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Abstrakt

Ptedkladand diplomova prace je zaméfena na studii koagulacni faze Upravy vody
na pitnou z hlediska u¢innosti odstraiiovani cyanotoxinu microcystinu a z hlediska odpovédi
ekotoxikologickych indikatort druhu Daphnia magna na riizné koncentrace vzorku sinicového
kvétu odebraném z vodni nadrze, kterému dominuje sinice druhu Microcystis aeruginosa.
Odebrany vzorek sinicového kvétu byl davkovan ve trech koncentracich, které 1ze bézné najit
v piirodnim prostfedi, Sesti klonim perloocky druhu D. magna, pticemz tti klony jiz mély
piedchozi zkuSenost se sinici druhu M. aeruginosa a tii klony nikoliv. Proces koagulace
probihal za optimalnich podminek: pH = 6,36; KNKa4s = 0,26 mmol.I"}; Fe = 0,162 mg.I"!,
DOC = 2,83 mg.l'1 za pouziti 10,5 ml 0,125M NaHCO; ve 2 1 ultracisté vody, pficemz
jednotlivé formy microcystinu v davkované sinicové smeési byly detekovany v poméru
31,6 % MC-LR, 53,6 % MC-RR a 14,8 % MC-YR. Ukazalo se, ze koagulacni proces nebyl
schopen odstrafiovat microcystin, tj. u¢innost procesu byla nulova. V ekotoxikologické studii
byl zaznamenan rostouci negativni G¢inek na perloocky se zvysujici se koncentraci davkované
sinicoveé smési. V ramci jejich odpovédi byla zjisténa meziklonalni variabilita, avSak pfedchozi
zkuSenost s pfitomnosti sinice druhu M. aeruginosa nehrala v této studii roli. Davkovany
sinicovy kvét se zvysujici se koncentraci snizoval velikost sniisek a zvySoval mortalitu jedinct
druhu D. magna. Lze tedy konstatovat, Ze sinicovy kvét miZze mit negativni ucinek

na zooplankton jiz v pfirodé se vyskytujicich koncentracich.

Kli¢ova slova: koagulace, ekotoxikologicky indikator druhu Daphnia magna, microcystiny,

Microcystis aeruginosa



Abstract

The aim of this diploma thesis is to explore the coagulation phase in water treatment
process from two perspectives, the removal of cyanotoxin microcystin and the responses
of ecotoxicological indicator species Daphnia magna to different concentration of this toxin,
contained in a sample of cyanobacterial water bloom, which was extracted from a dam and was
dominated by cyanobacteria Microcystis aeruginosa. The sample was administered in three
environmentally relevant concentrations to 6 clones of Daphnia magna, 3 of which
had previous experience with M. aeruginosa. Coagulation process was performed
under optimal conditions: pH = 6.36; KNK4s = 0.26 mmoll!; Fe = 0.162 mgl?;
DOC =2.83 mg.I"! using 10 ml of 0.125M NaHCOj3 in two litres of ultrapure water. Individual
forms of microcystin were detected in this ratio: 31.6 % MC-LR, 53.6 % MC-RR
and 14.8 % MC-YR. The study has shown that under these conditions coagulation does not
remove microcystin, e.g. the efficiency of the process is zero. In ecotoxicological study,
with growing concentration of cyanobacterial mixture the negative impact on Daphnia magna
increased. We have found interclonal variability in responses of D. magna, however,
the previous experience with M. aeruginosa had no effect. With growing concentration
of cyanobacterial water bloom, the clutches of D. magna were smaller and the mortality higher.
It was demonstrated that cyanobacterial water flower can have a negative impact

on zooplankton even in environmentally relevant concentrations.

Keywords: coagulation, ecotoxicological indicator Daphnia magna, microcystins, Microcystis

aeruginosa



1. Uvod

V poslednich desetiletich dochézi stale Castéji k masovym rozvojim sinic v mnoha
vnitrozemskych vodnich néadrzich, pomalu tekoucich vodach a mélkych ptibfeznich motich
(Babica a kol. 2005, von Gremberghe a kol. 2009), a to piedevsim ke konci 1éta (Blahova
a kol. 2007). Sinicovym kvétem byva postizeno pies 80 % evropskych vodnich nadrzi (Bldha
a kol. 2010). Tento proces je vysledkem antropogenni eutrofizace vod, a to nedokonalé¢ho
¢isténi odpadnich vod a zvySeni odtoku ze zeméd¢lské produkce, urbanizace, rekreace,
piehrazeni fek atd. (Babica a kol. 2005, Dixon a kol. 2011, Mankiewicz a kol. 2005, Zalewski
2000). Sinice (Cyanobacteria) produkuji rizné typy toxinl, tzv. cyanotoxiny (Wiegand
a Pflugmacher 2005, Ferrao-Filho a kol. 2009), mezi které patii mnoho rozlicnych latek, jez 1ze
rozdé¢lit naptiklad na neurotoxiny, dermatotoxiny, hepatotoxiny a drazdivé lipopolysacharidy

(Sivonen a Jones 1999, Mankiewicz a kol. 2003, Mankiewitz a kol 2005).

Cyanotoxiny mohou mit akutni a chronické toxické ucinky na ostatni organismy, které
se s nimi dostanou do kontaktu, a mohou tedy ohrozit i zdravi ¢lovéka. Ptitahly si tak pozornost
veédet po celém svéte (Magalhaes a kol. 2003, Orr a kol. 2003, Jang a kol. 2008, Gérard
a kol. 2009, van Gremberghe a kol. 2009, Rodriguez a Wiegand 2010). Nejvice vystavované
cyanotoxinim jsou organismy vodni, a tak l1ze pfedpokladat, Zze pravé u nich mohlo dojit
k vyvoji n¢jakych adaptaci, které by zmirnily negativni vliv sinicového kvétu (Hairston
a kol. 1999). Tato prace se zaméfila mimo jiné na existenci téchto adaptaci u perloocek.
Konkrétné byly provedeny testy na perloo¢ce druhu Daphnia magna, ktera je jednim
z nejvyuzivanéjSich druhi v ekotoxikologickych studiich (Liping a kol. 2011, Bléha
a kol. 2010, Wiegand a Pflugmacher 2005, Zhang a kol. 2009) a ktera se ve vodnich nédrzich
se sinicemi muze vyskytovat. Studovéano bylo Sest klont t¢hoz druhu, pfi¢emz tfi z nich jiz
mély piedchozi zkusenost s danou sinici a tii klony nikoliv. Néasledné vyhodnocovani vysledka
bylo soustfedéno na rozdily v odpovédich jednotlivych klont a odhaleni potencidlniho vlivu
jejich ptedchozich zkuSenosti se sinici druhu Microcystis aeruginosa, jez se stiva dominantnim

druhem sinicového kvétu v Ceské republice a stiedni Evropé (Bldha a Marsalek 2003).

K masivnimu rozvoji sinicového kvétu dochazi i na vodnich dilech, odkud se upravuje
kazda ¢ast svéta zavisla na pitné vod¢ ziskdvané z povrchovych vod mé nebo bude mit problém
s toxickymi sinicemi v ramci svého systému upravy pitné vody. Proto je tfeba studovat
eliminaci sinic a jejich toxind ze surové vody (Hoeger a kol. 2004, Hoeger a kol. 2005).

Zakladnimi slozkami Gpravy vody jsou koagulace, filtrace a hygienické zabezpeceni. Nicméné
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vybér specifickych koagulacnich procest byl tradi¢né zalozen na zakalu surové vody a obvykle
nebyval optimalizovdn pro odstranovani latek, jakymi jsou microcystiny, tj. cyanotoxiny
produkované sinici druhu M. aeruginosa, které maji mnoho forem a nesnadno se odstranuji
béznymi procesy Upravy vody (Bldha a Marsalek 2003). To mlze v kone¢ném disledku vést
k malé uc¢innosti odstranovani microcystini a kuptikladu nasledné tvorb¢ skodlivych vedlejsich
produkti dezinfekce vod (Widrig a kol. 1996). Z tohoto divodu je tieba 1épe porozumét procesu
koagulace. Proto se studie této diplomové prace zaméfuje mimo jiné i na i€innost odstranovani
nejbéznéjsich forem microcystini koagulaci, procesem bézné vyuzivanym pii upravé vody

na pitnou.
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2. Literarni reSerSe
2.1 Microcystiny a jejich vliv na ¢lovéka

V  Ceské republice a stfedni Evropé byva dominantnim druhem sinicového kvétu
predev§im druh Microcystis aeruginosa (Blaha a kol. 2010), ktery je vyznamny produkci
toxind, mimo jiné microcystint (Shen a kol. 2003, Vieira a kol. 2005, Mohamed 2008). Béhem
celého svého zivotniho cyklu (Dixon a kol. 2011) miize produkovat sinice druhu M. aeruginosa
nékolik riznych toxint (Liirling 2003); jejich spektrum i obsah v biomase se mlize vyrazné
ménit béhem jedné vegetacni sezony (Sivonen and Jones 1999, van Gremberghe a kol. 2009,
Liirling 2003). Piitom vSak mnoZzstvi toxinu koreluje s mnozstvim biomasy (Carmichael 2001).
K nejvyssi produkci toxinia tedy dochazi v dob¢, kdy je sinicova biomasa nejvyssi (Pivokonsky

a kol. 2011).

Microcystiny (MC) predstavuji sekundarni metabolity sinic, hepatotoxické cyklické
heptapeptidy (Sivonen and Jones 1999, Liirling 2003, Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010, Blédha
a kol. 2010, Campinas a Rosa 2010) toxické pro nejriznéjsi organismy. Je znamo pres
110 strukturnich variant microcystini (Dietrich a Hoeger 2005, Meriluoto a Codd 2005,
Puddick 2013), pficemz ziejmé& nejbéznéjsimi microcystiny jsou microcystiny-LR, -YR a -RR
(Lawton a Edwards 2001). Jejich hlavnim strukturnim rozliSenim je druh navazané
aminokyseliny: MC-LR obsahuje L-aminokyselinu leucin (L) a arginin (R), MC-YR obsahuje
leucin a tyrosin (Y), MC-RR obsahuje dva argininy (Mankiewitz a kol. 2005). Jedna se spiSe
o malé molekuly s nizkou molekularni hmotnosti pohybujici se v rozpéti 800-1000 Da (Hitzfeld
a kol. 2000). Vétsina microcystind je pomérné hydrofilni, ve vodé dobie rozpustna a neté¢kava
(Watanabe a kol. 1995, Tsuji a kol. 1995). Nejfrekventovanéji sledovany je MC-LR
(Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010, Hitzfeld a kol. 2000).

Hlavni mechanismus u¢inku microcystini na zivoc€ichy spociva v inhibici aktivity
enzymu protein fosfatdzy 1 a 2A, které uvniti bunék vSech organismt plni dalezitou ulohu
v regulacnich procesech a pii prenosu signali (MacKintosh a kol. 1990). Bylo také zjisténo,
ze se microcystiny vazi na beta-podjednotky ATP syntazy, a ovliviiuji tak i energetické pochody
v buiikédch (Mikhailov a kol. 2003), dal§im G¢inkem je vyvolani oxidativniho stresu (Wiegand
a Pflugmacher 2005). U obratlovcti pisobi microcystiny pfedevsim na jatra (hepatotoxicita)
(Jochimsen a kol. 1998), dale na ledviny, plice a stieva (Chorus a Bartram 1999). Navic jsou
povazovany za latky podporujici nadorové bujeni (tzv. promotory karcinogeneze) (Fitzgerald

2001) a existuji diikazy o jejich genotoxicité (Zegura a kol. 2004, Zhan a kol. 2004).
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Lidé mohou pfijit do styku s toxiny ze sinic pozitim ¢i pfimym kontaktem s télnim
povrchem. Expozice je proto mozna naptiklad pi1 rekreacnich aktivitach, pozitim
kontaminovanych zemédélskych produkti (Abe a kol. 1996, Codd a kol. 1999, McElhiney
a kol. 2001) ¢i kontaminovanych koryst a ryb a dalSich potravin (Gilroy a kol. 2000, Palikova
a kol. 2007). Jiz v ptipad¢ rekreace se v ramci kumulace toxini muze jednat o zdravotni rizika
(WHO 2003), kdy pii kontaktu s nimi ¢i jejich konzumaci mohou zpiisobovat podrazdéni ktize,
alergické odpovédi, puchytky ¢i prijem (Ressom a kol. 1994, Codd 2000, Mankiewicz a kol.
2005).

Kromé¢ toxicity je dalsi problematickou vlastnosti microcystini jejich pomérné vysoka
stabilita a odolnost vici rozkladu (Watanabe a kol. 1995, Tsuji a kol. 1995), jez vyrazné
komplikuje jejich eliminaci v procesu Upravy pitné vody (Bartram a Chorus 1999). DileZitou

roli pti jejich rozkladu hraji mikrobialni, fotolytické a hydrolytické procesy (Tsuji a kol. 1995).

V reakci na rostouci obavy z akutnich a chronickych ucinkti plisobenim microcystinti
stanovila Svétova zdravotnickd organizace v roce 1998 orientatni hodnoty maximalniho
mnozstvi microcystinu-LR v pitné vodé na 1,0 pg.l! (Hitzfeld a kol. 2000, WHO 1998).
Hodnota byla vypocitana pomoci TDI (tolerable daily intake — tolerovany denni piijem)
(0,04 mg.kg! télesné hmotnosti), se standardnim dennim piijmem vody v litrech (L = 2 1)
jedince dané télesné hmotnosti (BW = 60 kg) a s podilem (P = 0,8) z celkové denni davky
piijmu pitné vody vztahem: TDIx BW x P/ L. Vysledna hodnota 0,96 ug.1"! byla zaokrouhlena
na 1,0 ug.l! a méla by byt pouzivana pro microcystin-LR extracelularni a vazany v buitkach
(WHO 1998). Vzhledem k tomu, Zze smérnicovd hodnota ve skutecnosti plati pouze
pro microcystin-LR, v situacich, kdy se nejednd o pievladajici formu microcystinu, nebo
dokonce tato forma neni vibec pfitomna, mize byt vyhodnoceni kvantitativnich méteni

s ohledem na maximalni koncentraci dle normy problematické (Hitzfeld a kol. 2000).

2.2 Microcystiny a zooplankton

Sinice slouzi jako potrava zooplanktonu, ktery je vSak sdm predovan zastupci vyssich
trofickych stupiii (napt. rybami), a vyznamné se proto podili na transportu latek a toku energie
ve vodnich ekosystémech (Liping a kol. 2011, Shams a kol. 2014) - pfitom vSak muze byt
zooplankton pro své predatory i zdrojem nakumulovaného microcystinu (Rohrlack a kol. 2005,
Ferrao-Filho a kol. 2002). I sinice druhu Microcystis aeruginosa obecné vzato slouzi jako
potrava filtrujicim konzumentiim, naptiklad nékterym druhim zooplanktonu. Avsak tato sinice
muze snizovat predacni tlak nckolika zplisoby. Za prvé, prostiednictvim tvorby kolonii

v ptitomnosti zooplaktonu (van Gremberghe a kol. 2009), diky ¢emuz mohou sinice znesnadnit
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své poziti, a interferovat tak se schopnosti filtrace zooplanktonu (Kurmayer a kol. 2001, Wilson

a kol. 2005).

Za druhé, sinice byvaji z nutri¢niho hlediska zpravidla nevyhodnou potravou. Maji
nizky obsah nenasycenych mastnych kyselin a steroltl (Brett a Muller-Navarra 1997, von Elert
a kol. 2003, Martin-Creuzburg a kol. 2008) a jejich membrany a slizové vrstvy jsou obtizné
stravitelné¢ (Kurmayer a Jittner 1999), coz je ¢ini nutricné chudymi ve srovnani

napf. se zelenymi fasami.

Za treti, rod Microcystis produkuje Sirokou Skdlu sekundarnich metabolitli, mimo
microcystinu (Chen a kol. 2005, Nizan a kol. 1986, Jang a kol. 2008, Liirling a Beekman 2006),
naptiklad anatoxin-a, cylindrospermopsin inhibitory proteazy (Schwarzenberger a kol. 2010),
microviridin J ¢i microcin SF608 (Kaebernick a kol. 2001, Rohrlack a kol. 2003), mastné

kyseliny jako napi. gama-linolenové kyseliny (Reinikainen a kol. 2001).

Dokonce je dolozeno, ze jsou tyto sinice v pfitomnosti dospélci (vice nez mlad’at)
schopny produkovat vét§i mnoZzstvi microcystint (Jang a kol. 2008, DeMott 2003). Svou roli
v této kiehké rovnovaze kromé filtratori hraje vliv bakterialniho rozkladu a pfitomnost parazit
sinic (Shams a kol. 2014). Miize také dojit k ndhlé degradaci sinicovych bunék vlivem vodnich
mikroorganismil (Chorus 2001, Lemes a kol. 2008, Maruyama a kol. 2006, Okano a kol. 2009),
nacez pii tomto rozpadu bunék vzristd koncentrace extracelularnich microcystinii ve vodé

(Sivonen a Jones 1999).

Efektivni filtratofi, jako jsou napft. perloocky rodu Daphnia, jsou povazovany za jeden
z kliCovych druhti potravniho fetézce ve sladkovodnich ekosystémech. Dokonce mohou
za vhodné kombinace pocatecnich podminek a predchozich zkuSenosti kontrolovat vyvoj
sinicového kvétu rodu Microcystis (Christoffersen a kol. 1993, Dejenie a kol. 2009, Peretyatko
a kol. 2012). Populace toxické sinice Microcystis ale podle nckterych studii nemusi byt
ovlivilovany spasanim zooplanktonem, naopak miize tato sinice potlaCovat rast populaci
filtratort, coz mize mit za nasledek pokles biomasy zooplanktonu a zménu jeho struktury
s ohledem na vyskyt mensich druhii apod. (Ghadouani a kol. 2003, Czarnecki a kol. 2006).
V souladu s témito poznatky existuje né€kolik pfipad, kdy kupiikladu biomanipulace

aplikovana pii vyskytu sinic selhala (Gulati a kol. 2008, Jeppesen a kol. 2007).

Predpoklada se, ze perloocka rodu Daphnia svou kotist neselektuje, tudiz nerozliSuje
mezi toxickymi a netoxickymi casticemi. Variabilita odpovédi perloo¢ek na mnozstvi

potravnich zdroji, teplotu, toxické piimési ve studiich a inhibice mechanismu krmeni
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se v experimentech projevuje v odliSné rychlosti ristu populaci, velikosti populace,
individualnim rastem, celkovou plodnosti a schopnosti pohybu (Jang a kol. 2008, Sarnelle
a kol. 2010, Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010, Liirling a Beekman 2006). Nékolik studii
ukdzalo silny vliv sinice druhu Microcystis aeruginosa na rostouci mortalitu, vyssi selektivitu
a inhibici schopnosti pfijmu potravy, sniZujici se rast, opozdéné dospivani a snizenou produkei
potomstva u téchto perloocek (DeMott a kol. 1991, Zhang a kol. 2009). Jiné studie naopak
dokladaji, ze jedinci ¢i populace nékterych druhii rodu Daphnia jsou dokonce schopni
adaptovat se na pfitomnost toxiny produkujicich sinic ¢i na dal§i nepfiznivé vlivy,
kupf. ptitomnost kairomont (Hairston a kol. 1999 a 2001, Gustafsson a Hansson 2004, Riessen

2011, Schwarzenberger a kol. 2010, Martins a kol. 2007).

Vyrovnani se s neptiznivymi podminkami geneticky podminénou adaptaci neni jedinou
moznosti pfizpisobeni. Paklize budou potomci vystaveni stejnym podminkam zivotniho
prostiedi jako jejich matky, mohou byt 1épe pfipraveni nez mateiska generace. Tento jev
piedavani informaci o zivotnim prostiedi z matek na potomky je znamy jako maternalni efekt
(Mousseauova a Fox 1998). V nékterych ptipadech miize zvysit produkci populace perloocek
az 0 40%, a muze tak piispét ke stabilizaci materidlového a energetického transferu do vyssich
trofickych tirovni (Gustafsson a kol. 2005). Daphnia je rod, ve kterém jsou ucinky maternalniho
efektu zkoumany, vcetné¢ dravcem indukovanych morfologickych obrannych pfizpiisobeni
(Tollrian 1995) a stfidani mezi asexudlni a sexudlni reprodukci (LaMontagne

a McCauley 2001).

Tato diplomova prace pouziva, stejné¢ jako mnohé jiné ekotoxikologické studie, druh
Daphnia magna (Liping a kol. 2011, Blaha a kol. 2010, Wiegand a Pflugmacher 2005, Zhang
a kol. 2009, Villarroel a kol. 2003). Ve vétsiné ekotoxikologickych studii s timto druhem
vsSak nebyva bran zfetel na rozliSeni vyuzivaného klonu samotného (naptiklad Jang a kol. 2008,
van Gremberghe a kol. 2009, Hitzfeld a kol. 2000), natoz na jeho historii (Lemaire a kol. 2012,
Dao a kol. 2010, Zhang a kol. 2009, Kim a kol. 2003, Smutna a kol. 2014).

Na tuto problematiku byla tedy zaméfena pozornost v mé praci v ramci reakci Sesti
klonG druhu Daphnia magna na ptitomnost sinicového kvétu druhu Microcystis aeruginosa
a dalsich latek vyskytujicich se v pfirodnim prostiedi. Historii testovaného klonu tato studie
uvazuje tim, ze pouziva tfi klony, které se jiz diive s druhem Microcystis aeruginosa setkaly
a tfi, které tutu zkuSenost nemaji. Dosavadni ekotoxikologické studie navic trpély uzkym
zaméfenim na izolované microcystiny, zatimco role ostatnich toxickych latek pfitomnych

ve vodnim kvétu sinic nebyly komplexné prozkoumény do stejné hloubky (Koski a kol. 1999,
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Palikova a kol. 2007, Yang a kol. 2011, 2012). I tento problém se tato studie snazi fesit,
a to pouzitim smesi ziskané ptfimo z ptirodni lokality.

2.3 Uprava vody a odstraiiovani microcystint

Mezi vyznamné problémy upravy povrchové vody se v soucasnosti fadi problematika
odstraniovani organickych latek ptirodniho ptivodu (NOM — natural organic matter) (Takaara
a kol. 2007). NOM jsou komplexni smési sloucenin, vzniklou zejména rozkladem zivocisného
a rostlinného materialu (Newcombe a Drikas 1997). V ramci upravy pitné vody odkazuji
na soubor organickych sloucenin pfitomnych v pfirodnich vodach (Widrig a kol. 1996), mezi

které patii i microcystiny.

NOM maji vyznamny vliv na mnoho aspektt tpravy vody z ptirodnich zdroji (napf.
na oxidaci, koagulaci, filtraci) v€etné potencialu pro vytvareni skodlivych vedlejSich produkta
dezinfekce vody a mohou podporovat rast bakterii v distribu¢nich soustavach (Widrig
a kol. 1996). Povaha, distribuce a reaktivita organickych latek ve vodnich zdrojich jsou
determinovany riznymi biogeochemickymi jevy vyskytujicimi se v pfirozeném systému fek
a jejich povodi, a to povahou a silou interakce mezi vychozimi organickymi latkami,
biologickymi cykly, chemii pidy a hydrologii (Goel a kol. 1995). Obecné plati, ze slozeni NOM
je ve velkych nebo vysoce produktivnich jezerech a nadrzich ovliviiovano predevs§im fasami,
zatimco vétSina NOM v malych jezerech a naddrzich s nizkou produktivitou pochazi spise

z externich zdrojt (Widrig a kol. 1996).

Obzvlasté obtizné odstranitelné latky v ramci NOM jsou latky produkované
pfi masovém rozvoji fytoplanktonu (tzv. algal organic matter, AOM) (Takaara a kol. 2007).
AOM lze obecné rozdélit na latky, které se uvoliuji vlivem metabolické Ccinnosti
mikroorganismil (extracellular organic matter, EOM) a déle pak na latky uvoliované vlivem
jejich masivniho odumirani, tj. bunécnou lyzi (cellular organic matter, COM) (Pivokonsky
a kol. 2009). Jsou tvofeny pievazné polysacharidy a nékterymi proteiny (Pivokonsky
a kol. 2006, Takaara a kol. 2007). Pfi Gpravé vody z technologického hlediska znamenaji AOM
fadu negativ jako jsou kupft. zhorSené organoleptické vlastnosti (Dixon a kol. 2011), vznik
vedlejSich produkti dezinfekce vody, tedy trihalogenmetani a halogenderivati kyseliny
octové, a v nekterych ptipadech i toxicita (Takaara a kol. 2007, Goel a kol. 1995, Pivokonsky
a kol. 2011). I pfesto jim doposud nebylo vénovano piiliS mnoho pozornosti (Pivokonsky

a kol. 2011, Goel a kol. 1995).
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Uginné odstranéni AOM prostiednictvim koagulace zavisi na mnoha proménnych.
Koagulace, bézn¢ aplikovany zadkladni proces upravy vody, ktery byl historicky zapojen
do praxe ¢isténi odpadnich vod za G¢elem snizeni rovné zékalu a organickych latek ptirodniho
pivodu (Takaara a kol. 2007), spociva v pfidani relativné vysoké davky destabiliza¢niho
Cinidla, které¢ vede k tvorbé vlocek. Pravé na tyto vlocky jsou vazany nezadouci latky,
coz umoznuje jejich odstranéni z upravované vody naslednou sedimentaci a separaci vlocek
(Jurczak a kol. 2005, Pivokonsky a kol. 2009). Uginné odstrandni AOM (véetné sinic
a rozpuSténych toxinll) pomoci koagulacniho procesu zavisi na pH, reakénim case, typu
destabiliza¢niho ¢inidla a jeho ddvkovani a na mnozstvi AOM, které vstupuji do procesu upravy
vody (Jurczak a kol. 2005, Pivokonsky a kol. 2009). K destabilizaci pii koagulaci jsou nejvice
vyuzivané hlinit¢é a zelezit¢é soli, zvlasté¢ pii vyskytu DOM (dissolved organic
matter — rozpusténych organickych latkdch) ve vzorcich upravované vody (Rebhun

a Lurie 1993).

Mirocystiny jsou biosyntetizovany uvniti bunck sinic a pouze 2-10 % z celkového
mnozstvi microcystinu je obsaZzeno vné bunék (Babica a kol. 2007, Pivokonsky a kol. 2009).
Toxiny (a jiné organické latky) mohou byt uvoliiované do vody pfirozenou cestou v piirodé
(ptirozena lyze bunék ¢i jejich poSkozeni) ¢i mechanickym a chemickym rozruSovanim
(indukované uvoliovani toxinu). Dtlezitou ¢asti tipravy vody je tudiz odseparovani intaktnich
buné¢k sinic udrzujicich vétsinu metabolitli uvniti bun¢k (Campinas a Rosa 2010). Zbyvajici
rozpusténé organické latky ptirozené vypousténé do vod (cyanotoxiny a AOM) mohou byt

odstranovany adsorbovanim na aktivni uhli (Dixon a kol. 2011).

Mira odstranéni microcystinli zavisi na pouzité technologii upravy vody. Zakladni kroky
upravy jako koagulace ¢i filtrace jsou schopny odstranit microcystiny pod detekovatelné
hladiny ve vzorcich s koncentraci nizsi nez 2-3 pg.I'! (Hitzfeld a kol. 2000, Hoeger a kol. 2005,
Blahova a kol. 2007, Blaha a Marsalek 2003). Eliminace microcystinti pfitomnych ve vysSich
koncentracich je dle n¢kolika studii uspésnd, je-li do upravy vody zahrnuta ozonizace nebo
filtrace pres aktivni uhli (Lambert a kol. 1996, Hrudey a kol. 1999). Je pravdépodobné,
Ze v ramci odstraiovani cyanotoxinl se vSak ucinnost procesu Upravy pitné vody do urc€ité miry
1181 riznymi zdroji vody a téz riznymi druhy sinic (Jurczak a kol. 2005), nicméné obé¢ ucinné
metody (ozonizace a filtrace pres aktivni uhli) jsou stale pomérné vzacné v Gprave pitné vody
v Ceské republice (Blaha a Marsalek 2003). Cilem této prace je tedy i zjistit, na kolik je bézny
proces upravy vody — koagulace - schopen za idealnich podminek odstranit nejbéznéjsi formy

microcystinu pochazejici z u nas bézné se vyskytujici sinice druhu M. aeruginosa.
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3. Cile prace

Dvéma hlavnimi cili pfedkladané diplomové prace je zjistit, jaké mnozstvi microcystinu
zbyva v upravované vodé po procesu koagulace, a porovnat dusledky plisobeni microcystiny

obsahujici sinicové smési na jedince a klony druhu Daphnia magna.
Mezi dil¢i otazky této prace patfi:

(1) S jakou tcinnosti je pii upraveé vody proces koagulace schopen vyvéazat zkoumané
formy microcystinu?

(2) Bude se lisit chovani druhu Daphnia magna v ramci riznych koncentraci
po vystaveni pusobeni sinicové smési (akutni a chronické toxicita)?

(3) Reaguji jednotlivé klony téhoz druhu odliSne?

(4) Hraje roli pfedchozi zkuSenost s pfitomnosti sinice druhu Microcystis aeruginosa

u jednotlivych klonti?

Studie byla koncipovana tak, ze Sest klonti druhu Daphnia magna odebranych
z ptirodniho prostfedi a chovanych posléze v laboratornich podminkéch bylo testovano
na vzorek smési latek odebrany z piirodniho prostiedi ze sinicového kvétu ve vodni nadrzi,
ze které se upravuje voda na pitnou. Slozeni smési bylo charakterizovano pomoci mnozstvi
rozpusténého organického uhliku (DOC = 2 g.I'!), analyzovéany byly i koncentrace nékterych
konkrétnich forem microcystinti. Smés byla davkovana tak, aby bylo dosazeno tii koncentraci,
jez lze najit v ptirodnich lokalitdch. Na rozdil od mnoha ptedchozich studii, kde byl davkovan
pouze izolovany microcystin (napt. Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010, Kim a kol. 2003,
Hernadndez a kol. 2009), odpovidalo ndmi pouzité zastoupeni jednotlivych slozek smeési

produkované sinicovym kvétem vyskytu v pfirozeném vodnim prostiedi.
Na zéklad¢ cilt prace vznikly nésledujici pocatecni hypotézy:

a) Koagulaci bude odstranéno minimalné 50 % sledovanych forem microcystinu.
Pii studiu procesu koagulace Pivokonskym a kol. (2009) byla G¢innost odstranéni
COM (organickych latek nachéazejicich se uvniti bun€k) procesem koagulace
za pouziti siranu Zelezitého jakozto agregaéniho ¢inidla rovna 46 %.

b) Pritomnost microcystinu se v zavislosti na koncentraci projevi ruzné silné
na umrtnosti a reprodukcnich a rustovych charakteristikach jedincu a klonu druhu

Daphnia magna.
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d)

Ukazuje se, ze pfitomnost microcystint ve veét$ing pripada inhibuje aktivitu, snizuje
velikost snasek, veék primipar, ristovou rychlost jedincti a zvySuje umrtnost druhu
D. magna (Jang a kol. 2008, Sarnelle a kol. 2010, Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010,
Liirling a Beekman 2006).

Jednotlivé klony se budou v techto reakcich lisit.

Je mozné, Ze jednotlivé klony se budou lisit ve svych reakcich na rizné koncentrace
sinicové smési v ramci pfizpusobeni se toxickych podminkdm prostiednictvim
genetické adaptace ¢i epigenetického maternalniho efektu (Nizan a kol. 1986,
Czarnecki a kol. 2006, Gustafsson a kol. 2005, Sarnelle a Wilson 2005, Wilson
a kol. 2006, Smutnd a kol. 2014). Coz se dotykd problematiky porovnavani
ekotoxikologickych studii, které jsou provadény bez ptihlédnuti ke konkrétnimu
klonu v dané studii vyuzitému.

V rozdilech mezi klony bude hrat roli predchozi zkuSenost s pritomnosti sinice druhu
Microcystis aeruginosa.

Adaptace na pfitomnost sinice na zaklad¢ predchozi zkuSenosti by se mohla
projevovat kuptikladu snizenou umrtnosti, vétsi velikosti snlisek, niz§im vékem
primipar v porovnani s klony bez zminované piedchozi zkuSenosti (Gustafsson
a Hansson 2004, Sarnelle a Wilson 2005, Wilson a kol. 2006, Sarnelle a kol. 2010,
Hairston a kol. 1999 a 2001, Gustafsson a kol. 2005).
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4. Metodika

4.1 Material a priprava experimentu

4.1.1 Pokusné klony perloocek a jejich kultivace

Do pokusu bylo odchovano 6 klonti perlooc¢ek druhu Daphnia magna zaslanych sluzbou
FedEx (ptfepravovany 1 den) v plastovych 50ml ampulich (po zhruba 25 jedincich od kazdého
klonu) s chladici lahvi z belgické univerzity KU Leuven z laboratofe Laboratory of Aquatic

Ecology, Evolution and Conservation spolupracujici PhD studentkou Veerle Lemaire.

Klony byly ndhodné oznaceny Hi az He. U vSech Sesti klonl je zndmo, zda se setkaly
¢i nesetkaly béhem svého vyvoje se sinici druhu Microcystis aeruginosa. Tyto informace vSak
béhem experimentli nebyly znamy. Tti klony jiZ tu zkuSenost mély, tfi klony nikoliv (obdobné

jako ve studii Sarnelle a kol. 2010).

Klony Hi, H3 a He byly v roce 2007 odebrany PhD studentkou Sarah Rousseaux z téze
belgické univerzity na lokalit¢ OM2 — Oude Mere 2 (Abdij van Park, Leuven, Belgie
50°51°47,82"'N; 04°43°05,16"'E) (viz obr. 1) a klony H>, H4 a Hs byly odebrany na lokalité
KNO15 — Knokke 15 (Belgie 51°20°05,62"'N; 03°20°53,63"'E) (téZ viz obr. 1). Charakteristiky
obou vodnich dél jsou shrnuty v tabulce 1. Klony Hi, H3z a He jiz mély pfedchozi zkuSenost

s pritomnosti sinice druhu M. aeruginosa, zbylé klony Ha, Hs a Hs nikoliv.
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Obrazek 1 : Lokality odbéru klonti — klony Hi, H3 a Hs odpovidaji odbéru OM2, klony
H», H4 a Hs odpovidaji odbéru KNO15, ostatni lokality se nepoji k této praci (pfevzato z prace
Rousseaux 2011).
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Tabulka 1: Charakteristika lokalit, z nichz byly odebrany testované klony.

Plocha Mnozstvi Oz Konduktivita Chlorofyl a
Lokalita Poloha 5 ) pH ) )
[m*] [mg.I"] [pS.cm™] [ng.I']
OoM2 vnitrozemi 32000 11 9,24 82 43,5
KNO15 pobiezi 350 10,4 9,32 461 2,52

Klony byly odchovavany ve sklenénych tfilitrovych lahvich podobné jako ve studii
Kima a kol. (2003) v dechlorované vodé¢ o teploté¢ 17 °C (Sarnelle a kol. 2010), které bylo
docileno dlouhodobym provzdusiovanim ve velkoobjemovych plastovych kanystrech
s odstranovanim vysrazenych oxid. Odchov probihal pfi svételném cyklu 16 h svétlo / 8 h tma
(Jang a kol. 2008, Liirling a Beekman 2006, Gustafsson a kol. 2005, Hulot a kol. 2012, Kim
a kol. 2003, Lemaire a kol. 2012, Smutnd a kol. 2014). Postupné byly nové generace
pfemistovany do novych paralelnich lahvi. Perlooc¢ky byly krmeny fasou druhu Scenedesmus
obliguus (Gustafsson a kol. 2005, Hulot a kol. 2012, Lemaire a kol. 2012) kazdy druhy den
(Liirling a Beekman 2006).

4.1.2 Kultivace Fasy druhu Scenedesmus obliquus

Rasa druhu Scenedesmus obliquus byla kultivovana v separované mistnosti s umé&lym
osvétlenim nastavenym na svételny cyklus 12 h svétlo / 12 h tma (Sarnelle a kol. 2010,
Gustafsson a kol. 2005, Kim a kol. 2003) pii teplot¢ 20 °C (Liirling a Beekman 2006,
Gustafsson a kol. 2005, Hulot a kol. 2012) v autoklavem sterilizovanych délicich bankach
o objemu 2 l. Koncentrace bun¢k byla udrzovana na piiblizné€ stejné hustoté s kontrolami
pomoci fluorimetru pribéznym dolévanim zivného roztoku. Jako zivny roztok bylo pouzito
zakladni médium pro kultivaci terestrickych fas a sinic BBM (Bold-Basal/Bristol Medium)
(Bischoff 1963) viz Piiloha I. Roztok byl dale v 250ml uzaviratelnych sklenénych lahvich
sterilizovan v autokldvu (Kim a kol. 2003). Sterilizovany zivny roztok byl odstaven

k vychladnuti na 40 — 20 °C a nasledn¢ uskladnén v lednici pii 4 °C.

4.1.3 Priprava davkované sinicové smési

V 1été roku 2011, pfed zahdjenim mé diplomové prace, byly odebrany ze Zameckého
rybniku v Dobii8i vzorky sinicového kvétu druhu Microcystis aeruginosa. Odbér byl provadeén
pomoci planktonni sit¢ o velikosti ok 0,01 mm. Takto ziskané bunky byly dale odd€leny
od ptipadnych hrubych necistot promytim v destilované vodé (pH stabilizovano na hodnoté
7 pomoci 0,125M NaHCOs3) a naslednym cezenim pies nerezové sito o velikosti ok 0,1 mm.

Buiiky byly separovany z vody filtraci pfes membranovy filtr s velikosti pért 0,22 um, nacez
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byly smichdny s demineralizovanou vodou a nasledné destruovany ultrazvukem (UP400S,
Hielscher Ultrasonics, SRN) v ledové lazni po dobu 5 minut pfi frekvenci 20 kHz a vykonu
240 W. COM byly dale odd€leny od zbytki bunééné hmoty pomoci membranového filtru
0,22 pum (Millipore, USA). V dalSim kroku bylo provedeno zahusténi COM pfii 20 °C na rotacni
vakuové odparce (Laborota 4000 HB/G1, SRN). Takto ziskané vzorky COM s koncentraci
organického uhliku (DOC — dissolved organic carbon) 2 gl byly nasledné zamraZeny
a uchovavany pii teploté -18 °C.

4.2 Struktura experimentu

4.2.1 Faze experimentu

V prvni fazi studie byla jedincim druhu D. magna spolu s krmnou fasou davkovana
microcystiny obsahujici sinicovd smés ziskand z piirodniho prostfedi ve tfech rtiznych
koncentracich, které se mohou v pfirodé vyskytovat. Ve druhé fazi studie prosla tataz sinicova
smés koagulaénim procesem, ktery je b&zné v CR pii upravé vody pouzivan, pfiemz nasledné
testovani jedinct druhu D. magna probihalo stejnym zptsobem.

4.2.2 Vybér pokusnych organismi a manipulace s nimi

Do pokusu byly jedinci vybirani pipetou z tiilitrovych lahvi. Obsah tiilitrové lahve byl
michanim rozptylen do celého sloupce a pfiblizné ze stiedu byli pipetou separovani jedinci
podobného juvenilniho stadia (stafi 2-3 dnli) do jednotlivych oznafenych kadinek (Jang
a kol. 2008). Pfi pfemistovani a sledovani jedinct kazdy druhy den byly z kadinky ptipadné
nejdiive odpipetovani a spocitdni nad bilou podlozkou novorozeni jedinci nasatim jedince
do pipety, po okamzitém piremisténi nad odkladaci kadinku byla znovu zkontrolovéana
pfitomnost jedince v pipeté¢ a termindlni kontrola pfitomnosti jedince byla provedena
po opatrném vpusténi jedince do vody v kadince. Jako posledni byl piemistovan mateisky
jedinec do nové¢ piipravené pokusné kadinky. Pipeta byla mezi odbéry z jednotlivych kadinek
promyvana provzdusnénou vodou. V piipadé terminalni faze pokusu, kdy byli jiz odebirani
novorozeni jedinci, nikoliv matetsky jedinec, tito byli pipetou vybirani ndhodné ptedem, aby
se zamezilo specifikaci vybéru, kterou s sebou muze ptinést kuptikladu posledni zbyly jedinec.

4.2.3 Odbér a davkovani krmné rasy

Kultura kultivované tasy byla ptfed zahajenim pokusné fiaze odborné zkontrolovana
RNDr. Lindou Nedbalovou, Ph.D., stiena byla z délici baniky do autoklavem sterilizované

Erlenmeyerovy banky potazené alobalem, aby méfeni fluorescence bylo konzistentni. Suspenze

fas bylo odebrano nadmérné mnozstvi, aby bylo zamezeno piipadnému nedostatku v zavéru
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davkovani této smési v pokusu. Koncentrace chlorofylu v roztoku byla Sestkrat premétena
fluorimetrem, hodnoty zaznamendny a zprimérovany a z nich piepocCtena hustota bunck
v zivném roztoku. Dle potfeby byl roztok nafedén dechlorovanou provzdusnénou vodou, aby
mohl byt pipetovan ve 2ml standardizovanych davkach do kazdé kadinky s pokusnym
organismem, piicemz byl obsah baiiky pti davkovani pravidelné promichdvan. K paralelam pfi
jedné koncentraci byla pfifazena jedna pipeta, kterd byla mezi paralelami proplachovana

destilovanou vodou.

4.2.4 Davkovani sinicové smési

Zamrazena plastova 100ml lahev s microcystinovou smési byla premisténa do vodni
lazn¢ (Memmert) a roztok v ni rozmrazen pii 30 °C. Do kadinek bylo pipetovano mnozstvi

sinicové smési dle odpovidajici koncentrace, jak je uvedeno v tabulce 2. Obsah lahve

byl pti davkovani pravidelné promichavan.

Tabulka 2: Pfehled davkovanych mnozstvi microcystiny obsahujici sinicové smési.

Koncentrace C1 C Cs3 K

MC-smés [ml] 0,05 0,50 2,00 0,00

Davkovani probihalo pomoci pipet (FinnPipette) ptimo nad hladinou vody, aby se zamezilo
pfipadnému stékani smési po sténé kadinky, pfi¢emz kazda pouzita lahev se zbytkem sinicové
smési byla oznacena datem a znovu zamrazena.

4.2.5 Sklenicova zkouska (jar test)

Sklenicova optimalizatni zkouSka je proces optimalizace podminek destabilizace
a agregace. Umoznuje jednoduchym zplsobem modelovat Upravu vody za pouziti
odstupiiovanych davek destabiliza¢niho ¢inidla. Optimalni davka destabiliza¢niho cinidla
je takova, pfi které je dosazeno maximalniho snizeni obsahu sledovaného parametru (Al/Fe,
DOC, zékal, atd.). Jedna se o davku, pii které dochézi k potlaceni energetické bariéry a k i¢inné
destabilizaci zneciSt'ujicich pfimési (Pivokonsky a kol. 2011). Sklenicova zkouSka byla
uskutecnéna v osmimistné michaci koloné ve dvoulitrovych reakénich nadobach v laboratofi

Ustavu pro hydrodynamiku AV CR, v. v. i. (viz obrazek 2).
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Obrazek 2: Sklenicova optimaliza¢ni zkouska probihajici v osmimistné michaci koloné
v laboratofi Ustavu pro hydrodynamiku AV CR, v. v. i. (foto: Bubdkova Petra).

Roztoky ¢inidel jsem Cerstvé pfipravila pied zac¢atkem testl. Pfipravila a navézila jsem
2,625 g 0,125M NaHCO3 do 250ml odmérné barky, dolila destilovanou vodou a protirepala.
Odmetila jsem 7,7 ml Fex(SO4); do 500ml baiiky v digestofi a dolila destilovanou vodou.
Vytvofila jsem vzorek ,,surova voda“ nadavkovanim 2,5 ml sinicové smési (2 g DOC v 1 litru
vzorku) do litrové odmérné baiiky a dolila destilovanou vodou. Do oc¢islovanych reakénich
nadob jsem nalila destilovanou vodu 2 cm pod okraj 21 rysky, nacez jsem nadoby umistila
na své pozice v michaci kolon¢ a v ptipadé provedeni sklenicové zkousky za ucelem zjisténi
optimalni davky sody pro tvorbu vlocek jsem do reakénich nadob nadavkovala po 0,5 ml

odstupiiovana mnozstvi NaHCO3 od 4,5 ml do 11,0 ml.

Pti provadéné koagulaci v II. fazi experimentu jsem jiz po vyhodnoceni optimalizacnich
sklenicovych zkouSek pouzivala stabilni davku sody 10,5 ml (viz tabulka 3 ve Vysledcich)
na dvoulitrovou reak¢éni nadobu.

Do reakénich nadob jsem pipetou nadavkovala 5 ml sinicové smési a doplnila
destilovanou vodou po rysku. Na zavér jsem do vSech nadob napipetovala 6 ml destabilizacniho
¢inidla Fex(SOs4)3. Davkovani jsem provadéla v co nejkratSim Casovém tuseku, aby Casova
prodleva mezi naddvkovéanim do prvni a posledni reakéni nadoby byla zkracena na minimum.
Prvni minutu bylo provedeno michani s gradientem G = 400 s™! nagez zbyvajicich 15 minut
s gradientem G = 100 s™\. Po domichani jsem z naddob odebrala 200ml vzorky pro odstfedéni
a nadoby ponechala 60 minut v klidu za tc¢elem sedimentace vzniklych vlocek. Vzorky byly
odstied’ovany ve 200ml kyvetach v laboratorni odstfedivce s vykyvnym rotorem, polomérem
otac¢eni 90 mm a nastavitelnymi otd€kami po dobu 20 minut pti 3000 otackach.

Po odstfedéni jsem z kyvet opatrné€ odpipetovala z 1/3 vysky od hladiny 5 ml vzorku
do 25ml odmérnych banék tak, aby nebyl zvifen sediment u dna kyvety. Zbytek vzorku jsem
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opatrn¢ slila do 200ml kadinek pro urc¢eni pH a KNK a do flakonky pro zméieni TOC do TOC

analyzatoru.

Do 25ml odmérnych banék se vzorky jsem nadavkovala 0,5 ml HCl a 0,5 ml H20:
a reak¢ni smés promichala. Nejdiive za 5 minut, nejpozdéji za 24 hodin jsem vzorek doplnila
destilovanou vodou na cca 15 az 20 ml, rozmichala a poté do n¢j ptridala 2,5 ml KSCN.
Nejpozdéji do jedné minuty jsem vzorek doplnila vodou po rysku, rozmichala a kolorimetricky
stanovila obsah zeleza pfi vlnové délce 480 nm (detaily viz kapitola 3.4.1). Méfeni jsem
provadéla v rozmezi do 5-60 minut od doplnéni ban¢k. Mnozstvi detekované¢ho Zeleza
korespondovalo s mnozstvim rezidui nevysrazenych Fe iontd, které se nepodilelo na tvorbé

vlocek, jez byly prostifednictvim sedimentace odstraiiovany z roztoku.
4.3 Priibéh ekotoxikologického experimentu

Obe¢ faze ekotoxikologického experimentu probihaly dle schematu na obrazku 3.

Obrazek 3: Schéma pribéhu ekotoxikologické studie v ramci zkoumanych generaci:
1 - odebrany jedinec; 2 — mateiska generace v pokusu; 3 — dcefiné generace. Jedinci zakladajici
novou generaci byli odebirani z druhych sniisek.

Zkoumani jedinci 1. generace vyvedli prvni sntiSku (ta jim byla odebréna) a z jejich
druhé sntisky byl namatkou vybran jedinec, ktery byl zakladatelem druhé pokusné generace
(matetské). Ten opét vyvedl dvé snlsky, pficemz z druhé byl téZ odebran jedinec — zakladatel

zkoumané dcefinné 3. generace (Riessen 2011), na jejiZ monitorovani byl bran nejvétsi zietel
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z davodu vylouceni piipadného maternalnimu efektu (Liirling 2003, Sarnelle a kol. 2010,

Gustafsson a kol. 2005).

4.3.1 Struktura testovani

Do experimentu bylo zahrnuto vSech 6 klonii druhu Daphnia magna — partenogeneticky
se mnozicich samic. Klony Hi, H3 a He jiz mély pfedchozi zkuSenost s pfitomnosti sinice druhu
Microcystis aeruginosa. Kazdy klon znaceny Hi az Hs byl testovan na 3 koncentrace
microcystinové smési C; az C3; zafazena byla i1 negativni kontrola (K), do které nebyla zadna
smés pridavana. VSe bylo uskutecnéno v 5 replikacich znaCenych A az E (Riessen 2011).
Kadinky klonu H; byly tedy v experimentu znaeny Hi/C1, Hi1/Cz, Hi/C3, Hi/K dle koncentraci
a vse bylo provedeno v 5 paralelnich kddinkach znacenych A az E, tudiz Hi/ C1-A, Hi/ C1-B,...

(viz schéma na obrazku 4). Do kazdé kadinky byl umistén 1 jedinec. Shodné tomu bylo

1 u zbylych péti klont.
—— —— R — ———
H./C-A H,/C,-B H./C,-C H./C,-D H./C,-E
¢ ¢ ¢ ¢ ¢
e o S S e S
S —— S — e
H,/C,-A H,/C,-B H,/C,-C H,/C,-D! H,/C,-E
¢ © ¢ ¢ ¢
o o S e e — —, —
Ty e Ty T Ty
Hy/C-A H,/Cs-B H,/Cs-C H,/Cs-D H,/C5-E
¢ Y ¢ ¢ ¢
S e e e o
— — — — —
H,/K-A H,/K-B H,/K-C H,/K-D H,/K-E
¢ & ¢ & ¢
S e o S e o S

Obrazek 4: Schéma zahrnuti tfi koncentraci (C; az Cs), kontroly (K) a péti paralel (A az E)
v ramci jednoho klonu (Hy).

4.3.2 1. Faze experimentu

Pokus probihal v temperované mistnosti s teplotou nastavenou na 17 °C a svételnym
hodinovym cyklem 16 h svétlo / 8 h tma (Jang a kol. 2008, Gustafsson a kol. 2005, Smutna
a kol. 2014, Kim a kol. 2003, Lemaire a kol. 2012). Do kazdé kadinky byl s 200 ml
provzdusnéné dechlorované vody podobné jako ve studii Lemaire a kol. (2012) umistén jeden

jedinec druhu Daphnia magna. Vsichni jedinci byli krmeni stejnym mnoZstvim suspenze fasy
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druhu Scenedesmus obliquus, a to kazdy druhy den obdobné jako ve studiich Sarnelle
a kol.(2010), Gustafssona a kol. (2005) ¢i Shamse a kol. (2014), kdy probihalo sledovéni, zapis

zmén a vymeéna vody s nadavkovanim nové microcystiny obsahujici sinicové smési.

Vyskytly-li se nové novorozené perloocky (neonaty), byly pfi separaci spocitany
a experiment probihal s nahodné zvolenou neonatou druhé snliSky — neonaty z prvni sntsky
byvaji zpravidla mensi (Lampert a Trubetskova 1996) a udajné mivaji vétsi umrtnost nez jedinci
z dalSich sntsek (Gustafsson a kol. 2005). U dcefiné (tieti) generace byly odseparované neonaty
z obou snusek fixovany v 500ul epruvetach v 4% formaldehydu. V zavéru experimentu byl

fixovan 1 matetsky jedinec a jedinci, ktefi v této terminalni fazi studie uhynuli.
Sledovanymi proménnymi byly:

e mortalita jedinct (tj. byl (1)/ nebyl (0) ziv na konci cyklu),

délka cyklu, tedy sledovana doba uplynula od separace narozeného jedince po vyvedeni

jeho 2. snlisky,

e doba do 1. snlsky, tzn. ¢asovy usek od odseparovani narozeného jedince od matky
(pocatek jeho zkoumani) po vyvedeni jeho 1. sniisky neboli veék primipary,

e velikost 1. snlisky, tj. poCet neonat v 1. snlisce,

e doba do 2. snlisky, tedy casovy tsek mezi vyvedenim prvni a druhé sniisky,

e velikost 2. sniisky, tzn. poCet neonat narozenych ve 2. snisce.

4.3.3 I1. Faze experimentu

V druhé fazi experimentu pii téze struktufe pokusu byl kazdy testovany jedinec
odchovavéan ve 200 ml smési, kterd prosla procesem koagulace. Vzorek sinicové smési byl
davkovan v mnozstvi 2,5 ml do 1 1 destilované vody (s koagula¢nimi ¢inidly). Tato smés prosla
procesem koagulace, jez probihala v osmimistné michaci kolond v laboratoii Ustavu
pro hydrodynamiku AV CR, v. v. i. pod vedenim RNDr. Martina Pivokonského, Ph.D.,
Mgr. Jany Naceradské a Ing. Renaty Vasakové.

4.4. Zpracovani vzorki z procesu koagulace

4.4.1 Analyza zbytkové koncentrace Fe, pH a KNK

Zbytkové koncentrace Fe po sklenicové zkouSce byly stanoveny spektrofotometricky
po reakci s thodanidem pii 480 nm (Spekol 11, Carl Zeitz Jena, SRN). Zakal byl analyzovan

spektrofotometricky pti 560 nm (Spekol 11, Carl Zeitz Jena, SRN). Hodnota pH byla métena
potenciometricky (pH metr SevenCompactTM pH/Ion, Mettler Toledo, Svycarsko; elektroda

26



InLabR Expert Pro, Metler Toledo, Svycarsko). Celkova kyselinova neutraliza¢ni kapacita
(KNK4,5) byla stanovena titraci 0,1 M HCI pomoci indikatoru methyloranz (viz Ptiloha II).
Veskeré chemikalie byly pfipraveny s demineralizovanou vodou. Méfeni byla provadéna
opakovanég, nejméné vSak trikrat, chyba stanoveni se vzdy pohybovala do 5 %. Podrobné

metodiky stanoveni jednotlivych ukazatell 1ze nalézt v literatuie (Hordkova a kol. 2003).

4.4.2 Analyza DOC

Rozpustény organicky uhlik (DOC — dissolved organic carbon) byl stanoven pomoci
analyzatoru Shimadzu TOC-VCPH (Shimadzu Corporation, Japonsko). DOC byl spocitan jako
rozdil celkového (TC — total carbon) a anorganického uhliku (IC — inorganic carbon)
(Leenheer a Croue 2003). Jako kalibracni standardy byly pouzity hydrogenftalat draselny
(TC standard), hydrogenuhlicitan sodny (TC standard) a bezvody uhli€itan sodny (IC standard).
Jakozto slepy vzorek byla pouzita demineralizovand voda. Vzorky byly filtrovany ptes 0,22um
membranovy filtr (Millipore, USA). VSechna méieni byla provadéna ttikrat. Chyby méteni
byly vzdy mensi nez 2 % (Horakova a kol. 2003).

4.4.3 Analyza microcystinu

Analyza microcystinii ve vzorcich byla odborné provedena ve vodohospodaiské
laboratoti Plzen statniho podniku Povodi Vlitavy metodou standardnich operacnich postupii
(viz Protokol o zkousce v Piiloze IV). Analyzovany byly tfi konkrétni formy microcystint,
a to MC-LR, MC-RR a MC-YR. Analyza prob¢hla u dadvkované microcystinové smési pred

koagulaci (I. faze experimentu) a po koagulaci (II. faze experimentu).

4.5 Statistické zpracovani dat

Pozornost pii zpracovani dat byla zaméfena pfedevsim na ptipadné rozdily mezi klony,
generacemi, potazmo na odliSnosti souvisejici s predchozi zkuSenosti se sinici druhu
M. aeruginosa a déle pak na rozdily v reakcich na rizné koncentrace ddvkované sinicové smési,
jez byly pouzity jako vysvétlujici proménné. Diiraz byl pak zvlasté kladen na 3. (dcetfinnou)

generaci, u které se predpokladalo vylouceni materndlniho efektu.

Pro analyzu vlivu klonu, koncentrace sinic a generace a jejich vzajemnych interakci
na délku cyklu, ¢as do prvni a druhé sniisky a velikosti danych sntisek byly pouzity zobecnénené
linarni modely (glm) s quasi-poissonovym rozdélenim pravdépodobnosti (kviili nadmérnému
rozptylu, dle Crawley 2007). Ovéfeni spravnosti pouziti modeli bylo provedeno s pouzitim
regresnich reziduadlovych grafi. Komplexni model s interakcemi byl vzdy postupné

zjednodusovan, tj. byly vyfazovany Cleny s nizkym pfispévkem k vysvétlené variabilité

27



a srovnavan s komplexnéjSim modelem pomoci funkce ANOVA, s Chi-rozdélenim
pravdépodobnosti (Chi-test; dle metodiky Crawley 2007). Pro podrobné&jsi pochopeni efekta
byly nasledné provedeny parcidlni analyzy variance pro signifikantni modely z pfedeslych
analyz a rozdily mezi hladinami faktorti (tj. koncentrace, generace, ptipadné klon) byly ovéfeny

Tukeyho testem dobré shody pro zobecnéné linearni modely, pomoci balicku multcomp.

Mortalita byla testovana hierarchickym smiSenym modelem Ime knihovny (nlme)
ve smyslu klon v koncentraci a v generaci, pti¢emz jako pevné efekty byly brany koncentrace
(jako faktor) a ptredchozi zkuSenost se sinici, jakozto nahodny efekt byl bran klon. Data
z 1. generace byla testovana zobecnénym linearnim modelem pomoci funkce glmer knihovny
Ime4 (Crawley 2007). Pro testovani byla vyuzita knithovna KMsurv. Veskeré analyzy byly
provedeny v programu R 3.0.1 (R Core Team 2013).
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5. Vysledky
5.1 Sklenicové optimaliza¢ni zkousky

Prostfednictvim provedenych sklenicovych optimaliza¢nich zkousek (viz tabulka 3)
byly stanoveny parametry, pfi nichz by mél byt proces koagulace v rdmci odstrafiovani
nejbéznéjSich forem microcystinu nejucinnéjsi — zvyraznény modie. Optimalni parametry pro
realizaci koagulace byly vztazeny predevSim k mnozstvi vyvazaného zZeleza, které bylo
odecteno z kalibracni kiivky (viz obrdzek II-1 v Pfiloze II) s vyuZzitim hodnot adsorbance.
Samotny proces koagulace byl realizovan za podminek uvedenych v tabulce 4.

Tabulka 3: Vysledky sklenicovych optimalizacnich zkousek (DOC = mnozstvi rozpusténych
organickych latek, A = adsorbance vzorku vyjadiujici zakal, modie zvyraznény opt. podminky).

0,125M
Reakéni
nidoba NaHCO:; pH [] DOC [mg.I''] | A-A(sD) [-] Fe [mg.I"]
[ml/21]
1 4,5 4,04 - - -
2 5,0 Bez koagulace - - -
3 5,5 Bez koagulace - - -
4 6,0 Bez koagulace - - -
5 6,5 5,32 3,25 0,243 4,057
6 7,0 5,48 3,34 0,099 1,680
7 7,5 5,56 3,35 0,052 0,905
8 8,0 5,85 3,13 0,031 0,550
9 8,5 5,94 3,04 0,013 0,261
10 9,0 6,01 3,23 0,01 0,211
11 9,5 6,14 3,08 0,01 0,211
12 10,0 6,39 2,96 0,007 0,162
13 10,5 6,44 2,83 0,007 0,162
14 11,0 6,52 2,98 0,008 0,178

Tabulka 4: Shrnuti podminek, za nichz byla realizovana koagulace ve Il. f4zi experimentu
(zpracovani podkladl viz tabulky III-1 az I1I-3 v Ptiloze III).

pH [-] KNKus [mmol.l"'] Fe [mg.I'"] DOC [mg.l']

6,36 0,26 0,162 2,83
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5.2 Koagulace

Analyza microcystini, Gicinnost koagulace

Analyzovany byly tfi konkrétni formy microcystint, a to MC-LR, MC-RR a MC-YR
a jejich suma. Analyza vzorkl byla provedena u zasobni smési (pro 1. fazi experimentu),
u vzorkli surové vody pred koagulaci a u vzork té€sné€ po koagulaci (pro II. fazi experimentu
a vypocet ucinnosti procesu). Métfeni bylo provedeno pro kazdy vzorek dvakrat a obé hodnoty
byly zprimérovany. Odchylka se pohybovala vzdy do 5 %. Vzhledem k ptesnosti detekce,

instrumentalni a finan¢ni naro¢nosti bylo od tietich opakovani analyz upusténo.

V sinicové smési odebrané z ptirodniho prosttedi byly detekovany vysoké koncentrace
microcystind (viz tabulka 5) s pomérem forem: 31,6 % MC-LR, 53,6 % MC-RR a 14,8 %
MC-YR, coz odpovidd pomériim vyskytujicim se v ptirodnim prostiedi (Blahova a kol. 2007).

Tabulka 5: Obsah danych forem microcystinu v davkované sinicové smési (TOC =2 g.I'").

MC-LR (ng.I'h) MC-RR (pg.1?) MC-YR (pg.1?) Celkem (ug.1")

760 1290 356 2406

Pii pfepoctu téchto koncentraci na koncentrace jednotlivych forem microcystint
davkovanych do jedné 200ml pokusné kadinky v I. fazi experimentu (viz tabulka 6) lze
konstatovat, 7e celkovd mnozstvi analyzovanych microcystinovych forem, a to 0,60 pg.l™,
6,02 ng.l a 24,06 pg.l!, jsou téZ porovnatelna s koncentracemi nachazejicimi se v ptirodnim

prostiedi (Blahova a kol. 2007).

Tabulka 6: Tabulka vyjadfujici mnozstvi forem microcystinu ddvkovanych v L. fazi pokusu.

Koncentrace | Davka [ml] | TOC [mg.I"] MC [pg.I'] M[Cu;el“f]em

MC-LR: 0,19

Ci 0,05 0,5 MC-RR: 0,32 0,60
MC-YR: 0,09
MC-LR: 1,90

C 0,50 5 MC-RR: 3,23 6,02
MC-YR: 0,89
MC-LR: 7,60

Cs 2,00 20 MC-RR: 12,90 24,06
MC-YR: 3,56

Pro surovou vodu vstupujici do koagula¢niho procesu (tedy II. faze experimentu) byla

zvolena koncentrace sinicové smési nejlépe odpovidajici koncentraci v pfirodnim prostredi,
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tzn. mnozstvi microcystini odpovidajici koncentraci C, z 1. faze experimentu. S vyuzitim
tabulky 6 a tabulky III-4 v Ptiloze III Ize shrnout davkované mnozstvi analyzovanych forem
microcystint do jedné kadinky béhem pokusu v I. a II. fazi experimentu nasledovné (viz tabulka
7), pticemz je patrné, ze vysledna koncentrace microcystinti ve II. fazi experimentu jsou témét

totozné s davkovanim sinicové smési v koncentraci C; v 1. fazi experimentu.

Tabulka 7: Tabulka shrnujici obé faze studie z hlediska mnozstvi analyzovanych forem MC.

I. faze experimentu I1. faze experimentu
Koncentrace MC [pg.]] Mfu:ll_ll(]em MC [pg.I'] M[Cug:ll_ll(]em
MC-LR: 0,19
3 Ci MC-RR: 0,32 0,60
fé MC-YR: 0,09
; MC-LR: 1,90 MC-LR: 2,11
E C; MC-RR: 3,22 6,02 MC-RR: 3,42 6,50
C;) _;Z MC-YR: 0,89 MC-YR: 0,97
z 2 MC-LR: 7,60
g E» C; MC-RR: 12,90 24,06
=3 MC-YR: 3,56

Ze srovnani hodnot mnozstvi forem microcystinli obsazenych v surové vodé pied
procesem koagulace a po tomto procesu (viz tabulka 8, zpracovani viz tabulka I1I-4 v Ptiloze
III) vyplyva, ze koagulace byla v rdmci odstranéni microcystinu zcela net¢inna. Dokonce jsou
analyzou vzorkl zaznamenané vyssi hodnoty po procesu koagulace, ale to je pricitano odchylce
meéfeni. Lze tedy usuzovat, ze ndmi provedend koagulace nebyla schopna odstranit zadnou
formu microcystinu (viz tabulka 8). Vzhledem k tomu, Ze proces koagulace nevyvazal
microcystiny, jejich pivodni mnoZzstvi tedy ziistalo v koagulaénim roztoku obsazeno
v nezménéném mnozstvi odpovidajicimu mnozstvi forem microcystinu davkovanému i v 1. fazi
experimentu ve zvolené koncentraci Co.

Tabulka 8: Tabulka vyjadfujici ucinnost koagula¢niho procesu z hlediska odstranéni mnozstvi
sledovanych forem MC.

Pied koagulaci Po koagulaci Utinnost
MC-LR [pg.I'] 1,93 2,11 0%
MC-RR [pg.I] 3,52 3,415 0%
MC-YR [pg.I"] 0,84 0,965 0%
MC celkem [pg.1!] 6,29 6,49 0%
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5.3 Ekotoxikologicka studie

5.3.1 Umrtnost

Ekotoxikologické testy akutni toxicity s organismy rodu Daphnia probihaji po dobu
24 hodin ¢i 48 hodin exponovani, zatimco testy chronické toxicity vyzaduji alesponi 14 dni
(OECD 1984). Vzhledem k tomu, Ze do 48 hodin od zapoceti 1. fdze experimentu zahynul
v koncentraci C; pouze 1 jedinec klonu H; a 1 jedinec klonu H; a v koncentraci C; zahynuli
3 jedinci klonu H; (viz obrazek 5), statistickymi metodami byly analyzovany pouze uc¢inky

chronické toxicity.

Akutni toxicita

O N W

C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2¢C3 K

H1 H1 H1 H1 H2 H2 H2 H2 H3 H3 H3 H3 H4 H4 H4 H4 H5 H5 H5 HS5 H6 H6 H6 H6

Obrazek 5: Graf umrtnosti jedinct exponovanych akutni toxicité po 48 hodin v 1. f4zi pokusu.

Vliv nejvyssi koncentrace C; na mortalitu klonti v ramci chronické toxicity v 1. generaci
vystavené toxicit¢ byl znacny a signifikantni (viz Ptiloha V), coz je patrné i z tabulky 9
vyjadiujici poCet a pomér piezivSich a uhynulych, pti¢emz nékteré klony (Hs4, Hs a He) byly
zasazeny uhynutim pouze v nejvySsi koncentraci C;. Naopak ve 2. generaci koncentrace
z hlediska odli$nosti klonii nehraly v ramci mortality dominantni roli, ale projevila se zde
signifikantni meziklonalni variabilita (viz Ptiloha V), coz je patrné z tabulky 9. Byt pfezivsi
jedinci v nejvyssi koncentraci C3 ve 2. generaci vyhynuli u vSech klonti, v rdmci ostatnich
koncentraci byly zaznamenany odlisné reakce mezi klony. Kupft. u klonu He vyhynuli i zbyli
jedinci v koncentraci C», oproti klonu Hj, u kterého uhynul jen 1 jedinec v koncentraci Co,
¢i u klonu Hs, ktery ztratil pouze 1 jedince v kontrolni paralele. Statistické zpracovani mortality
v ramci 3. generace nemohlo byt realizovano z diivodu pfili§ malého souboru pouzitelnych dat.
I pfesto je z grafii v tabulce 9 patrné, ze 1 pfes maly pocet piezivSich se pocet jedincii

v paralelach ustélil a ve 3. generaci jiz nedochézelo k tak ¢etnému vymirani.

Pti realizaci ekotoxikologického testovani II. faze studie doslo v kadinkach k opétovné
koagulaci jiz jednou zkoagulované sinicové smési, nastalo vloCkovani a jedinci vSech klonii

do druhého dne zahynuli.
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Tabulka 9: Tabulka vyjadiujici pocet piezivSsich a uhynulych v ramci vSech klont
a koncentraci v pribéhu cel¢ studie (zelena — piezivsi, cervena — uhynuli,
¢erna — NA — tzn. nedoslo na danou generaci); klony oznacené * mély piedchozi zkuSenost
se sinici druhu M. aeruginosa.

1. generace 2. generace 3. generace

5 5 5

* 4 4 4

= 3 3 3

E 2 2 2

S 1 1 1

e 0 0 0
C1c2 €3 K Cl1 C2 C3 K Cl1 C2 €3 K

5 5 5

o 4 4 4

an) 3 3 3

£ 2 2 2

= 1 1 1

2 0 0 0
C1 C2 c3 K C1 C2 c3 K C1 C2 c3 K

5 5 5

* 4 4 4

< 3 3 3

E 2 2 2

S 1 1 1

M 0 0 0
C1 2 c3 K C1 C2 c3 K C1 2 c3 K

5 5 5

- 4 4 4

an) 3 3 3

£ 2 2 2

= 1 1 1

N 0 0 0
C1 2 c3 K C1 C2 c3 K 1 C2 3 K

5 5 5

- 4 4 4

an) 3 3 3

£ 2 2 2

2 1 1 1

2 0 0 0
C1 C2 c3 K C1 C2 c3 K C1 C2 c3 K

5 5 5

* 4 4 4

2 3 3 3

E 2 2 2

S 1 1 1
M 0 o 0 .
C1 2 c3 K C1 C2 c3 K C1 2 c3 K
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5.3.2 Zmény reprodukénich a rastovych parametri
Délka cyklu

V 1. generaci byl nalezen rozdil mezi klony v délce cyklu, tj. v dobé od zacatku studie
po vyvedeni 2. sntsky, v zavislosti na koncentraci. Zde se projevila (nikoliv vSak signifikantn¢)
vetsi délka cyklu u klonit Hi, Hs a He, tj. u kloni, které se jiz diive setkaly se sinici druhu
Microcystis aeruginosa. Z grafu na obrazku 6 je patrné, Ze kazdy klon v jednotlivych
koncentracich po vsazeni do pokusu mél odlisné doby cyklu. Pouze klony H3 a Hs mély
v podminkach s nejvyssi koncentraci delsi populacni cykly nez kontroly. Klon H; v nejvyssi
koncentraci téméf vyhynul, zatimco klony Hs4 a Hs koncentracemi nebyly pftili§ zasazeny a klon

H; se projevoval prodlouzenim cyklu na koncentraci C,.
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Obrazek 6: Graf vyjadiujici délku cyklu v zavislosti na koncentraci u vSech klonti v 1. generaci.

Po vystaveni klont toxicité v 1. generaci, kde kazdy klon reagoval jinym zptisobem, ve
2. a 3. generaci se tyto meziklonalni rozdily jiz neprojevily, naopak byly nalezeny signifikantni
rozdily v délce cyklu v ramci jednotlivych koncentraci (p = 0,0206), piicemz se zvysujici se

koncentraci se délka cyklu zkracovala (viz obrazek 7).
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Obrazek 7: Graf vyjadiujici zavislost délky cyklu na koncentraci ve 2. a 3. generaci.

Zaznamenana byla i nadpramérna délka cyklu u jedinct z 2. sntiSky 2. a 3. generace, ktefi zili
kuptikladu 47 dni az do ukonceni experimentu bez vyvedeni snisek. U téchto jedinct bylo

zpétné pod mikroskopem zjisténo, zZe se jednalo o samce (viz graf na obrazku 8).

Samci v experimentu

2
0

C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2C3 K C1C2C3 K C1cC2¢C3 K

H1 H1 H1 H1 H2 H2 H2 H2 H3 H3 H3 H3 H4 H4 H4 H4 H5 H5 H5 H5 H6 H6 H6 H6

BV 2.generaci MVe 3. generaci

Obrazek 8: Graf vyjadiujici vyskyt samct v 2. a 3. generaci I. faze experimentu.
Doba do 1. sniisky

Klony se celkové dobou do 1. sniiSky, tedy vékem primipary, neliily, ani rozdily
v zévislosti na koncentraci nebyly signifikantni. Pouze u 2. generace signifikantni rozdily
nalezeny byly, pfi¢emz bylo staii primipar v koncentraci C, delSi nez v koncentraci Ci

a kontrolach (p = 0,00258) (viz obrazek 9).
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Obrazek 9: Graf vyjadiujici dobu do 1. snliSky v zavislosti na koncentracich ve 3 generacich.

Velikost 1. sniisky

Klony se mezi sebou velikosti 1. snisky, tj. poctem jedinci v 1. snisce, nelisily, coz je

patrné i z grafu na obrazku 10.
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Obrazek 10: Graf vyjadiujici zavislost velikosti 1. snisky na koncentraci u vSech klonti.

Velikost 1. sniisky byla prikazné vétsi u koncentrace Ci nezli u koncentrace C, taktéz

u koncentrace C; byla prokazéana vétsi 1. sntiska nez u Cs, pficemz se velikost 1. sntisky neliSila

v koncentraci Ci a kontrolach (p < 0,001) (viz obrazek 11).
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Obrazek 11: Graf vyjadiujici signifikantni rozdil ve velikosti 1. snliSek v zavislosti
na koncentraci — nejnizsi koncentrace C; a K (a) se nelisi, dale plati: ¢im vyssi koncentrace,
tim mén¢ narozenych neonat.

Napii¢ generacemi byl nalezen trend, avSak statisticky nepritkazny: ¢im vice Casu
do 1. sniisky uplyne, tim je 1. sniiska vétsi. Byl vSak nalezen vyznamny rozdil ve velikosti
1. sniiSky mezi tieti generaci a prvni s druhou generaci (p < 0,001). Ve 3. generaci,
kde je premisa nulového maternalniho efektu, byly zjistény vétsi snisky nez v generacich

piedchozich (viz obrazek 12).

1
N~ /,/" Koncentrace
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Generace
Obrazek 12: Graf velikosti 1. sntiSek v jednotlivych koncentracich v priabéhu tii generaci.

S kazdou dalsi generaci rostla velikost 1. snisky (p < 0,001) a zéroveinn byla
diferencovana dle koncentraci (p < 0,001) (viz grafy na obrazku 13). Byl také nalezen trend,
v ramci n¢hoz se délka cyklu s generacemi prodluzuje a jedinci maji vétsi snasky, le¢ tato

zéavislost se neukazala statisticky vyznamnou.
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Obrazek 13: Graf vlevo vyjadiuje velikost 1. snisky v zavislosti na koncentraci
se signifikantnimi rozdily; graf vpravo zachycuje zvysujici se velikosti 1. sniiSek v pribéhu
tfi generaci.

Doba do 2. sniisky

Koncentrace, pfedchozi zkuSenost s pfitomnosti sinice, ani jejich interakce nemély
signifikantni vliv na dobu do 2. snisky v prvni generaci, kterd byla vystavena toxicité sinicové
smési. V dobé do 2. snusky, tedy ¢asovém tseku mezi vyvedenim prvni a druhé sntsky,
byl vSak ve 2. a 3. generaci nalezen signifikantni rozdil mezi klony H, a Hs (p = 0,0492

ap = 0,040), pticemz klon He m¢l vzdy delsi dobu do 2. sniisky nez klon H» (viz obrazek 14).
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Obrazek 14: Graf doby do 2. sntsky jednotlivych klona ve 2. a 3. generaci.
Velikost 2. sniisky

Bylo zjisténo, Ze klon H> mél ve druhé a tfeti generaci signifikantné vice potomstva

nez klon He (p = 0,00241 a p = 0,00248) (viz grafy na obrazku 15).
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Obrazek 15: Graf vlevo vyjadiuje velikost 2. sntisky u jednotlivych klonii v 2. generaci,
pricemz je u klonu H» (a) a He (b) patrny rozdil ve velikosti 2. snisek; graf vpravo vyjadiuje
tentyZz rozdil velikosti 2. sntiSek klont v ramci 3. generace.

Velikost 2. sniiSky byla ovlivnéna jak generaci, tak koncentraci i velikosti prvni sntsky

(a to i u 3. generace). Cim vétsi byla prvni sniiska, tim vétsi byla sniska druha (p < 0,001),

pricemz s kazdou dalsi generaci byla velikost druhé snisky vétsi (p = 0,001 15) (viz graf vlevo

na obrazu 16). A zaroven platilo, ze ¢im vétsi byla koncentrace, tim mensi byla velikost

2. snisky (p < 0,001), pricemz v koncentraci C; byly vétsi 2. sniiSky nez v kontrole (viz graf

vpravo na obrazku 16).
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Graf vpravo vyjadiuje zvySujici se velikosti 2. sntiSek v ramci tiech
zkoumanych generaci; graf vpravo vystihuje velikosti 2. sniiSek v zavislosti na koncentraci,
pfi¢emz v nejnizsi koncentraci C; (a) se rodilo vice potomkii nez v kontrolnich paralelach (b)
a zbylych koncentracich, kdy platilo, ze se zvysujici se koncentraci se snizuje veliost 2. sntiSek.
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6. Diskuse
6.1 Koncentrace microcystinu v povrchové vodé a po jeji upravé

V pfirod¢ se microcystiny vyskytuji v riznych strukturdch a piedev§im pohromadé,
nikoliv pouze jeden typ (Babica a kol. 2006), proto byla v nasi studii ddvkovana sinicova sm¢s
odebrand z pfirody v koncentracich odpovidajicich koncentracim microcystinti in vivo,
a to 0,60 pgl!, 6,02 pgl! a 24,06 pgl'. Pomér forem microcystini v této studii &inil
31,6 % MC-LR, 53,6 % MC-RR a 14,8 % MC-YR, coz by mohlo byt povazovano za pomérné
srovnatelné s hodnotami naméfenymi ve vzorcich Bldhové a kol. (2007): 42 % MC-LR,
38 % MC-RR a 8 % MC-YR. Ve studiich Blahové a kol. (2007) na 94 lokalitach v CR byla
naméfena od Cervence do zaii koncentrace (medidn) microcystinti 0,67 pg.l! s maximem
(naméfenym v srpnu az zafi) pohybujicim se od 8 pg.l' do 36,9 pgl! (coz piiblizné
koresponduje s koncentracemi ddvkovanymi v mém experimentu). Ve vodnich nadrzich,
z nichZ je upravovana voda na pitnou, byl median koncentraci 0,22 pg.I'! (Blahova a kol. 2007).
Ke konci vegetacni sezony vSak muze koncentrace (extracelularnich) forem microcystinu
v Ceské republice dosahnout az 100 pg.l" (Blaha a kol. 2010), coZ je jiz mnoZsvi, u néhoz
je dokdzana i1 umrtnost zkoumaného druhu Daphnia magna vyvoland akutni toxicitou

(Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010).

Pii odbérech vzorkii piimo z rozvodného systému tpravny vod v CR odhalila studie
Bldhy a Marsalka (2003) relativné vysoky vyskyt rozpusténého microcystinu. Celkova
koncentrace microcystini se pohybovala v rozmezi 0,29 az 39,1 pgl! v surové vodé
a 0,18 az 7,8 nug.I"! ve vzorcich upravené vody. Jeden z péti vzorkii po ipravé vody prekracoval
povoleny limit 1 pg.I"'. Uprava vody zahrnovala koagulaci, ve které byl aplikovan siran hlinity,
filtraci, upravu ozonem a filtraci pres aktivni uhli. Prvni krok procesu upravy vody
(koagulace/filtrace) vyznamné snizil celkové mnozstvi extraceluldrnich microcystint
stanovenych v surové vodé (vice nez 80% MC-LR odstranéno). Druhym krokem, ozonizaci,
bylo mnozstvi microcystinu-LR odstranéno a po poslednim kroku upravy vody (filtrace pies
aktivni uhli) bylo odstranéno i celkové mnozstvi microcystini (veSkeré formy) (Blédha

a Marsalek 2003).

Konvencni tprava vody (koagulace, filtrace a chlorinace) v kombinaci s pouzitim
aktivniho uhli (granulovaného 1 praskového) dle Lamberta a kol. (1996) odstrani vice nez 80 %
z celkového mnozstvi microcystinu ze surové vody. I tak se vSak zbytkova koncentrace

pohybovala v rozmezi 0,1-0,5 pg.I"! MC-LR (Lambert a kol. 1996). Dle Hoegera a kol. (2005)
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byly provedeny dvé studie na povrchovych vodach urCenych pro tpravu vody na pitnou
ve Svycarsku a Némecku. Koncentrace microcystinti se v tdchto piipadech pohybovala
od 1,0 pg.I'! do vice nez 8,0 ug.1"! pred tipravou vody, pfiéemz po upravé (preozonace, rychla
piskova filtrace, ozonace, filtrace pfes aktivni uhli, pomal4 piskova filtrace ve Svycarsku;
flokulace se sedimentaci, piskova filtrace, chlorinace v potrubnim systému v Némecku) vyrazné
méné nez 1,0 pg.I'' (Hoeger a kol 2005). I z nékolika studii ipravy vody Lamberta a kol. (1996)
provadénych v laboratofi a v poloprovoznim méfitku bylo vyvozeno, Ze filtrace s vyuzitim
granulovaného aktivniho uhli je U¢inny proces pifi odstrafiovani toxind sinic z pitné vody
(Lambert a kol. 1996). SniZeni mnozstvi microcystini pod mezinarodné¢ schvaleny limit
je s pouzitim konvencni technologie upravy vody (koagulace, filtrace, ozonace, chlorinace)

mozné i dle Jurczaka a kol. (2005).

Na druhou stranu konven¢éni uprava vody v Portugalsku zahrnujici koagulaci, flokulaci,
sedimentaci a piskovou filtraci je schopna odstraniovat do urcité miry sinicové buiiky, ale byla
vyhodnocena jako neti¢inné pro odstraiiovani extracelularnich cyanotoxini (Campinas a Rosa
2010). Ani ve studii Hitzfelda a kol. (2000) nebyly chlorace, flokulace ¢i piskova filtrace
schopny odstranit toxiny ze surové vody. Pouze posledni krok, filtrace ptes praskové aktivni
uhli v poméru 1:10 az 1:100 (toxin:aktivni uhli), odstranil koncentrace toxinu 3 pg/ml
pod mezinarodni limit (I pg.l™"). Pouze zahrnuti kroku adsorpce na aktivni uhli tak dospélo

k 100% ucinnosti odstranéni microcystinti z vody (Hitzfeld a kol. 2000).

Z vyse uvedenych studii vyplyva, ze celkovym procesem upravy vody lze vyvazat
v podstaté 100% rozpusténych forem microcystinll, avSak za piedpokladu, Ze je do procesu
zahrnuta filtrace ptes aktivni uhli. Uvedené studie se vSak zaméfily piredev§im na rozpustény
microcystin-LR, ktery odrazi koncentraci extracelularnich toxini. Nicméné vétSina
microcystini ve vodéach je uloZena intracelularné v biomase sinic — do doby, nez jsou buiky
rozruseny (Hitzfeld a kol. 2000, Babica a kol. 2007, Zheng a kol. 2004). Pfi studiu procesu
koagulace Pivokonskym a kol. (2009) byla ucinnost odstranéni COM (organickych latek
nachazejicich se uvnité bunék) procesem koagulace relativné nizka. Uinnost koagulace
za pouziti siranu Zelezitého jakozto agregacniho ¢inidla (shodné jako v experimentu mé prace)
byla rovna 46% (Pivokonsky a kol. 2009). Vyvazany vSak byly ptfedevS§im proteiny vySsich
molekulovych hmotnosti, do nichz microcystiny s molekulovou hmotnosti pohybujici

se v rozmezi 800-1000 Da (Hitzfeld a kol. 2000) rozhodn¢ nepatfi.

Pii mych experimentech byla G¢innost odstranéni analyzovanych forem microcystinu

koagula¢nim procesem Upravy vody nulova. Tato skutecnost je tak v souladu s hypotézou,
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ze v oblasti nejvyssi vazebné kapacity Fe peptidi/proteinti (pH = 6,2) je proces koagulace
inhibovan vznikem Fe-peptidovych/proteinovych komplext (Pivokonsky a kol. 2012).
Kazdopadné, 1ze konstatovat, ze pii aplikaci koagulace jakozto jediného procesu Upravy vody

by mohlo byt odstraniovani obsazenych microcystinii zcela neti¢inné.

Mnozstvi microcystina v 1. fazi studie davkované ke koagulaci bylo zvoleno tak, aby
odpovidalo koncentraci C, z 1. fize experimentu, a to 6,02 pgl!. Cely proces koagulace
se ukazal pro vyvazani molekul microcystinu neti¢inny, proto ve vysledné smési po koagulaci
bylo detekovano téméf totozné mnozstvi analyzovanych forem microcystinu. Tento vznikly
roztok byl pfipraven zacatkem II. faze pokusu do 200ml kédinek, kam byli piemisténi
1 zkoumani jedinci druhu D. magna. Bohuzel doSlo k opétovné koagulaci roztoku a vSechny
perloocky do druhého dne zcela vyhynuly. JelikoZz mnozstvi microcystinu obsazZené
v kadinkach v II. fazi pokusu odpovidalo mnoZstvi microcystinu davkované¢ho v 1. fazi
experimentu, na néz vétSina jedincli nereagovala uhynem, lze piedpokladat, Ze microcystin

pricinou vymieni perloo¢ek nebyl.

Vysvétleni nahlého uhynu jedinci mize byt vicero. Filtra¢ni aparat jedinct D. magna
mohl byt mechanicky zablokovan vysrazenymi vlo¢kami pifi opétovné koagulaci davkované
smési, a to mohlo byt dostate¢nym diivodem pro tthyn jedincii. Davkované mnozstvi fasy druhu
Scenedesmus obliquus spolu se svym zivnym roztokem se mohlo téz podilet na vyvolani
opctovné koagulace. Na uhynu jedinci se mohlo podilet i reziduum koagulacnich ¢inidel
vyskytujicich se ve smési po procesu koagulace. A vyloucit samoziejmé nelze ani to,
ze kritickou se stala az kombinace vySe zminénych faktorii. Proto by mohla byt pfinosna
realizace II. faze experimentu za davkovani sinicové smési, jez prosla procesem koagulace,

le¢ aplikovana by byla do ekotoxikologické studie bez koagulacnich ¢inidel.

6.2 Microcystiny a dalsi latky sinicového kvétu pusobici na zooplankton

Mnoho ekotoxikologickych testi je primarné studovano na izolovanych microcystinech
(Wiegand a Plugmacher 2005) a role ostatnich toxickych slozek sinicového kvétu nebyva
zkoumana do stejné hloubky (Yang a kol. 2011 a 2012, Koski a kol. 1999). Z prace Tarczynské
a kol. (2001) vyplynulo, Ze ve vSech ptipadech s ddvkovanym izolovanym microcystinem byly
tyto vzorky mnohem mén¢ toxické nez vzorky obsahujici odpovidajici mnozstvi MC v ramci
komplexniho vzorku ziskaného z vodni biomasy. Taktéz Chen a kol. (2005) pozorovali,

ze davkovany ¢isty MC-LR ptisobil mensi oxidativni stres na jedince druhu Daphnia magna
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nezli celé bunky sinice druhu Microcystis aeruginosa. Rovnéz Dao a kol. (2010) ve svém
vyzkumu zjistili, Ze se jedinci vystaveni piisobeni izolovaného (5 a 50 pg.l') MC-LR piili§
nelisili od kontrol. Podobné, ve studii Liirlinga (2003) byl pfitomnosti sinic v potravé blokovan
rust perloocky, lec inhibice byly pozorovany jak u sinic produkujicich microcystiny, tak u sinic
microcystiny neprodukujicich. Pfibyva tedy diukaz, ze dalsi bioaktivni slou¢eniny vyznamné
prispivaji k toxicité sinicového kvétu.

Navic je tu moznost vzajemného synergického plisobeni a zesileni ucinku plsobeni
v ramci riznych metabolitl sinic a interakce s jinymi toxickymi slou¢eninami, které se mohou
vyskytovat ve studovanych vzorcich (Pires kol. 2011, Best a kol. 2002, Novakova a kol. 2012).
Tato problematika vede k dtlezitosti studia dalSich intracelularnich latek obsazenych v bunkach
sinic, jako jsou lipopolysacharidy, mnoho peptidli a depsipeptidl, polarnich alkaloidnich
metaboliti ¢i dalSich metabolitd, které dosud nejsou dostate¢né prozkoumdny (Yang

a kol. 2011, 2012; Smutna a kol. 2014).

Jiz dnes se predpoklada zajimava role lipopolysacharidi ¢i dalSich bioaktivnich molekul
sinicového kvétu kupt. ve funkci estrogenti a endokrinnich disruptorti (Stépankova a kol. 2011,
Sychrova a kol. 2012), inhibice toxicity v koordinaci s produkty biodegradace jako jsou nitrity
(Yang a kol. 2012), nehled€¢ na srovnatelnou inhibici parametrit u jedincti druhu Daphnia
magna prostrednictvim plsobeni sinic neprodukujicich microcystiny rovnéz jako ve studiich
se sinicemi microcystin produkujicimi (Liirling 2003). Jiz bylo prokézéno, ze ptitomnost
kuptikladu lipopolysacharidii snizuje schopnost detoxikace od microcystinl, ¢imz zvySuje
jejich toxicitu pro dané organismy. Je vSak velmi pravdépodobné, ze role lipopolysacharidi

je slozitéjsi (Bernardova a kol. 2008).

Jedna studie dokonce ukazala, Ze €isté frakce lipopolysacharidii sinic nezptisobila akutni
toxicitu u nékterych vodnich druhd, a Ze dokonce piisobila jako jakasi prevence a ochrana vici
toxicit¢ MC-LR (Lindsay kol. 2006). Také byly nedavno popsany dalsi bioaktivni molekuly
sinic, jako jsou estrogeny a dalsi endokrinni disruptory (Stépankova a kol. 2011, Sychrova
a kol. 2012). Je tedy nakonec mozné, ze jiné metabolity sinic nezZ microcystiny se casem ukazi
jako nositelé toxického efektu, kde microcystiny budou hrat roli pouze minoritni (Dao

a kol. 2010, Ortiz-Rodriguez a Wiegand 2010, Ortiz-Rodriguez a kol. 2012).

Vyse diskutované studie tedy naznacuji, ze dalsi, dosud nedostate¢né charakterizované,
slouc¢eniny mohou hrat diilezitou roli v akutni i chronické toxicité¢ sinicového kvétu (Smutna

akol. 2014), a proto byla do studie mé prace ddvkovana sinicova smes odebrana z ptirody, u niz

43



je sice konkrétné znam pouze obsah microcystinii a celkové mnozstvi organického uhliku
(TOC = 2 glI?), le¢ ucinky plisobeni na ekotoxikologické indikatory a upravu vody jsou
o to komplexn¢jsi a 1épe vystihujici situaci in vivo.

6.3 Akutni a chronicka toxicita

Pti testovani akutni toxicity v mém experimentu nebyla nalezena vyrazna korelace
umrtnosti jedincti do dvou dnli po zapoceti experimentu jak s koncentraci, tak s jednotlivymi
klony. Taktéz Arzate-Cardenas a kol. (2010) nepozorovali korelaci mezi umrtnosti druhu
Daphnia magna a koncentraci microcystinll sinice rodu Microcystis v jednom z mexickych
méstskych jezer. Umrtnost jedincti druhu Daphnia magna reakci na akutni toxicitu byla
zaznamenana v ekotoxikologickych testech Ortiz-Rodrigueze a Wieganda (2010) az v ramci
koncentraci microcystinu-LR nad 100 pug.I! | pficemz nejvyssi koncentrace ddvkovana v moji
praci dosahovala pouze 24 ug.l™!. Je tedy mozné, e pro analyzu Gmrtnosti v ramci akutni

toxicity byly davkované koncentrace (0,6 pg.I!, 6,0 pg.I!, 24,0 pg.I") prilis nizké.

Téz pocet zkoumanych jedinct se v rdmci mé ekotoxikologické studie vlivem umrtnosti
a dalSich pfi¢in postupné snizoval natolik, az ve 3. generaci byl jiz soubor dat pro mnohé
analyzy nedostacujici. Jednou z ptic¢in byla i skutecnost, Ze se v 2. generaci vlivem podminek
zacali rodit samci, ktefi nemohli vyvést Zadnou sntisku, a tudiz u téchto jedincti nemohlo dojit
na zkoumanou 3. generaci. Ma studie proto v tomto sméru muze slouZzit jakozto podklad
a pilotni pokus pro podrobné&jsi studii, pfi niz bude vyuzito dostate¢cného mnozstvi jedincti

a mikroskopicky bude ovétovano pohlavi vybiranych jedincti z 2. sntiSky v kazdé generaci.

I ptes nevelky soubor dat bylo moZzné provést analyzy chronickych G€inkl sinicové
smési na jedince a klony druhu D. magna. Z téchto analyz vyplyva, Ze s rostouci koncentraci
se u vsech klont snizovaly reprodukéni a rtistové parametry. Stejné tak tomu bylo ve studii,
kterou provedl Dao a kol. (2010), pficemz 1 v tomto piipad¢ piezivani klesalo béhem chronické
expozice s rostoucimi koncentracemi MC-LR. Vysledky Lemaire a kol. (2012) dokonce
naznacuji, ze genetickd variabilita v klonech Daphnia vice vysvétluje rozdily v tmrtnosti,
nez geneticky podminéné rozdily v toxicité jednotlivych klont Microcystis. V mé studii Zadna
zéavislost ptredchozi zkuSenosti perloocky Daphnia magna na pritomnosti sinice druhu
Microcystis aeruginosa zjisténa nebyla, le¢ pozorovany byly odli$nosti mezi klony v rdmci
umrtnosti, doby do 2. snlsky a jeji velikosti. Zaroven bylo pozorovano kupiikladu postupné
zvySovani velikosti snisek jedincii napfi¢ generacemi, coZ by mohlo svédc¢it o jejich postupném
prizpiisobovani se vnéjSim toxickym podminkdm s ohledem na koncentraci obsazenych
microcystind.
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Z analyzy mé studie vyplynulo, ze jednotlivé generace se od sebe v reakcich lisi.
Kuptikladu jsem pozorovala, Zze délka cyklu v 1. generaci neni zavisld na koncentraci
davkované smési, na rozdil od 2. a 3. generace, le¢ umrtnost v 1. generaci byla signifikantné
ovlivnéna nejvyssi koncentraci Cs. V 1. generaci byly rozhodujici rozdily mezi jednotlivymi
klony. Rovnéz ve studii Smutné a kol. (2014) nebyly reakce v 1. generaci zavislé
na koncentracich microcystini. Je tedy mozné, ze se jednalo o individudlni pfizplisobeni
se akutni toxicité¢ vyvolané zménou podminek spojenou se zahdjenim experimentu, pficemz
ptedchozi zkuSenost s pfitomnosti sinice nehrdla dominantni roli. S generacemi se zvySovala
velikost snliSek, coz bychom mohli pficitat postupnému piizptisobovani se danym podminkam
v ramci moznosti koncentrace, jelikoz velikost 1. 1 2. snisky odpovidala nepifimo umeérné

koncentraci davkované sinicové smési. Svou roli mohl sehrat i maternalni efekt.

V poslednich letech ptibyva diikazii, ze jsou jedinci rodu Daphnia schopni vyvinout
toleranci vii¢i toxickym sinicim (Gustafsson a Hansson 2004, Sarnelle a Wilson 2005, Wilson
a kol. 2006, Sarnelle a kol. 2010) a geneticky se pfizplisobit vyskytu cyanotoxint (Hairston
a kol. 1999, Hairston a kol. 2001; Gustafsson a kol. 2005).

Sarnelle a Wilson (2005) izolovali z jezer klony rodu Daphnia s nizkou a vysokou
prevalenci tvoficiho se sinicového kvétu a dospéli k zavéru, ze populace vystavené vysokym
koncentracim sinic po dlouhou dobu se mohou geneticky pfizpisobit tak, aby byly vice
tolerantni k vyskytu toxickych sinic v potravé. Hairston a kol. (2001) dospéli k podobnym
vysledkiim ve své studii genetického ptizptisobeni zooplanktonu rodu Daphnia v Bodamském
jezete. Gustafsson a Hansson (2004) a Gustafsson a kol. (2005) prokazali toleranci vici vyskytu
sinice rodu Microcystis pfedanou materndlnim efektem u jedinct rodu Daphnia, kteti byli
pfedem této sinici vystaveni v matetské generaci. Pozorovali vy$si pravdépodobnost preziti,
zrychlené dospivani stejné jako vEtsi pocet potomki ve srovndni s jedinci, jejichz matky této
expozici vystaveny nebyly. Sarnelle a kol. (2010) uvedli, ze populace jedincti rodu Daphnia
s piedchozi zkuSenosti s toxickymi sinicemi mohou vykazovat pozitivni populacni riist
1 pfi vysokych koncentracich cyanotoxini. Materndlni efekt a genetickd adaptace

pravdépodobné hraji velmi silnou roli pti hodnoceni interakci Microcystis-Daphnia.

Analyzou F1, F2 a F3 generace bylo ve studii Gustafssona a kol. (2005) zjisténo,
ze zvysena tolerance vii¢i toxickému Microcystis byla vyvolanou obranou vyvinutou béhem
celého Zivota jedince, a Ze tato vlastnost by mohla byt pfevadéna z matky na potomka. Tento
tzv. maternalni efekt byl vyjadien v nékolika reprodukénich a riistovych parametrech, véetné

krat$i doby do 1. snliSky a vétsi velikosti 1. snliSky v porovnani s jedinci v kontrolach. Rovnéz
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ve studii mé diplomové prace byla zaznamendna vétsi velikost 1. snisky ve 2. generaci

vystavené maternalnimu efektu, le¢ doba do 1. sniiSky se spiSe prodlouzila, a to u vSech klont.

Zvyseni veku primipar (tj. doby do 1. sniSky) v disledku plisobeni sinice druhu
Microcystis na druh Daphnia magna byl zaznamenan i ve studii Gustafssona a kol. (2005).
V tomto piipadé ptispél k prodlouzeni véku primipar 1 fakt, ze matefsti jedinci byli schopni
své snusky zlikvidovat jeste pred vypuzenim z téla, coz bylo pozorovano i v prubéhu mé prace,
le¢ nebylo to zahrnuto jako sledovany parametr pozorovéani. Perloocky vystavené plisobeni
sinicové smési mély niz8i reprodukeéni a rlstové projevy ve vSech smérech nez jedinci téhoz
druhu v kontrolach. Na druhou stranu nékteré jevy jako kuptikladu velikost 1. a 2. snusky
ve 3. zkoumané generaci studie mé prace byly nejnizsi koncentraci C; spisSe podminovany

pozitivnéji nez samotné kontroly.

Podobny trend byl prokazan téz v experimentu Ortiz-Rodrigueze a Wieganda (2010),
kde oproti kontrole vzrostla aktivita jedincti druhu Daphnia magna pti nizSich koncentracich
MC-LR, ale naopak klesla pii koncentracich vyssich. Gustafsson a kol. (2005) uvadi, ze pii
koncentraci microcystinii  0,73-1,37 pugl' (coz piiblizné odpovidd mnou davkované
koncentraci C1) méla Daphnia magna mensi fitness nez kontroly. Sinice druhu Microcystis
aeruginosa tak ovliviiovala reprodukcni a riistové parametry perlooc¢ky druhu Daphnia magna
negativné. Bylo zjiSténo, ze exponovanym jedinclim se postupné velikost snisek zvétSovala
(Gustafsson a kol. 2005), coz by korespondovalo s postupnym zvétSovanim snisek v prubehu
tii generaci studie mé prace, cehoz bylo pozorovéno i v porovnani druhu Daphnia magna
v ramci studia diapauzujicich vajicek odebranych z vrstev sedimentu uloZenych v prabéhu
ruznych fazi eutrofizace jezera Constance Hairstonem a kol. (1999). I v tomto pfipad¢ byla
zjiSténa narustajici resistence druhu Daphnia magna vici ptitomnosti sinice druhu Microcystis
aeruginosa béhem eutrofiza¢niho procesu. Populace druhu Daphnia magna vyvijela zvySenou
schopnost vyrovnat se s potravou obsahujici sinice. Byla zkoumana Siroka Skala genotypu
perloocek rodu Daphnia a snizovéani jejich rychlosti ristu v jezete v letech 1962-1964
a 1969-1971. Ptitom genotypy, které byly nejvice zasazeny pfitomnosti a poziranim sinic, byly

behem deseti let pokracujiciho letniho piisobeni sinicového kvétu dokonce eliminovany.

Lemaire a kol. (2012) navrhli experiment, ktery kvantifikoval, do jaké miry
je v interakci genotyp Microcystis zavisly na genotypu rodu Daphnia a naopak. Tyto interakce
zavislé na genotypech by vysvétlovaly, pro¢ se v nékterych studiich jedinci rodu Daphnia zdaji
byt schopni ovlivilovat sinici rodu Microcystis, zatimco v jinych studiich je pozorovan opak.

Wilson a kol. (2006) rovnéz dospéli k zavéru, ze toxicita vyvolana sinici plisobici na rychlost
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rustu a preziti perloocek je siln¢ zavisla na rodu pifitomné sinice a zooplanktonu vice nez
na pfitomnosti ¢i absenci samotnych microcystinli. Lemaire a kol. (2012) testovali postupné
vSechny mozné dvojice sestavené z 10 klont druhu Daphnia magna a 10 klon druhu
Microcystis sp. raznych genotypu. Odhalili, Ze na interakcich mezi konkrétnimi genotypy
zalezi. Statistické testy ptitom naznacily, Ze interakci vyraznéji fidi genotyp perloocek (Lemaire
a kol. 2012). Tyto vysledky koresponduji s pfedchozimi studiemi genetické rozdilnosti danych
klonii (Nizan a kol. 1986, Czarnecki a kol. 2006, Gustafsson a kol. 2005, Sarnclle
a Wilson 2005, Wilson a kol. 2006).

Zamétime-li se na vysledky mé prace z hlediska klonti druhu Daphnia magna a jejich
reakci na razné proménné, je mozné konstatovat, ze v chovani jednotlivych klont byly nalezeny
signifikantni rozdily — v imrtnosti, v dobé do 2. snisky i ve velikosti 2. sniiSky. Po vystaveni
klont toxicit¢ v 1. generaci reagoval kazdy klon na koncentrace sinicové smési jinym
zpusobem, vyjma umrtnosti, ktera byla signifikantné zavisla na nejvyssi koncentraci Cs. Dale
pak se klony H> a Hg¢ od sebe prokazatelné liSily nejen v dobé do 2. snisky, ale 1 velikosti
2. sntsky v nasledujicich generacich. Klon H, mél signifikantné kratsi dobu do 2. sntsky
nez klon He a zaroven vétsi 2. sntisku (klon H> nemél predchozi zkuSenost s pritomnosti sinice
druhu M. aeruginosa, klon Hg tuto zkusenost me¢l). Meziklonalni variabilita zjisténa v mé studii
podtrhuje  dtlezitost podrobnéjstho zkoumani této problematiky, jelikoz mnoho
ekotoxikologickych studii po celém svété je vystavéno na srovnavani poznatkil z experimentt,
u nichZ nebyl bran zfetel na klon vyuzivaného ekotoxikologického indikatoru druhu D. magna.

Je tedy mozné, Ze je porovnavano neporovnatelné.

Skupina klonti H», Hs a Hs, které nem¢ély piedchozi zkuSenost se sinici M. aeruginosa,
se od zbylé skupiny klonti béhem studie nikterak vyrazné nelisily, této zkuSenosti se sinici proto

v mé studii neni pfipisovan vliv na perlooc¢ku druhu D. magna.

47



7. Prakticky vyznam vysledkii prace

Jesté nyni nejsou v Evropé jasné stanovené regule zohlednujici vyskyt cyanotoxind,
nicméné¢ Evropska ramcova smérnice o vode (2000/60/EC) jiz charakterizuje znec€ist'ujici latky
ve vod¢. Sinice produkujici toxiny byly specidlné zminény jakozto hlavni potencialné
nebezpeéné znedistujici latky. Skodlivy potencial toxiny produkujicich sinic pro obyvatelstvo

je dnes jiz ziejmy (Hoeger a kol. 2005).

V roce 2002 polské ministerstvo zdravotnictvi zahrnulo microcystinovy limit do své
legislativy, stalo se tak prvnim evropskym statem, ktery tomu tak ucinil spolu s dalSimi 4 staty
na svété (Australie, Novy Zéland, Kanada a Brazilie). Dnes jiz toto opatfeni zavedly i dalsi
staty v Evropé, mezi n&z patfi i Ceska republika, Spanélsko, Francie a Itilie (Jurczak
a kol. 2005). V mnoha statech EU uz je tento limit implementovan do legislativy, ovSem
v nékterych statech, kuptikladu ve Spanélsku, neni mnoZstvi microcystinu v pitné vodé
kontrolovano & neni kontrolovano viude — ve Spanélsku je kontrolovano jen ve méstech

(Hernandez a kol. 2009).

Zpusobli opatieni proti pronikani microcystinli do pitné vody je nékolik. V roce 2003
se kuptikladu polska sprava Gpravny vod v reakci na naméfeni 6,7 pg.l"' v nadrZi rozhodla
zvysit podil podzemnich vod v Upravné vody na pitnou (Jurczak a kol. 2005). Ma studie
koagula¢niho procesu podporila problematiku odstranovani microcystini pii béZné
upravé vody a poukizala na naléhavou potiebu jejiho FeSeni, jelikoz poskytovani

vvvvvv

zdravi a v budoucnosti 1ze ptedpokladat dalsi rast jeho vyznamu (Hitzfeld a kol. 2000).

Microcystin-LR je nejstudovangj$im sinicovym toxinem, le¢ informace o jinych
formach tohoto toxinu do zna¢né miry chybi (Hitzfeld a kol. 2000). Vzhledem ke stale ¢astéji
se vyskytujicim sinicovym kvétim v mnoha vnitrozemskych vodnich nadrzich, pomalu
tekoucich vodach a mélkych ptibfeznich motich a vzhledem k nesnadnému odstraiiovani téchto
latek 1 v rdmci mé studie vyvstava potreba rozsifeni a konkretizovani limiti pripustného

mnoZstvi microcystini v pitné vodé na dalsi formy a dal§i metabolické latky sinic.

Nelze také opominout aspekt rozdilnosti jednotlivych klonii v ramci jednoho druhu
jakozto podnét dilezity k dalSimu testovani. Druh Daphnia magna je jednim
z nejvyuzivanéjsich indikatort v ekotoxikologickych studiich po celém svété. A vzhledem
k nalezenym signifikantnim meziklonalnim rozdilim je srovnavani ekotoxikologickych

studii pFi nejmensim zpochybnitelné.
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8. Zavér

V ramci mé diplomové prace jsem experimentalné zjistovala, zda je mozné odstranit
latky produkované sinicovym kvétem prostfednictvim bézného procesu upravy
vody — koagulace. Soubézné¢ s timto byly provedeny ekotoxikologické testy s vyuzitim
nejbéznéjsiho indikatoru, druhu Daphnia magna. Dulezitym aspektem mé studie byla snaha
o zachovani co nejkomplexnéjSich podminek in vivo prostiednictvim davkovani sinicové smési
odebrané z ptirody klontim druhu Daphnia magna, které byly rovnéz ziskany z ptirodniho
prostiedi a které navykly laboratornim podminkam, podobné jak tomu bylo v nékterych

ptedeslych studiich (Lemaire a kol. 2012, Smutna a kol. 2014, Dao a kol. 2010).
Dil¢imi otazkami mé prace byly:

(1) S jakou ucinnosti je pii tpravé vody proces koagulace schopen vyvazat zkoumané
formy microcystinu?

(2) Bude se lisit chovani druhu Daphnia magna v ramci raznych koncentraci sinicové
smési po vystaveni chronické toxicité?

(3) Reaguji odlisné jednotlivé klony téhoz druhu?

(4) Hraje roli pfedchozi zkuSenost s pfitomnosti sinice druhu Microcystis aeruginosa

u jednotlivych klon?
Z provedenych testil vyplyva:

(1) Prostfednictvim procesu koagulace bylo s nulovou uCinnosti odstraiiovano
analyzovanych forem microcystinu z vody obsahujici sinicovy kvét s dominantnim
druhem M. aeruginosa. Tudiz byla vyvracena i pocatecni hypotéza, Ze procesem
koagulace bude odstranovano ptinejmensim 50 % sledovanych forem microcystinu.
M¢ vysledky by naopak mohly podporovat hypotézu, Ze v oblasti nejvyssi vazebné
kapacity Fe peptidi/proteint (pH = 6,2) je proces koagulace inhibovan vznikem
Fe-peptidovych/proteinovych komplexti (Pivokonsky a kol. 2012). Lze tak konstatovat,
ze pii aplikaci koagulace jakozto jediného procesu upravy vody by mohlo byt
odstranovani obsazenych microcystinti nea¢inné.

(2) Pro statistické zpracovani imrtnosti v ramci akutni toxicity, tj. uhynuti jedincti v ramci
48 hodin expozice danym toxickym latkdm, nebyl soubor dat dostatecn¢ velky, nebot’
jedinci do dvou dnl téméf nehynuli. Je mozné, Ze i nejvyssi ddvkovana koncentrace
v experimentu (24,0 ug.1"!) byla ve skute¢nosti piilis nizka na dosazeni efektu umrtnosti

v disledku akutni toxicity, coz doklada i studie Ortiz-Rodrigueze a Wieganda (2010)
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na shodnych organismech, le¢ pti koncentraci 100 pg.I™!, kterazto se také v p¥irodnich
podminkach mutize vyskytovat pii kulminaci sinicového kvétu (Blaha a kol. 2010).
Pfitomnost sinicové smési v rtiznych koncentracich se projevila jak na Umrtnosti,
tak na ostatnich studovanych projevech jedincti druhu D. magna.

Po vystaveni 1. generaci toxicit¢ davkovaného sinicového kvétu se v pribéhu
nasledujicich generaci prodluzovala délka cyklu 1 zvétSovala velikost snusek,
coz je pric¢itano postupné aklimatizaci a pfizpisobeni se ptitomnosti toxického
sinicového kvétu, nehledé na mozZnou existenci maternalniho efektu, ktery tomuto
piizpisobeni napomahd z hlediska pfedavani informaci mateiského jedince svym
potomktim. Svou roli hréla i zavislost studovanych projevii na koncentraci davkovanych
sinicovych smési, pfi¢emz se s narustajici koncentraci zkracovala délka cyklu a snizoval
se poCet neonat v 1. a 2. snusce, tudiz 1ze konstatovat, ze studované projevy chronické
toxicity byly na koncentracich microcystinu zavislé.

Se zvysujici se koncentraci rostl negativni uc€inek na sledované organismy. Tento
vysledek by vSak bylo vhodné podpotit dal§imi studiemi ¢itajicimi vétsi pocet jedinci.
Zaroven by mohlo byt zajimavé zah4jit studii na generacich klonti druhu D. magna jesté
pied jejich vystavenim toxickym u¢inklim sinicové smési. Samotné porovnani projevi
jednotlivych klonii v netoxickém prostiedi a v ekotoxikologické studii by mohlo piinést
zajimavé osvétleni ucinki akutni toxicity na jednotlivé klony.

(3) Meziklondlni variabilita zaznamenana byla. Projevila se pfedev§im v umrtnosti ve
2. generaci, v ramci které jiz mohl hrat roli maternalni efekt, ktery mohl mit na kazdy
klon odlisn¢ silny vliv. Signifikantni rozdil byl také zaznamenan v dob¢ do 2. snusky
a ve velikosti 2. sniiSky v ramci 2. a 3. generace, pfi¢emz klon He m¢l signifikantné
delsi dobu do 2. sniiSky a mensi snisky nez klon Hz. Podpofila jsem tutiz pocatecni
hypotézu, ze se jednotlivé klony v projevech budou lisit. Otazkou tedy stale zlstava:
je vibec mozné porovnavat vysledky ekotoxikologickych studii vyuZzivajici rGzné
klony, na néz neni bran ztetel? Lisi-li se jednotlivé klony, nelisi se tedy i vysledky
mnoha studii?

(4) V pribéhu celého experimentu nebyla zaznamenana signifikantni zavislost projevu
klonti na ptedchozi zkuSenosti s pfitomnosti sinice druhu M. aeruginosa. Pocate¢ni
hypotéza, ze v rozdilnosti kloni bude hrat tato zkuSenost roli, tedy nebyla v rdmci
m¢é studie podpoiena. Neznamend to vSak, Ze neprojevila-li se v mé studii zminéna

zéavislost, ze neni. Naopak. Jen nemusi byt silna, le¢ v ptirodé¢ mize hrat svou roli.
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9. Seznam zkratek
AOM - algal organic matter — organické latky produkované fytoplanktonem
BBM - Bold-basal/Bristol medium — zZivny roztok pro péstovani fas

COM - cellular organic matter — celularni organické latky, které se do vodniho

prostiedi dostavaji predev§im odumiranim bunék sinic a fas
DOC — dissolved organic carbon — mnozstvi rozpusténého organického uhliku

EOM - extracellular organic matter — extracelularni organické latky, které se do vody

dostavaji pfedevsim cestou metabolické ¢innosti sinic a fas

KNK - kyselinova neutralizacni kapacita

KNK4,5— KNK titrovana methyloranzi az do hodnoty pH = 4,5

MC - obecna zkratka pro toxin microcystin

NOM - natural organic matter — ptirodni organické latky

TOC - total organic carbon — celkové mnozstvi organického uhliku ve vzorku

TDI - tolerable daily intake — tolerovany denni piijem
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Priloha I: Priprava Zivného roztoku BBM

Do velké Erlenmeyerovy baiiky bylo odméteno :

10 ml roztoku NaNOs (pfipraven 6,25 g NaNO; na 250 ml roztoku),
10 ml roztoku CaCl2.2H>O (pfipraven 1,25 g CaCl>.2H20 na 250 ml roztoku),

10 ml roztoku MgS0O4.7H,O (ptipraven 1,875 g MgS0O4.7H>O na 250 ml

roztoku),

10 ml roztoku KoHPO4 (pfipraven 1, 875 g KoHPO4na 250 ml roztoku),
10 ml roztoku NaCl (pfipraven 0,625 g NaCl na 250 ml roztoku),

10 ml roztoku KH>POys (ptipraven 4,375 g KH2PO4 na 250 ml roztoku),

1 ml roztoku EDTA+KOH (pfipraven 5 g EDTA s 3,1 g KOH na 100 ml

roztoku),

1 ml roztoku FeSO4.7H,0+H2SO4 (ptipraven 0,498 g FeSO4.7H20 s 0,1 ml
H>S0O4 na 100 ml roztoku),

1 ml roztoku H3BO3 (pfipraven 1,142 g H3BO3 na 100 ml roztoku),

1 ml roztoku “mikroprvki™” (pfipraven 0,882 g ZnSO4.7H,O s 0,144 g
MnCl2.4H20 s 0,0242 g NaMo0O4.2H>0 s 0,157 g CuS04.5H>0 a 0,049 g
Co(NO3)2.6H,0 na 100 ml roztoku)

a zalito destilovanou vodou po rysku 1 litru. Roztok byl promichéan a rozlit do sklenic. Prosel

procesem klavovani a po vychladnuti byl oznacen a piemistén do lednice.
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Priloha II: Sklenicové zkousky — kalibrace obsahu Fe a stanovovani KNK

Pted standardizovanym provedenim sklenicovych zkousek byla provedena kalibrace

stanoveni obsahu zeleza rhodanidem.
Byla vyuZita nasledujici ¢inidla:

e peroxid vodiku (1,5 % H202) - 50 ml 30% H>O; bylo zfedéno destilovanou

vodou na objem 1000 ml; roztok byl uchovéavan v tmavé lahvi po 2 mésice,

e rhodanid (20 % KSCN) - 200g KSCN bylo rozpusténo v 500ml destilované
vody, po vytemperovani na 20 °C byla doplnéno destilovanou vodou na 1000ml;

roztok byl uchovavan v tmavé ldhvi po 2 mésice,
e koncentrovana kyselina chlorovodikova (HCI),

e standardni kalibra¢ni roztok Fe (1000 mg.l"') - komeréné dodavany od firmy

Analytika,

e Kkalibraéni roztok I (cre = 10 mg.I"") — bylo odpipetovano 5 ml standardniho
kalibra¢niho roztoku Fe (ciz vyse) do 500 ml odmérné banky, doplnéno po rysku

destilovanou vodou a promichéno,

e Kkalibraéni roztok II (cre = 1 mg.I") — bylo odpipetovano 10 ml kalibraéniho
roztoku I (viz vyse) do 100 ml odmérné baiiky, doplnéno po rysku destilovanou

vodou a promichano,
¢ kontrolni roztoky Fe:

2 a 5 mgl! pro vyssi koncentrace Fe — pfipraveny ze standardizovaného

kalibra¢niho roztoku Fe (1000 mg.1™"):
2 mg.I'": odpipetovano 0,5 ml, doplnéno do 250 ml destilovanou vodou
5 mg.I"': odpipetovano 0,5 ml, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou

0,2 a 0,5 mg.I"! pro nizsi koncentrace Fe — pfipraveny nafedénim z kontrolnich

roztokd o koncentracich 2 a 5 mg.I'":

0,2 mg.I"": odpipetovano 10 ml z kontrolniho roztoku o koncentraci 2 mg.1™,

doplnéno do 100 ml destilovanou vodou,

0,5 mg.I": odpipetovano 10 ml kontrolniho roztoku o koncentraci 5 mg.l™!,

doplnéno do 100 ml destilovanou vodou.
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Pti kalibratnim postupu byly do 25ml odmérnych ban¢k pipetovany objemy
pracovnich kalibracnich roztokti I a II (viz tabulka II-1 a II-2). Roztoky byly dale
zpracovavany postupem stanoveni obsahu Zeleza (viz dale). S kazdou kalibraci byly méteny
slepé pokusy. Vysledkem kalibrace stanoveni obsahu Zeleza byla kalibra¢ni pfimka (viz obr.

II-1) dle tabulek II-1 a II-2 pro nizsi a vyssi koncentrace Fe zaroven.

Tabulka II-1: Davkovani kalibracniho roztoku II pro nizsi koncentrace zeleza.

Barika 1 2 3 3 5 6
cre [mg.I] 0,04 0,08 0,16 0,24 0,40 0,60
Vi [ml.25ml 7] 1 2 4 6 10 15

Tabulka II-2: Davkovani kalibra¢niho roztoku I pro vyssi koncentrace zeleza.

Barika 7 8 9 10 11 12 13 14 15
cre [mg.1"] 0,60 0,80 1,20 1,60 2,40 3,20 4,00 4,80 6,00
Vi [ml.25ml] 1,5 2 3 4 6 8 10 12 15

Postup stanoveni obsahu Zeleza

Kontrolni roztoky Fe byly zpracovavany stejné jako vzorky sklenicovych zkousek po
odstiedéni. Do odmérné bailky o objemu 25 ml bylo napipetovano 5 ml vzorku predem
dokonale zhomogenizovaného, pfiddno 0,5 ml HCI a 0,5 ml H>O> a reakéni smés byla
promichana. Nejdiive za 5 minut, nejpozdéji za 24 hodin byl vzorek doplnén vodou na cca 15
az 20 ml, rozmichan a poté do néj bylo ptidano 2,5 ml KSCN. Nejpozd¢ji do jedné minuty byl
vzorek doplnén vodou po rysku, rozmichan a kolorimetrovan pii vinové délce okolo 480 nm.

Kolorimetrovani bylo provadéno v rozmezi 5-60 minut po doplnéni banék.

S kazdou sérii vzorkl byly prométfeny i1 kontrolni vzorky (5 ml) o koncentracich 0,2;

0,5;2 a 5 mg.I" a slepy pokus.
Stanoveni KNK (kyselinové neutraliza¢ni kapacity)

Kyselinovou neutraliza¢ni kapacitou je vyjadfovano latkové mnozstvi silné jednosytné
kyseliny v mmol, které je spotiebovano 1 litrem vody k dosazeni urcité hodnoty pH, kterd je

udavana jako index u zkratky KNK (Pitter 2009).
Pti stanovovani KNK byla pouzivana nésledujici ¢inidla:

e 0,1 M HCI - 8,83 ml 35% HCI bylo natedéno do litru destilovanou vodou,
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e methyloranz 0,05% indikatorovy roztok (pro stanoveni KNK4s) — 0,05 g sodné
soli methyloranze bylo rozpusténo ve 100 ml horké destilované vody a po

vychladnuti zfiltrovano,
Stanoveni faktoru roztoku

Bylo navézeno pfiblizné 0,13 g Na,COs vysuSeného 2 h pti 105°C, rozpusténo v titracni
bance v 50 ml Cerstvé prevarené a ochlazené destilované vody. Po rozpusténi byly piidany 3
kapky methyloranze a roztok byl titrovan 0,1 M HCI z oranZzového do rizového zabarveni.
Titrovany roztok byl zahtat téméf k varu a po ochlazeni dotitrovan. Tento postup byl opakovan,

dokud zbarveni roztoku nebylo stalé.
Postup stanoveni KNK

KNK45 (celkova alkalita): K odméfenym 100 ml vzorku byly pfidany 3 kapky
methyloranze a vzorek byl titrovan odmérnym roztokem 0,1 M HCl z oranzového do rizového

zbarveni (pH = 4,5).

Kalibrace Fe 15.4. 2013

2,00
1,80 .
y = 0,3029x - 0,0028 e

1,60 X
1,40 Al o~
1,20 —

— 1,00 —

< 0,80 el
0,60 ad
0,40 A
0,20 ~

0,00 / ‘ ‘ . . . ‘

c [mg/l]

Obrazek II-1: Kalibracni kiivka Zeleza kalibra¢niho roztoku I a II pro nizsi a vyssi
koncentrace Zeleza zaroven (A je adsorbance vzorki).
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Priloha III: Parametry koagula¢niho procesu

Tabulka III-1: Namétené hodnoty pH.

Den

30. 4. 2.5.

3.5.

19. 6.

pH

6,46 6,28

6,47

6,23

— pramér: pH = 6,36

Tabulka III-2: Namétené hodnoty kyselinotvorné neutralizacni kapacity ke dni 19. 6. 2013.

19. 6. KNK 0,28 0,25 0,26
— pramér: KNK = 0,263
Tabulka III-3: Naméfené hodnoty adsorbance odebranych vzorkil (sl. — slepy vzorek
obsahujici destilovanou vodu; vz. — vzorek s nadavkovanymi €inidly).
Den/A 30. 4. 2.5. 3.5. 19. 6.
sl. 1 0,006 0,007 0,007 0,007
sl. 2 - 0,006 0,007 0,006
vz. 1 - 0,014 0,014 0,016
VZ.2 0,013 0,013 0,013 0,015
vz. 3 0,015
vz. 4 0,015
vz.5 0,016
vZ. 6 0,015 Pramér
sl. pramér 0,0060 0,0065 0,007 0,0065 0,0065
vz. prumér 0,0130 0,0135 0,0135 0,0153 0,0138

Tabulka III-4: Analyza obsahu jednotlivych forem microcystinu po procesu koagulace.

MC-LR [pg.I] MC-RR [pg.I'] MC-YR [pg.l'] | MC Suma [pg.I]
Vzorek 1 2,18 3,40 1,04 6,62
Vzorek 2 2,04 3.43 0,89 6,36
,Surova“ 1,93 3,52 0,84 6.29
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Piiloha IV — Protokol o zkousSce, stanoveni mnozZsvi forem microcystinu v sinicové smési

”ﬁ Povodi Vitavy, statni podnik Protokol &.: 37/13
A & !

vodohospodarska laboratof Plzen Stran:

pavaDi viTavy  Denisovo nabfcZi 14, 304 20 Plzen, tel. 377 307 383 (384)
ZKUSEBNI LABORATOR 1252 AKREDITOVANA CIA DLE CSN EN ISOIEC 17025

11252
PROTOKOL O ZKOUSCE
Zadavatel: ICO: 67985874 Ustav pro hydrodynamiku AV CR v.vii.
DIC: CZ67985874 Pod Patankou 30/5
16612 Pra ha o6
Kontakt: = : . = :
Evid.&vz| Vzorkeval ‘ | Datum odbéru| - Cas edbéru
332 Zadavatel do vlastni vzorkovnice prosty 24,1.2013 neznamy

U vzorkd neodebranych osobami pracujicimi ve VHL Plzefi nerucime za kvalitu a reprezentativnost odbéru vzorki,

v lomio pfipadé VHL Plzeft zodpovidi pouze za spravné provedeni analyzy v dodaném vzorku.

Evid.¢.vz| Nazev vzorku i Datum dodani
332 AQM 2011 24.1.2013
Stanoveni /SOF - meroda Jednotky | €. 332/13
0-19-A| Microcystin LR ug/l 760
(£F4 1694, CSN IS0 20079, CSN IS0 25101, EPA LC-MSMS Nejisiota #3354
0-19-A| Microcyslin RR ug/l 1290
(£ 1694, CSN ISO 20179 CSN 180 25100, EPA 535 LOMSAMS Nejisiota: £354
()-19-A| Microcystin YR ug/l 356
(EPA {694 CSN ISO 20179, CSN IS0 25101, P4 535) LCMSME Nojistora L35%
Vysvétlivky k metodé stanoveni: - Metody nepodléhajiei akreditaci CLA json oznadeny * pred kadem SOP.

- Visledky ziskané subdodivkou z jiné laboratofe jsou oznateny sub.

- Zkratka FRA u ¢isla SOP omacuje zkousku podiéhajici flexibilnimu rozsahu akreditace,

- Zkratka CFA oznacuje zkousku provedenou metedou kentinualni pritokove analyzy.
Laboratofi byl CIA priznan flexibilni rozsah akreditace typu 1, 2 a 3. Laboratof mize zafazovat
aktudlni normalizované nebo technicky ekvivalentni metody zkeudeni a moditikované

metody zkouseni v dané oblasti akreditace v piipadé, ze princip méfen{ jo zachovan.

VHL Plzed na pozadini poskyme udaje o pouzitych SOP (standardnich operacnich postupech).

Uvedena nejistoia je rozsifena nejistota vypodiend za pouziii koeficientu roziiveni rovnajiciho se 2 a charakterizuje s pravdépodobnosti 95%
interval hodnoi, ve kterém lze odekavat skutednou hodnom. Tato nejistota nezahmuje nejistotu odbéru vzorkd,

Vistedky se tvkaji pouze pfedmétii zkousek uvedenich na tomto protokolu.

Protokol nesmi byt bez pisemného souhlasu laboraiore reprodukovan jinak nez cely.

Datum zahajeni analyzy: 5.2.2013
Datum dokonéeni analyzy: 5.2.2013
Datum vystaveni protokolu:  11.2.2013
Ing. Vaclav Tajé
vedouci vodohospodatsk¢ laboratofe Plzen

Ay
Povodi vi a
SE%}@ podn

Haldékova 8
7503{;1 Praha 5
@

¥
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Priloha V: Shrnuti statistického zpracovani prace

MORTALITA
Linear mixed-effects model fit by REML
Data: NULL
AIC BIC logLik

485.4422 | 510.4403 | -232.7211
Random effects:
Formula: ~1 | clone

(Intercept) | Residual
StdDev: | 0.7139749 | 2.836247

Fixed effects: time ~ conc * ma

Smérodatna t-testové Hodnota
Efekt Velikost efektu odchylka Stupné volnosti | Kritérium signifikance
(Intercept) 5.600000 0.8403609 86 6.663804 0.0000
concC2 1.227204 1.0543990 86 1.163890 0.2477
concC3 0.967657 1.4740047 86 0.656482 0.5133
concK -0.272796 1.0543990 86 0.258722 0.7965
mayes 0.268384 1.2230616 4 0.219437 0.8371
concC2:mayes -0.623336 1.5185828 86 -0.410472 0.6825
concC3:mayes 0.256884 1.9532452 86 0.131516 0.8957
concK:mayes -0.395589 1.5059206 86 "-0.262689 0.7934
Correlation:
Konc. | Konc. Konc. Konc.
(Intr) C2 C3 Kontrola | mayes | C2:mayes C3:mayes Kontrola:mayes

Konc. C2 -0,605

Konc. C3 -0,433 | 0,342

Kontrola -0,605 | 0,483 0,342

mayes -0,687 | 0,416 | 0,297 0,416
Konc. C2:mayes | 0,42 -0,694 | -0,694 | -0,237 | -0,335 -0,622
Konc. C3:mayes | 0,327 | -0,258 | -0,258 | -0,755 | -0,258 -0,484 0,387
Kontrola:mayes | 0,424 | -0,338 | -0,338 | -0,239 -0,7 -0,628 0,506 0,391
Standardized Within-Group Residuals:

Min Ql Med Q3 Max

-1.4121867 | -0.5388094 | -0.1924558 | 0.1278371 5.2240679

Number of Observations: 98
Number of Groups: 6

Mortalita 1. generace

y<-cbind(Live, Dead)

library(Ime4)
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> model<-glmer(y~Clone+Concentration+(1|Clone/Concentration),family=binomial)

> summary(model)

Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace Approximation) [glmerMod]
Family: binomial ( logit)

Formula: y ~ Clone + Concentration + (1 | Clone/Concentration)

AIC BIC loglik | deviance | dfresid
60.3 73.2 -19.1 38.3 13

Scaled residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-1.9515 -0.6808 0.3542 0.6279 1.18

Random effects:

Groups Name Variance | Std.Dev.
Concentration:Clone (Intercept) 0 0
Clone (Intercept) 0 0

Number of obs: 24, groups: Concentration:Clone, 24; Clone, 6

Fixed effects:
Primér Standardni Z-Fe stpvé ' qunota
chyba kritérium | signifikance
(Intercept) 2.074¢+00 9.188¢-01 2.258 0.023961 *
CloneH2 4.658¢-01 9.693¢-01 0.481 0.630870
CloneH3 9.890e-01 1.013e+00 0.976 0.329000
CloneH4 4.658¢-01 9.693¢-01 0.481 0.630870
CloneH5 4.658¢-01 9.693¢-01 0.481 0.630870
CloneH6 1.611e+00 1.091e+00 1.476 0.139890
ConcentrationC2 -4.608e-10 1.041e+00 0.000 1.000000
ConcentrationC3 -3.019¢+00 8.386e-01 -3.599 0.000319 ok
ConcentrationK 7.346¢-01 1.258e+00 0.584 0.559313
Signif. codes: 0 “***’0.001 “*** 0.01 “** 0.05°.>0.1 "1
Correlation:
(Intr) ClonH2 | ClonH3 | ClonH4 | ClonH5 | ClonH6 ConC2 ConC3
CloneH2 -0.471
CloneH3 -0.429 0.462
CloneH4 -0.471 0.477 0.462
CloneH5 -0.471 0.477 0.462 0.477
CloneH6 -0.384 0.434 0.429 0.434 0.434
ConC2 -0.567 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ConC3 -0.643 -0.062 -0.112 -0.062 -0.062 -0.141 0.621
ConK -0.472 0.004 0.005 0.004 0.004 0.005 0.414 0.513
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>tapply(Dead,list(Concentration,Clone),sum)/tapply(Dead+Live,list(Concentration,Clone),sum)

H1 H2 H3 H4 H5 Hé6
Cl 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0
C2 0.0 0.2 0.2 0.0 0.0 0.0
C3 0.8 0.4 0.2 0.8 0.8 0.4
K 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0

Mortalita 2. generace

>model<-glmer(y~Clone+Concentration+(1|Clone/Concentration),family=binomial)

Warning messages:

1: In checkConv(attr(opt, "derivs"), opt$par, ctrl = control$checkConv, : Model failed to converge with
max|grad| = 0.512279 (tol = 0.001, component 10)

2: In checkConv(attr(opt, "derivs"), opt$par, ctrl = control$checkConv, : Hessian is numerically singular:
parameters are not uniquely determined

> summary(model)

Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace Approximation) [glmerMod]

Family: binomial ( logit)

Formula: y ~ Clone + Concentration + (1 | Clone/Concentration)

AIC BIC loglik | deviance | dfresid
51.1 64.1 -14.6 29.1 13

Scaled residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-1.75118 | -0.05181 | 0.00000 | 0.07847 | 1.13825

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Concentration:Clone | (Intercept) 4.162e-01 | 6.452e-01
Clone (Intercept) 5.562e-09 | 7.458e-05

Number of obs: 24, groups: Concentration:Clone, 24; Clone, 6

Fixed effects:
Estimate Std. Error z-value | Significance

(Intercept) 25.773 21902.183 0.001 0.9991
CloneH2 -2.026 1.614 -1.255 0.2093
CloneH3 -0.440 1.771 -0.248 0.8038
CloneH4 -2.788 1.526 -1.827 0.0677
CloneH5 -2.159 1.571 -1.374 0.1694
CloneH6 -3.417 1.615 -2.116 0.0343 *
ConcentrationC2 | -24.084 21902.183 -0.001 0.9991
ConcentrationC3 | -46.116 25875.524 -0.002 0.9986
ConcentrationK -21.885 21902.183 -0.001 0.9992

Signif. codes: 0 “****(0.001 “***0.01 “*> 0.05 0.1 *’ 1
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Correlation:

(Intr) ClonH2 | ClonH3 | ClonH4 | ClonH5 | ClonH6 Con(C2 ConC3
CloneH2 0.000
CloneH3 0.000 0.565
CloneH4 0.000 0.667 0.603
CloneHS5 0.000 0.641 0.581 0.688
CloneH6 0.000 0.638 0.575 0.698 0.659
ConC2 -1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ConC3 -0.846 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.846
ConK -1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.846

Warning messages:

1: In vcov.merMod(object, use.hessian = use.hessian) : variance-covariance matrix computed from finite-
difference Hessian is not positive definite: falling back to var-cov estimated from RX

2: In veov.merMod(object, correlation = correlation, sigm = sig) : variance-covariance matrix computed from
finite-difference Hessian is not positive definite: falling back to var-cov estimated from RX
>tapply(Dead,list(Concentration,Clone),sum)/tapply(Dead+Live,list(Concentration,Clone),sum)

H1 H2 H3 H4 H5 Hé6
Cl 0.0 0.00 0.0 0.0 0.0 0.0
C2 0.2 0.75 0.0 0.4 0.8 1.0
3 1.0 1.00 1.0 1.0 1.0 1.0
K 0.0 0.00 0.2 0.6 0.0 0.2

Reprodukéni a ristové parametry

Délka cyklu
glm(formula = Delka.cyklu ~ Klon * Koncentrace * Generace, family = quasipoisson)
Efekt Velikost Smérodatna t-t.estgvé .qunota
efektu odchylka kritérium signifikance
(Intercept) 2.75684 0.20490 13.455 <2e-16 ***
KlonH2 0.14458 0.26655 0.542 0.5881
KlonH3 0.10536 0.28243 0.373 0.7095
KlonH4 -0.02247 0.27629 -0.081 0.9353
KlonH5 0.08807 0.26970 0.327 0.7444
KlonH6 0.19807 0.26370 0.751 0.4535
KoncentraceC2 0.01575 0.27394 0.057 0.9542
KoncentraceC3 -0.08269 0.36495 -0.227 0.8210
KoncentraceK -0.04879 0.27794 -0.176 0.8608
Generace2 0.52030 0.25872 2.011 0.0457 *
Generace3 0.48835 0.27629 1.768 0.0787 .
KlonH2:KoncentraceC2 0.31758 0.35346 0.898 0.3700
KlonH3:KoncentraceC2 -0.05657 0.37989 -0.149 0.8818
KlonH4:KoncentraceC2 0.14026 0.37254 0.376 0.7070
KlonH5:KoncentraceC2 -0.08807 0.37264 -0.236 0.8134

73



Efekt Velikost Smérodatna t—t.estgvé 'qunota
efektu odchylka kritérium signifikance
KlonH6:KoncentraceC2 0.19059 0.35357 0.539 0.5905
KlonH2:KoncentraceC3 -0.04614 0.44195 -0.104 0.9170
KlonH3:KoncentraceC3 0.31153 0.44161 0.705 0.4814
KlonH4:KoncentraceC3 0.05637 0.45034 0.125 0.9005
KlonH5:KoncentraceC3 -0.04092 0.44581 -0.092 0.9270
KlonH6:KoncentraceC3 0.39354 0.42536 0.925 0.3560
KlonH2:KoncentraceK -0.17161 0.37755 -0.455 0.6500
KlonH3:KoncentraceK -0.01613 0.38378 -0.042 0.9665
KlonH4:KoncentraceK 0.00905 0.38385 0.024 0.9812
KlonH5:KoncentraceK 0.02526 0.37349 0.068 0.9461
KlonH6:KoncentraceK 0.08961 0.36229 0.247 0.8049
KlonH2:Generace2 -0.02722 0.33727 -0.081 0.9358
KlonH3:Generace2 -0.03260 0.35766 -0.091 0.9275
KlonH4:Generace2 -0.26899 0.35778 -0.752 0.4530
KlonH5:Generace2 -0.17886 0.34576 -0.517 0.6055
KlonH6:Generace2 -0.45968 0.34701 -1.325 0.1868
KlonH2:Generace3 -0.42794 0.38859 -1.101 0.2721
KlonH3:Generace3 -0.40612 0.42863 -0.947 0.3446
KlonH4:Generace3 -0.24719 0.37104 -0.666 0.5061
KlonH5:Generace3 -0.32511 0.37382 -0.870 0.3855
KlonH6:Generace3 -0.28202 0.35539 -0.794 0.4284
KoncentraceC2:Generace2 0.06051 0.34423 0.176 0.8606
KoncentraceC3:Generace2 -0.62950 0.60133 -1.047 0.2965
KoncentraceK:Generace?2 0.07486 0.34878 0.215 0.8303
KoncentraceC2:Generace3 -0.77604 0.46862 -1.656 0.0993 .
KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KoncentraceK:Generace3 -0.16386 0.37877 -0.433 0.6658
KlonH2:KoncentraceC2:Generace?2 -1.24938 0.50571 -2.471 0.0143 *
KlonH3:KoncentraceC2:Generace?2 -0.08306 0.48548 -0.171 0.8643
KlonH4:KoncentraceC2:Generace?2 -0.06671 0.48161 -0.139 0.8900
KlonH5:KoncentraceC2:Generace?2 -0.62510 0.49548 -1.262 0.2086
KlonH6:KoncentraceC2:Generace?2 -1.44980 0.54790 -2.646 0.0088 **
KlonH2:KoncentraceC3:Generace?2 -0.64374 0.74947 -0.859 0.3914
KlonH3:KoncentraceC3:Generace?2 -1.15748 0.81673 -1.417 0.1580
KlonH4:KoncentraceC3:Generace?2 -0.38395 0.91421 -0.420 0.6750
KlonH5:KoncentraceC3:Generace?2 0.70226 0.75101 0.935 0.3509
KlonH6:KoncentraceC3:Generace?2 -1.31059 1.04714 -1.252 0.2122
KlonH2:KoncentraceK:Generace2 0.27001 0.47359 0.570 0.5692
KlonH3:KoncentraceK:Generace2 -0.41541 0.49268 -0.843 0.4002
KlonH4:KoncentraceK:Generace2 -0.42555 0.50787 -0.838 0.4031
KlonH5:KoncentraceK:Generace2 -0.20273 0.48082 -0.422 0.6737
KlonH6:KoncentraceK:Generace2 0.11915 0.47126 0.253 0.8007
KlonH2:KoncentraceC2:Generace3 0.47661 0.66884 0.713 0.4769
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Efekt Velikost Smérodatna t-t'estgvé .H(?dnota
efektu odchylka kritérium signifikance
KlonH3:KoncentraceC2:Generace3 0.58047 0.63448 0.915 0.3614
KlonH4:KoncentraceC2:Generace3 0.28356 0.61099 0.464 0.6431
KlonH5:KoncentraceC2:Generace3 0.61279 0.69382 0.883 0.3782
KlonH6:KoncentraceC2:Generace3 NA NA NA NA
KlonH2:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH3:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH4:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH5:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH6:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH2:KoncentraceK:Generace3 -0.01263 0.59674 -0.021 0.9831
KlonH3:KoncentraceK:Generace3 0.28007 0.56229 0.498 0.6190
KlonH4:KoncentraceK:Generace3 0.36356 0.54594 0.666 0.5062
KlonH5:KoncentraceK:Generace3 0.30599 0.51143 0.598 0.5503
KlonH6:KoncentraceK:Generace3 -0.12044 0.50559 -0.238 0.8120

Signif. codes: 0 “**** 0.001 “*** 0.01 **> 0.05 <> 0.1 <’ 1
Velikost 1. sntasky

glm(formula = X1.snuska ~ Klon + Koncentrace + Generace + Koncentrace:Generace, family = quasipoisson)

Efekt Velikost Smérodatna t—t.estgvé 'Ho'dnota
efektu odchylka kritérium signifikance

(Intercept) 1.667238 0.158534 10.517 <2e-16 oAk
KlonH2 0.201523 0.153212 1.315 0.189632
KlonH3 0.502179 0.141705 3.544 0.000472 oAk
KlonH4 0.133913 0.149653 0.895 0.371759
KlonH5 0.303249 0.143181 2.118 0.035187 *
KlonH6 0.256778 0.145280 1.767 0.078395
KoncentraceC2 -0.126070 0.168872 -0.747 0.456055
KoncentraceC3 -0.983459 0.226606 -4.340 2.09e-05 oAk
KoncentraceK -0.177657 0.171151 -1.038 0.300286
Generace2 0.275706 0.156159 1.766 0.078718
Generace3 0.643594 0.152917 4.209 3.61e-05 *k*
KoncentraceC2:Generace2 -1.286144 0.293015 -4.389 1.69¢-05 HA
KoncentraceC3:Generace2 -16.524033 | 686.312810 -0.024 0.980811
KoncentraceK:Generace2 0.063348 0.226165 0.280 0.779639
KoncentraceC2:Generace3 -0.841573 0.293161 -2.871 0.004454 o
KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KoncentraceK:Generace3 0.002918 0.224259 0.013 0.989628
KoncentraceK:Generace3 0.002918 0.224259 0.013 0.989628
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Velikost 2. snisky

glm(formula = X2.snuska ~ Klon * Koncentrace * Generace, family = quasipoisson)

Efekt Velikost Smérodatna t-t'estgvé 'qunota
efektu odchylka kritérium signifikance

(Intercept) 2.25129 0.26036 8.647 6.7e-15
KlonH2 0.49598 0.31751 1.562 0.12033
KlonH3 -0.08224 0.37601 -0.219 0.82717
KlonH4 0.41594 0.32181 1.292 0.19814
KlonH5 0.14660 0.33856 0.433 0.66561
KlonH6 0.05129 0.34541 0.149 0.88214
KoncentraceC2 0.12825 0.33984 0.377 0.70640
KoncentraceC3 -2.25129 1.62594 -1.385 0.16819
KoncentraceK -0.27721 0.37328 -0.743 0.45884
Generace2 0.50024 0.35013 1.429 0.15512
Generace3 0.58192 0.37888 1.536 0.12663
KlonH2:KoncentraceC2 -0.67830 0.45360 -1.495 0.13688
KlonH3:KoncentraceC2 -0.41024 0.51686 -0.794 0.42859
KlonH4:KoncentraceC2 -1.63233 0.55880 -2.921 0.00402
KlonH5:KoncentraceC2 0.03880 0.44939 0.086 0.93131
KlonH6:KoncentraceC2 -1.20706 0.56438 -2.139 0.03405
KlonH2:KoncentraceC3 1.20877 1.67146 0.723 0.47067
KlonH3:KoncentraceC3 1.30601 1.69375 0.771 0.44185
KlonH4:KoncentraceC3 0.27721 1.99184 0.139 0.88950
KlonH5:KoncentraceC3 0.72887 1.70446 0.428 0.66953
KlonH6:KoncentraceC3 2.43361 1.66336 1.463 0.14550
KlonH2:KoncentraceK -0.21877 0.49005 -0.446 0.65593
KlonH3:KoncentraceK 0.10964 0.53156 0.206 0.83687
KlonH4:KoncentraceK -0.28588 0.48779 -0.586 0.55869
KlonH5:KoncentraceK -0.11920 0.50576 -0.236 0.81399
KlonH6:KoncentraceK -0.10845 0.51635 -0.210 0.83392
KlonH2:Generace2 -0.37583 0.45191 -0.832 0.40689
KlonH3:Generace2 -0.77218 0.57007 -1.355 0.17757
KlonH4:Generace2 -0.43310 0.43798 -0.989 0.32428
KlonH5:Generace2 -0.45579 0.47479 -0.960 0.33858
KlonH6:Generace2 -1.08006 0.51586 -2.094 0.03793
KlonH2:Generace3 0.03810 0.45407 0.084 0.93323
KlonH3:Generace3 -0.18603 0.56233 -0.331 0.74124
KlonH4:Generace3 -0.38125 0.45672 -0.835 0.40516
KlonH5:Generace3 0.08824 0.46940 0.188 0.85114
KlonH6:Generace3 -0.11192 0.48509 -0.231 0.81784
KoncentraceC2:Generace2 -1.33934 0.59522 -2.250 0.02586
KoncentraceC3:Generace?2 NA NA NA NA
KoncentraceK:Generace2 -0.30527 0.51744 -0.590 0.55608
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Efekt Velikost Smérodatna t-t'estgvé 'qunota
efektu odchylka kritérium signifikance

KoncentraceC2:Generace3 -17.26405 | 1241.89241 -0.014 0.98893
KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KoncentraceK:Generace3 -0.25342 0.52868 -0.479 0.63238
KlonH2:KoncentraceC2:Generace?2 1.79030 0.80880 2.214 0.02834
KlonH3:KoncentraceC2:Generace?2 1.83442 0.84427 2.173 0.03134
KlonH4:KoncentraceC2:Generace?2 1.98086 0.82679 2.396 0.01779
KlonH5:KoncentraceC2:Generace?2 0.80939 0.90484 0.895 0.37246
KlonH6:KoncentraceC2:Generace?2 NA NA NA NA
KlonH2:KoncentraceC3:Generace?2 NA NA NA NA
KlonH3:KoncentraceC3:Generace2 NA NA NA NA
KlonH4:KoncentraceC3:Generace?2 NA NA NA NA
KlonH5:KoncentraceC3:Generace?2 NA NA NA NA
KlonH6:KoncentraceC3:Generace?2 NA NA NA NA
KlonH2:KoncentraceK:Generace2 0.12679 0.74851 0.169 0.86571
KlonH3:KoncentraceK:Generace2 1.45211 0.75897 1.913 0.05758
KlonH4:KoncentraceK:Generace2 0.77305 0.70128 1.102 0.27204
KlonH5:KoncentraceK:Generace2 0.92657 0.68991 1.343 0.18125
KlonH6:KoncentraceK:Generace2 0.30317 0.78905 0.384 0.70135
KlonH2:KoncentraceC2:Generace3 17.49133 1241.89251 0.014 0.98878
KlonH3:KoncentraceC2:Generace3 18.05686 1241.89253 0.015 0.98842
KlonH4:KoncentraceC2:Generace3 NA NA NA NA
KlonH5:KoncentraceC2:Generace3 NA NA NA NA
KlonH6:KoncentraceC2:Generace3 NA NA NA NA
KlonH2:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH3:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH4:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH5:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH6:KoncentraceC3:Generace3 NA NA NA NA
KlonH2:KoncentraceK:Generace3 0.09015 0.70412 0.128 0.89829
KlonH3:KoncentraceK:Generace3 0.51280 0.75298 0.681 0.49688
KlonH4:KoncentraceK:Generace3 0.39096 0.72067 0.542 0.58827
KlonH5:KoncentraceK:Generace3 0.13122 0.68275 0.192 0.84784
KlonH6:KoncentraceK:Generace3 -0.83423 0.82535 -1.011 0.31373
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Doba do 1. snisky

glm(formula = Do.1.snusky ~ Klon * Koncentrace * Generace — Klon : Koncentrace : Generace -

Generace, family = quasipoisson)

Efekt Velikost Smérodatna t—t.est(.)vé .qunota
efektu odchylka kritérium signifikance

(Intercept) 2.223059 0.131617 16.890 <2e-16
KlonH2 0.397205 0.173793 2.286 0.023497
KlonH3 0.253467 0.178384 1.421 0.157143
KlonH4 -0.060139 0.179866 -0.334 0.738516
KlonH5 0.063694 0.178882 0.356 0.722222
KlonH6 0.335510 0.173317 1.936 0.054520
KoncentraceC2 0.226584 0.142747 1.587 0.114269
KoncentraceC3 0.721380 0.289752 2.490 0.013731
KoncentraceK -0.022800 0.136343 -0.167 0.867389
Generace2 0.562538 0.128124 4.391 1.96e-05
Generace3 0.499200 0.146980 3.396 0.000847
KlonH2:KoncentraceC2 -0.023164 0.201751 -0.115 0.908724
KlonH3:KoncentraceC2 -0.228841 0.194121 -1.179 0.240074
KlonH4:KoncentraceC2 0.006872 0.196701 0.035 0.972172
KlonH5:KoncentraceC2 -0.069200 0.218930 -0.316 0.752322
KlonH6:KoncentraceC2 -0.189898 0.228010 -0.833 0.406078
KlonH2:KoncentraceC3 -0.720605 0.346202 -2.081 0.038865
KlonH3:KoncentraceC3 -0.516885 0.340289 -1.519 0.130599
KlonH4:KoncentraceC3 -1.498005 0.644588 -2.324 0.021289
KlonH5:KoncentraceC3 -0.810909 0.356042 -2.278 0.023976
KlonH6:KoncentraceC3 -0.159053 0.339544 -0.468 0.640065
KlonH2:KoncentraceK -0.131285 0.201819 -0.651 0.516225
KlonH3:KoncentraceK 0.014973 0.188305 0.080 0.936714
KlonH4:KoncentraceK 0.070373 0.192504 0.366 0.715135
KlonH5:KoncentraceK 0.062001 0.177962 0.348 0.727966
KlonH6:KoncentraceK 0.137184 0.176143 0.779 0.437148
KlonH2:Generace2 -0.521857 0.196065 -2.662 0.008508
KlonH3:Generace2 -0.181025 0.175137 -1.034 0.302758
KlonH4:Generace2 0.050272 0.178981 0.281 0.779137
KlonH5:Generace2 -0.094492 0.183678 -0.514 0.607599
KlonH6:Generace2 -0.419924 0.183493 -2.289 0.023318
KlonH2:Generace3 -0.597106 0.214110 -2.789 0.005883
KlonH3:Generace3 -0.332444 0.198431 -1.675 0.095669
KlonH4:Generace3 0.022535 0.212968 0.106 0.915851
KlonH5:Generace3 -0.014714 0.203567 -0.072 0.942461
KlonH6:Generace3 -0.318113 0.204973 -1.552 0.122495
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Doba do 2. snusky

glm(formula = Do.2.snusky ~ Klon + Koncentrace, family = quasipoisson)

Efekt Velikost | Smérodatna t-t'estf)vé .H(?dnota
efektu odchylka kritérium | signifikance

(Intercept) 1.56846 0.08652 18.127 <2e-16
KlonH2 -0.07859 0.10988 -0.715 0.47536
KlonH3 0.03328 0.09976 0.334 0.73908
KlonH4 0.09588 0.10122 0.947 0.34472
KlonH5 0.07386 0.10033 0.736 0.46255
KlonH6 0.25732 0.09796 2.627 0.00934
KoncentraceC2 0.22720 0.07579 2.998 0.00309
KoncentraceC3 0.28353 0.11294 2.511 0.01290
KoncentraceK 0.04477 0.07010 0.639 0.52385
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