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1. Wstep

Postepujaca eutrofizacja zbiornikow wodnych jest przyczyna coraz powszechniejszych
zakwitow wod srodladowych. Zakwity wod powodowane sa przez masowe pojawianie si¢
pewnych taksonow fitoplanktonu, najczg$ciej nalezacych do sinic, gtéwnie: Aphanizomenon
flos-aquae, Microcystis sp., Planktothrix sp. Zakwity stanowia problem natury estetycznej
1 zdrowotnej, ze wzgledu na nadawanie wodzie nieprzyjemnego zapachu, smaku i barwy,
tworzenie unoszacego si¢ na wodzie kozucha, a takze produkcje zwiazkéw toksycznych —
zarowno dla zwierzat jak 1 dla cztowieka (Szyper i Goldyn 2000, Tarczynska i in. 2001,
Kardinal 2007, Btaszczyk iin. 2010).

W ostatnich latach problem silnych zakwitow wody stat si¢ coraz powszechniejszy w
Poznaniu i okolicach (Kokocinski i in. 2004, Zagajewski i Goldyn 2005, Zagajewski i in.
2007, 2009). W ramach pracy magisterskiej od sierpnia 2004 r. do wrzesnia 2005 r.
przeprowadzitem badania ilo§ciowe 1 jakosciowe skladu gatunkowego sinic oraz analizy na
obecnos¢ trzech mikrocystyn w 10 najpopularniejszych kapieliskach Poznania 1 okolic (J.
Biezdruchowskie, J. Bninskie, J. Dymaczewskie, J. Kierskie, Lipno, J. Lusowskie, Malta, J.
Niepruszewskie, Rusatka, J. Strykowskie). W potowie z 10 monitorowanych kapielisk
wystapily silne zakwity wody. W skladzie gatunkowym sinic wyr6zniono 31 gatunkow, wsrod
ktorych wigkszo§¢ nalezata do potencjalnie toksycznych min. Limnothrix redekei,
Planktothrix agardhi, Pseudanabaena limnetica (Codd 1995, Faster i in. 1995, Lahti i in.
1997, Rogalska-Kupiec i Bochnia 1998, Codd 2000, Oudra i in. 2000, Main 2004). We
wszystkich monitorowanych jeziorach wykryto hepatotoksyny produkowane przez sinice,
cho¢ nie byly one obecne we wszystkich probach. Stwierdzono, Ze stgzenie mikrocystyn
wynosito od 0,000 pg 1" do 9,053 pg I'' (dopuszczalne stezenie dla kapielisk okre$lone przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia wynosi 5 pg 17), jednak nie udato si¢ ustali¢ w jakich
warunkach mozna spodziewac sig, ze obserwowany zakwit wody jest niebezpieczny dla ludzi

kapiacych si¢ w jeziorze.

Produkcja toksyn przez sinice uzalezniona moze by¢ od wielu czynnikéw. Zdania na
temat roli poszczegdlnych czynnikéw Srodowiskowych czegsto sa podzielone, nawet
przeciwstawne. Przewaza opinia, Ze toksyny syntetyzowane sa w maksymalnej ilo$ci, gdy
istnieja korzystne warunki dla rozwoju sinic. Hipotezg t¢ potwierdzaja m. in. do§wiadczenia

przeprowadzone przez Sivonen (1990) na Planktothrix agardhii, ktére wykazaty, ze



optymalne warunki dla syntezy toksyn pokrywaja si¢ z optymalnymi warunkami dla wzrostu
cyjanobakterii. Przeciwwaga dla tego stanowiska sa prace autorow wskazujacych na
stymulujaca role czynnikdw ograniczajacych w produkcji toksyn. Wedtug Carmichaela (1986)
synteza toksyn jest odpowiedzia na warunki stresowe Srodowiska. Eksperymenty van der
Westhuizena i Eloffa (1983) dowiodly, ze komorki Microcystis aeruginosa byty bardziej
toksyczne dla myszy, kiedy wzrastaly przy pH wyzszym i nizszym od pH optymalnego.
Innym testowanym przez Lukaca i Aegertera (1993) czynnikiem stresowym byly jony zelaza.
W przypadku ich braku lub przy zbyt niskim ich st¢zeniu (< 2,5 uM), komorki rosty bardzo
wolno, ale syntetyzowaty za to 20-40% wigcej toksyn, w pordwnaniu z proba kontrolna.
Obecno$¢ biogenow w srodowisku wodnym rowniez wptywala na produkcje toksyn. Gatunki
ktorych toksyny nie zawieraty azotu i1 fosforu zwigkszaly synteze¢ toksyn przy deficycie

nutrietow, a inne gatunki w warunkach wysokiego ich stezenia (Graneli 2005).

Celem niniejszej pracy byto przesledzenie wystgpowania w kapieliskach Poznania
1 okolic skladu gatunkowego 1 liczebno$ci sinic oraz produkcji przez nie pospolitych
hepatotoksyn 1 na tym tle zbadanie autekologii wybranych gatunkéw wyizolowanych ze
srodowiska, zwracajac szczegdlna uwage na czynniki Srodowiskowe sprzyjajace ich
rozwojowi, tworzeniu zakwitow oraz produkcji toksyn. Zbadano w statych warunkach
laboratoryjnych oddziatywanie takich czynnikow jak: natezenie $wiatla, st¢zenie w wodzie
fosforu, azotu 1 zelaza, na rozwdj wybranych gatunkéw sinic oraz ich zdolno$¢ do produkcji

toksycznych metabolitow.

Poniewaz w wyniku badan laboratoryjnych okazato sig, ze wigkszo$¢ wyizolowanych
z kapielisk Poznania 1 okolic taksondéw sinic to szczepy nie produkujace toksyn, w pracy
uwzgledniono dodatkowo 3 szczepy sinic, uzyskanych z Regionalnego Centrum Sinicowego

w Gdyni, wyizolowanych z jezior wojewodztwa pomorskiego.

Znajomo$¢ odpowiedzi poszczegdlnych gatunkéw sinic na czynniki $rodowiskowe
moze umozliwi¢ podejmowanie dzialan rekultywacyjnych, zmierzajacych do ograniczenia

dynamicznie rozwijajacych si¢ 1 niebezpiecznych dla zywych organizméw zakwitow wody.

Wyniki pracy moga pomoéc precyzyjniej okresla¢ ryzyko wystapienia niebezpiecznych
toksyn w zbiornikach uzywanych do poboru wody pitnej oraz wykorzystywanych w celach
rekreacyjnych. Moze to zapobiec ewentualnym =zatruciom ludzi Kkorzystajacych

z powierzchniowych uje¢ wody oraz z kapielisk w jeziorach.



2. Teren badan

Badaniami objeto 9 najpopularniejszych kapielisk miasta Poznania i jego okolic,
znajdujacych si¢ na terenie jezior: Biezdruchowskiego, Bninskiego, Dymaczewskiego,
Kierskiego, Kornickiego, Malta, Niepruszewskiego, Rusatka i Strykowskiego. Badane jeziora
stanowia w wigkszo$ci fragment mezoregionu Pojezierza Poznanskiego w makroregionie
Pojezierze Wielkopolskie, z wyjatkiem Jeziora Bninskiego 1 Jeziora Kornickiego, ktore
stanowia fragment mezoregionu Roéwnina Wrzesinska oraz Jeziora Biezdruchowskiego,
polozonego w mezoregionie Pojezierze Gnieznienskie. Takze te jeziora leza w makroregionie
Pojezierze Wielkopolskie. Jezioro Kierskie, Malta oraz Rusatka znajduja si¢ na terenie
Poznania, pozostate jeziora leza w niewielkiej od niego odlegtosci.

Dane morfometryczne monitorowanych jezior przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Cechy morfometryczne jezior Poznania i okolic (wedhug Choinskiego 1992 oraz

Gotdyna i in. 1996)

Powierzchnia '
o o Objegtosé Glebokos¢ Glebokos¢
Nazwa jeziora zwierciadla
(ty$. m?) $rednia (m) maksymalna (m)

wody (ha)
Biezdruchowskie 48.8 2815,5 5,7 17,7
Bninskie 2259 9525,6 4,2 8,5
Dymaczewskie 119,6 6221,0 5,3 12,0
Kierskie 310,0 34100,0 11,0 34,1
Kornickie 81,9 2164,7 2,6 6,0
Malta 64,0 2000,0 3,1 5,0
Niepruszewskie 2423 7578,3 3,1 5,2
Rusatka 36,7 7014 1,9 9,0
Strykowskie 305,3 136374 4,5 7,7

Dzigki atrakcyjnej lokalizacji wigkszo§¢ z nich jest bardzo popularnym miejscem
wypoczynku i rekreacji. Szczegdlnie atrakcyjnym zbiornikiem jest Jezioro Kierskie. Jest to
najwigksze jezioro w Poznaniu i okolicy, na jego brzegach znajduja si¢ liczne osrodki
rekreacyjne. Jezioro Kierskie jest jednym z wazniejszych w kraju oS$rodkow zeglarstwa i
sportu bojerowego. Zbiornikami sztucznymi na terenie Poznania sa: Malta, ktora powstata w
roku 1952 przez spigtrzenie rzeki Cybiny oraz Rusatka, utworzona w 1943 roku na rzece
Bogdance.

Wigkszos¢ badanych jezior jest stale narazona na zanieczyszczenia antropogeniczne 1



postepujaca eutrofizacjg, stymulujaca wzrost ilosci fitoplanktonu, w tym pojawienie sig
zakwitéw potencjalnie toksycznych gatunkow sinic.

Zgodnie z podziatem rolniczo klimatycznym Polski Guminskiego monitorowane jeziora
znajduja si¢ w dzielnicy §rodkowej. Obszar ten charakteryzuje si¢ minimalnymi opadami w
skali kraju (w roku normalnym ok. 508 mm, w roku wilgotnym 790, w roku suchym 330
mm). Maksimum opadéw notuje si¢ w lipcu lub sierpniu, minimum w lutym lub marcu.
Srednia roczna temperatura powietrza wynosi ok. 8°C. Okres wegetacyjny trwa 210-220 dni.
Liczba dni z przymrozkami 100-110. Czas zalegania pokrywy $nieznej 50-80 dni. Przewazaja

wiatry z sektora zachodniego.

Jezioro Biezdruchowskie

Jezioro Biezdruchowskie jest typowym zbiornikiem rynnowym. Potozone jest na
potnocnym skraju miasta Pobiedziska, przy trasie Poznan — Gniezno.

Jezioro otoczone jest waskim pasem lasu od pdinocy, takami oraz polami uprawnymi od
zachodu oraz zabudowa miejska od potudnia i wschodu. Zasilane jest ono przez rzekeg
Gltoéwna, doptywajaca i odptywajaca w zachodniej czesci zbiornika. Powierzchnia zlewni
catkowitej jeziora wynosi 92,03 km* (Choinski 1992).

Jezioro Biezdruchowskie jak 1 tereny wokot zbiornika nie zostaly objete ochrona
prawna, nie wprowadzono réwniez zakazu uzywania jednostek ptywajacych napgdzanych
silnikami spalinowymi. Nie jest ono uzywane do transportu wodnego, jest udostepnione do
wedkowania. Ze wzgledu na dogodne polozenie jeziora, jest ono w okresie letnim
atrakcyjnym miejscem  kapieliskowo-rekreacyjnym. Wzdluz  wschodniego brzegu
zlokalizowana jest plaza gminna, jednak nie ma ona typowej zabudowy dla osrodkéw
wypoczynkowych.

Glownym zrodlem zanieczyszczenia wod jeziora sa splywy powierzchniowe z pol
polozonych w zlewni bezposredniej, doplyw wod deszczowych z terenow zabudowanych
miejscowosci Pobiedziska oraz kapielisko. Brak jest punktowych zrzutéw sSciekow. Scieki
kierowane sa na oczyszczalni¢ miejska, z ktdrej po oczyszczeniu odprowadzane sa poza
zlewnig jeziora.

Jezioro Biezdruchowskie jest bardzo podatne na wplywy z zewnatrz, degradacj¢ oraz
znacznie zanieczyszczone (III klasa czystosci wod).

Badania przeprowadzone w 2002 r. przez Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska

w Poznaniu wykazaty:
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- nieznaczne natlenienie wod warstwy przydennej,

- duza koncentracje¢ soli mineralnych w jeziorze,

- duza koncentracje substancji biogennych: fosforanow (0,563 mgP/dm?), fosforu ogdlnego
(0,856 mgP/dm®) i azotu catkowitego (2,08 mgN/dm?),

- przynalezno$¢ jeziora do grupy jezior eutroficznych, co potwierdzaja wyniki badan
hydrobiologicznych:

* znaczna liczebno$¢ fitoplanktonu wiosna (jakosciowa 1 ilosciowa dominacja
okrzemek, ktore stanowily 98,4% liczebnos$ci glondéw, gatunkiem dominujacym byt
Stephanodiscus hantzshii, og6lna liczebno$¢ fitoplanktonu wiosna wynosita 3,03 miliona
organizméw w 1 dm’ wody,

+ dominacja zielenic i sinic w fitoplanktonie latem - 3,3 miliona organizmow w 1 dm’
wody, udzial zielenic 67% liczebno$ci fitoplanktonu z przewaga (64%) cenobialnego
Coelastrum microporum, udzial sinic wynosil 32,5% 2z dominacja nitkowatej Lyngbya

limnetica (Tybiszewska i Szulczynska 2003).

Jezioro Bninskie

Jezioro Bninskie polozone jest w gminie Kornik na potudniowy wschod od
miejscowosci Bnin.

Na terenie zlewni bezposredniej jeziora znajduja si¢ grunty rolne, o$rodki
wypoczynkowe oraz miejscowosci Btazejewko, Biernatki oraz Prusinowo.

Woda z tego jeziora jest pobierana w okresie wegetacyjnym do nawadniania ok. 400 ha
gruntow rolnych i uzytkow zielonych.

Ze wzgledu na brak stratyfikacji wod oraz niekorzystny stosunek dlugosci linii
brzegowej do objgtosci zbiornika, jest on bardzo podatny na zanieczyszczenie, a co za tym
idzie na postgpujaca eutrofizacjg. Jezioro miesci si¢ w 111 klasie czystosci wod oraz obserwuje
si¢ w nim wysokie stezenie substancji organicznych.

Glownymi przyczynami obecnego stanu czystosci Jeziora Bninskiego moga by¢ $cieki
z osrodkow wypoczynkowych oraz zabudowy mieszkaniowej miejscowosci polozonych w
zlewni bezposredniej oraz wsi Wielkie Jeziory potozonej w zlewni catkowitej. Na tym terenie
stwierdzono podiaczanie szamb do rowow melioracyjnych 1 misy jeziora. Do jeziora
doplywaja réwniez sptywy zanieczyszczen z pdl uprawnych. W okresie letnim wptyw na

zanieczyszczenie zbiornika ma rowniez kapielisko (Tybiszewska i Szulczynska 2002).
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Jezioro Dymaczewskie

Jezioro Dymaczewskie jest jeziorem rynnowym. Lezy ono pomigdzy miejscowosciami
L6dzZ i Dymaczewo, na terenie gmin Stgszew i Mosina.

Tereny wokoét jeziora sa pagoérkowate. Zbiornik otoczony jest polami i lasami. Przy
doptywie 1 odplywie Samicy (gléwnej rzeki zasilajacej jezioro) znajduja si¢ taki torfowe.
Powierzchnia zlewni catkowitej wynosi 174,6 km?.

Jezioro Dymaczewskie lezy na terenie Wielkopolskiego Parku Narodowego. Nie jest
ono uzywane do transportu wodnego. Nie prowadzi si¢ poboru wody z jeziora. Ewentualnymi
odtowami ryb, zarybianiem 1 udostgpnianiem zbiornika do wedkowania zarzadza dyrekcja
Parku. Obciazenie jeziora rekreacja jest znaczne. Na jego brzegach w gminie Mosina znajduja
si¢ nielegalne domki letniskowe, dopuszcza sig¢ obecno$¢ na tym terenie pola namiotowego,
boisk, wypozyczalni sprz¢tu wodnego i obiektow gastronomicznych, zlokalizowany jest
osrodek wypoczynkowy, restauracja oraz dom samotnej matki z dzieckiem. Przy zachodnim
brzegu potozone jest kapielisko gminne.

Gléwnym zrodtem zanieczyszczen wod jeziora sa sptywy z pol uprawnych:
powierzchniowe lub doprowadzane do jeziora cieckami. Scieki z legalnej zabudowy sa
gromadzone w bezodpltywowych zbiornikach, natomiast z zabudowy nielegalnej moga
stanowi¢ potencjalne zrodlo zanieczyszczen. Na tym tle niewielkim Zrédlem zanieczyszczen
jest kapielisko.

Omawiane jezioro jest bardzo podatne na degradacj¢ (wplywa na to migdzy innymi brak
stratyfikacji wod oraz charakter zlewni bezposredniej, ktorej 85% to grunty orne). Badania
WIOS z 1998 roku wykazaly, ze byly one silnie zanieczyszczone (wody pozaklasowe)
(Tybiszewska i Szulczynska 1999), o czym $wiadczyty:

- deficyt tlenu latem na stanowisku w najglgbszym punkcie misy jeziornej, na gtebokosci 10
m,

- wysokie stgzenie substancji organicznych (ChZT-Cr poza klasa, BZTs w III klasie
czystosci),

- pozaklasowa zawarto$¢ azotu mineralnego wiosna i azotu catkowitego wiosna i latem,

- duze koncentracje soli mineralnych,

- zakwit sinicowy latem, 93% liczebnos$ci sinic na stanowisku 1 1 89% na stanowisku 2, z

gatunkami dominujacymi Planktothrix agardhii i Limnothrix redekei.
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Jezioro Kierskie

Jezioro Kierskie polozone jest na potnocno-zachodnim krancu miasta Poznania. Od
strony wschodniej jest ono otoczone gruntami rolnymi, takami a nad jego brzegami
zlokalizowane sa liczne osrodki rekreacyjne. Ze wzgledu na potozenie w granicach miasta,
jezioro jest bardzo obciazone przez rekreacje. Sa na nim czgsto organizowane zawody
ptywackie oraz regaty zeglarskie. Jezioro nie jest uzywane do transportu wodnego oraz nie
pobiera si¢ z niego wody.

Jezioro jest umiarkowanie podatne na degradacje, jednak nie udaje si¢ powstrzymac
naptywajacych zanieczyszczen. Gtéwnym problemem jest nieprawidtowa gospodarka wodno-
scieckowa na obszarach zabudowanych i rekreacyjnych, obecnos$¢ kapielisk i intensywne
wykorzystanie rekreacyjne, sptyw zanieczyszczen z pol potozonych w zlewni bezposredniej
(Tybiszewska i Szulczynska 2004).

Badania przeprowadzone w 2003 r. przez Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska
w Poznaniu wykazaty:

- deficyt tlenowy na glgbokosci wigkszej niz 8 m,
- pozaklasowa zawarto$¢ substancji biogennych,
- zakwit okrzemkowy wiosna,

- zakwit okrzemkowo-sinicowy latem.

Jezioro Kornickie

Jezioro Kornickie jest czg$cia rynny Kornicko-Zaniemyskiej. Jest to jezioro
polodowcowe, rynnowe o ubogiej linii brzegowej. Wzdhuz wschodniego brzegu jeziora lezy
miejscowos$¢ Kornik. Kapielisko znajduje si¢ w potnocno-zachodniej czgsci akwenu. Jezioro
Kornickie jest zamknigte dla sportu motorowodnego.

Wedtug badan WIOS (Putyk i Robakowska 2007) nalezy ono do silnie podatnych na
degradacje (poza kategoria) i zanieczyszczonych (pozaklasowych), ze wzgledu na doptyw
zanieczyszczen ze zrodet punktowych. Do 2001 roku byto silnie zanieczyszczane $ciekami
miejskimi. Obecnie doptywaja don S$cieki deszczowe oraz niewielkie ilosci $ciekow
komunalnych z nielegalnych podtaczen do kanalizacji deszczowej oraz doptywoéw jeziora.
Wg badan WIOS w 2001 r. wigkszo$é badanych wskaznikéw jakosci wody wykazywata
wartosci pozaklasowe. Potwierdzaly to wyniki badan hydrobiologicznych - stwierdzono

wysoka liczebnos¢ fitoplanktonu, zakwit sinicowo-okrzemkowy wiosna i sinicowy latem oraz
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obecno$¢ w planktonie letnim bakterii z rodzaju Spirillum. Wystgpowalo tez stosunkowo

wysokie skazenie bakteriologiczne, powodujace zaliczenie wod jeziora do III klasy czystosci.

Jezioro Malta

Jezioro Malta jest najmlodszym z badanych zbiornikéw, gdyz powstata w 1952 roku
przez spigtrzenie wod rzeki Cybiny. Rzeka ta jest prawym doptywem Warty o dtugosci 43 km.
Ze wzgledu na swoja lokalizacje niemal w centrum Poznania, blisko$¢ rozlegtych terendéw
zielonych, ogrodu zoologicznego oraz sztucznego stoku narciarskiego i toru saneczkowego,
Malta jest bardzo atrakcyjnym miejscem wypoczynku 1 rekreacji dla mieszkancéw miasta.
Zbiornik ten spetnia wazna rol¢ centrum sportéw wodnych dla Polski. Odbywaty si¢ na nim
m.in. mistrzostwa Europy w wioSlarstwie 1 kajakarstwie oraz mistrzostwa $wiata
motorowodniakow (Mikuta 1996, Gotdyn i in. 2003).

W latach 1952-1979 jezioro stawato si¢ coraz bardziej zanieczyszczone na skutek
bezposredniego badz posredniego (przez Cybing) zrzutu Sciekéw przemystowych oraz ulegato
stopniowemu wyptyceniu. Na skutek pogarszajacego si¢ stanu wod, zbiornik przestat spetniac
wymogi i standardy dla rozgrywania regat w wio$larstwie i kajakarstwie. W 1980 roku
spuszczono wodeg ze zbiornika 1 rozpoczeto prace majace na celu poprawe stanu Malty. W
roku 1990 zbiornik zostal ponownie napetniony woda (Mikuta 1996). W nastgpnych latach
byt on poddawany biomanipulacji, polegajacej na introdukcji ryb drapieznych w celu redukcji
ryb planktonozernych. We wrzesniu 1992, 1996, 2000, 2004 i 2008 roku zbiornik byt
oprozniany, a ponownie napeilniany w marcu roku nastgpnego. Ulatwialo to odtowienie 1
zwazenie ryb zyjacych w jeziorze. Biomasa ryb w trakcie kolejnych odtowien wynosita 399,
3911618 kg/ha (Gotdyn 1996, Gotdyn i in. 2003, Andrzejewski i in. 2010).

Malta jest jeziorem, w ktérym prawie kazdego lata obserwuje si¢ silne zakwity wody,
powodowane masowym pojawem sinic. Zawarto$¢ fosforu, chlorofilu-a oraz widzialno$¢
krazka Sechci’ego wykazuja sezonowa zmienno$¢. Stgzenia fosforu i chlorofilu-a sa niskie
zimg a latem rosna, wskazujac na eutrofi¢ lub hipertrofi¢. Potwierdzaja to wartosci

widzialnos$ci krazka Secchiego — duze zima i niewielkie latem (Gotdyn i in. 2003).

Jezioro Niepruszewskie

Jezioro Niepruszewskie jest typowym zbiornikiem przeplywowym. Znajduje si¢ ono na

granicy gmin Buk 1 Dopiewo ok. 25 km od Poznania.
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Zlewnia jeziora ma powierzchnig 53,9 km* W jego otoczeniu znajduja sie zabudowania
wsi Ciesle, Niepruszewo i Zborowo oraz taki i pola uprawne. W Niepruszewie znajduje sig¢
rowniez kapielisko.

Splyw powierzchniowy z p6l uprawnych, potozonych w zlewni bezposredniej jeziora,
stanowi gltéwne zrodlo jego zanieczyszczenia. Do jeziora nie sa odprowadzane Scieki z
potozonych nad nim obiektow. Niski oraz podmokly brzeg sa przyczyna matlej presji
rekreacyjnej. Zbiornik nie jest uzywany do transportu wodnego oraz nie pobiera si¢ z niego
wody (Tybiszewska i Szulczynska 2004).

Jezioro Niepruszewskie nalezy do zbiornikéw podatnych na degradacjg. Jest to
spowodowane:

- niekorzystnym, wysokim stosunkiem dtugosci linii brzegowej do objetosci zbiornika,
- brakiem stratyfikacji wod jeziora,
- brakiem naturalnej ochrony jeziora, jaka moglby by¢ las.

Zaliczane jest ono do jezior eutroficznych, co potwierdzity przeprowadzone w 2003
roku badania Wojewddzkiego Inspektoratu Ochrony Srodowiska w Poznaniu. Sucha masa
sestonu, koncentracja chlorofilu-a oraz widzialno$¢ krazka Secchiego nie odpowiadaty
dopuszczalnym normom czystos$ci jezior. Poza tym badania wykazaty:

- ponadnormatywne ilo$ci zwiazkow azotowych,

- wiosng duze ilosci fitoplanktonu (55,4 min/dm’) zdominowanego przez okrzemki (98,9%),

- latem bardzo duza ilo$¢ fitoplanktonu, ktora wynosita 119,3 min/dm® wody i zdominowana
byla przez sinice (99,5%), a wsrodd nich Limnotothrix redekei (Tybiszewska 1 Szulczynska

2004).

Jezioro Rusalka

Jezioro Rusatka usytuowane jest w granicach administracyjnych miasta Poznania. Jest
sztucznym zbiornikiem wodnym powstatym przez spigtrzenie rzeki Bogdanki, ktora jest
lewostronnym doptywem Warty.

Zbiornik ze wzgledu na swoje potozenie, kapielisko, trawiasta plaz¢ oraz atrakcyjne
otoczenie, jest miejscem wypoczynku wielu mieszkancow Poznania w okresie letnim oraz
spaceréw 1 wycieczek rowerowych w ciagu calego roku. Powierzchnia zlewni wynosi 25,1
km®. W zlewni bezposredniej jeziora przewazaja lasy, ktore stanowia 89,5% powierzchni
zlewni, 10% zajmuja taki, natomiast brak jest gruntow rolnych. W zlewni catkowitej

natomiast przewazaja grunty rolne.
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Gléwnym Zréodlem zanieczyszczenia jeziora jest nadmierne obciazenie turystyka,
kapielisko oraz wedkarstwo. Jezioro jest intensywnie zarybiane, przez co stwarza dogodne
warunki do wedkowania (Tybiszewska i Szulczynska 1995).

Badania przeprowadzone w 1994 r. przez Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska
w Poznaniu wykazaty:

- duza r6znorodnos¢ i liczebnos¢ fitoplanktonu wiosna z przewaga okrzemek, ktére stanowity
az 85% planktonu, latem — z przewaga sinic (85%), gatunkiem dominujacym byt
Planktothrix agardhii,

- duza zawarto$¢ materii organiczne;j,

- duza zawarto$¢ zwiazkow biogennych — stgzenie azotu catkowitego byto pozaklasowe, co

pozwolito sklasyfikowac jezioro jako silnie zeutrofizowane.

Jezioro Strykowskie

Jezioro Strykowskie jest zbiornikiem rynnowym, polodowcowym, potozonym ok. 5 km
na zachdd od miasta Stgszew. Jest ono jeziorem przeptywowym.

Powierzchnia calkowita Jeziora Strykowskiego wynosi 54,1km? Od 1987 roku jest ono
podpigtrzone, gromadzac nadmiar wod wiosennych do nawodnien rolniczych (Gotdyn 1990).
Woda z jeziora jest pobierana w celu nawadniania 32 ha terendw rolnych.

Obciazenie Jeziora Strykowskiego rekreacja jest znaczne. Nad jego brzegami
zlokalizowane sa prywatne pola biwakowe, osrodek kolonijno-wczasowy oraz liczne domki
rekreacyjne 1 kilka kapielisk. W zlewni bezposredniej znajduja si¢ tez zabudowania wsi
Strykowo, Sapowice, Stupia, Januszewice i czg$ciowo Rybojedzko.

Gléwnym zrodtem zanieczyszczen wod jeziora sa splywy zanieczyszczen z pol
polozonych w zlewni bezposredniej (86% terendw otaczajacych jezioro to grunty rolne) oraz
przenikanie biogendow z nieszczelnych szamb, znajdujacych si¢ w poblizu linii brzegowej. W
okresie letnim zrodlo zanieczyszczen stanowia rowniez kapieliska.

Jezioro Strykowskie jest bardzo podatne na degradacjg i silnie zanieczyszczone. Gtéwna
przyczyna tak ztego stanu wod jest:

- doplyw zanieczyszczen punktowych i przestrzennych,
- brak stratyfikacji wod 1 mata glgboko$¢ jeziora (Tybiszewska i Szulczynska 2006).

Badania przeprowadzone w 2006 r. przez Wojewédzki Inspektorat Ochrony Srodowiska
w Poznaniu wykazaty:

- pozaklasowa zawarto$¢ azotu catkowitego wiosna 1 latem,
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- wysokie warto$ci wskaznikow trofii, jakimi sa sucha masa sestonu oraz stezenie fosforu
catkowitego (odpowiadato III klasie czystosci jezior),
- mala widzialno$¢ krazka Secchiego 1 wysoka koncentracje chlorofilu-a, ktore przekraczaty

wartosci dopuszczalne (Tybiszewska i Szulczynska 2006).

3. Metody badan

3.1. Badania terenowe

Proby wody do badan fitoplanktonu i toksyn sinicowych byly pobierane zgodnie z
normami dotyczacymi wod powierzchniowych w kapieliskach (Rozporzadzenie 2002), z
powierzchniowej warstwy wody 9 kapielisk (Jezioro Biezdruchowskie, J. Bninskie, J.
Dymaczewskie, J. Kierskie, J. Kornickie, Malta, J. Niepruszewskie, Rusatka, J. Strykowskie)
w sezonie wegetacyjnym w latach 2006-2009. Pobrane proby o objetosci 51 z kazdego

kapieliska byty przewozone do laboratorium, gdzie zostawaly poddane dalszej analizie.

3.2. Analiza fitoplanktonu

Probki do analiz fitoplanktonu utrwalano ptynem Lugola w modyfikacji Utermohla 1
przechowywano do czasu analizy w butelkach z brazowego szkla. Ocena skladu
jakosciowego 1 iloSciowego fitoplanktonu polegata na mikroskopowym zliczeniu liczby
komorek sinic oraz glonow w komorze Sedgwick-Raftera o objetosci 0,65 ml oraz oznaczeniu

poszczegbdlnych gatunkow.

3.3. Analiza HPLC

3.3.1. Przygotowanie kolumienek do SPE

Do ekstrakcji mikocystyn do fazy statej uzyto kolumienek wypelionych przez C18
Bakerbond Octadecyl 40 um PrepLC Packing Lot#B07086. W celu przygotowania
kolumienki do SPE przepuszczano przez nia 4 ml 20% metanolu, a nast¢pnie 4 ml wody z
szybkos$cia nie wigksza niz 10 ml/min. Nad powierzchnia kolumienki pozostawiano cienka

warstwe ptynu, aby nie dopusci¢ do wysuszenia kolumienki C18.
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3.3.2. Przygotowanie prob do analizy zawartosci mikrocystyn

Proby do analizy wody na zawarto$¢ cyjanotoksyn przygotowywano oraz sam proces
analizy przeprowadzano wedlug metodyki opartej na normie ISO/CD 20179 Water quality —
determination of microcystins in raw and treated waters — Method by solid phase extraction
(SPE) for sample enrichment and clean-up followed by HPLC with UV detection (Natecz-
Jawecki i Jurczak 2003).

Jeden litr wody pobranej z jeziora byl przesaczany przez filtr z wtokna szklanego
Whatmana GF/C. Filtr z biomasa oraz przesaczona woda byly zamrazane przed dalsza

analiza.

3.3.3. Ekstrakcja mikrocystyn z biomasy

W celu uzyskania ekstraktu z filtréw z biomasa, byly one trzykrotnie ekstrahowane w
trzech ml 75% metanolu w homogenizatorze ultradzwigkowym. Nastgpnie supernatanty byty
taczone i odwirowane przez 10 minut przy 4000 obrotéw/min. Kolejnym etapem bylo
odparowanie ekstraktu pod strumieniem azotu w temperaturze 40°C. Sucha pozostatos¢ byta
rozpuszczana w 0,5 ml 20% metanolu, nastgpnie ekstrakt byt oczyszczany na SPE (Solid
Phase Extraction), przez przepuszczenie na kolumience z wypetnieniem C18. Po
przepuszczeniu ekstraktu, kolumienkg przemywano 4 ml 20% metanolu. Aby wyeluowaé
mikrocystyny przez kolumienke przepuszczano 2 ml 90% metanolu zawierajacego 0,1% TFA
(kwas trifluorooctowy) do szklanej fiolki o pojemnosci 4 ml. Oczyszczony ekstrakt ponownie
byl odparowywany pod strumieniem azotu. Sucha pozostato$¢ byla rozpuszczana w 0,5 ml

20% metanolu i poddawana analizie na HPLC.

3.3.4. Ekstrakcja mikrocystyn z wody

Do 1 I wody dodawano Iml 1% roztworu tiosiarczanu sodowego i odczekiwano 5
minut. Miato to na celu usunigcie z proby utleniaczy, poniewaz odczyn proby powinien
zawiera¢ si¢ w zakresie pH od 5,0 do 8,0. Nastepnie dodawano 10 ml 20% metanolu. Préba
przepuszcza byta przez kolumienke z wypetlieniem C18 na SPE z predkoscia nie wigksza niz
10 ml/min. Nastgpnie kolumienk¢ przemywano 4 ml 20% metanolu. Aby wyeluowac
mikrocystyny, tak samo jak w przypadku ekstrakcji toksyn z biomasy, przez kolumienke
przepuszczano 2 ml 90% metanolu zawierajacego 0,1% TFA (kwas trifluorooctowy) do
szklanej fiolki o pojemnosci 4 ml. Oczyszczony ekstrakt byl odparowywany pod strumieniem
azotu. Sucha pozostato$¢ byta rozpuszczana w 0,5 ml 20% metanolu i poddawana analizie na

HPLC.
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3.3.5. Oznaczanie HPLC

Wszystkie probki byly poddawane analizie na HPLC-MS Agilent 1100. W probach
pochodzacych z jezior oznaczano st¢zenie mikrocystyn: MC-LR, MC-RR, MC-YR, natomiast
w probach pochodzacych hodowli réwniez MC-LF, MC-LW oraz MC-LY.

3.4. Izolacja sinic — material doswiadczalny

3.4.1. Izolacja sinic

Izolacja poszczegdlnych gatunkéw sinic zostala przeprowadzona z prob
srodowiskowych pobranych z badanych jezior. Sinice byly hodowane, a nastgpnie izolowane
zardwno z prob wody, jak i osadow dennych pobranych z jeziora. Pobrane proby z wody bytly
posiewane na pozywce ptynnej BG-11 oraz BG-11(0) w kolbach o pojemnosci 500 ml oraz na
pozywce stalej na szalkach Petriego. Proby z osadéw dennych byty posiewane jedynie na
pozywkach ptynnych. Izolacja poszczegodlnych gatunkéw polegata na przygotowywaniu
kolejnych rozcienczen uzyskanych kultur glonéw za pomoca mikropipety, az do uzyskania

jednogatunkowych hodowli.

3.4.2. Material doswiadczalny

Materiat do do$wiadczen labolatoryjnych stanowity szczepy wybranych gatunkow
cyjanobakterii, wyizolowane z prob pobranych z jezior Poznania i okolic:

e nicakseniczny Aphanizomenon gracile

e nicakseniczny Calothrix desertica

e nicakseniczny Cylindrospermopsis raciborskii

e nieakseniczny Merismopedia glauca

e nicakseniczny Microcystis aeruginosa

® nicakseniczny Nostoc sp.

e nicakseniczny Oscillatoria sp.

e nieakseniczny Planktothrix agardhi

e nieakseniczny Synechocystis sp.

e nieakseniczny Trichormus variabilis
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W zwiazku z wyizolowaniem tylko 1 gatunku sinic produkujacego toksyny, w
badaniach wykorzystano réwniez 3 gatunki sinic pozyskanych z Regionalnego Centrum
Sinicowego w Gdyni tj. Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205), Microcystis
aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) oraz Planktothrix agardhi CCNP1303.

Aphanizomenon gracile Lemmermann

Aphanizomenon gracile nalezy do gromady Nostocales. Gatunek tworzy trychomy
proste lub lekko tukowate, zwegzajace si¢ ku koncowi. Komorki cylindryczne, heterocysty
interkalarne lub beczutkowate, akinety interkalarne lub owalne (Komarek i Komarkowa
2006).

Gatunek potencjalnie produkujacy saksitoksyny, PSP oraz cylindrospermopsyng
(Rucker i in. 2007, Kokocinski i in. 2009).

Calothrix desertica Schwabe

Rodzaj Calothrix nalezy do rzedu Nostocales (Starmach 1966, Uher 2007). Nici
rzadko wystepuja pojedynczo, najczgsciej tworza mikroskopijne lub makroskopowe
krzaczaste, zielono-brazowe peczki. W poduszkowatych koloniach trychomy (do 500 pm
dlugosci) ulozone sa rownolegle. Nici zbudowane sa z dyskowatych lub cylindrycznych
komorek wegetatywnych, zgrubiate u nasady (4-15 um), zwezaja si¢ ku szczytowi, tworzac
rozgalezione lub nierozgal¢zione wlosy. Brazowawe pochwy lacza galazki macierzyste z
gatazkami bocznymi, tworzac tym samym odcinki wielotrychomowe. Wystepujace potkoliste
heterocyty maja $rednic¢ 5-7 um, najczesciej sa nasadowe, rzadziej interkalarne (Starmach
1966, Uher 2007).

Calothrix sp. rozmnaza si¢ przez hormogonia tworzace si¢ po odrzuceniu wiosa na

szczycie trychomu. U nasady nici czgsto wystgpuja komodrki przetrwalnikowe — spory

(Starmach 1966).

Cylindrospermopsis raciborskii Woloszynska Seenayya et Subba Raju

Jest to gatunek tropikalny, nalezacy do rzedu Nostocales (Jones, Sauter 2005).
Trychomy sa proste lub esowato zwinigte o dlugosci 10-120 pum 1 szerokosci 1,9-

2,7 um, pozbawione sa pochwy §luzowej. Zakonczone sa wydluzonymi heterocytami (dt: 6-
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13 um i szer: 1,9-2,7 um). Akinety rzadko sa spotykane. Jesli wystepuja, sa pojedyncze, w
parach lub tworza krétkie lancuszki zlokalizowane niedaleko heterocytow. Cylindryczne
komorki wegetatywne o dtugosci 3-18,50 um 1 szerokosci 1,5-3 um, nie posiadaja wakuol
gazowych (Lewandowska 2003, Jones i Sauter 2005, Yilmaz i in. 2008).

Cylindrospermopsis raciborskii wytwarza toksyny takie jak: cylindrospermopsyng,
saksitoksyne, anatoksyng-a, LPS (lipopolisachrydy) i PSP (paralytic shellfish poisons)
(Masten 2000, Lewandowska 2003, Jones, Sauter 2005, Berger 1 in. 2006, NCEA 2006, Bain
2007).

Microcystis aeruginosa Kiitzing

Gatunek nalezacy do rzedu Chroococcales (Komarek 2005).

Komorki kuliste lub lekko wydluzone (2,5-9,5 um), z wodniczkami gazowymi tworza
mikro- lub makroskopowe kolonie. Kolonie sa kuliste lub sptaszczone, czgsto wydtuzone i
siatkowato poprzerywane, o $rednicy (40) 600-900 (1000) pum, rzadziej powyzej 8 mm.
Czasem zlozone sa z subkolonii o nieregularnych brzegach 1 z duza iloScia beztadnie
utozonych komorek otoczonych bezbarwnym i bezstrukturalnym ptynnym §luzem. Rozmnaza
si¢ przez rozpad kolonii i podziat komoérek. Optimum rozwojowe osiaga od wiosny do jesieni,
tworzac czesto przypowierzchniowe zakwity wody (Starmach 1966, Lewandowska 2003).

Microcystis aeruginosa to gatunek potencjalnie toksyczny, majacy zdolno$¢ produkeji
mikrocystyn, anatoksyny-a i LPS (Lukomska i in. 2002, Lewandowska 2003, Oberholster i in.
2004).

Merismopedia glauca (Ehrenberg) Kiitzing

Gatunek ten wystgpuje w postaci ptaskich, kwadratowych kolonii ulozonych
regularnie z potkulistych komorek o $rednicy 3-6 pm. Sluz bezbarwny, wyraznie zaznaczony.
Gatunek ten jest notowany zar6wno w mule zbiornikéw z woda stojaca lub wolno ptynaca,

jak 1 w planktonie (Plifski i Komarek 2007).

Nostoc sp.

Gatunki z rodzaju Nostoc naleza do rzedu Nostocales (Starmach 1966).

Tworzy galaretowate plechy, czasami otoczone peryderma. Za miodu sa one kuliste,
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pozniej bezksztaltne, platowate. Pojedyncze trychomy, czgsto otoczone sa $luzem
1 pochwami, zbudowane sa z kulistych lub owalnych komoérek wegetatywnych zawierajacych
wakuole gazowe. Nici sa rowno szerokie lub lekko zwezajace si¢ ku heterocytom,
powstajacym na ruchliwych hormogoniach. Akinety wystgpuja w pewnej odlegtosci od
heterocytow i czgsto potaczone sa w tancuszki. Nowe kolonie sa efektem podtuznie i sko$nie
dzielacych si¢ komorek, kietkujacych horomogonii, ktére tworza si¢ sporadycznie z
dowolnych nici kolonii (Starmach 1966, Lewandowska 2003).

Gatunki z rodzaju Nostoc kwalifikowane sa do potencjalnie toksycznych ze wzgledu

na wydzielanie mikrocystyn oraz LPS (Lewandowska 2003).

Planktothrix agardhi (Gomont) Anagnostidis et Komarek

Jest to gatunek nalezacy do rzedu Oscillatoriales (Starmach 1966, Komarek,
Komarkova 2004).

Trychomy ma dlugie (4 mm), mniej wigcej proste lub lekko pofatldowane, o szerokosci
(2,3)3-12(15) pm. Moga by¢ zwezone na koncu lub zakonczone stozkowata kaliptra. Kolonie
sa wolnozyjace, pojedyncze, ale w czasie zakwitu, gdy wystgpuja masowo, moga gromadzié
si¢ w rozproszone lub $cisnicte kepki. Komoérki wegetatywne z wodniczkami gazowymi sa
cylindryczne, rzadziej beczutkowate, nie wrcigte, czesto stabo porozdzielane lub
nieporozdzielane $ciana poprzeczna, zazwyczaj krotsze (2,5-4 um) niz szersze. Gatunek ten
nie wytwarza heterocytow ani akinet (Lewandowska 2003, Komarek, Komarkova 2004).

Planktothrix agardhi to gatunek potencjalnie toksyczny, majacy zdolno$¢ produkcji:
mikrocystyn, anatoksyny-a 1 LPS (Lewandowska 2003, NCEA 2006a, Mazur-Marzec 1 in.
2008).

Synechocystis sp.

Stodko- 1 stonowodny rodzaj z rzgdu Chroococcales (Starmach 1966).

Kuliste komorki czgsto otoczone sa cienka blona bez warstwy galaretki, Zyja
pojedynczo. Bezposrednio po podziale moga zy¢ parami, bardzo rzadko w grupach. Gatunki
poza wielkos$cia komorek (0,7-6,0 um) 1 miejscem wystgpowania nie r6znia si¢ miedzy soba
(Starmach 1966).

Moga wytwarzaé lipopolisacharydowe endotoksyny (LPS) (Mazur-Marzec, Torunska
2007).
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Trichormus variabilis (Kiitzing ex Bornet & Flahault) Komarek & Anagnostidis (Syn.
Anabaena variabilis Kiitzing)

Gatunek bentosowy nalezacy do rz¢du Nostocales (Starmach 1966, Komarek 2005).

Roéznie powyginane trychomy (szer: 4-6 pum) tworza galaretowate ciemnozielone
plechy. Komorki wegetatywne sa dhlugie (2,5-6 pum) i beczutkowate, stabo wecigte przy
$cianach poprzecznych. Spory o dlugosci 8-14 um i szerokosci 7-9-(11) um, otoczone sa
bezbarwna lub zo6ttobrunatna btona. Nie sa zwiazane z kulistymi lub wydluzonymi

heterocytami (di: do 8 um, szer: 6 um) (Starmach 1966).

3.5. Warunki hodowli

Hodowle prowadzone byly w kolbach stozkowych o objgtosci 100 ml, ktore przed
posiewem wraz z pozywka BG-11 (tabela 2 1 3) o objgtosci 50 ml byty sterylizowane przez
okres 20 minut w autoklawie w temperaturze 120°C i pod ci$nieniem 1,5 atm.

Metoda hodowli byla hodowla statyczna ,batch culture”, ktéora prowadzono

w temperaturze 25°C, o$wietleniu okoto 64 umol fotonow m=s™ w fotoperiodzie 24/0 L:D (24

godziny $wiatta, 0 godzin ciemnosci).

Tabela 2. Sktad pozywki BG-11

NaNO; 1,5¢g

K,HPO, 0,04 g
MgSO0,-7H,0 0,075 g
CaCl,-2H,0 0,036 g

Kwas cytrynowy 0,006 g
Cytrynian amonowo zelazowy 0,006 g
EDTA 0,001 g

NaCO; 0,02 ¢
Mikroelementy 1,0 ml
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Woda destylowana 1,01

Tabela 3. Sktad mikroelementow (Trace metal mix AS)

H;BO; 2,86 g
MnCl,-4H,O 1.81¢g
ZnSO47H,0O 0,222 g

NaMoO4-2H,O 0,39 ¢
CuSO45H,0 0,079 g
Co(NOs),6H,0 0,0494 ¢
Woda destylowana 1,01

3.6. Izolacja DNA

3.6.1. Przygotowanie materialu do izolacji DNA

Z posiadanych hodowli pobrano po 2 ml kultury. Materiat z hodowla umieszczono w
probéwkach  typu  Eppendorf 1  poddano  mrozeniu w  temperaturze
-20°C. Nastegpnie proby rozmrozono i wirowano przez 5 minut przy 12000 rpm. Po
trzykrotnie powtérzonym cyklu zamrazania, odmrazania i wirowania, material poddano 5
minutowe;j ciaglej sonifikacji przy 25% natgzeniu mocy pracy sonifikatora ultradzwigkowego.

Dalsza izolacj¢ DNA z monokultur wykonano przy pomocy zestawu DNeasy Plant

Mini Kit firmy QIAGEN (Lee, Bae 2002, Koskenniemi i in. 2007).

3.6.2. Izolacja DNA przy pomocy zestawu DNeasy Plant Mini Kit

Do weczesniej rozdrobnionego materiatu dodano po 400 pl buforu AP1 oraz 4 ul
RNaseA. Catos$¢ zworteksowano, a nastgpnie inkubowano w 65°C w Thermomixerze Comfort
firmy Eppendorf. Po 10 minutach dodano do kazdej probowki 130 pl buforu AP2 i dalej
inkubowano proby w lodzie. Po 5 minutach wszystko odwirowano przy 14000 rpm (5 minut).
Po skonczonym wirowaniu lizaty (450 pl) przeniesiono pipeta do kolumienek QIAshredder
Mini umieszczonych w odbieralnikach (o pojemnosci 2 ml), ktére nastgpnie wirowano przez

2 minuty przy 14000 rpm. Przepuszczone frakcje przeniesiono do nowych podpisanych
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proboéwek, do ktérych dodano 1,5 objetosci buforu AP3/E. 650 pl z kazdej otrzymane;j
mieszaniny przeniesiono na kolumienki DNeasy Mini, ktére odwirowano przy 8000 rpm
w czasie 1 minuty. Po odrzuceniu przesaczy czynno$¢ powtorzono. Nastgpnie kolumienki
przeniesiono do nowych odbieralnikow i naniesiono na nie po 500 pul buforu AW. Wszystko
wirowano przez 1 minutg przy 8000 rpm. Przesacze odrzucono i ponownie dodano 500 ul
buforu AW, zwigkszajac czas wirowania do 2 minut, a obroty do 14000 rpm. Po zakonczeniu,
kolumienki przeniesiono do sterylnych podpisanych probéwek typu Eppendorf i dodano po
100 pl buforu AE. Po 5 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, proby odwirowano

przy 8000 rpm (1 minuta). Czynno$¢ t¢ powtdrzono (QIAGEN 2006).
3.6.3. Ocena ilosci i jakoSci otrzymanego materialu DNA

Jakos¢ oraz ilo$¢ otrzymanych produktow z izolacji DNA sprawdzono za pomoca
rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym, zawierajacym bromek etydyny, jak
réwniez za pomoca programu PhotoCapt v. 11.01.

1% zel agarozowy przygotowano zgodnie z protokotem przygotowania zelu

agarozowego Wydziatlowe] Pracowni Technik Biologii Molekularnej (tabela 4).

Tabela 4. Ilosciowy spis sktadnikow i1 czas przygotowania Zelu w matym, S$rednim

1 duzym aparacie do elektroforezy firmy BIOARD

MALY ZEL | SREDNI ZEL | DUZY ZEL
I1o$¢ buforu 1XxXTAE (ml) 25 50 250
Ilosé¢ agarozy (g) 0,25 0,5 2,5
Czas gotowania (s) 30 60+ 10 180 + 60
Ilo$¢ bromku etydyny (ul) 7 15 100

Do kolbki typu erlenmayer odmierzono odpowiednia ilos¢ buforu 1XxTAE i1 nawazono
okreslona ilo$¢ agarozy, ktéra nastepnie rozpuszczono w buforze, podgrzewajac go
w kuchni mikrofalowej. Po ochlodzeniu agarozy do temperatury 50-60°C, dodano bromek
etydyny firmy SIGMA. Cato$¢ wylano do zmontowanego aparatu do elektroforezy firmy
BIO-RAD. Po spolimeryzowaniu, zel rozmontowano i cato$¢ zalano buforem IxXxTAE.
Nanoszone do kieszonek w Zelu proby (5 pl), obciazono barwnikiem 6xSB, a do kontroli

wynikow uzyto markera STD.
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Rozdziat produktow elektroforezy wykonano przy napigciu 65 V i 40 mA (dla

sredniego zelu), a wyniki odczytano za pomoca transilluminatora UV firmy Biostep.
3.7 Ocena skladu jako$ciowego hodowli sinic z zastosowaniem techniki PCR

W celu klasyfikacji filogenetycznej 1 zbadania rozbieznosci migdzy zbiorami
szczepOw, wykonano analize sekwencji genow kodujacych mate podjednostki rybosomu RNA
(16S rRNA) (Niibel i in. 1997). Do amplifikacji tych rejonéw uzyto Taq PCR Master Mix Kit
firmy QIAGEN oraz kilku specyficznych par starteréw firmy Oligo, uzywanych zamiennie.

Dla kazdej proby przygotowano mieszaning reakcyjna o objetosci 25 ul, na ktéra
sktadato si¢: 12,5 pl Tag PCR Master Mix Kit, 5 pl matrycy DNA, 0,63 pl 10 uM startera F,
0,63 ul 10 uM startera R oraz 6,24 pl wody miliQ.

Amplifikacje przy uzyciu starterow CYA359F i CYA781R (tabela 5), bedacego
rownomolowa mieszaning z CYA781R(a) i CYA781R(b) wykonano za Niibel i in. (1997) w
nast¢pujacych warunkach:

1. wstepna denaturacja: 5 minut przy 94°C

35 cykli gdzie:

2. denaturacja: 1 minuta przy 94°C

3. annealing: 1 minuta przy 60°C
4. elongacja: 1 minuta przy 72°C
5

koncowa elongacja: 15 minut przy 72°C

Za Koskenniemi 1 in. (2007) amplifikacje starterami CYA359F 1 23S30R

(tabela 5) wykonano w warunkach:

1. wstepna denaturacja: 5 minut przy 94°C

10 cykli gdzie:

2. denaturacja: 45 sekund przy 94°C

3. annealing: 45 sekund przy 57°C

4. elongacja: 2 minuty przy 68°C

25 cykli gdzie:

5. ponowna denaturacja: 45 sekund przy 92°C

6. annealing: 45 sekund przy 54°C
7. elongacja: 2 minuty przy 68°C
8

. koncowa elongacja: 7 minut przy 72°C
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Opierajac si¢ na metodyce Lee, Bae (2002) przeprowadzono amplifikacje

z CYA106F 1 CYA78IR (tabela 5) bedacego réwnomolowa mieszaning z CYA781R(a) i
CYAT781R(b) (za: Nubel i in., 1997) w warunkach:

1. wstepna denaturacja: 2 minuty przy 94°C

20 cykli gdzie:

2. denaturacja: 30 sekund przy 94°C

3. annealing: 30 sekund przy 60°C

4. elongacja: 2 minuty przy 72°C

5. koncowa elongacja: 10 minut przy 72°C

Amplifikacje fragmentu 16-23S rRNA (ITS) starterami 322F oraz 340R
(tabela 5) wykonano nastepujaco:
1. wstepna denaturacja: 5 minut przy 94°C
30 cykli gdzie:
2. denaturacja: 30 sekund przy 94°C
3. annealing: 30 sekund przy 50°C
4. elongacja: 1 minuta przy 70°C

5. koncowa elongacja: 3 minuty przy 72°C

Amplifikacje wg metodyki Tatona i in. (2003) z uzyciem starteréw: 16S27F

123S30R (tabela 5) przeprowadzono w warunkach:

1. wstepna denaturacja: 5 minut przy 94°C

10 cykli gdzie:

2. denaturacja: 45 sekund przy 94°C

3. annealing: 45 sekund przy 57°C

4. elongacja: 2 minuty przy 68°C

25 cykli gdzie:

5. ponowna denaturacja: 45 sekund przy 92°C

6. annealing: 45 sekund przy 54°C
7. elongacja: 2 minuty przy 68°C
8

. koncowa elongacja: 7 minut przy 72°C

Po zakonczeniu amplifikacji, produkty PCR obciazone barwnikiem 6xSB naniesiono
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na 1% zel agarozowy (z bromkiem etydyny) na bazie TAE, w celu okreslenia wielko$ci
otrzymanego produktu. Fragmenty DNA poddano kilkunasto-minutowej elektroforezie przy
napigciu 65 V.

Wyniki z zelu odczytano pod transluminatorem UV i wykonano zdjecia poddane

nastgpnie analizie w programie PhotoCapt v. 11.01 (Oberholster i in. 2004).

Tabela 5. Startery PCR uzyte do amplifikacji i sekwencjonowania fragmentow 16S rRNA
oraz ITS

Nazwa Sekwencja 5’ do 3’ Referencje
16S rRNA
16S27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Taton i in. (2003)
Taton 1 in. (2003)
23S30R CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT
Koskenniemi i in. (2007)
Nibel i in. (1997)
CYA359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG
Koskenniemi i in. (2007)
CYA781R(a) GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT Nibel i in. (1997)

CYA781R(b) | GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT Niibel 1 in. (1997)

CYA106F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA Lee, Bae (2002)
ITS

322F TGTACACACCGCCCGTC Soumayai i in. (2007)

340R CTCTGTGTGCCTAGGTATCC Soumayai 1 in. (2007)

3.8. Analiza toksycznosci sinic z zastosowaniem techniki PCR

Na wszystkich probach wykonano analiz¢ obecnosci genéw kodujacych mikrocystyny,
anatoksyny oraz cylindrospermopsyne, potwierdzajacych toksycznos¢ badanych szczepow.

W celu wykrycia operondw kodujacych mcyA-C oraz PKS, syntetyzujacego mcyD-J,
wykonano seri¢ prob przy uzyciu specyficznych 10 uM starterow firmy Oligo (po 0,63 ul z
kazdego) oraz Taq PCR Master Mix Kit (12,5 pl) firmy QIAGEN (Saint 2007, Pearson
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1 Neilan 2008). Produkty te, wraz z 5 pl matrycy DNA oraz 6,24 pl wody miliQ poddano

amplifikacji.

Dla genéw zwiazanych z synteza cylindrospermopsyny 1 anatoksyny przygotowano

mieszaniny reakcyjne analogicznie do tych na mikrocystyny.

Amplifikacje przy uzyciu starterow MSF i MSR (tabela 6), specyficznych dla mcyA

wykonano wg metodyki Tilletta 1 in. (2001) oraz El Herry 1 in. (2009):

1.

wstepna denaturacja: 7 minut przy 94°C

30 cykli gdzie:

2.

3
4.
5

1.

denaturacja: 10 sekund przy 94°C
annealing: 20 sekund przy 60°C
elongacja: 1 minuta przy 72°C

koncowa elongacja: 7 minut przy 72°C

Amplifikacje dla mcyB wykonano za: Neilan (1999), z uzyciem: Faa i Raa (tabela 6):

wstepna denaturacja: 2 minuty przy 94°C

35 cykli gdzie:

2.

3
4.
5

denaturacja: 10 sekund przy 93°C
annealing: 20 sekund przy 50°C
elongacja: 1 minuta przy 72°C

koncowa elongacja: 7 minut przy 72°C

Zgodnie z metodyka El Herry 1 in. (2009) wykonano amplifikacj¢ dla mcyC,

wykorzystujac specyficzne startery PSCF oraz PSCR (tabela 6):

1.

wstepna denaturacja: 5 minut przy 94°C

35 cykli gdzie:

2.

3
4.
5

denaturacja: 60 sekund przy 95°C
annealing: 30 sekund przy 52°C

elongacja: 1 minuta przy 72°C

. koncowa elongacja: 7 minut przy 72°C

Amplifikacje dla mcyE, wykonano przy uzyciu kilku starteréw (tabela 6)

specyficznych dla réznych gatunkéw. Za Doblin (2007) uzyto charakterystycznych dla

gatunku Anabaena sp.: AnamcyE-F2 oraz AnamcyE-12R w warunkach:
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1. denaturacja: 30 sekund przy 94°C

20 cykli gdzie:

2. annealing: 30 sekund przy 65°C, zmniejszajac si¢ o 0,5°C na jeden cykl
3. elongacja: 1 minuta przy 72°C

17 cykli gdzie:

4. ponowna denaturacja: 30 sekund przy 94°C

5. annealing: 30 sekund przy 55°C

6. elongacja: 1 minuta przy 72°C

Amplifikacje starterami charakterystycznymi dla Microcystis sp.: mcyE-F2

1 MicmcyE-R8 (tabela 6) wykonano na podstawie metodyki Vaitomaa 1 in. (2003):
25 cykli gdzie:

1.

2
3.
4

denaturacja: 30 sekund przy 94°C
annealing: 30 sekund przy 60°C
elongacja: 1 minuta przy 72°C

koncowa elongacja: 10 minut przy 72°C

Korzystajac rowniez z metodyki Vaitomaa i in. (2003), przeprowadzono amplifikacje

z: mcyE-F2 1 AnamcyE-12R (tabela 6):
30 cykli gdzie:

1.

2
3.
4

denaturacja: 30 sekund przy 94°C
annealing: 30 sekund przy 58°C
elongacja: 1 minuta przy 72°C

koncowa elongacja: 10 minut przy 72°C

Amplifikacje genow odpowiedzialnych za Dbiosyntez¢ cylindrospermopsyny,

wykonano uzywajac specyficznych starterow dla PKS (M4 1 M5) i dla PS (M13 1 M14) w

warunkach podanych przez Saint (2007) (tabela 8):

1.

wstepna denaturacja: 4 minuty przy 94°C

30 cykli gdzie:

2.
3.
4.

denaturacja: 10 sekund przy 94°C
annealing: 20 sekund przy 55°C

elongacja: 1 minuta przy 72°C

30



Za Wood (2007) przeprowadzono amplifikacje fragmentdw aoaAd, araB, aoaC za

pomoca par starterow: CB1 1 CB2, K18 i M4, CC1 i CC2 oraz CD3 i CD4 (tabela 6):

1. wstepna denaturacja: 10 minut przy 94°C

35 cykli gdzie:

2. denaturacja: 30 sekund przy 94°C

3. annealing: 30 sekund przy 55°C

4. elongacja: 2 minuty przy 72°C

5. koncowa elongacja: 7 minut przy 72°C

Otrzymane w wyniku reakcji produkty PCR obciazone barwnikiem 6xSB naniesiono

na 1% zel agarozowy na bazie TAE. Fragmenty DNA poddano kilkunasto-minutowej

elektroforezie przy napigciu 65V, a nastgpnie pod transluminatorem UV sprawdzono

obecnos$¢ i wielko$¢ prazkdéw (Oberholster 1 in. 2004).

Tabela 6. Startery PCR uzyte do amplifikacji 1 sekwencjonowania genéw odpowiedzialnych

za biosyntezg cyjanotoksyn

Nazwa Sekwencja 5’ do 3’ Geny Referencje
MSF ATCCAGCAGTTGAGCAAGC mcyA Tillett i in. (2001)
MSR TGCAGATAACTCCGCAGTTG mcyA Tillett i in. (2001)
Faa CTATGTTATTTATACATCAGG mcyB Neilan (1999)
Raa CTCAGCTTAACTTGATTATC mcyB Neilan (1999)
PSCF GCAACATCCCAAGAGCAAAG mcyC | El Herry i in. (2009)
PSCR CCGACAACATCACAAAGGC mcyC | El Herry i in. (2009)
AnamcyE-F2 GAAATTTGCGTAGAAGGTGC mcyE Doblin (2007)
AnamcyE-12R CAATCTCGGTATAGCGGC mcyE Doblin (2007)
mcyE-F2 GAAATTTGTGTAGAAGGTGC mcyE | Vaitoma i in. (2003)
MicmcyE-R8 CAATGGGAGCATAACGAG mcyE | Vaitoma i in. (2003)

cyr Saint (2007)

M4 GAAGCTCTGGAATCCGGTAA
aoaC Wood (2007)
M5 AATCCTTACGGGATCCGGTGC cyr Saint (2007)
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cyr Saint (2007)
Mi13 GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC
aoaB Wood (2007)
cyr Saint (2007)
Mi14 GATGGAACATCGCTCACTGGTG
aoaB Wood (2007)
CC1 GAAGTAATCCTCACAGGTTCC aoaA Wood (2007)
cC2 TCGAAGCAACTATGTCACG aoaA Wood (2007)
CD3 GTCTAACATTGCTTCCACTAGC aoaB Wood (2007)
CD4 CTGGCTTACAGGCACAAC aoaB Wood (2007)
CB1 CGAACAAGACAGGATTGC aoaC Wood (2007)
CB2 AGGAAATTGACCAGACGG aoaC Wood (2007)
K18 CCTCGCACATAGCCATTTGC aoaC Wood (2007)

3.9. Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie metoda Sangera przeprowadzono w Wydzialowej Pracowni
Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Wszystkie proby poddane analizie przygotowano po wczesniejszym okresleniu
stezenia otrzymanych produktow PCR. Sporzadzona mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 5 pl

markera F lub R oraz 1-2 ul matrycy.

3.10. Analiza wynikow sekwencjonowania

Otrzymane sekwencje odczytano i skorygowano za pomoca programu Chromas 2.33,
a  nastgpnie  pordwnano je za  pomoca  programu  BLASTN 2.2.23
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) z sekwencjami zdeponowanymi w bazach GenBank:
EMBL, DDBJ, PDB (poza EST, STS, GSS, prob srodowiskowych lub etapu 0, 1 lub 2
sekwencji HTGS).

Sekwencje badanych prob przyrownywano do sekwencji z banku genow
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w programie GeneDoc v. 2.7.000.

3.11. Okreslenie wplywu wybranych czynnikow srodowiskowych na wzrost i produkcje

toksyn wybranych gatunkow sinic

3.11.1. Okreslenie wplywu azotu na wzrost i produkcje¢ toksyn wybranych gatunkow

sinic

Test okreslajacy wplyw azotu na wzrost i produkcje toksyn wybranych gatunkow
sinic trwat 7 dni, a pobdr probek do badan nastgpowat co dwa, trzy dni.

Sinice zaszczepiono do kolbek o pojemnosci 250 ml, z zawartoscia 125 ml pozywki
ptynnej BG-11 z ré6znym stgzeniem azotu. Do testu przygotowywano kontrolna pozywke
BG-11 (K) zawierajaca 1,5 g/l NaNO; oraz pozywke¢ bez azotu (A), a takze dwie dalsze
zawierajace 0,75 g/l NaNOs (B) i 3,0 g/l NaNO; (C).

Hodowle inkubowano w pokoju hodowlanym, w temperaturze 25°C (£0,5°C), przy
ciagtym $wietle o natezeniu 64 pmol fotonéw m=s™.

Co dwa, trzy dni pobierano i utrwalano ptynem Lugola po 2 ml inokulum z kazde;j
proby.

Uzyskane probki liczono w komorze Biirkera pod mikroskopem OLYMPUS CX21,
pod powigkszeniem obiektywu 40x.

Po zakonczeniu testu material z hodowli byl przesaczany przez filtr z wtokna
szklanego Whatman GF/C. Filtr z biomasa oraz przesaczona woda byly zamrazane przed

dalsza analiza HPLC/MS na obecno$¢ mikrocystyn.

3.11.2. Okreslenie wplywu fosforu na wzrost i produkcje¢ toksyn wybranych gatunkéw

sinic

Test okreslajacy wptyw fosforu na wzrost i produkcje toksyn wybranych gatunkéw
sinic trwat 7 dni, a pobdr probek do badan nastgpowat co dwa, trzy dni.

Sinice zaszczepiono do kolbek o pojemnosci 250 ml, z zawartoscia 125 ml pozywki
ptynnej BG-11 z ré6znym stezeniem fosforu. Do testu przygotowywano kontrolna pozywke
BG-11 (K) zawierajaca 3,05 g/l K.HPO, oraz pozywke bez fosforu (A), a takze zawierajaca
1,525 g/l K,HPO, (B) 1 6,1 g/l K;HPO, (C).

Hodowle inkubowano w pokoju hodowlanym, w temperaturze 25°C (£0,5°C), przy
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ciaglym $wietle o natezeniu 64 pmol fotonow m™s™.
Co dwa, trzy dni pobierano i utrwalano ptynem Lugola po 2 ml inokulum z kazde;j
proby.
Uzyskane probki liczono w komorze Biirkera pod mikroskopem OLYMPUS
CX21, pod powigkszeniem obiektywu 40x.
Po zakonczeniu testu materiat z hodowli byl przesaczany przez filtr z widkna
szklanego Whatman GF/C. Filtr z biomasa oraz przesaczona woda byly zamrazane przed

dalsza analiza HPLC/MS na obecno$¢ mikrocystyn.

3.11.3. OkresSlenie wplywu zelaza na wzrost i produkcj¢ toksyn wybranych gatunkéw

sinic

Test okreslajacy wplyw Zelaza na wzrost i produkcjg toksyn wybranych gatunkow
sinic trwat 8 dni, a pobdr probek do badan nastgpowat co dwa, trzy dni.

Sinice zaszczepiono do kolbek o pojemnosci 250 ml, z zawartoscia 125 ml pozywki
ptynnej BG-11 z ré6znym stgzeniem azotu. Do testu przygotowywano kontrolna pozywke
BG-11 (K) zawierajaca 0,006 g/l kwasu cytrynowego 1 0,006 g/l cytrynianu amonowo
zelazowego oraz pozywke bez zelaza (A), a takze dwie dalsze zawierajace po 0,005 g/l
badanych substancji (B) oraz po 0,012 g/1 3 (C).

Hodowle inkubowano w pokoju hodowlanym, w temperaturze 25°C (£0,5°C), przy
ciagtym $wietle o natezeniu 64 umol fotonéw m=s™.

Co dwa, trzy dni pobierano i utrwalano ptynem Lugola po 2 ml inokulum z kazdej
proby.

Uzyskane probki liczono w komorze Biirkera pod mikroskopem OLYMPUS CX21,
pod powigkszeniem obiektywu 40x.

Po zakonczeniu testu material z hodowli byl przesaczany przez filtr z wldkna
szklanego Whatman GF/C. Filtr z biomasa oraz przesaczona woda byly zamrazane przed

dalsza analiza HPLC/MS na obecno$¢ mikrocystyn.

3.11.4. Okreslenie wplywu natezenia Swiatla na wzrost i produkcje¢ toksyn wybranych

gatunkow sinic

Test okreslajacy wplyw natgzenia $wiatla na wzrost i produkcje toksyn wybranych

gatunkow sinic trwat 7 dni, a pobor probek do badan nastgpowat co dwa, trzy dni.
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Sinice zaszczepiono do kolbek o pojemnosci 250 ml, z zawartoscia 125 ml pozywki
ptynnej BG-11.

Hodowle inkubowano w pokoju hodowlanym, w temperaturze 25°C (+£0,5°C) oraz
przy ciagtym $wietle w trzech wariantach natezenia: 21pumol fotonéw m=s’ (A), 43 umol
fotonéw m?s™ (B) i 86 umol fotondéw m=s™ (C).

Co dwa, trzy dni pobierano i utrwalano ptynem Lugola po 2 ml inokulum z kazdej
proby.

Organizmy w uzyskanych probkach liczono uzywajac komory Biirkera pod
mikroskopem OLYMPUS CX21, pod powigkszeniem obiektywu 40x.

Po zakonczeniu testu material z hodowli byl przesaczany przez filtr z wiokna

szklanego Whatman GF/C. Filtr z biomasa oraz przesaczona woda byly zamrazane przed

dalsza analiza HPLC/MS na obecno$¢ mikrocystyn.

3.12. Okreslenie wplywu wybranych gatunkow sinic na inne organizmy wodne

3.12.1. Przygotowanie ekstraktow z biomasy sinic

Do przeprowadzenia testow toksycznosci ostrej przygotowano ekstrakty z
hodowanych sinic. W tym celu konieczne bylo zaggszczenie poszczegdlnych kultur
hodowlanych na saczku Whatmann GF/C o $rednicy 47 mm przy pomocy zestawu
prozniowej filtracji. Saczki zamrozono w temperaturze -10°C, a nast¢pnie poddawano
sonifikacji ultradzwiekowej w przesaczu uzyskanym z filtracji. Sonifikacj¢ wykonywano
trzykrotnie po 3 minuty, przy nat¢zeniu mocy pracy rownym 20%. Do tego celu zastosowano
homogenizator ultradzwigkowy HD2070 (firmy Bandelin electronic GmbH&Co.KG).
Uzyskany ekstrakt odwirowywano przez 5 minut przy 5000 obrotow na minutg (wirowka
EBA20 Hettich). Ekstrakty z poszczeg6lnych gatunkow sinic powstaly z rdznej ilosci
biomasy (tabela 7).

Tabela 7. Zawarto$¢ biomasy sinic w 100% ekstraktu

Gatunek Ilo$¢ (g s. m.)
Aphanizomenon gracile 0,986
Calothrix desertica 1,226
Cylindrospermopsis raciborskii 0,294
Merismopedia glauca 0,453
Microcystis aeruginosa 1,131
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Nostoc sp. 0,573
Oscillatoria sp. 0,527
Planktothrix agardhi 0,886
Synechocystis sp. 1,202
Trichormus variabilis 0,884

3.12.2. Przesiewowy test toksycznoSci ostrej oparty na skorupiakach

Do przeprowadzenia testu toksyczno$ci ostrej, opartego na skorupiaku Daphnia
magna zastosowano test — DAPHTOXKIT firmy Tigret. Daphtoxkit jest 48-godzinnym
testem toksycznoSci ostre;j.

Zestaw Daphtoxkit wykorzystuje do badan nad toksyczno$cia formy przetrwalne
skorupiakdéw Daphnia magna — efippie.

Test przeprowadzany jest w jednorazowych, wielodotkowych ptytkach testowych,
ktére zawieraja po 4 dotki kontrolne 1 4 dotki testowe dla roéznych koncentracji
przygotowanego ekstraktu z biomasy sinic. Zastosowanie tego typu plytek testowych,
umozliwia  uzyskanie statystycznie akceptowalnej oceny efektu i1 oznaczenie kazdej
koncentracji 1 kontroli w czterech powtdrzeniach. W celu napetnienia wielodotkowej ptytki
testowej, do kazdego dotka w odpowiadajacym mu rzgdzie, w kolejnosci wzrastajacej
koncentracji przeniesiono 10 ml rozcienczonej wody i 10 ml odpowiedniego koncentratu do
badania toksycznosci.

Do przeprowadzenia testu, wykorzystano pozywke, ktérej sktad, zgodny jest z
formulq zalecana przez Migdzynarodowa Organizacjg Jakosci (ISO) dla testow toksycznosci
ostrej z wykorzystaniem Daphnia magna (PN-EN ISO 6341:2002).

Proces wylggu organizmoéow testowych przeprowadzany byt w temperaturze 25°C
(£0,5°C), przy ciaglym o$wietleniu o natezeniu 86 umol fotonow m™s™'. Efippia przeniesione
na szalke Petriego inkubowano przez 72 godziny.

Nastepnie przygotowano seri¢ rozcienczen z wczesniej wykonanych ekstraktow z
poszczegblnych gatunkoéw sinic (tabela 8), uzywajac do tego pozywke stosowang do testow

toksycznosci ostrej z wykorzystaniem Daphnia magna.

Tabela 8. Seria rozcienczen przygotowanych ekstraktow

| koncentracja | rozcienczenie |
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koncentracja 1 | 100% ekstraktu

koncentracja 2 | 50% ekstraktu + 50% pozywki
koncentracja 3 | 25% ekstraktu + 75% pozywki
koncentracja 4 | 12,5% ekstraktu + 87,5% pozywki
koncentracja 5 | 6,25% ekstraktu + 93,75 % pozywki

Aby zapewni¢ ,rezerwg energetyczna” organizmom testowym uzyskanym z efippi
zastosowano wstepne karmienie proszkiem Spirulina.

Organizmy testowe przenoszone byly za pomoca pipety, w porzadku wzrastajacych
koncentracji toksyn. W kazdym dotku testowym umieszczano po 4 osobniki D. magna.

Ptytki testowe inkubowano w temperaturze okoto 22°C (+0,5°C), w ciemnosci.
Po uptywie 24h 1 48 h inkubacji policzono ilos¢ martwych lub unieruchomionych

organizmow dla kazdej koncentracji sinic.

3.12.3. Test hamowania wzrostu zielenic z wykorzystaniem Scenedesmus quadricauda

Test hamowania wzrostu zielenicy Scenedesmus quadricauda przez poszczegodlne
sinice trwat 10 dni, a pobor probek do badan nastgpowat co dwa dni.

Sinice zaszczepiono do kolbek o pojemnosci 250 ml, z zawartoscia 125 ml pozywki
ptynnej BG-11. Do testu przygotowywano kontrolne kultury jednogatunkowe oraz hodowle
mieszane w stosunku liczebnosci komorek zielenicy do sinicy 1:1, 1:3 oraz 3:1.

Hodowle inkubowano w pokoju hodowlanym, w temperaturze 25°C (£0,5°C), przy
ciagtym $wietle o natezeniu 64 pmol fotonéw m=s™.

Co dwa dni pobierano i utrwalano ptynem Lugola po 2 ml inokulum z kazdej préby.

Organizmy w uzyskanych probkach liczono uzywajac komory Biirkera pod

mikroskopem OLYMPUS CX21, przy powigkszeniu obiektywu 40x.

37



4. Wyniki

4.1. Badania probek srodowiskowych

4.1.1. Jezioro Biezdruchowskie

Z kapieliska Jeziora Biezdruchowskiego pobrano w ciagu badan 12 prob. Udzial sinic
w fitoplanktonie byt stosunkowo nieduzy, gdyz osiagnat maksymalnie 22% w lipcu oraz w
sierpniu 2008 roku. Minimalny udziat sinic wyniost 4% w czerwcu 2008 roku. Na ogo6t udziat
ten jak i liczebno$¢ sinic zwigkszaly si¢ w kolejnych prébach z danego roku. Ogodlna
liczebno$¢ fitoplanktonu w Jeziorze Biezdruchowskim byta stosunkowo niewielka i tylko w

dwoch probach przekroczyta 20 tys. kom. w 1 ml wody (tabela 9).

Tabela 9. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Biezdruchowskim

Data Liczba Liczba Ogolna liczba | Udzial sinic w
komorek sinic pozostatych komoérek fitoplanktonie
w 1ml wody taksonow fitoplanktonu w %
fitoplanktonu w 1 ml wody
(kom. w 1 ml)
8.08.2006 1020 14880 15900 6
23.08.2006 1349 13290 14639 9
10.07.2007 729 12938 13667 5
24.07.2007 2309 14972 17281 13
7.08.2007 3187 13974 17161 19
21.08.2007 3298 12948 16246 20
25.06.2008 571 12938 13509 4
9.07.2008 4928 17329 22257 22
23.07.2008 4302 18362 22664 19
5.08.2008 3982 13920 17902 22
22.07.2009 1877 12701 14578 13
19.08.2009 3293 15039 18332 18

Analiza mikrocystyn przeprowadzona na HPLC wykazata obecnos¢ tych toksyn
sinicowych jedynie w dwoch probach. W lipcu 2008 roku mikrocystyny przekroczyty stezenie
1 pg I'', ponad potowe nizsze stezenie toksyn odnotowano w sierpniu 2007 roku. W obu
probach zdecydowanie najwyzsze stezenie miata mikrocystyna LR. MC-RR zostata

stwierdzona w probie z lata 2007 roku, a MC-YR w proébie z lata 2008 roku (tabela 10).
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Tabela 10. Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Biezdruchowskim

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna Suma
LR (ugl?h) RR (ug 1) YR (uglh mikrocystyn

8.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
23.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
10.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
24.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
7.08.2007 0,446 0,010 0,000 0,456
21.08.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
25.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
9.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
23.07.2008 0,889 0,000 0,237 1,126
5.08.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
22.07.2009 0,000 0,000 0,000 0,000
19.08.2009 0,000 0,000 0,000 0,000

Sktad gatunkowy sinic w Jeziorze Biezdruchowskim byt bardzo zréznicowany. W 12

probach oznaczono obecno$¢ 12 gatunkoéw. Nie stwierdzono zdecydowanej dominacji

jednego gatunku, a najwigksza liczbe komorek w 1 ml wody wykazywaty gatunki z rodzajow:

Aphanizomenon, Chroococcus oraz Planktothrix (tabele 11, 12, 13, 14).

Tabela 11. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2006

Gatunek 8.08.2006 23.08.2006

Anabaena spiroides f. minima - +
Aphanizomenon sp. 289 243
Chroococcus minimus 348 465
Chroococcus turgidus + -
Lyngbya limnetica + 155
Microcystis aeruginosa 127 206
Microcystis incerta - +
Planktothrix agardhi 106 186
Planktothrix prolifica 150 94
Suma komorek sinic 1020 1349

Tabela 12. Sktad gatunkowy 1 liczebnos¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2007

Gatunek 10.07.2007 | 24.07.2007 | 7.08.2007 [ 21.08.2007

Anabaena spiroides f. minima - - 54 +

Anabaenopsis arnoldii - + + -

Aphanizomenon sp. 106 786 378 499
Chroococcus minimus + + 698 481
Chroococcus turgidus 57 558 318 219
Lyngbya limnetica - 286 603 722
Microcystis aeruginosa - + + 106
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Microcystis incerta - - - +
Microcystis wesenbergii - - + -
Planktothrix agardhi 297 243 338 693
Planktothrix prolifica 269 436 798 578
Spirulina sp. - + - -
Suma komorek sinic 729 2309 3187 3298

Tabela 13. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2008

Gatunek 25.06.2008 | 9.07.2008 | 23.07.2008 5.08.2008
Anabaena spiroides f. minima - 108 - -
Anabaenopsis arnoldii - - - 88
Aphanizomenon sp. - + 96 332
Chroococcus minimus 221 721 884 522
Chroococcus sp. - - - +
Chroococcus turgidus + 377 311 402
Lyngbya limnetica 142 659 855 766
Microcystis aeruginosa - 548 342 227
Microcystis wesenbergii - - 227 +
Planktothrix agardhi - 1619 1033 997
Planktothrix prolifica 208 896 554 648
Spirulina sp. - - + -
Suma komorek sinic 571 4928 4302 3982

Tabela 14. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2009

Gatunek 22.07.2009 19.08.2009
Anabaena spiroides f. minima - 126
Anabaenopsis arnoldii - +
Aphanizomenon sp. 209 448
Chroococcus minimus 455 667
Chroococcus sp. + -
Chroococcus turgidus 317 594
Lyngbya limnetica 264 676
Microcystis aeruginosa 152 +
Microcystis wesenbergii - +
Planktothrix agardhi 143 339
Planktothrix prolifica 337 443
Suma komorek sinic 1877 3293

Woda badanych probek wykazywata temperature w zakresie od 18,9 °C do 22,7°C, odczyn
zblizony do obojetnego, dobre natlenienie (powyzej 6 mg 1 O,) i wysokie przewodnictwo

elektrolityczne (do 788 uS cm™) (tabela 15).
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Tabela 15. Wyniki pomiardw wskaznikéw fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze

Biezdruchowskim
Data pH Przewodnictwo 0, Temperatura
uS cm’ mg I °C
9.08.2006 bd bd bd bd
23.08.2006 bd bd bd bd
10.07.2007 6,3 642 6,03 19,7
24.07.2007 6,2 663 6,35 20,3
7.08.2007 6,7 712 6,68 21,4
21.08.2007 6,4 697 6,45 20,9
25.06.2008 6,8 622 6,55 18,9
9.07.2008 6,9 783 6,81 22,1
23.07.2008 7,1 788 6,67 22,7
5.08.2008 bd bd bd bd
22.07.2009 6,9 733 6,59 21,5
19.08.2009 7,2 712 6,72 21,8

4.1.2. Jezioro Bninskie

W ciagu czterech lat badan pobrano z kapieliska Jeziora Bninskiego 12 préb

srodowiskowych. W prawie wszystkich tych probach sinice stanowily ponad 50%

fitoplanktonu (tabela 16). Najwigksza liczebnos¢ fitoplankton osiagnat w sierpniu 2007 roku,

zblizona byla rowniez w sierpniu 2008 roku. Podczas tych zakwitéw sinice stanowily ponad

80% fitoplanktonu. Najmniejsza jego liczebno$¢ zaobserwowano w czerwcu 2008 roku.

Tabela 16. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Bninskim

Data Liczba Liczba Ogolna liczba Udziat sinic w
komorek sinic| pozostatych komorek fitoplanktonie w %
w 1 ml wody taksonow fitoplanktonu
fitoplanktonu w 1 ml wody
(kom. w 1 ml)
9.08.2006 35329 24840 60172 59
23.08.2006 33874 21928 55802 61
10.07.2007 43002 17492 60494 71
24.07.2007 69221 23129 92350 75
7.08.2007 62029 19846 81875 76
21.08.2007 88901 17884 106785 83
25.06.2008 20433 28468 48901 42
9.07.2008 41937 23009 64946 65
23.07.2008 77933 17663 95596 82
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5.08.2008 82005 18990 100995 81

22.07.2009 22739 20321 43060 53

19.08.2009 31948 26538 58486 55

W sze$ciu z dwunastu proéb z Jeziora Bninskiego stwierdzono obecno$¢ toksyn
sinicowych, jednak ani razu nie przekroczyly one dopuszczalnej normy dla kapielisk.
Najwyzsze stezenie mikrocystyny LR 0,670 pg 1" oznaczono w probie z 23 lipca 2008 roku,
w tej samej probie najwyzsze stezenie osiagneta tez mikrocystyna YR (0,220 pg 1™). Nie
wykryto obecnosci mikrocystyny RR w Zadnej probie (tabela 17).

Tabela 17. Stgzenie mikrocystyn w Jeziorze Bninskim

Data Mikrocystyna LR | Mikrocystyna Mikrocystyna Suma
(nglh RR (ug 1" YR (uglh mikrocystyn

9.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
23.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
10.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
24.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
7.08.2007 0,532 0,000 0,010 0,542
21.08.2007 0,620 0,000 0,000 0,620
25.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
9.07.2008 0,020 0,000 0,000 0,020
23.07.2008 0,670 0,000 0,220 0,890
5.08.2008 0,560 0,000 0,030 0,590
22.07.2009 0,000 0,000 0,000 0,000
19.08.2009 0,050 0,000 0,000 0,050

We wszystkich prébach dominowaly sinice potencjalnie toksyczne, z ktérych
najwicksza liczebno$¢ osiagnal gatunek Planktothrix agardhi (tabela 18,19, 20, 21). W
Jeziorze Bninskim zdecydowanie przewazaty gatunki nitkowate, nie odnotowano obecnosci
powszechnie wystepujacego w innych jeziorach Microcystis aeruginosa. W wigkszosci prob
pojawity si¢ gatunki inwazyjne Aphanizomenon aphanizomenoides oraz Cylindrospermopsis

raciborski.

Tabela 18. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2006

Gatunek 9.08.2006 23.08.2006
Aphanizomenon aphanizomenoides 276 244
Aphanizomenon gracile + +
Aphanizomenon sp. 855 1083
Cylindrospermopsis raciborskii 527 +
Limnothrix redekei 6522 7446
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Lyngbya limnetica 3923 1975
Merismopedia sp. + 154
\Planktothrix agardhi 19537 21647
\Pseudanabaena limnetica 3689 1325
Suma komorek sinic 35329 33874

Tabela 19. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2007

Gatunek 10.07.2007 | 24.07.2007 | 7.08.2007 | 21.08.2007
Aphanizomenon aphanizomenoides - - 1237 2177
Aphanizomenon gracile + + + 221
Aphanizomenon sp. 322 783 + 124
Chroococcus sp. 8322 4284 - +
Cylindrospermopsis raciborskii - + 2044 3699
Limnothrix redekei 10664 15430 20665 23455
Lyngbya limnetica 4397 2933 2918 1044
\Merismopedia sp. 221 + + -
\Planktothrix agardhi 15439 32883 30488 44399
\Pseudanabaena limnetica 3637 12908 4677 13782
Suma komorek sinic 43002 69221 62029 88901

Tabela 20. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2008
Gatunek 25.06.2008 9.07.2008 23.07.2008 5.08.2008
Aphanizomenon gracile - - + 336
Aphanizomenon sp. 487 1287 1433 2107
Chroococcus sp. 695 778 355 433
Cylindrospermopsis raciborskii - - 274 549
Limnothrix redekei 13658 15448 12876 14330
Lyngbya limnetica 1548 4499 6687 6540
\Planktothrix agardhi 2388 12004 40865 48097
Pseudanabaena limnetica 1658 7921 15443 9613
Suma komorek sinic 20433 41937 77933 82005
Tabela 21. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2009
Gatunek 22.07.2009 19.08.2009
Aphanizomenon aphanizomenoides - 221
Aphanizomenon gracile + 328
Aphanizomenon sp. 476 1105
Cylindrospermopsis raciborskii 488 1211
Limnothrix redekei 5487 4328
Lyngbya limnetica 2177 3323
Merismopedia sp. 339 665
\Planktothrix agardhi 10652 16093
Pseudanabaena limnetica 3120 4764
Suma komorek sinic 22739 31948
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Woda badanych probek wykazywala wysoka temperaturg (zwykle powyzej 20°C),

odczyn lekko zasadowy, dobre natlenienie (powyzej 6 mg 1" O,) i wysokie przewodnictwo

elektrolityczne (z reguly powyzej 600 uS cm™) (tabela 22).

Tabela 22. Wyniki pomiarow wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze Bninskim

Przewodnictwo 0, Temperatura
Data pH

uS cm™ mg I °C
9.08.2006 bd bd bd bd
23.08.2006 bd bd bd bd
10.07.2007 7,2 617 6,22 20,6
24.07.2007 7,6 699 7,23 21,1
7.08.2007 7,8 659 7,04 21,3
21.08.2007 7,9 712 7,37 224
25.06.2008 6,9 596 6,39 19,2
9.07.2008 7,2 662 6,76 223
23.07.2008 7,8 729 6,98 22,1
5.08.2008 bd bd bd bd
22.07.2009 7,1 652 6,55 21,3
19.08.2009 7,2 668 6,72 bd

4.1.3. Jezioro Dymaczewskie

Kapielisko Jeziora Dymaczewskiego byto monitorowane w latach 2006-2007. W ciagu

dwoch lat badan pobrano 6 prob w okresach letnich. Ogolna liczebno$¢ fitoplanktonu nie

przekroczyta w tym okresie 40 000 kom. w 1 ml wody. Procentowy udziat sinic w ogdlne;j

liczbie komorek fitoplanktonu wynosit od 16% w lipcu 2007 roku do 40% w sierpniu 2007

roku (tabela 23). Zarowno liczebno$¢ sinic, jak i procentowy ich udziat, zwigkszal si¢ w

czasie sezonu wegetacyjnego obydwu lat badan, osiagajac maksymalne warto$ci w sierpniu.

Tabela 23. Udzial sinic w og6lnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Dymaczewskim

Data Liczba komorek Liczba Ogolna liczba | Udziat sinic w
sinic w 1ml pozostatych komorek fitoplanktonie w
wody taksonow fitoplanktonu w %
fitoplanktonu 1 ml wody
(kom. w 1 ml)
9.08.2006 10570 26930 37500 28
23.08.2006 13728 24293 38021 36
10.07.2007 5329 28462 33791 16
24.07.2007 7320 30746 38066 19
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7.08.2007 11093 26300 37393 30

21.08.2007 14839 22072 36911 40

Obecnos$¢ mikrocystyn w pobranych probach nie zostala potwierdzona badaniami
HPLC jedynie w jednej probie z pierwszej potowy lipca 2007 roku. We wszystkich
pozostatych probach stwierdzono obecno$¢ mikrocystyny-RR, dodatkowo w prébie z drugiej
polowy lipca 2007 roku pojawita si¢ mikrocystyna-LR. Stezenie mikrocystyn w zadnej probie
nie przekroczyto wartosci 1ug 17 (tabela 24). W trakcie sezonu wegetacyjnego stezenia te

wyraznie zwigkszaly sig, osiagajac maksimum w sierpniu.

Tabela 24. Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Dymaczewskim

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna |Suma Mikrocystyn
LR (uglh) RR (ug 1) YR (ug 1)
9.08.2006 0,000 0,000 0,000 0,000
23.08.2006 0,000 0,000 0,000 0,000
10.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
24.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
7.08.2007 0,000 0,445 0,000 0,445
21.08.2007 0,000 0,000 0,000 0,000

Sktad gatunkowy sinic Jeziora Dymaczewskiego byl bardzo réznorodny, gdyz
stwierdzono w nim obecno$¢ 16 taksondéw. Najwigksza liczebnos$¢ uzyskiwaty gatunki
nitkowate: Planktothrix agardhi, Pseudanabaena limnetica, Limnothrix redekei 1 Lyngbya
limnetica. Poza tymi powszechnie wystepujacymi w wodach Wielkopolski sinicami, w
zbiorniku zaobserwowano kilka gatunkow rzadkich, ktore sa zaliczane do inwazyjnych:
Anabaenopsis  cuningtonii, Aphanizomenon aphanizomenoides, Cylindrospermopsis

raciborskii 1 Raphidiopsis mediterranea (tabela 25 1 26).

Tabela 25. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Dymaczewskim w roku 2006

Gatunek 9.08.2006 23.08.2006

Anabaena spiroides 288 336
Anabaena sp. + +
Anabaenopsis arnoldii 783 427
Anabaenopsis cuningtonii + 216
Aphanizomenon aphanizomenoides 262 289
Aphanizomenon gracile + 331
Cuspidothrix sp. 1203 1064
Aphanizomenon sp. - +
Chroococcus sp. 598 215
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Cylindrospermopsis raciborskii 239 322
Limnothrix redekei 675 1121
Lyngbya limnetica 2145 2664
\Microcystis aeruginosa - +
\Planktothrix agardhi 2993 4763
\Pseudanabaena limnetica 602 1532
\Raphidiopsis mediterranea 782 448
Suma komorek sinic 10570 13728

Tabela 26. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Dymaczewskim w roku 2007

Gatunek 10.07.2007 | 24.07.2007 | 7.08.2007 | 21.08.2007

Anabaena spiroides 1108 667 254 114
Anabaena sp. + + + +
Anabaenopsis arnoldii 218 229 + +
Anabaenopsis cuningtonii - - + -
Anabaenopsis milleri 98 + - -
Aphanizomenon aphanizomenoides + 227 691 1249
Aphanizomenon gracile 265 764 616 799
Cuspidothrix sp. 554 607 449 336
Aphanizomenon sp. + + + 212
Chroococcus sp. 875 755 228 +
Cylindrospermopsis raciborskii - - 102 287
Limnothrix redekei - 44 1097 2998
Lyngbya limnetica 659 1276 602 2650
Microcystis aeruginosa 339 387 176 443
\Planktothrix agardhi 648 1160 4329 3872
\Pseudanabaena limnetica 565 1204 2424 1879
\Raphidiopsis mediterranea - - 125 -
Suma komorek sinic 5329 7320 11093 14839

Woda z badanych probek miata stosunkowo wysoka temperaturg, w granicach 20°C,

pH w waskim zakresie od 6,5 do 6,9, rownie matag zmienno$¢ natlenienia (ok. 6 mg 1™7).

Przewodnictwo elektrolityczne byto do$¢ zmienne od 517 do 652 uS cm™ (tabela 27).

Tabela 27.

Jeziora Dymaczewskiego

Wyniki pomiaréw wskaznikéw fizyczno-chemicznych w probkach wody z

Data pH Przewodnictwo 0, Temperatura
uS cm! mg I °C
9.08.2006 bd bd bd bd
23.08.2006 bd bd bd bd
10.07.2007 6,5 517 5,9 19,4
24.07.2007 6,9 533 6,2 19,7
7.08.2007 6,9 634 5,8 20,9
21.08.2007 6,8 652 6,1 20,8
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4.1.4. Jezioro Kierskie

Jezioro Kierskie charakteryzowato si¢ stosunkowo nieduzym udziatem sinic w og6lnej

liczebnosci fitoplanktonu. Procentowy udzial sinic wynosit od 14 do 42%, najwyzszy udziat

zaobserwowano w sierpniu 2006 roku. W tym samym czasie sinice osiagngly rowniez

najwicksza liczebnos¢ — 9422 komoérki w 1 ml wody (tabela 28).

Tabela 28. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Kierskim

Data Liczba Liczba Ogodlna liczba Udziat sinic w
komorek sinic| pozostalych komoérek fitoplanktonie w %
w 1ml wody taksonow fitoplanktonu w

fitoplanktonu 1 ml wody

(kom. w 1 ml)
8.08.2006 7690 14050 21740 35
22.08.2006 9422 13048 22470 42
10.07.2007 3028 16309 19337 16
24.07.2007 4095 21044 25139 16
7.08.2007 5021 18302 23323 22
21.08.2007 6402 18212 24614 26
24.06.2008 2038 12039 14077 14
8.07.2008 3938 12294 16232 24
22.07.2008 5024 11033 16057 31
5.08.2008 6234 17402 23636 26
21.07.2009 6200 17068 23268 27
18.08.2009 8429 19492 27921 30

Obecnos¢ toksyn sinicowych stwierdzono jedynie w 4 probach. Poza mikrocystyna-

LR wykryto tylko jeden raz mikrocystyng-YR. St¢zenie mikrocystyn bylo bardzo niskie i nie

przekroczyto wartosci 0,5 pg 1! (tabela 29).

Tabela 29. Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Kierskim

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna |Suma mikrocystyn
LR (pgl?) RR (ug 1) YR (pg ')
8.08.2006 0,000 0,000 0,000 0,000
22.08.2006 0,020 0,000 bd 0,020
10.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
24.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
7.08.2007 0,188 0,000 0,000 0,188
21.08.2007 0,328 0,000 0,000 0,328
24.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
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8.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
22.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
5.08.2008 0,329 0,000 0,075 0,404
21.07.2009 0,000 0,000 0,000 0,000
18.08.2009 0,000 0,000 0,000 0,000

W ciagu 4 lat badan w Jeziorze Kierskim odnotowano jedynie 9 gatunkéw sinic. W

poszczegbdlnych probach najwigksze liczebnosci osiagaty gatunki z rodzaju Chroococcus oraz

Lyngbya limnetica i Pseudanabaena limnetica. W dwoch ostatnich latach badan pojawily si¢

2 gatunki wcze$niej nie obserwowane: Cylindrospermopsis raciborskii oraz Microcystis

aeruginosa. Gatunki te nie osiagaty jednak duzej liczebnosci (tabela 30, 31, 32, 33).

Tabela 30. Sktad gatunkowy i liczebnos¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2006

Gatunek 8.08.2006 22.08.2006
Cuspidothrix sp. + +
Aphanizomenon sp. 834 1204
Chroococcus minimus 663 748
Chroococcus turgidus + 440
Lyngbya limnetica 3208 4957
Oscillatoria pseudominima 1023 732
\Pseudanabaena limnetica 1962 1341
Suma komorek sinic 7690 9422

Tabela 31. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2007

Gatunek 10.07.2007 | 24.07.2007 7.08.2007 21.08.2007
Cuspidothrix sp. - - + 294
Aphanizomenon sp. 229 379 294 344
Chroococcus minimus 773 1057 1495 2046
Chroococcus turgidus 583 1272 1309 1633
Lyngbya limnetica 764 644 1027 1119
Oscillatoria pseudominima - - 204 +
\Pseudanabaena limnetica 679 743 692 966
Suma komorek sinic 3028 4095 5021 6402

Tabela 32. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2008
Gatunek 24.06.2008 8.07.2008 | 22.07.2008 5.08.2008
Cuspidothrix sp. - - 229 +
Aphanizomenon sp. 273 337 452 307
Cylindrospermopsis raciborskii - - - 103
Chroococcus minimus 931 874 730 1028
Chroococcus turgidus - 306 208 349
Lyngbya limnetica 440 1066 993 2117
\Microcystis aeruginosa - - 204 +
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Oscillatoria pseudominima - + 172 +
\Pseudanabaena limnetica 394 1355 2036 2433
Suma komorek sinic 2038 3938 5024 6234
Tabela 33. Sktad gatunkowy i liczebnos¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2009
Gatunek 21.07.2009 18.08.2009
Cuspidothrix sp. + 221
Aphanizomenon sp. 639 790
Chroococcus minimus 1377 1201
Chroococcus turgidus 777 849
Cylindrospermopsis raciborskii - +
Lyngbya limnetica 1088 1336
\Microcystis aeruginosa 329 621
Oscillatoria pseudominima 809 1334
\Pseudanabaena limnetica 1181 2077
Suma komorek sinic 6200 8429

Wszystkie proby z Jeziora Kierskiego charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysokim pH

(tylko w jednej z nich

stwierdzono pH ponizej

7), wysokim przewodnictwem

elektrolitycznym oraz duzym natlenieniem. Temperatura wody zawierata si¢ w granicach 21,3

do 24,9°C (tabela 34).

Tabela 34. Wyniki pomiarow wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze Kierskim

Data pH Przewodnictwo 0, Temperatura
uS cm™ mg 1" °C
8.08.2006 7,2 778 8,4 22,1
22.08.2006 7,3 767 8,2 22,4
10.07.2007 7,1 699 7,9 21,3
24.07.2007 7,3 722 8,4 21,9
7.08.2007 7,8 792 8,2 22,4
21.08.2007 7,7 821 9,1 22,3
24.06.2008 7,0 804 10,2 249
8.07.2008 6,8 774 bd bd
22.07.2008 7,7 786 5,9 21,9
5.08.2008 7,4 773 8,3 22,7
21.07.2009 7,8 799 8,1 214
18.08.2009 7,5 782 8,4 22,1

4.1.5. Jezioro Kornickie

Jezioro Kornickie byto monitorowane w latach 2008-2009. W tym czasie pobrano w
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nim lacznie 6 prob. We wszystkich probach dominowaty sinice, ktorych liczebnos¢

maksymalnie wyniosta 97 540 kom. w 1 ml wody. Procentowy udzial sinic w fitoplanktonie

miescit si¢ w zakresie 61-88% (tabela 35). Zaréwno liczebnos$¢ jak 1 procentowy udziat sinic

w sktadzie fitoplanktonu byly wyraznie wyzsze w roku 2008 niz w 2009. W pierwszym roku

badan osiagnety one maksimum juz w lipcu, podczas gdy w drugim roku badan dopiero w

sierpniu.

Tabela 35. Udzial sinic w og6lnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Kornickim

Data Liczba Liczba Ogolna liczba Udziat sinic w
komorek sinic| pozostalych komoérek fitoplanktonie w %
w 1ml wody taksonow fitoplanktonu w

fitoplanktonu 1 ml wody

(kom. w 1 ml)
25.06.2008 27947 17958 45905 61
9.07.2008 52443 7239 59682 88
23.07.2008 97540 20472 118012 83
6.08.2008 79324 16987 96311 82
22.07.2009 24865 12048 36913 67
19.08.2009 41996 10573 52569 80

W czterech probach stwierdzono obecnos¢ mikrocystyn produkowanych przez sinice.

Maksymalne stezenie toksyn wyniosto 0,852 pg 1" w probie z sierpnia 2008 roku (tabela 35).

W obydwu latach nie bylo ono zwigzane ani z maksymalna liczebno$cia sinic, ani z

maksymalnym ich udzialem w sktadzie fitoplanktonu.

Tabela 36. Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Kornickim

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna |Suma mikrocystyn
LR (uglh RR (ug 1) YR (uglh)
25.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
0.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
23.07.2008 0,778 0,000 0,000 0,778
6.08.2008 0,842 0,000 0,010 0,852
22.07.2009 0,228 0,000 0,000 0,228
19.08.2009 0,180 0,000 0,000 0,180

W pobranych prébach rozrézniono 15 taksondow sinic. Dominujacym gatunkiem byt

Planktothrix agardhi, ktorego maksymalna liczebno$¢ wyniosta 44 624 kom. w 1 ml wody. W

jeziorze pojawily si¢ rowniez gatunki inwazyjne Cylindrospermopsis raciborskii oraz
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Raphidiopsis mediterranea (tabela 37 1 38).

Tabela 37. Sktad gatunkowy 1 liczebnos¢ sinic w Jeziorze Kornickim w roku 2008

Gatunek 25.06.2008 9.07.2008 23.07.2008 6.08.2008

Anabaena spiroides - 66 - -
Anabaena flos-aque + 128 221 -
Aphanizomenon gracile 476 1644 1256 782
Cuspidothrix sp. 241 654 553 124
Aphanizomenon sp. 355 550 365 443
Chroococcus sp. 454 321 1564 659
Cylindrospermopsis raciborskii - 218 650 333
Limnothrix redekei 8467 15439 22275 12794
Lyngbya limnetica 3659 8995 14327 12677
Merismopedia glauca - 76 + -
Microcystis aeruginosa 176 650 1032 227
Microcystis wesenbergii + - 243 +
\Planktothrix agardhi 8993 18363 44624 39644
\Pseudanabaena limnetica 5126 5339 10430 11643
Suma komorek sinic 27947 52443 97540 79324

Tabela 38. Sktad gatunkowy 1 liczebnos¢ sinic w Jeziorze Kornickim w roku 2009

Gatunek 22.07.2009 19.08.2009

Anabaena spiroides - 89
Anabaena flos-aque + +
Aphanizomenon aphanizomenoides + +
Aphanizomenon gracile 233 309
Cuspidothrix sp. 498 547
Aphanizomenon sp. + 1089
Chroococcus sp. 2311 1033
Cylindrospermopsis raciborskii 552 690
Limnothrix redekei 4887 14099
Lyngbya limnetica 2554 7998
Merismopedia glauca + 288
\Microcystis aeruginosa + 217
\Planktothrix agardhi 9442 24880
Pseudanabaena limnetica 4388 9657
Raphidiopsis mediterranea - +
Suma komorek sinic 24865 41996

Proby wody z Jeziora Kornickiego charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysoka

temperatura (tylko w jednej z nich, pobranej w czerwcu, wynosita ona ponizej 20°C), dobrym

natlenieniem oraz wysokim przewodnictwem elektrolitycznym i pH zblizonym do oboj¢tnego

(tabela 39).
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Tabela 39. Wyniki pomiardw wskaznikéw fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze
Kornickim
Data pH Przewodnictwo 0, Temperatura
uS cm’ mg I °C
25.06.2008 6,4 594 6,1 18,8
9.07.2008 6,9 698 6,33 21,6
23.07.2008 6,9 699 6,46 21,5
6.08.2008 7,1 712 6,5 21,9
22.07.2009 6,6 688 6,1 20,7
19.08.2009 6,7 686 6,4 20,9

4.1.6. Jezioro Malta

Sinice byly dominujaca grupa fitoplanktonu Zbiornika Maltanskiego w latach 2006-

2009. Za wyjatkiem jednej proby, gdzie ich udziat wynosit 35% (czerwiec 2008 roku),

procentowy udzial sinic w ogélnej liczbie komorek fitoplanktonu wahat si¢ od 35 do 8§9%.

Najwigksza liczebnos$¢ sinice uzyskaty w probach z roku 2006, powyzej 60000 komorek na 1

ml wody (tabela 40).

Tabela 40. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w jeziorze Malta

Data Liczba Liczba Ogodlna liczba Udziat sinic w
komorek pozostatych komorek fitoplanktonie w
sinic w 1ml taksonow fitoplanktonu %
wody fitoplanktonu | w 1 ml wody
(kom. w 1 ml)

8.08.2006 63970 8560 72530 88
22.08.2006 64047 7936 71983 89
10.07.2007 23480 6302 29782 79
24.07.2007 33057 7034 40091 82
7.08.2007 40261 8361 48622 83
21.08.2007 44027 7202 51229 86
24.06.2008 4028 7402 11430 35
8.07.2008 11398 6055 17453 65
22.07.2008 24045 8462 32507 74
5.08.2008 42947 7452 51983 83
21.07.2009 34957 9036 43993 79
18.08.2009 50236 7231 57467 87

W pigciu z dwunastu prob wody z jeziora Malta zidentyfikowano toksyny sinicowe.

Najwyzsze stezenie stwierdzono w probie z poczatku sierpnia 2006 roku, kiedy wystepowata
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mikrocystyna-YR. W pozostatych czterech probach, w ktorych wystgpowaty mikrocystyny,
dominowata MC-LR, przy mniejszym udziale MC-RR i braku MC-YR (tabela 41).

Tabela 41. Stgzenie mikrocystyn w jeziorze Malta

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna Suma
LR (ug 1™ RR (ugl1h YR (uglh mikrocystyn

8.08.2006 0,000 0,000 0,765 0,765
22.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
10.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
24.07.2007 0,010 0,006 0,000 0,016
7.08.2007 0,009 0,000 0,000 0,009
21.08.2007 0,209 0,000 0,000 0,209
24.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
8.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
22.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
5.08.2008 0,060 0,040 0,000 0,100
21.07.2009 0,000 0,000 0,000 0,000
18.08.2009 0,000 0,000 0,000 0,000

W ciagu 4 lat badan w Zbiorniku Maltanskim zidentyfikowano 10 gatunkéw sinic.

Najliczniej wystgpowaly:  Aphanizomenon  flos-aquae, Planktothrix agardhi oraz

Pseudanabaena limnetica (tabela 42, 43, 44, 45).

Tabela 42. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2006

Gatunek 8.08.2006 22.08.2006

Anabaena flos-aquae 304 +
Anabaena spiroides 1429 1103
Aphanizomenon flos-aquae 9905 6035
Merismopedia sp. - +
Microcystis aeruginosa - 1028
Planktothrix agardhi 22048 27049
Pseudanabaena limnetica 30284 28832
Suma komorek sinic 63970 64047

Tabela 43. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2007

Gatunek 10.07.2007 | 24.07.2007 7.08.2007 21.08.2007

Anabaena flos-aquae - + + +
Anabaena spiroides 2937 1833 2203 1293
Aphanizomenon flos-aquae 5039 7392 6488 8042
Lyngbya limnetica - 2038 4022 4035
Merismopedia sp. - - 203 308
Microcystis aeruginosa - - 443 2074
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Microcystis wesenbergii - - - 390
Planktothrix agardhi 3566 5572 7499 9038
Pseudanabaena limnetica 11938 16222 19403 18847
Woronichinia naegeliana - - - +
Suma komorek sinic 23480 33057 40261 44027
Tabela 44. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2008
Gatunek 24.06.2008 8.07.2008 22.07.2008 5.08.2008
Anabaena spiroides 1038 2485 2204 2803
Aphanizomenon flos-aquae 2402 3940 6409 7797
Microcystis aeruginosa - - 649 5437
Microcystis wesenbergii - - - 1297
Planktothrix agardhi - - 4329 12976
Pseudanabaena limnetica 588 4973 10454 12637
Suma komorek sinic 4028 11398 24045 42947
Tabela 45. Sktad gatunkowy 1 liczebnos¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2009
Gatunek 21.07.2009 18.08.2009
Anabaena spiroides 4083 3073
Aphanizomenon flos-aquae 20471 26439
Merismopedia sp. - +
Microcystis aeruginosa - 3059
Microcystis wesenbergii - 1088
Planktothrix agardhi 4038 7398
Pseudanabaena limnetica 6365 9179
Woronichinia naegeliana - +
Suma komorek sinic 34957 50236

Woda badanych probek wykazywata temperatur¢ w zakresie od 20,3 do 22,8°C,
odczyn zasadowy, dobre natlenienie (powyzej 6 mg 1! O,) i wysokie przewodnictwo

elektrolityczne (do 793 uS cm™) (tabela 46).

Tabela 46. Wyniki pomiarow wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w jeziorze Malta

Data pH Przewodnictwo O,mg 1" Temperatura °C
uS cm’
8.08.2006 7,1 740 6,9 21,6
22.08.2006 7,3 788 6,0 22,8
10.07.2007 7,2 736 7,3 21,3
24.07.2007 7,3 784 7,8 22,1
7.08.2007 7,8 773 7,1 22,3
21.08.2007 8,1 759 6,9 22,8
24.06.2008 7,1 689 8,2 20,3
8.07.2008 7,3 722 7,2 21,4

54



22.07.2008 7,7 742 4,8 223
5.08.2008 7,7 755 6,4 22,4
21.07.2009 7,3 766 6,9 22,1
18.08.2009 7,5 793 6,4 22,8

4.1.7. Jezioro Niepruszewskie

Jezioro Niepruszewskie charakteryzowato si¢ wysokim udzialem sinic w ogodlnej

liczebnosci fitoplanktonu we wszystkich probach pobranych w ciagu 4 lat badan. Udziat

procentowy sinic wynosit od 74% do 94%. Maksymalna liczebno$¢ sinic wyniosta 47549

kom. na ml wody w probie z sierpnia 2009 roku (tabela 47).

Tabela 47. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Niepruszewskim

Data Liczba Liczba Ogodlna liczba Udziat sinic w
komorek pozostatych komorek fitoplanktonie w
sinic w 1ml taksonow fitoplanktonu %
wody fitoplanktonu w 1 ml wody
(kom. w 1 ml)

7.08.2006 38800 4490 43290 90
21.08.2006 44901 3048 47949 94
9.07.2007 29065 5876 34941 83
23.07.2007 38032 4223 42255 90
6.08.2007 36294 4309 40603 89
20.08.2007 40081 3019 43100 93
23.06.2008 19544 6851 26395 74
7.07.2008 23879 4389 28268 84
21.07.2008 29077 4088 33165 88
4.08.2008 40766 4112 44878 91
20.07.2009 33779 3100 36879 92
17.08.2009 47549 4980 52529 91

Obecnos$¢ mikrocystyn nie zostala potwierdzona tylko w jednej z dwunastu préb

pobranych z Jeziora Niepruszewskiego (w czerwcu 2008 r.). W roku 2006 najwigksze stgzenie

osiggata mikrocystyna-RR, w pozostalych probach mikrocystyna-LR, natomiast nie

stwierdzono obecno$ci mikrocystyny-YR. We wszystkich probach stezenie toksyn nie

przekroczyto poziomu 0,354 pg I (tabela 48).
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Tabela 48. Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Niepruszewskim

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna Suma
LR (ugl?h) RR (ug 1) YR (uglh) mikrocystyn

7.08.2006 0,089 0,188 bd 0,277
21.08.2006 0,110 0,162 bd 0,272
9.07.2007 0,010 0,000 0,000 0,010
23.07.2007 0,209 0,010 0,000 0,219
6.08.2007 0,270 0,010 0,000 0,280
20.08.2007 0,080 0,000 0,000 0,080
23.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
7.07.2008 0,072 0,000 0,000 0,072
21.07.2008 0,200 0,055 0,000 0,255
4.08.2008 0,177 0,000 0,000 0,177
20.07.2009 0,252 0,102 0,000 0,354
17.08.2009 0,221 0,073 0,000 0,294

Sktad gatunkowy sinic w Jeziorze Niepruszewskim nie jest bardzo zréznicowany, we

wszystkich probach wystepowaly gatunki nitkowate, z dominacja Limnothrix redekei 1

Planktothrix agardhi (tabela 49, 50, 51, 52).

Tabela 49. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2006

Gatunek 7.08.2006 21.08.2006
Aphanizomenon gracile + 788
Limnothrix redekei 20746 21987
Lyngbya limnetica 5228 5981
Planktothrix agardhi 9865 11099
Pseudanabaena limnetica 2962 5046
Suma komorek sinic 38800 44901

Tabela 50. Sktad gatunkowy i liczebnos¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2007

Gatunek 9.07.2007 23.07.2007 6.08.2007 20.08.2007
Aphanizomenon gracie 221 655 260 +
Aphanizomenon sp. - + + 109
Limnothrix redekei 10935 16039 10667 7323
Lyngbya limnetica 7659 8776 7221 5982
Planktothrix agardhi 6588 7923 10332 17362
Pseudanabaena 3662 4639 7814 9305
limnetica
Suma komorek sinic 29065 38032 36294 40081

Tabela 51. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2008

Gatunek

23.06.2008

7.07.2008

21.07.2008

4.08.2008

Aphanizomenon gracile

+

320

+
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Aphanizomenon sp. 304 + 297 510
Limnothrix redekei 9366 10382 7211 8801
Lyngbya limnetica 5663 6245 7220 7227
Planktothrix agardhi 4211 6219 12938 22048
Pseudanabaena limnetica - 1033 1091 2180
Suma komorek sinic 19544 23879 29077 40766

Tabela 52. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2009

Gatunek 20.07.2009 17.08.2009
Aphanizomenon gracile 1028 225
Limnothrix redekei 16293 19038
Lyngbya limnetica 3438 7210
Planktothrix agardhi 8991 17201
Pseudanabaena limnetica 4029 3875
Suma komorek sinic 33779 47549

Wskazniki fizyko-chemiczne osiagnety w pobranych probach wysokie warto$ci.

Temperatura wody nie spadta ponizej 20°C, pH bylo obojetne do zasadowego, wartosci tlenu

osiagaty 10,04 mg 1" O,, przewodnictwo elektrolityczne dochodzito do 819 uS cm™ (tabela

53).

Tabela 53. Wyniki pomiarow wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze

Niepruszewskim

Data pH Przewodnictwo 0O, Temperatura
uS cm’ mg | °C

7.08.2006 6,7 644 7,3 21,5
21.08.2006 6,8 621 6,9 21,3
9.07.2007 6,6 611 6,9 20,5
23.07.2007 7,1 688 7,3 22,1
6.08.2007 7 701 7,8 22,6
20.08.2007 6,9 722 7,6 22,3
23.06.2008 7,9 819 10,04 223
7.07.2008 bd bd bd 23,2
21.07.2008 7,8 772 8,5 21,4
4.08.2008 7,2 680 8,2 22,4
20.07.2009 6,7 655 7,1 22,5
17.08.2009 6,6 671 7,3 22,9

4.1.8. Jezioro Rusalka

Procentowy udziat sinic w ogo6lnej liczbie fitoplanktonu jeziora Rusatka wynosil od
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30% do 75%. Najwyzszy udzial sinic odnotowano w sierpniu 2009 roku, kiedy to ich

liczebnos¢ wyniosta 23947 komorek na 1 ml wody. Jednoczesnie byta to najwyzsza liczba

komorek w probach z czterech lat badan (tabela 54).

Tabela 54. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w jeziorze Rusatka

Data Liczba Liczba Ogolna liczba Udziat sinic w
komorek pozostatych komorek fitoplanktonie w
sinic w 1ml taksonow fitoplanktonu %
wody fitoplanktonu | w 1 ml wody
(kom. w 1 ml)

8.08.2006 10540 8530 19070 55
22.08.2006 13772 7321 21093 65
10.07.2007 6033 8930 14963 40
24.07.2007 12032 7391 19423 62
7.08.2007 17087 8038 25125 68
21.08.2007 20046 7926 27972 72
24.06.2008 3072 7293 10365 30
8.07.2008 7288 7028 14316 51
22.07.2008 12997 8937 21934 59
5.08.2008 14582 7825 22407 65
21.07.2009 14477 7046 21523 67
18.08.2009 23947 8030 31977 75

W probach z roku 2006 oraz 2008 nie stwierdzono obecnosci toksyn sinicowych.

Natomiast w probach z sierpnia 2007 roku oraz obu probach z roku 2009 potwierdzono

obecnos¢ mikrocystyn. Badania wykazaty obecnos¢ mikrocystyny-LR oraz mikrocystyny-RR.

Najwyzsze stezenie toksyn wyniosto 0,910 pg 1" w probie z 21 sierpnia 2007 roku (tabela 55).

Tabela 55. Stezenie mikrocystyn w jeziorze Rusatka

Data Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna Suma
LR (ugl?) RR (ug 1) YR (uglh) mikrocystyn

8.08.2006 0,000 0,000 0,000 0,000
22.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
10.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
24.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
7.08.2007 0,010 0,000 0,000 0,010
21.08.2007 0,890 0,020 0,000 0,910
24.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
8.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
22.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
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5.08.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
21.07.2009 0,000 0,030 0,000 0,030
18.08.2009 0,230 0,185 0,000 0,415

W skladzie gatunkowym sinic jeziora Rusatka odnotowano obecno$¢ 12 gatunkéw w 12

przebadanych prébach. Dominowatly zdecydowanie gatunki nitkowate sinic. Najwigksze

liczebno$ci osiagaty Lyngbya limnetica 1 Pseudanabaena limnetica wystepujace we

wszystkich probach oraz Planktothrix agardhi dominujacy w roku 2009 (tabela 56, 57, 58,

59)

Tabela 56. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2006

Gatunek 8.08.2006 22.08.2006

Anabaena sp. 227 394
Aphanizomenon flos-aquae 1066 1284
Aphanizomenon sp. 3058 2746
Cuspidothrix sp. + 248
Cylindrospermopsis raciborskii 1273 1449
Lyngbya limnetica 3584 5957
Planktothrix agardhi - +
Pseudanabaena limnetica 1332 1694
Suma komorek sinic 10540 13772

Tabela 57. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2007

Gatunek 10.07.2007 | 24.07.2007 | 7.08.2007 | 21.08.2007
Anabaena sp. - + + -
Anabaenopsis circularis - + - -
Aphanizomenon flos-aquae + 2639 1132 776
Aphanizomenon sp. 748 1543 2175 1805
Cuspidothrix sp. 328 344 214 327
Cylindrospermopsis - 203 306 543
raciborskii
Limnothrix redekei 1204 887 221 +
Lyngbya limnetica 2767 4332 7998 9755
Planktothrix agardhi - 809 1764 2760
Pseudanabaena limnetica 986 1275 3277 4080
Suma komorek sinic 6033 12032 17087 20046

Tabela 58. Sktad gatunkowy i liczebnos¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2008

Gatunek 24.06.2008 | 8.07.2008 | 22.07.2008 5.08.2008
Anabaena sp. 374 233 - -
Anabaenopsis circularis 337 211 - -
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Aphanizomenon flos-aquae - 469 708 561
Aphanizomenon issatschenkoi - - 438 209
Aphanizomenon sp. + 466 573 1249
Cuspidothrix sp. - - 438 209
Cylindrospermopsis - - 355 994
raciborskii

Limnothrix redekei 1028 667 905 216
Lyngbya limnetica 1209 3210 6558 6390
Microcystis aeruginosa - - 129 +
Merismopedia glauca 124 - - +
Planktothrix agardhi - - - 769
Pseudanabaena limnetica + 2032 3331 4194
Suma komorek sinic 3072 7288 12997 14582

Tabela 59. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2009

Gatunek 21.07.2009 18.08.2009
Aphanizomenon aphanizomenoides + 338
Aphanizomenon flos-aquae 559 797
Aphanizomenon sp. 1202 1867
Cuspidothrix sp. + -
Cylindrospermopsis raciborskii 889 1443
Limnothrix redekei 695 +
Lyngbya limnetica 3879 6998
Microcystis aeruginosa 229 +
Planktothrix agardhi 4392 9555
Pseudanabaena limnetica 2632 2949
Suma komorek sinic 14477 23947

Woda badanych prébek wykazywata temperatur¢ w zakresie od 21,2 °C do 24,8°C,
odczyn lekko zasadowy, dobre natlenienie (powyzej 6 mg 1" O,) i wysokie przewodnictwo

elektrolityczne (do 798 uS cm™) (tabela 60).

Tabela 60. Wyniki pomiarow wskaznikoéw fizyczno-chemicznych wody w jeziorze Rusatka

Data pH Przewodnictwo 0, Temperatura
uS cm™ mg I”! °C
8.08.2006 6,9 703 6,78 22,8
22.08.2006 7,4 723 7,9 22,4
10.07.2007 7,4 744 8,4 21,2
24.07.2007 7,7 784 8,1 22,3
7.08.2007 7,5 771 8,3 22,9
21.08.2007 7,5 796 8,1 22,5
24.06.2008 7.9 782 8,67 24.8
8.07.2008 7,2 769 5,73 bd
22.07.2008 7,9 782 5,36 22,6
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5.08.2008 7,7 772 6,5 23,2
21.07.2009 7,8 798 7,4 22,3
18.08.2009 7,4 766 7,2 23,1

4.1.9. Jezioro Strykowskie

W Jeziorze Strykowskim sinice dominowaty w ogolnej liczbie fitoplanktonu we

wszystkich terminach badan. Minimalny udziat procentowy sinic wynosit 71%, maksymalny

az 89%. Najwigksza liczebno$¢ sinic i ich udzial w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu

zaobserwowano na poczatku sierpnia 2008 roku (tabela 61).

Tabela 61. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Strykowskie

Data Liczba Liczba Ogolna liczba Udziat sinic w
komorek sinic| pozostatych komorek fitoplanktonie w %
w 1 ml wody taksonow fitoplanktonu w
fitoplanktonu 1 ml wody
(kom. w 1 ml)
7.08.2006 29080 10770 39850 73
21.08.2006 34721 7330 42051 83
9.07.2007 26492 11033 37525 71
23.07.2007 30431 8886 39317 77
6.08.2007 39500 9036 48536 81
20.08.2007 37402 7319 44721 84
23.06.2008 24390 9022 33412 73
7.07.2008 33020 6192 39212 84
21.07.2008 50332 6904 57236 81
4.08.2008 55039 7092 62131 89
20.07.2009 32044 10372 42416 76
17.08.2009 35300 11038 46338 76

Pomimo duzej liczebnosci sinic mikrocystyny zostaly zidentyfikowane jedynie w 3
probach.  Stezenie mikrocystyny-LR nie przekroczyto 1 pg 1. Najwyzsze stezenie
stwierdzono na poczatku sierpnia 2008 roku, w czasie najwigkszej liczebnosci sinic w

jeziorze (tabela 62).

Tabela 62. Stgzenie mikrocystyn w Jeziorze Strykowskim

| Data | Mikrocystyna | Mikrocystyna | Mikrocystyna |Suma mikrocystyn|
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LR (uglh RR (ug 1) YR (uglh)
7.08.2006 0,000 0,000 0,000 0,000
21.08.2006 0,000 0,000 bd 0,000
9.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
23.07.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
6.08.2007 0,000 0,000 0,000 0,000
20.08.2007 0,229 0,000 0,000 0,229
23.06.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
7.07.2008 0,000 0,000 0,000 0,000
21.07.2008 0,553 0,000 0,000 0,553
4.08.2008 0,826 0,000 0,000 0,826
20.07.2009 0,000 0,000 0,000 0,000
17.08.2009 0,000 0,000 0,000 0,000

Sktad gatunkowy sinic w Jeziorze Strykowskim byt stosunkowo stabilny, w ciagu 4 lat

badan odnotowano jedynie 7 gatunkow, wystgpujacych we wszystkich latach (tabela 63, 64,

65, 66).

Tabela 63. Sktad gatunkowy i liczebnos¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2006

Gatunek 7.08.2006 21.08.2006
Aphanizomenon gracile 3299 2177
Aphanizomenon sp. 442 554
Cylindrospermopsis raciborskii 451 488
Limnothrix redekei 8308 4287
Lyngbya limnetica 5270 13569
\Planktothrix agardhi 3990 7337
\Pseudanabaena limnetica 7320 6309
Suma komorek sinic 29080 34721

Tabela 64. Sktad gatunkowy i liczebnos$¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2007

Gatunek 9.07.2007 23.07.2007 6.08.2007 20.08.2007
Aphanizomenon gracile 449 865 2198 3221
Aphanizomenon sp. - 228 309 276
Cylindrospermopsis raciborskii - - 115 331
Limnothrix redekei 8392 8554 6066 2907
Lyngbya limnetica 6213 8597 12744 11414
\Planktothrix agardhi 4440 7318 11087 16088
\Pseudanabaena limnetica 6998 4869 6981 3165
Suma komorek sinic 26492 30431 39500 37402

Tabela 65. Sktad gatunkowy 1 liczebnos¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2008

Gatunek 23.06.2008 7.07.2008 21.07.2008 4.08.2008
\Aphanizomenon gracile 2188 1776 2276 2099
Aphanizomenon sp. 338 - 672 552
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Cylindrospermopsis raciborskii - - - 1026
Limnothrix redekei 8554 9634 6972 6220
Lyngbya limnetica 1208 5291 12038 12958
\Planktothrix agardhi 4669 7598 20042 25973
\Pseudanabaena limnetica 7433 8721 8332 6211

Suma komorek sinic 24390 33020 50332 55039

Tabela 66. Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2009

Gatunek 20.07.2009 17.08.2009
Aphanizomenon gracile 1092 1529
Aphanizomenon sp. 554 224
Cylindrospermopsis raciborskii 209 576
Limnothrix redekei 9612 5937
Lyngbya limnetica 5927 7844
\Planktothrix agardhi 8028 17092
\Pseudanabaena limnetica 6622 2098
Suma komorek sinic 32044 35300

Parametry fizyko-chemiczne prob wody z Jeziora Strykowskiego byty stosunkowo

wysokie oraz powtarzalne. Warto$¢ pH zawierata si¢ w granicach 7,6 do 8,2. Przewodnictwo

elektrolityczne byto z maksymalna warto$cia 773 uS cm™. Proby wody charakteryzowaly sie

réwniez wysokim natlenieniem nie schodzacym ponizej 8,3 mg I oraz wysoka temperatura

powyzej 21 °C (tabela 67).

Tabela 67. Wyniki pomiarow wskaznikéw fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze

Strykowskim
Data pH Przewodnictwo 0O, Temperatura
uS cm™ mg 1" °C
7.08.2006 7,7 723 8,93 22,4
21.08.2006 8,1 755 8,99 22,3
9.07.2007 7,7 653 8,50 21,4
23.07.2007 7,8 688 8,77 21,7
6.08.2007 8,0 773 8,60 22,9
20.08.2007 8,1 735 8,33 22,2
23.06.2008 7,9 677 8,93 23,9
7.07.2008 bd bd bd 22,5
21.07.2008 7,8 697 8,88 22,5
4.08.2008 8,2 725 9,10 22,7
20.07.2009 7,6 692 8,70 21,5
17.08.2009 7,9 712 8,90 22,6
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4.2 Izolacja DNA

4.2.1 Skutecznos$¢ starterow

Badania molekularne pozwolily przeprowadzi¢ analiz¢ 10 gatunkéw sinic, ktorych

stezenie matrycy byto wystarczajace do przeprowadzenia dalszych badan (tabela 68).

Tabela 68. Skuteczno$¢ starterow uzytych do reakcji PCR, amplifikujacych fragmenty 16S
rRNA-23S rRNA 1 szacowana wielko$¢ (kpz) otrzymanych produktow wg PhotoCapt

Oznaczenie préby

Pary starteréw
01 04 06 07 09 12 13 14 15 16
CYA3S9F | 23S30R - 1,929 | 1,614 | 1,476 | 1,491 | 1,538 | 1,507 | 1,522 | 1,643 | 1,686

CYA106 781R - - - - - - - - - -

CYA359F | 781R | 0383 | - - 1 0475] 0455|0400 | 0383 | - |0517 -
16S27F | 23S30R | 1,710 | - - 1,694 1,741 1,820 - | 1,785 | 1,815 | 1,938
322F 340R | 0,600 | - - 1054310620 0562|0562| - 0,705 .

Do analizy fragmentow kodujacych 16S rRNA-23S rRNA wykorzystano kilka par
oligonukleotydowych starteréw wykazujacych roézna efektywnosé, co przekladato si¢ na
jako$¢ otrzymanych produktow PCR. Jak przedstawiono w tabeli 68 oraz rycinach 1 - 5,

skuteczno$¢ starterOw byla zréznicowana.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 18 14 15 17 16 K STD

Ryc 1. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow CYA359F i1 23S30R, po elektroforezie

przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

0102 03 04 05 06 07 08 09 10° 11 12 13 14 15 16 17 K STD

Ryc 2. Produkty amplifikacji z uzyciem starteréw CYA106F i 781R, po elektroforezie
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przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

01 02 03 04 05 06 07 OB 09 10 11 12 13 14 15 16 17 K STD

—— —
e e e ey R Al W A D v A e VN W R ——

Ryce 3. Produkty amplifikacji z uzyciem starteréw CYA359F i 781R, po elektroforezie

przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryc 4. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow 16S27F i 23S30R, po elektroforezie
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym (A: proby 01-13; B: proby 14-17)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 K SID

Ryce 5. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow 322F 1 340R, po elektroforezie

przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Najbardziej efektywna okazala si¢ para CYA359F z 23S30R, ktorej dzialanie nie
potwierdzito si¢ jedynie w przypadku proby 01. W 35% skuteczna okazala si¢ para 16S27F i
23S30R, ktorej efektu nie zaobserwowano w trzech przypadkach spos$rdd analizowanych
prob: 04, 06 oraz 13. Przy matrycach 04 1 06 nie zadzialaty takze pozostale startery.

Starter CYA359F w potaczeniu z CYA781R(a) i CYA781R(b), podobnie jak 322F z
340R byly skuteczne w szesciu przypadkach.

Zestawienie CYA106 z 781R(a) oraz 78 1R(b) nie dalo efektu na zadnej z matryc.
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4.2.2. Analiza sekwencji 16S rRNA

Produkty amplifikacji otrzymane z matrycy 01 w efekcie sekwencjonowania, daty
sekwencje krotsze niz 600pz oraz diugie liczace 1700 par zasad. Po przyréwnaniu ich do
pozyskanej z bazy GenBank sekwencji wzorcowej GU935368 o dlugosci 1880pz, otrzymano
dwa fragmenty tancucha DNA.

Pierwszy fragment zostal ztozony z sekwencji uzyskanych ze starterow 16S27F,
CYA359F oraz 781R(a), 781R(b) i sktadat si¢ z 409 par zasad, natomiast wspolny fragment
liczyt zaledwie 319pz.

Podobienstwo, na odcinku wspolnym dla wszystkich sekwencji, siggato ponad 98%
(tabela 69). Drugi odcinek, ztozony z produktow pary starterow 322F 1 340R, zostat
przyréwnany do tej samej matrycy wzorcowej. Tu jednak zauwazono znaczace zmiany w
kolejnych egzonach, co przetozyto si¢ jednoczesnie na nizsze procentowe podobienstwa nici

(tabela 70).

Tabela 69. Statystyczne zestawienie podobienstwa pierwszego fragmentu DNA wspolnego

dla wszystkich analizowanych sekwencji proby 01

GU935368 | 01.16S27F 01.CYA359F 01.781R(b) 01.781R(a)
319 99% 98% 100% 100%
GU935368 0 99% 98% 100% 100%
0 0% 0% 0% 0%
317 319 97% 99% 99%
01.16S27F 317 0 97% 99% 99%
0 0 0% 0% 0%
314 312 318 98% 98%
01.CYA359F 314 312 0 98% 98%
1 1 0 0% 0%
319 317 314 319 100%
01.781R(b) 319 317 314 0 100%
0 0 1 0 0%
319 317 314 319 319
01.781R(a) 319 317 314 319 0
0 0 1 0 0

Tabela 70. Statystyczne zestawienie podobienstwa drugiego fragmentu DNA wspolnego dla

wszystkich analizowanych sekwencji proby 01

GU935368 | 01.340R 01.322F

234 96% 95%
GU935368 | O 96% 95%

0 0% 0%

226 235 98%
01.340R 226 0 98%

1 0 0%
01.322F 225 231 235

225 231 0
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Porownanie sekwencji otrzymanej z matrycy 01 z baza NCBI wykazalo 99%
podobienstwo do Synechocystis sp. Sai002 (GU935368) oraz Merismopedia glauca B1448-1.
Po analizie mikroskopowej potwierdzono obecnos¢ Synechocystis sp.

Do analizy matrycy 04 wykorzystano sekwencje uzyskana z sekwencjonowania
produktu amplifikacji starterem 23S30R. Sekwencje dhugosci 506pz przyréwnano do
sekwencji Nostoc sp. V151 (AY827829) pozyskanej z bazy NCBI (tabela 71).

Przy przyrownaniu 04.23S30R z baza GenBank, za pomoca BLASTN, podobiefstwo
z Nostoc sp. V151 (AY827829) liczylo zaledwie 81%, ze wzgledu na przyréwnanie do

stosunkowo dhugiej sekwencji liczacej 990pz.

Tabela 71. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 4.23S30R z AY 827829

AY827829 | 04.23S30R

507 96%
AY827829 0 96%

0 0%

489 506
04.23S30R 489 0

5 0

W przypadku matrycy 06, jako sekwencji wzorcowej uzyto Planktothrix agardhi PCC
9637 (GQ351569) o dhugosci 1421pz. Wspdlny odcinek przyrownania miat jedynie 276pz.
Podobienstwo sekwencji (tabela 72) 06.CYA359F do Planktothrix agardhi PCC 9637
(GQ351569) wynosito 97%.

Tabela 72. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 06.CYA359F z GQ351569

GQ351569 | 06.CYA3S9F

280 97%
GQ351569 0 97%

0 1%

273 276
06.CYA359F 273 0

4 0

W pordéwnaniu z sekwencjami zdeponowanymi w GenBank, podobienstwo wielkosci
95% poza sekwencja wzorcowa, dotyczylo Planktothrix agardhi NIVA-CYA (GQ351563)
oraz Planktothrix agardhi NIES-596 (AB045958).

Dla proby 07, otrzymano dwie dtugie sekwencje ztozone z ponad 1400 par zasad oraz
dwie krotkie, liczace 475-543pz. Uzyskane fragmenty przyrownano do sekwencji
zdeponowanych w bazie danych GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) i wyszukano te,
wykazujace najwigksze podobienstwo stosujac program BLASTN. Jako sekwencj¢ wzorcowa

67



wykorzystano MAUO03402 liczaca 1411pz oraz dtuzsza (107256pz) AM778951 pochodzace
ze szczepu Microcystis aeruginosa PCC 7806.

Przyrownanie sekwencji wykazalo amplifikacj¢ dwoch fragmentow DNA
analizowanego gatunku. Odcinek pierwszy, liczacy razem 270pz, zostal ztozony z produktow
amplifikowanych za pomocg starterow CYA359F, 16S27F oraz 781R(a) i 781R(b). Wszystkie
przyréwnane sekwencje wykazaty si¢ duzym podobienstwem (99%) do sekwencji wzorcowe;j

(tab. 73).

Tabela 73. Statystyczne zestawienie podobienstwa pierwszego fragmentu DNA wspolnego

dla wszystkich analizowanych sekwencji proby 07

MAU03402 | 07.781R(a) 07.781R(b) 07.16S27F 07.CYA359F
269 99% 99% 99% 99%
MAU03402 0 99% 99% 99% 99%
0 0% 0% 0% 0%
269 270 100% 100% 99%
07.781R(a) 269 0 100% 100% 99%
1 0 0% 0% 0%
269 270 270 100% 99%
07.781R(b) 269 270 0 100% 99%
1 0 0 0% 0%
269 270 270 270 99%
07.16S27F 269 270 270 0 99%
1 0 0 0 0%
268 269 269 269 270
07.CYA359F 268 269 269 269 0
1 0 0 0 0

W efekcie zlozenia fragmentéw i przyroéwnania zlozonej sekwencji z baza GenBank
otrzymano wynik 100% podobienstwa m.in. z Microcystis aeruginosa PCC 7806
(AM778951, AM778928) jak rdéwniez Microcystis novacekii (EU541973) czy Microcystis
flos-aquae UWOCC (AF139329).

Drugi fragment tancucha DNA, otrzymany z amplifikacji matrycy 07 starterami:
23S30R oraz 322F 1 340R, liczyt 748pz. Otrzymane sekwencje wykazaty jednak kilka réznic
w stosunku do AM778951.

Jak wida¢ w tabeli 74, liczba identycznych nukleotydow w otrzymanych sekwencjach
1 w sekwencji wzorcowej byta réwna badz przekroczyta 98%.

W tym przypadku przyréwnanie z baza NCBI dalo efekt 100% zgodnosci
z Microcystis sp. 10-9 (EU015868.1) oraz Microcystis sp. CYN10 (EF634466.1), natomiast
podobienstwo do Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AM778951) bylo réwne 99%.
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Tabela 74. Statystyczne zestawienie podobienstwa drugiego fragmentu DNA wspdlnego dla

wszystkich analizowanych sekwencji proby 07

AM778951 | 07.23s30R 07.340R 07.322F
462 99% 98% 99%
AM778951 0 99% 98% 99%
0 0% 0% 0%
458 462 99% 100%
07.23s30R 458 0 99% 100%
0 0 0% 0%
456 460 462 99%
07.340R 456 460 0 99%
0 0 0 0%
458 462 460 462
07.322F 458 462 460 0
0 0 0 0

Ostatecznie probe 07 oznaczono jako Microcystis aeruginosa PCC 7806.

Do przyréwnania sekwencji 09 jako sekwencji wzorcowej uzyto Planktothrix agardhii

PCC 9637 (GQ351569) o dhugosci 1421pz. W trakcie analizy okazato si¢, ze sekwencja ta

jest za krotka, bowiem otrzymana ni¢ z proby 09 osiagneta dlugos¢ 1783 par zasad. Budowaty
ja produkty starterow CYA359F (z obu zestawdw), 16S27F, 322F, 23S30R (z zestawu z
CYA359F), 781R(a) oraz 781R(b) (tabela 75).

Tabela 75. Statystyczne zestawienie podobienstwa fragmentow DNA préby 09 wspdlnych z

GQ351569
09. 09. 09. 09. 09. 09. 09.
GQ3S1569 | yA359F | 16527F | CYA359F | 322F | 23S30R | 781R(a) | 781R(b)
1221 50% 2% | 14% % | 38% | 25% | 13%
GQ351569 | 0 50% 4% | 14% 7% |38% |25% | 13%
0 49% 55% | 85% 92% |60% | 74% | 86%
" 714 715 2% | 28% 0% | 0% 30% | 26%
Cysasop | 714 0 2% | 28% 0% | 0% 30% | 26%
706 0 7% | 71% 100% | 100% | 69% | 72%
" 627 244 629 | 23% % | 0% 56% | 31%
ooy | 627 244 0 23% 0% | 0% s6% | 31%
792 854 0 76% 100% | 100% | 43% | 68%
0 206 206 161 | 206 0% | 0% 4% | 36%
Cysasop | 206 206 161 |0 0% | 0% 41% | 36%
1215 509 513 |0 100% | 100% | 58% | 62%
" 106 0 0 0 106 | 23% | 0% 0%
g | 106 0 0 0 0 3% | 0% 0%
1315 821 735|312 0 73% | 100% | 100%
o, | 367 71 0 0 93 394 [ 0% 0%
rasaor | 367 71 0 0 93 0 0% 0%
1027 965 1023 | 600 288 |0 100% | 100%
" 363 249 358 | 166 0 0 363 53%
SR |36 249 358 | 166 0 0 0 53%
1058 578 276 | 237 469 757 o 45%
0 195 191 195 | 108 0 0 195 197
8iRE) | 193 191 195 | 108 0 0 159 0
1224 524 432|183 303|591 166 0
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Przyrownanie sekwencji (1099pz), za pomoca BLASTN, nie zawierajacej odczytow
starterow 23S30R oraz 322F, dato efekt 99% podobienstwa m.in. do uzywanego jako wzorca
Planktothrix agardhii PCC 9637 (GQ351569), jak réwniez do Planktothrix agardhii PCC
10110 (GQ351573). Przy porownaniu catej sekwencji o dtugosci 1783pz, efekt byt 98% dla
wskazanych wczesniej szczepow.

Produkty amplifikacji matrycy 12 daly obraz sekwencji o dtugosci 1505pz. Matryca
wzorcowa byta sekwencja Anabaena variabilis ATCC 29413 (CP000117), ktéra okazala sig
podobna do 12 w 73%. Zestawienie podobienstwa z wszystkimi uzyskanymi sekwencjami

zebrano w tabeli 76.

Tabela 76. Statystyczne zestawienie podobienstwa wszystkich fragmentow DNA proby 12 z
CP000117

12. 12. 12. 12. 12. 12.
CPOOOILT7 | 2g1R(a) | 781R(b) | 16527F | CYA359F | 23S30R | 340R
1158 29% 24% 46% 57% 38% 10%
CP000117 | 0 29% 24% 46% 57% 38% 10%
0 67% 74% 50% 40% 60% 88%
" 347 371 80% 53% 21% 0% 0%
IR 347 0 80% 53% 21% 0% 0%
787 0 0% 46% 78% 100% | 100%
0 281 300 301 50% 18% 0% 0%
ISR 281 300 0 50% 18% 0% 0%
857 70 0 49% 81% 100% | 100%
. 544 328 204 571 51% 0% 0%
Les27E 544 328 204 0 51% 0% 0%
587 284 284 0 47% 100% | 100%
12, | 0 |1e s oo o o
0 (1]
CYAISOF | 46 683 683 399 0 82% 100%
0 442 0 0 0 175 460 27%
: 442 0 0 0 175 0 27%
23S30R 698 831 761 1031 804 0 72%
. 123 0 0 0 0 128 128
R 123 0 0 0 0 128 0
1030 499 429 699 822 332 0

Ostateczne przyréwnanie otrzymanych sekwencji z baza GenBank, dato 98%
podobienstwo z Pseudanabaena sp. MBIC11161 (AB183572), 96% z Nostoc commune NC1
(EUS586726) 1 z Anabaena augstumalis 'SCHMIDKE JAHNKE/4a (AJ630458), 95% z
Nodularia sphaerocarpa BECID36 (AJ781147), natomiast z sekwencja wzorcowa Anabaena
variabilis ATCC 29413 (CP000117) jedynie 94%.

Matryca 13 zostata odczytana z sekwencji otrzymanych przy uzyciu starteréw z
jednego zestawu: CYA359F oraz 781R(a) 1 781R(b). Uzyskany odcinek byt stosunkowo
krotki (402 pary zasad) i zostal przyréwnany do sekwencji Calothrix desertica PCC 7102
(AM230699) (tabela 77).
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Ostateczne przyréwnanie sekwencji z baza NCBI dalo efekt 100% podobienstwa do
Calothrix sp. z kilku szczepoéw, m.in. XP11C (AM230698), XP4B (AM230692) oraz PCC
8909 (AM230693).

Tabela 77. Statystyczne zestawienie podobienstwa fragmentow DNA préby 13 wspdlnych z
AM230699

AM230699 | 13.781R(a) 13.781R(b) 13.CYA359F
402 79% 74% 32%
AM230699 0 79% 74% 32%
0 15% 20% 64%
320 339 94% 19%
13.781R(a) 320 0 94% 19%
63 0 5% 80%
300 319 319 14%
13.781R(b) 300 319 0 14%
83 20 0 85%
132 80 60 143
13.CYA359F 132 80 60 0
259 322 342 0

Sekwencja proby 14 przyrownywana byla do tej samej sekwencji AM230699, co
wczesniej analizowana matryca 13, gdyz i tu spodziewano si¢ gatunku z rodzaju Calothrix

(tabela 78).

Tabela 78. Statystyczne zestawienie podobienstwa fragmentéw DNA proby 14 wspolnych z
AM230699

AM230699 | 14.CYA359F 14.16S27F

741 99% 38%
AM230699 0 99% 38%

0 0% 61%

739 742 38%
14.CYA359F 739 0 38%

1 0 61%

288 288 288
14.16S27F 288 288 0

453 454 0

99% podobienstwo matrycy 14 z Calothrix desertica PCC 7102, potwierdzito réwniez
przyréwnanie sekwencji z baza NCBI, za pomoca BLASTN, w ktéorym najwyzszym
wynikiem rownym 86% byt ten sam szczep.

W przypadku matrycy 15, uzyto sekwencji z o$miu starteréw, ktére po przyrownaniu
daty dwa odcinki DNA o dlugosci: 551 1 723 par zasad. Cala dlugos$¢ pierwszego fragmentu
stanowit produkt amplifikacji startera 16S27F, natomiast pozostale sekwencje byty krotsze i
pokrywaly si¢ niemal w 100%.

Dla zobrazowania podobienstwa sekwencji wybrano wspdlny fragment dla wszystkich
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odcinkow i statystycznie porownano ze soba, co przedstawia tabela 79.

Tabela 79. Statystyczne zestawienie podobienstwa pierwszego fragmentu DNA wspolnego

dla wszystkich analizowanych sekwencji proby 15

GU935368 | 15.CYA3S9F 15.16S27F 15.781R(a) 15.781R(b)
173 100% 100% 100% 100%
GU935368 0 100% 100% 100% 100%
0 0% 0% 0% 0%
173 173 100% 100% 100%
15.CYA359F 173 0 100% 100% 100%
0 0 0% 0% 0%
173 173 173 100% 100%
15.16S27F 173 173 0 100% 100%
0 0 0 0% 0%
173 173 173 173 100%
15.781R(a) 173 173 173 0 100%
0 0 0 0 0%
172 172 172 172 172
15.781R(b) 172 172 172 172 0
1 1 1 1 0

W przypadku drugiego fragmentu zgodno$¢ przyrownanych sekwencji do wzorca

pozyskanego z bazy GenBank, byta tylko czg$ciowa (tabela 80).

Tabela 80. Statystyczne zestawienie podobienstwa drugiego fragmentu DNA wspdlnego dla

wszystkich analizowanych sekwencji proby 15

GU935368 | 15.23S30R 15.23S30R 15.340R 15.322F
560 69% 68% 69% 69%
GU935368 0 69% 68% 69% 69%
0 0% 0% 0% 0%
392 561 97% 99% 99%
15.23S30R 392 0 97% 99% 99%
3 0 0% 0% 0%
383 549 562 98% 98%
15.23S30R 383 549 0 98% 98%
2 1 0 0% 0%
392 558 551 562 100%
15.340R 392 558 551 0 100%
2 1 0 0 0%
392 558 551 562 562
15.322F 392 558 551 562 0
2 1 0 0 0

Przyrownanie sekwencji matrycy 15 do bazy NCBI wskazato 99% podobienstwo z

Synechocystis sp. PCC 6803 (BA000022).

W przypadku matrycy 16 mimo efektu sekwencjonowania uzyskanego z czterech
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starterow nie udato si¢ natozy¢ sekwencji na siebie, w efekcie czego sekwencje 16.CYA359F

oraz 16.23S30R analizowane byly oddzielnie.

W obu przypadkach, jako wzorca uzyto sekwencji nukleotydéw pochodzacych ze

szczepu Synechocystis sp. Sai001 (GU935367). Analizowana sekwencja 16.CYA359F o

dlugosci 707 par zasad wykazata przy przyréwnaniu 96% podobienstwo, co potwierdza

zestawienie ujete w tabeli 81.

Tabela 81. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 16.CYA359F z GU935367

GU935367 | 16.CYA359F

724 96%
GU935367 0 96%

0 2%

696 707
16.CYA359F 696 0

17 0

Przyréwnanie 16.23S30R do Synechocystis sp. Sai001 w bazie NCBI dato efekt 97%

identycznych nukleotydow na odcinku dlugosci 276pz, co potwierdzito wynik przyréwnania

odcinka 16.CYA359F (tabela 82).

Tabela 82. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 16.23S30R z GU935367

GU935367 | 16.23S30R

280 97%
GU935367 0 97%

0 1%

273 276
16.23S30R 273 0

4 0

4.2.3. Wyniki amplifikacji genow odpowiedzialnych za toksycznos$¢

Wszystkie proby DNA byly testowane na obecno$¢ genow, ktérych produkty

zaangazowane sa w wydzielanie i transportowanie rdznych rodzajéow toksyn (tabela 83).

Tabela 83. Skuteczno$¢ starterow uzytych do reakcji PCR, amplifikujacych fragmenty

odpowiedzialne za toksyczno$¢

Pary starteréow

Oznaczenie préby

01

04

06

07

09

12

13

14

15

16

MSF

MSR
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FAA RAA - - - - - - - - - -
PSCF PSCR - - - + - - - - - -
AnamcyE-F2 | AnamcyE-12R - - - - - - - - - -
mcyE-F2 AnamcyE-12R - - - - - - - - - -
mcyE-F2 MicmcyE-R8 - - - - - - - - - -
M4 M5 - - - - - - - - - -
M13 M14 - - - - - - - - - -
ccC1 cc2 - - - - - - - - - -
CD3 CD4 - - - - - - - - - -
CB1 CB2 - - - - - - - - - -
M4 K18 - - - - - - - - - -

Po przeprowadzonej amplifikacji genu mcyA (1491pz), przy uzyciu starterow MSF i

MSR, w czasie odczytu wyniku na 1% zZelu agarozowym, otrzymano tylko jeden prazek z

matrycy 07 (ryc. 6, tabela 83).

0l 02 03 04 05 06

OEROR AR OIS 28 I3 R4 R 15816 7 175K 3TD

Ryc. 6. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow MSF 1 MSR, po -elektroforezie

przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Otrzymany produkt amplifikacji sekwencjonowano w dwoch kierunkach. Uzyskana

sekwencja byla bardzo dobrej jakosci, dlatego zdecydowano si¢ na wykorzystanie jej do

porownania z baza NCBI.

Przyrownanie sekwencji 07.MSR, o dtugosci 460pz wykazato efekt 98% identycznych

nukleotydow z sekwencja szczepu Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AM778952),

odpowiedzialna za syntez¢ mikrocystyn (tabela 84).
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Tabela 84. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 07.MSR z AM778952

AM778952 | 07.MSR

455 98%
AM778952 | 0 98%

0 1%

451 460
07.MSR 451 0

5 0

Przyréwnanie sekwencji 07.MSF z AM778952 byto mniej efektywne bowiem
przyréwnanie 652 zasad dato podobienstwo rz¢du 94%. Natomiast przy zestawieniu obu
sekwencji razem (1138pz) z baza GenBank, za pomoca BLASTN, dato obraz 95%
dopasowania.

Pozytywny wynik amplifikacji zostat uzyskany rowniez dla genu mcyC (1063pz), przy
uzyciu starterow PSCF i PSCR, dla matrycy 07 (tabela 83).

01 02 03 04 05 06 07 0% 09 10 11 12

13 14 15 16 17 K STD

Ryc. 7 Produkty amplifikacji z uzyciem starterow PSCF i1 PSCR, po elektroforezie

przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Sekwencje otrzymane z obu starteréw byty bardzo dobrej jakosci, jednak daty obraz
dwoch odcinkéw, ktorych nie mozna bylo natozy¢ na siebie. 07.PSCF oraz 07.PSCR byty
wigc analizowane niezaleznie. Ni¢ uzyskana ze startera 5’ liczyla 718 par zasad 1 przyrownana

do wczesniej juz uzywanej matrycy AM778952, wykazata 96% podobienstwo (tabela 85).

Tabela 85. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 07.PSCF z AM778952

AM778952 | 07.PSCF

722 96%
AM778952 0 96%

0 0%

696 718
07.PSCF 696 0

4 0

Sekwencja 07.PSCR byla nieco krétsza bowiem sktadata si¢ z 562 par zasad.
Przyrownanie jej do obszaru 12362-12923 sekwencji szczepu Microcystis aeruginosa PCC

7806 (AM778952) wykazalo 99% podobienstwa, co dodatkowo potwierdzilo wczesniejsze
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wyniki (tabela 86).

Tabela  86.  Statystyczne  zestawienie  podobienstwa  sekwencji  07.PSCR
z AM778952

AM778952 | 07.PSCR

562 99%
AM778952 0 99%

0 0%

558 562
07.PSCR 558 0

0 0

W trakcie badan wykorzystano jeszcze inne startery, ktore miaty potwierdzi¢ obecnos¢
obszardw mcy, cyr oraz aoa, odpowiedzialnych za toksyczno$¢ cyjanobakterii, niestety zaden

z nich nie dal pozytywnego wyniku w testowanych matrycach.
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4.3. Wplyw czynnikow Srodowiskowych na rozwaj sinic i produkcje¢ toksyn

4.3.1. Wplyw stezenia azotu na rozwoj sinic i produkcje toksyn

Wplyw azotu na rozwoj sinic testowano w nastgpujacych stgzeniach NaNO; w

pozywce BG-11: K (proba kontrolna) — 1,5 g/, A— 0 g/, B—0,75 g/l, C - 3,0 g/l.

4.3.1.1.Wplyw stezenia azotu na rozwoj Aphanizomenon gracile

Sinica Aphanizomenon gracile w pierwszych dniach rozwijata si¢ intensywniej w
niskich stezeniach azotu, a po tygodniu — w pozywce bez azotanéw. Przy najwyzszym
stgzeniu azotu sinica nie rozwijata si¢ tak intensywnie jak w probie A 1 B, natomiast jej
liczebno$¢ byta stosunkowo duza (Zatacznik 1 1 2). W obydwu powtdrzeniach stwierdzono

podobne tendencje rozwoju tego gatunku (ryc. 8 1 9).
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Aphanizomenon gracile nie produkowal badanych mikrocystyn, gdyz nie stwierdzono

ich wystgpowania w zadnej z prob (tabela 87, 88).

Tabela 87. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po

zakonczeniu testu

Seria | Pré | Mikrocysty- | Mikrocysty- | Mikrocysty- | Mikrocysty- | Mikrocysty- | Mikrocysty-

ba na LF na LR na LW na LY na RR na YR
(nglh (ngl? (nglh (ngl? (ngl? (nglh

1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 88. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po zakonczeniu

testu

Seria| Pro

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-
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ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.1.2. Wplyw stezenia azotu na rozwoj Calothrix desertica

Calothrix desertica osiagngta maksymalng liczebno$¢ w probie z najwyzszym

stezeniem azotandw. W pozostatych liczebno$¢ sinicy byta wprost proporcjonalna do stgzenia

azotu (zatacznik 3 1 4). W prébie bez NaNO; sinica nie tylko nie zwigkszyta swojej

liczebnos$ci lecz wykazywata wyrazne jej obnizanie si¢ w obydwu prowadzonych seriach

badan (ryc. 101 11).
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Calothrix desertica nie produkowata badanych mikrocystyn. W zadnej z badanych

prob nie wykryto ich obecnosci (tabela 89, 90).

Tabela 89. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | stynaLF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

80




Tabela 90. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.1.3. Wplyw stezenia azotu na rozwoj Merismopedia glauca

Brak azotu w probie A spowodowal wyrazne zahamowanie wzrostu M. glauca

(zalacznik 5 1 6). Maksymalna liczebnos¢ sinica osiagnela w probie z najwyzszym stgzeniem

NaNOs (ryc. 121 13).
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Rye. 13. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

ich brak we wszystich badanych prébach (tabela 91, 92).

—

6.03.2010

Merismopedia glauca nie produkowala badanych mikrocystyn, o czym $wiadczy

Tabela 91. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po

zakonczeniu testu

Seria | Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | stynaLF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
el | el | el | (el) | (el) | (ugl)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 92. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu

testu

Seria

Pro

Mikrocy-
styna LF

Mikrocy-
styna LR

Mikrocy-
styna LW

Mikrocy-
styna LY

Mikrocy-
styna RR

Mikrocy-
styna YR
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(ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) |(ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.1.4. Wplyw stezenia azotu na rozwoj Microcystis aeruginosa

Wyniki wzrostu liczebno$ci wyizolowanego szczepu Microcystis aeruginosa byty
proporcjonalne do stgzenia NaNO; w pozywce (zatacznik 7 1 8). Przy braku azotu rozwdj

sinicy byl wyraznie zahamowany (ryc. 141 15).
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Microcystis aeruginosa produkowala toksyny we wszystkich probach, jednak w tescie

bez azotu oraz z jego najnizszym stgzeniem wartosci osiagane przez mikrocystyng byly

zdecydowanie nizsze niz w probach z duza zawarto$cia tego pierwiastka (tabela 93, 94). We

wszystkich przypadkach byla to tylko mikrocystyna LR.

Tabela 93. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (ngl?h (nglh (ngl? (ngl? (nglh
1 K 0,000 0,330 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,400 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,660 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabela 94. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 1420 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 300 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 550 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1800 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 1360 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 330 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 400 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1620 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.1.5. Wplyw stezenia azotu na rozwoj Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205)
Wyniki  wzrostu liczebno$ci  szczepu  Microcystis  aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205) wuzyskanego z Regionalnego Centrum Sinicowego w Gdyni byly

proporcjonalne do st¢zenia NaNOs; w pozywce (zatacznik 9 i 10). Przy braku azotu rozwdj

tego szczepu byl wyraznie zahamowany po pierwszych dniach hodowli (ryc. 16 1 17).

Koncowa liczebnos$¢ po tygodniu hodowli byta nizsza od wyjsciowe;.
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Ryec. 17. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 2)

Badany szczep Microcystis aeruginosa nie produkowat toksyn w zadnej probie (tabela

95 96).
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Tabela 95. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1102 (MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Seria |Prob| Mikrocy- Mikrocy- |Mikrocy-styna Mikrocy- |[Mikrocy-styna Mikrocy-
a styna LF styna LR Lw styna LY RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (nglh (nglh (nglh
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 96. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1102

(MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Seria |Prob| Mikrocy- Mikrocy- |Mikrocy-styna Mikrocy- |[Mikrocy-styna Mikrocy-
a styna LF styna LR LW styna LY RR styna YR
(ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ugm/g s.m.)| (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.1.6. Wplyw stezenia azotu na rozwoj Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10)

Wzrost liczebnosci Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) byt proporcjonalny

do stezenia azotu w pozywce, w pozywce bez NaNO; rozwdj sinicy byl wyraznie ograniczony

(ryc. 18119, zalacznik 111 12).
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Rye. 19. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 2)

Microcystis aeruginosa produkowata toksyny we wszystkich préobach, osiagajac
najwyzsze stgzenie w probie z najwigksza iloscia azotu. W probie bez azotu produkcja toksyn

byla wyraznie nizsza (tabela 97 i 98), wynoszac jedynie 0,010 pg 1. Zardbwno w przesaczu,
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jak 1 w biomasie sinic, wykryto tylko mikrocystyng LR.

Tabela 97. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1103 (MK10.10) po zakonczeniu testu

Seria| Prob| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
a styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (nglh (nglh (nglh
1 | K 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,230 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | K 0,000 0,120 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,170 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,210 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 98. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1103

(MK10.10) po zakonczeniu testu

Seria | Prob| Mikrocy- | Mikrocy- | Mikrocy- | Mikrocy- | Mikrocy- | Mikrocy-
a styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ug/mg s.m.) (ug/mg s.m.)(ug/mg s.m.)| (ugm/g s.m.) (ug/mg s.m.) (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 1210 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 300 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1100 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1500 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 1300 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 220 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1320 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1600 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.1.7. Wplyw stezenia azotu na rozwoj szczepu Planktothrix agardhi wyizolowanego z

kapieliska

Brak NaNO; w pozywce spowodowat silne zahamowanie wzrostu liczebnosci sinicy

Planktothrix agardhi. W probach zawierajacych azot sinica rozwijala si¢ stosunkowo dobrze

we wszystkich stezeniach (zatacznik 13 1 14). W przypadku proby kontrolnej oraz

zawierajace] dwukrotnie wyzsze st¢zenie azotu nie stwierdzono istotnej réznicy w liczebnosci

(ryc.20121).
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Ryc. 20. Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)
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Ryc. 21. Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Planktothrix agardhi nie produkowat badanych mikrocystyn, gdyz w zadnej z prob

nie zostaly one wykryte, zarbwno w przesaczu, jak 1 w biomasie sinic (tabela 99, 100).
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Tabela 99. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (ngl? (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 100. St¢Zzenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.1.8. Wplyw stezenia azotu na rozwdj Planktothrix agardhi CCNP1303

Szczep Planktothrix agardhi CCNP1303 wuzyskany z Regionalnego Centrum

Sinicowego rozwijat si¢ w tempie proporcjonalnym do zawartosci azotu w pozywce (ryc. 22 i

23, zatacznik 151 16).
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Ryec. 22. Liczebnos¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (serial)
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Ryec. 23. Liczebnos¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria2)

Omawiany szczep Planktothrix agardhi produkowat mikrocystyng-LR we wszystkich
testowanych stezeniach azotu. Najnizsze st¢zenie toksyn stwierdzono w hodowlach na

pozywce pozbawionej NaNOs;. W pozostalych probach w przesaczu po zakonczeniu hodowli
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uzyskane wartosci byly zblizone, z niewielka przewaga iloéci toksyn w pozywce zawierajacej

najwigcej azotu lub w probie kontrolnej (tabela 101 I 102). W suchej masie sinic stgzenie

toksyn rosto wraz ze wzrostem ilo$ci uzytego azotu, osiagajac najwyzsze wartosci w probie

C, zawierajacej najwigksza jego 1los¢.

Tabela 101. Stegzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi

CCNP1303 po zakonczeniu testu

Seria Proba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (nglh (nglh (nglh
1 K 0,000 0,340 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,320 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,320 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,260 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,370 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 102. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi CCNP1303 po

zakonczeniu testu

Seria [Proba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 1200 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 200 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1100 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1530 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 1030 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 120 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 900 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1400 0,000 0,000 0,000 0,000
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4.3.1.9. Wplyw stezenia azotu na rozwaoj Synechocystis sp.

Wzrost liczebnosci sinicy Synechocystis sp. byt wyraznie zahamowany w probie bez
zawarto$ci azotu (zatacznik 17 1 18). Maksymalna liczebno$¢ sinica osiagnegta w probie C,

zawierajacej najwyzsze st¢zenia NaNOs (ryc. 24 1 25).
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Ryec. 24. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

94



200000

180000

160000

140000

120000

100000

80000

60000

Liczebnos$¢ (kom./ml)

40000

20000

0

17.02.2010

=K ==A

19.02.2010

Data

B ==C

22.02.2010

Ryc. 25. Liczebno$¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

nie stwierdzono ich obecnosci (tabela 103, 104).

Tabela 103. St¢zenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po

zakonczeniu testu

24.02.2010

Synechocystis sp. nie produkowala badanych mikrocystyn. W zadnej z badanych prob

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ug 1) (ng 1) (ng 1) (ug 1) (ng 1) (ng 1)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 104. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu testu

Seria

Pré
ba

Mikrocy-
styna LF

(ug/mg s.m.)

Mikrocy-
styna LR

(ng/mg s.m.)

Mikrocy-
styna LW
(ng/mg s.m.)

Mikrocy-
styna LY

(ng/mg s.m.)

Mikrocy-
styna RR
(ng/mg s.m.)

Mikrocy-
styna YR

(ug/mg s.m.)
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1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.2.Wplyw stezenia fosforu na rozwaj sinic

Wplyw fosforu na rozwoj sinic testowano w nastgpujacych stgzeniach: K — proba
kontrolna — pozywka BG-11 zawierajaca K;HPO4 w ilosci 3,05 g/l A — brak fosforu, B —
1,525 g/l K,HPO,, C - 6,10 g/l Kb,HPO..

4.3.2.1. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Aphanizomenon gracile

Wzrost stezenia fosforu w poszczegdlnych probach powodowal zwigkszenie
liczebnos$ci oraz tempa wzrostu sinicy A. gracile (zatacznik 19 i 20). W probie bez fosforu

sinica nie zwigkszyta swojej liczebnosci (ryc. 26 1 27).
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Rye. 26. Liczebnos$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)
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Ryc. 27. Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)

Aphanizomenon gracile nie produkowat badanych mikrocystyn w Zzadnej probie, gdyz

nie stwierdzono ich obecnos$ci ani w przesaczu ani w biomasie sinic (tabela 105,106).
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Tabela 105. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (ngl? (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 106. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.2.2. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Calothrix desertica

Wazrost Calothrix desertica byt wyraznie zahamowany w probie bez fosforu (zatacznik

21 1 22). Maksymalna liczebno$¢ sinica uzyskata w probie C — zawierajace] najwyzsze

stezenie fosforu (ryc. 28 129).
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Ryec. 28. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)
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Ryc. 29. Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)

Calothrix desertica nie produkowata badanych mikrocystyn we wszystkich probach
(tabela 107, 108).



Tabela 107. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 108. St¢Zenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.2.3. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Merismopedia glauca

Sinica Merismopedia glauca nie rozwijala si¢ w probie bez fosforu, uzyskata réwniez

stosunkowo niska liczebno$¢ w probie z najmniejszym stezeniem fosforu (zalacznik 23 i 24).

Wyniki uzyskane w testach K oraz C wykazaly niewielka roznica w liczebnosciach sinicy, co

wskazuje na optymalne dla tego gatunku stezenie fosforu, przyjetego w pozywce BG-11 (ryc.

301 31).
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Ryec. 30. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
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Rye. 31. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

Merismopedia glauca nie produkowata badanych mikrocystyn, gdyz nie stwierdzono

jej obecnosci w zadnej z prob (tabela 109, 110).
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Tabela 109. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 110. StgZzenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakohczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.2.4. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Microcystis aeruginosa

Wazrost liczebno$ci szczepu sinicy Microcystis aeruginosa wyizolowanego z jeziora

Malta nie byl zauwazalny w probach bez fosforu (zalacznik 25 1 26). Jej liczebnos¢ w

kolejnych dniach testu wyraznie zmniejszata si¢. Najwigksza liczebno$¢ odnotowano w

probach z najwyzszym stezeniem fosforu (ryc. 321 33).
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Ryec. 32. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)
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Rye. 33. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

Microcystis aeruginosa produkowata mikrocystyng-LR w probach ze wszystkimi
stezeniami fosforu. Ilo$¢ tej toksyny wzrastala wraz ze st¢zeniem testowanego pierwiastka
(tabela 111, 112). Pozostatych badanych mikrocystyn nie wykryto, zarowno w przesaczu, jak i

w biomasie sinic.
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Tabela 111. Stezenie toksyn sinicowych z przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,280 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,360 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,270 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,220 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,400 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 112. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 300 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 40 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 310 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 560 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | K 0,000 350 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 10 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 250 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 470 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.2.5. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205)

Wazrost liczebnosci szczepu sinicy Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205)

uzyskanej z Regionalnego Centrum Sinicowego byt proporcjonalny do zawartosci fosforu w

pozywce (zatacznik 27 1 28). W pozywce bez azotu sinica po zakonczeniu testy osiagneta

mniejsza liczebno$¢ niz w probie wyjsciowej (ryc. 34 1 35).
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Ryec. 34. Liczebnos¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (serial)
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Ryec. 35. Liczebnos$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria2)

Microcystis aeruginosa nie produkowata mikrocystyn, gdyz w Zadnej z badanych

prob nie stwierdzono badanych hepatotoksyn (tabela 113 1 114).
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Tabela 113. Stezenie toksyn sinicowych z przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1102 (MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Seria | Préb| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- |Mikrocy-styna Mikrocy-
a styna LF styna LR styna LW styna LY RR styna YR
(nglh (pglh (nglh (nglh (pglh (nglh
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 114. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Seria |Préb| Mikrocy- Mikrocy- |Mikrocy-styna) Mikrocy- |Mikrocy-styna Mikrocy-
a styna LF ( styna LR Lw styna LY RR styna YR
ug/mg s.m.) | (ug/mgs.m.)| (ug/mgs.m.) | (ug/mgs.m.)| (ug/mgs.m.) | (ug/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.2.6. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10)

Najwigksza liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) odnotowano w

probach z najwyzszym stezeniem fosforu. W probie bez fosforu wzrost jej liczebnosci byt

wyraznie ograniczony po pierwszych dwoch dniach trwania testu (zatacznik 29 i 30, ryc. 36 i

37), a koncowa liczebno$¢ organizmow byta wyraznie mniejsza od poczatkowe;.
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Ryec. 36. Liczebnos$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 1)
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Rye. 37. Liczebnos$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 2)

Microcystis aeruginosa produkowata mikrocystyng-LR przy wszystkich badanych
stezeniach fosforu. Ilo$¢ toksyn wzrastala wraz ze st¢zeniem testowanego pierwiastka,
zardbwno w przesaczu, jak 1 w biomasie sinic po zakonczonym doswiadczeniu (tabela 115 i

116).
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Tabela 115. Stezenie toksyn sinicowych z przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1103 (MK10.10) po zakonczeniu testu

Seria Proba, Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pglh (pglh (nglh (nglh (nglh (nglh
1 K 0,000 0,150 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,130 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,060 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,160 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 116. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1103

(MK10.10) po zakonczeniu testu

Seria |Proba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)
1 K 0,000 1100 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 200 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 440 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1890 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 1480 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 160 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 420 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1600 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.2.7. Wplyw stezenia fosforu na rozwaoj Planktothrix agardhi

Szczep Planktothrix agardhi uzyskal najwigksza liczebno$¢ w probie kontrolnej w

serii pierwszej, cho¢ jej liczebno$¢ byta podobna w probie z najwyzsza zawartoscia fosforu.

W serii drugiej najwigksza liczebno$¢ uzyskano w probie z najwyzszym stgzeniem fosforu

(zatacznik 31 1 32). W probie bez fosforu sinica si¢ nie rozwijala, wyraznie zmniejszajac swa

liczebno$¢ w trakcie trwania testu (ryc. 38 1 39).
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Ryc. 38. Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)
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Ryec. 39. Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Planktothrix agardhi nie produkowata badanych mikrocystyn. Nie stwierdzono ich

obecnos$ci w zadnej z prob (tabela 117, 118).
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Tabela 117. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 118. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | stynaLF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.2.8. Wplyw stezenia fosforu na rozwdj Planktothrix agardhi CCNP1303

Omawiany szczep Planktothrix agardhi otrzymany z Regionalnego Centrum

Sinicowego uzyskatl najwigksza liczebnos¢ w probie C (zawierajacej najwigeej fosforu) w obu

seriach. W probie bez fosforu sinica si¢ nie rozwijata, zmniejszajac swa liczebno$¢ od

drugiego dnia trwania testu (ryc. 40 1 41, zatacznik 33 1 34).
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Ryec. 40. Liczebnos¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)
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Ryec. 41. Liczebnos¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Planktothrix agardhi produkowat mikrocystyny w niewielkim zakresie stezen, jednak
ich produkcja byta uzalezniona od stgzenia fosforu w pozywce (tabela 119 1 120). W pozywce

bez fosforu produkcja toksyn byta ograniczona.
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Tabela 119. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi

CCNP1303 po zakonczeniu testu

Seria |Proba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng1h (pglh (nglh (pglh (ng1h (nglh
1 K 0,000 0,220 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,270 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 120. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi CCNP1303 po

zakonczeniu testu

Seria |Proba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ug/mg s.m.)| (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)  (ug/mgs.m.) | (ug/mg s.m.)
1 K 0,000 1100 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 600 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1120 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1680 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 1090 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 560 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 880 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1390 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.2.9. Wplyw stezenia fosforu na rozwoj Synechocystis sp.

Wzrost liczebnos$ci Synechocystis sp. byl proporcjonalny do wzrostu stezenia fosforu

w poszczegdlnych probach (zatacznik 351 36, ryc. 42 1 43).
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Ryc. 42. Liczebno$¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)
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Ryec. 43. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Synechocystis sp. nie produkowal badanych mikrocystyn we wszystkich probach
(tabela 121, 122) obydwu serii badan.
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Tabela 121. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 122. StgZenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.3. Wplyw stezenia zelaza na rozwdj sinic i produkcje toksyn

Wplyw Zelaza na rozwdj sinic testowano w nastgpujacych stgzeniach cytrynianu

amonowo zelazowego z kwasem cytrynowym w pozywce BG-11: K (préba kontrolna) —

0,006 g/l, A— 0 g/, B 0,003 g/l, C — 0,012 g/l.
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4.3.3.1.Wplyw stezenia zelaza na rozwo0j Aphanizomenon gracile

Sinica Aphanizomenon gracile w pierwszych dniach rozwijata si¢ intensywnie we
wszystkich testowanych stezeniach zelaza. Najwigksza liczebno$¢ po zakonczeniu testu sinica
uzyskata w pozywce kontrolnej (zalacznik 37 i1 38, ryc. 44 i 45). Minimalnie mniejsza
liczebnos¢ odnotowano przy najwyzszym stezeniu zelaza. W pozywce bez cytrynianu
amonowo zelazowego 1 kwasu cytrynowego A. gracile rozwijata si¢ stosunkowo dobrze,

uzyskujac na zakonczenie testu w obu seriach ok. 80 tys. kom. w 1ml wody.
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Ryc. 44. Liczebno$¢ Aphanizomenon gracile (seria 1)
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Ryec. 45. Liczebnos$¢ Aphanizomenon gracile (seria 2)
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Aphanizomenon gracile nie produkowal badanych mikrocystyn w zadnej z prob
(tabela 123, 124).

Tabela 123. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po

zakonczeniu test

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (ngl (ngl? (ngl
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 124. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po zakonczeniu

testu

Seria| Pro

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-
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ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.3.2. Wplyw stezenia zelaza na rozwoj Calothrix desertica

Calothrix desertica osiagngta maksymalng liczebno$¢ w probie z najwyzszym

stezeniem zelaza. W pozostatych liczebno$¢ sinicy byta wprost proporcjonalna do stezenia

zelaza. W probie bez badanych zwiazkow zelaza sinica rozwijata si¢ najwolniej, po

zakonczeniu testu uzyskujac liczebno§¢ dwukrotnie nizsza niz w probie kontrolnej (ryc. 46 i

47, zatacznik 39 i 40).
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Ryec. 46. Liczebnos¢ Calothrix desertica (seria 1)

6.03.2010
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Ryec. 47. Liczebnos¢ Calothrix desertica (seria 2)
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Calothrix desertica nie produkowata badanych mikrocystyn we wszystkich probach

(tabela 125, 126).

Tabela 125. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (nglh (ngl?h (nglh
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 126. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu testu

Seri
a

Prob
a

Mikrocy-
styna LF
(ng/mg

Mikrocy-
styna LR
(ng/mg

Mikrocy-
styna LW
(ng/mg

Mikrocy-
styna LY
(ng/mg

Mikrocy-
styna RR
(ng/mg

Mikrocy-
styna YR
(ng/mg
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s.m.) s.m.) s.m.) s.m.) s.m.) s.m.)

1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.3.3. Wplyw stezenia zelaza na rozwo0j Merismopedia glauca

Merismopedia glauca rozwijala si¢ najintensywniej w pozywce z najwyzszym

stezeniem zelaza. W probie bez zZelaza przez dwa dni testu zwigkszala swoja liczebno$é, po

czym w kolejnych dniach nastgpowato zahamowanie jej rozwoju i zmniejszanie sig

liczebnosci (ryc. 48 149, zatacznik 41 142).
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Ryc. 48. Liczebno$¢ Merismopedia glauca (seria 1)
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Ryec. 49. Liczebnos¢ Merismopedia glauca (seria 2)

B =C

4.03.2010

6.03.2010

Merismopedia glauca nie produkowala badanych mikrocystyn w Zzadnej z badanych

prob (tabela 127, 128).

Tabela 127. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po

zakonczeniu testu

Seria | Proba| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl?) (ngl?) (ngl) (ngl) (ngl?) (ngl?)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 128. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu

testu

Seria

Proba

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-

Mikrocy-
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styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg | (ug/mgs.m.)| (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)| (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
s.m.)
K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.3.4. Wplyw stezenia zelaza na rozwo0j Microcystis aeruginosa

Wyniki wzrostu liczebno$ci Microcystis aeruginosa bylty proporcjonalne do stgzenia
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Microcystis aeruginosa produkowala toksyny we wszystkich probach, jednak w tescie

bez zelaza oraz z jego najnizszym stgzeniem wartosci osiagane przez mikrocystyng-LR byly

zdecydowanie najnizsze (tabela 129, 130). Pozostale badane mikrocystyny nie byly

produkowane.

Tabela 129. Ste¢zenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po

zakonczeniu testu

Seria | Préba| Mikrocy- | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng 1) (ug 1) (ng 1) (ug 1) (ng 1) (ng 1)
1 K 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,120 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,450 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,320 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,090 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,340 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabela 130. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po zakonczeniu

testu
Seria | Proba| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg (ug/mg | (ng/mgs.m.)| (ug/mgs.m.)| (ug/mgs.m.) | (ug/mgs.m.)
s.m.) s.m.)
1 K 0,000 1040 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 220 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 670 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1200 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 1300 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 310 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 500 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1450 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.3.5. Wplyw stezenia zelaza na rozwdj Planktothrix agardhi

Planktothrix agardhi rozwijala si¢ najintensywniej przy najwyzszym stezeniu zelaza,

natomiast jej liczebno$¢ w tych probach byta tylko minimalnie wigksza w poréwnaniu do

kontroli. W préobach bez testowanego zelaza poczatkowo obserwowano wolny rozwoéj P

agardhi, jednak poczawszy od piatego dnia, a w przypadku serii drugiej juz od drugiego dnia,

nastgpowato zahamowanie wzrostu liczebnosci sinicy (ryc. 52 1 53, zatacznik 45 1 46).
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Ryec. 52. Liczebnos¢ Planktothrix agardhi (seria 1)
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Ryec. 53. Liczebnos$¢ Planktothrix agardhi (seria 2)

Planktothrix agardhi nie produkowata badanych mikrocystyn w zadnej z badanych
prob (tabela 131, 132).
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Tabela 131. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po

zakonczeniu testu

Seria | Proba| Mikrocy- | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 132. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu

testu
Seria | Proba| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(;;%;n;g (pg/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)

1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.3.6. Wplyw stezenia zelaza na rozwoj Synechocystis sp.

Wzrost liczebnosci sinicy Synechocystis sp. byt wyraznie zahamowany w probie bez

zawartosci zelaza. Maksymalna liczebnos$¢ sinica osiagneta w probie kontrolnej. W probie C z

maksymalnym stgzeniem zelaza rozwoj sinicy byl zblizony do proby kontrolnej, choé

liczebno$¢ bylta nieco mniejsza (ryc. 54 1 55, zatacznik 47 i 48).
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Ryec. 54. Liczebnos$¢ Synechocystis sp. (seria 1)
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Ryc. 55. Liczebno$¢ Synechocystis sp. (seria 2)

Synechocystis sp. nie produkowala badanych mikrocystyn w zadnej z badanych préb
(tabela 133, 134).
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Tabela 133. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po

zakonczeniu testu

Seria | Proba| Mikrocy- | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 134. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu testu

Seria | Préba| Mikrocy- | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(psth;rr;g (ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (pg/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)
1 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 K 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.4. Wplyw natezenia Swiatla na rozwaj sinic

Wplyw natezenia §wiatla na rozwdj sinic testowano w nastepujacych warunkach: A —

21umol fotonéw m?s”, B — 43 pmol fotonéw m™s™' C — 86 pmol fotonéw m™s™.
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4.3.4.1. Wplyw nate¢zenia Swiatla na rozwoj Aphanizomenon gracile

Sinica Aphanizomenon gracille rozwijata si¢ najlepiej przy nat¢zeniu $wiatla 43 pmol
fotonow m?s”, wykorzystywanym jako standardowe w probach kontrolnych innych testow

(ryc. 56 1 57). W pozostatych natgzeniach wzrost byl lekko zahamowany (zatacznik 49 i 50).
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Ryc. 57. Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)
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Aphanizomenon gracile nie produkowal badanych mikrocystyn we wszystkich

probach, niezaleznie od nat¢zenia Swiatla (tabela 135, 136).

Tabela 135. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl (nglh (nglh
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 136. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | stynaLF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0
4.3.4.2. Wplyw natezenia Swiatla na rozwoj Calothrix desertica

Rozwdj Calothrix desertica byl zahamowany w probach z najwigkszym natg¢zeniem

Swiatta. W pozostatych probach liczebno$¢ sinicy byla porownywalna (zatacznik 51 1 52).

Rozw¢j tego gatunku w obydwu seriach badan byt podobny (ryc. 58 1 59).
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Ryec. 58. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)
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Ryec. 59. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)

Calothrix desertica nie produkowata badanych mikrocystyn, niezaleznie od natg¢zenia

$wiatla, o czym $wiadczy ich brak we wszystkich probach (tabela 137, 138 ).
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Tabela 137. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 138. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | stynaLF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.4.3. Wplyw nate¢zenia Swiatla na rozwoj Merismopedia glauca

Wzrost sinicy Merismopedia glauca byt proporcjonalny do wzrostu nat¢zenia $wiatta

(ryc. 601 61). Liczebnos¢ sinicy przy najwigkszym natgzeniu §wiatla byta trzykrotnie wigksza

niz przy 21umol fotonow m?s™” (zatacznik 53 i 54).
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Ryc. 60. Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
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Ryec. 61. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

Merismopedia glauca nie produkowata badanych mikrocystyn niezaleznie od

natezenia $wiatta, gdyz w zadnej z prob nie stwierdzono ich obecnosci (tabela 139, 140 ).
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Tabela 139. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 140. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.4.4. Wplyw natezenia Swiatla na rozwoj Microcystis aeruginosa

Rozw6j Microcystis aeruginosa w poszczegolnych nat¢zeniach §wiatla byt podobny

do tempa wzrostu Merismopedia glauca. Sinica rozwijala si¢ najintensywniej przy

najwyzszym natgzeniu $wiatta (zatacznik 55 i 56). Rozwdj ten byl zblizony w obydwu seriach

badan (ryc. 621 63).
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Ryec. 62. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)

120000
100000
80000
60000

40000

Liczebnos$¢ (kom./ml)

/7 .

20000 ==

0
17.02.2010 19.02.2010 22.02.2010 24.02.2010

Data

==A =B C

Ryc. 63. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

Mikrocystyna-LR we wszystkich badanych probach miala zblizone wartosci,
niezalezne od nat¢zenia §wiatta (tabela 141). W drugiej serii badan jej stezenia byly nieco
wyzsze, w porOwnaniu do serii pierwszej (tabela 142). Innych mikrocystyn nie wykryto

zard6wno w badanym przesaczu, jak 1 biomasie sinic.
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Tabela 141. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 A 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,220 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,230 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,290 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 142. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,350 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,290 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,330 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,340 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.4.5. Wplyw natezenia Swiatla na rozwdj Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205)

Rozw6j Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) w 2 najwyzszych

natezeniach $wiatla przebiegal podobnie, zahamowanie tempa wzrostu o potowg nastapito

przy najmniejszym oswietleniu (ryc. 64 i 65, zalacznik 57 1 58).
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Ryec. 64. Liczebnos¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 1)
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Rye. 65. Liczebnos¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 2)

Mikrocystyna-LR, jak réwniez 5 innych jej analogdéw, nie byta produkowana przez
omawiany szczep sinicy, o czym $wiadczy ich brak w badanych prébach po zakonczeniu testu

(tabela 143, 144).
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Tabela 143. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1102 (MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Seria | Préb| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- |Mikrocy-styna Mikrocy-
a styna LF styna LR styna LW styna LY RR styna YR
(nglh (pglh (nglh (nglh (pglh (nglh
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 144. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1102

(MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Seria |Prob| Mikrocy- Mikrocy- |Mikrocy-styna] Mikrocy- [Mikrocy-styna| Mikrocy-
a styna LF styna LR LwW styna LY RR styna YR
(ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)| (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)

1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.4.6. Wplyw natezenia Swiatla na rozwdj Microcystis aeruginosa CCNP1103

(MK10.10)

Rozwd@j Microcystis  aeruginosa CCNP1103  (MK10.10) w poszczegolnych

natgzeniach §wiatla byt podobny do tempa wzrostu szczepu CCNP1102 (MAKRO0205). Sinica

rozwijala si¢ intensywnie przy dwu wyzszych nat¢zeniach $wiatta, natomiast przy najnizszym

jej liczebnos¢ byta o potowe nizsza (ryc. 66 1 67, zatacznik 59 1 60).
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Rye. 66. Liczebnos¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 1)
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Ryec. 67. Liczebnos¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 2)

Mikrocystyna-LR  we wszystkich badanych probach miata zblizone wartosci
(zwlaszcza w przypadku jej zawarto$ci w biomasie sinic), niezalezne od natgzenia $wiatla

(Tabela 145 1 146). Pozostale badane mikrocystyny nie byly produkowane.
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Tabela 145. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1103 (MK10.10) po zakonczeniu testu

Seria |Proba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng1h (pglh (nglh (nglh (nglh (nglh
1 A 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,260 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,210 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 146. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie

(MK10.10) po zakonczeniu testu

Microcystis aeruginosa CCNP1103

Seria |[Proba| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ug/mg s.m.)| (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.)  (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 1310 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1300 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1350 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 1270 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1200 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1110 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.4.7. Wplyw natezenia Swiatla na rozwaoj Planktothrix agardhi

Najintensywniejszy rozw0j Planktothrix agardhi zaobserwowano przy najnizszym

natgzeniu $wiatta (ryc. 68 1 69). Przy standardowym natgzeniu $wiatla oraz najwyzszym

sinica osiagngla zblizong liczebno$¢, zwlaszcza w drugiej serii badan (zaltacznik 61 1 62).
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Ryc. 68. Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)
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Ryc. 69. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Planktothrix agardhi nie produkowata badanych mikrocystyn, o czym $wiadczy nie

stwierdzenie ich we wszystkich probach (tabela 147, 148).
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Tabela 147. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 148. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu

testu
Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
4.3.4.8. Wplyw natezenia Swiatla na rozwoj Planktothrix agardhi CCNP1303

Najintensywniejszy rozw0j Planktothrix agardhi zaobserwowano przy najnizszym

natgzeniu $wiatta. Przy standardowym natg¢zeniu $wiatla oraz najwyzszym sinica osiagngta

zblizong liczebnos¢, jednak wyraznie nizsza niz przy nat¢zeniu najmniejszym (ryc. 70 1 71,

zatacznik 63 1 64).
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Ryec. 70. Liczebnos¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)
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Ryec. 71. Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Planktothrix agardhi CCNP1303 produkowat toksyny we wszystkich badanych

probach. Stezenie mikrocystyny nie bylo zalezne od natgzenia $wiatla (tabela 149 1 150).
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Tabela 149. Ste¢zenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi

CCNP1303 po zakonczeniu testu

Seria |Proba| Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(nglh (nglh (nglh (nglh (nglh (nglh
1 A 0,000 0,270 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,260 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,290 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 150. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi CCNP1303 po

zakonczeniu testu

Seria |Préba] Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) |(ug/mg s.m.)| (ug/mg s.m.)

1 A 0,000 1100 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1200 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1290 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 1180 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 1020 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 1030 0,000 0,000 0,000 0,000

4.3.4.9. Wplyw natezenia Swiatla na rozwoj Synechocystis sp.

Synechocystis sp. jako jedyna testowana sinica nie wykazata wyraznych roznic w

liczebnosci komorek w hodowlach prowadzonych przy réoznym natgzeniu Swiatta (zalacznik

65 1 66). We wszystkich przypadkach tempo wzrostu sinic byto intensywne (ryc. 72 i 73).
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Ryec. 72. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)
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Ryec. 73. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Synechocystis sp. nie produkowata badanych mikrocystyn, gdyz nie stwierdzono ich

obecnosci w zadnej z prob (tabela 151, 152).
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Tabela 151. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po

zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba styna LF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(ngl? (nglh (nglh (ngl? (ngl? (ngl?h
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela 152. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu testu

Seria| Pr6 | Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy- Mikrocy-
ba | stynaLF styna LR styna LW styna LY styna RR styna YR
(pg/mg s.m.) | (ng/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (ug/mg s.m.) | (Lg/mg s.m.)
1 A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 | A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

4.4. Przesiewowy test toksycznosci ostrej oparty na skorupiakach (Daphnia magna)

4.4.1. Wplyw ekstraktu z Trichormus variabilis na D. magna

W probie kontrolnej oraz w testowanych najnizszych stgzeniach ekstraktu z sinicy T.

variabilis po 24 godz. nie odnotowano zadnej $miertelnosci osobnikow D. magna oraz

niewielka (15%) po 48 godz. W wyzszych koncentracjach ekstraktu juz po 24 godz.

stwierdzono unieruchomione osobniki D. magna. Po uplywie 48 godz. odnotowano

$miertelnos¢ skorupiakow we wszystkich koncentracjach, w tym niewielka (10%) réwniez w

kontroli. Najwyzsza $miertelno$¢ zostata stwierdzona w 100% ekstraktu i wyniosta 70%

(tabela 153).
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Tabela 153. Wyniki przezywalnos$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy 1. variabilis (A, B, C, D

— powtorzenia testu)

Koncentr. 5 Koncentr. 4 Koncentr. 3 Koncentr. 2Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 48 24 | 48 24 48 24 | 48 | 24 | 48
(godz.)
A 5 4 5 5 5 5 5 3 5 3 5 2
B 5 4 5 4 5 4 5 4 4 2 5 1
C 5 5 5 4 5 4 5 4 3 3 5 2
D 5 5 5 4 5 4 5 3 4 3 5 1
Martwe | 0 2 0 3 0 3 0 6 4 9 0 14
Efekt
01| 10 0 15 0 15 0 30 20 | 45 0 70
(%)

4.4.2. Wplyw ekstraktu z Aphanizomenon gracile na D. magna

W  probie kontrolnej,

pozbawionej

ekstraktu z Aphanizomenon gracile,

w

koncentracjach 5, 4 1 3 po uptywie 24 h oraz 4 i 3 po uptywie 48 h nie odnotowano Zzadnego

martwego osobnika Daphnia magna (tabela 142). Najwyzsza $miertelno$¢ pojawita si¢ po 48

h w koncentracjach 1 1 5. Byla ona niewielka, gdyz wynosita kolejno 20% i 15%. Nie

odnotowano zadnych zmian po 48 h w probach przy koncentracji 3 1 4 (wszystkie organizmy

przezyly) (tabela 154).

Tabela 154. Wyniki przezywalnos$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy 4. gracile (A, B, C, D —

powtorzenia testu)

Koncentr. 5 Koncentr. 4 Koncentr. 3| Koncentr. 2| Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 | 48 24 | 48 | 24 | 48 24 48 24 48
(godz.)
A 5 5 5 4 5 5 5 5 4 4 3 3
B 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
C 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
D 5 5 5 3 5 5 5 5 5 5 5 4
Martwe | 0 0 0 3 0 0 0 0 1 1 2 4
Efekt
0 0 0 15 0 0 0 0 5 5 10 20
(%)
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4.4.3. Wplyw ekstraktu z Calothrix desertica na D. magna

Wyniki testu wykazaty, ze ekstrakt sinicy C. desertica nie powodowal zwigkszonej

$miertelnosci skorupiakow. Efekt §miertelnosci nie przekroczyt 5% w zadnym z testowanych

stezen ekstraktu (tabela 155).

Tabela 155. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy C. desertica (A, B, C, D

— powtdrzenia testu)

Koncentr. 5 |Koncentr. 4 Koncentr. 3 Koncentr. 2 Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)

ICzas

24 | 48 | 24 48 24 48 24 | 48 24 48 24 | 48
(godz.)
A 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
B 5 5 4 4 5 5 5 4 5 5 5 5
C 4 4 5 5 4 4 5 5 5 5 5 5
D 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
Martwe | 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1
Efekt

5 5 5 5 5 5 0 5 0 0 0 5
(%)
\

4.4.4. Wplyw ekstraktu z Cylindrospermopsis raciborskii na D. magna

W probcee kontrolnej, pozbawionej ekstraktu z Cylindrospermopsis raciborski, a takze

w najnizszej koncentracji 5 po uptywie 24 h nie odnotowano zadnego martwego osobnika

Daphnia magna. Bardzo niski procent $miertelnosci po 24 h wéréd D. magna pojawit si¢ w

koncentracji 4, wynosit 5% 1 zwigkszal si¢ wraz ze wzrostem koncentracji ekstraktu. Po 48 h

w probie z najnizszym st¢zeniem ekstraktu $miertelno$¢ byta niska, wynoszac 10%. W

przypadku wyzszych stezen w kazdej probie zauwazono przynajmniej jednego martwego

osobnika. Zdecydowanie najwyzszy procent $miertelnosci wystapit w przypadku koncentracji

najwyzszej, zarowno po 24 h jak i po 48 h, wynosit odpowiednio 50% 1 95% (tabela 156).

Tabela 156. Wyniki przezywalnos$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy C. raciborski (A, B, C, D

— powtdrzenia testu)

Kontrola

Koncentr. 5

(6,25%)

Koncentr. 4

(12,5%)

Koncentr. 3

(25%)

Koncentr. 2

(50%)

Koncentr. 1

(100%)
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Czas
24 | 48 | 24 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48
(godz.)
A 5 5 5 4 5 2 4 2 3 1 3 0
B 5 5 5 5 4 3 5 2 5 3 3 1
C 5 5 5 5 5 4 3 3 4 3 2 0
D 5 5 5 4 5 4 4 2 3 2 2 0
Martwe | 0 0 0 2 1 7 4 11 5 11 10 | 19
Efekt
0 0 0 10 5 35 [ 20 | 55 | 25| 55| 50 | 95
(%)

4.4.5. Wplyw ekstraktu z Merismopedia glauca na D. magna

Ekstrakt z sinicy M. glauca nie spowodowat wyraznego wzrostu $miertelnosci wsrod
organizméw testowych. Najwigkszy efekt $miertelnoSci odnotowano w najwyzszych
stezeniach ekstraktu. Wyniost on dla koncentracji 2 (50% ekstraktu) 15% i dla koncentracji 1
(100% ekstraktu) 20% (tabela 157). W pozostatych stezeniach nie przekroczyt 5%.

Tabela 157. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy M. glauca (A, B, C, D —

powtdrzenia testu)

Koncentr. 5 |Koncentr. 4 Koncentr. 3 Koncentr. 2| Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 48 24 48 24 | 48 | 24 48 24 48
(godz.)
A 4 4 5 5 5 5 5 5 5 3 4 4
B 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3
C 5 5 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5
D 5 5 5 5 5 5 4 4 5 4 5 4
Martwe | 1 1 1 1 0 0 1 1 0 3 1 4
Efekt
5 5 5 5 0 0 5 5 0 15 5 20
(%)

4.4.6. Wplyw ekstraktu z Microcystis aeruginosa na D. magna

Po uptywie 24 godz. odnotowano $miertelno$¢ organizméw D. magna we wszystkich
stezeniach ekstraktu z M. aeruginosa. Wraz ze wzrostem stgzenia ekstraktu rosta jego

toksyczno$¢ wzgledem skorupiakow. Najwyzsza Smiertelnos¢ zaobserwowano w 100%
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ekstrakcie, wyniosta ona 60% po uptywie 24 godz. oraz 75% po 48 godz. (tabela 158).

Tabela 158. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy M. aeruginosa (A, B, C,

D — powtorzenia testu)

Koncentr. 5/Koncentr. 4 Koncentr. 3] Koncentr. 2 Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 48 24 48 | 24 | 48 | 24 | 48 24 48
(godz.)
A 5 4 4 4 5 4 5 4 5 4 1 0
B 5 4 5 5 4 4 4 4 3 3 4 3
C 4 4 5 4 5 5 4 4 4 4 1 0
D 5 5 5 5 4 4 4 4 5 5 2 2
Martwe | 1 3 1 2 2 3 3 4 3 4 12 15
Efekt
5 15 5 10 10 15 15 20 15 | 20 60 75
(%)

4.4.7. Wplyw ekstraktu z Nostoc sp. na D. magna

Ekstrakt z bentosowej sinicy Nostoc sp. nie powodowal wyraznie wigkszej

$miertelnosci D. magna w poréwnaniu z proba kontrolng (tabela 159). Jedynie w probie z

ekstraktem 100% odnotowano efekt §miertelnos$ci wigkszy niz 10% (wyniost on 15%).

Tabela 159. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy Nostoc sp. (A, B, C, D —

powtdrzenia testu)

Koncentr. 5Koncentr. 4

Koncentr. 3

Koncentr. 2

Koncentr. 1

Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 | 48 24 48 | 24 48 | 24 48 | 24 | 48
(godz.)
A 4 4 5 5 4 4 5 5 4 4 5 5
B 5 5 5 5 5 5 5 4 4 4 5 5
C 5 5 5 5 4 4 5 4 5 5 5 3
D 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4
Martwe | 1 1 0 0 2 2 0 2 2 2 0 3
Efekt
5 5 0 0 10 10 0 10 10 10 0 15
(%)
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4.4.8. Wplyw ekstraktu z Oscillatoria sp. na D. magna

Smiertelno$¢ skorupiakow w tescie wykorzystujacym ekstrakt z sinicy Oscillatoria sp.
wzrastata proporcjonalnie ze st¢zeniem ekstraktu oraz czasu ekspozycji. Najwyzszy efekt
$miertelnosci wynoszacy 40% uzyskano w probie zawierajacej 100% ekstraktu po 48 godz.,
przy zaledwie 10% zaobserwowanych w tej samej probie po 24 godz. W najnizszym
testowanym stezeniu (koncentracja 5) efekt $Smiertelnosci wynidst 0% po 24 godz. 1 10% po

uptywie 48 godz. (tabela 160).

Tabela 160. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy Oscillatoria sp. (A, B, C,

D — powtorzenia testu)

Koncentr. 5/ Koncentr. 4 Koncentr. 3| Koncentr. 2 | Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 48 | 24 | 48 | 24 | 48 24 48 24 48
(godz.)
A 5 5 5 4 5 5 5 5 4 4 5 3
B 5 5 5 4 5 3 4 4 4 3 4 3
C 5 5 5 5 5 5 5 3 4 4 5 2
D 5 5 5 5 5 3 5 4 4 4 5 4
Martwe | 0 0 0 2 0 4 1 4 4 5 2 8
Efekt
0 0 0 10 0 20 5 20 20 25 10 40
(%)

4.4.9. Wplyw ekstraktu z Planktothrix agardhi na D. magna

W probie kontrolnej, pozbawionej ekstraktu z Planktothrix agardhi, a takze w
koncentracji 5, 4 1 3 po uptywie 24 godz. nie odnotowano zadnego martwego osobnika
Daphnia magna. Po 48 godz. w probie kontrolnej, zaobserwowano jednego
unieruchomionego osobnika. Po 48 godz. takze w przypadku wszystkich testowanych
koncentracji zauwazono przynajmniej jednego martwego osobnika. Najwyzszy procent
$miertelnosci wystapit w przypadku ekstraktu 100%, zarowno po 24 godz. jak i po 48 godz. -
wynosit on odpowiednio 25% 1 60% (tabela 161).
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Tabela 161. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy P. agardhi (A, B, C, D —

powtorzenia testu)

Koncentr. 5 | Koncentr. 4 Koncentr. 3 Koncentr. 2 Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 @ 24 48 24 48 24 | 48 24 48 24 48
(godz.)
A 5 5 5 5 5 5 5 4 5 5 4 2
B 5 5 5 5 5 3 5 3 4 2 3 1
C 5 4 5 5 5 5 5 5 5 3 4 1
D 5 5 5 4 5 3 5 4 5 3 4 3
Martwe| 0 1 0 1 0 4 0 4 1 7 5 12
Efekt
0 5 0 5 0 20 0 20 5 35 25 60
(%)

4.4.10. Wplyw ekstraktu z Synechocystis sp. na D. magna

Test wykazal stosunkowo niski wptyw Synechocystis sp. na $§miertelno$¢ D. magna.

Ekstrakt z tej sinicy we wszystkich stgzeniach nie spowodowat $miertelnosci testowanych

skorupiakoéw powyzej 50%, osiagajac maksymalny efekt Smiertelno$ci wynoszacy 40% przy

najwyzszym stezeniu ekstraktu sinicowego po uptywie 48 godz. Przy czasie ekspozycji na

ekstrakt wynoszacym 24 godziny maksymalna $miertelno$¢ wyniosta 20% (tabela 162).

Tabela 162. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy Synechocystis sp. (A, B,

C, D — powtorzenia testu)

Koncentr. 5 Koncentr. 4 Koncentr. 3 Koncentr. 2| Koncentr. 1
Kontrola
(6,25%) (12,5%) (25%) (50%) (100%)
ICzas
24 | 48 | 24 48 24 | 48 24 48 24 48 24 48
(godz.)
A 5 5 5 5 5 4 5 5 4 4 4 4
B 4 4 5 5 5 5 4 4 4 4 4 2
C 5 5 5 5 5 5 5 3 5 3 5 4
D 5 5 5 5 4 3 5 5 5 2 3 2
Martwe | 1 1 0 0 1 4 1 3 2 7 4 8
Efekt
5 5 0 0 5 20 5 15 10 | 35 20 40
(%)
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4.5. Wplyw sinic na rozwoj zielenicy Scenedesmus quadricauda

Test hamowania wzrostu zielenicy Scenedesmus quadricauda wykonano z
wykorzystaniem 9 gatunkow sinic planktonowych i1 bentosowych. Testy byly przeprowadzone
w dwoch powtorzeniach (seriach). Wyniki przedstawione w tabelach maja nastgpujace
oznaczenia:

S — czysta kultura testowanej sinicy

Z - czysta kultura zielenicy S. quadricauda
S1:Z1 — hodowla mieszana w stosunku 1:1
S1:Z3 — hodowla mieszana w stosunku 1:3

S3:7Z1 — hodowla mieszana w stosunku 3:1

4.5.1. Wplyw sinicy Trichormus variabilis na rozw0j zielenicy Scenedesmus quadricauda

Rozwdj w probach kontrolnych Scenedesmus quadricauda oraz Trichormus variabilis
przebiegal intensywnie, liczba komorek zwigkszata si¢ proporcjonalnie wraz z uptywem
czasu trwania testu (zatacznik 67 1 68). S. quadricauda we wszystkich probach rozwijat si¢
stosunkowo szybko. W zasadzie nie byl widoczny negatywny wplyw obecno$ci sinicy.
Jedynie w hodowli mieszanej zdominowanej przez sinice (S3:Z1), S. quadricauda rozwijat si¢
nieco wolniej niz w pozostatych probach (ryc. 75 1 77). Natomiast wzrost 7. variabilis we
wszystkich probach przebiegat zdecydowanie wolniej w porownaniu do kontroli (ryc. 74 i
76), cho¢ w przypadku hodowli mieszanej zdominowanej przez sinice, réznica w stosunku do

kontroli nie byla tak duza.
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Ryec. 74. Liczebnos¢ sinicy Trichormus variabilis (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 75. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 76. Liczebno$¢ sinicy Trichormus variabilis (kom./ml) (2 seria)
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Ryec. 77. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.5.2. Wplyw sinicy Aphanizomenon gracile na rozw6j zielenicy Scenedesmus

quadricauda

Wazrost zielenicy S. quadricauda w hodowlach z sinica A. gracile, podobnie jak w
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przypadku Trichormus variabilis, nie byl wyraznie zahamowany. W prébach z duza iloscia
sinic (S1:Z1 oraz S3:Z1) zielenica osiagala wprawdzie liczebno$¢ zdecydowanie mniejsza niz
w hodowli testowej, jednak jej liczebnos¢ wzrastata proporcjonalnie z uptywem czasu. W
probie zdominowanej przez zielenice (S1:Z3) rozwoj S. quadricauda przebiegal znacznie
intensywniej niz w kontroli (ryc. 79 1 81).

Liczebnos$¢ komorek sinicy zmniejszata si¢ zdecydowanie w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej. Najwyrazniejsze hamowanie wzrostu sinicy zaobserwowano w probie S1:73,
gdzie po uplywie 7 dni testu pierwszego liczba komodrek A. gracile zmniejszyla sig
dwukrotnie (zatacznik 69). W drugiej serii badan obnizenie to bylo jednak znacznie nizsze,
wynoszac 9% liczebnosci wyjsciowe] (zatacznik 70). Najstabiej efekt hamowania rozwoju

sinicy widoczny byt w probie zdominowanej przez A. gracile (S3:Z1) (ryc. 78 1 80).
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Ryc. 78. Liczebno$¢ sinicy Aphanizomenon gracile (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 79. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 80. Liczebnos¢ sinicy Aphanizomenon gracile (kom./ml) (2 seria)
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Ryc. 81. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.5.3. Wplyw sinicy Calothrix desertica na rozw0j zielenicy Scenedesmus quadricauda

Wzrost zielenicy S. quadricauda w hodowli z sinica C. desertica nie wykazywat
zahamowania rozwoju. W probie mieszanej zdominowanej przez zielenice (S1:Z3), zwlaszcza
w drugiej serii badan, mozna byto nawet zaobserwowaé stymulacje rozwoju S. quadricauda,
gdyz rozwijal si¢ on znacznie intensywniej niz w kontroli (ryc. 83 1 85). Réwniez rozwdj
sinicy nie ulegal zahamowaniu. C. desertica rozwijata si¢ zdecydowanie wolniej niz
ekspansywna zielenica, natomiast w probach mieszanych o duzej iloéci zielenic jej wzrost byt
podobny do préby kontrolnej (zalacznik 71 1 72). W probie zdominowanej przez sinice

(S3:Z1) rozwijaly si¢ one intensywniej niz w kontroli (ryc. 82 1 84).
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Ryec. 82. Liczebnos¢ sinicy Calothrix desertica (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 83. Liczebnos$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 84. Liczebnos¢ sinicy Calothrix desertica (kom./ml) (2 seria)
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Ryec. 85. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.4.4. Wplyw sinicy Merismopedia glauca na rozwaj zielenicy Scenedesmus quadricauda

W prébach kontrolnych zielenica S. quadricauda osiagneta zdecydowanie wigksza

liczebno$¢ niz sinica M. glauca (zatacznik 73 1 74). W probach mieszanych zauwazalny byt
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negatywny wplyw obecno$ci sinicy na wzrost zielenicy, szczegodlnie w probach
zdominowanych przez M. glauca (S3:Z1). Zielenice w probach mieszanych osiagatly
zdecydowanie mniejsze liczebno$ci niz w probie kontrolnej, szczegdlnie w ostatnich dniach
trwania testu (ryc. 87 1 89).

W prébach mieszanych sinica rozwijala si¢ stosunkowo dobrze. Zauwazalne bylo
tylko niewielkie hamowanie jej rozwoju w probie zdominowanej przez zielenice (S1:Z3),
natomiast wyrazna stymulacja rozwoju sinic w probach zdominowanych przez M. glauca
(ryc. 861 88).
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Ryec. 86. Liczebnos¢ sinicy Merismopedia glauca (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 87. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 88. Liczebnos$¢ sinicy Merismopedia glauca (kom./ml) (2 seria)
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Ryec. 89. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.4.5. Wplyw sinicy Microcystis aeruginosa na rozwoj zielenicy Scenedesmus quadricauda

Microcystis aeruginosa rozwijat si¢ stosunkowo wolno w probie kontrolnej w
poréwnaniu do wzrostu liczebnos$ci Scenedesmus quadricauda, natomiast we wszystkich

probach zawierajacych oba te gatunki zauwazalne byto hamowanie rozwoju zielenicy przez
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sinicg. Szczegdlnie silny byt on w probach zawierajacych duza liczebnos$¢ sinic w stosunku
do zielenic (S3:Z1 oraz S1:Z1), w ktorych koncowa zawarto$¢ zielenic byla mniejsza niz
wyjsciowa (zalacznik 75 1 76). W probie zdominowanej przez zielenice najpierw mozna bylo
zaobserwowac stymulacje rozwoju S. quadricauda, jednak pod koniec testu jego rozwoj
ulegal spowolnieniu, a liczebno$¢ w stosunku do kontroli znacznie si¢ zmniejszata (ryc. 91 i
93).

Sinica w probach mieszanych z zielenica nie wykazywata spowolnionego rozwoju, a
w probie zdominowanej przez M. aeruginosa (S3:7Z1) widoczna byta wyrazna stymulacja jej

rozwoju (ryc. 901 92).
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Rye. 90. Liczebnos¢ sinicy Microcystis aeruginosa (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 91. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 92. Liczebno$¢ sinicy Microcystis aeruginosa (kom./ml) (2 seria)

163



200000
180000
160000 /
140000
120000
100000

80000

60000

Liczebnos$¢ (kom./ml)

40000

20000 \

0
19.05.2010 21.05.2010 23.05.2010 25.05.2010

Data

==z ==Ss1:21 §$1:23 == 83:21

Ryec. 93. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.4.6. Wplyw sinicy Nostoc sp. na rozwdj zielenicy Scenedesmus quadricauda

Proba kontrolna Nostoc sp. wykazata stosunkowo wolne tempo wzrostu sinicy w
porownaniu do zielenicy S. quadricauda (zatacznik 77 i1 78). Testy hodowli z obydwoma
gatunkami nie wykazaty zahamowania wzrostu zielenicy, cho¢ w probach z duza ilo$cia sinic
rozwdj zielenic byl nieco wolniejszy niz w kontroli. W prébie zdominowanej przez zielenice
(S1:Z3) dochodzito natomiast do wyraznej stymulacji rozwoju S. quadricauda (ryc. 951 97).

W prébach, w ktorych liczebnos$é zielenic byta na poczatku testu 3-krotnie wyzsza niz
Nostoc sp., wyraznie wida¢ bylo zmniejszone tempo wzrostu sinicy. W obydwu seriach badan
jej liczebno$¢ na koncu testu byla mniejsza od wyjsciowej. W probie zdominowanej przez
sinice (S3:Z1) dochodzito natomiast do wyraznego stymulowania ich wzrostu. W koncu testu

liczebnos$¢ Nostoc sp. byla w tym przypadku prawie dwukrotnie wyzsza niz w kontroli (ryc.
941 96).
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Ryec. 94. Liczebnos¢ sinicy Nostoc sp. (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 95. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryc. 96. Liczebno$¢ sinicy Nostoc sp. (kom./ml) (2 seria)
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Ryec. 97. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.5.7. Wplyw sinicy Oscillatoria sp. na rozwaj zielenicy Scenedesmus quadricauda

Zielenica S. quadricauda w poroéwnaniu do proby kontrolnej w testach z obecnoscia
sinicy Oscillatoria sp. wykazata ok. 50% spadek tempa wzrostu. Jedynie w probie, w ktorej

stosunek sinicy do zielenicy wynosit 1:3, S. quadricauda uzyskala wysoka liczebnos¢,
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przewyzszajaca kontrolg (ryc. 991 101).
Sinica w wigkszosci prob miata poréwnywalne liczebnosci (zalacznik 79 i 80).
Jedynie w probie mieszanej zdominowanej przez sinice (S3:Z1) Oscillatoria sp. wykazywata

znacznie intensywniejszy wzrost niz w probie kontrolnej (rys. 98 1 100).
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Rye. 98. Liczebnos¢ sinicy Oscillatoria sp. (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 99. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Rye. 100. Liczebno$¢ sinicy Oscillatoria sp. (kom./ml) (2 seria)

Liczebnos¢ Scenedesmus quadricauda
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Ryec. 101. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.4.8. Wplyw sinicy Planktothrix agardhi na rozwoj zielenicy Scenedesmus quadricauda

Tempo wzrostu zielenicy S. quadricauda byto wyraznie nizsze w wigkszo$ci prob z

obecnoscia sinicy P. agardhii. W teécie, w ktoérym stosunek sinicy do zielenicy wynosi 3:1
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liczba komorek zielenicy w ostatnim dniu testu jest mniejsza niz na jego poczatku w
doswiadczeniu pierwszym (zatacznik 81) i zblizona do wyjsSciowej w serii 2 (zatacznik 82). W
probach mieszanych zdominowanych przez zielenice (S1:Z3) poczatkowo mozna bylo
zaobserwowa¢ stymulacjg ich rozwoju, jednak po czterech dniach trwania testu liczebnos¢ S.
quadricauda zrownala si¢ z kontrola (ryc. 103 1 105).

Rozw¢j sinic w probach mieszanych w zasadzie ulegl niewielkiemu spowolnieniu,
jednak w probie zdominowane] przez Planktothrix agardhi (S3:Z1) zaobserwowaé byto

mozna wyrazna stymulacjg jego rozwoju (ryc. 102 1 104).
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Rye. 102. Liczebno$¢ sinicy Planktothrix agardhi (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 103. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
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Ryec. 104. Liczebno$¢ sinicy Planktotrhix agardhi (kom./ml) (2 seria)

170



180000

160000

140000

120000

100000 /
80000

60000

Liczebnos$¢ (kom./ml)

40000 —

20000

0
19.05.2010 21.05.2010 23.05.2010 25.05.2010

Data

==z ==S1:Z1 $1:23 ==S3:21

Ryc. 105. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

4.4.9. Wplyw sinicy Synechocystis sp. na rozwdj zielenicy Scenedesmus quadricauda

Synechocystis sp. wyraznie wptywat na zahamowanie wzrostu S. quadricauda. Jedynie
w probie, w ktorej w pierwszym dniu liczebno$¢ zielenicy byta 3 razy wigksza od
testowanego gatunku sinicy, S. quadricauda osiagat liczebno$§¢ wyzsza niz sinica (zatacznik
83 1 84). Najsilniejsze hamowanie rozwoju zielenicy miato miejsce w probie mieszanej
zdominowanej przez sinicg (S3:Z1) (ryc. 107 1 109).

Rozwoj Synechocystis sp. przebiegal podobnie do S. quadricauda, cho¢ hamowanie
rozwoju sinicy w probach zdominowanych przez zielenicg nie bylo tak intensywne (ryc. 106 1
108). Wyrazna stymulacj¢ rozwoju Synechocystis sp. mozna byto zaobserwowac¢ w probach

mieszanych, zdominowanych przez t¢ sinicg (106 1 108).
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Rye. 106. Liczebno$¢ sinicy Synechocystis sp. (kom./ml) (1 seria)
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Rye. 107. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)

172



200000

180000

160000

140000

120000

100000

80000

60000

Liczebnos$¢ (kom./ml)

40000
20000

0
29.05.2010 31.05.2010 3.06.2010 5.06.2010

Data

=8 ==81:21 S$1:23 ==S83:Z1

Ryc. 108. Liczebnos¢ sinicy Synechocystis sp. (kom./ml) (2 seria)
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Rye. 109. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
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S. Dyskusja

5.1. Badanie probek srodowiskowych

W zdecydowanej wigkszosci sposrod 96 przebadanych prob zaobserwowano masowe
pojawienie si¢ sinic, czyli ponad 1000 osobnikéw na 1 ml wody (Starmach, 1976). Jedynie w
2 probach liczebnos$¢ cyjanobakterii nie przekroczyta powyzszej wartosci, miato to miejsce w
probach pobranych z Jeziora Biezdruchowskiego w lipcu 2007 roku oraz w czerwcu 2008
roku. W obu wyzej wymienionych probach nie wykryto badanych hepatotoksyn. Gatunkami
dominujacymi byty w nich Planktothrix prolifica oraz Planktothrix agardhi w roku 2007 1
Chroococcus minimus w roku 2008, a wigc gatunki potencjalnie toksyczne (Wiedner 1 in.
2001). Brak toksyn w wodzie zwiazany byt prawdopodobnie ze zbyt mata liczebnoscia tych
gatunkoéw lub wystgpowaniem szczepOw nietoksycznych.

We wszystkich pobranych probach udalo si¢ oznaczy¢ tacznie 29 gatunkow sinic.
Najwigce] gatunkdéw pochodzito z rodzajow Anabaena oraz Aphanizomenon, spos$rod ktérych
wiele gatunkéw wytwarza toksyny (Mazur-Marzec 1 in. 2009). Najwigksza roznorodnos¢
gatunkoéw zostata stwierdzona w Jeziorze Dymaczewskim (17) oraz w Jeziorze Kornickim
(15), nie miato to jednak przetozenia na st¢zenie mikrocystyn w wodzie.

Wedtug proponowanego limitu toksycznych zakwitéw sinicowych na kapieliskach,
wyrdznia si¢ trzy stopnie zagrozenia (Falconer 1 in., 1999, Tarczynska i Mankiewicz 2003,
Mankiewicz 1 in., 2004). Sposrod pobranych prob 53 kwalifikuje sig do I stopnia zagrozZenia.
Sa to proby z kapielisk znajdujacych si¢ na jeziorach najbardziej podatnych na degradacje i
zeutrofizowanych. Na I stopien zagrozenia, w ktorym liczebno$¢ sinic wynosi ponad 20 000
komoérek/ml wody, wskazuja wszystkie proby =z jezior: Bninskiego, Kornickiego,
Strykowskiego oraz 10 prob z jeziora Malta, 11 prob z Jeziora Niepruszewskiego i 2 proby z
jeziora Rusatka. Do II stopnia zagrozenia (ponad 100 000 komoérek/ml wody) oraz III stopnia
zagrozenia (kozuch sinicowy) nie zakwalifikowano zadnej proby. Wedlug autorow
proponowanego limitu przy 1 stopniu zagrozenia mozna si¢ spodziewal 2-4 pg I
mikrocystyn, jezeli w wodzie dominuja sinice odpowiedzialne za produkcje¢ hepatotoksyn, a
przy II stopniu zagrozenia 20-50 pg 1" mikrocystyn, jezeli w wodzie dominuja sinice z
rodzaju Microcystis. Przy dominacji sinic z rodzaju Planktothrix poziom toksyczno$ci moze
by¢ dwukrotnie wyzszy.

W probach z monitorowanych jezior o I stopniu zagrozenia nie wykryto az tak wysokich
stezen mikrocystyn. Ich warto$¢ miescita si¢ w zakresie od 0.000 do 0,910 ug I'. Najwyzsza z

podanych wartosci wykryto w jeziorze Rusatka w sierpniu 2007 roku, kiedy w skladzie
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gatunkowym sinic dominowata Lyngbya limnetica, Pseudanabaena limnetica oraz z mniejsza
liczebnoscia Planktothrix agardhi, a wigc gatunki produkujace mikrocystyny (Sivonen 1990,
Sivonen 1996, Bertram 1 Chorus 1999, Keil 1 in. 2002, Wolf i1 Frank 2002).

Najwyzsze stgzenie mikrocystyn badania przeprowadzone na HPLC wykazaly w
Jeziorze Biezdruchowskim 23 lipcu 2008. Wynosito ono 1,126 pg 1", mimo ze liczebno$é
sinic byta nizsza niz w jeziorach o I stopniu zagrozenia.

W ciagu 4 lat badan w Jeziorze Biezdruchowskim procentowy udziat sinic w
fitoplanktonie wynosit od 4 do 22%. Maksymalna liczebno$¢ fitoplanktonu wyniosta 22664
kom./ml w probie pobranej 23 lipca 2008 roku, w ktoérej stwierdzono maksymalna ilo$¢
mikrocystyn, natomiast maksymalna liczebno$¢ sinic wyniosta 4928 kom./ml w probie
pobranej dwa tygodnie wczesniej (9 lipca 2008 roku). W sktadzie gatunkowym fitoplanktonu
Jeziora Biezdruchowskiego wyrdzniono az 13 gatunkéw sinic, we wszystkich latach
gatunkiem uzyskujacym zawsze wysoka liczebno$¢ byl Chroococcus minimus. W latach
2007-2009 drugim podstawowym gatunkiem byt Planktothrix prolifica. Stosunkowo wysoka
liczebno$¢ uzyskiwaly rowniez w latach 2007-2008 Lyngbya limnetica oraz w roku 2008
Microcystis aeruginosa 1 Planktothrix agardhi, a wigc gatunki znane z produkcji
cyjanotoksyn (Sivonen 1990, Sivonen 1996, Bertram i Chorus 1999, Keil i in. 2002, Wolf i
Frank 2002). Mimo to, jedynie w dwoéch probach pobranych z omawianego jeziora
stwierdzono obecno$¢ badanych mikrocystyn. W prébie z 7 sierpnia 2007 roku stezenie to
wyniosto 0,456 pg 1", w tym 0,446 pg 1" stanowila mikrocystyna-LR, podczas gdy
mikrocystyna-RR zostata stwierdzona w minimalnym stgzeniu. W koncu lipca 2008 roku
stezenie mikrocystyn wynosito 1,126 pg 1!, przy czym az 0,889 pg 1! stanowita
mikrocystyna-LR, a pozostata warto§¢ mikrocystyna-YR. W obu prébach, w ktérych
stwierdzono obecno$¢ toksyn, dominowaty gatunki Chroococcus minimus oraz Lyngbya
limnetica, dodatkowo w roku 2007 stosunkowo wysoka liczebno$¢ uzyskat Planktothrix
prolifica, a w roku 2008 Planktothrix agardhi. Sktad gatunkowy proby z 2007 roku wyr6zniat
si¢ od pozostatych obecnoscia niewielkiej liczby Anabaena spiroides f. minima, by¢ moze jej
obecno$¢ byta odpowiedzialna za obecnos¢ ktorej§ toksyny w probie. W toksycznej probie z
roku 2008 natomiast pojawit si¢ Microcystis wesenbergii. Rodzaj Microcystis jest
najpowszechniejszym producentem toksyn (Carmichael i in. 1988, Znachor i in. 2006), jednak
gatunek M. wesenbergii na podstawie badan niemieckich badaczy nie posiada gendéw
odpowiedzialnych za produkcje toksyn (Kurmayer i in. 2002). Pod wzgledem fizyczno-
chemicznym préoby wody z omawianego jeziora charakteryzowato wysokie natlenienie, lekko
zasadowy odczyn oraz wysokie przewodnictwo, co $wiadczy o wysokiej trofii jeziora i

intensywnie prowadzonym procesie produkcji pierwotnej (Lampert 1 Sommer 2001).
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Wszystkie proby pobrane z Jeziora Bninskiego zawieraly sinice w liczbie powyzej
20000 kom./ml. Maksymalna liczebno$¢ sinic wynosita 88901 kom./ml w prébie z 21 sierpnia
2008 roku, jednocze$nie w tej samej probie sinice osiagnely najwyzszy udziat procentowy w
ogolnej liczbie fitoplanktonu (83%). W omawianym zbiorniku nie odnotowano obecno$ci
najpowszechniejszego gatunku w naszych wodach produkujacego mikrocystyny, czyli
Microcystis aeruginosa (Grabowska 1998, Mazur i in. 2003). Mimo to, w potowie prob
potwierdzono obecnos$¢ mikrocystyn. Maksymalne st¢zenie toksyn stwierdzono w probie z
konica lipca 2007 roku i wyniosto ono 0,890 ug 1", w pozostatych probach z cyjanotoksynami
wahalo sie ono w zakresie 0,050 — 0,620 pg 1. We wszystkich probach z zawartoscia
mikrocystyn gatunki Limnothrix redeckei 1 Planktothrix agardhi uzyskiwaly w
poszczegbdlnych latach swoja maksymalna liczebno$¢ i1 to one prawdopodobnie byty
odpowiedzialne za produkcja toksycznych metabolitow w tym jeziorze. Limnothrix redekei
jest podawany w literaturze jako jeden z gléwnych producentow hepatotoksyn (Wolf i Frank,
2002), stezenie mikrocystyn dochodzito do 3,0 ug 1! podczas zakwitow sinic z jego
dominacja w jeziorze w Bourg Blanc we Francji. Natomiast P. agardhi to jeden z
powszechniejszych gatunkéw tworzacych toksyczne zakwity wody w naszej strefie
klimatycznej (Wieder i in. 2001, Pawlik-Skowronska 1 in. 2004, Stefaniak i in. 2005).

Ogolna liczebnos$¢ fitoplanktonu w Jeziorze Dymaczewskim nie przekroczyta w okresie
badan 40 000 kom. na 1 ml wody, przy czym sinice osiagn¢ly maksymalna liczebnos¢ 14 839
kom./ml w probie z 21 sierpnia 2008 roku. W jeziorze tym stwierdzano wczesniej silniejsze
zakwity sinicowe, np. dwukrotnie wigksza liczebnos¢ sinice osiagnety w sierpniu 2004 roku
(Zagajewski 1 in. 2007). Procentowy udziat sinic w ogdlnej liczbie komorek fitoplanktonu
wynosit od 16% w lipcu 2007 roku do 40% w sierpniu 2007 roku. Zaréwno liczebno$¢ sinic,
jak 1 procentowy ich udziat, zwigkszal si¢ w czasie sezonu wegetacyjnego obydwu lat badan,
osiagajac maksymalne warto§ci w sierpniu. Sklad gatunkowy sinic w Jeziorze
Dymaczewskim byt najbogatszy sposréd monitorowanych jezior. Rozrézniono 17 gatunkéw
sinic, a ws$rod nich Anabenopsis cuningtonii, Aphanizomenon aphanizomenoides,
Cuspidothrix sp., Cylindrospermopsis raciborskii 1 Raphidiopsis mediterranea. Sa one
uznawane za gatunki inwazyjne, stosunkowo rzadko podawane z terenu Polski (Stefaniak i
Kokocinski 2005). We wszystkich probach dominowatly gatunki nitkowate: Planktothrix
agardhi, Pseudanabaena limnetica, Lyngbya limnetica, znane z produkcji toksyn (Willame 1
in. 2005). Nic wigc dziwnego, ze tylko w jednej probie pobranej z jeziora nie stwierdzono
obecno$ci mikrocystyn, tj. w probie z 10 lipca 2007 roku. W poréwnaniu z pozostatymi
probami gatunki trzech nitkowatych sinic wystapity w niej w najmniejszej liczebnosci, co

thumaczy uzyskany wynik. Maksymalne stgzenie mikrocystyny osiagnety w probach z roku
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2006, z 23 sierpnia — 0,955 ug 1", z 9 sierpnia — 0,812 ug 1"'. W roku 2007 byty one nieco
nizsze, osiagajac maksymalna warto$¢ rowniez w koncu lata — 21 sierpnia, gdy st¢zenie
mikrocystyn wyniosto 0,760 pg I"'. Osiaganie coraz wigkszych warto$ci przez mikrocystyny
w kolejnych probach pobieranych w ciagu lata bylo réwniez stwierdzane w zbiorniku Bautzen
(Benndorf i Henning 1989, Jihnichen i in. 2001). Bylo to spowodowane zmiang sktadu
gatunkowego oraz zwigkszajacym si¢ w ciagu lata udzialem szczepow toksycznych, w
stosunku do nietoksycznych. Dominujaca mikrocystyna wystepujaca w probach byta MC-
RR, nie potwierdzono obecnosci MC-YR, natomiast najpospolitsza 1 najbardziej toksyczna
MC-LR wystapita tylko w jednej probie z 24 lipca 2007, gdy jej stezenie wyniosto jedynie
0,043 pg I''. W poprzednich latach badafh rowniez dominowata MC-RR osiagajac w roku
2004 stezenie 0,8 pg 1! przy ogodlnej zawarto$ci mikrocystyn wynoszacym 1,4 pg I°
'(Zagajewski i in. 2007). Gosh i in. (2008) sugeruja, ze dominacja MC-RR jest typowa dla
wod tropikalnych, podczas gdy MC-LR dla jezior strefy umiarkowanej. By¢ moze ma to
zwiazek ze stwierdzonymi w jeziorze tropikalnymi gatunkami inwazyjnymi.

W 12 prébach z Jeziora Kierskiego procentowy udziat sinic wynosit od 14 do 42%,
najwyzszy udziatl zaobserwowano w probie z konca sierpnia 2006 roku. W tej samej probie
sinice osiagngty réwniez najwigksza liczebno$¢ sposrdd przebadanych prob — 9422 komorki
w 1 ml wody. W ciagu 4 lat badan odnotowano jedynie 9 gatunkéw sinic. W poszczegodlnych
probach najwigksze liczebnosci osiagaty gatunki z rodzaju Chroococcus oraz Lyngbya
limnetica 1 Pseudanabaena limnetica. W dwdch ostatnich latach badan pojawity si¢ 2 gatunki
wczesniej nie obserwowane: Cylindrospermopsis raciborskii oraz gatunek uznawany za
jednego z wazniejszych producentéw mikrocystyn — Microcystis aeruginosa (Codd 1995,
Faster i in. 1995, Lahti 1 in. 1997, Rogalska-Kupiec, Bochnia 1998, Codd 2000, Oudra 1 in.,
2000). Mikrocystyny zostaly stwierdzone tylko w 4 prébach z Jeziora Kierskiego, a
maksymalne stezenie osiagnely 5 sierpnia 2008 roku — 0,404 pg 1. Sktad gatunkowy prob z
potwierdzona obecnoscia toksyn nie odbiegal od sktadu prob bez toksyn, natomiast w probach
tych sinice wystgpowaly w najwigkszej liczebnosci. Réwniez niespodziewanie wysokie
stezenie mikrocystyn stwierdzono w omawianym jeziorze w sierpniu 2004 r. — 1,6 pg 1"
(Zagajewski 1 in. 2007). W probie z tego zbiornika wystgpowato jedynie 2746 komoérek sinic
na Iml wody, a dominowaly gatunki z rodzaju Aphanizomenon. Stosunkowo wysoka
liczebno$¢ osiagnat jednak, podobnie jak w badanych obecnie prébach, gatunek toksyczny
Lyngbya limnetica (Faster i in. 1995) 1 to on jest zapewne odpowiedzialny za duza
toksyczno$¢ prob. Wskazniki fizyko-chemiczne w probach z zawarto$cia mikrocystyn nie
odbiegaty zasadniczo od pozostatych, charakteryzowaty sig¢ jednak stosunkowo wysokim pH i

przewodnictwem elektrolitycznym oraz duzym natlenieniem. Wskazuje to na intensywny
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rozwoj fitoplanktonu (faza wzrostu logarytmicznego), w trakcie ktorego produkcja toksyn
przez sinice jest najwigksza (Jahnichen i in. 2001). Temperatura wody zawierata sig¢ w
granicach 21,3 do 24,9°C, co dodatkowo sprzyjato rozwojowi sinic (Shapiro 1990).

We wszystkich probach pobranych w ciagu dwoch lat badan z Jeziora Kornickiego
dominowaty sinice, ktdrych liczebno$¢ maksymalnie wyniosta 97 540 kom. w 1 ml wody (w
probie z 23 lipca 2008 roku). Procentowy udzial sinic w fitoplanktonie miescit si¢ w zakresie
61-88%. Zaréwno liczebnos¢, jak i1 procentowy udzial sinic w sktadzie fitoplanktonu byty
wyraznie wyzsze w roku 2008, niz w 2009, wptyw na to moze mie¢ m.in. nizsza temperatura
wody w roku 2009. Sktad gatunkowy byt bardzo r6znorodny, wyrdzniono 15 gatunkow sinic
z czego najliczniej wystepowat Planktothrix agardhi, gatunkami wspdétdominujacymi byty
Limnothrix redeckei, Lyngbya limnetica oraz Pseudanabaena limnetica. Gatunki te
prawdopodobnie odpowiedzialne byly za obecnos¢ cyjanotoksyn w jeziorze, gdyz znane sa
doniesienia o ich toksyczno$ci (m.in. Wiedner 1 in.2001, Wolf i Frank 2002). Poza proba z
czerwca 2008 roku, we wszystkich probach stwierdzono obecno$¢ inwazyjnego gatunku
Cylindrospermopsis raciborski, ktory mimo zmniejszonej liczebnosci sinic w roku 2009,
osiagnal minimalnie wigksza liczebno$¢ niz w roku ubieglym. Swiadczy¢ to moze o
niebezpieczenstwie zwigkszania si¢ populacji tego inwazyjnego gatunku w kolejnych latach.
Mikrocystyny wystapity w 4 probach, maksymalne stgzenie osiagajac w probie z 6 sierpnia
2008 roku — 0,842 pg I''. W probie tej nastapito zmniejszenie liczebnos$ci sinic (gtdwnie
potencjalnie toksycznych) w poréwnaniu z proba z konca lipca, co moze $wiadczy¢ o
uwolnieniu toksyn do wody podczas obumierania ich komoérek. W roku 2009 stgzenie
mikrocystyn bylo wyraznie nizsze, wynika to z okoto dwukrotnie mniejszej liczebnosci sinic.
Rowniez wszystkie badane wskazniki fizyczno-chemiczne miaty w roku 2009 nizsze
wartosci, co ma bezposredni zwiazek z mniejsza iloscia fitoplanktonu.

W 12 prébach z jeziora Malta procentowy udzial sinic w ogdlnej liczbie komorek
fitoplanktonu wahat si¢ od 65 do 89%. Najwicksza liczebno$¢ sinice uzyskaty w prébach z
roku 2006, powyzej 60000 komoérek na 1 ml wody. Najmniejsza liczebno$¢ uzyskaty one w
probach z roku 2008. W ciagu 4 lat badan w Zbiorniku Maltanskim zidentyfikowano 10
gatunkow sinic. Najliczniej wystgpowaly: Aphanizomenon flos-aquae, Planktothrix agardhi
oraz Pseudanabaena limnetica. Obecno$¢ A. flos-aque moze $wiadczy¢ o obecnosci na
kapielisku neurotoksyn (anatoksyna-a, saksitoksyna) (Codd 1995, Rogalska-Kupiec, Bochnia
1998, Codd 2000). Neurotoksyny moga rowniez by¢ produkowane przez obecne w zbiorniku
sinice z rodzaju Anabaena (Main 2004). Maksymalne stezenie mikrocystyn stwierdzono w
probie z 8 sierpnia 2006 roku, wyniosto ono 0,765 ug I''. W pozostatych prébach stezenie
toksyn byto zdecydowanie nizsze i wahato si¢ w zakresie od 0,009 do 0,209 pg 1. W
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poszczegolnych latach sktad gatunkowy sinic w probach z toksynami nie odbiegal znaczaco
od pozostatych prob, jedynie w roku 2008 w probie z cyjanotoksynami pojawit si¢ gatunek
Microcystis  aeruginosa, a Planktorhrix agardhi osiagnat zdecydowanie najwigksza
liczebno$¢. Sa to gldwni producenci mikrocystyn (Carmichael i in 1988, Wiedner i in. 2001).
M. aeruginosa juz w poprzednich latach powodowat toksyczno$¢ zakwitu w jeziorze Malta.
We wrzesniu 2005 roku osiagnal on liczebno$¢ ponad 100 000 kom./ml wody, a poziom
mikrocystyn przekroczyt 6 pg 1" (Zagajewski i in. 2007).

Jezioro Niepruszewskie charakteryzowato si¢ wysokim udzialem sinic w ogolnej
liczebnosci fitoplanktonu, we wszystkich probach pobranych w ciagu 4 lat badan. Udziat
procentowy sinic wynosit od 74% do 94%. Maksymalna liczebno$¢ sinic wyniosta 47549
kom. ml" wody w probie z 17 sierpnia 2009 roku. Skiad gatunkowy sinic byl stosunkowo
ubogi, wyrdzniono jedynie 6 gatunkow. W ciagu 4 lat badan pojawialy si¢ te same gatunki
sinic, z ktoérych wyrazna dominacj¢ osiagnat Limnothrix redeckei oraz Planktothrix agardhi.
Stabilno$¢ skladu gatunkowego potwierdzaja wczesniejsze badania z lat 2004-2005
(Zagajewski 1 in. 2007). Mikrocystyny zostaly stwierdzone we wszystkich, poza jedna,
probach pobranych z jeziora. W roku 2006 najwigksze stgzenie miala mikrocystyna-RR, w
pozostatych prébach mikrocystyna-LR, natomiast nie stwierdzono obecno$ci mikrocystyny-
YR. We wszystkich probach stezenie toksyn nie przekroczyto maksymalnego poziomu 0,354
ug 1M uzyskanego w probie z 20 lipca 2009 roku. W probie z czerwca 2008 roku nie wykryto
toksyn, co moglo by¢ spowodowane stosunkowo nieduza liczebnoscia gatunku Planktothrix
agardhi, znanego z efektywnej produkcji mikrocystyn (Wiedner i in. 2001). Bardziej
prawdopodobna jest jednak mata liczebno$¢ toksycznych szczepdw sinic na poczatku sezonu
wegetacyjnego, na co zwracaja uwage Benndorf 1 Henning (1989).

Procentowy udziat sinic w ogoélnej liczbie fitoplanktonu Jeziora Rusatka wynosit od
30% do 75%. W ciagu 4 lat badan najwyzszy udziat sinic odnotowano w sierpniu 2009 roku,
kiedy to ich liczebno$¢ wyniosta 23947 komorek na 1 ml wody. Sktad gatunkowy sinic w
omawianym zbiorniku byl stosunkowo bogaty, wyrdzniono 12 gatunkéw sinic z czego
najliczniej wystepowaty: Lyngbya limnetica, Pseudanabaena limnetica oraz gatunki z
rodzaju Aphanizomenon. W roku 2009 stosunkowo duza liczebno$¢ uzyskat réwniez gatunek
Planktothrix agardhi. We wszystkich latach badan obserwowany byt réwniez gatunek
inwazyjny Cylindrospermopsis raciborski. Sktad gatunkowy w poszczeg6lnych latach roznit
si¢ nieznacznie. W roku 2006 oraz 2008 nie stwierdzono obecnosci mikrocystyn w pobranych
probach. W dwoch probach z roku 2007 oraz obu pobranych w roku 2009 byly obecne
toksyny. Proby te wyr6zniata stosunkowo duza liczebno$¢ potencjalnie toksycznej sinicy P,

agardhi (Wiedner 1 in. 2001, Mazur 1 in. 2009). Maksymalne stezenie mikrocystyn
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odnotowano w probie z 21 sierpnia 2007 roku, wyniosto ono 0,910 pg 1"'. W probie tej sinice
osiagnely najwyzsza liczebno§¢ w 2007 roku. W probie tej nie obserwowano L. redeckei,
obecnej we wczesniejszych probach, a wigc toksyny mogly by¢ uwolnione do wody podczas
lizy komorek ustgpujacego gatunku.

We wszystkich probach z Jeziora Strykowskiego sinice byty dominujacymi taksonami.
Maksymalna liczebno$¢ sinic wynosita 55039 kom./ml w probie z 4 sierpnia 2008 roku. W
ciagu badan stwierdzono obecno$¢ jedynie 7 gatunkow sinic w jeziorze, sktad gatunkowy byt
stabilny 1 powtarzalny przez caty okres badan, potwierdzaja to badania z wczesniejszych lat
(Zagajewski 1 in. 2007). W zbiorniku wystgpowaly jedynie gatunki nitkowate, z ktorych
najwyzsze liczebnosci uzyskiwaty Lyngbya limnetica, Planktothrix agardhi oraz
Pseudanabaena limnetica, gatunki powszechnie uwazane za producentdéw mikrocystyn
(Wiedner i in. 2001). Mikrocystyny zostaty wykryte tylko w jednej probie z roku 2007 oraz
dwoéch prébach pobranych w 2008 roku. Prawdopodobnie wigc w zbiorniku w réznych
okresach dochodzito do okresowych dominacji szczepéw sinic toksycznych 1 nie
posiadajacych zdolnosci produkcji mikrocystyn (Sivonen 1 Jones 1999). W 2007 roku stezenie
mikrocystyn byto najnizsze i wyniosto 0,229 pg 1", przy najwyzszym stezeniu w probie z
sierpnia 2008 roku, wynoszacym 0,826 pg I"'. W toksycznej probie z 2007 roku maksymalng
liczebnos¢ uzyskat potencjalnie toksyczny gatunek Planktothrix agardhi, tak samo jak w
probach zawierajacych toksyny z roku 2008.

Stosunkowo mate stezenie mikrocystyn w monitorowanych jeziorach, w poréwnaniu z
danymi podawanymi przez innych autoréw, moze by¢ spowodowane niesprzyjajacymi
warunkami i brakiem czynnikéw stymulujacych produkcje toksyn sinicowych. Srednia
temperatura wody nie przekroczyla w okresie monitoringu 25°C, podczas gdy optymalna
temperatura wzrostu jednej z odmian Microcystis aeruginosa wynosi 32°C (Tarczynska, za
Watanabe 1 Oishi, 1994). Optymalne warunki wzrostu i produkcji toksyn nastgpuja w
obecnosci cynku i zelaza. Natomiast przy matych st¢zeniach lub braku zelaza (Fe) komorki
M. aeruginosa wzrastaja wolno, ale produkuja 20-40% wigcej toksyny (Lukac i Aegerter
1993).

Cyjanotoksyny wydzielane sa do wody gtownie wowczas, gdy komorki ging lub starzeja
si¢ 1 traca swoja zawarto$¢ (Tarczynska i Zalewski, 1994). Male stgzenie mikrocystyn w
omawianych probach mogto by¢ wigc spowodowane poborem prob do analizy w okresie,
kiedy komorki sinic nie ulegaly degradacji.

Pojawienie si¢ coraz wigkszej liczby obserwowanych komorek na 1 ml wody gatunku
Cylindrospermopsis raciborski, moze doprowadzi¢ do pojawienia si¢ w jeziorach groznej

cylindrospermopsyny. Gatunek ten byt obserwowany w pigciu jeziorach, jednak jego
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liczebno$¢ nie przekroczyta 4000 komoérek/ml wody Jak podaja Saker i Grifiths (2001)
gatunek ten czgsto tworzy réwniez trudniejsze do wykrycia masowe zakwity w wodzie na
glebokosci 2-3m. Wg danych literaturowych cylindrospermopsyna jest wykrywana w wodzie
przy 15000 komorek C. raciborskii na 1 ml wody, a przy 20 000 komoérek/ml wody moze
osiagna¢ ona warto$¢ 1 ug I (McGregor i Fabbroh, 2000). Ze wzgledu na inwazyjnos¢ tego
gatunku (Druart i Briand 2002, Stefaniak i Kokocinski 2005, Fastner i in. 2007) ryzyko
wystapienia cylindrospermopsyny w niedalekiej przysztosci jest bardzo prawdopodobne.

Stezenia mikrocystyn obserwowane w monitorowanych jeziorach mimo niskiej wartosci
moga prowadzi¢ do powaznych zaburzen w ekosystemie wodnym. Potencjalne ryzyko
potwierdzaja doniesienia z réznych stron swiata. W 1999 roku miato miejsce tragiczne
zdarzenie nad jeziorem Bogoria w Afryce. Podczas goracego lata wystapity masowe pojawy
sinic z gatunku Arthrospira fusiformis. W wyniku tego zgingto 30 000 flamingéw. Flamingi
spozywaly $rednio 72 g suchej masy sinic dziennie. Wysoka koncentracja anatoksyny-a oraz
mikrocystyny w zoladkach martwych ptakow wskazuje na zatrucie hepatotoksynami i
neurotoksynami, jako gtoéwna przyczyne $mierci ptakow (Krientz i in., 2003). W poznanskim
Ogrodzie Zoologicznym rowniez dochodzilo do $mierci flamingow w roku 2002, gdy w
stawach przeznaczonych dla ptakéw wodnych wystapit bardzo silny zakwit sinic (Goldyn, inf.
ustna). W jeziorze Aculeo podczas zakwitu Microcystis aeruginosa masowo gingty ryby z
gatunkow  Odontesthes bonariensis Valenciennes oraz Cyprinus caprio Linneo.
Laboratoryjnie udowodniono, ze mikrocystyna-LR podczas oddziatywania na skrzela hamuje
enzym ATPaze, odpowiedzialny za transport jonow Ca** i Na™+K". Prowadzi to do
blokowania funkcji skrzel, czego rezultatem jest zaklocenie waznych mechanizméw
zaangazowanych w zachowanie homeostazy. Do catkowitej inhibicji enzymow dochodzito
przy stezeniu mikrocystyny na poziomie 4 pg/ml wody (Zambrano i Canelo, 1996). Jest to
jednak stezenie kilkakrotnie wyzsze od odnotowanych w omawianych jeziorach.

Woda z niektorych monitorowanych zbiornikow (J. Bninskie, J. Strykowskie) jest
wykorzystywana do nawadniania terenow uprawnych. Moze prowadzi¢ to do powaznych
konsekwencji, poniewaz toksyny produkowane przez sinice wptywaja negatywnie na rozwoj
ro$lin uprawnych. Podczas podlewania woda zawierajaca mikrocystyny upraw ziemniakow
Solanum tuberosum 1 fasoli Phaseolus vulgaris nastgpowalo zahamowanie wzrostu roslin. W
Chinach, gdzie problem toksycznych zakwitow sinic jest bardzo powszechny, dochodzi do
zahamowanie wzrostu uprawianych na duza skale ryzu i1 rzepaku. Testowano wplyw
mikrocystyn w st¢zeniach 3, 0,6 1 0,12 pug/ml wody na wzrost ryzu (Oryza sativa) i rzepaku
(Brassica napus). Przy dawce najnizszej nie zaobserwowano zadnych widocznych zmian w

sadzonkach ryzu. Przy dawce powyzej 0,6 pg/ml sadzonki mialy krotsze pedy, a przy
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wzro$cie dawki do 3 pg/ml ryz nie wyksztatcat korzeni pierwotnych. W przypadku rzepaku
juz przy dawce 0,12 pg/ml nastgpowalo brazowienie pedow, a przy dawce 3 pg/ml
nastgpowata catkowita nekroza sadzonki (Chen 1 in., 2004).

Niski poziom mikrocystyn w monitorowanych zbiornikach nie musi $wiadczy¢ o realnie
niskim zagrozeniu toksykologicznym. Ws$rod cyanobakterii wystgpujacych na kapieliskach w
Poznaniu i okolicy poza gatunkami produkujacymi hepatotoksyny, mamy zapewne do
czynienia z producentami groznych neurotoksyn (anatoksyn 1 saksitoksyn). Poziom
mikrocystyn w probie nie zawsze bowiem odpowiada jej toksycznosci. Badania
przeprowadzone na Planktothrix agardhii wykazaty brak korelacji pomigdzy produkowaniem
przez rézne szczepy mikrocystyn, a ich toksyczno$cia. Szczep NIVA 34 nie produkujacy
zadnych mikrocystyn, wykazywat najwigksza toksycznos¢ (Keil 1 in. 2002).

182



5.2. Izolacja DNA

Coraz czesciej do identyfikacji organizmow stosuje si¢ technike PCR (tancuchowa
reakcj¢ polimeryzacji). Umozliwia ona specyficzna amplifikacj¢ odcinkéow DNA
1 RNA, przepisanych na cDNA, dzigki wykorzystaniu dwdch starterow komplementarnych do
sekwencji docelowej. Zaleta tej metody jest jej czulo$¢ zapewniajaca precyzje (ktoéra niweluje
problemy zwiazane ze zmienno$cia fenotypowa) oraz szybkos$¢ (Neilan 2002, Stomski 1 in.
2008).

Do identyfikacji gatunkow zostaty wykorzystane zardéwno obszary ITS jak i 16S rRNA.
Pierwsze, amplifikowano za pomoca starterow 322F i1 340R, natomiast do rejonéw 16S rRNA
uzyto kilku zestawow starterow, w celu weryfikacji ich skutecznosci.

Zestaw pierwszy, w ktorego sktad wchodzity startery: CYA359F oraz 23S30R,
proponowal Koskenniemi (2007), wykonujacy analizy na Nodularia sp. Podjgto probe
amplifikacji rejonéw 16S rRNA na dziesigciu hodowlach. Efekt, w postaci prazka na 1% zelu
agarozowym, otrzymano w przypadku 90% matryc. Dominowaty sekwencje bardzo dobre o
dtugos$ci przekraczajacej 1470pz. Starter 5’ sprawdzit si¢ rowniez w potaczeniu z 781R, cho¢
otrzymane sekwencje byly zdecydowanie krotsze (383-517pz.). Produkty amplifikacji
otrzymano w 60% przypadkéw. 70% uzyskano przy zastosowaniu 16S27F i 23S30R, jednak
jakos¢ uzyskanych sekwencji nie byla zadowalajaca. Stosowany starter 3’ dat efekt
zadowalajacy tylko w przypadku jednej sekwencji.

Zastosowanie CYA106F w zestawie z 781R, nie dalo efektéw. Spowodowane byto to
prawdopodobnie zbyt duzymi rozbieznosciami w sekwencjach. CYA106F posiada kilka
niedopasowan do 16S rRNA réznych szczepéw cyjanobakterii. Wyniki te potwierdzaja wigc,
ze starter ten nie jest odpowiedni w celu identyfikacji mikroorganizméw (Niibel 1 in. 1997).

Sekwencje ITS z uzyciem starterow 322F i1 340R, uzyskano w 6 matrycach, a ich
wielko$¢ oszacowano na 562-705pz, podobne wyniki uzyskat El Herry (2009) za Itemanem,
w swoich badaniach prowadzonych na Microcystis novacekii. Uzyskane sekwencje byly
zadowalajace.

Jak podaje Lipinski i inni (2008) sekwencjonowanie jest technika enzymatyczna, na
ktorej przebieg ogromny wpltyw ma ilo$¢, czysto$¢ i jako$¢ matrycy, dlatego tez wszelkie
zanieczyszczenia moga niekorzystnie wplywaé na jej przebieg. Jednym ze sposobow
zlikwidowania produktéw niespecyficznych, zakldcajacych odczyt sekwencji nukleotydow,
jest oczyszczanie produktéw PCR. Znanych jest kilka metod, jednak obecnie bardzo
popularna, stala si¢ metoda oczyszczania za pomoca gotowych zestawdw. Wycinanie

specyficznych produktéw frakcjonowanych w zelu agarozowym, a nastgpnie ich oczyszczanie
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jest sposobem nie tylko szybkim, ale i nie tracacym na wydajno$ci. Innym sposobem, réwnie
skutecznym jest klonowanie gendéw, ulatwiajace izolacje fragmentéw genomu, a nast¢pnie
manipulacj¢ nimi, dzigki niezaleznemu namnazaniu ich, jako cze$ci autonomicznych
wektoréw (Lee i Bee 2002).

Biorac pod uwagg jakos$¢ niektorych uzyskanych sekwencji w trakcie analiz, konieczne
wydaje si¢ przeprowadzenie w przyszioSci bardziej wnikliwej analizy genomu, z
zastosowaniem oczyszczania produktow PCR.

Stosowanie technik biologii molekularnej pomaga réwniez we wczesnym ostrzeganiu
przed zagrozeniem toksycznymi zakwitami sinic. Toksyny produkowane przez sinice sa
zwiazkami kodowanymi przez klastry genéw odpowiedzialnych za ich syntezg, transport oraz
syntez¢ enzymoOw wspomagajacych. Biosynteza mikrocystyn zachodzi w klastrze mcy o
dtugos$ci 55kpz i1 sktada si¢ z 10 gendw ustawionych w dwdch niezaleznie transkrybowanych
operonach mcyA-C oraz mcyD-J. PKS, NRSP oraz inne enzymy kodowane sa przez wigkszy
operon, natomiast mniejszy mcyA-C, koduje trzy NRSs (Pearson i Neilan 2008). Biosynteza
cylindrospermopsyny kodowana jest przez trzy domniemane geny, odpowiedzialne kolejno
za: aoaA-aminotransferaze, aoaB-nierybosomalne syntetazy peptydow (NRSP) oraz aoaC-
syntazy poliketydow. aoaB jest genem o dtugosci okoto 5606pz, a lezacy tuz za nim aoaA,
1179pz. Gen aoaC transkrybowany jest w przeciwnym kierunku i ma dlugos¢ 4299pz
(Kellmann 1 in. 2006). Anatoksyna kodowana jest w klastrze ana, sktadajacym si¢ z anaA-D
oraz anaE-H, syntetyzujacych prawdopodobnie PKS (Mejean i in. 2010).

W celu przeprowadzenia testow na obecnos¢ klastrow toksycznos$ci wykorzystano
startery specyficzne dla mcyA-C oraz mcyE, jak rowniez dla obszaréw syntezy PKS i PS.
Opierajac si¢ na badaniach Wood i in. (2007), sprawdzono obecnos¢ klastrow aoaA-C,
ktérych obecno$¢ moglaby potwierdzi¢ nie tylko syntezg¢ cylindrospermopsyny, ale i
anatoksyny. Nie potwierdzono jednak obecnos$ci tych genow w zadnej z badanych prob.

W trakcie analizy wszystkich wynikow, nie zauwazono zadnej zalezno$ci migdzy
kolejnymi prébami, a jakoscia uzyskanych wynikéw. Jedynie w przypadku prob
z kapieliska Malta (01, 07 oraz 15) zauwazono intensywny rozwoj wyizolowanych kultur oraz
dobre jako$ciowo sekwencje.

Z proby 01 oraz 15, uzyskano fragmenty genomow, ktore zostaty przyrownane do
szczepu Synechocystis Sai002. Jak podaje Taton i in. (2003), biorac pod uwage wartos¢
binarna podobienstwa oraz warto$¢ hybrydyzacji DNA, warto$cia procentowa, przy jakiej
mozna okresli¢ przynalezno$¢ do gatunku, jest 97,5%. Po przyréwnaniu sekwencji 01 za
pomoca BLASTN wykazano 99% podobienstwo sekwencji z Synechocystis Sai002
(GU935368) oraz Merismopedia glauca B1448-1. W przypadku proby 15, podobienstwo tego
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samego rzedu wykazano w stosunku do Synechocystis sp. PCC6803 (BA000022). W obu
przypadkach, brak obecnos$ci gendéw toksycznosci potwierdzita analiza fizykochemiczna.

W warunkach hodowlanych udato si¢ wyizolowa¢ gatunki nie notowane do tej pory jako
dominujace w zbiorniku. W latach poprzednich, potwierdzono bowiem obecnos$¢ gatunkow
potencjalnie toksycznych takich jak Pseudanabaena limnetica oraz Planktothrix agardhi
(Fastner 1 in.1995, Zagajewski 1 in. 2009). Latem 2005 roku, zakwit tworzyt gatunek
potencjalnie wytwarzajacy neurotoksyny, Aphanizomenon flos-aquae, a towarzyszyla mu
Anabaena spiroides, majaca zdolno$¢ syntezy hepatotoksyn (stgzenie mikrocystyn wynosito
maksymalnie 0,007 ug I'"). Ogromny skok toksycznosci do poziomu 9,053 ug I'' i ponad 100
tys. kom 1" wody, wystapily w tym samym roku we wrzes$niu, przy dominacji Microcystis
aeruginosa, powszechnie uznawanego za potencjalnego producenta mikrocystyn (Codd 1995,
Fastner i in. 1995, Lahti i in. 1997, Rogalska-Kupiec, Bochnia 1998, Codd 2000, Zagajewski i
in. 2009). W probie 07 analiza molekularna jednoznacznie wskazuje na Microcystis
aeruginosa PCC7806 (AM778951). Szczep tego gatunku jest jednym z najpowszechniej
wystepujacych w wodach stodkich i1 jednym z pierwszych, ktérego poznano caty genom
liczacy 5172804pz. PCC7806 jest podstawowym szczepem toksycznym, bedacy przyktadem
ogromnej plastycznosci genomu (Frangeul 1 in. 2008). Toksyczno$¢ szczepu potwierdzono
rowniez w przeprowadzonych badaniach, gdzie otrzymano produkt amplifikacji rejonu mcyA
oraz mcyC. Sekwencje obszaru mcyA wykazaty 94% zgodno$s¢ z PCC7806, natomiast
sekwencje uzyskane ze starteréw PSCF 1 PSCR, amplifikujacych gen mcyC, na dlugosci
12362-12923pz sekwencji wzorcowej, potwierdzity 99% podobienstwo. Przeprowadzona
analiza przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej ze spektrometria mas (HPLC-
MS), wykazata w hodowli obecno$¢ mikrocystyny LR. Jedna z dwdch izomorficznych form
mikrocystyn, jakie moze syntetyzowac szczep PCC7806, jest mikrocystyna LR (Frangeul i in.
2008). MC-LR, jest najpowszechniejsza a co najwazniejsze, najbardziej toksyczna
mikrocystyna spos$rod 80 znanych analogéw, jej LD50 rowne jest 50 pg kg (Mazur-Marzec i
Torunska 2007).

Proba 16 zawierata kulture Synechocystis, ktorego przynaleznos¢ do rodzaju
potwierdzono w czasie przyroOwnania otrzymanych sekwencji, z sekwencjami wzorcowymi.
Biorac jednak pod uwage otrzymanie stabych jakosciowo sekwencji, mozna sadzi¢, ze w
materiale poddanym analizie pojawily si¢ zanieczyszczenia, badZ tez byto go stosunkowo
mato, co wptyngto na brak produktow amplifikacji. Sekwencja matrycy najbardziej zblizona
byta do Synechocystis sp. Sai001, z ktora zanotowano 96% podobienstwo. Identyfikacje tego
szczepu nalezy wigc uznac za niepewna.

Bardzo podobna sytuacje zaobserwowano takze w czasie analizy proby 04, pochodzacej
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z jeziora Rusatka. Pozyskana z osadow dennych préba z gatunkiem Nostoc sp. w czasie
sekwencjonowania data produkt skladajacy si¢ z 506pz. Przyrownanie sekwencji z danymi
zdeponowanymi w GenBank, dato wynik rzedu 81%. Jest to niezbyt zadowalajacy efekt,
jednak catkowicie zrozumialy, przy uwzglednieniu dlugosci przyrownanych sekwecji. Po
skroceniu sekwencji wzorcowej z 990pz na 506pz, uzyskane podobienstwo analizowanej
matrycy 04 z Nostoc sp. V151 (AY827829), byto rowne 96%. Mimo to, identyfikacj¢ szczepu
nadal nalezy uzna¢ za niepewna.

Z jeziora Rusatka pochodzity jeszcze dwie proby 12 oraz 13. Probg 12 oznaczono jako
nietoksyczny szczep Pseudanabaena sp. MBIC11161, z wynikiem 98% identycznych
nukleotydéw jak w sekwencji AB183572. W tym przypadku zauwazono ciekawa zalezno$¢
jaka potwierdza Ezhilarasi 1 Anand (2009, za: Lehtimaki 2000). Po procentowym
przyréwnaniu sekwencji, do danych z bazy NCBI, wykazano bliskie pokrewienstwo rodzajow
Pseudanabaena z Anabaena i Nostoc (96%) oraz z Nodularia (95%).

Otrzymane wyniki analizy molekularnej maja swoje odzwierciedleniew badaniach z
roku 2004-2005, kiedy w jeziorze Rusatka notowano nietoksyczne zakwity z duzym udziatem
Pseudanabaena sp. (Zagajewski 1 in. 2008, 2009). Ze wzgledu na brak prowadzonych
wowczas badan w warstwie przydennej, nie ma potwierdzenia wystgpowania taksonu,
oznaczonego obecnie jako Calothrix sp. (matryca 13), w jeziorze Rusaltka.

Rodzaj Calothrix sp. analizowany byt rowniez w przypadku préby 14. Zidentyfikowany
szczep Calothrix desertica PCC7102, nie byl do tej pory notowany jako toksyczny, co
potwierdzito si¢ rowniez w obecnie prowadzonych badaniach.

Z Jeziora Kornickiego (06) oraz Strykowskiego (09) wyizolowano gatunek
Planktothrix agardhii. Analiza filogenetyczna wykazata jednak, ze mimo duzego
podobienstwa matrycy 06 do szczepéw PCC 9637 i NIES-596, uzyskana sekwencja jest
homologiczna dla Planktothrix agardhii NIES-596. Szczep ten, jak rowniez Planktothrix
agardhii PCC 9637, zgodny w 99% z matryca 09, w literaturze sa uznawane za nietoksyczne,
co potwierdzito si¢ w przeprowadzonych analizach HPLC-MS. Ponadto warto zauwazy¢, ze
w latach poprzednich w Jeziorze Strykowskim rowniez nie notowano obecnosci mikrocystyn
badz ich stgzenia byly niewielkie (Zagajewski i in. 2007).

W przeprowadzonych badaniach ujeto zaledwie pare gatunkow wystepujacych
w poznanskich kapieliskach. Przeprowadzone analizy molekularne znajduja potwierdzenie w

wynikach dotychczas prowadzonego monitoringu obecno$ci microcystyn.

186


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=56411260&dopt=GenBank&RID=153GZNGA012&log$=nuclalign&blast_rank=1

5.3. Wplyw czynnikow srodowiskowych na rozwdj sinic i produkcje¢ toksyn

5.3.1. Wplyw stezenia azotu na rozwoj sinic i produkcje toksyn

Wplyw stgzenia azotu na wzrost sinic byl testowany przy trzech st¢zeniach NaNO; w
pozywce BG-11 oraz w pozywce (0) nie zawierajacej azotu. Sposrod szesciu gatunkow sinic
wyizolowanych z monitorowanych zbiornikow Wielkopolski, az cztery gatunki wykazywaty
podobna zalezno$¢ rozwoju w stosunku do zawartosci azotu w podtozu. Calothtix desertica,
Merismopedia glauca, Microcystis aeruginosa (3 szczepy) oraz Synechocystis sp.
wykazywaty zdecydowane zahamowanie wzrostu liczebno$ci komérek w pozywce bez azotu,
natomiast osiagnely najwigksza liczebnos$¢ przy zawartosci azotu dwukrotnie przekraczajacej
standardowe stezenie dla pozywki BG-11. Potwierdza to tezg, Ze sinice rosng najlepiej przy
wysokim stg¢zeniu azotu (Sivonen 1990, 1996). Wynik ten mozna wyttumaczy¢ m.in. brakiem
heterocytéw i kompleksow enzymow umozliwiajacych wigzanie azotu atmosferycznego przy
jego niedoborze w Srodowisku wodnym. Test na wzrost Planktothrix agardhi jako gatunku
rowniez nie posiadajacego zdolno$ci wigzania azotu atmosferycznego wykazat zahamowanie
rozwoju sinicy przy braku azotu w pozywce, natomiast w pozostatych prdobach jego
liczebnos¢ byta zblizona, mimo duzej roznicy w stezeniu testowanego pierwiastka. Szczep P,
agardhi  pozyskany z Regionalnego Centrum Sinicowego rozwijat si¢ natomiast
proporcjonalnie do stgzenia azotu w pozywce. Zdecydowanie odmienne wyniki uzyskano w
teScie na wzrost Aphanizomenon gracile. Gatunek ten jako jedyny z testowanych rozwijat si¢
najintensywniej przy niedoborze azotu w pozywce, osiagajac maksymalna liczebno$¢
komorek na 1 ml wody w pozywce BG-11(0). Inni badacze zaobserwowali, ze w warunkach
nienaturalnie wysokiego stgzenia azotu nastgpowal spadek liczebnosci komorek sinic
produkujacych heterocysy (Lehtimaki i in. 1995, 1997; Rapala i in. 1993, 1994).

Przeprowadzone testy wykazaty, iz produkcja mikrocystyn przez Microcystis
aeruginosa jest proporcjonalna do wzrostu liczebno$ci sinicy, a tym samym st¢zenia
testowanego azotu. Maksymalne stezenie mikrocystyny-LR oznaczono w probie z
najwyzszym st¢zeniem NaNOs;. Hodowla sinic w pozywkach pozbawionych azotu moze
powodowac nawet 10-krotne obnizenie syntetyzowanych toksyn przez M. aeruginosa na co

wskazuja wyniki Codd 1 Poon (1988).
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5.3.2. Wplyw ste¢zenia fosforu na rozwaj sinic i produkcje¢ toksyn

Wplyw fosforu (K;HPO4) na rozwo6j 1 produkcje toksyn badano na szesSciu gatunkach
sinic. Wszystkie testowane sinice wykazaly zahamowanie wzrostu liczebnosci komorek przy
niedoborze fosforu w pozywce. Potwierdza to, Ze niedobor fosforu ogranicza rozwoj sinic, a
zmiany jego st¢zenia maja istotny wplyw na struktur¢ gatunkowa sinic (Sivonen 1990).
Liczebno$¢ Aphanizomenon gracile, Calothrix desertica, Microcystis aeruginosa (3 szczepy)
oraz Symechocystis sp. byla proporcjonalna do stezenia fosforu w pozywce, gatunki te
osiagaty maksymalng liczebnos$¢ przy zawartosci fosforu dwukrotnie wyzszej niz w pozywce
BG-11. Gatunek Planktothrix agardhi rowniez osiagnal najwyzsza liczebnos$¢ w probie z
najwyzszym st¢zeniem fosforu, jednak réznica miedzy proba kontrolng nie byla tak wyrazna
jak w przypadku wyzej wymienionych gatunkow . Jedynym gatunkiem, ktéry nie osiagnat
maksymalnego tempa wzrostu przy najwyzszym st¢zeniu fosforu byta Merismopedia glauca.
Sinica ta najwigksza liczebno$¢ uzyskata w standardowej pozywce BG-11. Roéwniez w
przypadku innych prac wykazano, ze wzrost st¢zenia fosforu powyzej pewnej granicy nie
powoduje juz wzrostu liczebnosci sinic (Lehtimaki 1 in. 1994).

Przeprowadzone testy wykazaly, iz produkcja mikrocystyn przez Microcystis
aeruginosa, podobnie jak w przypadku testu z réznym stgzeniem azotu, jest proporcjonalna
do wzrostu liczebnosci sinicy, a tym samym stgzenia testowanego pierwiastka. Maksymalne
stezenie mikrocystyny-LR oznaczono w probie z najwyzszym st¢zeniem fosforu. Wzrost
zawartos$ci mikrocystyn u Microcystis aeruginosa wraz z wzrastajacym stgzeniem fosforu w
pozywece stwierdzili réwniez Utkilen i Gjelme (1995). Inne wyniki uzyskali natomiast Cood i
Poon (1988), ktorzy zaobserwowali, Ze usunigcie fosforu z hodowli nie wptyngto negatywnie
na syntez¢ toksyn przez M. aeruginosa. Prawdopodobnie autorzy zaprzestali dodawac¢ fosfor
do pozywki, natomiast sinice maja zdolnos$¢ kumulacji fosforu w komorkach, dzigki czemu
przez pewien czas moga nadal si¢ rozwijac. Jest to przystosowanie do zmiennego stgzenia

fosforu w jeziorach (strategia typu K) (Kawecka 1 Eloranta 1994).

5.3.3. Wplyw stezenia zelaza na rozwaj sinic i produkcje¢ toksyn

Zelazo jest pierwiastkiem bardzo waznym do przeprowadzenia podstawowych
procesOw metabolicznych w komorkach sinic, niezbednym w procesie biosyntezy chlorofilu-a
oraz DNA (Surosz i in., 1994; Paczuska, Kossakowska, 2001). Deficyt zelaza jest rowniez

jednym z najczestszych czynnikdéw stresowych, ograniczajacych wiazanie azotu przez sinice
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(Lopez-Gomollon i in. 2007). W niniejszej pracy wpltyw st¢zenia Zelaza (dodawanego do
pozywki w postaci cytrynianu amonowo zelazowego z kwasem cytrynowym) na rozwoj sinic
oraz produkcje toksyn byt badany na 6 gatunkach sinic wyizolowanych z jezior Wielkopolski.
Wyniki testow wykazaty zta kondycje sinic oraz ograniczone mozliwosci ich rozwoju przy
deficycie zelaza w podlozu. Wszystkie testowane gatunki przy braku zelaza osiagaly
zdecydowanie najnizsza liczebno$¢ komoérek na 1 ml wody po zakonczeniu testu. Na
podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, ze rowniez w srodowisku naturalnym
zelazo ma istotny wplyw na wystgpowanie masowych zakwitoéw potencjalnie toksycznych
gatunkéw sinic. Reakcja testowanych gatunkow na brak Zelaza w podtozu wyraznie roéznita
sig. W przypadku Aphanizomenon gracile w ciagu siedmiu dni trwania testu dochodzito
jedynie do spowolnienia rozwoju komorek w poroOwnaniu z probami zawierajacymi zelazo.
Podobny schemat rozwoju, cho¢ z silniejszym ograniczeniem wzrostu zaobserwowano w
przypadku Calothrix desertica. Planktothrix agardhi i Synechocystis sp. wykazywaty rozwoj
tylko przez pierwsze 2-5 dni trwania testu, natomiast Merismopedia glauca i Microcystis
aeruginosa rozwijaty si¢ jedynie przez pierwsze dwa dni, wykazujac silny regres w kolejnych
dniach trwania testu. Podobnie szybka do obserwowanej reakcj¢ M. aeruginosa na brak
zelaza w pozywce zanotowali Sevilla i in. (2008). Rozwo0j sinic w pozywce nie zawierajacej
zelaza byl mozliwy dzigki zapasom tego pierwiastka, skumulowanego w komorkach
przeniesionych wraz z inokulum. Z przeprowadzonych do$wiadczen wynika, ze szybko$¢
wykorzystania zelaza jest specyficzna dla gatunku sinic, co moze mie¢ wazne znaczenie dla
ich rozwoju w $rodowisku. Moze to wyjasniaé, dlaczego Merismopedia glauca czgsto
spotykana jest w hypolimnionie lub strefie naddennej jezior (Hantke i in. 1996, Kuwabara i
in. 2005), gdzie zaopatrywana jest w zelazo uwalniane z osadéw dennych, dzigki panujacym
w nich warunkom redukcyjnym. Tworzenie silnych zakwitow wody przez Microcystis
aeruginosa w koncu lata moze rowniez mie¢ zwiazek ze stopniowym odtlenianiem si¢ wod
hypolimnionu, powodujacym coraz wigksze dostarczanie zelaza do epilimnionu.

W przypadku gatunkow Microcystis aeruginosa oraz Merismopedia glauca zelazo
miato zdecydowanie stymulujacy wptyw na szybkos$¢ wzrostu liczebnosci sinic. Oba gatunki
osiagnety zdecydowanie najwyzsza liczebno§¢ w probach z najwyzszym stezeniem zelaza.
Swiadczy¢ to moze o tym, iz sa to gatunki ,,zelazolubne”. Podobne wyniki uzyskano badajac
Nodularia spumigena oraz Anabaena sp. (Lammers i Sanders-Loehr, 1982; Zeglinska 2007).
Najwyzsza liczebno$¢ przy najwyzszym stezeniu zelaza osiagaly rowniez gatunki Calothrix
desertica oraz Planktothrix agardhi, jednak r6éznice w liczebno$ci po zakonczeniu testow w
porownaniu do prob kontrolnych nie byly az tak duze. Wskazuje to na mniejsze

zapotrzebowanie tych gatunkow na zelazo niz omawianych wyzej. Moze to wyjasniaé
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wystgpowanie zakwitow wody wywolywanych przez P agardhii wcze$niej niz M.
aeruginosa (Gotdyn i in. 1997, Budzynska i in. 2009), gdy zaopatrywanie epilimnionu w
zelazo z osadow dennych nie jest jeszcze zbyt intensywne. Jedynie Aphanizomenon gracile
oraz Synechocystis sp. najwyzsza liczebno$¢ osiagnety w probach kontrolnych, cho¢ réznice
Ww poréwnaniu z probami z najwyzszym stgzeniem zelaza nie byty duze. Podobne badania nad
innymi gatunkami sinic: Synechocystis aquatilis 1 Trichormus variabilis potwierdzity, iz w
pewnym zakresie stgzen zelaza miaty one optymalne warunki do wzrostu, natomiast w
wyzszych stezeniach nastgpowalo zahamowanie ich rozwoju (Surosz 1 in., 1994,
Kossakowska, 1999). Moze to wskazywa¢ na ich umiarkowane zapotrzebowanie na ten
pierwiastek.

Wyniki produkcji toksyn w roznych stgzeniach zelaza przez badany gatunek
Micorcystis aeruginosa wskazuja na stymulujacy wptyw zelaza na produkcje mikrocystyny-
LR. M. aeruginosa produkowala najwyzsze st¢zenia toksyn przy najwyzszym stgzeniu zelaza,
natomiast w probach bez zelaza oraz z jego najnizszym stezeniem toksyny byly obecne w
niewielkich ilo$ciach. Podobne wyniki otrzymali Utkilen 1 Gjelme (1995). Ich doswiadczenia
przeprowadzone na Microcystis aeruginosa potwierdzity obnizony poziom syntezy
mikrocystyn w warunkach deficytu zelaza. Takze Martin-Luna 1 in. (2006) stwierdzili, ze Fur
1 dostgpnos¢ zelaza moze regulowaé syntez¢ mikrocystyn. Zupelie inne wyniki uzyskali
Lukac 1 Aegerter (1993), ktorzy wskazywali na wzmozong syntezg mikrocystyn w warunkach
niedoboru zelaza. Wyniki te potwierdzili Sevilla i1 in. (2008). W kulturach bez dodatku zelaza
od czwartego dnia, a wigc po wykorzystaniu zelaza zawartego w komorkach, dochodzito do
zwigkszania ilo$ci mikrocystyny. Autorzy stwierdzili, ze brak zelaza powodowat
uaktywnienie transkrypcji genu mcyD, znajdujacego si¢ w klastrze odpowiedzialnym za
produkcje mikrocystyny. Obserwowany wzrost ilosci mikrocystyny nie byt duzy, co moze
wskazywaé na obecnos$¢ innych czynnikow bedacych promotorami transkrypcji genow mcy.
Uzyskiwanie odmiennych wynikow produkcji mikrocystyn przez réznych autoréw moze by¢
spowodowane nieco innymi warunkami hodowli, w wyniku czego uaktywnia¢ si¢ moga rdzne
promotory poszczegolnych genéw, wchodzacych w skiad klastra mcy. Kaebernik 1 in. (2002)
wykryli obecno$¢ promotordw wewngtrznych, ktore uaktywniaty si¢ w transkrypcji
poszczegblnych genow (mcyE, mcyF, mcyG, mcyH, mcyl, mcyJ) woéwcezas, gdy promotory
pierwotne byly nieaktywne. Roéznice w produkcji mikrocystyn przy tej samej zawartosci
zelaza mozna tez wytlumaczy¢ uzyciem innych szczepdw tego samego gatunku sinic do
przeprowadzenia testow. Prawdopodobne jest rowniez, ze dodatnia zalezno$¢ stgzen
mikrocystyny LR od stezen zelaza nie jest bezposrednia. Jak podaja Jéhnichen i in. (2001)

produkcja toksyn odbywa si¢ najintensywniej w czasie logarytmicznej fazy wzrostu sinic.
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Warunki takie byly spetnione w trakcie obecnych badan w kontroli i probie C, do czego
przyczynialy si¢ nie tylko wysokie st¢zenia zelaza, ale rowniez pozostatych biogenow.
Poniewaz udowodniono, ze zelazo wptywa na czestos¢ podziatow komorkowych 1 liczebnos¢
oraz produkcje fitoplanktonu (m.in. Boyd 1 in. 2000), jego optymalna zawarto$¢ utrzymuje
organizm w fazie logarytmicznego wzrostu, umozliwiajac innym czynnikom stymulowanie

produkcji duzych ilo$ci mikrocystyn.

Poréwnanie uzyskanych wynikow produkcji mikrocystyny przy braku zelaza w
pozywce,
z doswiadczeniem, w ktorym pozywka pozbawiona byta fosforu, wykazato duzo wyzsza
obecno$¢ mikrocystyny w pierwszym przypadku. Moze to wigc potwierdza¢ wyniki Sevilli
1 in. (2008), ze w przypadku braku zelaza dochodzi do wlaczenia si¢ mechanizmu,
odpowiedzialnego za uruchomienie genu mcyD 1 produkowanie pewnej ilosci mikrocystyny,
przy wykorzystania §ladowych ilosci Zelaza obecnych w §rodowisku. Kosakowska i in. (2007)
zwracaja uwageg na role w tym procesie zwiazkéw humusowych obecnych w wodzie. Kerdnen
1 in. (2009) przypuszczaja, ze mikrocystyny maja zdolnos¢ chelatowania zelaza, zwigkszajac
jego biodostepno$é. Mechanizm ten doktadnie przesledzita Zeglinska (2007). Wyniki tych
badan dobrze wyjasniaja wczesniejsze doniesienia o wigkszym pobieraniu zelaza przez
toksyczne szczepy Microcystis aeruginosa, niz nietoksyczne (Utkilen i Gjelme 1995) oraz

lepszym radzeniem sobie tych szczepdw w warunkach deficytu zelaza (Sevilla 1 in. 2008).

5.3.4. Wplyw natezenia Swiatla na rozwdj sinic i produkcje¢ toksyn

Wplyw $wiatta na rozwdj 1 produkcje toksyn sinic testowano przy trzech natgzeniach
$wiatta: ok. 21pmol fotonéw m=2s'(1500 1x), ok. 43 umol fotonow m?s'(2500 Ix) i ok. 86
umol fotonéw m?s™(6000 Ix). Jedynym gatunkiem, ktory nie wykazywat réznic w liczebnosci
komoérek przy réoznym nat¢zeniu $wiatla byt Symechocystis sp. Zaréwno Merismopedia
glauca, jak 1 Microcystis aeruginosa rozwijaty si¢ proporcjonalnie do wzrostu natg¢zenia
swiatla, uzyskujac maksymalna liczebno$¢ przy najwigkszym nat¢zeniu $wiatla. Wskazuje to
na $wiatlozadno$¢ tych dwoéch gatunkéw, choé¢ w przypadku szczepéw M. aeruginosa
pozyskanych z Regionalnego Centrum Sinicowego rdznice w liczebnosci przy dwoch
wyzszych nat¢zeniach $wiatta nie byly juz tak wyrazne. Badania przeprowadzone przez
Mazur-Marzec i1 in. (2010) wykazaty roznice w liczebnosci obu szczepow przy roznym
nat¢zeniu $wiatta dopiero w ostatniej fazie testu. Aphanizomenon gracile osiagnal najwigksza
liczebnos¢ w probie z posrednim natgzeniem S$wiatta, co ciekawe przy najstabszym i
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maksymalnym natgzeniu §wiatla koficowa liczebno$¢ komorek byta zblizona. Jest to wigc
gatunek o umiarkowanych wymaganiach $wietlnych. Calothrix desertica jako gatunek
bentosowy nie osiagnat duzej liczebno$ci przy najintensywniejszym oswietleniu, w
pozostatych natgzeniach §wiatta jego liczebno$¢ byla poréwnywalna. Planktothrix agardhi
rozwijat si¢ najszybciej przy najnizszym natgzeniu §wiatla, w pozostatych probach liczebnosé
sinicy byla nieznacznie mniejsza. Ostatnie dwa gatunki mozna wigc zaliczy¢ do
cieniolubnych. Wyjasnia to fenomen tworzenia zakwitu wody przez Planktothrix agardhii.
Wystgpuje on do$¢ rownomiernie w przekroju pionowym epilimnionu, nie tworzac nigdy
kozucha przy powierzchni wody.

Pomimo bardzo duzego wplywu natgzenia §wiatta na wzrost i liczebno$¢ Microcystis
aeruginosa, nie stwierdzono znaczacej roznicy produkcji toksyn w poszczegolnych probach,
rozniacych si¢ natezeniem S$wiatta. Stezenie mikrocystyny-LR we wszystkich badanych
probach utrzymywalo si¢ na zblizonym poziomie. Kaebernick i in. (2002) stwierdzili, ze
klaster genu odpowiedzialnego za produkcj¢ mikrocystyny ulega transkrypcji zarowno przy
silnym os$wietleniu, jak 1 przy stabym natgezeniu $wiatla. W zaleznosci od warunkow
swietlnych zmienia si¢ jedynie punkt poczatkowy transkrypcji, potozony migdzy genem
mcyA a mcy D. Przy silnym o$wietleniu transkrypcja ta rozpoczyna sig blizej mcyA, natomiast
przy stabym o$wietleniu — blizej mcyD. Tak wigc mimo, ze transkrypcja genu zalezna jest od
natezenia $wiatta, moze si¢ ona odbywa¢ w zmiennych warunkach o$wietlenia, stad brak

wigkszych réznic w produkcji mikrocystyny w przeprowadzonym doswiadczeniu.

5.4. Wplyw sinic na inne organizmy wodne

Pierwszymi w tej pracy przeprowadzonymi badaniami nad toksycznoscia ostra byly
testy, w ktorych za doswiadczalny gatunek postuzyl zooplanktonowy skorupiak Daphnia
magna.

Sinice maja bezposredni oraz posredni wplyw na rozwoj oraz przezywalnos$¢
zooplanktonu. Posredni negatywny wplyw obecnosci sinic w $rodowisku wodnym na
zooplankton przejawia si¢ przede wszystkim poprzez zahamowanie wedrowek poziomych
zwierzat planktonowych, w efekcie czego uposledzona zostaje efektywnos$¢ znajdowania
pokarmu przez skorupiaki (Lauren-Maatta i in. 1997). Teori¢ t¢ potwierdzaja réwniez Berthon
1 Brousse (1995). Wg. nich zooplankton unika wedrowek do epilimnionu nawet noca, podczas
masowych pojawow sinic. Wedtug tych samych autoréw niebezpieczny dla skorupiakow jest

rowniez towarzyszacy zakwitom sinic deficyt tlenu w warstwach przydennych zbiornikéw,
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ograniczajacy mozliwo$¢ schronienia si¢ zwierzat planktonowych w glebszych warstwach w
ciagu dnia, a tym samym narazajacy ich na presj¢ ze strony ryb planktonozernych. Sinice
wplywajac negatywnie na rozwdj takich organizmow jak bakterie, glony 1 grzyby, ograniczaja
rowniez ilo$¢ dostepnego pokarmu dla zooplanktonu (Gross 2003).

Wptyw posredni sinic na zooplankton mozna podzieli¢ na dwa rodzaje oddziatywan.
Pierwsze jest bezposrednio zwiazane ze zjadaniem sinic przez drobne skorupiaki, drugi wiaze
si¢ z toksycznos$cia cyjanobakterii.

Wrazliwo$¢ roslinozernych zwierzat planktonowych na interferencyjne dziatanie
sinic uzalezniona jest od wielko$ci zwierzgcia oraz sposobu pobierania pokarmu, widlonogi
pobieraja pokarm poprzez jego wychwytywanie, a wioslarki i wrotki poprzez odfiltrowanie
zawiesiny (Gliwicz 1990). Mate gatunki wioslarek jak Daphnia cucullata nie sa w stanie
odfiltrowaé kolonijnych sinic, takich jak gatunki z rodzaju Microcystis, czy dlugie nici np.
Anabaena sp., przez co sa one mniej narazone na ich negatywny wptyw. Z kolei mniejsza
mozliwo$¢ obrony przed nimi maja wigksze gatunki, u ktérych pobieranie wigkszych sinic
moze powodowacé zakldcenie procesu filtracji oraz konieczno$¢ czgstszego oczyszczania
aparatu filtracyjnego (Burns 1968, Kirk i Gilbert 1992). Tworzenie koloni przez sinice jest
sposobem obrony przed zgryzaniem ich przez zwierzg¢ta planktonowe (Ha i in. 2004).
Skuteczno$¢ tej metody potwierdza spadek tempa filtracji i asymilacji pokarmu przez
wioS$larki, wraz ze wzrostem zaggszczenia sinic w srodowisku (Demott 1 in. 2001). Niektore
duze Daphnia maja jednak zdolno$¢ tamania dtugich nici na mniejsze fragmenty, co moze
utatwia¢ im spozywanie sinic (Dawidowicz 1990).

Pomijajac trudno$ci zwiazane z pobieraniem sinic, zwlaszcza nitkowatych oraz
tworzacych kolonie, cyjanobakterie uwazane sa za niepelnowartosciowy pokarm dla
zooplanktonu. Gatunki z rodzajéw Microcystis oraz Chroococcus tworza galaretowate
otoczki, uniemozliwiajace strawienie ich komorek przez roslinozerny plankton, co wigcej
moga asymilowaé¢ zwiazki biogenne z przewodu pokarmowego zooplanktonu. Sinice maja
niska zawarto$¢ steroli oraz wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Skorupiaki nie sa
zdolne do syntezy steroli, wigc ich niska zawarto$¢ w pozywieniu powoduje ograniczenia we
wzros$cie oraz zakloca proces linienia skorupiakéw (von Elert i Wolffon 2001).

Sposob zdobywania pokarmu w duzym stopniu wptywa na wrazliwo$¢ zooplanktonu
na dziatanie toksyn sinicowych. Selekcjonujace pokarm widtonogi sa w stanie uniknad
spozywania toksycznych szczepdéw sinic poprzez wykorzystanie chemorecepcji, co w
potaczeniu z umiejgtnoscia zjadania nici sinic oraz duzych koloni pozwala im na stosunkowo
dobry rozw6j w obecno$ci zakwitu sinic (Demott i in. 1991, Kirk i Gilbert 1992). Mniegj

wrazliwe na dzialanie toksyn sinicowych sa réwniez wrotki, gdyz stwierdzono, ze toksyny
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sinicowe nie przenikaja przez zewngtrzng kutikulg tych organizméw (Fulton i Perl 1987,
Gilbert 1990, Kirk i Gilbert 1992). Najbardziej narazone na dziatanie toksyn sa m.in. duze
wioslarki, ktore moga mie¢ bezposredni kontakt z toksynami. W obecnosci sinic moze dojs¢
do ograniczenia aktywnos$ci motorycznej zooplanktonu, przez to redukcji tempa pobierania
pokarmu, zahamowania reprodukcji oraz rozwoju stadidow juwenilnych, obnizenia tempa
wzrostu oraz $§mierci organizmow (Nizan i in. 1986, Reinikainen i in. 1995). Toksyny
sinicowe moga rowniez przedostawac si¢ do organizmu bezposrednio z wody (szczegolnie po
lizie komorek sinic), co potwierdzaja badania z wykorzystaniem znaczonej radioaktywnie
nodularyny na widlonogach Acaria bifilosa, Eurytemora affinis 1 orzgsku Strombidium
sulcatum (Karjalainen i in. 2005).

W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach przetestowano wplyw ekstraktu z
10 gatunkéw sinic na przezywalno$¢ Daphnia magna. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna podzieli¢ testowane szczepy na 3 grupy. 4 taksony sinic nie miaty wplywu na
przezywalno$¢ D. magna — byly to gatunki powszechnie uznawane za nietoksyczne:
Calothrix desertica, Nostoc sp., Merismopedia glauca oraz gatunek potencjalnie zdolny do
produkcji toksyn Aphanizomenon gracile. Stosunkowo nieduzy wplyw na przezywalnosé
skorupiakéw mialty Oscillatoria sp. oraz Synechocystis sp. Oba gatunki przy zblizonej ilo$ci
suchej masy w ekstrakcie powodowaly 40% $miertelnos¢ testowanych organizméw po 48h
trwania testu. Gatunki, ktore w istotny sposob powodowaly $miertelnos¢ D. magna to
Trichormus variabilis, Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis aeruginosa oraz
Planktothrix agardhii.

100% ekstraktu z 7. variabilis spowodowal $miertelnos¢ 50% wioslarek juz po 24h
testu. Toksyczno$¢ blisko spokrewnionego rodzaju Anabaena zostata potwierdzona m.in.
poprzez testy z udzialem Anabaena flos-aquae. Wyniki testow wykazaly zmniejszona
przezywalno$¢ skorupiakow oraz wytwarzanie przez A. flos-aquae substancji ograniczajacych
ich filtracje i reprodukcje (Ostrofsky i in. 1983).

Testowanym gatunkiem, ktory spowodowal najwigksza $miertelno$¢ zooplanktonu byt
C. raciborskii. Smiertelno$é D. magna w tym tescie wyniosta 50% po 24h testu i az 95% po
48h. O wysokiej toksycznosci tego gatunku $wiadczy réwniez stosunkowo niewielka ilos§¢
biomasy wykorzystanej do przygotowania ekstraktu, ktora byta okoto czterokrotnie mniejsza
niz u powodujacej podobna $miertelnos¢ Microcystis aeruginosa. Smiertelno$é D. magna
oraz ograniczenie jej wzrostu pod wptywem obecnosci C. raciborskii potwierdzaja réwniez
dane innych badaczy (Nogueira i in. 2004). Mimo obecno$ci cylindrospermopsyny w
zbiornikach Eurpoy $rodkowej nie potwierdzono produkcji toksyny przez wyizolowane

szczepy C. raciborskii. Gatunek ten moze jeednak produkowac wiele innych toksycznych
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metabolitow np. saksitoksyny i gonyautoksyny (Kokocinski i in. 2007, Soares i in. 2009).

Wigkszos¢ danych dotyczacych toksycznego wptywu sinic na zooplankton dotyczy
Microcystis aeruginosa. W przeprowadzonych badaniach wykazano 60% $miertelnos¢ D.
magna po 24h testu pod wplywem obecnos$ci ekstraktu z tego gatunku sinicy. Obecno$¢ M.
aeruginosa wptywa negatywnie na rozw¢j oraz przezywalno$¢ zooplanktonu, gdyz wiele
badan wykazatlo wzmozona $miertelno$¢ D. magna podczas karmienia jej M. aeruginosa.
Wykazano rowniez ograniczenie wzrostu, zwtaszcza mtodych organizmoéw w obecnosci tego
gatunku sinicy (Lampert 1981, Liirling 2003). Obecno$¢ M. aeruginosa miata réwniez wptyw
na tempo pobierania pokarmu przez D. magna. W obecnosci toksycznej sinicy wio$larki
przerywaly pobieranie pokarmu, a po podaniu im pokarmu wolnego od sinic organizmy
rozpoczynaly ponownie filtracj¢ (Nizan i1 in. 1986). Poza bezposrednim wpltywem na
przezywalno$¢ skorupiakéw sinice oddziatuja na nie rowniez posrednio m.in. poprzez
wytwarzanie mikroviridyny J — metabolitu wtéornego powodujacego zakldcenie procesu
linienia u D. pulicaria. Skorupiaki sa zdolne do formowania nowego pancerzyka, natomiast
nie sa w stanie zrzuci¢ starego, co prowadzi do ograniczenia mozliwos$ci ptywania, filtracji, a
w konsekwencji §mierci organizmu (Rohrlack i in. 2004).

Mimo wykorzystania w teScie szczepu Planktothrix agardhi nie produkujacego
mikrocystyn, $miertelno$¢ D. magna w obecnosci tego gatunku byla stosunkowo wysoka.
Swiadczyé to moze o wytwarzaniu przez sinice innych metabolitow wtérnych, powodujacych
ograniczenie wzrostu 1 $§miertelno$¢ zooplanktonu.

Jedna z hipotez zaklada, Ze sinice produkuja toksyny jako allelochemikalia
pomagajace w konkurencji migdzy fitoplanktonem, ograniczajace wzrost innych organizméow
(Sedmak 1 Kosi 1998, Pflugmacher 2002). Wplyw toksyn sinicowych na fitoplankton
przejawia si¢ poprzez spadek jego liczebnosci w wyniku uszkodzenia btony komorkowe;j
(Legrand i in. 2003). Wykazano, ze gatunki z rodzajow Anabaena, Nostoc, Oscillatoria moga
powodowac ograniczenie wzrostu, hamowanie fotosyntezy, syntezy bialek i replikacji DNA
oraz liz¢ komorek fitoplanktonu (Infante 1 Abella 1985).

Gatunki, ktére wytwarzaja mikrocystyny sa niewrazliwe na ich dziatanie, w
przeciwnym razie dochodziloby do autoinhibicji gatunkéw produkujacych hepatotoksyny.
Wrazliwos¢ na cyjanotoksyny wykazuja natomiast gatunki niezdolne do produkcji
mikrocystyn. Ograniczony wzrost w obecno$ci ekstraktow z Microcystis aeruginosa
wykazaty okrzemka Navicula plicata, zielenice Salenastrum caprifolium, Pediastrum duplex,
Chlorella sp., a takze sinica Aphanizomenon flos-aquae (Tarczynska 1998).

Ograniczony rozwdj zielenicy Chlorella sp. hodowanej razem z Anabaena

oscillarioides 1 Microcystis aeruginosa wykazali Lam 1 Silvester (1979). Wyniki te
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potwierdzaja testy przeprowadzone w ramach tej pracy. Ograniczony rozwdj zielenicy
Scenedesmus quadricauda zaobserwowano podczas jej hodowli z gatunkami Merismopedia
glauca, Microcystis aeruginosa, Oscilaltoria sp., Planktothrix agardhi oraz Synechocystis sp.
Sposréd wymienionych gatunkéw jedynie M. aeruginosa zostat potwierdzony badaniami jako
gatunek produkujacy mikrocystyny, natomiast w literaturze pojawiaja si¢ doniesienia na temat
negatywnego wptywu innych substancji produkowanych przez sinice na fitoplankton jak np.
anatoksyna-a czy cylindrospermopsyna (Kearns i Hunter 2001).

Gatunkami, ktore w tescie nie wykazaty negatywnego wplywu na rozwdj zielenicy
byly Calothrix desertica 1 Nostoc sp. Gatunki te sa organizmami bentosowymi i
prawdopodobnie przegraly walkg o dostgpne biogeny z lepiej przystosowanym,
ekspansywnym gatunkiem S. quadricauda. Potwierdzi¢ to moze proba z trzykrotna przewaga
zielenicy nad Nostoc sp., w ktorej sinica byla wyraznie zdominowana i ograniczona przez
szybko rosnacy S. quadricauda.

Bardzo ciekawe wyniki uzyskano we wspolnych hodowlach Trichormus variabilis i
Aphanizomenon gracile z Scenedesmus quadricauda. Uzyskane wyniki pokazuja wyraznie
ograniczony rozwoj sinic w obecnosci zielenicy. Moze $wiadczy¢ to o braku zdolnos$ci tych
gatunkéw sinic do produkcji inhibitujacych wzrost innych przedstawicieli fitoplanktonu lub
negatywnym oddziatywaniu S. quadricauda na wybrane sinice. Druga mozliwo$¢ moga
potwierdza¢ wyniki uzyskane przez Mohammeda (2000), ktéry wykazal, ze zielenice
Chlorella sp. oraz Scenedesmus quadricauda sa zdolne podczas obecnosci sinic do produkeji
polisacharydéw dziatajacych jako antyutleniacze, zabezpieczajace komorki zielenic przed
stresem oksydacyjnym wywolywanym przez cyjanotoksyny, a w rezultacie pomagaja

zielenicy w prawidtowym wzro$cie w obecnosci toksycznych sinic.
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6. Podsumowanie

1. Od czerwca 2006 roku do sierpnia 2009 przeprowadzono badania jako$ciowe i
ilosciowe sktadu gatunkowego sinic na tle calego fitoplanktonu w 9 kapieliskach
Poznania i1 okolic. W wigkszos$ci z monitorowanych kapielisk wystapily sinicowe
zakwity wody z dominacja gatunkow potencjalnie toksycznych: Limnothrix redekei,
Pseudanabaena limnetica, Planktothrix agardhii.

2. Mikrocystyny zostaty wykryte we wszystkich jeziorach, jednak nie we wszystkich
probach. W zadnym przypadku nie zostat przekroczony dopuszczalny przez WHO
limit stezenia toksyny dla kapielisk wynoszacy 5ug 1! . Najwyzsze stezenie
mikrocystyn stwierdzono w Jeziorze Biezdruchowskim 23 lipcu 2008. Wynosito ono
1,126 pg 1.

3. Analiza molekularna wykazala obecno$¢ gendéw odpowiedzialnych za produkcje
toksyn tylko dla jednego z 10 wyizolowanych gatunkéw sinic.. W probie z
Microcystis aeruginosa PCC7806 stwierdzono obecno$¢ gendw mcyA oraz mcyC.
Produkcja mikrocystyny-LR przez ten gatunek zostata potwierdzona analiza HPLC.

4. Calothtix desertica, Merismopedia glauca, Microcystis aeruginosa oraz Synechocystis
sp. wykazywaty zdecydowane zahamowanie wzrostu liczebnosci komoérek w pozywce
bez azotu, natomiast osiagnely najwigksza liczebnos$¢ przy najwyzszym stezeniu tego
pierwiastka. Aphanizomenon gracile rozwijal si¢ najintensywniej przy ograniczonej
zawarto$ci azotu w pozywce co zwiazane bylo z obecnoscia heterocytow,
umozliwiajacych mu wigzanie azotu atmosferycznego.

5. Przeprowadzone testy wykazaty, iz produkcja mikrocystyn przez Microcystis

aeruginosa jest proporcjonalna do st¢zenia azotu w pozywce.

6. Wszystkie testowane sinice wykazaly zahamowanie wzrostu liczebnosci komorek
przy niedoborze fosforu w pozywece.
7. Produkcja mikrocystyny przez Microcystis aeruginosa byta proporcjonalna do

stezenia fosforu w pozywece.

8. Wszystkie testowane gatunki przy braku zelaza osiagaly zdecydowanie najnizsza
liczebno$¢ komorek na 1 ml wody po zakonczeniu testu.

9. Microcystis aeruginosa produkowala najwyzsze stezenia toksyn przy najwyzszym
stezeniu zelaza, natomiast w probach bez zelaza oraz z jego najnizszym stezeniem

toksyny byly obecne w niewielkich ilos$ciach, jednak wigkszych niz w przypadku
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10.

11.

12.

13.

14.

braku zelaza. Swiadczy to o zdolnosci sinic do wykorzystywania $ladowych ilosci
zelaza do produkcji mikrocystyn. Potwierdzi¢ to moze hipotez¢ o stymulowaniu
przyswajania zelaza przez mikrocystyny.

Nategzenie swiatta wplywato zroznicowanie na wzrost poszczegdlnych gatunkoéw sinic,
najlepiej w wysokim nat¢zeniu $wiatta rozwijaty si¢ Merismopedia glauca oraz
Microcystis aeruginosa. Planktohtrix agardhi 1 Calothrix desertica rozwijaty si¢
najlepiej przy stabym oswietleniu.

Microcystis aeruginosa produkowata mikrocystyng-LR ~w podobnych stezeniach
niezaleznie od poziomu nat¢zenia $wiatla, co potwierdza wczesniejsze badania,
wskazujace na uruchamianieprodukcji toksyn przy réznych natezeniach $wiatta.

Testy toksycznosci ostrej] wykazaty najwigksza toksyczno$¢ na Daphnia magna
gatunkow: C. raciborskii, T. variabilis, M. aeruginosa 1 P. agardhi. Toksycznego
wplywu nie wykazano dla gatunkéw A. gracile, C. desertica, M. glauca i Nostoc sp.
Gatunkami ograniczajacymi wzrost Scenedesmus quadricauda byty: M. glauca, M.
aeruginosa, Oscillatoria sp., P. agardhi oraz Synechocystis sp.

Scenedesmus quadricauda ograniczal wzrost sinic: Aphanizomenon gracile oraz

Trichormus variabilis.
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8. Spis rycin i tabel

Ryciny:

Ryc 1. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow CYA359F 1 23S30R, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryc 2. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow CYA106F 1 781R, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryc 3. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow CYA359F i 781R, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryc 4. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow 16S27F i 23S30R, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym (A: proby 01-13; B: proby 14-17)
Ryc 5. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow 322F 1 340R, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryc. 6. Produkty amplifikacji z uzyciem starterow MSF i MSR, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryec. 7 Produkty amplifikacji z uzyciem starterow PSCF 1 PSCR, po
przeprowadzonej na 1% zelu agarozowym

Ryec. 8. Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)

Ryec. 9. Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)

Ryc. 10. Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)
Ryec. 11. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)
Ryec. 12. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
Ryec. 13. Liczebnos$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)
Ryc. 14. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)

Rye. 15. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

elektroforezie

elektroforezie

elektroforezie

elektroforezie

elektroforezie

elektroforezie

elektroforezie

Rye. 16. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 1)

Ryec. 17. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 2)

Ryc. 18. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 1)

Ryec. 19. Liczebnos$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 2)

Ryec. 20. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Ryec. 21. Liczebnos$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)
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Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.

Ryec.
Ryec.
Ryec.

Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.

Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.

22.

23.

24.

25.

26.
27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (serial)
Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria2)
Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)
Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (serial)
Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria2)
Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 1)
Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Liczebno$¢ Aphanizomenon gracile (seria 1)

Liczebno$¢ Aphanizomenon gracile (seria 2)

Liczebno$¢ Calothrix desertica (seria 1)

Liczebno$¢ Calothrix desertica (seria 2)

Liczebno$¢ Merismopedia glauca (seria 1)

Liczebno$¢ Merismopedia glauca (seria 2)

Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa (seria 1)

Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa (seria 2)

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi (seria 1)

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi (seria 2)

213



Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.
Ryec.

54.
5s.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
8s.
86.
87.
88.

Liczebno$¢ Synechocystis sp. (seria 1)

Liczebno$¢ Synechocystis sp. (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 1)
Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria 2)
Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 1)
Liczebno$¢ Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)

Liczebno$¢ Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Liczebno$¢ sinicy Trichormus variabilis (kom./ml) (1 seria)
Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Liczebnos$¢ sinicy Trichormus variabilis (kom./ml) (2 seria)
Liczebnos$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Liczebno$¢ sinicy Aphanizomenon gracile (kom./ml) (1 seria)
Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Liczebnos$¢ sinicy Aphanizomenon gracile (kom./ml) (2 seria)
Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Liczebno$¢ sinicy Calothrix desertica (kom./ml) (1 seria)
Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Liczebnos$¢ sinicy Calothrix desertica (kom./ml) (2 seria)
Liczebnos$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Liczebno$¢ sinicy Merismopedia glauca (kom./ml) (1 seria)
Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)

Liczebno$¢ sinicy Merismopedia glauca (kom./ml) (2 seria)
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Ryec. 89. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Rye. 90. Liczebnos¢ sinicy Microcystis aeruginosa (kom./ml) (1 seria)

Ryc. 91. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Rye. 92. Liczebnos¢ sinicy Microcystis aeruginosa (kom./ml) (2 seria)

Ryec. 93. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Ryec. 94. Liczebnos¢ sinicy Nostoc sp. (kom./ml) (1 seria)

Ryc. 95. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Ryc. 96. Liczebnos¢ sinicy Nostoc sp. (kom./ml) (2 seria)

Ryec. 97. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Ryec. 98. Liczebnos¢ sinicy Oscillatoria sp. (kom./ml) (1 seria)

Ryc. 99. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Ryec. 100. Liczebnos¢ sinicy Oscillatoria sp. (kom./ml) (2 seria)

Rye. 101. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Rye. 102. Liczebno$¢ sinicy Planktothrix agardhi (kom./ml) (1 seria)

Ryc. 103. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Ryec. 104. Liczebno$¢ sinicy Planktotrhix agardhi (kom./ml) (2 seria)

Rye. 105. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)
Rye. 106. Liczebno$¢ sinicy Synechocystis sp. (kom./ml) (1 seria)

Ryc. 107. Liczebnos¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (1 seria)
Ryec. 108. Liczebnos¢ sinicy Synechocystis sp. (kom./ml) (2 seria)

Rye. 109. Liczebno$¢ zielenicy Scenedesmus quadricauda (kom./ml) (2 seria)

Tabele:

Tabela 1. Cechy morfometryczne jezior Poznania i okolic (wedtug Choinskiego 1992 oraz
Gotdyna i in. 1996)

Tabela 2. Sktad pozywki BG-11

Tabela 3. Sktad mikroelementow (Trace metal mix AS)

Tabela 4. IloSciowy spis skladnikow 1 czas przygotowania zelu w malym, Srednim

1 duzym aparacie do elektroforezy firmy BIOARD

Tabela 5. Startery PCR uzyte do amplifikacji i sekwencjonowania fragmentow 16S rRNA
oraz ITS

Tabela 6. Startery PCR uzyte do amplifikacji 1 sekwencjonowania genéw odpowiedzialnych
za biosyntezg cyjanotoksyn

Tabela 7. Zawarto$¢ biomasy sinic w 100% ekstraktu
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Tabela 8. Seria rozcienczen przygotowanych ekstraktow

Tabela 9. Udziat sinic w ogdlnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Biezdruchowskim

Tabela 10.
Tabela 11.
Tabela 12.
Tabela 13.
Tabela 14.
Tabela 15. Wyniki

Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Biezdruchowskim

Sktad gatunkowy i liczebnos¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2006
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2007
Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2008
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Biezdruchowskim w roku 2009

pomiarow wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze

Biezdruchowskim

Tabela 16.
Tabela 17.
Tabela 18.
Tabela 18.
Tabela 19.
Tabela 20.
Tabela 21.
Tabela 22.
Tabela 23.
Tabela 24.
Tabela 25.
Tabela 26.

Udziat sinic w ogolnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Bninskim
Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Bninskim

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2006

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2006

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2007

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2008

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Bninskim w roku 2009
Wyniki pomiaréw wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze Bninskim
Udziat sinic w ogo6lnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Dymaczewskim
Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Dymaczewskim

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Dymaczewskim w roku 2006

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Dymaczewskim w roku 2007

Tabela 27. Wyniki pomiaréw wskaznikow fizyczno-chemicznych w probkach wody z Jeziora

Dymaczewskiego

Tabela 28.
Tabela 29.
Tabela 30.
Tabela 31.
Tabela 32.
Tabela 33.
Tabela 34.
Tabela 35.
Tabela 36.
Tabela 37.
Tabela 38.
Tabela 39.

Udziat sinic w ogolnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Kierskim
Stgzenie mikrocystyn w Jeziorze Kierskim

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2006
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2007
Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2008
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Kierskim w roku 2009
Wyniki pomiaré6w wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze Kierskim
Udzial sinic w ogo6lnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Kornickim
Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Kornickim

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Kornickim w roku 2008
Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Kornickim w roku 2009

Wyniki pomiarow wskaznikéw fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze Kérnickim
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Tabela 40.
Tabela 41.
Tabela 42.
Tabela 43.
Tabela 44.
Tabela 45.
Tabela 46.
Tabela 47.
Tabela 48.
Tabela 49.
Tabela 50.
Tabela 51.
Tabela 52.

Udziat sinic w ogo6lnej liczebnosci fitoplanktonu w jeziorze Malta

Stezenie mikrocystyn w jeziorze Malta

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2006

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2007

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2008

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Malta w roku 2009

Wyniki pomiaréw wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w jeziorze Malta
Udziat sinic w ogolnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Niepruszewskim
Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Niepruszewskim

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2006
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2007
Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2008

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Niepruszewskim w roku 2009

Tabela 53. Wyniki pomiarow wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze

Niepruszewskim

Tabela 54.
Tabela SS.
Tabela 56.
Tabela 57.
Tabela 58.
Tabela 59.
Tabela 60.
Tabela 61.
Tabela 62.
Tabela 63.
Tabela 64.
Tabela 65.
Tabela 66.

Udziat sinic w ogolnej liczebnosci fitoplanktonu w jeziorze Rusatka
Stezenie mikrocystyn w jeziorze Rusatka

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2006
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2007
Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2008
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w jeziorze Rusatka w roku 2009
Wyniki pomiaréw wskaznikow fizyczno-chemicznych wody w jeziorze Rusatka
Udziat sinic w ogolnej liczebnosci fitoplanktonu w Jeziorze Strykowskie
Stezenie mikrocystyn w Jeziorze Strykowskim

Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2006
Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2007
Sktad gatunkowy 1 liczebno$¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2008

Sktad gatunkowy i liczebno$¢ sinic w Jeziorze Strykowskim w roku 2009

Tabela 67. Wyniki pomiaréw wskaznikdw fizyczno-chemicznych wody w Jeziorze

Strykowskim

Tabela 68. Skuteczno$¢ starterow uzytych do reakcji PCR, amplifikujacych fragmenty 16S

rRNA-23S rRNA i szacowana wielko$¢ (kpz) otrzymanych produktéw wg PhotoCapt

Tabela 69. Statystyczne zestawienie podobienstwa pierwszego fragmentu DNA wspolnego

dla wszystkich analizowanych sekwencji proby 01

Tabela 70. Statystyczne zestawienie podobienstwa drugiego fragmentu DNA wspolnego dla
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wszystkich analizowanych sekwencji proby 01

Tabela 71. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 4.23S30R z AY 827829

Tabela 72. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 06.CYA359F z GQ351569
Tabela 73. Statystyczne zestawienie podobienstwa pierwszego fragmentu DNA wspolnego
dla wszystkich analizowanych sekwencji proby 07

Tabela 74. Statystyczne zestawienie podobienstwa drugiego fragmentu DNA wspolnego dla
wszystkich analizowanych sekwencji proby 07

Tabela 75. Statystyczne zestawienie podobienstwa fragmentow DNA préby 09 wspdlnych z
GQ351569

Tabela 76. Statystyczne zestawienie podobienstwa wszystkich fragmentow DNA proby 12 z
CP000117

Tabela 77. Statystyczne zestawienie podobienstwa fragmentow DNA préby 13 wspdlnych z
AM230699

Tabela 78. Statystyczne zestawienie podobienstwa fragmentéw DNA proby 14 wspolnych z
AM230699

Tabela 79. Statystyczne zestawienie podobienstwa pierwszego fragmentu DNA wspolnego
dla wszystkich analizowanych sekwencji proby 15

Tabela 80. Statystyczne zestawienie podobienstwa drugiego fragmentu DNA wspolnego dla
wszystkich analizowanych sekwencji proby 15

Tabela 81. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 16.CYA359F z GU935367
Tabela 82. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 16.23S30R z GU935367
Tabela 83. Skuteczno$¢ starteréw uzytych do reakcji PCR, amplifikujacych fragmenty
odpowiedzialne za toksyczno$¢

Tabela 84. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 07.MSR z AM778952

Tabela 85. Statystyczne zestawienie podobienstwa sekwencji 07.PSCF z AM778952

Tabela 86. Statystyczne  zestawienie  podobienstwa  sekwencji  07.PSCR

z AM778952

Tabela 87. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu testu

Tabela 88. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po zakonczeniu
testu

Tabela 89. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po
zakonczeniu testu

Tabela 90. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu testu

Tabela 91. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po
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zakonczeniu testu

Tabela 92. Ste¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu
testu

Tabela 93. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 94. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu

Tabela 95. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa
CCNP1102 (MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Tabela 96. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Tabela 97. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa
CCNP1103 (MK10.10) po zakonczeniu testu

Tabela 98. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1103
(MK10.10) po zakonczeniu testu

Tabela 99. St¢zenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po
zakonczeniu testu

Tabela 100. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu
testu

Tabela 101. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi
CCNP1303 po zakonczeniu testu

Tabela 102. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi CCNP1303 po
zakonczeniu testu

Tabela 103. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Symnechocystis sp. po
zakonczeniu testu

Tabela 104. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu
testu

Tabela 105. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu testu

Tabela 106. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu testu

Tabela 107. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po
zakonczeniu testu

Tabela 108. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu

testu
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Tabela 109. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po
zakonczeniu testu

Tabela 110. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu
testu

Tabela 111. Ste¢zenie toksyn sinicowych z przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 112. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 113. Stezenie toksyn sinicowych z przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa
CCNP1102 (MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Tabela 114. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Tabela 115. Stgzenie toksyn sinicowych z przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa
CCNP1103 (MK10.10) po zakonczeniu testu

Tabela 116. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1103
(MK10.10) po zakonczeniu testu

Tabela 117. St¢zenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po
zakonczeniu testu

Tabela 118. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu
testu

Tabela 119. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi
CCNP1303 po zakonczeniu testu

Tabela 120. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi CCNP1303 po
zakonczeniu testu

Tabela 121. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po
zakonczeniu testu

Tabela 122. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu
testu

Tabela 123. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu test

Tabela 124. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu testu

Tabela 125. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po
zakonczeniu testu

Tabela 126. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu
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testu

Tabela 127. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po
zakonczeniu testu

Tabela 128. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu
testu

Tabela 129. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 130. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 131. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po
zakonczeniu testu

Tabela 132. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu
testu

Tabela 133. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po
zakonczeniu testu

Tabela 134. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu
testu

Tabela 135. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu testu

Tabela 136. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Aphanizomenon gracile po
zakonczeniu testu

Tabela 137. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Calothrix desertica po
zakonczeniu testu

Tabela 138. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Calothrix desertica po zakonczeniu
testu

Tabela 139. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Merismopedia glauca po
zakonczeniu testu

Tabela 140. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Merismopedia glauca po zakonczeniu
testu

Tabela 141. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 142. Stgzenie toksyn sinicowych w biomasie  Microcystis aeruginosa po
zakonczeniu testu

Tabela 143. St¢zenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa

CCNP1102 (MAKRO0205) po zakonczeniu testu
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Tabela 144. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1102
(MAKRO0205) po zakonczeniu testu

Tabela 145. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Microcystis aeruginosa
CCNP1103 (MK 10.10) po zakonczeniu testu

Tabela 146. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Microcystis aeruginosa CCNP1103
(MK10.10) po zakonczeniu testu

Tabela 147. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi po
zakonczeniu testu

Tabela 148. Stg¢Zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi po zakonczeniu
testu

Tabela 149. Stezenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Planktothrix agardhi
CCNP1303 po zakonczeniu testu

Tabela 150. St¢zenie toksyn sinicowych w biomasie Planktothrix agardhi CCNP1303 po
zakonczeniu testu

Tabela 151. Stgzenie toksyn sinicowych w przesaczu z hodowli Synechocystis sp. po
zakonczeniu testu

Tabela 152. Stezenie toksyn sinicowych w biomasie Synechocystis sp. po zakonczeniu
testu

Tabela 153. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy 7. variabilis (A, B, C, D
— powtdrzenia testu)

Tabela 154. Wyniki przezywalno$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy 4. gracile (A, B, C, D —
powtdrzenia testu)

Tabela 155. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy C. desertica (A, B, C, D
— powtdrzenia testu)

Tabela 156. Wyniki przezywalnos$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy C. raciborski (A, B, C, D
— powtorzenia testu)

Tabela 157. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy M. glauca (A, B, C, D —
powtorzenia testu)

Tabela 158. Wyniki przezywalnos$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy M. aeruginosa (A, B, C,
D — powtdrzenia testu)

Tabela 159. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy Nostoc sp. (A, B, C, D —
powtorzenia testu)

Tabela 160. Wyniki przezywalnos$ci D. magna w ekstrakcie z sinicy Oscillatoria sp. (A, B, C,
D — powtdrzenia testu)

Tabela 161. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy P. agardhi (A, B, C, D —
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powtorzenia testu)
Tabela 162. Wyniki przezywalnosci D. magna w ekstrakcie z sinicy Synechocystis sp. (A, B,
C, D — powtorzenia testu)
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Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)
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Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

Liczebnos¢ (kom/ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)

Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)

Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)
Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)
Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria
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Zalacznik 68.
Zalacznik 69.
Zalacznik 70.
Zalacznik 71.
Zalacznik 72.
Zalacznik 73.
Zalacznik 74.
Zalacznik 75.
Zalacznik 76.
Zalacznik 77.
Zalacznik 78.
Zalacznik 79.
Zalacznik 80.
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Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (2 seria)
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Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (2 seria)
Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (1 seria)

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (2 seria)

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (1 seria).

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (2 seria)

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (1 seria)

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizmoéow (1 seria).

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (1 seria).

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (2 seria)

Liczebno$¢ (kom./ml) testowanych organizméw (1 seria).
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Zalacznik 1. Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)

Data K A B
27.02.2010 22643 20846 21993 21839
1.03.2010 47298 50287 52384 49272
4.03.2010 99371 118373 100377 76908
6.03.2010 132997 189332 182758 113934
Zalacznik 2. Liczebno$¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 22176 19263 23946 20272
1.03.2010 50273 51938 48340 44948
4.03.2010 89799 108362 93742 64028
6.03.2010 129784 199721 192374 102843
Zalacznik3. Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 19232 22838 22032 20937
1.03.2010 23983 26093 24301 21544
4.03.2010 40287 18364 34280 50239
6.03.2010 93117 17322 56302 128402
Zalacznik 4. Liczebno$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 20434 21934 24229 20338
1.03.2010 24984 24413 23948 27390
4.03.2010 42948 19333 40662 59382
6.03.2010 89372 15928 53994 118233
Zalacznik 5. Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 21636 23848 20474 21844
1.03.2010 35922 24998 23445 33857
4.03.2010 72039 17363 36982 89764
6.03.2010 133942 7349 64277 160583
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Zalacznik 6. Liczebno$¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

Data K A B
27.02.2010 19474 21008 22117 20334
1.03.2010 34022 19442 27404 36039
4.03.2010 80477 13955 33958 79043
6.03.2010 129798 5093 70559 170345
Zalacznik 7. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 20865 23948 21998 24913
1.03.2010 28643 27659 29861 43994
4.03.2010 61938 18753 35092 75259
6.03.2010 88347 12948 51550 118402
Zalacznik 8. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 21845 21993 22899 20117
1.03.2010 26392 22938 26103 49762
4.03.2010 57522 19385 33910 68203
6.03.2010 90284 9342 48545 128332

Zalacznik 9. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria

1)
Data K A B
14.12.2010 18045 21846 20776 20611
16.12.2010 25994 25339 24338 26875
19.12.2010 44947 23948 31092 48097
22.12.2010 62948 20456 38099 75987

Zalacznik 10. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria

2)
Data K A B
14.12.2010 22612 20980 21445 21207
16.12.2010 24990 25778 23445 25505
19.12.2010 41976 23556 30716 49076
22.12.2010 63277 18005 34556 82441
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Zalacznik 11. Liczebno$¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK10.10) (seria 1)

Data K A B C
14.12.2010 20046 20389 21902 22007
16.12.2010 23588 22940 24022 27221
19.12.2010 36585 21002 28099 43092
22.12.2010 68665 18223 43709 79037

Zalacznik 12. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK 10.10) (seria 2)

Data K A B C
14.12.2010 18646 22139 22487 20999
16.12.2010 21993 22944 23094 24095
19.12.2010 36387 21038 32949 40234
22.12.2010 59911 18221 41928 76812

Zalacznik 13. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Data K A B C
17.02.2010 22182 20646 20773 22833
19.02.2010 34909 18635 25932 32857
22.02.2010 50298 12887 42843 48004
24.02.2010 83020 4990 65211 95670

Zaljcznik 14. Liczebnos$¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Data K A B C
17.02.2010 21883 22931 22935 19743
19.02.2010 33049 16532 23944 28364
22.02.2010 49722 10223 33981 67321
24.02.2010 72994 32908 55938 109272

Zalacznik 15. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)

Data K A B C
14.12.2010 20472 19796 21003 20377
16.12.2010 25938 22931 23072 26995
19.12.2010 40154 20118 29016 44949
22.12.2010 67430 15200 33937 81036

Zalacznik 16. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Data K A B C
14.12.2010 21371 20351 22047 19663
16.12.2010 24711 24029 25034 25308
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19.12.2010 39013 16342 30081 40462
22.12.2010 70925 14922 39466 79032
Zalacznik 17. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)
Data K A B
17.02.2010 22837 20474 23485 20742
19.02.2010 41249 15427 31847 40846
22.02.2010 78420 8362 43048 88626
24.02.2010 128943 2947 49762 187200
Zalacznik 18. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)
Data K A B
17.02.2010 21848 22755 20745 21556
19.02.2010 38644 14492 33845 39745
22.02.2010 72764 7509 49277 91048
24.02.2010 136399 3882 52939 174065
Zalacznik 19. Liczebnos¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 21843 23659 22364 21849
1.03.2010 42273 26378 28759 40476
4.03.2010 97539 28436 53829 90476
6.03.2010 122956 21284 85377 150379
Zalacznik 20. Liczebnos¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 19622 22483 20738 20351
1.03.2010 36529 28876 30948 47625
4.03.2010 92742 25438 49028 89034
6.03.2010 118736 20484 88392 138495
Zalacznik 21. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 20328 21947 20663 19822
1.03.2010 22883 23843 24943 24956
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4.03.2010 39462 17633 33394 47972
6.03.2010 88711 5383 52994 90472
Zalacznik 22. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 22837 24887 21034 22904
1.03.2010 24958 22844 27342 33842
4.03.2010 34947 13688 38745 55983
6.03.2010 59732 10472 63903 83948
Zalacznik 23. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 22342 22410 21009 23547
1.03.2010 40223 20382 23884 42977
4.03.2010 68342 12735 31046 59023
6.03.2010 142006 9044 33098 120331
Zalacznik 24. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 20338 21482 21774 22011
1.03.2010 37291 22944 24583 35069
4.03.2010 81340 10298 37482 74569
6.03.2010 127452 7832 34957 132048
Zalacznik 25. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)
Data K A B
27.02.2010 20632 21883 24721 22876
1.03.2010 27552 23746 25783 33948
4.03.2010 52937 19733 33293 72934
6.03.2010 79316 8832 37462 100829
Zalacznik 26. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)
Data K A B
27.02.2010 22755 23645 20377 20128
1.03.2010 31858 21937 26542 48264
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4.03.2010

63659

12384

33493

77832

6.03.2010

88753

10223

44857

119903

Zalacznik 27. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria

1)
Data K A B C
14.12.2010 22757 20464 20444 20559
16.12.2010 25482 22484 23595 27391
19.12.2010 36847 15449 27044 43948
22.12.2010 55382 10463 33412 73929

Zalacznik 28. Liczebnos¢ (kom/ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria

2)

Data K A B C
14.12.2010 21947 23645 19431 21472
16.12.2010 23948 25872 21947 26431
19.12.2010 35311 21944 29462 39409
22.12.2010 51932 14955 35301 72836

Zalacznik 29. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK 10.10) (seria 1)

Data K A B C
14.12.2010 23387 21370 20319 20021
16.12.2010 25499 25332 22947 24928
19.12.2010 35843 19027 27343 39028
22.12.2010 49271 12433 36490 81037

Zalacznik 30. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK 10.10) (seria 2)

Data K A B C
14.12.2010 21037 19224 20038 21922
16.12.2010 23494 23840 24102 26282
19.12.2010 33947 20373 29003 40187
22.12.2010 53048 17353 39302 76390

Zalacznik 31. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Data K A B C
17.02.2010 22889 20746 20162 20870
19.02.2010 34118 10298 27635 33387
22.02.2010 44872 8037 32983 50374
24.02.2010 81872 2937 39864 78936

Zalacznik 32. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)
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Data K A B C
17.02.2010 21887 20919 23827 24117
19.02.2010 33769 17649 22836 29003
22.02.2010 51076 12883 36090 62839
24.02.2010 76548 6891 40218 90362

Zalacznik 33. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)

Data K A B C
17.02.2010 19334 21002 22341 22110
19.02.2010 29038 25482 23957 25389
22.02.2010 41039 21947 27404 44938
24.02.2010 61937 17392 42948 74218

Zalacznik 34. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Data K A B C
17.02.2010 20461 22398 23460 21020
19.02.2010 26399 24361 25111 26336
22.02.2010 41032 18390 31039 43480
24.02.2010 55211 16332 47592 81031

Zalacznik 35. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

Data K A B C
17.02.2010 24111 21658 21883 23769
19.02.2010 35865 19993 33902 34598
22.02.2010 82557 16378 50284 88402
24.02.2010 132679 17494 88930 150292

Zalacznik 36. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Data K A B C
17.02.2010 21658 20532 22736 22103
19.02.2010 44328 23287 24956 29045
22.02.2010 96887 22183 44392 78945
24.02.2010 118520 14922 52956 141905

Zalacznik 37. Liczebnos¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)

Data K A B C
27.02.2010 18028 19320 22038 20736
1.03.2010 38932 28372 34827 47352
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4.03.2010 77632 54293 69372 76922
6.03.2010 110386 83729 97039 108326
Zalacznik 38. Liczebnos¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)

Data K A B C
27.02.2010 20119 21837 19026 22108
1.03.2010 40472 31044 43121 49725
4.03.2010 81038 49027 66621 80725
6.03.2010 120063 77390 92972 110285
Zalacznik 39. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)

Data K A B C
27.02.2010 20487 21233 22842 19334
1.03.2010 27462 28552 26492 25967
4.03.2010 43059 33438 37040 44722
6.03.2010 77048 35942 66035 90457
Zalacznik 40. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)

Data K A B C
27.02.2010 19378 22247 20465 22048
1.03.2010 26483 27649 24957 29390
4.03.2010 41008 34005 40775 50723
6.03.2010 82099 39137 72047 89331
Zalacznik 41. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)

Data K A B C
27.02.2010 22047 20476 20558 21736
1.03.2010 36073 27463 27499 33866
4.03.2010 64283 22937 44048 77036
6.03.2010 119372 16445 73975 133029
Zalacznik 42. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

Data K A B C
27.02.2010 21048 22347 20465 20073
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1.03.2010 32975 26384 25943 29047
4.03.2010 59043 23995 48032 65342
6.03.2010 109736 19045 68367 120463
Zalacznik 43. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)

Data K A B C
27.02.2010 21048 20366 20664 22109
1.03.2010 26642 25830 24399 28754
4.03.2010 58452 21048 40752 66538
6.03.2010 93766 20746 66048 119865
Zalacznik 44. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

Data K A B C
27.02.2010 20464 21853 21553 21909
1.03.2010 25429 26587 26590 31998
4.03.2010 52048 22631 41298 59880
6.03.2010 86549 19775 52879 109646
Zalacznik 45. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Data K A B C
17.02.2010 20173 18376 21387 20473
19.02.2010 30476 21048 29473 29433
22.02.2010 44058 24827 40437 50263
24.02.2010 77492 22094 59032 86495
Zalacznik 46. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Data K A B C
17.02.2010 22043 23477 18461 20999
19.02.2010 35887 27452 26352 30263
22.02.2010 51408 27332 38472 49027
24.02.2010 76558 24931 60112 88324
Zalacznik 47. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

Data K A B C
17.02.2010 21488 21038 22937 20736
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19.02.2010 37592 24103 33082 36495
22.02.2010 66038 23713 57291 69623
24.02.2010 106422 19026 70927 100325
Zalacznik 48. Liczebnos¢ (kom/ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Data K A B C
17.02.2010 20445 19347 21837 22038
19.02.2010 35266 24058 30752 29449
22.02.2010 63947 25837 47640 67042
24.02.2010 99422 22384 65032 89559

Zalacznik 49. Liczebnos¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 1)

Data A B C

27.02.2010 22998 21735 22883
1.03.2010 38733 44287 42976
4.03.2010 69028 88201 59273
6.03.2010 72837 142819 82097

Zaljcznik 50. Liczebnos¢ (kom./ml) Aphanizomenon gracile (seria 2)

Data A B C

27.02.2010 24399 20382 21923
1.03.2010 35919 40372 44782
4.03.2010 72008 92018 66311
6.03.2010 89362 132110 99855

Zalacznik 51. Liczebnos$¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 1)

Data A B C

27.02.2010 22736 20373 22839
1.03.2010 26539 25398 26533
4.03.2010 52096 42943 34229
6.03.2010 93836 89377 49826

Zalacznik 52. Liczebnos¢ (kom./ml) Calothrix desertica (seria 2)

Data

A

B

C
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27.02.2010 21009 22837 22773
1.03.2010 26531 23988 25206
4.03.2010 47320 39871 31023
6.03.2010 88377 87352 47295

Zalacznik 53. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 1)

Data A B C
17.02.2010 22110 22736 20373
19.02.2010 27612 37121 29386
22.02.2010 39261 68352 79233
24.02.2010 48276 122937 163821

Zalacznik 54. Liczebnos¢ (kom./ml) Merismopedia glauca (seria 2)

Data A B C
17.02.2010 20187 23511 19937
19.02.2010 25371 30837 27937
22.02.2010 33081 77245 72269
24.02.2010 51934 133732 151882

Zalacznik 55. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 1)

Data A B C
17.02.2010 20816 19737 24665
19.02.2010 25782 28362 35827
22.02.2010 33826 55729 72971
24.02.2010 39726 99357 119374

Zalacznik 56. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa (seria 2)

Data A B C
17.02.2010 20365 24377 22373
19.02.2010 26911 32116 32987
22.02.2010 30658 66539 69725
24.02.2010 35882 90265 106379

Zalacznik 57. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria

1)
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Data A B C

14.12.2010 19038 20198 22938
16.12.2010 22832 22527 26391
19.12.2010 29384 38722 42816
22.12.2010 30387 55300 63290

Zalacznik 58. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1102 (MAKRO0205) (seria

2)

Data A B C
14.12.2010 20388 20996 21210
16.12.2010 25392 23900 24837
19.12.2010 27399 37830 36490
22.12.2010 31931 60277 59033

Zalacznik 59. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK 10.10) (seria 1)

Data A B C

14.12.2010 18268 20376 20882
16.12.2010 21029 25299 22937
19.12.2010 26390 36672 38122
22.12.2010 34958 61037 63048

Zalacznik 60. Liczebnos¢ (kom./ml) Microcystis aeruginosa CCNP1103 (MK 10.10) (seria 2)

Data A B C

14.12.2010 21382 21936 20092
16.12.2010 23098 24957 23940
19.12.2010 25038 37009 39487
22.12.2010 32098 64858 59027

Zalacznik 61. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 1)

Data A B C

17.02.2010 20364 18353 22735
19.02.2010 30522 27535 28341
22.02.2010 69315 46882 44992
24.02.2010 99201 78535 67922

Zalacznik 62. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi (seria 2)

Data A B C

17.02.2010 21032 20383 20118
19.02.2010 30998 33928 23920
22.02.2010 64821 49200 50163
24.02.2010 106839 90233 89251
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Zalacznik 63. Liczebnos¢ (kom./ml) Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 1)

Data A B C

17.02.2010 20830 19027 21038
19.02.2010 26523 23497 24029
22.02.2010 40287 39466 41037
24.02.2010 70276 58362 60377

Zalacznik 64. Liczebnos¢ (kom/ml) Planktothrix agardhi CCNP1303 (seria 2)

Data A B C

17.02.2010 21837 22710 20371
19.02.2010 26309 26355 25339
22.02.2010 37494 36049 38028
24.02.2010 64873 52937 57932

Zalacznik 65. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 1)

Data A B C
17.02.2010 22943 25737 20473
19.02.2010 43958 47462 42484
22.02.2010 83944 82472 66293
24.02.2010 113944 103948 104583

Zalacznik 66. Liczebnos¢ (kom./ml) Synechocystis sp. (seria 2)

Data A B C
17.02.2010 19473 22249 21049
19.02.2010 39845 41330 44064
22.02.2010 82734 89043 90248
24.02.2010 129384 119325 120473

Zalacznik 67. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria)

Data S Z S1:Z21 S1:Z23 S3:21
15.02.2008 77283 79992 40940 56661 64735| 152996| 210328 59200
18.02.2008 | 174665 44217 | 151090| 265529 62922| 100452| 190292 208904
21.02.2008| 260073 751036| 126765| 735482| 120882| 934192| 233920 555832
24.02.2008| 612390| 2375318| 186064 (2433090 178021 | 2223819 290320 1624738
Zalacznik 68. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data s z S$1:21 $1:23 $3:21
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15.02.2008 82392 68927 72998 | 67291 83821 | 200281| 270221 70287
18.02.2008| 220738 70732| 132098 | 302876 70873 | 180276| 220980 250736
21.02.2008| 290621 822765| 172827| 983776| 150287 | 1107482| 300718 700181
24.02.2008| 759273| 2192766| 158765|2008761| 160827 | 2590219| 407211 1903822
Zalacznik 69. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria).

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 S$3:Z1
19.05.2010 67277 47777 49750 54444| 108288| 241121| 216372 52242
21.05.2010| 229694 126666 94861 | 34000 79133 | 455555| 142783 82777
23.05.2010| 292727 397775 82866 | 128222 57638 | 508333| 151172 112366
25.05.2010| 298627 459821 76436| 132685 54795| 548719| 225328 264762
Zalacznik 70. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data S Y4 $1:21 $1:Z3 S3:21
19.05.2010 59766 58176 55281 | 62987 62098 | 210765| 239112 53877
21.05.2010| 238714 122965| 104871| 82198 63876 | 428166| 200769 78919
23.05.2010| 300621 422891 | 102878 | 149754 57298 | 489005| 240887 134088
25.05.2010| 331087 500372 80277 | 160448 56333 | 602338| 283227 266018
Zalacznik 71. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria)

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 S3:Z1
15.02.2008 20365 18997 21876 | 22987 22662 55722 66022 24811
18.02.2008 22877 42337 25872 | 49876 18755 74339 89918 34665
21.02.2008 43981 128765 39876 | 100985 33352| 100987| 100776 100988
24.02.2008 92877 248771 69276 | 258887 65611| 367332| 148998 199887
Zalacznik 72. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 $3:Z1
15.02.2008 22987 20767 17228 | 20889 24765 62877 58229 23381
18.02.2008 22487 50621 20088 | 50721 25876| 100892 77218 42988
21.02.2008 50877 120899 50219 | 90218 40006 | 189922 90672 112298
24.02.2008 89312 282242 89223 | 190387 75218 | 420117| 133662 200987
Zalacznik 73. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmoéw (1 seria).

Data S Y4 $1:21 $1:Z3 S3:21
29.05.2010 40227 44982 48766 | 42881 38332 132899| 129002 40777
31.05.2010 48992 78299 55988 | 40332 36178 | 153882| 149902 36221
3.06.2010 100821 230877 90271 | 82998 60998 | 208311 | 238221 53327
5.06.2010 190225 780224 | 132008| 228021 76221| 269873| 400225 108428
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Zalacznik 74. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 S$3:Z1
29.05.2010 42371 44221 44621 50721 42987 | 120765| 114997 38776
31.05.2010 55881 84300 62177 51776 40663 | 160886| 150888 32008
3.06.2010 120897 200812 89002 | 123097 68212 | 222638| 319722 63303
5.06.2010 220668 666902| 158776| 200811 90363| 320884| 432332 121448
Zalacznik 75. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria)

Data S Y4 $1:21 $1:Z3 S$3:21
19.05.2010 20399 23771 19554 | 22008 19888 71565 59623 22763
21.05.2010 26882 38759 23809| 30662 22673 106372 86352 24725
23.05.2010 56002 85750 55408 | 32721 47282| 128630 157299 18735
25.05.2010 80772 211764 107745] 19663 99726| 137826| 176299 14672
Zalacznik 76. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria).

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 S$3:Z1
29.05.2010 15762 17352 18522 | 15799 15342 50223 42391 13493
31.05.2010 18260 30223 21736| 29717 15627 80263 53827 22933
3.06.2010 25271 73291 23891 59171 17981 | 132094 72521 59382
5.06.2010 42831 189229 31772 112212 10372| 178236 80282 102011
Zalacznik 77. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmoéw (1 seria).

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 $3:Z1
29.05.2010 15762 17352 18522 15799 15342 50223 42391 13493
31.05.2010 18260 30223 21736| 29717 15627 80263 53827 22933
3.06.2010 25271 73291 23891 59171 17981 | 132094 72521 59382
5.06.2010 42831 189229 31772 112212 10372| 178236 80282 102011
Zalacznik 78. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data S Y4 $1:21 $1:Z3 S3:21
29.05.2010 15362 19272 17253 | 17342 17625 47610 50836 16352
31.05.2010 20372 40287 23815| 28635 20736| 107362 63487 30794
3.06.2010 30828 92512 26209| 57231 16352 | 142974 80387 76253
5.06.2010 52373 163422 32386| 132876 14298 | 197462 100736 129473
Zalacznik 79. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria).

Data S Y4 S$1:21 $1:Z3 S3:Z1
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29.05.2010 30846 29736 28219 31223 31299 87420 89329 32799
31.05.2010 29746 47624 27490| 42984 27992 | 120937| 103556 42847
3.06.2010 42764 99762 36389 58221 32849 162888| 130043 65003
5.06.2010 78625 173500 59811 85601 43928 | 219376| 167029 62948
Zalacznik 80. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data S Z S$1:21 S$1:Z23 S3:21
29.05.2010 32837 34899 30284 29743 31889 92762 89090 30991
31.05.2010 35289 65439 33895 43012 30284 | 117442 96839 44922
3.06.2010 54626 107650 38112 60328 35492 159726| 123853 70668
5.06.2010 71997 203746 60125 82096 40995| 237543| 180337 62933
Zalacznik 81. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria)

Data S Z S$1:21 S$1:Z23 S3:21
19.05.2010 20736 23827 22732 24199 20386 59721 63942 21934
21.05.2010 32874 40737 30473 43007 23847 78276 87253 28462
23.05.2010 53847 102833 60726| 48720 35827 93722 102874 22839
25.05.2010 78002 131752 73971 44927 49027 | 142873| 139756 18928
Zalacznik 82. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmoéow (2 seria).

Data S Z S$1:21 S$1:Z23 S3:21
19.05.2010 19373 20664 20337 21837 21736 62983 62983 23871
21.05.2010 33990 38263 32642 44912 23182 80372 90264 31947
23.05.2010 56912 92746 59873 47261 40263 89373 118743 27493
25.05.2010 76995 145087 82310 39621 52948 | 153782 147021 24954
Zalacznik 83. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (1 seria)

Data S Z S$1:21 S$1:Z23 S3:21
29.05.2010 25836 27492 26482 26399 24828 76443 77324 25883
31.05.2010 47022 44927 44847 | 42048 40621| 103722 93611 22048
3.06.2010 90427 89364 85032 53049 49922 | 124093| 128474 27490
5.06.2010 142948 131844 | 117820 72011 78362 150821| 184022 42945
Zalacznik 84. Liczebnos¢ (kom./ml) testowanych organizmow (2 seria)

Data S Z S1:21 S$1:Z23 S3:21
29.05.2010 25003 24330 25883 27492 25992 80213 74391 26912
31.05.2010 46920 47291 47291 44037 42482| 119373 88376 31655
3.06.2010 86420 79372 89421 58301 55294 | 134828| 148220 28573
5.06.2010 150249 141993| 111834 69024 80247 | 155246| 186259 38376
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	Trichormus variabilis (Kützing ex Bornet & Flahault) Komárek & Anagnostidis (Syn. Anabaena variabilis Kützing)

