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1 Uvod

B-N-methyl-L-alanin (BMAA) je nove objeveny toxin, u n¢hoz je velmi malo znamé jeho
roz§ifeni v Zivotnim prostiedi, a rovnéZ je pomérné malo znamé plisobeni na organismy,
které s timto toxinem piijdou do kontaktu. Ve vétSich koncentracich je spoustéCem tady
neurodegenerativnich onemocnéni, napf. amyotrofické laterdlni sklerozy (ALS),
parkinsonovy choroby (PD) (Rao et al., 2006) anebo také demence znamé jako ALS-PCD
(Bradley & Mash, 2009).

Jednd se o sekundarni metabolit nékterych sinic, ¢asto nachazeny tam, kde probiha
symbidza s rostlinou. Napft. sinicovi symbionti rodu Nostoc produkuji BMAA v kotenech
a hlizach cykast (Garruto & Yase., 1986, Spencer et al., 1986; Duncan et al., 1989). Poprvé
byla pfitomnost tohoto toxinu prokazana v roce 1967 u druhu Cycas micronesica (Vega &
Bell, 1967). Znalosti ohledné produkce BMAA symbiotickymi sinicemi byly zihy
podnétem pro analyzy volné zijicich sinic (Cox et al., 2003; Cox et al., 2005). Vyzkumy
vedou az do vodnich ekosystémt, jelikoz vody obsahuji znacné mnozstvi sinic, které mohou
byt zdrojem BMAA a ohroZovat tak lidské zdravi, stejné tak jako zdravi jinych organismu
(Faassen et al. 2012; Lage et al., 2015; Hammerschlag et al., 2016, Popova & Koksharova,
2016). K vaznym ucinkim BMAA na organismy dochézi kviili schopnost bioakumulace
BMAA potravnimi fetézci. Timto zpiisobem miZze BMAA konCit 1 v potravé, kterou
konzumuyji lidé (Jonasson et al., 2010).

Vétsina odbornych ¢lankl tykajicich se BMAA se zabyva vyskytem a biakumulaci
v mofich nebo terestrickych ekosystémech, zatimco mnoZstvi studii zkoumajici vyskyt ve

stojatych vodach je stale zna¢n¢€ omezené (Cox et al., 2003, Lage et al., 2015).

1.1.  Cile prace

1) Literarni shrnuti problematiky sinic a produkce sekundarnich metaboliti s uzsim
zamétenim na B-N-methyl-L-alanin (BMAA).
2) Navrh projektu zaméfeného na zjisténi pritomnosti BMAA ve stojatych vodach

v zavislosti na mnozstvi a sloZeni fytoplanktonu.



1.2.  Ekosystémy stojatych vod

Stojaté vody jsou na rozdil od fek vyznacné absenci jednosmérného proudéni vody (Adamek
etal., 2010). Z hlediska kolob¢hu latek jsou stojaté vody izolovangj$im systémem nez vody
tekouci, jelikoZ nedochézi k tak ¢asté vymeéné vody (Kalff, 2001).

Je rozliSovano nékolik typi stojatych vod. Nejcastéji jsou to rybniky, jezera a prehradni
nadrze. Mezi stojaté vody je mozné také zahrnout mocaly a raselinisté, rovnéz tiing, jezirka
a men$i periodicky se vyskytujici stojaté vody, které ovSem tato prace nenavrhuje
k vyzkumu.

V Ceské republice se nachazi jen nékolik piirodnich jezer. Nalézame zde viak &etné
clovékem vytvorené ekosystémy stojatych vod, zejména rybniky a ptehrady (Patera, 2002).
Rybniky vznikaly na nasem tzemi jiz od stifedovéku a do dnesnich dob slouzi predev§im
k chovu ryb (Adamek et al., 2010). V mnoha piipadech se jednd o mélké polymiktické
nadrZe, jejichZ velikost miZe byt mensi nez jeden hektar nebo naopak dosahovat 1 nékolika
km?. Hloubka rybniki byva v priméru 0,6 m a nejhlubsi misto u vypusté nedosahuje asto
ani 1,5 m (Patera, 2002).

Ptehradni nadrZe vznikaji zpravidla pfehrazenim plivodniho ti¢niho udoli (Adamek et
al., 2010). Na rozdil od pfirodnich jezer, nadrze maji vétSinou podlouhly tvar, proto
hovotime o tzv. kafionovitém typu nadrzi. VyuZivaji se napt. jako zdroje pitné vody, k
zadrzeni vody pfi povodnich, jako vyhleddvané rekreacni lokality a k vyrobé elektricke

energie (Patera, 2002).

1.3.  Fytoplankton

Fytoplanktonem rozumime spolecenstvo mikroskopickych fas a sinic pfizpiisobenych
zivotu ve vodnim sloupci (Anneville et al., 2004). Z ekologického hlediska jsou fasy a sinice
primarnimi producenty, ktefi s pomoci svétla a fotosyntetickych pigmentt preméiuji oxid
uhli¢ity na organické latky, které jsou dostupné ostatnim clankiim potravniho fetézce.
Predstavuji tak zaklad potravnich fetézcli ve vodnich ekosystémech (Reynolds, 2006).
Diilezitym parametrem pro rozvoj fytoplanktonu je obsah Zivin. Ziviny mohou p¥ichazet do
vodniho ekosystému v organické 1 anorganické podobé (Jeppensen et al., 2007). Proces, pii
kterém dochazi k obohacovani vody zivinami, se nazyva eutrofizace (Vollenweider, 2001)
a z velké ¢asti souvisi s lidskou ¢innosti (Anderson et al., 2002). Eutrofizace muze vést

k masivnimu rozvoji sinic.



1.3.1. Sinice ve stojatych vodach

Sinice jsou skupinou prokaryotickych organismt a nejstarSimi fotoautotrofnimi organismy
na Zemi. Vznik sinic je datovan do obdobi pted 3,5 mld let (Holland et al., 2013; Schopf,
2000). Sinice jsou rozsiteny po celém svéte svete (Badger et al., 2006). Vyznaluji se svou
pfizplisobivosti extrémnim podminkdm. V eutrofnich vodnich ekosystémech casto
dominuji (Pizzolon et al., 1999).

Sinice se urcuji zejména mikroskopicky. Pro ur€eni je dlleZitym znakem morfologie
stéelek. Mohou mit nekolik typt stélek, jednobunécné a mnohobunécné (Whitton, 2012).
Vlaknité sinice se rozliSuji na vétvené a nevétvené, kde se rozlisuji jesté typy vetveni na
pravé a nepravé. Ve vSech piipadech se sinice mohou vyskytovat jednotlivé, nebo vytvaret

kolonie. Solitérni planktonni sinice 1 kolonie mohou byt obaleny slizem (Whitton, 2012).

__ cﬂl@‘

Obr. €.1: Rod Dolichospermum (dtive Anabaena): heterocyt (H) a akineta (A), ostatni

buiiky jsou vegetativni (Sejnohovd a Marsdlek; 2005).

Stélky sinic se mohou skladat z n€kolika specifickych typt bun€k - vegetativnich bungk,
akinet a heterocytl (viz.obrazek €.1). Akinety jsou klidové stadia sinic, byvaji ze vSech
bunéénych typl nejvetsi a zajist'uji sinicim pieZiti nepiiznivych obdobi (Kaplan-Levy et al.,
2010). Jsou typické naptiklad pro skupinu Nostocales (Kalina & Vana, 2005).

Heterocyty jsou dalSimi typy bunék a pravé diky pfitomnosti heterocytli byvaji vldknité
formy sinic fadu Nostocales, Stigonematales (napt. Aphanizomenon, Dolichospermum)
schopny fixace rozpusténého dusiku (Oliver & Ganf, 2000; Wood et al., 2010). K vytvoteni

heterocytii dochdzi z vegetativnich bunék v reakci na nizky obsah dusikatych latek ve



vodnim prostiedi (Wood et al., 2010). Heterocyty jsou ndzornym piikladem prostorového
oddéleni fixujicich bun€k od bunék produkujicich kyslik (Paerl, 1996). Kyslik plisobi
inhibi¢né na enzym nitrogenazu, ktera je k fixaci dusiku potifebna a proto neni mozné, aby
fixace probihala aerobné.

Vyjma fixace dusiku za pomoci heterocytli existuje u sinic jeSt¢ druhy zpusob.
Vyuzivaji jej sinice tadu Oscillatoriales (Agawin et al., 2007). Mezi takové patii napt. rod
Trichodesmium anebo Lyngbya aestuarii (Kalina & Vana, 2005). Oscillatoriales vyuzivaji
casové oddeleni doby produkce kysliku od doby, kdy je syntetizovdna a vyuZzivana
nitrogenaza. Fixace dusiku se zde uskuteciiuje v noci (Stal et al., 2010).

Dusik ale neni jediny prvek, ktery si dokazi sinice samy obstarat. Uzpiisobené jsou
taktéZ nedostatku volného CO,, ktery dokaZzi uvolnit z aktivné pfijiman¢ho hydrogen-
uhli¢itanového iontu pomoci enzymu karboanhydrazy (Shapiro, 1997). Tento proces
probihd v karboxyzomech, coz jsou utvary, které obsahuji sinice uvniti svych bunék.
V karboxyzdémech se naléz4 také enzym RuBisCo, ktery je nezbytny pro fixaci CO, (Badger
& Price, 2003). U sinic se obecné vyvinula kromé téchto ekofyziologickych adaptaci cela
fada dalSich (Litchman et al., 2010), jako naptiklad adaptace na pfijem Zzivin, ke které
dochazi pfi nizkych koncentracich fosforu ve vod¢, kdy sinice uplatiuji svou vysokou
afinitu k pfijmu fosforu (Healey, 1982). Pokud je fosforu ve vod¢ nadbytek, sinice jsou
schopné si vytvaret vnitrobunécné zasoby, které po vycerpani fosforu v prostiedi postacuji
na nékolik bunéénych d€leni (Reynolds, 2006).

Oproti ostatnim skupindm bakterii, maji sinice jakozto fotosyntetické bakterie vyhodu
ve sveé schopnosti fotosyntézy. Uvnitt bun€k se vedle dalSich bunéénych organel nachéaze;ji
velké napadné membrany oznacované jako thylakoidy, které obsahuji fotosynteticky aparat.
Fotosyntetické pigmenty jsou uloZené v bilkovinnych strukturdch na povrchu thylakoidi
(Osborne & Raven, 1986). Kromé chlorofylu-a maji sinice i1 fadu doplikovych
fotosyntetickych pigmentii napt. modry fykocyanin a ¢erveny fykoerythrin. Fotosyntetické
pigmenty zvySuji u¢innost fotosyntézy a diky nim mohou sinice fotosyntetizovat 1 ve
velkych hloubkéch. Tyto pigmenty je chrani také proti Skodlivému slune¢nimu UV zéfeni.
U sinic byly zjistény 1 dal§i pigmenty nachazejici se uvniti thylakoidu napt. karotenoidy a
xanthofyly (v zavislosti na druhu napft. zeaxanthin, echinenon, kantaxantin, myxoxantofyl).
Je nutné zminit, Ze existuje u sinic i vyjimka, u které thylakoidy chybi - rod Gloebacter.

Fykobilizomy se pak nachdzeji na plazmatické membrané (Kalina & Vana, 2005).



Dalsi vyraznou kompeticni vyhodu sinic oznacujeme vyrazem alelopatie. Pod timto
pojmem chépeme toxicky a zaroven inhibujici efekt sinic na zooplankton nebo i1 na jiné
druhy fytoplanktonu (Wiegand et al., 2005).

Kromé¢ toho planktonni sinice maji zpravidla vyssi rastové teplotni maximum nez
vétsSina eukaryontnich tas (Whitton, 2012). Teplota, kromé piimého vlivu na rychlost rastu
sinic, vyznamn¢ ovliviiyje stabilitu vodniho sloupce, coZ souvisi se zfejmé nejvyznamng;si
adaptaci sinic k planktonnimu zptsobu zivota. Tato adaptace je spojena s vyuzitim
plynovych méchyikl sdruzujicich se do aerotopti. Aerotopy jsou valcovité struktury, které
maji sinice uvniti svych bunék. Aerotopy udrzuji buniky ve vznosu a zpomaluji jejich
sedimentaci (Walsby, 1994). Sinice mohou pomoci nich ménit dle potfeby svou pozici ve
vodnim sloupci. Mohou vyuzivat jak eufotickou vrstvu pro svétlo, tak hypolimnion pro
dostatek zivin (Bormans et al., 1999).

Za vhodnych podminek (stratifikace, teplé pocasi) se opakuje Casto stejny vzorec
chovani sinic dany omezenou funkcnosti plynovych méchyikt. Po néjaké dobeé dochéazi k
zhrouceni méchyika, tim jak sinice fotosyntetizuji, Cerpaji a shromazd’uji ziviny z prostiedi,
tak rostou a vzrista v bunikach i tlak. Méchyiky podléhaji hydrostatickému tlaku 200-1000
Pa (Kalina & Vana; 2005). Zhrouceni mechyikli doprovazi ¢asto vycerpani Zivin a miize
k nému dojit 1 spole¢né s inhibici fotosyntézy doprovazenou piehfatim bunék pii ptilis
intenzivnim svételném zateni (Kinsman et al; 1991). Nemusi tim byt zasazena cela
populace, ale jen ¢ast, ktera kvtili neschopnosti nadnéaseni se klesne do vétSich hloubek. Ve
vrstvach vody, kam takto klesne, neni dostatek svétla pro fotosyntézu. V této situaci vyuziji
sinice své vnitrobunééné zasoby (Kromkamp & Walsby, 1990). Po Case se plynové
méchyiky a jejich funkce opét obnovi. Pak mohou sinice znovu vystoupat s pomoci
aerotopt k hladin€. Aerotopy vlastni Casto pravé kolonidlni druhy sinic, které tvoii vodni

kvéty (Dokuli & Teubner, 2000).

1.3.2. Vodni kvéty

Vznik vodniho kvétu

Vodni kvét definujeme jako hromadné pfemnozeni sinic ¢i fas viditelné pouhym okem
(Kaff, 2001).
Hlavni pfi¢inou Castého vyskytu vodnich kvéth sinic je nadmérné mnoZzstvi zivin ve

vodé, zejména fosforu (Fott et al., 1980). Hlavnim zdrojem fosforu byvaji nedostatecné



vyc¢isténé komunalni odpadni vody, fosfor se vSak do povrchovych vod miize dostavat také
z plosnych zdrojii, napt. erozi pudnich cCastic (Hellsten et al, 2007). Pokud dojde
k vy€erpani kysliku u dna, mtiZe se fosfor uvoliiovat i ze sedimentu (Niirnberg et al., 1986).
Kromé vysokych koncentraci fosforu ve vodé se na masovém rozvoji sinic podili 1 fada
dalSich faktori jako teplota a teplotni stratifikace vodniho sloupce, struktura potravnich siti,
pocasi, doba zdrzeni vody v systému a intenzita pratoku (Schreurs, 1992; Kaff, 2001, Mayer
etal., 1997).

Jezera a nadrZe jsou v naSich klimatickych podminkach pravidelné michéany, pticemz
michani se uskutec¢iiuje dvakrat ro¢n¢, na jafe a na podzim. Tento jev je vyznamnym
faktorem ovlivitujicim miru rastu populace sinic béhem roku (4nneville et al., 2004). Zima
je obdobim, ve kterém sinice pieckavaji v sedimentu, ale mohou se nachazet i ve volné vodée
a jejich biomasa je obvykle v sezonnim minimu (Visser et al.; 2005). Diky vzestupu teplot
se vodni sloupec za¢ind michat, protoZe zahtivand horni vrstva vody postupuje do nizSich
vrstev vodniho sloupce v disledku vyrovnani energie. Pozvolné jarni michani pomaha
sinicim dostat se do volné vody. V tomto obdobi ale nejsou tolik konkurenéné silné, aby se
staly hlavni a pievazujici slozkou fytoplanktonu. Vétsi prilezitost pro populaci sinic nastava
pii letni stratifikaci (Paerl et al., 2011). Stratifikace se za¢ina zlehka ustalovat jiz po
piekondni anomalie vody o teploté 3,94°C. Teplejsi voda ziskava niZ§i hustotu a zlstava
nahote. Rysem konkrétné letni stratifikace je, Ze studenéjsi voda vespod je izolovana od
vrstvy teplé vody u hladiny (Kaff, 2001). BEéhem obdobi stabilni teplotni stratifikace v 1été
dochazi pti nadbytku zivin k narGstu populace sinic. Jestlize v obdobi letni stratifikace
sinice pievladnou ve vodnim ekosystému nad ostatnim fytoplanktonem, Casto ptetrvaji az
do obdobi podzimniho michédni, béhem kterého sinice ztraci svoji kompeti¢ni vyhodu,
jelikoz klesa teplota a rozruSuje se stratifikace vodniho sloupce. Sinice jsou na podzim
nahrazeny jinymi skupinami fytoplanktonu (Anneville et al., 2004).

V ekosystému stojatych vod existuje n€kolik trofickych trovni, od mikrobialniho
spole€enstva, pfes fasy a sinice, zooplankton, bezobratlé, obojzivelniky, ryby, az po ptaky
a savce. Trofie souvisi se strukturou potravnich siti (Mayer et al., 1997). Ptikladem mohou
byt nékteré mensi rybni¢ni nadrze, kde je vyvijen pomérné silny predacni tlak na
zooplankton a zoobentos planktivornimi rybami, coz vede k pfitomnosti pouze malych
druhti zooplanktonu, ktery nedokaze filtrovat vétsi druhy fytoplanktonu. Nasledné muze
dochazet k abnormalnimu nartstu sinic (Fott et al., 1980). Doba zdrZeni vody v systému
a intenzita prutoku miize ménit ve vodnim ekosystému skladbu spoleCenstva, ale napiiklad

1 chemismus vody (Kalff, 2001).



Vliv vodniho kvétu na ekosystém

Vyskyt vodniho kvétu hned z nékolika diivodl vyrazné narusuje fungovani dotcenc¢ho
vodniho ekosystému (Reynolds, 1991). Prvni zjevny dasledek ke kterému ve vodé€ s vodnim
kvétem Casto dochazi je kromée snizené pruhlednost razantni ubytek kysliku ve vodé béhem
noci (Schreurs, 1992). Jelikoz pies den byva v jezefe ¢i nadrzi mnozstvi kysliku znacné
zavislé na mnozstvi fotosyntetizujicich organismi, pfitomnosti mnoha sinic dochazi
k naprostému nasyceni vody kyslikem ve dne. S pozdnim odpolednem, kdy slunce zapada,
jeho produkce klesa. Mnozstvi kysliku zlistavajiciho s koncem dne ve vod¢€ zavisi pouze na
rozpustnosti kysliku ve vodé pii dané teploté. Organismy, které pfijimaji v noci kyslik
rozpustény ve vode, veetné sinic, v tu chvili kyslik spotfebovavaji na respiraci. Nez zacnou
fotosyntetické organismy dalSiho dne produkovat opétovné kyslik, mtze se stat, ze vlivem
poklesu jeho mnoZstvi jiz dochazi nejen k odumirani bunék sinic ve spodnich vrstvach
kvétu, ale mohou pod vodnim kvétem hynout ryby a jiné organismy, které jsou na
rozpusténém kysliku ve vod¢ zavislé (Reynolds, 1991).

S fotosyntézou sinic souvisi 1 dal$i procesy jako napiiklad zmény rovnovahy mezi
jednotlivymi formami kyseliny uhli¢ité (hydrogenuhli¢itanti a uhli¢itantl). Fotosyntetickou
aktivitou vodniho kvétu dochazi béhem dne k posunu pH smérem k zésadité oblasti (pH 10
1 vice). Za téchto podminek se rozpusténé amonné ionty méni na nedisociovanou formu
(NH3), ktera naleptava sliznice vodnich organismu, zejména zabry (Chorus & Bartram,
1999).

Disledkem vodniho kvétu je ptirozené rovnéz vyrazna redukce biodiverzity (Andersen,
1997). Neopomenutelnym problémem spojenym s vyskytem vodniho kvétu je produkce
celé fady sekundarnich metabolitd. Nékteré plisobi toxicky na organismy vcetné ¢loveka
(Hallegraef, 1993, Lindholm et al., 1989). Typickymi piedstaviteli sladkovodnich
toxickych planktonnich sinic jsou rody Microcystis, Oscillatoria, Aphanizomenon,
Dolichospermum (dtive Anabaena), Cylindrospermopis a Planktothrix (Welker & von
Dohren, 2006, Berg et al., 1986).

2 Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity jsou biologicky aktivni slouceniny, jejichz produkce je ovlivnéna
podminkami prostiedi (Lukac & Aegerter, 1993). Sinice produkuji celou fadu sekundarnich

metabolitli, z nichz mnohé maji pro ¢loveka Skodlivé ucinky (Lindholm et al., 1989).



Sekundarnich metabolity sinic s nezadoucimi Uc¢inky jsou v literatufe ¢asto zmitlovany
jako cyanotoxiny a jejich produkce byva spojovana praveé s vodnimi kvéty (Sivonen et al.,
2008). Cyanotoxiny byvaji toxické na mnoha trofickych urovnich — bakterie, protozoa,
zooplankton, ryby, ptaci a savci (Christoffersen, 1996). Clovék a Zivogichové mohou byt
cyanotoxinlim vystaveni dermdlnim kontaktem, pozienim anebo inhalaci (Campos &

Vasconcelos, 2010).

2.1.  Biologicka funkce sekundarnich metabolit

Sekundarni metabolity jsou syntetizované nejen sinicemi, fasami, rostlinami ale i1
mikroorganismy, a ¢asto slouzi k ochran¢ a vznikaji jako reakce na stres (u rostlin je stresem
naptiklad sucho nebo napadeni hmyzem). Co se ty€e biologické funkce u sinic neni v mnoha
piipadech zcela pochopena. Sekundarni metabolity mohou vznikat z velké Casti uz pii
samotném rustu organismu (Neilan et al., 2012). Pravdépodobné¢ slouzi jako ochrana proti
predaci (Demott, 1991). Nékteré z metabolitli maji i antibiotické ti¢inky, tudiz zfejmée slouzi
k ochrané proti parazitim. Dalsi uvazovanou funkci sekundarnich metabolitil je zajisténi
piisunu zivin, udrzeni homeostaze (Gan et al., 2012) nebo neutralizace oxidativniho stresu
(Zilliges et al., 2011). Také se odhaduje, ze nékteré metabolity slouzi k regulaci exprese
genti a metabolickych kaskdd (Kaebernick & Neilan, 2001). Metabolity mohou
predstavovat piizpusobeni se zivotnimu prostiedi a umoziovat organismim, ktefi je
produkuji, vyrovnat se zménami Zivotniho prostiedi kolem nich (Holland et al., 2013). Pak
mohou slouzit také k signalizaci mezi buitkami - pfitomnost latek ostatnim bunkam ziejmé

naznacuje, ze nastala stresova situace a je tteba se prizplisobit (Kaebernick & Neilan, 2001).

2.2.  Rozdéleni cyanotoxinl

Cyanotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity, které je mozné rozdélit na zaklade
chemické struktury nebo mechanismu Géinku (Tab.1; Jones et al., 2009). Hepatotoxiny
primarné zpusobuji poskozeni jater, dermatotoxiny, mohou zplsobit podrazdéni kiize
(Chorus, 1993; 1995) a neurotoxiny mohou poskozovat nervovy systém u lidi a zivocichi
(Paerl et al., 2011). Jednotlivé druhy sinic ¢asto mohou produkovat vice toxickych latek
s odlisSnymi tcinky, ale zaroven jeden urcity toxin je zpravidla produkovan vice druhy. Na
povrchu bun€k vsech sinic jsou lipopolysacharidy, které mohou také ptlisobit jako toxin

(Zanchett & Oliveira-Filho, 2013).



Tabulka €. 1: Zékladni rozdé€leni toxint podle mechanismu ucinku a chemické struktury

(Zanchett & Oliveira-Filho, 2013).

Cyanotoxiny

Chemicka struktura

Rody hlavnich sinicovych

producenti

Hepatotoxiny

Mikrocystiny

Cyklické heptapeptidy

Microcystis,
Dolichospermum,
Planktothrix, Nostoc,

Anabaenopsis

Nodulariny

Cyklické pentapeptidy

Nodularia

Cylindrospermopsiny

Guanidinové alkaloidy

Cylindrospermopsis
raciborskii,
Aphanizomenon
ovalisporum

Aphanizomenon flos-aquae

Dermatotoxiny

Lyngbyatoxin-a Alkaloid Lyngbya

Aplysiatoxin Alkaloid Lyngbya, Schizothrix,
Planktothrix (Oscillatoria)

Neurotoxiny

Anatoxin-a Alkaloid Dolichospermum,
Aphanizomenon,
Planktothrix

Anatoxin-a(s) Organofosfat Dolichospermum

Saxitoxiny Anabaena circinalis,

Alkaloidy Aphanizomenon sp.,

Aphanizomenon gracile,
Cylindrospermopsis

raciborskii, Lyngbya wollei




2.2.1. Neurotoxiny

Mezi neurotoxické cyanotoxiny fadime anatoxin-a , anatoxin-a (s), a dale saxitoxiny. Tyto
latky poSkozuji nervovou tkan zpravidla tim, Ze blokuji pfenos nervovych signali.
Konkrétni u¢inky zavisi na typu organismu, na ktery ptisobi, typu toxinu a jeho koncentraci
(Landsberg, 2002). Na zooplankton neurotoxiny mohou ptisobit tak, Ze omezuji jeho pohyb,
mohou zabranit ristu a mnoZeni populace a také zplisobit kompletni paralyzu. Plsobeni
saxitoxinti na druh Daphnia carinata vystavenim sinicim rodu Aphanizomenon zptsobuje
negativni zmény v rychlosti pohybu hrudnich nozek, coZ ma za nésledek pomalejsi rlst a
rozmnozovani, kvtili niz§imu piijmu potravy (Haney et al., 1995).

Kromé plisobeni na zooplankton byl zkouman 1 vliv na jiné organismy. Vliv anatoxinu-
a byl zkouman na mladych tfi mési¢nich jedincich kapri Cyprinus carpio. Byly
zaznamenany zmeény v chovani, které negativné ovliviiovaly interakce pti hledani potravy.
Pti zkoumani velkych koncentraci anatoxinu-a na rybach dokonce zemfely vSechny ryby
po 24 az 29 hodinach (Osswald et al., 2007). To ukazuje, ze neurotoxiny jsou velmi toxické
(Mankiewicz et al, 2003). Pfi pokusech na mySich neurotoxiny pusobily paralyzu
dychacich svalii a smrt selhdnim dychaciho Ustroji béhem nékolika minut (Mankiewicz et
al., 2003).

Vyznamnym faktem je, ze tyto toxiny jsou schopné se akumulovat v organismech a
napfic potravnimi fetézci. U lidi mohou plisobit nékteré neurotoxiny velmi zadvazné otravy.
Nejznamgjsi je otrava saxitoxiny, ktera je znama jako paralyticka otrava mekkysi. Efekt byl
popsan z otravy lidi po konzumovéani kontaminovanych mlz (Landsberg, 2002). Poprvé
byly tyto toxiny byly izolovany z motskych obrnének. Co se tyce sladkych vod, nebyly
zaznamenany otravy lidi saxitoxiny (Ferrao-Filho et al., 2010). V soucasnosti probiha

intenzivni vyzkum neurotoxickych latek a jsou objevovany stale nové toxiny.

2.3. BMAA

B-N-methyl-L-alanin (BMAA) patii mezi nedavno objevené a doposud malo prostudované
neurotoxiny. Je ptivodcem neurodegenerativnich onemocnéni v Guamu, coz bylo také
potvrzeno tim, Ze BMAA byl nalezen ve vysokych koncentracich v mozkovych tkani
mrtvych osob v Guamu, které na neurodegenerativni onemocnéni zemiely (Hirano et

al., 196, Lobner et al., 2007). U osob z Guamu, které neurodegenerativni onemocnéni
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nemély, BMAA v mozkovych tkanich nalezen nebyl (Hirano et al.,1966; Karlsson et al.,
2009). Tyto onemocnéni svymi projevy piipominaji amyotrofickou lateralni skler6zu
(ALS), parkinsonovu chorobu (PD) nebo demenci (ALS-PCD) (Rao et al., 2006, Bradley
& Mash, 2009). Do tél lidi se BMAA dostal potravnim fetézcem.

BMAA produkuji sinice rodu Nostoc v kotenech cykast Cycas micronesica (také
uvadéného pod nazvem Cycas circinalis) (Vega & Bell, 1967), ale toxin neni pfitomny
pouze v misté produkce, ale v celé rostling€. V infikovanych kotenech cykast byly nalezeny
nizké koncentrace BMAA (2 pg/g), zatimco v listech a semenech byly koncentrace fadove
vysSi (Murch et al.,2004). BMAA je Casto prokazatelny taktéz v malych koncentracich
v promyté mouce, kterd se vyrabi z cykasovych semen (Duncan et al., 1990). Toxin se také
z cykasovych semen dostava do t€él mikronésijskych kalonti (Pteropus mariannus), kteti se
semeny cykast zivi (Cox & Sacks, 2002). Pti poziti organismem je vylouc¢eni BMAA z téla
pro organismus velmi obtizné (Murch et al., 2004). Tradi¢ni strava lidi z Guamu skladajici
se z mouky z cykast, kalonti ale 1 jinych zvifat krmenymi cykasovymi semeny obsahuje jiz
relativné velké davky toxinu pfijimané v jejich potraveé (Cox et al., 2003).

BMAA je neesencidlni aminokyselinou a mechanismus pusobeni spoc¢iva v chybném
zabudovani BMAA do bilkovinnych molekul misto L-serinu. To poté neumoziuje
spravnou fosforylaci mnoha proteini v builkkdch a zpasobi jejich nefunkénost.
Mechanismus je umocnén bioakumulaci v organismech, nicméné je zde dlouhd doba
latence nez se nasledky konzumace projevi, mohou to byt roky i desetileti, proto byl tento
toxin Spencerem (2000) nazvan jako tzv. ,,pomaly toxin®.

Od roku 2000 ptibylo cetné studii zabyvajicich se spojitosti BMAA
s neurodegenerativnimi onemocnénimi. Nékteré studie zvazuji jiné zdroje neurotoxinu nez
jsou cykasy, jelikoZ pfitomnost BMAA v mozkovych tkéanich byla zjiSténa take u pacientt
s Alzeihemerovou chorobou mimo zépadopacificky Guam, v zemich, kde se cykasy
nenachézeji v tamni flote (Cox et al., 2005), napiiklad u deviti kanadskych pacientti trpicich
Azheimerovou chorobou (Murch et al., 2004). V mozkovych tkanich téchto pacientli byly
nalezeny vysoké koncentrace BMAA, zatimco u &trnacti osob, které zemfely jinymi
pri¢inami neZ neurodegenerativnimi onemocnénimi BMAA nalezen nebyl. Tyto vysledky
potvrdily dalsi studie provedené u severoamerickych pacientti (Pablo et al., 2009).

Nedéavna studie také ukazuje, ze u kockodana (Chlorocebus pygerythrus) krmenych
davkami BMAA po dobu 140 dni doslo k poSkozeni mozkovych bun€k, stejné jako je to
mozné vidét u pacientli s neurodegenerativnimi onemocnénimi jako jsou ALS nebo

Alzheimerova choroba (Cox et. al., 2016).
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Znalosti ohledn¢ produkce BMAA symbiotickymi sinicemi byly zahy podnétem pro
analyzy volné¢ Zijicich sinic. Vyzkumy vedou aZ do vodnich ekosystémd, jelikoz vody
obsahuji zna¢né mnoZstvi sinic a jin¢ho fytoplanktonu, ktery by mohly byt zdrojem BMAA.
Ponckud snadnéjsi a prokazatelngjsi detekce BMAA nez ve sladkych vodach byla od
pocatku v oceanech a motich (Cox et al., 2005, Jonasson et al., 2010; Mondo et al., 2012,
Richardson, 2004). Jako prvni mimo Guam prokazal pfitomnost a biakumuluaci BMAA
v zivotnim prostfedi vyzkum probéhly v Baltském mofi. Ve vodach Baltského mote
v letnich mésicich ptevladaji sinice rodt Nodularia a Aphanizomenon, které fixuji dusik.
Hraji tak vyznamnou roli v potravnich tetézcich (Jonasson et al., 2010). V Baltském moii
je na primarnich producentech zavislé zna¢né mnozstvi zooplanktonu, a téZ ryb. Analyzami
na kulturdch bylo zjiSténo, Ze sinice Nodularia a Aphanizomenon v Baltském moii
produkuji BMAA (Cox et al, 2005). BMAA zde bylo detekované v nékolika bézné
lovenych druzich ryb pro komeréni trh. V jedné dalsi studii z jizni Floridy byl BMAA
nalezen pfimo v organismu krabi druhu Callinectes sapidus, v moiskych plzich a mlzich a
1 v dalSich organismech na niz§ich trofickych urovnich (Brand et al., 2010). Bioakumulaci
toxinu v parybach na vrcholu potravnich fetézcii zase potvrzuji vysledky vyzkumil na
zralocich (Hammerschlag et al., 2016). Akumulace toxinu v organech a svalech zraloki je
velmi logicka vzhledem k tomu, Ze se jedna o dlouhovéké organismy. Nejvetsi koncentrace
byla nalezena u kladivount (Hammerschlag et al., 2016). Jejich kofisti jsou primarné krabi
druhu Callinectes sapidus, kteti obsahovaly nejvyssi koncentrace toxinu zaznamenané u
zvitat jiz podle studii Branda v roce 2010 (Hammerschlag et al., 2016). Zraloci jsou ale
navic Castou pochoutkou lidi (hlavné asijskych naroda). Toxin byl také detekovan
v koloniich sinic jak v Jizni Africe (Esterhuizen & Downing, 2008), tak v Peru (Johnson et
al., 2008), Ciné (Li et al.2010), USA (Brand et al., 2010), Némecku (Contardo-Jara et al.,
2014), Portugalsku (Cervantes et al.,21012), na Hawaii (Banack et al, 2007), ale i v Indii a
Austrélii (Cox et al, 2003). Kromé¢ toho bylo zjisténo, ze BMAA produkuji nejen
prokaryotické sinice, ale 1 eukaryotické fasy — rozsivky a obrnénky (Richardson, 2004,
Lage et al., 2014). Spojeni produkce BMAA s rozsivkami potvrzuje vyzkum z oblasti
Florida Bay, kde jsou v dominanci vodniho kvétu praveé rozsivky a kde byl toxin nalezen
opakovan¢ (Richardson, 2004). Do souvislosti s obrnékami je ddn BMAA napt. vyzkumem
z Portugalska, kde byl prokazan u motské obrnénky Gymnodinium catenatum (Lage et al.,

2014).
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2.3.1. Vyzkum BMAA ve sladkych vodach

O rozsiteni toxinu BMAA ve sladkych vodach je dostupné mnohem mensi mnozstvi
odborné literatury nez o jeho vyskytu v motskych a terestrickych ekosystémech.

Jedna velmi piehledna studie o p¥itomnosti toxinu ve Svédskych jezerech byla
zvetejnéna nedavno (Lage et al., 2015). Pro vyzkum bylo vybrano eutrofni jezero Finjasjon,
z n¢hoZ byly na jafe a na podzim odebrany vzorky a také loveny ryby pro vyzkum. Tti ze
¢tyfech odebranych vzorki vody BMAA obsahovaly - v priméru ve mnozstvi 0,003 pg na
g susiny. V této studii byl BMAA nalezen také v mozcich 50% zkoumanych jedinct cejni
velkych (4bramis brama), 28% v okounech ficnich (Perca fluviatilis), 14% ve Stikach
obecnych (Esox lucius), 14% v candatech obecnych (Sander lucioperca) a 38% v ploticich
obecnych (Rutilus rutilus). Dva druhy ryb s nejvétsim mnozstvim BMAA v mozcich maji
v jezefe obdobny styl zivota a podobnou potravu. Nejvétsi detekované mnozstvi 0.0283
ng/g bylo nalezeno v mozku samice okouna fi¢niho chycené na jaie roku 2012. Ale ze vSech
zkoumanych ryb pievladali samci, ktefi méli v mozcich vyssi koncentraci BMAA ze vSech
zkoumanych. Obdobné je to s vysledkem, Ze ryby chytané na podzim mély vétsi vyskyt
BMAA v mozcich (37% vSech zkoumanych ryb), zatimco na jafe mensi (26 % vSech
zkoumanych ryb), ovSem nejvétsi koncentraci ze vSech zkoumanych méla ona samice
chycend na jafe. V ostatnich organech bylo mnozstvi BMAA velmi nizké anebo nebylo
pritomno vibec, pfiCemz nalez nejvétSich mnozstvi v ostatnich organech nekoreloval

s nalezy nejvétsiho mnozstvi v mozcich ryb stejnych druht (Lage et al., 2015).

Problémy s nepresnou detekci v minulosti

Ve vyzkumech se v minulosti objevovaly urcité nesrovnalosti (Cox et al., 2005, Esterhuizen
& Downing, 2008; Jonasson et al., 2010, Metcalf et al., 2008; Rosén & Hellends, 2008),
zejména piilis vysoké koncentrace BMAA nachéazené u fytoplanktonu. Napt. ve studii Coxe
v roce 2005 byl BMAA zjistén v relativne velkych mnozstvich u 95 % vSech analyzovanych
sinic, at’ uz symbiotickych (ve vodnich rostlinach) tak volné¢ Zijicich (Cox et al., 2005).
Taktéz dalsi vyzkum temperatnich stojatych sladkych vod podle Jonassona et al. (2009)
ukazoval pfitomnost BMAA ve vSech studovanych vodnich ekosystémech. Naopak tada
dalSich studii pfitomnost toxinu nepotvrdila (Faassen, 2014, Faassen et al., 2012; Faassen
etal. 2009, Jonasson et al. 2010, Kruger et al. 2010; Esterhuizen & Downing 2008; Metcalf

et al. 2008; Rosén & Hellends 2008). Studie ukazujici na celkem velké koncentrace
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zpusobily velké obavy, ale také pochyby. Nejednoznacnost vysledkii mezi jednotlivymi
studiemi byla zpocatku pfisuzovédna nestejnomérnému rozSifeni toxinu v Zzivotnim
prostiedi, stejné tak jako specifickym podminkam pfi kterych by mél byt toxin produkovan.
Pozd¢ji se studie zacaly ptiklanét k néazoru, ze nekonzistence vysledki vyplyva
pravdépodobné spise z rozdilné metodiky, neZ aby vyplyvala z konkrétnich ekologickych a
biologickych podminek. Je tedy dilezité rozliSovat, kdy maji takové nesrovnalosti

biologicky ptivod a kdy naopak metodicky (Lage et al., 2015).

2.3.2. Zhodnoceni metodickych moZnosti

Pro detekci BMAA existuje celd fada metod, z jejichz vzajemného porovnani metod bylo
zji§téno, Ze kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostné¢ spektrometrickou detekci
(LC-MS/MS), ptipadné vysokoucinnd kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekci
(HPLC-FLD) jsou po derivatizaci vzorkli dvéma z nejpfesnéjSich metod pro tento ucel
(Faassen et al. 2012; Mondo et al,2014, Jiang et al, 2012).

Chromatografické stanoveni je financné narocné, naopak cenové dostupné a rychlé je
imunologické stanoveni pomoci ELISA kitu, které vSak patfi k t¢ém metodam, jez vysledky
nadhodnocuji (Faassen et al., 2013).

Obecné u vétsSiny pouzivanych metod bylo v minulosti pfisouzeni miry spolehlivosti
znacné problematické. V nynéjsi dobé je znadmo, Ze u nékterych metod dochazi k falesné
negativnim vysledkim, u jinych jsou zase vysledky faleSné pozitivni ¢i nadhodnocené
(Beach et al., 2015). Chromatografické metody HPLC-FLD a LS-MS/MS nadhodnocovaly
mnozstvi BMAA ve vzorcich, jelikoz dochdzelo k zdméndm toxinu s jinymi, Castéji se
vyskytujicimi aminokyselinami (Faassen, 2014, Rosén & Hellends, 2008; Faassen et al.,
2012). Ptesnost metod HPLC-FLD a LS-MS/MS je znacné vys$si, pokud vlastnimu
(Popova & Koksharova, 2016). Podle v§eho ovSem odlisné vysledky vyzkumt nezalezi jen
na typu chromatografie a derivatizaci, ale mohou byt ovlivnény také zvolenou metodou

odbéru anebo typem extrakce (Rosén et al., 2016).
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3 Navrh projektu

3.1.  Cile projektu

Cilem projektu je zjistit jaké jsou koncentrace BMAA v naSich stojatych vodach, jak se tyto
koncentrace méni béhem vegetacni sezony a jaké faktory je ovliviiuji. Bude provedena
pilotni studie mapujici vyskyt BMAA na nékolika desitkach vytipovanych nadrzich, které
jsou v letnich mésicich opakované postizeny nadmérnym vyskytem sinicového vodniho
kvétu. Zahrnuty budou 1 lokality s nepravidelnym vyskytem vodniho kvétu, které jsou

vyznamné z hygienického hlediska (nadrze slouzici jako zdroje pitné vody).

3.2.  Hypotézy — Ocekavané vystupy projektu

1. BMAA se krom¢ motskych ekosystému vyskytuje bézn¢ také ve sladkych vodach.

2. Vyskyt BMAA zavisi na mnozstvi a sloZeni fytoplanktonu, pficemZ nejvyssi
koncentrace BMAA jsou ocekavany v siln¢ eutrofnich systémech s masovym
vyskytem vodniho kvétu sinic.

3. Bé&hem sezony se méni koncentrace BMAA v zavislosti na podminkach prostiedi

(napf. teplota, trofie apod.)

3.3.  Zpusob dosazeni cila

3.3.1. Vybér lokalit

Lokality budou vybrané tak, aby rovnomérné pokryvaly Ceskou republiku a pfinesly data
z vétdiny oblasti CR. Vyzkum se bude soustiedit na nadrze s ¢astym vyskytem vodniho
kvétu sinic, kde Ize davodné piredpokladat zvySené koncentrace BMAA a také
nejvyznamnéjsi vodarenské nadrze, kde by piipadny zvySeny vyskyt BMAA piedstavoval
riziko pro zdravi obyvatel (Znachor et al, 2006).

3.3.2. Terénni méfeni a odbér vzorku

Ptiprava na odbér vzorkil zahrnuje domluvu se spravci povodi (Podniky Povodi, s.p.) a
zajisténi povoleni pro odbér vzorki. Vzorky budou odebirany z volné vody v mésicich

cervenci, srpnu a zafi za pouziti ¢lunu, pfipadné bude pouzita lod’ spravcti povodi na dané
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lokalit¢ po ptfedchozi domluvé. Vzorky budou odebrany Friedingerovym odbérakem
z hloubky 0,5 m. V 10-1 barelu bude vytvofen smésny vzorek, ze kterého budou odebrany

vzorky na konkrétni analyzy dle nasledujiciho schématu:

31

Smésny
vzorek

Stanoveni rozpuéténého
reaktimiho fosforu (SRP),
dusicénand, amoniaku a
celkového fosforu (TP)

-
Lugoliv 00 .4 /

roztok

Stanoveni BMAA

1,51

Stanoveni biomasy
fytoplanktonu

Stanoveni koncentrace chlorofylu-a a
druhova determinace fytoplanktonu

Obr. ¢.2: Schéma vzork, které budou odebirany.

= 1,51 pro stanoveni koncentrace chlorofylu-a a druhovou determinaci fytoplanktonu.

= 3] pro stanoveni BMAA (vize detaily nize).

= 100 ml pro stanoveni rozpusténého reaktivniho fosforu (SRP), dusi¢nanil, amoniaku
a celkového fosforu (TP).

= 100 ml pro stanoveni biomasy fytoplanktonu (fixovano Lugolovym roztokem).

= Pro kvalitativni zpracovani fytoplanktonu bude také odebran vzorek sitového
planktonu ptes planktonni sitku s oky 20 pum a jeho cast bude fixovana

formaldehydem.
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3.3.3. Laboratorni analyzy

Ihned po odbéru budou vzorky uloZzeny do chladicich boxti a ptepraveny do laboratote
k dal§imu zpracovani a analyzam. Zivé vzorky budou analyzované ihned po navratu z
odbéri. Vzorky na stanoveni koncentrace zZivin budou po navratu ihned zpracovany a

zamrazeny pro pozdéj$i hromadnou analyzu.

Stanoveni chlorofylu-a
Vzorek o definovaném objemu bude piefiltrovan pies sklenény filtr Whatman GF/C o
porozité 1,2 um. Koncentrace chlorofylu-a bude stanovena spektrofotometricky po extrakci

acetonem (Lorenzen, 1967).

SloZeni fytoplanktonu a stanoveni biomasy

Druhova determinace bude provedena na zivych vzorcich po ndvratu z terénnich odbért.
Sitové vzorky fixované formaldehydem budou slouzit k fotografické dokumentaci
nalezené¢ho fytoplanktonu. Stanoveni biomasy fytoplanktonu bude provedeno ve vzorcich
fixovanych Lugolovym ¢inidlem metodou pocitdni bunék jednotlivych druhi

v sedimentac¢nich komutrkach (Lund et al., 1958).

Koncentrace Zivin

Vzorky pro stanoveni rozpusténych zivin budou prefiltrovany pres sklenéné filtry
Mecherey-Nagel GF-5 o porozit¢ 0,4 um a zamrazeny, celkovy fosfor bude stanoven
v nefiltrovanych vzorcich. Pro vlastni stanoveni budou pouzity standardni metody

stanoveni (ptehled napt. v Rychtecky & Znachor, 2011).

Stanoveni BMAA

Vzorky z lokalit s vodnim kvétem budou analyzovany chromatograficky. U vzorkl bez
viditelného vodniho kvétu bude nejprve provedeno stanoveni pomoci ELISA kitu, u kterého
se predpoklada, ze vysledné hodnoty vyznamné nadhodnocuje (Fassen et al., 2013). Pouze
vzorky s pozitivnim vysledkem na ptfitomnost BMAA budou nésledné analyzovany

chromatograficky, aby se sniZilo mnoZstvi ndkladnych chromatografickych stanoveni.
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= Imunologické stanoveni BMAA pomoci ELISA kitu

Pro imunologické stanoveni BMAA bude pouzit komeréné dostupny ELISA kit od firmy
Abraxis. Imunochemické metody jsou zalozeny na interakci antigen-protilatka. V piipadée
ELISA kitu se jedna o kompetitivni techniku, kdy soutézi neznaceny antigen (v tomto
piipadé BMAA) s konjugitem obsahujici enzym, o navazdni na omezené mnoZstvi
protilatky. V zavéreCné fazi po pifidani posledni slozky - ,substratu®, se kterou enzym
reaguje, je enzym pritomny ve vazané frakci pfemén na barevny produkt. Zabarveni
prokazuje pfitomnost stanovované latky. Pracovni postup doporuceny vyrobcem zahrnuje
pfidani vzorkl a kontrolnich vzorkd do jamek mikrotitracni desticky a nasledné ptidani
enzymového roztoku konjugatu a protilatky. Koncentrace BMAA bude stanovena

spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm (Fassen et al., 2013).

= Kapalinovéa chromatografie s tandemovou hmotnostné spektrometrickou detekci

Pro stanoveni BMAA bude pouzita kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostné
spektrometrickou detekci. Biomasa fytoplanktonu z definovaného objemu vzorku bude
zachycena na piedem zvazenych filtrech Whatman GF/C o porozité¢ 1,2 um. Biomasa na
filtru bude nésledné lyofilizovana, filtr poté znovu zvaZzen a nasledné zamrazen a uchovan
pro pozd¢j$i hromadné zpracovani. Timto postupem bude mozZné vztahnout zjiSténé
mnoZzstvi BMAA jak na suSinu fytoplanktonu, tak i na skutecné koncentrace ve vodé.
Protoze v Ceské republice neni k dispozici zadna laboratof rutinné analyzujici BMAA, byla
navazana spoluprace s laboratoii dr. Sandry Lage ze Stockholmské univerzity. Zamrazené
filtry (-20°C) budou hromadné ptepraveny do Stockholmu, kde bude provedena kapalinova
chromatografie. Bude provedena kvantitativni extrakce BMAA na filtrech podle Spécila et
al. (2010), nasledné chromatografické analyze bude predchézet derivatiza¢ni krok pro
zvyseni citlivosti metody, jak je doporuceno v praci Lage et al (2016), ktera se zabyvala
srovnanim jednotlivych pracovnich postupti pii chromatografickém stanoveni BMAA.
Vlastni chromatografie bude provedena na pfistroji Acquility UPLC s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem Xevo-TQ-MS (Lage et al., 2016).
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3.3.4. Statistické vyhodnoceni dat

Rozdily v koncentraci BMAA mezi jednotlivymi odbéry budou testovany pomoci analyzy
variance. Vliv faktord prostfedi na mnozstvi BMAA ve vodé bude zjiStovan pomoci
mnohonéasobné regrese s postupnym vybérem, piipadné budou pouzity dalSi techniky

mnohorozmérné analyzy dat (redundac¢ni analyza v programu CANOCO).

3.3.5. Casovy plan

Tabulka ¢&. 2: Casovy plan

1.rok 2.rok 3.rok

Planovani odbérd

Odbér vzork( a zakl.limn.an.

Zpracovani vzorkd a determinace

Laboratorni analyzy

Kapalinova chromatografie

Vyhodnoceni vysledk(

Prezentace vysledk(

Treti rok budou provedeny pouze doplrikové odbéry na pfriblizné 20ti lokalitach, kde se

v predchozich letech vyskytoval vodni kvét.

3.3.6. Financ¢ni plan

1. Materialni naklady

Pozadovano

Drobny dlouhodoby hmotny majetek (pfedméty, pfistroje a zafizeni | 72 000

do 40 tis. K¢

Material 180 000
Drobné laboratorni pomucky 30 000
Kancelarské potieby 20 000
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2. Sluzby

Pozadovano
Chemické analyzy 300 000
Software 10 000
3. Cestovni naklady
Tuzemské a zahranicni cesty 45 000
4. Osobni naklady
4.1. Mzdy
Odmeéna védeckych pracovnikl Tarifni ro¢ni plat | Uvazek | PoZadovéano
Navrhovatel projektu 225 000 80% 180 000
Uvazku
Specialista 240 000 20% 48 000
Uvazku
Laborantka 225000 80% 180 000
Uvazku
4.2. Ostatni osobni naklady (OON)
Specifikace OON Pozadovano
Na technické prace 60 000
Konzultace pfi statistickém vyhodnoceni dat 10 000
5. Povinné zakonné odvody
Socidlni a zdravotni pojisténi 139 000
6. Doplrikové (rezijni) naklady
Rezie pracovisté 99 000
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Celkem na 1. rok 1373 000

Celkové naklady projektu

1.rok 2.rok 3.rok
MateridIni naklady 302 000 302 000 80 000
Sluzby 310 000 300 000 40 000
Cestovni naklady 45 000 45 000 55 000
Osobni naklady 478 000 478 000 478 000
Povinné zdkonné odvody a rezie 238 000 238 000 238 000
Celkem 1373 000 1363 000 891 000
Celkem za 3 roky 3627 000

Celkové néklady projektu na 3 roky ¢ini 3 627 000,- K¢

Polozkovy rozpis

Polozka drobny dlouhodoby hmotny majetek obsahuje 2 kusy pH metru a oxymetru — jeden
pracovni do terénu a jeden laboratorni (a rovnéz rezervni) — cena za pH metr 6 000,- K¢ a
oxymetr 10 000,- K¢ (vyrobce Voltcraft), chladici boxy, filtraéni aparaturu s ru¢ni vyvévou,
2x automatické pipety (1 pipeta= 10 000,- K¢).

PoloZka material zahrnuje zejména deset kust kitu ELISA (10 tis/ 1 kit, vyrobce
Abraxis), chemikalie potfebné k analyzam, drobné pomiicky na chemické analyzy,
planktonni sit’€ s oky 20 um a dale dalsi material potfebny k odbéru a spravnému uchovani
vzorkl - odbérovy barel 10 I, PET lahve a dalsi vzorkovnice.

Polozka drobné laboratorni pomucky zahrnuje mikroskopicka skla a dalSi nezbytné
drobné pomiicky potiebné k praci. Polozka kanceléatské potfeby zahrnuje zejména tonery.
Sluzby jsou vyhrazeny na analyzy vzorkli pomoci kapalinové chromatografie LC-MS/MS
s derivatizaci. (Analyza jednoho vzorku s LC-MS/MS ptedstavuje 1000,- K¢: 100 lokalit
3x rocné celkem vychdzi na 300 000 K¢). Sluzby zahrnuji také na na pofizeni licenci
programu Statistica a CANOCO.

Cestovni naklady zahrnuji finance na pohonné hmoty na cesty trojclenného tymu na
lokality za ucelem odbéru vzorki. V cestovnich nakladech jsou zahrnuty diety a ndklady na

ubytovani v ptipad¢ potieby pracovnikii béhem cesty.
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Ve mzdach jsou zahrnuti:

3.4.

Védecky pracovnik - 80 % tvazek: aktivné se podili na celé pfiprave 1 priabéhu
odbérti vzorkli (zdroven navrhovatel projektu), zpracovava vzorky pro dalsi
analyzy, provadi determinaci fytoplanktonu, stanoveni biomasy a imunochemické
stanoveni BMAA ELISA kitem.

Védecky pracovnik - 80% uvazek: stanoveni koncentraci Zivin, mikroskopicka
determinace.

Specialista - 20% tuvazek: chemické analyzy, determinace, stanoveni biomasy
fytoplanktonu.

2 1idé na technické prace souvisejici s odbérem vzorki jsou vedeni jako OON a
budou pomahat béhem odbérti.

Odbornik na konzultaci pfi statistickém vyhodnoceni dat — veden jako OON.

Zaveér

V ramci navrhovaného projektu budou ziskdna cenné data o mnozstvi BMAA ve stojatych

vodach Ceské republiky, které umozni vyhodnoceni zdravotnich rizik pro obyvatelstvo. Na

zéklad¢ ziskanych vysledki bude mozné zahdjit seridézni debatu, do jaké miry se BMAA

muZe redlné podilet na vyskytu neurodegenerativnich onemocnéni v populaci. Je dilezité

veénovat se problematice rozsifeni toxinu BMAA vzhledem ke zvySujici se eutrofizaci vod

na Uzemich Ceské republiky umocnéné navic klimatickou zménou, kterd v budoucnu

povede jesté k vétSimu nartistu vodnich kvétl a rizik s nimi spojenych (4Anderson et al.,

2002, Rodgers, 2013).
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