos-aquagbar = 20 um;)
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2.2.7.Cyanotoxiny

Pokud sinice Zziji autotrofn¢i heterotrofié vytvareji celou Skalu biologicky
aktivnich latek. Mezi jedny z nejsledowggich latek v poslednich letech pat
cyanotoxiny. Cyanotoxiny jsou latky sekundarniho tabelizmu a nejsou tedy
vyuzivdny pro jeho primarni metabolické procesy.kiRb porovndme toxicitu
piirodnich toxir (tab. 3.), zjistime, Ze cyanotoxiny jsou vice tké nez toxiny vyssich
rostlin a hub, ale mértoxické nez toxiny bakterialni (Marsalek a Turgn&s96).

Funkce a vyuZiti &hto metabolii neni dodnes zcela jasna. Tyto sekundarni
metabolity jsou velmitznorodé jak z pohledu chemické struktury tak svgimobeni
(Carmichael, 1992).

Z hlediska terminologického jsou nazyvany &kterych studiich jako
~endotoxiny* microcystiny (Ellemanet al., 1978), saxitoxiny (Kay, 1991; Gentile
a Maloney, 1969). Franlet al (2000) a Zurawellet al (2005) popisuji také
hepatotoxické a neurotoxické cyanotoxiny jako eaxioty. Toto ozn#&eni pouzivaji
ziejm¢ z divodia, Ze tyto toxiny nejsou akti¥nvylucované z bitky cyanobakterie,
ovSem vimunologické terminologii ozeni ,endotoxin® nalezi pouze
lipopolysacharidim (LPS) gramnegativnich bakterii. Ozfeni endotoxin je tedy
adekvatni @i pojmenovani cyanobakterialni bismé stny (viz dale), jelikoz
cyanobakterie nalezi ke gramnegativnim bakteriirstatdi cyanobakterialni toxiny
(microcystiny, cylindrospermopsin, saxitoxiny, amdhy atd. viz dale) by gy byt
oznaovany jakoexotoxiny (Stewartet al.,2006).

2.2.7.1. Rozdleni cyanotoxini

V souwasné dob se rozdluji cyanotoxiny do dvou hlavnich skupin reflektigh

jejich chemickou strukturu abiologickou aktivitu (Marsalek, 2004).

» Dle chemické struktury délime cyanotoxiny na:
= Alkaloidy
= Cyklické a linearni peptidy
= Lipopolysacharidy
» Dle biologické aktivity (metod biodetekce)na:
= Cytotoxiny

= Biotoxiny
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Nejcastji jsou ze sinic izolovany cytotoxiny a depsipeptidykazujici Siroké
spektrum aktivit proti bakteriim, houbantasam, prvokm a sa¥im tkaovym
kulturam. Pokud jde o biotoxiny lze je datdenit podle nejvice zasaZeng@sti
organismu, nebo hlavniho cilového orgawu nejcitlivéjSiho stadia vyvoje na
neurotoxiny, hepatotoxiny, imunotoxiny a imunomahily, mutageny a genotoxiny
(Tumor Promoting Factors), cytotoxiny a lipopolylsaddy, dermatotoxiny
aembryotoxiny (negativni vliv prokazan na plodnost,vitalitu a mortalitu embryi
a larev ryb a vodnich obratlovadi i na lidsky plod). Z vy¢tu Ize usoudit, Ze cytotoxiny
maji letélni efekty na jednob&mné organismy nebo jednotlivé itky, zatimco
biotoxiny mohou usmrtit vicebgtiné organismy. Ve skuteosti se vSak tyto v
skupiny prolinaji (Marsalek, 2004; MarSalek a T@gnL996).

Tab. 3. Srovnani toxicity firodnich toxim. Akutni LR xg.kg® Zivé hmotnosti
intraperitonealni injektaci mysi ( dle MarSalka,d)

Toxin Zdroj Skupina | LD50
aphanotoxin Aphanizomenon flos-aquae sinice 10
anatoxin —a Anabaena flos-aquae sinice 20
microcystin LR Microcystis aeruginosa sinice 43
nodularin Nodularia spumigena sinice 50
botulin Clostridium botulinum bakterie 0,00003
tetan Clostridium tetani bakterie 0,0001
kobra Naja naja had 20
kurare Chondrodendron tomentosum | rostlina 500
strychnin Strychnos mux-vomica rostlina 2000
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2.2.7.2. Microcystiny

Microcystiny jsou jedny z nejvice prostudovanyctekasyntetizované sinicemi.
Jedna se o skupinu hepatotoxickych cyklickych hmgutidi, poprvé prokazanych
u planktonni siniceMicrocystis aeruginosaSyntéza d&chto hepatotoxiin vSak byla
prokdzana i u jinych rad Témito rody jsou nafiklad Anabaena Aphanizomenon,

Planktothrix, Nostoc, Cylindrospermopgarmichael, 1992).

Struktura a fyzikaln é-chemicky popis

Obecny vzorecéchto heptapeptidje: cyklo-(D-alaninl-L-X2-D-MeAsp3-L-Z4-
Adda5-D-glutamova kyselina6-Mdha7), kde X a Z jsdzné L-aminokyseliny, MeAsp
je D-erythro-B-methylasparagova kyselina, AddaZ$,8S,8S,9S)-3-amino-9-methoxy-
2,6,8-trimethyl-10-fenyldeka-4,6-dienova kyselinavigha je N-methyldehydroalanin
(Blahaet al, 2004). Tento vzorec je znazémna obrazku 7.

Intenzivnim vyzkumemeéthto latek bylo identifikovano dodnes 84 struktami
variant s rozdilnou toxicitou (MarSalkova a Mar&ale2006). Jejich molekulova
hmotnost se pohybuje mezi 900 az 1100 Da (Sivoh@96). Nefastji se liSi tiznymi
aminokyselinami X a Z v pozicich 2 a 4 a také déayleti aminokyselin v pozicich
3 a 7 (Blahat al,, 2004).

Obr. 7: Obecny vzorec microcystinu (Blaha et 80042

Nejbézreji stanovovanymi aiejmeé negetrgjSimi isoformami jsoumicrocystiny
LR, YR a RR. Tyto zkratky ozné&uji aminokyseliny v poloze 2 a 4. \tipadt
microcystinu LR se jedna o leucin — L (poloha Xarginin — R (poloha Z), vijpack
microcystinu YR jde o tyrosin — Y a arginin — R @ipac microcystinu RR se jedna
0 arginin — R v obou pozicich (Blakaal, 2004; MarSalekt al, 1996).
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Z chemického hlediska jestsina microcystifi ve vod dolre rozpustnd, netava
a wi¢i rozkladu vysoce stabilni. Vysokou termostabilitnolekule microcystinu

dodavaji netypické D a L aminokyseliny (Sivonen9@p

Principy pasobeni a fiznaky intoxikace

Ponmerné velka molekula microcystinu je do iky hepatocytu aktivé
transportovana ztiovym transportnim systémem za spbiy ATP (Chonget al, 2002).
Jako jeden z hlavnich toxickycligka microcystimi uddva Carmichael (1992) silnou
inhibici proteinfosfatas typu PP1, PP2A a PP3, ciaa nasledek hyperfosforylaci
proteimi a nekontrolovanou aktivitu proteinkinaz. Tytcijel se projevi zrnou
morfologické struktury hepatoayt a v kon€ném disledku zhroucenim jejich
cytoskeletu. Tato jaterni insuficiencdibe korgit smrti.

Zmeény na pankreatu jsou reisgji vyhodnocovany jako tizné typy hepatitid
nebo vedou k rakovinjater. Tyto poznatky podnitily vyzkum cyklickyclepatotoxiri
sinic jako "tumor promoting factors” . Byl prokazan vliv cyanotoxin na stimulaci
procesi vedoucich k rakovih kize a jater. Microcystiny jsouembryotoxiny,
genotoxiny a mutageny(Krmertik a Kysilka, 2001).

Toxicita

U microcystinu-LR je hodnota akutni kPpro mys pi intraperitonealni aplikaci
(I.P.) toxinu 50-60pg.kg" Zivé vahy. Letélni koncentrace (k& - I.P.) rékterych
dalSich BZnych variant microcystin ( -YR, -LA, -YM) jsou podobné koncentracim
microcystinu-LR. U BZn¢ nachazené varianty —RR se ovSem tato hodnota p@hyb
piiblizné o jedentad vys (Sivonen and Jones, 199Rpzdilné efektivni koncentrace
microcystinu-LR a microcystinu-RR nazngi, Ze zde existuje odliSny mechanismus
pusobeni relativh podobnych hepatotoxin Zatimco toxicita microcystinu-RR
se vyznauje predevSim celkovou zémou obsahu protein toxicita microcystinu-LR
je typicka zménou lysosomalnich funkci a aktivitou sukcinatdelogdmasy (Pichardo
et al, 2005).

U microcystinu LR byla na rybich hepatocytech (PLHQ, hepatokarcinom) po
24 hodinové expozici gena hodnota E§g— 12 uM a u isoformy RR byla hodnota
ECso - > 100 uM (Pichardoet al, 2005). To poukazuje na rozdilnost v toxicit
jednotlivych forem microcystiin
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2.2.7.3. Nodularin

Jedna se o cyklicky pentapeptid také s Adda &nbo fetzci, jehoz produkce
byla prokdzana u mnoha sinigasto sotiasré s produkci mikrocystin a jehoz
nejvyznamgjSi mechanismus toxicity je shodny s efekty miksioy — inhibice
regula&nich enzynmi proteinfosfatdz. Letalni davka (F) testovand na mySich se
pohybuje mezi 50 - 2000y . kg' Zivé hmotnosti (I.P.) (Blahat al.,2004).Nodulariny
jsou TPF ("tumor promoting factors™) , embryotoxiny, genotoxiny a mutageny
(Krmerxik a Kysilka, 2001).

Obr. 8: Nodularin (Anonym, 2007)

2.2.7.4. Anatoxiny

Jedna se o alkaloidni neurotoxiny produkované zegnsinicemi roduAnabaena,
Oscillatoria, Planktothrix, Aphanizomenon, Microtigs Cylindrospermum(Blaha
et al, 2004), dale jsou uvédy i rody Trichodesmidium, Lyngbya Nostoc(Krmertik
a Kysilka, 2001). Mezi nejvyznamysi pati anatoxin-a, anatoxin-a(S)
a homoanatoxin-a Anatoxin-a a homoanatoxin-a tgobuji zamnu funkce
v pregangliovych nervovych zak&mnich, acetylcholinovych receptorech a zvysuji tok
Ca ionfi do cholinergnich nervovych zakami. Anatoxin-a(S) {sobi jako blokator
cholinesterazy, Zjsobuje depolarizaci postsynaptickych zalemi a ovliviuje
nikotinové, muskarinové i acetylcholinové recepttifymertik a Kysilka, 2001).

Letalni davka (LR testovana na mysich se pohybuje okolopB0. kg Zivé
hmotnosti (I.P.) pro anatoxin-a(S), 200-25@ . kg Zivé hmotnosti (I.P.) pro

anatoxin-a a homoanatoxin-a (Marsalkova a Mars&e6; Anonym, 2007).
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Tyto alkaloidni neurotoxiny jsou velmi termolabilaijejich destrukce nastavé p
teplotach nad 40 °C v alkalickém prigsti (Krmertik a Kysilka, 2001).
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Obr. 9: Anatoxiny (Anonym, 2007)

2.2.7.5. Saxitoxin (Aphanotoxin)

Jedna se o neurotoxicky karbamatovy alkaloid siputeany sinicemi rodu
Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya, Cylindro-sperimoffdarsalkova a Marsalek,
2006). Princip tinku saxitoxinu spdéiva v blokaci sodikovych kanélv axonech
neurori. Letalni davka (LBy) je pro mysi 1Qug . kg* Zivé hmotnosti (I.P.). Paralyticky
saxitoxin ma stejhjako ostatni neurotoxiny ve vyvazeném ekosystéralomstabilitu
(Krmenrtik a Kysilka, 2001).

SEEITOXEIN - GENERAL STRUCTURE

Obr. 10: Saxitoxin (Anonym, 2007)

2.2.7.6. Cylindrospermopsin

Je alkaloidni guanidinovy hepatotoxin syntetizovanyy Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon, Umezakia, Trichodesmilnncip &inku je inhibice proteosyntézy
a syntézy glutathionu. Toxicky dopad miéegevSim na jatra a ledviny, ale i na tkan
plic, srdce, sleziny, nadledvinek a brzliku. Je ¢gfotoxicky (Krmerik a Kysilka,
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2001). Letalni davka (L) pro mys po 5-6 dnech (I.P.) je 206 . kg® Zivé hmotnosti
(Marsalkova a Marsélek, 2006).
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Obr. 11: Cylindrospermopsin (Anonym, 2007)

2.2.7.7. Lipopolysacharidy

Bunééné sény sinic (cyanobakterii) jakozto gramnegativnichktbai jsou tvdeny
lipopolysacharidy (LPS). LPS sestavaji na viitim polu molekuly z lipidové slozky —
lipid A, wvnitini a vrgjSi ¢asti jadra tvienou oligosacharidy a na vijSim pélu
z O-specifického polysacharidu(obr. 12.) (Stewartt al, 2006).

Outer /

IMembrana

J Lipid A

Cuter Core
Oligosaccharide

Inner Core
Oligosaccharide

O-specific
Polysaccharide

CELL INTERICR

Obr. 12: Schématické znazém obecné struktury LPS (Stewart et al., 2006)

Molekula LPS je ukotvena lipidovou sloZkou vegj&h ¢asti bugéné membrany
zatimco na druhém polu molekuly je specificky Oiwgart zmisobujici biologickou
aktivitu (pyrogenitu, letalitu) lipopolysacharid8tewartet al., 2006).

Svym sloZenim se cyanobakterialni LPS milii od ostatnich gramnegativnich
heterotrofnich bakterii. Cyanobakteridlni LPS olbgiatglukdzu, xylézu, mand6zu

a rhamnozu. Od&sSiny ostatnich gramnegativnich bakterii se ligiakalni pfitomnosti
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2-keto-3-deoxyoctonatu, heptdzy, galaktozy a glakagu. Lipidova slozka LPS neboli
lipid A je charakteristicky dlouhyniettzcem nasycenych a nenasycenych mastnych
kyselin a hydroxy mastnych kyselin, které vykazmjianou diverzitu. Narozdil od
lipidu A ostatnich heterotrofnich gramnegativni@kterii, lipid A z LPS cyanobakterii
obvykle postrada fosfaty. LPS ostatnich heterofobfryramnegativnich bakterii obé&cn
neobsahuji nenasycené mastné kyseliny. LPS cyateba&bsahuji relativh velka
mnozstvi kyseliny olejoveé, palmitove, linolové @il@zitostre i kyseliny linolenovée
(Keleti a Sykora, 1982).

Endotoxicka aktivita a dalSi biologick&inky LPS cyanobakterii zifrodnich
vzorka vodniho kétu i z laboratornich kultur byly porovnavany &nky LPS ostatnich
gramnegativnich bakterii a LPS zeleiady Bernardovoet al (2007). Vysledky LAL
testu (Limulus amébocyt lyzat) vypovidaji o n#fi endotoxické aktivit LPS
u cyanobakteriiAphanizomenon s piirodnich vzork vod (v porovnani s ostatnimi
cyanobakterialnimi LPS). Endotoxickou aktivitu LRSYanobakterii z laboratornich
kultur popisuji jako obecnnizSi. Dale poukazuji na relat&nvysokou pyrogenitu
(pyrogen = latka mikrobialniho dwodu zvySujici &lesnou teplotu) LPS vSech
testovanych sinic.

Vysledky pokué endotoxické aktivity provashé Keletim a Sykorou (1982), kfe
izolovali LPS od sinicAnabaena flos-aqua®TEX 1444, A. cylindrica, Oscillatoria
tenuisa O. brevisjsou zndzorény v porovnani s jinymi autory v tabulce l4olované
LPS zA. flos-aquaeevyvolaly toxicky @inek po i.p. injektaci. Podokri Weiseet al
(1970) prokéazal, ze LPS izolovan&ynechococcu8CC A. niduland neni toxicky pro
mySi. Zatimco LPS odDscillatoria brevisa A. cylindrica po i.p. injektaci vykazaly
endotoxickou aktivitu. Jejich vysledky naznd, Ze cyanobakteridlni endotoxiny maji
priblizn¢ 10 x niZSi toxicitu neZ ostatni heterotrofni gramnegdtibakterie (nap
Salmonella sp Také uvadi, Ze vSechny LPS testovanych cyanehiaklyly pozitivni v
LAL testu.
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Tab. 4. Toxické dinky cyanobakterialnich LPSfigntraperitonealni injektaci mysi
vztaZzené na 1 kg Zivé hmotnosti

Cyanobakterie Letalni efekt Zdroj
o Netoxicka pi davce _
Anacystis nidulans Weiseet al,, 1970
10 mg/kg
o Netoxicka pi davce .
Phormidium spp. Mikheyskayeet al.,, 1977
333 mg/kg
_ . _ Netoxicka pi davce .
Schizothrix calcicola Keleti et al, 1979
200 mg/kg
Netoxicka pi davce _
Anabaena flos-aquadTEX 1444 Keleti a Sykora, 1982
250 mg/kg
Anabaena cylindricd TEX 1611 | LD 130 mg/kg Keleti a Sykora, 1982
Oscillatoria brevis LDso 190 mg/kg Keleti a Sykora, 1982
Microcytis aeruginos®06 LDso approx 45 mg/kg Raziuddinet al,, 1983
Microcytis aeruginosaNRC-| LDso 40 mg/kg Raziuddiet al, 1983
Spirulina platensid.b 1475/4a LDRoo 425 mg/kg Tornabenet al, 1985

Obecrt se auté (Bernardovéet al, 2007; Stewaret al, 2006; Keleti a Sykora,
1982;) shoduji, Ze biologické reakce sinicovych LRSBu slabSi nezli endotoxiny
ostatnich gramnegativnich bakterii. AvSak Bsal. (2002), ktéi zkoumali téZ toxicky
potencial izolovanych LPS sinic dasipk zawru, Ze redukuji aktivitu glutathion
S-transferasy (GSTs) u embryi rybgnio rerio. Uvacji, Ze sinicové LPS redukovaly
mikrozomalni a volny GSTs in vivo pokusech ve &Si mie neZzli LPSEscherichia
coli nebo Salmonella typhimuriumTakové sniZzeni by mohlo mit velky vliv na
detoxika&ni schopnost organismu vyrovnat seifldpd s expozici dalSich toxinsinic
jako napiklad microcystiri apod. kvili snizenému vyuZziti glutathionu (GSH) pro tyto

detoxika&ni reakce.

Lipopolysacharidy sinic nedosahuji takovych toxichky(inka jako ostatni
sinicové toxiny avSak ve vodach jsoti piemnoZeni sinic v obdobi vodnichékir ve
velmi velkych koncentracich a mohou byt tedy tokiiricky vyznamné (Blahat al,
2004).
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2.2.8.Vliv microcystini na embryaOryzias latipes

Pokusy provedené Jacquetean al. (2004) na embryich rybyOryzias latipes,
kterym byl injektovan microcystin —LRfjmo do intracelularniho prostoru ve stadiu
jedné buky (stddium 1) a také do Zloutku embryi ve stadii¢h (pozdni neurula)
a nebo 25 (ptatek jaterniho vyvoje), vykézaly zajimavé &dv Fi injektaci jiker ve
stadiu jedné htky mnoZzstvim 100 pl roztoku s koncentraci microcyst—LR 10
a 1 pg/ml po deseti dnech dosahlo lihnuti o 88% mengidimsti nez kontrolni
skupina. Snizovanim koncentrace (az na 100 pg/nilp ma nésledek sniZzentgiiti
0 85 az 44% oproti kontrole. NiZ8i koncentrace gigziti neovlivnily. Byla také
ovlivnéna délka vyvoje jikry, ktera byla gdhto jiker @i injektaci 10 a Jug /ml sniZzena
v praméru 0 dva dny oproti kontrolni skugin Pouzitim koncentraci 10 a dg/mi
injektovanych do jiker ve stadiu 19 atitaidavaji je& negativijSi dopady nez
v predeSlém fipads. Projevilo se snizenim lihnivosti o 90 — 96% opkontrole. Délka
inkubace se zkratila o dva aZ ¢iny u koncentraci do 100 pg/ml MC —-LR. Injektace
embryi v 25. stadiu #ho taktéZz negativni dopady, ale ne jiz takové imignjako fi
injektovani ve stadiu 19.

Z anatomicko-patologickych sledovani udavaji zjeWwepatobiliarni poskozeni,
hypertrofii, jaterni hemoragii a nekrézy v pozdnieywvojovych stadiich. Ve atSing

piipadi zdvojnasobeni velikosti jaterni tikéan

Na vysledky prace Jacqueth al. (2004) navazuje studie Huynh-Delerreaal.
(2005), kteéi zkoumali histopatologické zimy na travicim ustroji aipehlych organech
po injektovani embryi v 19. stadiu vyvoje davko? pg MC - LR/Zloutek embrya.
Autofi udavaji tyto udaje:

» Dopad na Zloutkovy va&ek a plynovy méchy¥: u injektovanych
embryi po vylihnuti je tésit celd €Ini dutina vyplgna Zloutkovym vékem.
U kontrolni skupiny zaujima Zloutkovy &k @iblizné 1/3 objemu dutiny. Plynovy
meéchyt neni ve ¥tSiné pripadi naplrtn. To naznéuje, Ze microcystin — LR je
zodpovdny za inhibici vatebavani Zloutkového ¥ku a zarové negativié ovliviiuje
vyvoj a naplini plynového michyre.

* Dopad na jicen zde autéi udavaji absenci poharkovych hkitkn
v jicnu oproti kontrolni skupith Pozoruji oddlovani a degeneraci epitelidlnich kln

a u vSech injektovanych kiusnensi vraséni epitelu jicnu nez je sledovano u kontroly.
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* Dopad na zaludek a gteva u oSetenych embryi udavaji
zmensSovani a mizeni Klkepitelialniho povrchu od Zaludku az po rektum.

* Dopad na pankreas ve vSech fipadech pozorovali zmenSeni
velikosti pankreatu spojené téZz s figpmnosti ¢i destrukci acinarnich jednotek.
Ve vSechiastech pankreatu destrukturalizace a ztrégglevych kanalkovych bk.

 Dopad na jatra: zde autti popisuji opé&ny jev nez napklad
Jacquetet al. (2004) a to silné zmenSeni velikosti jaterni tka@proti kontrole mé#x
Zjevné tubulo-sinusoidalni usi@alani.

Autofi udavaji, Ze jiz malé mnozstvi (0,2 pg MC-LR/jeckh dramaticky
ovliviiuje resorpci Zloutkového wku a rozvoj poruch ve vyvoji orgénzazivaciho

traktu. Nem@ v3ak jiz takovy dopad na velikostlasnou hmotnost lihnoucich se larev.

Jednou z dalSich studii je prace Lecaateal. (2008), ktéi sledovali @dinky
cyanobakteridlniho hrubého extraktu izolovanéhdwmi rozdilnych monokultur sinice
Planktothrix agardhiipasazovanych v labor&to Prvni testovanou byla monokultura
PMC 75.02, ve které byly stanoveny dva typy micetey (MC-dMeLR a MC-YR).
Ve druhé monokultte PMC 87.02 nebyly microcystiny detekovany. Jalgiedeslych
pracich injektovali tyto hrubé extraktyipo do Zloutku embryi v 19. stadiu vyvoje.
Zjistili dosti podstatné rozdily vaincich obou monokultur. U monokultury PMC 75.02
stanovili EGo = 7,8 ug/ml hrubého extraktu. Tento extrakt zmenggiti embryi pi
koncentraci 10 — 5@g/ml o 81 — 56% oproti kontrole. Vliv na uspiSeitinuti vSak
udavaji mensi nezli Jacquet al. (2004) ucistych microcystifi LR. Dale pozorovali
zmeény na jatrech a zazivacim traktu. S pouzitim extrakmonokultury PMC 87.02
urcili hodnotu EGo= 460ug/ml hrubého extraktu.redtasné lihnuti nepozorovali. Tyto
vysledky napovidaji, Ze v extraktech to jsou prakodukované microcystiny, které jsou
podstatnouasti zodpowdné za mortalitu a malformace.

47



Material a metodiky

3. MATERIAL A METODIKY

3.1. Testovani parametii se znénou pottu jiker

3.1.1.Generaéni ryby a metodika jejich chovu

Generéni ryby byly ziskany z laboratorniho chovu Ustawolagie Technische
Universitat Dresden v &necku a to ve stadiu jiker ¥oich bodech. Tyto byly dale
odchovavany az do faze pohlavni zralosti. Pracéipaty viizenych podminkach
akvaristické laborate Biologické fakulty Jihgeské univerzity Weskych Budjovicich
od Unora 2006 do prosince 2006. Ze ziskanych jikeerstadiu onich bodi byla
odchovana homogenni skupina ryb pouzita pro ziskajker pro testy lihnivosti
a délky embryonalniho vyvoje. Genéma hejno bylo tvéeno rybami linie
Q2d-rR.YHNI. Jeho typickymi exteriérovymi vlastnostjsou takka absolutni absence
melanofoti a gritomnost oranZovaéervenych chromatoféru sam@, umo#ujici jejich
vizualni odliSeni od samic (mimo jiné sekundarnhlpeni znaky). Hejncitalo 13
generénich jedin@, konkrétrg 4 samice a 9 sam® primérné velikosti 3,5 cm. Tyto
ryby byly ve stéi jednoho a fil roku. Odchov do pohlavni dospsti byl provaén
v akvariu o rozrsrech 600 x 400 x 400 mm a objemu 100 | a to aZtddle prvnich
vytéra, kdy bylo gistoupeno k vydru po parech. Akvarium k odchovu genarih ryb
bylo vybavené 150 W termostatickym topnyiesem, teplorem, molitanovym
fitrem poharknym vzduchem, vzduchovacim kamenem fivk@vym oswtlenim
a nainstalovanym trsem rostlivesicularia dubyana.

Jako hlavni krmivo byl pouzit mrazeny zooplanktamhii Cyklops od firmy
Mrva Jiti, Nové sidlist 176, 267 21 Trma kterym se krmilo jednou de&inJako dalSi
varianta bylo zvoleno kompletni krmivo od firmy &&Heinsberg D 52518, &necko.
Serd® microgran s timto sloZzenim: rybi meéka, pSenind mowka, mowka z koivy,
mouwka zfasy Spirulina, mouwka z mdskychtas, modka z mdskych krevet, motka
z marského krilu. Podrobné Udaje o obsahu vitandrzivin jsou obsazeny v tabulce 5

a v tabulce 6.
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Tab. 5. Ridané vitaminy na 1 kg krmiva S&microgran

P¥idany vitamin jednotka

A
D3

E (D, L -a- tocopheryl acetate)

B1
B>

C (L — ascorbyl-2-polyphosphate

Tab. 6. Garantovany obsah Zivin v krmivu Semdicrogran

Slozka Zivin

bilkoviny min. 48,5

tuky min. 6,9

hruba vlaknina max. 2,3

vlihkost max. 5,5

popeloviny max. 9,2

Teplota byla udrzovana na 25 °C * 1°C termostateswtleni zajistila zéivkova
trubice Philips o délce 590 mm,tonéru 26 mm a vykonu 20 W emitujici bilé&ho
a to po dobu 15 hodin. Po dobu 9 hodin byla ponsach@innych spinacich hodin
zajiSena tma. Tato diurnalni perioda zajistila indukenti. Vyntna vody se provath
2 x do tydne a to % obsahu akvéria vytemperovanodsgatou vodou. Molitanovy filtr
pohargny vzduchem byl v provozu kontinuélpo celou dobu stefnjako vzduchovani.
V okamziku, kdy se samicim objevily na urogenitgbaipile prvni vyitené jikry, byly
ryby dany k individualnimu, kontinualnimu ¥yt po parech.

3.1.2.Vytér generatnich ryb

Vytér byl realizovan ve 4 vgtovych akvariich o rozrech 340 x 160 x 160 mm.
Tato akvaria byla umigha do jednoho centrarvytapEného akvaria o rozénech 600 x
400 x 400 mm, ve kterém se udrZovala teplota 2%et@ostatickym topnymékesem.

Cirkulaci vody zajigovalo silné vzduchovani. Tim byla docilena statosbvnongrnost
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teploty vody po celou dobu W ve vSech vyrrovych akvariich. Uvnit kazdého
akvaria byl nainstalovan trs drobnolisté vodni Iiogt Vesicularia dubyanaslouzici
jako vy&rovy podklad pro samice medak zaji$f u dna, dale pak vzduchovaci kamen.
Fotoperiodou 15 hodin stlo x 9 hodin tma byl i nadale stimulovan ¥yryb. Objem
vody v kazdém z vytovych akvarii¢inil 6 litri. Do kazdého z nich byl nasazen 1 par
ryb piipravenych ke teni. V pibéhu nasazovani jednotlivych @abyly ryby mezi
sebou progtdany. Cidténi a kontrola akvarii byla prov&da v obdobi odirt jiker

denrg. Nasazenym rybam byla podavé@rdemia salingednou den&

3.1.3.0dbér jiker

Odbery jiker a kontrola samic byly provady v rannich hodinach, kdy rejstji
dochazelo k vyiru a samice ®y powvétSinou shluk jiker zasSeny ve vejcovodu
pomoci paéetnych vidkének (viz filoha 5B). Podle toho v jaké pozici se vyskytovaly
vytiené jikry se fistoupilo ke konkrétnimu odbu. Pokud ndla samice jikry uchyceny
ve vejcovodu, fistoupilo se ped odlgrem k narkotizaci. K tomutocélu byl pouzit
hiebickovy olej (Clove Leaf Oil, Purity Australia Pty.d.t Australie) v objemu 1 kapka
na 50 ml vody v Petriho misce. Samice, vylovena gcnakvaristického zvonu, byla
dana do narkotizai lazré na dobu 10 sekund, potéefovena do Petriho miskycsstou
vodou, kde byl vykonan odb jiker a nasled& vracena do vyroveho akvaria.
V piipac, Ze jiz byly jikry odloZzeny na dnakvaria, byly odebrany pomoci pipety
s SirSim hrdlem. Posledni variantowtsimou rékolik hodin po vyéru, bylo za¥Seni
jiker na giloZenou rostlinwWesicularia dubyanaV tomto @ipad byla rostlina vyjmuta
z akvéria, vloZena do Petriho misky a pod binolupomoci jemné zahnuté prepara
jehly kazdé jikra samostatrodebrana. | vigdchozich dvou fipadech bylo s jikrami
manipulovano stefy tzn., Ze bylo manipulovano s kazdou jikrou samuost Takto
odebrané jikry byly ppraveny ke kontrole a naslednému pouZiti v testu.

Po vykonaném odiu jiker od samic nebo z vytiraciho akvaria byladd jikra
nasazovana do testu zkontrolovana pod binolugbawtSeni 4 x 10 jestli neni zjewn

posSkozena a viozena do komory.
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3.1.4.Design test lihnivosti a délky embryonalniho vyvoje

Do testi byly nasazovany pouze oplozené jikry v 6. (cca®.haz 8. (cca 4 hod.)
stadiu embryonalniho vyvoje (vizifpha 5 a 4). Do jedné komory se vkladala embrya o
stejném std. Embrya byla inkubovana v objemu 10 ml inkéiddo média na komoru.

Lihnivost a délka embryonélniho vyvoje byly £pgany pomoci Sesti
experimeni. Testovani probihalo na gitohmotnych testovacich plotnach o razech
250 x 200 x 30 mm, které dly 30 testovacich komor kazda o objemu 10 ml. Blotn
byly v pribéhu experimenit umisgny v akvariu se stabith udrzovanou teplotou 25 °C
+ 1°C. Jednotlivé pokusy A az F se liSilygmm nasazenych jiker do jedné komory.
V experimentu A byly oplozené jikry v komorach sastabreé, v experimentu B po
dvou, v dalSich pak néasledavraz do F, kde bylo do komor umisb Sest jiker.
V experimentu A bylo nasazeno 30 testovacich koregp, B 18 komor, exp. C 12
komor, exp. D 30 komor, exp. E 22 komor a exp. Fkador. Doby trvani testbyly
zavislé na vylihnuti poslednich jedincv testu. V piibéhu test byla deng
kontrolovana teplota (viz ffjloha 1). Testy byly provaay statickou metodou bez
vymeny inkuba&niho média. Jako inkubai médium byla pouzita standardizovana voda
pro pouziti v embryotoxikologickych testech. Posjejp ptipravy a sloZzeni viz kapitola
3.1.5. - Riprava inkubani vody a jeji slozeni. Jikry byly vystaveny ¢deni po dobu
15 hodin den& zbylych 9 hodin byly inkubovany ve #mKontrola vylihlych a
uhynulych jeding, stejré jako doba uéhla od nasazeni do vykuleni byla kontrolovana
a zaznamenavana denthynulici vylihli jedinci byli z komor odebirani.

Sledovany byly:

. Lihnivost v zavislosti na pitu jiker v jedné komie

. Délka embryonélniho vyvoje v zavislosti napojiker

3.1.5.Priprava inkubaéni vody a jeji slozeni

Redici voda se fjpravuje podle normy ISO 7346 pro testy toxicity na

sladkovodnich rybach.

Priprava zasobnich roztok:

Zasobni roztok ¢. 1: 11,76 g CaClk.2H 20 (p.a.) se rozpusti a doplni do 1 litru

destilovanou vodou.
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Zasobni roztok ¢. 22 4,93 g MgSQO4.7H 20 (p.a.) se rozpusti a doplni do 1 litru

destilovanou vodou.

Zasobni roztok €. 3: 2,59 g NaHCG;3 (p.a.) se rozpusti a doplni do | litru destilovanou

vodou.
Z&sobni roztok ¢. 4: 0,23 g KCI (p.a.) se rozpusti a doplni do 1 litkestilovanou
vodou.

Na 1 litr fedici vody se davkuje 25 ml kazdého zasobniho koztbo odngrné
baiky o objemu 1 | se nalij€ast destilované vody, nadavkuji se zasobni roztoky
a objem se doplni destilovanou vodou po rysku. @ @gkpravena voda se 24 hodin syti
vzduSnym kyslikem (aerace). Poté se necha dal®fchodin odstat a zkontroluje se
hodnota pH, ktera by sed&hna pohybovat v rozmezi 7,8 £ 0,2fiPadna Gprava pH
se provadi roztokem 1M - NaOH nebo 1M - HCI. Tagitipravena #ed’ovaci voda se
pied pouzitim v testu nemusi dale upravovat. Pro Snamnipulaci je také mozné
pripravit desetkrat koncentrovggi zasobni roztoky a davkami 25 ngthto roztoki

pripravit 10 | Zed’ovaci vody.

3.1.6.Metodika p¥ipravy Zivé potravy

Pro kontinualni dozravani jikeréek a pokud mozno kazdodenni édpker bylo
zapotebi dostatek kvalitni potravy. Pro tytaely byla inkubovana trvala véka
Zabronozky solnéArtemia salina Inkubace byla prové&ta ve vodni lazni sestavené
z menSiho akvaria o rozmech 400 x 250 x 250 mm napirého 10 mm pod okraj
vodou oltivanou termostatickym topnyndlésem na 26 °C a promichavanou proudem
vzduchu ze vzduchovaciho kamene. Viko akvaria bgfmteno d¥ma otvory
uzpisobenymi k fixaci dvou koénickych lahvi o objemu 1iffu pro samotné lihnuti
Zzabronozek. V kazdé znich byla instalovana #adi s fivodem vzduchu bez
vzduchovaciho kamene pro tvorbu velkych bublinraulentniho prosedi. K aktivaci
a vyvoj vajtek bylo instalovano s#lo. Do kazdé z lahvi se nalil 1 litr upravené
inkubani vody a 2,5 g vajek Zabronozky solné. Nasazovani na lahve se pévad
s odstupem jednoho dne mezi sebou pro kontinudtmiuti nauplii. (doba lihnuti
piiblizné 24 — 48 hod.). Po dokeeni inkubace se nechaly Zabronozky 15 minut bez
aerace, aby mohly byt odsaty a zkrmovany. Ripravu inkubani vody byla pouZita
n¢kolik dni odstata a vytemperovana voda na tepl6td@, do které byloifidano 10 g

kuchyniiské soli bez jodu na 1 litr vody.
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Trvald vajtka artemii byla pouzita od firmy Inve Aquacultureuthition,
Hoogveld 91, B-9200 Dendermonde, Belgiunmiygdem z U.S.A. Informace o obsahu

Zivin jsou v nasleduijici tabulce 7.

Tab. 7. Obsah Zivin u pouzitych trvalych ¥eki Artemia salina

Slozka Zivin

Bilkoviny

Tuky

Popeloviny
Vlhkost

3.1.7.Pouzité statistické metody

Pro vyhodnoceni vysledkbyly pouzity programy Microsoft® Office Excel 2003
a StatSoft, Inc. (2001) STATISTICA Cz [Softwarowstm na analyzu dat] verze 6.

Pro porovnani rozdil v lihnivosti zjisénych v pokusech sjednou az s Sesti
jikrami v komorach byl pouZig*test. K porovnani homoskedasticity soubdat byl
pouzit Leveriv test homogenity rozptyl K naslednému vyhodnoceni rozdéitednich

hodnot byl pouzit Kruskal - Wallisr neparametricky test.

3.2. Metodika testovani sinicovych biomas

3.2.1.Generani ryby a metodika chovu

Testy zamifené na zji%ni potencionalni negativnich eféktvod s obsahem
sinicovych vodnich k&ti na embryonalni vyvoj rybryzias latipesbyly provedeny
v experimentélni laboratoVURH JU ve Vodianech a to v obdobi od 1.12.2007 do
15.2.2008.

Pavod genera&nich ryb, jejich chov, charakteristika, krmeni, ltgp, doba
oswtleni, odlEr jiker a giprava a slozeni standardni vody jsou shodng&dgsiou

metodikou viz kapitola 3.1.
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Vytér ryb byl proveden hromadrve spoléném akvariu, ve kterém bylo nasazeno
8 samic a 16 samc Jikry byly odebirany v rannich hodinach po &t metodou

popsanou Vv iedeslé metodice viz kapitola 3.1.3.
3.2.2.Design testi

Testovano bylo Sest vzarK1A, 2A, 3A, 1B, 2B, 3B) a kontrola (K) ve stejném
poctu opakovani inkubovana pouze ve standardni inknibaod (ISO) pouzité kedeni
biomas. Pdet opakovani od kazdého vzorku bylo 12 (kazda kanadityiech jikrach)
tj. 48 sledovani na vzorek.

3.2.3.Testované vzorky biomas

V pokusu byly testovanyitvzorky biomas sinic vodnich kta (1, 2, 3 odebrané
ze dvou nadrzi ¢R s odlidnym druhovym sloZenim a obsahem microoydiR, YR
a RR viz tabulka 8.

Odker a piprava zakladnich koncentraci vzorlyly provedeny pracovniky
Centra pro cyanobakterie a jejich toxiny, Kameri@é/3, 625 00 Brno (RECETOX).
Celkové surové biomasy sinic skladovarté-f8 °C byly homogenizovany procesem
sonifikace pomoci ultrazvukového dezintegratoru nddin Sonoplus HD2070)
a zakladni koncentrace &pzamrazeny na -18 °C a dopraveny do VURH JU ve
Vodnanech. Zde byly vzorky skladovanyipl8 °C a podle péeby rozmrazeny
a rec€ny na konéné koncentrace. Vzorkyiipravené k pouziti viz ifloha 6C. Ped
fednim a aplikaci testovaného média do testu bylaqitema temperace na 25 °C a
homogenizace naistroji Vortex po dobu 10 minut.

Pro testovani bylyedny dw koncentrace A = 40 mg suSiny biomasy sinic /I,

B = 200 mgsusiny biomasy sinic/l

s pislusnym obsahem microcysiiniz tabulka 9.

Tab. 9. Obsah suSiny a jednotlivych variant micsticyi v konkrétnich vzorcich

Vzorek 1A 2A 3A 1B 2B 3B
konc.sus.biom. (mg/[) 40 40 40 200 200 200
MC LR (ung/l) 14,84 3,236| 14,81p 74,2 16,18 74,06
MC YR (pg/l) 2,36 0 3,264 11,8 0 16,3p
MC RR (ug/l) 6,404 0 48,732 32,02 0 243,66
suma MC (ug/l) 23,6 3,2 66,8 118 16,18 334,92
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3.2.4.Prabéh testi

Pokus se v zakladnich parametréichi standardem OECD 212.
» preZziti oplodrnych jiker v kontrole min. 80%
o preziti vylihlych larev z kontroly do stadialgzhodu na wSi vyZivu
min. 80%
e obsah rozpushého Q v testovanych komorach musi byt v rozmezi
60 — 100%
» teplota nesmiigsahnout 25 °C = 1,5 °Gilem testu u jiker a 23 + 2 °C

u vylihlych larev.

Odebrané a zkontrolované jikry byly nasazeny dtutes$. (cca 3 hod.) az 8. (cca
4 hod.) stadiu embryonalniho vyvoje (vidlpha 4). Jednotliva embryonalni stadia byla
porovnavana pomoci manualu Gonzalez-Doretell. (2005). Test probihal az do

vylihnuti ¢i Ghynu posledni jikry z celého testu (20 dni).

U nasazenych jiker byly sledovany:
» lihnivost,
» délka embryonalniho vyvoje,
» zatatek a konec lihnuti,
* deformity a anomalie u vylihlych jediic
e stadium uhynu u uhynulych jediinc
» preziti larev do stadiarpchodu na wjSi vyzivu a gipadné odchylky od
normalniho chovani u vylihlych jeditic
Testy byly provedeny semistatickou metodou. ¥gm testovanych médii byla
provadna u koncentraci 40 mg/l jednou za 48 hodin a wé&otraci 200 mg/l jednou
za 24 hodin. Toto rozvrzeni vychazi ze sledovatbdbru kysliku v gedk®zném testu
(viz priloha 3).
Kontrola jiker byla provagha dvakrat derthvzdy ve stejnou dobu a zérdve
s druhou kontrolou bylo vysméno testovaci médium. Uhynulé jikry byly odstéam
a vylinlé larvy zkontrolovany pod binolupou, vyfgrafovany a femistny do ISO
vody pro dalSi sledovani.
Experiment byl provath ve sterilnich testovacich plotnach &a Nunclorm™
Surface Steril. (R) od firmy Nuft Brand Products (vizifloha 6E). Plotny o 3esti
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komorach, kazda s objemem 10 ml byly vioZeny doulo@oru (viz piloha 6A),
ve kterém byla po celou dobu vyvoje monitorovanaadia (viz @giloha 2) v intervalu
jedné hodiny pomoci registmiaiho teplondru. Teplota vinkubatoru byla pomoci
termostatu udrzovana na 25 °C £ 1 °C. Hodnoty pkast a rozpushy kyslik byly
kontrolovany vzdy fi vyméné média. Swtelné podminky zajivalo automatické
oswtleni oswtlujici jikry 15 hodin den#. Zbylych 9 hodin byly jikry inkubovany za
tmy.

Pozorovani jiker a vylihlych larev bylo provsm na binolup Olympus SZ 40

(viz ptiloha 6D) a fotografovano v sestas fotoaparatem Olympus C-5060 wide zoom.

3.2.5.Pouzité statistické metody

Pro vyhodnoceni vysledkbyly pouzity programy Microsoft® Office Excel 2003
a StatSoft, Inc. (2001) STATISTICA Cz [Softwarowysgm na analyzu dat] verze 6.
Pro porovnani rozdil v lihnivosti a vyskytu deformit byl pouZjé-test. K porovnani
shody rozptyk soubofi dat byl pouZzit F- test. K naslednému vyhodnocerrdit
strednich hodnot byl pouZit Studémtt- test.
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Tab.8. Podrobna specifikace vzotiiomas 1, 2 a 3
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4.VYSLEDKY

4.1. Vysledky navrhu metodického postupu (pokusy A az Be znénou
poétu jiker na komoru)

4.1.1.Experiment A: jedna jikra v testovacich komorach
Lihnivost

Tab. 10. Vysledky testu lihnivosti pasazeni po jedné jig v komoe

Lihnivost pi¥i 1 jik e

Vylihlé | Uhynulé | Celkem
13 17 30

Pocet embryi
(ks)

% 43,33 56,66

Komor

Mnozstvi komor v kategoriich lihnivosti p#i 1 jik e

56,66
60

50+ 43,33

40-

30+

204

¢etnost komor [%]

10+

00% 0100 %

kategorie podle %-tni lihnivosti

Obr. 12: Grafické zndzoemi procentuelnéetnosti komor v definovanych kategoriich
lihnivosti pi nasazeni jedné jikry do komory
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Délka embryonalniho vyvoje

Tab. 11. Vysledky délky embryonalniho vyvejeasazeni po jedné ji&

Cetnost abs.

Cetnost rel.

7,6923077

7,6923077

0

15,384615

30,769231

23,076923

0

P IOIO|IW|A~INOFR| Kk

0

7,6923077

[ —

I 21 521,43 7,6923077 I

Lihnuti jker v % v jednotlivych int. D° p fi inkubaci po 1 jik e
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intervaly D

Obr. 13: Grafické znazoemi rozlozeni lihnuti jiker nasazenych po jednggjik

V tabulkdch 10, 12, 14, 16, 18 a 20 jsou tabelovépsiedky ze sledovani
lihnivosti pro jednotlivé pokusy A az F. Na obraicil2, 14, 16, 18, 20 a 22 je graficky

znazorgno procentuelni mnozstvi komor z celkového mnozskteré dosahly

piislusnych hodnot Ugphu ci nedsgchu v lihnivosti. Nasledownjsou v tabulkach 11,

13, 15, 17, 19 a 21 tabelovany vysledky délky ermb&niho vyvoje pro testy A az F
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a na obrézcich 13, 15, 17, 19, 21, 23 je graficidznrino procentuelni mnozstvi jiker

vylihlych ve stanovenych intervalech taktéz praytésaz F.

4.1.2.Experiment B: dvé jikry v testovacich komorach

Lihnivost

Tab. 12. Vysledky testu lihnivosti pasazeni po dvou jikrach v koneo

Lihnivost p¥i 2 jikrach

Vylihlé Uhynulé Celkem
19 17 36

Pocet embryi

(ks)
%

mnoZzstvi komor v kategoriich lihnivostip i 2 jikrach

50

50
45-
40-
351
301
251
201
151
10

po et komor [ %]

00 % @50 % @100 %

kategorie lihnivosti

Obr. 14: Grafické zndzoemi procentuelnéetnosti komor v definovanych kategoriich
lihnivosti pi nasazeni dvou jiker do komory
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Délka embryonalniho vyvoje

Tab. 13. Vysledky délky embryonalniho vyvejenasazeni po dvou jikrach

Cetnost abs. Cetnost rel.
5,263157895
0
10,52631579
31,57894737
26,31578947
10,52631579
5,263157895
0
10,52631579

NIOIRINO®OIN|O|F

Lihnuti jiker v % v jednotlivych int. D° p ¥ inkubaci po 2 jikrach

35 31,57895

jiker

% vylihlyc

o o
.
465,5> ==
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[

intervaly D

Obr. 15: Grafické zndzoemi rozloZeni lihnuti jiker nasazenych po dvou jikra
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4.1.3.Experiment C: t¥i jikry v testovacich komorach

Lihnivost
Tab. 14. Vysl

edky testu lihnivosti pasazeni pafech jikrach v komee

Lihnivost p¥i 3 jikrach

Celkem

Vylihlé Uhynulé
Pocet embryi
(ks) 25 11

36

% 69,44 30,55

Komor

¢etnost komor [%]

60

50+

40+

30

20+

10+

Mnozstvi komor v kategoriich lihnivosti pi 3 jikrach

a
[o)

w

.
58,

OD0% m33,33% m66,66% m100%

kategorie lihnivosti

Obr. 16: Grafické znazoemi procentuelnetnosti komor v definovanych kategoriich
lihnivosti pi nasazenizech jiker do komory
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Délka embryonalniho vyvoje

Tab. 15. Vysledky délky embryonalniho vyveieasazeni parech jikrach

Cetnost abs.

Cetnost rel.

1

N|IFRO|FRIOIFRLRINJ|IFRIMBDDNOIRO

N[
oo~ OIxoN|aElg (0 o|nO|>

25

20

15

10

% vylihlych jiker

Lihnuti jiker v % v jednotlivych int. D° p fi inkubaci po 3 jikrach

571,9;598,5> |——

598,5;625,1>

625,1;651,7>
651,7;678,3>
678,3;704,9>
704,9;731,5>
731,5;758,1>
758,1;784,7>
784,7;811,3>
811,3;837,9>

226,1;252,7> =1

252,7;279,3>
279,3;305,9> —
305,9;332,5>
332,5;359,1>
359,1;385,7>
385,7;412,3> [/
412,3;438,9>
438,9;465,5>

465,5:492,1> —=1

492,1,518,7>

518,7:545,3> [

172,9;199,5>
199,5;226,1>

_ e e o D D D D D D T T s D D D s T s s e e

intervaly D°

837,9;864,5>
864,5;891,1>

Obr. 17: Grafické zndzoemi rozloZeni lihnuti jiker nasazenych pedh jikrach
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Vysledky

4.1.4.Experiment D: ¢étyfi jikry v testovacich komorach

Lihnivost

Tab. 16. Vysledky testu lihnivosti pasazeni patyrech jikrdch v komie

Lihnivost p¥i 4 jikrach

Celkem

Vylihlé Uhynulé
Pocet embryi
(ks) 106 14

120

% 88,33

100

30

MnoZzstvi komor v kategoriich lihnivosti pfi 4 jikrach

66,6666

¢etnost komor [%]

O00% m 25% 0 50 % @75 % m 100 %

kategorie lihnivosti

Obr. 18: Grafické zndzoemi procentuelnéetnosti komor v definovanych kategoriich

lihnivosti pi nasazenttyrech jiker do komory
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Vysledky

Délka embryonalniho vyvoje

Tab. 17. Vysledky délky embryonalniho vyveieasazeni patyrech jikrach

Poget dnii Cetnost abs. Cetnost rel.
10 1 0,943396226
11 6 5,660377358
12 3 2,830188679
13 6 5,660377358
14 11 10,37735849
15 16 15,09433962
16 10 9,433962264
17 11 10,37735849
18 7 6,603773585
19 4 3,773584906
20 2 1,886792453
21 8 7,547169811
22 4 3,773584906
23 3 2,830188679
24 5 4,716981132
25 0 0
26 1 0,943396226
27 3 2,830188679
28 0 0
29 2 1,886792453
30 1 0,943396226
31 0 0
32 0 0
33 2 1,886792453
Lihnuti jiker v % v jednotlivych int. D° p #i inkubaci po 4 jikrach
16 15,094339
14
5 12
=10
= g
6 I
= 4
: ﬂﬂ |
2 L L A
intervaly D°
Obr. 19: Grafické zndzoemi rozloZeni lihnuti jiker nasazenych ¢igiech jikrach
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Vysledky

4.1.5.Experiment E: pét jiker v testovacich komorach

Lihnivost

Tab. 18. Vysledky testu lihnivosti pasazeni podii jikrach v komae

Linivost pFiSjikrach | | | | |
Vylihlé Uhynulé Celkem
72 38 110

Pocet embryi

(ks)
% 65,45 34,55 100
Komor 22

MnozZstvi komor v kategotiich lihnivosti g 5 jikrach

31,81

cetnost komor [%]

OD0% m20% DO40% 0O60% m80% [m100%

kategorie lihnivosti

Obr. 20: Grafické zndzoemi procentuelnéetnosti komor v definovanych kategoriich
lihnivosti pi nasazeni @i jiker do komory
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Vysledky

Délka embryonalniho vyvoje
Tab. 19. Vysledky délky embryonalniho vyveieasazeni podii jikrach

Cetnost abs. Cetnost rel.

2, 7777778
1,3888889
1,3888889
8,3333333
9,7222222
9,7222222
15,277778
6,9444444

12,5

8,3333333
2, 7777778
5,5555556
5,5555556
27777778
5,5555556
1,3888889

I—\-bl\.)-b-bl\.)@@o'l":\l\lml—\l—‘r\)

Lihnuti jiker v % v jednotlivych int. D° p Fi inkubaci po 5 jikrach
18
16,67

16

14

51

=

< 10

o

=

= s

>

>

X6

4

2

0' L I N N |
NN AN AN NN AN NN AN NN NN NN AN NN NN NN NN
i L T L T R T T T ML T T s B O I R BRI CRNL R R |
o O N OO D AN OO 0O N 0O I N 0O IO 4 0O 1 «—~+H 0 < «—+ 0O < H M~ <
o N O~ O M 10NN 0 +H M ©O© o «H < ~ o N M~ O M ;0 00 +H M o o
Ty NN 2 ¥ Y Yo ’non N 9 @9 @9 R e X
S e A e A e T A A A A T
N OO © N O 1N AN O 10 N O 1IN N O 1 ~ O 1 = 00 < = 0O <T — ~ <
M~ OO N 1D~ O M IO 0 H M O oo H < i~ O N O M~ O M 10 0o +H MmO
O & & &4 a8 e e e 3 8 3 3 8 L e 8 e - s S 9

intervaly D°

Obr. 21: Grafické znazoemi rozlozZeni lihnuti jiker nasazenych pii fikrach
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Vysledky

4.1.6.Experiment F: Sest jiker v testovacich komorach

Lihnivost

Tab. 20. Vysledky testu lihnivosti pasazeni po Sesti jikrach v koo

Lihnivost p¥i 6 jikrach

Vylihlé

Uhynulé

Celkem

Pocet embryi
(ks)

81

27

108

%

74,96

25,04

100

Komor

18

MnoZzstvi komor v % kategoriich lihnivosti pii 6 jikrach

44,44

16,66

16,66

¢etnost komor[%]

Oo0% m16,7% 0O33,4% [DO499

kategorie lihnivosti

m 66,6

083,3 m100

Obr. 22: Grafické znazoemi procentuelnetnosti komor v definovanych kategoriich
lihnivosti pi nasazeni Sesti jiker do komory
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Vysledky

Délka embryonalniho vyvoje
Tab. 21. Vysledky délky embryonalniho vyvejeasazeni po Sesti jikrach

Cetnost abs. Cetnost rel.
2,4691358
4,9382716
13,5802469
4,9382716
8,64197531
4,9382716
19,7530864
11,1111111
2,4691358
4,9382716
9,87654321
1,2345679
0
7,40740741
2,4691358
1,2345679

2
4
11
4
7
4
16
9
2
4
8
1
0
6
2
1

Lihnuti jiker v % v jednotlivych int. D° p fi inkubaci po 6 jikrach

N
(3,1

19,75

~
o
L

% Vyllh|yCthlker
=
199,5;226,1> [
226,1:252.7>
252,7;279,3> —==
279,3:305,0> [
305,9;332,5>
332 5:359 1>

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
0 ~ o o [Te) «— ~ o O W0 A ~ o™ D o0 = M~ ™M D [Te) —
[=2] 0 N oo o (9] [ee] o <4 o0 o ~— ©O < «~— O < r~ < A
[=2) 0O = M ©O© O —H < I~ O N IO I~ O M 100 0 —H Mmoo o
— M < T T 0101010 © ©O© ©O© P~ P~ P~ P~ 0O O oo oo
[=2] ~— M~ OO O IO A M~ M OO W0 A M~ M OO Wi oA M~ o o I
o~ [=> T T o QN | (o] [Te) N 0 W0 [ee] o0 (o] < <« ©O < «— ~ <t
~ 0 oo <A o o D — < r~ D N O r~ O ™M IO oo — o o
i O OO < < T T 00 100 O ©O© ©O© M~ M~ P~ P~ 0O o oo

—_—_— e e e o D D D D e e e e D D D D s s e e e e e e e e

intervaly D°

Obr. 23: Grafické zndzoemi rozloZeni lihnuti jiker nasazenych po Sestgjikr
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Vysledky

4.1.7.Souhrnné porovnani dosazenych vysledkv pokusech A az F

Lihnivost
Znazorrgni trendu lihnivos
120 : :
100 o o P o o
80 |
\O -
< 60f
m —
e o
E 1
= 40
o —1
20 o)
Of © ] \:\ Pramér
B +Smch
20 . . . "1 +SmOdch
. 5 ,
B C E F Odle,hle
- Extrémy
Kategorie

Obr. 24: Grafické zndzoemi trendu UspsSnosti lihnuti v zavislosti na g jiker

v komae

Tab. 22. Souhrnna tabulka s vysledky:téiginivosti pro vSechny pokusy A az F

Jiker v komore

Jiker v testu

Test.komor

Lihnivost [%]

1

30

30

43,33

36

18

52,77

36

12

69,44

30

88,33

22

65,45

18

74,96




Vysledky

V tabulce 23 jsou tabelovany vysledky — testu pro porovnani rozdil
v lihnivosti se zvyrazgtnim hodnot vykazujicich vyznamny nebo velmi vyzngmn

rozdil.

Tab. 23. Vysledky porovnani rozdil lihnivosti mezi soubory A az F pomg2i- testu
(N-nesignifikantni; A-signifikantnf,= p < 0,05; ** = p < 0,01)

D E F
A *%* A * A *%*
(p=0,000) | (p=0,027) | (p=0,001)
N
(p=0,173)
N
(p=0,659)
A *%
(p=0,000)

N
(p=0,123)

Velmi vyznamr (na hladig vyznamnostio - 0,01) se odliSoval pokus s&/imi

(D) jikrami na komoru s lihnivos88,33% a to od vSech ostatnich pokug®\, B, C, E,
F). Dale byl prokazan velmi vyznamny rozdéd { 0,01) v lihnivosti mezi pokusy
s jednou (A -43,33%) a se Sesti (F #4,96%) jikrami na komoru. Déle byl prokazan
vyznamny rozdil v lihnivosti (na hladinvyznamnostio. - 0,05) mezi pokusy s jednou
(A - 43,33%) a temi (C —69,44%) jikrami a jednou (A) a §i (E — 65,45%) jikrami.
Vyznamré se také odliSovaly pokusy s pouzitim dvou (B2;77%) jiker a Sesti (F —
74,96%) jiker na komoru. Rozdily v lihnivosti v ostatnickombinacich nebyly

signifikantni.
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Vysledky

Délka embryonalniho vyvoje

Znéazornéni trendu délky embryonalniho vyvoje

1000

900 r

800

700

600

DO

500

400

300

200 1
\\ Median

B 25%-75%

T Rozsah neodleh.
o Odlehlé

100

Kategorie

Obr. 25: Grafické znazoemi a srovnani délky embryonalniho vyvoje vSechiskup

V experimentu A se 50% ze vSech jiker lihlo v rozm&72 — 422 D°. Interval,
ve kterem se vylihlo nejvice jiker (30, 7%) byl 838, 412,3>. Sedni hodnota tohoto
intervalu je 399 D°.

V experimentu B se 50% ze vSech jiker lihlo v rozim@83 — 434 D°. Modalni
interval byl (359,1; 385,7> seistini hodnotou 372,4 D°, ve kterém se vylihlo 31,5%
jiker.

V experimentu C se 50% vSech jiker lihlo v rozm@a7 — 460 D°. NejetrgjSim
intervalem byl (412,3; 438,9> sefexini hodnotou 425,6 D°, wmZ se vylihlo 20%
nasazenych jiker.

V experimentu D se wvylihlo 50% ze vSech jiker vmezi 372 — 558 D°.
NejcetrjSim intervalem pro tento pokus byl (385,7; 412,82 stedni hodnotou
399 D¢, ve kterém se vylihlo 15,09% nasazenych.jike
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Vysledky

V experimentu E se vylihlo 50% ze vSech jiker vnezi 404 — 520 D°.
NejcetngjSim intervalem byl (438,9; 465,5> séextni hodnotou 452,2 D°, ve kterém se
vylihlo 16,6% ze vSech nasazenych jiker.

V experimentu F se vylihlo 50% ze vSech jiker vinezi 260 — 416 D°. Interval,
ve kterém se vylihlo nejvice jiker byl (332,5; 3b69,se stedni hodnotou 345,8 D°.
Vylihlo se v #m 19,7% jiker.

Statisticky prokazatelny rozdil (hladina vyznamnast— 0,05) je mezi téut
vSemi soubory. Signifikantni rozdil nebyl potvrzpouze mezi experimenty A a B
a dale mezi soubory B a C, coz lze &idha vyezu Kruskal — Wallisova testu
vicenasobného porovnani na obrazku 26.

Vicenasobné porovnani p hodnot {oboustr); D° (data na D7)
Mezavisla (grupovaci) proménna - Kategorie
Kruskal-Wallisv test: H { 5. M= 316) =72 60484 p =.0000

Zavisla:

DIJ

1 jikra
R:141,92

2 jikry
R:143.97

3 jikry

F:151.66

4 jikry
R188.12

b jiker
R-200.71

6 jiker
R:90.395

1 jikra

2 jikry

1,000000 0.038513

L]
1,000000

1,000000

0.000000
0.000000

0.000000
0.000000

0.000037
0.001202

0,038813 1,000000
0,000000) 0.000000 D.000000 0.00000G
0,000000 0,000000 0,000000 0.000008
0.000037 0,001202 0035966 0.000000

3 jikry
4 jikry
5 jiker
G Jiker

0,000000 0000000 0.035966

0.000000

0 000000
0000000

Obr. 26: Vysledky K-W testu pro porovnaresinich hodnot délky embryonalniho
vyvoje mezi soubory A az F
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Vysledky

4.2. \ysledky testovani sinicovych biomas

4.2.1.Lihnivost

Tab. 24. Popisné statistické udaje pro lihnivosidfioty jsou v % lihnivosti, N platnych
je pa‘et opakovani )

Paopisné statistiky (data pro lihnivost)

N platnych | Primér | Median | Modus |Cetnost | Minimum | Maximum | Sm. odch.
Proménna modu
kontrola k 12| §1,25000) &7,50000 100,0000 6 2500000 100,0000 24132683
1A 12| 62,50000) 62,50000 Vicenas. 4/ 2500000 00,0000 Z5,00000
2A 12| 79,16667 §7,50000 100,0000 6 50,00000 100,0000 2343592
JA 12| 62,50000) 50,00000 50,00000 g 50,00000 100,0000 19,94310
1B 12| 54,16667 62,50000 75,00000 4/ 0,00000 100,0000 3508647
2B 12 20,83333 12,50000 0,000000 6 0,00000 100,0000 2983541
3B 12| 29,16667 25,00000 25,00000 6 0,00000 50,0000 1794351

Porovnani lihnivosti v % u vSech testovanych vzorka
120
100 | o] T o o
80 | H o | [
S sl | O O
1% — m|
s ° ° -T- o
£ 40} - —
-
[=]
e o
20 S u]
0 o o
-20 : ” : : : . . . . O Primér
s S & § 3 & 8 [ +Smch
s § 8 § § § ¢ _L_ +SmOdch
é g g g g g g O Odlehlé
3 3 3 S S S Extremy

Obr. 27: Grafické porovnani lihnivosti vSech vzbbkomas a kontroly
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Vysledky

Stat. srovnani s kontrolni skupinou

100

90

(o0}
[y
N
a1
~
e
[EEN
(o2}

80
70
60

50

40

Lihnivost [%)]

29,16
30

20

10

A RN

RSN

Kontrola K Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa
1A 2A 3A 1B 2B 3B

Obr. 28: Znazordeni lihnivosti v porovnani s kontrolni skupinou. RozHodnoty
oznaené * jsou vyznamirozdilné na hladié vyznamnosti- 0,05; hodnoty ozri@né
** jsou vyznamd rozdilné na hladia vyznamnosti- 0,01

Lihnivost vkontrolni_skupiné cinila 81,25%. U testovanych bioma%A a 3A

o koncentraci 40 mg biomasy/l byh&i kontrolni skupig zaznamenan pokles lihnivosti
shodre na 62,5%. Tento pokles byl signifikantni na hladinvyznamnosti
a = 0,05. Ubiomasy 2A byl také zaznamenan pokles avSak ten se neukakal |
vyznamny. Lihnivost pro biomasRA ¢inila 79,16%. Srovnani biomas sinitB, 2B

a 3B s5 x vysSi koncentraci (200 mg/l) oproti kontfobkupire ukazalo velmi
vyznamné sniZeni lihnivosti a to na hladiwyznamnostio = 0,01. Probiomasu 1B
¢inila lihnivost 54,16%, pro biomasu 2B ¢inila 20,83% a pro 3B cinila 29,16%
Graficky znazorténo na obrazku 27 a 28.

75



Vysledky

Porovnani vzork G vech biomas versus koncentrace

100 -

cha
79,16

echa
62,5

62,5 ba

Lihnivost [%]
[éa]
o
|

'
|
|
1
|
|
1
T
|
1
1
1
1
|
|
|
1
|
|
1
|
|
1
|
1
1
|
|
|
]
[
|
1
'
T

Biomasa 1A Biomasa 1B Biomasa 2A Biomasa 2B Biomasa 3A Biomasa 3B

Obr. 29: Srovnani rozdilvSech biomasii sok? a porovnani tinku nizsi koncentrace
biomasy oproti vy3Si koncentraci stejné biomasynPoHodnoty ozn&ené stejnym
pismenem nejsou vyznadmozdilné; hodnoty ozr@né ** jsou vyznanérozdilné na
hladine vyznamnosti- 0,01 (porovnani nizsi a vySSi koncentrace)

Pti porovnani vlivu dinku VetSi koncentrace oproti nizsSi u biomas2 a 3(viz
obrazek 29) bylo dosazenéchto vysledk. U biomasy 1se zvySenim koncentrace na
pétindsobek projevilo sniZzeni lihnivosti, avSak statky nevyznamné. Biomasy 2se
projevilo sniZzeni lihnivosti u vysSi koncentracémierapidre (na hl. vyzn.o = 0,01).
U biomasy 3 se projevilo snizeni lihnivosti u vySSi koncengraxproti nizsi také na
hladire vyznamnostio. = 0,01. Ri provedeni srovnani vSech koncentradi, 2A, 3A,
1B, 2B, 3Bvudi soke se od vSech biomas kroBB vyznamr odliSovalabiomasa 2B
Dale sebiomasa 3B projevila snizenim lihnivosti oproti vSem biomas&mizsi
koncentraci (40 mg biomasy/l) fjA, 2A, 3A
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Vysledky

4.2.2.Délka emryonalniho vyvoje

Tab. 25. Popisné statistické udaje pro délku emddrdho vyvoje (data jsou v D°)

Popisne statistiky (data D® z toxicity)
M platnyich | Primér | Median | Modus |Cetnost | Minimum | Maximum | Spodni | Homi | Sm. odch.
Prom&nnd modu kvartil kvartil
Kontrola 39 219,9228 2043687 202.0311 8 178,8627 3010173 202,0311 251,6183 28,47059
1A 300 211,3501 203,0052 228,0691 100 152,2345 276,9849 1776716 228,091  35,99530
2A 38| 251,7667 | 228,3594  228.3594 14 177,71300 502,4948  203,2539 2533817 83,81219
A 300 201,3457 2029862 177.7130 8 177,5266) 2533817 1777130 2283594 23,87390
18 26/ 231,4982 2295415 2295415 24 2295415 254,9793) 2295415 2295415 6,91263
2B 10) 351,6207 344,2292 381.8352 3 2804585 4329094 331.3339 3818352 44, 39455
3B 14 354,3808 356,2047 Vicenas. 4/ 230,3088 408,9351 332.6214 408,9351 59,08529
Srovnani délky inkubace v D°u jednotlivych vzork G
550 y y y
500
450 1 a8 <+ <4
400
u]
350 | o
2 +
300 4
T T e L
250
o] L o
200 | o J_ o
150 | J_
100 : : : : . .
= 3.8 § & & 8 O Median
s & & ¥ & 8 g [ 25%-75%
S &€ €& &€ & g & _I_ Rozsah neodleh.
™ o o o o o o )
@ @ @ @ @ Extremy

Obr. 30: Grafické znazoemi délky embryonalniho vyvoje vSech testovanychdmso
a kontrolni skupinyPozn.: Hodnoty ozn@né * jsou vyznamnrozdilné na hladia
vyznamnostio- 0,05; hodnoty ozn@né ** jsou vyznamh rozdilné na hladia
vyznamnosti- 0,01

U kontrolni_skupiny pramérna délka embryonalniho vyvojnila 220 D° +
28,5 D° Stednich 50% hodnot se pohybovalo v rozsa@g - 252 D? Pro testovanou
biomasu 1A ¢inila praimérna délka vyvoje211 D° + 36 D? Stednich 50% hodnot se
pohybovalo v rozsahd78 — 228 D° U biomasy 2A byla ptimérna délka vyvoje
252 D° = 84 D°a stednich 50% hodnot se pohybovalo v rozs@®3 — 253 D?
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Vysledky

U biomasy 3Acinila praimérna délka embryonalniho vyvo®1 D° + 24 D°a stednich
50% hodnot se nachazelo mezi hodnotai@ — 228 D° U biomasy 1Bbyla ptimérna
délka vyvoje231 D° £ 7 D°.Jikry vtomto vzorku se lihly velmi synchronizowan
a 100% hodnot se nachazelo v rozm220 — 255 D? U biomasy 2B byla pimérna
délka vyvoje352 D° + 44 D°a stednich 50% hodnot se nachazelo ng¥i — 382 D?
Pro testovanowiomasu 3B¢inila praimérna délka vyvoje354 D° + 59 D? Stednich
50% hodnot se pohybovalo v rozsaBB83 — 409 D’ DalSi podrob&Si udaje jsou
znazorrny v tabulce 25.

Statistické porovnani jednotlivych vzdrloproti kontrolni skupi& ukazaly tyto
vysledky: Biomasa 1A neprokézala rozdil v délce inkubace jiker oprotintkolni
skupire (s prav@podobnosti 73%). Wiomasy 2A bylo potvrzeno prodlouzeni délky
embryonalniho vyvoje oproti kontrolni skupim to na hladi& vyznamnostio- 0,05
(s 98,4% pravépodobnosti ). Lbiomasy 3A byla naopak potvrzena opps@ hypotéza
a to snizeni délky vyvoje oproti kontrole a to nkdmé vyznamnostio- 0,01

(s prav@podobnosti 99,7%). U biomas se zvySenou koncen(raéi, 2B, 3B bylo

prokazano prodlouzeni doby embryonalniho vyvoje otipkontrole na hladi&
vyznamnostin- 0,01 (s 99% pravgbodobnosti pro 1B, a 99,99% prépddobnosti pro
2B a 3B). Grafické znazo¥ni je na obrazku 30.

4.2.3.Zacatek a konec lihnuti

Tab. 26. Zdatek a konec lihnuti u jednotlivych biomas a kdnirskupiny

Vzorek Zaé%csl;*i}l/mutl’ Konec lihnuti D°/dny|

Kontrola K 178,86 /7 301/12
Biomasa 1A 152,2/6 279/11
Biomasa 2A 177,7117 502,49/ 20
Biomasa 3A 1775217 253,38 /10
Biomasa 1B 229,54 /9 254,97/ 10
Biomasa 2B 280,45/11 432,90/ 17
Biomasa 3B 230,30/9 408,93/ 16

Z tabulky 26 je Pejmé, Ze jikry ve vzorkd A se zaaly lihnout o ®gco diive nez
kontrola. Steja tak je patrné vyrazné oddaleni lihnuti u vZorkB, 2B a 3B.
U biomasy 2Aprobihala inkubace az 20 dni avSak pouze u cjkgjikry.
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4.2.4.Deformity a anomalie

Tab. 27. Udaje o vylihlych jikrach a procentu defievanych jedintu jednotlivych

vzorki
S . | Deformovang Vyskyt deformit | Vyskyt deformit
Vzorek Nasazeng Vylihlé | Uhynulé [ks] [% 2 nasazenych| [% z wylihlych]
Kontrola K 48 39 9 0 0 0
Biomasa 1A 48 30 18 4 1,92 13,33
Biomasa 2A 48 38 10 4 1,92 10,53
Biomasa 3A 48 30 18 2 0,96 6,67
Biomasa 1B 48 26 22 18 8,64 69,23
Biomasa 2B 48 10 38 0 0 0
Biomasa 3B 48 14 34 6 2,88 42,86
Deformity a anomalie B ze viech nasazenych jiker
W z wiihlych jiker
80
*%

70
—, 60 4
3
= 50 *k
2
8 40
o
% 30
>
s

20 -

*
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Kontrola K Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa Biomasa
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Obr. 31: Procentuelni vyskyt deformovanych jedingtazeny k ptu vylinlych kus,
ale i k celkovému ptu nasazenych jiker. Pozn.: Hodnoty ozre€ * jsou vyznanen
rozdilné oproti kontrole na hladinvyznamnosti- 0,05; hodnoty ozn@né ** jsou
vyznamd rozdilné na hladié vyznamnosti- 0,01

U kontrolni skupiny nebyl zaznamenan zadny vyskyt defotirjinych anomalii.

V biomase 1A se vylihlo 13,33% jedinai s rekterou anomalii. \biomase 2A se

vylihlo 10,53% jedinai s anomalii. \hiomase 3Ato bylo 6,67% anomdlii vztazené

k vylihlym kusim. V biomase 1Bbyl patrny velky néist deformit a to u69,23%

vylihlych kudi. V biomase 2Bnebyl pozorovan vyskyt deformiéi anomalii, nutno
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vSak zminit vysokou letalitu u této testované bisynkteracinila 79,1%. Ubiomasy
3B se vyskytly deformacé jiné anomalie W2,86% vylihlych jedind.

V porovnani s kontrolni skupinou byl potvrzen sfie@ntni nafhst procenta
deformovanych jedincu biomasy 1A a 2A na hladirvyznamnosti- 0,05. U biomasy
3A nebyl rozdil signifikantni. Velmi vyznamny it vyskytu deformit byl potvrzen u
biomas 1B a 3B o 0,01). U biomasy 2B nebyl zaznamendn vyskyt chefioki
anomalie, viz obrazek 31.

U biomasy 1A byly zaznamenany: vodnatelnost Zloutkovéhokua nenaplani
plynového michyte, deformace paéte v ocasni oblasti. Ubiomasy 2A byly
zaznamenany: ztSeni hepatopankreatu a &wého nEchyfe, deformace péte
v oblasti ocasu athetu. Ubiomasy 3A nenapl&ni plynového michyte. Ve vzorku
biomasy 1B se vyskytly deformace typu: vodnatelnost Zlouthavé vaku
a z pozorovani chovéani bylo gkterych jediné patrné spéivani dlouhou dobu na én
a nekoordinované plavani. Bblomase 3B se objevili jedinci s nenapinym
vzduchovym michyfem, zw¥tSenym hepatopankreatem acduym mechyfem. Tyto

deformity anomalie jsou vyfoceny na obrazku 32.
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Obr. 32: Deformity: A — deformace ocasni p@tg2A) zvtSeni: 4x3; B — ZtSeny
hepatopankreas a Zumech. (1A) zvtSeni: 4x3; C — deformace pée(3A) zvtSeni:
4x3; D — jedinec bez napiného plynového &hye ,skokan“ (1B) ze¢tSeni: 4x1,2;
E — vodnatelnost Zloutk. s#éu (3B) z¥tSeni: 4x1,2; F — deformace patea zvtSeni
Zlucového rdchyie (3B) zvtSeni: 4x4;
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4.2.5.Doba uhynu

Kontrola

Uhyn [ks]
Uhyn [ks]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

dny

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

dny

2A 3A

thyn [ks]
Uhyn [ks]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

dny dny

Uhyn [ks]
Uhyn [ks]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

dny dny

Obr. 33: Znazoreni rozlozeni thynu v fibéhu inkubace v kusech {ast) -
pokracovani obrazku na nasledujici stean
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3B

Uhyn [ks]

\JWV“\/

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Obr. 33: Znazoreni rozloZeni tuhynu v fibehu inkubace v kusech. — dokeni

e

dnech vyvoje embrya. Déale byly sledovany ojeétinihyny v ptib¢hu celého lihnuti
bez zjevnych vychyleni. Uiomasy 1Ajikry uhynuly nefastji stejr¢ jako v redeSlém
piipadt po dvou dnech inkubace avSak objevuji se &d##jSi Uhyny i v obdobi okolo
11., 14. a 15. dne. Biomasy 2A nastal velmi evidentni bod uhynu v 8 dni vyvoje
embryi. Ubiomasy 3A byl zwtSeny uhyn sledovan také okolo 7 az 8 dne vyvoje.
Ve vzorcich obsahujicichiomasu 1Bbyl zvySeny Uhyn sledovan okolo druhého dne,
ale hlavre v obdobi okolo 9 a 10 dnB8iomasa 2Bse vyzn&ovala d¥ma zvySenymi
obdobimi Uhynu a to s vrcholy v7 dni a 14 dni jevembryi.Biomasa 3B méla
mortalitu rozloZzenou vicemérdo celého obdobi vyvoje, miveétsi byla v celé druhé
poloving inkubace a na jejim konci, kdyé&o dojit k lihnuti larev. RozloZeni Uhynu je
patrné z obrazku 33.

4.2.6.Sledovani fFeziti larev do stadia gFechodu na vi&jSi vyZivu

Sledovani ryb doiechodu na wSi vyZivu bylo provadno jiz v ISO vod a to
po dobu 5-ti dir od vylihnuti (viz piloha 6B). Jako nezivotaschopné se projevily larvy
majici jakékoli deformacesla nebo patee, které hynuly okolorétiho azctvrtého dne
po vylihnuti (1A a 2A). Déle népZily do gechodu na wjSi vyzivu dva jedinci
z biomasy 2B se Z¥8enym hepatopankreatem. Ostatni jedinci ze vSestovanych

skupin gezili do patého dne po vylihnuti aéadi prijimat potravu.
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5. DISKUSE

Pro porovnani vysledkprvni ¢asti prace zagitené na zji&ni lihnivosti a délky
embryonalniho vyvoje v zavislosti na o jiker vloZzenych do testovaciho objemu
nebyly nalezeny shodné ani podobné studie poroyicavazajemné ovlivani
lihnoucich se jiker rybQryzias latipes

Pokud jsou jikry inkubovany zatippzenych podminek vysledky nazwg, Ze
jejich rozdilny p@éet v uzaveném objemu kultieniho meédia ovliiuje UsgSnost
lihnuti embryi. V pipact objemu 10 ml pro lihnuti medak se ukézalo jakdepsj
variantou pouzitéty¥ nasazenych jiker V piipadt mensSiho pétu jiker byla UspSnost
prokazateld menSi. To podporuje teorii 0 vzajemném owivh lihnoucich se jiker
enzymem lihnuti uvdbvaném z lihnoucich se embryi (Vitek a Kadlec, 2001
V piipact jiker nasazenych pouze po jedné se tato skost potvrdila velmi zjeuw
mnoho embryi se dostalo az do poslednich stadbjeyale nemohly se vykulit a poté
uhynuly. U ¥tSiho pd@tu jiker neZli¢tyii se také projevilo sniZzeni lihnivosti. To mohlo
byt zpisobeno sniZzenim obsahu kysliku pod anosnou megmlitSiho p&tu embryi,
vycerpanim dlezitych ionti z kultivatniho média, ale i &Sim rizikem napadeni jiker
parazitickymi nebo saprofytickymi mykézami. Délkaleryonalniho vyvoje byla velmi
variabilni a nevykazuje k gtu jiker Zadny zjevny trendckroliv pii Sesti jikrach byla
nejspiSe vlivem &sSi synchronizace kuleni oproti vS8em vzork kratSi. Vysokou
rozrizrénost délky vyvoje bez vyznamy8iho vztahu k teplét potvrzuje nafiklad
Adamek (1999).

Pro srovnani vysledkz pokusi hodnoticich vliv Skodlivych d&inki metaboliti
sinic provedenych na jikrach medaky jiz byly nalezalespé z ¢asti podobné studie.

Potencionala nejmért toxicka (3,2ug MC/I) biomasa ,2" M. aeruginosa41%,
Woronichinia naegaliana41%) v gipad pouZziti nizSi koncentrace (40 mg/l)
komplexni biomasy ne#fa dopad na lihnivost jiker. Vifpad potencionals
lihnivosti. Ri pouziti wWtSich koncentraci komplexnich biomas (200 mg/l)tanas
u v8ech #i biomas k vyraznému snizZeni lihnivosti jiker, c@ vcelku @ekavany
vysledek. Zajimavé je vSak zjigii poklesu nafi¢ vSemi testovanymi biomasami pokud
vysledky porovname s Udaji zj$tymi pri pouziti nizSi koncentrace. Pouzitétsich

koncentraci jiz nevykazalo¢ekavané poklesy v zavislosti na obsahu microcgstin
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NejvétSi snizeni se &ekaré projevilo u potencionathnejmért toxické biomasy ,2“
(16,18 pg MC/l). U biomasy ,1“ svicemén sttednim obsahem microcystin
(118 ug MC/1) klesla lihnivost jen nepaigrnv porovnani s pouzitim nizSi koncentrace
biomasy. U potencion&nnejtoxitéjsi (334,02ug MC/l ) biomasy ,3" byl pokles
lihnivosti velmi markantni.

Tyto vysledky napovidaji, Ze lihnivost je ovldma @itomnosti microcystih
a v gipact nizSich davek biomasy ( 40 mg/l) odpovidaji vykleddajim z literatury.
Pokusy provedené Jacquetetnal. (2004) na injektovanych embryiéDryzias latipes
microcystinem —LR prokazaly zavislostegiti embryi na velikosti davky microcystinu
—LR. ZvySenou kumulativni mortalitu u embryi Kapgrbecného Qyprinus carpiolL.)

v zavislosti na obsahu microcydlinfLR, YR, RR) v hrubém extraktu izolovanych
ze sinic Microcystis aeruginosa, M ichtyoblade a Aphanizoomefos-aquaeyjistili
i Palikovaet al (2003).

Dale biomasa ,1" a , 3", které obsahovaly @ntotoZzny obsah microcystinu —LR
vykazaly @i pouziti mensi koncentrace komplexni biomasy stejgsledky. To by
naswdcovalo jen slabému dopaduigobeni microcystinu —RR na vyslednou lihnivost
jiker. Otazkou je, prd bylo dosazeno tak negativniho vysledku u bioma®y pii
pouziti WtSi koncentrace komplexni biomasy, ktera ve srovsdiomasou ,1“ a ,3"
meéla nejmensi obsah microcysiinNabizi se odp@d’, Ze fFi takto zvySené koncentraci
komplexni biomasyiejm¢ vystupuji do pojedi individualni dinky lipopolysacharid
konkrétnich druf sinic. V naSemifpact tedy znatel& vétSi dopad sinidVl. aeruginosa
a Woronichinia naegaliana,kterych bylo vtomto vzorku procentuélinshodr
a dohromady tviosly 100%. To by napovidalo i lepSimu vysledku urbasy ,1% kde
tyto dva druhy zaujimaly 25 a 15% tedy 40% z cedku pipact biomasy ,3“¢inil
tento pondr 75% z celkového obsahu sinic. Je ale taktéz mazéinice &chto druli
M. aeruginosaa Woronichinia naegaliananebo jedna z nich obsahovaly dalSi
neidentifikované toxingi jiné biologicky aktivni latky.

Z monitorovani dinki biomas na délku embryonélniho vyvoje vyplynulo
jednozné&né prodlouzeni u vysSich koncentraci komplexniadmiais, tedy i toxid.
Takovéto oddaleni lihnuti potvrzuje u vyssi koncaee (50ug MC -LR/1) i Palikovaet
al. (2003). Naopak zkraceni inkuiva doby u ¥tSich davek microcystin potvrzuji

autai Lecoz et al. (2008) a Jacqueet al. (2004), kt&i ovSem testovali v prvnim
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z priklada hruby extrakt sinic a v druhémiipact ¢isty microcystin —LR metodou
injektace toxinu fimo do Zloutkového wku medak.

V piipact pouziti nizSich koncentraci biomas s obsahy migtai — LR
ve vzorcich od 3,2 do 14,89 /I nebyl vypozorovan zjevny trend. S délkou
embryonélniho vyvoje Gzce souvisi Eagek a konec lihnuti. Ty byly wipadt vétSich
koncentraci biomas (200 mg/l) pa&gE a v pozdnich stadiich vyvoje dochéazelo
k vétSimu procentu uhynu.

Procentuelni nast deformovanyckti anomalnich larev byl zaznamenan taktéz
spolu s narstem koncentrace komplexni biomasy. OvSem u biomagy
(M. aeruginosaa Woronichinia naegalianaMC —LR = 16,8ug /I ) byla pozorovana
vysoka absolutni mortalita a nulové procento deform vylihlych larev (n=10).
To nas¥dcuje tomu, Ze microcystiny nebyly hlavniiggnou dhynu embryi v této
biomase, jak jiz bylo zmémo dfive v souvislosti s lihnivosti.

Z pozorovanych deformit byly zaznamenany vodnatglndoutkového wéku,
nenaplgni plynového michyfe, zwtSeni hepatopankreatu a &wého nEchyre,
deformace pate v oblasti ocasu afletu. Z pozorovani chovani bylo whkterych
jedinal patrné spéivani dlouhou dobu na dna nekoordinované plavani. Velmi
vyznamny naist €chto deformit byl zaznamenan u biomasy ,Mdronichinia
naegeliana 15% Microcystis flos-aquae45% M. aeruginosa 25% Anabaena
sigmoideal5%) @i koncentraci komplexni biomasy 200 mg/l (MC —LR74,2ug /I, -
YR = 11,8 ug /l, -RR = 32,02ug /l) a u biomasy ,3“ K. aeruginosa75%
Aphanisomenon flos-aqué&b%) taktéz fi koncentraci komplexni biomasy 200 mg/I
(MC —LR = 74,06ug /I, -YR = 16,32ug /I, -RR = 243,66ug /l). Nalezy byly shodné
s udavanymi dopady microcystinu —LR na embrya megjeittné Huynh-Delermem
et al. (2005). Taktéz Palikovét al (2003) udava stejné nalezy na embryich kapra
obecného po expozici microcystiny.

Jednim z vytenych di¢ich cili této prace bylo vypracovat navrh optimalniho
metodického postupu screeningového testu na emdlnyjich stadiich rybyOryzias
latipes Na zé&klad provedenych pokusse zjiséné informace aplikovaly v dalSich
krocich gi testovani sinicovych biomas. Vyhodnost testoy@ai€ na jikrach japonskeé
medaky spéiva hlavié v moznosti ziskani jiker prakticky v kterémkoliecnim obdobi
pomocitizené fotoperiody. DalSi vyhody jsou zajisté i ma&&anost chovu, vysoka
citlivost a propracovanost biologickych a anatonjatk charakteristik a pro petby
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embryotoxikologie velmi transparentni jikerné ohadieré velmi usnatlji pozorovani
orgarmi v praibéhu testi. Urgitou nevyhodou rize byt v pipad potreby velkych
mnozstvi jiker najednou jejich nedostateReSenim je v takovém fipads chov
dostaten¢ velkého genekaiho hejna.

Druhym z vytenych citi této prace bylo vyhodnoceni potencionélnich nedgzp
ttech vzork biomas sinicovych vodnich &n odebranych z volnych vod.
Z prezentovanych vysledkje patrno, Ze vodni Ry sinic, které nevykazuji toxicitu
nebo obsahuji jen nepatrné mnozstvi téximeznamenaji pro embrya ryb takové
nebezpéi jako vodni kéty obsahujici velkd mnoZzstvi microcystinJ téch se negativni
dopad potvrdil bez vyjimky. OvSem zasadnim #j#in je fakt, Ze i netoxické nebo
malo toxické druhy (morfodruhy) rodilicrocystis a Woronichinia pii vysokych
koncentracich biomasy na litr maji velmi negatiddpad na lihnivost jiker. Tento
piipad vysoké koncentracetde kEZné nastat i premnozZeni sinic, které mohou byt
v piimém kontaktu s vyenymi jikrami ryb zejména v litoralnich zonach wath vod.
Rod Microcystisje dnes jednim z nejfrekventovggich zastupt sinic ve vodnim ké#tu
v Ceské republice (Sejnohova a Mar3alek, 2006).

Vodni kwty sinic se vyskytuji ¥eskych nadrzich zavisle na mnoha faktorech,
které byly strdné nastigny v literarnim pehledu této prace. Je v3ak jisté, ze tento
problém postihuje mnoho nadrzi s vyuzitim jak nfiommym tak rekremim ¢i jako
zdroj pitné vody pro zasobeni obyvatelC¥ské republice je opakowapostihovano az
80% nadrzi masovym rozvojem sinic #&bjpizn¢ v 80% z nich je mozno detekovat
microcystiny. Ty mohou v meznich situacich dosahimanot okolo 445@g /g suSiny
biomasy (MarSéalekt al.,2001; MarSalek, 2001). Je tedigpné, Ze ke kontaktu rybich
embryi a vodnich ki tvorenych sinicemi mwze dochazet velmicasto a je
pravdépodobné, Ze dochazi k negativhimu oulivhnovych populaci lihnoucich se ryb.

Pokusy v této praci byly provedeny na zastupci+yjaponské medac®(yzias
latipe9 a podobné dopady na rybi embrya |Zek@vat i u naSich ryb vyskytujicich se
v CR. V Ceské republice se Uraveuvolréného microcystinu pohybuje v nadrzich
slouzicich jako zdroje pitné vody od O do 4§ /I, v rekreg&nich nadrzich od O do
180 pug /I a vnadrzich slouzicich kchovu ryb dokonceolok 225 pg /I
(Bldha a Marsalek, 2001). Je nutno podotknout, peoderni rybéské technologii se
generéni ryby nenechavaji v hlavnich rybnicich, kteryeh gevazi tento problém

tyka, vytit a vygr s inkubaci jsou vykonavany v rybich lihnich.
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Proto pro dely rybochovnych Zgzeni (lihni, akvakultur, akvarijnich lihni) nelze
doporwit ¢erpani vody z nadrzi s masovym rozvojem sinicovebdniho kétu pro
inkubaci jiker a radi vyuzit zalozni zdroj vody, tim spiS je-li bionsa§iz v ukitém
stadiu rozpadu. Jina Uprava zasazené vody by &fitimace v tomto pipact byla dosti
ekonomicky naréna (ozonizace, UV #ani, aktivni uhli). Jednim ie3eni je také
provedeni prav screeningového embryotoxikologického testu denf toxického
potencialu dané biomasy.

s

Z pohledu ochrany vofnzijicich populaci ryb a tedieSeni problému vyskytu
Ze kazda nadrz méa své originaheSeni, které nemusi pomodii @plikaci na jinou
nadrz. Metod jak odstranittevazre nadlimitni zdroje zZivin (N, P) je vicero. Spoie
vSem nadrzim vSakustavareSeni problému od prvopatku, tedy ochrana celého
povodi, recipientu az po samotnou nadrz. VSechngtrslokalnifeSeni ve #Sine
piipadi znamenaji pouze kratkodobé zlepSeni situace.
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6. ZAVER

Z pokusi zjistujicich zda peet jiker ovlivni jejich uspsnost lihnuti vyplynulo
kladné stanovisko. Pouzittyr jiker v testovaci komi@ nmeélo oproti menSim a &Sim
poctam jiker lepsSi lihnivost. Délka embryonalniho vyvopjeSak k pétu jiker
nevykazovala jednoziaé trendy. Mir kratSi byla u ¥tSiho pd@tu jiker pospolu. B

pouZziti¢tyt jiker byla nejdelsi.

Ze screeningového testovanéinka sinicovych biomas na jikrach japonskeé
medaky zar&ené na zji&ni dopadu na lihnivost, délku embryonélniho vyvejeznik
deformit a anomalii byly ziskany tyto vysledky:

Potencionald mére toxicka biomasa vipac pouZziti nizSi koncentrace
komplexni biomasy (40 mg/l) netta dopad na lihnivost jiker. Vifpact potencionala
snizeni lihnivosti. B pouziti wtSich koncentraci komplexnich biomas (200 mg/l)
nastava u vSech pouzitych biomas k vyraznému shiiiberivosti.

Pouziti tSich koncentraci biomas (200 mg/l) nevykadzatekdvané poklesy
lihnivosti v zavislosti na obsahu microcystinNejwtSiho snizeni bylo dosazeno
u potencionalé nejmért toxické biomasy (z hlediska obsahu microcystiR, YR,
RR), avSak u biomas s vySSi toxicitou bylo snizakiéZ prokazatelné.

Z monitorovani dinki biomas na délku embryonélniho vyvoje vyplynulo
jednozné&né prodlouzeni doby inkubaceéi pouziti vysSich koncentraci komplexnich
biomas, tedy i toxif. V piipadt vySSich koncentraci biomas (200 mg/l) byl pozorova
pozdjSi zaatek lihnuti a v pozdnich stadiich vyvoje dochazelEtSimu procentu
ahynu.

Procentuelni nast deformovanyclti anomalnich larev byl zaznamenan spolu
s nafistem koncentrace komplexni biomasy. U biomasy lowniztoxicitou i
koncentraci suSiny biomasy 200 mg/l byla pozorovagaoka absolutni mortalita
a nulové procento deformit.

Z pozorovanych deformit byly zaznamenany vodnatdindoutkového wéku,
nenaplgni plynového michyre, zwtSeni hepatopankreatu a &weého nEchyre,

deformace pate v oblasti ocasu athetu.
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Ptilohy

PRILOHY

Priloha 1 Grafické znazorni teploty v piébéhu inkubace jiker f testovani
aspgSnosti lihnuti s rozdilnym peem jiker v komee (1 — 6)

—t=—teplota ——pramérna teplota 24,82 T

—t=teplota ——prumérna teplota 25,57 T

== teplota —— pramérna teplota 26,6 T
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Prilohy

Priloha 3 Predlezny test obsahu rozpdgeho kysliku ve vzorcich testovanych biomas
sinic v zavislosti na‘ase a koncentraci biomasy. (A- tabulka hodnot; Bafigké
znazormeni)

Priloha 3A: Tabelované hodnoty jsou v procentech cersyQ ve vzorku o objemu
10 ml a obsahujicim 4 jikry Oryzias latipes; teplotpribehu testu: 25 °C;

Nasyceni Qv % | Nasyceni Qv %
Cas pti konc. susiny | pti konc. susiny
40 mg/l 200 mg/I
0:00 93 89
8:00 88 81
16:00 79 72
24:00 76 67
32:00 75 66
40:00 73 ner&eno
48:00 71 ner&eno
56:00 70 ner&eno

Priloha 3B:Grafické znazoreni prizbehu nasyceni @v pedleZzném testu
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—e—konc. 40 mg/l
—a—konc. 200 mg/I
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Prilohy

Priloha 4: Fotografickd dokumentace vyvoje jiker Oryziaspes ve standardni ISO
vod¢ v kontrolni skupiéi se strdnym popisem vybranych stadii, (rélho do i ¢asti);

Cast 1.: A- Stadium 2 formovani embryonalniho disku, olejové globule sp®juji
a presouvaji na vegetativni pél (Sipka), 30 min;_ B-d8tén 7 (32 burgk blastodermu),
3 h 30 min; C a D-_Stadium 1Qcasna blastula) 6 h 30 min; E- Stadium: 18tedni




Prilohy

gastrula, 50% epibolie), je vitl tvorba definitivniho agregatu embrya (Sipka), H; 7+-
Stadium 201(5-8 somit), jsou gitomny zaklady sluchéwvovnovazného Ustroji, tvbse
ocni ¢ocky, Sipka oznéuje hlavovourast embrya, 32 h;

Cast 2: A- Stadium 250bjevuje se tmavnuti rohovky oka, cirkulace kreevSechiech
Zilach Zloutkového véu, 50 h; B- Stadium 2&¢lo pokryva 2/3 Zloutku, pohyby ocasu,




Prilohy

diferenciace srdce, 74 h; C- Stadium 8bjevuji se zaklady Zlavého rachyre a jater,
Sipka- konec océsku, 90 h; D- Stadium 22etSujici se jatra Zasti kryji zlwovy
mechyr, plynovy rachyr je zetelny jako péizracny mechyrek pod élem embrya, 120 h;
E- Stadium 33rohovka se zveda natbcky, znateln€ichové jamky mezicoma, dolie
rozeznatelny plynovydohyr, 145 h; F-_Stadium 37yzovani chorionu a lihnuti, 200 h;

Céast 3.:A- Stadium 38naplreni plynového rchyre (Sipka); B- Stadium 38ozplavani

Priloha 5: Jikry tésre po odlgru od samic Oryzias latipes. Jikry na fotografiijgou
oplodrené a vhodné k nasazeni do tegite(zbarveni, shlukovani olejovych kapének na
vegetativnim polu jikry a znatelnéeiSeni perivitelinniho prostoru); na fotografii B je
vyfotografovan celistvy chorek jiker, jikry jsou vSak té vSechny neoplo@né
(ml&né zabarveni a neznatelny perivitelinni prostordedy nevhodné k nasazeni do
testu.
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Piiloha 6: Fotodokumentace

A- Inkubator s vlozenymi testovacimi plotnami; Bkhté larvy sledované do stadia
prechodu na wjSi vyZivu; C- biomasy sinicripravené k nadavkovani do testu; D-
binolupa Olympus SZ 40 pouZzita pro pozorovani emlity pouzité testovaci plotny
Nunclod™:



