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Anotace

Ke stanoveni miry fyziologického stresu v bunikdch znamého biomonitoru Pleurozium
schreberi, byla vybréna titratni metoda stanoveni kyseliny askorbové. Obsah kyseliny
askorbové bylo stanoveno ve vzorcich mechu, které¢ byly po dobu péti tydnii vystaveny
suspenzi nanocastic ZnO, za pomoci 2 % kyseliny metafosforecné a titratniho Cinidla
2,6-dichlorfenolindofenolu. Déle bylo rovnéz sledovano ovlivnéni miry vyvolaného stresu
v zavislosti na riznych podminkéch, kterym byl mech béhem experimentu vystaven. Mira
vyvolaného stresu byla u vSech vzorkl zavisld jak na podminkach experimentu, tak zdali
vzorky byly exponovany nebo nikoli. Metoda je vhodnou ¢asti biomonitoringu znecisténi

nanocasticemi.

Kli¢ova slova: Pleurozium schreberi, kyselina askorbova, titrani metoda, nano-ZnO,

stres

Abstract

To determine the degree of physiological stress in the cells of the known biomonitor
Pleurozium schreberi, the titration method for the determination of ascorbic acid was
chosen. The ascorbic acid content was determined in moss samples that were exposed to a
suspension of ZnO nanoparticles for 5 weeks with 2% metaphosphoric acid and
2,6-dichlorophenolindophenol titration reagent. In addition, the effect of the stress-induced
rate was monitored, depending on the different conditions the moss experienced during the
experiment. The rate of stress induced in all samples was dependent both on the conditions
of the experiment and whether or not the samples were exposed. The method is a suitable

part of biomonitoring of nanoparticle pollution.

Keywords: Pleurozium schreberi, ascorbic acid, titration, nanoparticles-ZnO, stress
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UvVOD

Neustaly rozvoj prtimyslu a novych technologii, zejména nanotechnologii ma i1
odvracenou stranu v podob¢ tiniku nanocastic do zivotniho prosttedi v podob¢ emisi nebo
odpadu, ktery produkuje. Tyto nanocastice jsou produkovany ve stile vyssi koncentraci a
mnozstvi. Je velice dobfe znamo, ze ¢im je Castice mensi, tim je pro ni samotnou mnohem
jednodussi se dostavat a pronikat kamkoli, kde dopadne. Jako maly objekt je pro ni také
snadné vytvaret interakce s podnéty okolo sebe. Diky své velikosti, hmotnosti apod. maji
odlisné vlastnosti nez objekty stejného chemického slozeni, ale vétSich rozmért. Z téchto
davodu je velmi dulezité sledovat potencidlni dopad nanoc¢astic na Zivotni prostredi. A to
nejen mnozstvi v ovzdusi, pidé, vodach, ale také jejich akumulaci, pfipadny rozklad a

interakce s Zivymi organismy — jak zZivocichy, tak i rostlinami.

Do dnesniho dne jiz probéhlo mnozstvi experimentii na toto téma. Avsak ve vétsi mife
byly zamétfeny na toxicky vliv nanoc¢éstic na ¢loveéka a Zivo€iSnou populaci obecné. Jen
v men$i mife byly tyto vyzkumy zaméfeny i1 na rostliny. U rostlin byl vyzkum zaméten
predevsim na piijem, akumulaci, distribuci a uloZeni nanocéstic v rostlin€. Z hlediska reakce
na pusobeni cizorodych castic, je znaény rozdil mezi cévnatymi a bezcévnymi rostlinami.
Hlavnim diivodem je nepfitomnost vodivych pletiv a z toho vyplyvajici pfijem Zivin a vody
celym povrchem téla u bezcévnych rostlin. Tyto odliSnosti mohou zplsobit odlisnou reakci

na expozici nanocasticim.

Cilem této prace je stanoveni miry fyziologického stresu v buiikdch zndmého
biomonitoru Pleurozium schreberi, jenz se fadi k mechorostim. Déle stanoveni stresu po
expozici suspenzi nanocastic ZnO a nasledné srovnani se vzorky neexponovanymi, kdy
indikétor stresu byl obsah kyseliny askorbové ve stélce mechu. A nakonec zhodnoceni

ziskanych vysledkl a ptipadnd doporuceni pro biomonitoring zne€isténi nanocasticemi.



A. TEORETICKA CAST

1  Biomonitoring

Biomonitoring pfedstavuje slibnou ekologickou metodu pro zjistovani vyskytu a
nasledné distribuce znecistujicich latek v Zivotnim prostiedi. V Zivotnim prostfedi se
vyskytuje stale vice nanocastic vytvotrenych piedevsim lidskou ¢innosti, v mensi mife se
vyskytuji i nanocastice ptirodniho ptivodu. Je tedy dulezité sledovat jejich ptipadny dopad
na zivotni prostfedi. Diky shromazd’ovani téchto informaci se snazime docilit poznani nejen
v oblasti mozného dopadu lidské ¢innosti na ptirodu jako celek, ale zjist'uje se také ovlivnéni
a dopad na clovéka. Sledovani probihd nepfimou metodou, kdy se nejprve zjistuje
potencidlni vliv na rostliny a organismy, a teprve potom se tato informace pfenese i na

¢lovéka. (Sytar, b.r.)

Setkavame se zde s pojmy bioindikator, coZ je organismus nebo chemikalie vyuZivana
k posouzeni stavu zivotniho prostiedi nebo ekosystému. Jako bioindikator se vyuzivaji
jednotlivé organismy a jejich ¢asti, nebo celé populace organismd, které poskytuji informaci
o kvalité Zivotniho prostfedi. S timto souvisi také pojem biomonitor, kdy se vyuZivaji
jednotlivé organismy ¢i jejich ¢asti nebo celé populace. Diky nému dostdvame informaci o
kvantitativnich aspektech zivotniho prostiedi. Dulezitym faktem je skutenost, Ze

biomonitor je vzdy soucasné i bioindikator, avSak naopak to platit nemusi. (Markert, 2007)

Podle reakce organismu na zne€isténi v Zivotnim prostiedi se rozliSuji biomonitory na
akumulaéni a senzitivni. Diky akumula¢nim biomonitorim zjistujeme, které latky jsou
schopny v organismu akumulovat, zato diky senzitivnim biomonitorim zjistujeme
jednotlivé vysledky reakei na expozici z dané latky. Jednotlivé uc¢inky se mohou projevit
zménou v morfologii, histologii, bunécné struktuie, metabolicko-biochemickych procesech
a struktufe organismi. Podle zptsobu piijmu, uchovani, akumulace, reakcim a spousté

dalSich faktort se biomonitory postupné dale rozd¢€luji a specifikuji. (Markert, 2007)

Organismy, které jsou pro biomonitoring vhodné, jsou mimo jiné mechorosty, a to
zejména proto, ze jsou evolu¢né jinym zptisobem piizplisobené pro hospodateni s vodou.

Jejich hlavni rozdil od ostatnich rostlin je v tom, Ze nemaji vodiva pletiva (fadi se ke skupiné



bezcévnych rostlin). To zplsobuje, Ze nemohou pfijimat vodu a ziviny kofeny, jako cévnaté

rostliny, ale pfijimaji je celym povrchem téla z atmosférické vlhkosti. (Vana, 2006)

Biologické monitorovani kvality ovzdusi mtize byt provedeno dvéma zptsoby — aktivné
a pasivné. Pro aktivni monitorovani je podstatny transport mechu z jeho pfirozeného
prostiedi (nejlépe neznecisténého prostiedi) na studované misto. A pasivni monitorovani je

takové, kdy je studovany organismus jiz k dispozici na studovaném misté. (Sytar, b.r.)

2 Mechorosty

Prvni experiment spojeny s mechorosty je datovan roku 1968, kdy byl vyuzit mech pro

sledovani znecisténi olovem v Zivotnim prostfedi. (Ruhling, 1968)

Simon Levin roku 1992 predstavil na své prednasce (The problem of pattern and scale
in ekology) svou vizi vyuziti mechorostt pro sledovani ekosystémovych procest. Podotkl,
ze Clovek vyuzival mechorosty po tisicileti v zahradnictvi, pohonnych hmotich nebo pfti
masivnim odstrafiovani ropnych skvrn. Ale nyni diky zneci$téni ovzdusi nékteré druhy
vymizely. Timto se mechorosty ukazaly jako indikator hroziciho poSkozeni ekosystémd.
Timto navazal na pfednaSku Roberta MacArthura (Ecological Society of America, August

1989). (Levin, 1992)

Mechorosty se fadi mezi jedny z nejstarSich suchozemskych rostlin, které vznikly ze
zelenych fas. Piedstavuji parafyletickou skupinu rostlin, zahrnujici tfi samostatna oddéleni:
mechy (Bryophyta), jatrovky (Marchantiophyta) a hleviky (Anthocerotophyta). Celkovy
pocet mechorostll je kolem 16-20 tisic druht, které se vyskytuji po celém svété. (Vana,

2006)

2.1 Stavba mechorosta

2.1.1 Stavba bunék

Zakladni stavebni jednotkou rostlinného organismu je rostlinna buika. Ta patfi mezi
eukaryotické bunky, tedy obsahuje genetickou informaci ve form& chromozémii obalenych

dvojitou jadernou membranou. (USakova, 1999)
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Bunééna sténa mechorostl je celuldozni a je tvofena dvéma nebo tfemi bezbarvymi
vrstvami (jen u vyjimek mohou byt zbarveny piitomnosti pigmentu). Povrchova struktura
bunécné stény je strukturovana v podobé papil rtizného tvaru. Nekteri zastupci maji

v bunécné sténé pory velkych rozméri. (Vana, 2006)

Burnka obsahuje jedno jadro, vakuoly (rizné velikosti), co¢kovité chloroplasty, Skrobova
zrna, mitochondrie a dalSi organely charakteristické pro zelené rostliny. Dalsi organely
v bunice, jsou charakteristické dle druhu mechorostu. U jatrovek ptibydou silicna téliska

obklopena membranou, u mechu se vyskytuji kulovité kapicky silic. (Vana, 2006)

2.1.2 Stavba téla

Mechorosty jsou tvotfeny ptichytnymi vldkny, lodyzkou a listky. Z lodyzky vyrtsta
Stét s tobolkou, ve které jsou vytrusy. (Pilous, 1960)

2.2 Mechy

Mechy (Bryopsida) se fadi mezi zelené rostliny, u kterych nejsou pln€ vyvinuty cévni
svazky (bezcévné rostliny). Jedna se o rostliny vétSinou malého vzristu (existuji také druhy
vysoci az 40 cm), jejichz hlavnim rysem je vyraznd schopnost zadrzovat vodu. Stélka je

rozliSena na lodyzku (kauloid), listky (fyloidy) a pfichytna vlakna (rhizoidy). (Pilous, 1960)

V Zivotnim cyklu rostlinky mechu ptfevlada gametofyt nad sporofytem. Gametofyt je
zeleny a jedna se o haploidni stadium rostliny. Toto stddium je charakteristické tim, ze kazda
télni bunka obsahuje jen jednu sadu chromozomu. V této fazi je rostlina schopna
fotosyntézy. Sporofyt jiz neni zeleny a zavisi na gametofytu. Jednd se o diploidni stddium

rostliny, kdy se v kazdé bunice nachazi dvé sady chromozomi. (Pilous, 1960)

11



Dospéle gametofyty

sporoTyl
/ tobolka | |

listetky

— rhizoldy ——
Same samici

Obrazek ¢. 1.: Gametofyt a sporofyt (Pilous, 1960)

Formy a strategie tykajici se mechi lze rozd¢lit na tii zékladni kategorie. Jedna se o
rustové formy, zivotni formy a zpisob vétveni. V minulosti byly vSechny kategorie
charakterizovany a obcas také spojovany. Naptiklad ristové a zivotni formy pattily pod
jeden pojem. Dnes jsou rozdily ur€eny jasn¢. Rustové formy se zabyvaji pouze jednotlivci,

pricemz zivotni formy se zabyvaji celou populaci. (GLIME, 2013)

Ristova forma mechu je definovana jako (forma) lodyzka daného mechu, ktera ma
geneticky dany zpasob vétveni. Jedna se o konstantni znak. Naopak Zivotni forma mechu je
definovana jako opakujici se uspotadani fotosyntetickych tkéni. Ty omezuji ztraty vody
vypary, a naopak maximalizuji priméarni produkci. U mnoha druh odpovidd Zivotnim

podminkam. (GLIME, 2013)

2.2.1 Vodni rezim

Diky neptitomnosti vodivych pletiv patii vétSina mechy do ektohydrické skupiny, kdy
pfijimaji vodu celym povrchem téla. Voda je vedena vn¢, cemuz napomahaji papily, zahyby,
zdrsnéni a dal$i struktury rostliny. Vnéjsi transport je zalozen na kapilarité. Lze uvazovat i
transport mezi fyloidy, kdy se naskytuji 4 mozZnosti. Prvni je naptiklad pro Pleurozium
schreberi, ktery ma fyloidy husté nahlouceny. Déle se jednd o transport mezi bazi mezi
fyloidy a kauloidem, coZ je typické pro mech Timmia. Velice efektivni je transport mezi
rhizoidalnim vlaSenim fyloida nebo parafiliemi, coz je typické naptiklad pro zastupce celede
Thuidiaceae. A pti poslednim transportu rostliné napomahaji papily. V tomto ptipadé se

12



jednd o transport na povrchu fyloidi. Nejvétsi mnozstvi vody mechy ziskéavaji
z atmosférické vlhkosti. Pfedevsim se jednd o mlhu, dést, rosu nebo kondenzaci vzdusné
vlhkosti. Vodni mechy absorbuji velké mnozstvi vody ze svého okoli a zbylé mnozstvi
pobiraji ze substratu. K uplnému nasyceni vodou dochazi béhem nékolika minut. (Vana,

2006)

Nekteré druhy jsou po vysuseni schopny obnovit metabolismus do nékolika mélo hodin,
kdy je obnovena dodavka vody. Existuji také mechy, které piezivaji vyschnuti mnoho

meésict az n¢kolik let. (Vana, 2006)

2.2.2  Minerdalni vyZiva

Pozadavky na minerdlni latky jsou shodné s pozadavky cévnatych rostlin.
Nejvyznamnéjsi prvky pro rist mechtl jsou K, Ca, Mg, N, P a S. Pfi jejich nedostatku dojde
k omezeni nebo potlaceni ristu. Vyjimecné obsahuji i prvky jako niob ¢i skandium, coz je

zpusobeno tim, Ze mechy neobsahuji systém kontroly pfijimani prvki. (Vana, 2006)

Mineralni latky se do mecht dostavaji pfevazné pii desti, diky nadrostu nebo prachu.
Zachycené Ziviny se rozpousti ve vode¢ a poté jsou piijimany celym povrchem stélek ptes
bunécné stény. Zde dochazi k hlavni vyméné prvkil. Probiha zde vyména kationti a tvorba
chelati na bunééné sténé. Neékdy mechy ziskaji Ziviny tak, Ze absorbuji vodu ze substratu jiz

obohacenou o pottebné¢ ziviny. (Vana, 2006)

Mnozstvi prvki, které se uloZi v rostling, zavisi na stafi gametofytii. Jednomocné ionty
se ukladaji prednostn¢€ v mladSich ¢astech, jako jsou vrcholové partie a dvoumocné ionty se
ukladaji ve starSich castech rostliny. Draslik a sodik se vyskytuji pfedev§im v bunéénych
tekutinach, kdezto vapnik se nachazi mimo buniky a je dulezity pro zachovani integrity
bunécénych stén. Prvky jako jsou hoicik a zinek lze nalézt vné i uvnitf bunck. Dal§im
vyznamnym prvkem je dusik, ktery je dulezity pro rast rostlin, jeho rovnéz transport probiha

ze starSich ¢asti do téch novych. (Vana, 2006)
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3  Nanocdastice a jejich interakce v rostlinach

Zatim neexistuje jednotnad definice pojmii nanomateridl a nanocastice. Nanomaterial
byva definovan jako material, ktery ma alesponl jeden vnéjsi rozmér mensi nez 100 nm.
Nanocastici se rozumi malé ¢ast hmoty s definovanymi hranicemi. Jedna se o Castice, které
maji strukturu o velikostech 1-100 nm. Nanomaterialy mohou byt ptirodniho pivodu nebo

vytvotreny uméle. (2011/696/EU, 2011)

Nanomaterialy pfirodniho ptivodu jsou materidly produkované naptiklad sopecnou
¢innosti a zvétravanim hornin. Zdroj antropogennich nanomateriali se 1i$i podle toho, zdali
jsou produkované zamérné ¢i nikoli. U zamérmé produkovanych nanomaterialti se miize
jednat naptiklad o nano-disperzni systémy. Piivod nezdmérn¢ produkovanych nanomaterialii
je predevsim dehet, dym, svafovani, automobilova a leteckd doprava. (Sanderson, 2014),

(Goel, 2014), (Win-Shwe, 2011)

Nanomaterialy miizeme rozdélit na dvé zakladni skupiny. A to na nanomaterialy na bazi
kovl (Au, Ag a dalsi) a oxidt kovli (ZnO, CuO a dalsi), a na nanomaterialy na bazi uhliku

(fullereny a uhlikaté nanotrubicky). (Cyrusova, 2015)

Experimentalné bylo zjiSténo, ze oba typy druhli nanoc¢astic vytvaieji stres a generuji

prebytky téchto nanocastic v lipidech, bilkovinach, sacharidech a v DNA rostlin. (Liu, 2013)

3.1  Pfijem a pohyb nanocastic rostlinou

Zdroje pro kontaminaci nanocasticemi mohou byt pida, voda a atmosférické casti

prosttedi. Je to dano tim, Ze se vSemi témito slozkami rostliny interaguji. (Judy, 2010)

Nanocastice, které se vyskytuji v atmosféfe, se mohou shlukovat na povrchu rostliny,
pronikat ptes praduchy a ukladat se v listech rostliny. (Navarro, 2008), (Eichert, 2008) Dale
mohou byt rostliny kontaminovany nanocasticemi zpudy a sedimenti, kdy mohou
interagovat s kotfeny rostliny. (Zhu, 2008) Nanocastice se mohou pohybovat vn¢ 1 uvnitf
kotenového systému, dokud nedojde k priichodu nanocastice pies pokozku kotfene a poté

jdou do xylému, coz je druh pletiva cévnatych rostlin, které¢ ptivadi a rozvadi ziviny
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z kofenové soustavy do nadzemnich ¢asti rostliny. V tomto pifipadé se mohou jednotlivé
nanocastice v rostliné pfepravovat ttemi zpisoby. A to pdory v bunécné sténé¢, apoplastem
(transport mezi bunécnou sténou a plasmatickou membranou) a nakonec symplastem, ktery

wrv e

s nizkou molekulovou hmotnosti. (Miralles, 2012)

Obecné existuji dva zakladni zplisoby pfijmu a pfesunu nanocastic v systémech rostlin.
Jedna se o systém kofeny — listy a systém listy — kofeny. V prvnim piipad¢ jsou nanocastice
absorbovany pies endodermis kofenové banky prostiednictvim apoplastickych drah. Jedna
se o pasivni cestu, kdy jde voda mezibunéénymi prostory diky vzniklému podtlaku do
cévniho vélce a déale pokracuje do stonku rostliny a nésledné do listli a plodii. Ve druhém
pfipadé se jednd o prinik nanocastic pfes pruduchy nebo zachyceni nanocéstic v krycim

pletivu (pokozce), distribuce do stonku, a nakonec do kotenti. (SIDDIQUI, 2015)

3.2  Hromadéni v rostlinnych tkanich

Ukladani nanocastic v rostliné podléha jejich velikosti. Naptiklad ve studii distribuce
nanocastic TiO; v pSenici se ¢astice mensi nez 36 nm hromadily a §ifily ve vSech rostlinnych
tkanich. Naopak castice vetsi neZ 36 nm se predevsim distribuovaly v kofenech rostliny
pSenice a nedostaly se déle do stélky a vyhonki rostliny. Studie ukazala, Ze toto hromadéni
nema vliv na klieni, riist, ani transpiraci a nevyvolava zadny oxidativni stres ani neovliviiuje

fotosyntézu. (Judy, 2010)

Dalsi studii, kterou se zabyvala skupina nékolika védcii, byla studie zabyvajici se
pfenosem fullerentt C;70 v okurce, které byly zkoumany pomoci radioaktivné znaceného
141Ce. Rostlina byla péstovana v prostiedi nano-CeOz, kdy podle predpokladu védci byl cer
nalezen ptedevSim v kofenech. Nakonec se také v men$i mife vyskytoval na okrajich

il

mladych listi. Tento experiment se odliSoval od jinych vyzkuma tim, Ze byl pouzit Ce™,

jehoz nanocastice se akumulovaly podél cév. (ZHANG, 2011)

Jednim z dalSich piikladi je studie, kde byly nanocastice Zeleza obalené uhlikem o

velikosti 46,5 + 1,7 nm vstfikem aplikovany do tykve. Nejhojnéjsi vyskyt téchto nanocastic

byl v okoli vstiiku a poté v mensi mife v kofenech a dalSich ¢astech rostliny. Nasledna
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aplikace nanocastic zpusobila, Ze se nanocastice objevily také v cytoplasmé epidermalnich
bun¢k, ale nedoslo k dalsi migraci. Ptekvapivé bylo zjisténi, Ze po namoceni kofent rostliny
do suspenze slozené ze stejnych nanocastic, jaké byly pouzity pro vstiik, se nanocastice
velmi rychle dostaly do mnoha dalSich mist v rostlin€. Za nejpravdépodobné;jsi cestu prenosu

nanocastic byl oznacen cévni systém fizeny transpiracnim proudem. (Du, 2016)

3.3 Nanodastice kovi

Rozmanité aplikace technologii (automobilovy primysl, letecky prumysl, tovarny a
dalsi, viz kapitola ¢. 3.) maji mnohé vedlejsi produkty ve formé nanocéstic kovil a jejich
oxidu. Proto dochézi k jejich hromadéni v zivotnim prostfedi, odkud se nasledné dostavaji
do rostlin. Nové studie ukazuji, Ze nanocéstice, které jsou pfijimany a akumulovany

v rostlinnych tkanich zptisobuji negativni i pozitivni vliv. (SIDDIQUI, 2015)

Rostliny jsou v pfimém ohroZeni piisobenim ménicich se klimatickych podminek, které
jsou spojeny s riznymi typy abiotickych strest (viz dale). Jedna se zejména o kontaminaci
tézkymi kovy, které omezuji rist rostlin. Ty jsou pfijimany spolu s podstatnymi prvky
z pudy, kdy si jiz rostliny vyvinuly rozlicné strategie, jak se vyrovnat s akumulaci kov.

(Mustafa, 2016)

3.3.1  Nanodastice oxidu kovi

Nanocastice mohou pfijit do styku s jinymi zneciStujicimi latkami, véetné jinych
nanocastic v mnoha prostfedich zejména biomasy. Interakce, riznych typti se mohou objevit
ve smésich nanocastic oxidl kovl (napf.: heteroagregace, absorpce kovovych iontii). Mohou
se vyskytnout v dusledku specifickych vlastnosti nanocastic oxidd kovli (s velkym
specifickym povrchem, diferencni rozpustnosti). Interakce s jinymi nanoc¢asticemi muize,

podle potadi, mit vliv i na jejich toxicitu. (Josko, 2016)

Doposud bylo provedeno n¢kolik studii zaméfenych na sledovani stresu u rostlin po
expozici nanocasticim. Jednalo se o vyhodnoceni interakce nanocéstic s jinymi
zneciStyjicimi latkami, veetn€ téZkych kovovych ionth a jejich vlivu na toxicitu, jakoz 1
vychytavani iontl tézkych kovii organismy nebo rostlinami. (Josko, 2016)
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Hlavni fotosynteticky pigment v rostliné je chlorofyl a, ktery je nachylnéjsi k
fotodegradaci nez jiné pigmenty. Chlorofyl a je uziteény indikator toxicity nanocastic

v rostlin€. (Rico, 2013)

LISTOVA
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nCuQ, nZn0, nCe0,, nTiO,, NNiO, nAl,O,,
nFe,0,, nFe,0,, nLa,0,, nYb,0y, nCo,0,,

Obrazek ¢. 2.: Schématicky diagram fyziologickych a biochemickych efektii piisobeni

nanocdastic oxidu kovit na rostlinu (Du, 2016)

Jako ptiklad lze uvést analyzu nanocastic CeO: v rostlin€ ryze, kdy tyto nanocastice
nevykazovaly Zadnou toxicitu, ale sniZilo se mnozstvi chlorofylu v rostling. (Rico, 2013)
Déle napiiklad pokus se sazenicemi slunecnice, kdy byly pouzity nanocastice Fe;O4 a
CoFex04, jejich toxicita se projevila ve vétsi mife u Fe;O4, kdy tbytek chlorofylu byl 50 %,
a v mensi mife u CoFe2O4, kdy byl tbytek pouze 28 %. (Ursache-Oprisan, 2011) Souvisejici
studie, kdy byly zelené tasy (Scenedesmus obliquus) vystaveny nanocasticim SiO> a
koncentraci 50 mg/l, vykazovala zna¢né sniZzeni mnozZstvi chlorofylu navzdory normalnimu

rustu. (Wei, 2010)

Pomér chlorofylu a/b je globalnim indikatorem fotosyntetické aktivity v rostlinach, jako

odezva na svétlo. (Hikosaka, 1996)

Studie chlorofylové fluorescence vystavené nanoc¢asticim CuO ukézala, Ze nanocastice
vyrazné snizily kvantovy vytézek, ktery je ukazatelem zpomaleni ristu rostlin. Celkové
vysledky ukazaly, ze nanocastice CuO snizily pfeménu svételné energie absorbované ptes

elektronovy transport. Coz je diisledkem toho, Ze nanocastice CuO narusily mitochondrie,
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dilataci chloroplastové membrany a stfidani fotosyntetickych pigmentt. (Lalau, 2014),

(Saison, 2009)

Nano—anatas zlepsil aktivitu fotosyntézy v rostlinach diky velkému specifickému

povrchu, vysoké tepelné vodivosti a vysoké fotokatalytické schopnosti. (Mingyu, 2007)

Expozice nanocasticim TiO2 na rostlinach Spenatu a rajéat ma za nasledek zvySenou

absorpci svétla chlorofylem. (Mingyu, 2007)

3.3.2  Nanocdastice ZnO

ZnO ve form¢ nanocéastic ma vyborné antibakteridlni ucinky, vynikajici fyzikélni a
chemickou stabilitu, biokompatibilitu. Dale vykazuje specifické optické, akustické,
magnetické, piezoelektrické nebo elektrické vlastnosti. Dal§i vyznamnou vlastnosti ZnO je

schopnost fotokatalytickych reakei. (Kvasni¢kova, 2008)

To, jakou strukturu a vlastnosti budou mit nanocastice ZnO je ovlivnéno tim, jakou
metodou budou pfipraveny. Je zde mnoho faktord, které ovliviiyji pfipravu nanocastic. Je to
pH, teplota, tlak, stabilizatory, druh materidlu, rozpoustédlo, pomér vychozich slozek,

prostfedi, manipulace se vzorky, redukcni €inidla a pouzité chemikalie. (Sedlék, 2010)

Negativni efekty u ZnO byly prokazany od sub-bunééné urovné (aktivita enzymii) az po
uroven populacni (reprodukce). Studie provedené doposud v této oblasti prokazuji
poskozeni RNA, oxidativni stres, zpomaleni riistu organismi, sniZeni reprodukce a

kumulace nanocastic v organismu. (Masaft, 2013)

4 Stres v rostlinach

Rostliny béhem zivota zaziji ptisobeni fady stresovych faktord. Tyto stresové faktory
mohou zpomalovat jejich Zivotni funkce, poSkozovat organy nebo vést az k uhynuti rostliny.
Stresové faktory se rozd€luji na dva typy. Prvnim z nich jsou biotické faktory, kdy se jedna
0 utok patogenu, starnuti nebo negativni plsobeni okolnich organismi. Déle to jsou

abiotické faktory, coz jsou svétlo, teplo, mréz, chlad, sucho apod. (Piterkova, 2005)
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Reakci rostliny na stres 1ze rozdélit do nasledujicich skupin. Poplachova reakce, kdy
rostlina nejprve zjisti pfitomnost stresoru. Restitucni reakce, kdy dochazi k aktivaci
obrannych mechanismii. Dale rezisten¢ni reakce, kdy rostlina pomoci obrannych
mechanismu prezivd. A nakonec dochazi bud’ k preziti nebo k smrti organismu. (Vacca,

2004)

4.1 Oxidativni stres

U rostlin mize byt vyvolan oxidativni stres pilisobenim stresovych faktorti. Ten je
charakteristicky prudkou, ale pfechodnou tvorbou reaktivnich forem kysliku (Reactive

Oxygen Species, ROS). (Scandalios, 1990), (Mittler, 2002)

Zdrojem takovych to ROS jsou redoxni reakce. Piikladem je redukce kysliku v priabéhu

elektronového transportu v mitochondriich. (Vranova, 2002)

Vznik singletového kysliku zapficinuje vznik dalSich aktivnich forem jako jsou peroxid
vodiku, hydroxylové radikdly a dal§i. Tyto reaktivni molekuly ptsobi ni¢ivé na lipidy,

proteiny a nukleové kyseliny. (Vranova, 2002)

Ochranu pfed oxida¢nim poSkozenim tvoii fada antioxidacnich obranych systému
v bunéénych strukturach. Jsou to naptiklad B-karoten, glutathion, a-tokoferol, enzymy a

dalsi. (Chen, 2004)

4.1.1  Mechanismy odolnosti rostlin

Nestalé podminky okolniho prosttedi neptiznivé plisobi na rostliny. Ty jsou pod vlivem
stresorll a vyskytuji se ve stresu. Studium tohoto typu je zaméfeno na prenos podnétl
vyvolavajicich stres na rozhrani organii rostliny s okolnim prostfedim a dale na ptenos

signall uvnitt rostliny. (Prochazka, 1998)

Mechanismy odolnosti rostlin vici stresu jsou dvojiho typu. Jedna se o mechanismy
zabranujici tomu, aby rostlina byla jakémukoli stresu vystavena. Je to proces s pasivnim a
dlouhodobym charakterem, ktery zahrnuje mechanickou bariéru rostlin. Naptiklad fada
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organickych latek, vyrazna impregnace bunéénych stén apod. Druhym typem je aktivni
obrana rostlin, kterd snizuje negativni dopad stresovych faktorti piimo v rostliné. Zde

dochazi ke spusténi fetézce zmén, tedy stresovych reakei. (Neill, 2002)

Proces a konecny efekt stresové reakce zavisi na sile, délce plisobeni i na rostliné
samotné, kdy predevsim zalezi na stddiu vyvoje rostliny, vitalit¢ a adaptacni schopnosti.
Casto byva ptisobeni stresovych faktori omezeno pouze na cast rostliny, kde dochazi

k lokéalni stresové reakci. (Piterkova, 2005)

4.1.2  Reaktivni formy kysliku (ROS)

ROS zahrnuji volné radikaly i latky, které volnymi radikaly nejsou. Proto je nepfesné,
avSak pouzivané oznaceni kyslikové radikaly. Volnym radikélem je jakakoliv chemicka
molekula, atom nebo ion, kterd ma ve vnéjsi sféfe svého elektronového obalu alespon jeden
nesparovany elektron a je schopna samostatné existence. Pro ROS se jedna o volné radikaly
vytvorené z molekul kysliku obsahujici neparovy elektron a slouceniny kysliku, které nejsou
volnymi radikaly. OvSem z takovychto sloucenin, které¢ nemaji charakter radikali mohou

radikély vznikat. (Tripathi, 2016)

Volnymi radikédly jsou singletovy kyslik, superoxidovy anion-radikal, hydroxylovy
radikal, hydroxylovy ion, perhydroxylovy radikal, peroxid vodiku. (Tripathi, 2016)

4.1.3  Umisténi produkce reaktivnich forem kysliku v rostliné

V rostlinach je mnoho zndmych zdroji ROS, které jsou vytvareny v priibéhu normalniho

metabolismu napfiiklad pribéh fotosyntézy. (Piterkova, 2005)
Nejvyznamngj§im zdrojem ROS jsou v rostlindch chloroplasty. Mnozstvi ROS se

zvySuje pomoci svétla. Dalsi zdroje ROS jsou mitochondrie, peroxisomy, endoplazmatické

retikulum, membrana, bunécna sténa a apoplast. (Piterkova, 2005)
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4.1.4  Katabolismus reaktivnich forem kysliku

Pro odstranéni ROS si rostliny vyvinuly obranné systémy. Tyto obranné systémy chrani

bunky proti oxidativnimu poskozeni. (Vranova, 2002), (Inz¢, 1995)

Ochranné mechanismy se déli na neenzymové systémy, které slouzi k piimé deaktivaci.
Jedna se o kyselinu askorbovou, a-tokoferol, karotenoidy. A déale to jsou enzymy a
enzymové systémy. Ty jsou vSeobecné pouzivany na ochranu proti ROS. Jedna se o enzym
katalaza, superoxid dismutaza, dale o enzymy askorbat-glutathionového cyklu a glutathion

peroxidaza. (Dat, 2002)

4.2 Stres v rostlinach vyvolany nano¢asticemi

Nadbytek nanomateridlll ohrozuje nejen ekosystém ale 1 zdravi lidské populace.
Nanotoxikologie je obor zabyvajici se riziky a vedlejSimi nebo nezddoucimi uc¢inky
nanocastic. Jedna se o studium uc¢inkli nanocastic a jejich vzajemné piisobeni s rostlinami.

(Tripathi, 2016)

VétSina nano€astic, pii ur€itych koncentracich, zplsobuji toxicitu, ktera ovliviiuje
produktivitu rostlin. Je to disledkem zmény morfo-anatomické, biochemické, fyziologické

a genetické konstrukce. (Tripathi, 2016)

Rostliny pohlcuji a nasledné¢ akumuluji nanoc¢éstice o riznych velikostech. Ty se
v systému hromadi v nadzemnich ¢astech. Po akumulaci se zacne snizovat kvalita plodin,
zejména v oblasti kli¢eni semen, délce kofeni a vyhonkli. To zplsobi zménu procesu
fotosyntézy, zvySeni poSkozeni RNA. AvSak rostliny maji obranné mechanismy pro
pfekonani toxicity zpisobené stresory. MiiZze se vSak stat, Ze toxicita nanocastic je pfilis
vysoka a obranny mechanismus ji nepfekona. Poté dojde k aktivité apoptozy (programované

bunécéné smrti) v rostlinach. (Tripathi, 2016)

Diky doprave, chovani a bioakumulaci jednotlivych nanocéstic je diilezité je zkoumat i

ve form¢ agregatii (shluki). (Tripathi, 2016)
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4.2.1  Toxicita nanocdstic pro rostlinu

Doposud provedené studie, které byly zaméfeny na toxicitu rostlin zkoumaly pouze
ucinek nanocéstic na kli¢ivost a hromadéni rostlinné biomasy. Casté piiznaky toxicity
zpusobené nanoc¢asticemi jsou ucpavani pora a bariér v apoplastickém proudu, coz vede ke

snizeni ptijmu Zivin. (Tripathi, 2016)

Po vzajemném plsobeni nanocastic s rostlinou vznikaji morfologické a anatomické
zmény Vv zavislosti na koncentraci a chovani nanocastic. Vliv nanocastic je riznorody
v zavislosti na jejich velikosti, chemické struktute, reaktivité, povrchovych tpravach apod.
Jsou prokédzany jak pozitivni, tak i1 fytotoxické Uc€inky nanocastic v rostlinach. Nejlepsi
parametry pro posouzeni fytotoxicity jsou praveé zmény v oblasti listovych ploch, akumulaci

biomasy nebo zpomaleni ristového potencidlu. (Tripathi, 2016)

Déale mohou nanocastice omezit nebo narusit celkovy rlst a vyvoj, jelikoz ovliviiuji
jednak kveteni a starnuti, tak i rozmnozovani. V takovéto souvislosti nano¢astice mohou mit
vliv na peroxidaci lipidd pomoci generovani ROS. Mohou podstatné ovlivnit propustnost
membrany a tim 1 pfijem Zivin. Déle se vyskytuje omezeni v rychlosti transpirace a ibytek

mnozstvi chlorofylu v rostlinach. (Tripathi, 2016)

Pro pfeziti rostliny je velice dulezity kyslik, ktery se vyuziva pro vyrobu energie. ROS
se vytvari prostfednictvim mechanismu pro ptenos energie kysliku nebo z reakci pienosu
elektront. V zavislosti na typu ROS jsou vykazovany rizné typy Cinnosti v bunéénych
organelach rostlinnych bunék. Pravé diky ROS muze byt definovdno toxické piisobeni
v rostlinach vlivem oxidii tézkych kovli nebo déle i snizeni produkce fotosyntézy. (Tripathi,

2016)

Expozice rostlin kovovym nanoc¢asticim predstavuji dikaz bunéné produkce ROS.
Vygenerované radikaly figuruji jako signalizacni molekuly a tim se aktivuje rostlinny
antioxidant (obranny mechanismus). Dosavadni studie ukazuji pfimy vliv nanocastic, av§ak
zatim neni prokézana souvislost s chemickymi vlastnostmi nanocastic. Jednotlivé studie
ukazuji pouze nerovnomérné a nevyrovnané U¢inky nanocastic na aktivitich obrannych

mechanismu. Predesl¢ studie uvadi, Ze expozice spolu a druhem, vlastnostmi a koncentraci
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nanocastic jsou hlavnimi faktory, které¢ ovliviiuji reakci systému antioxidacéni obrany

v rostlinach. (Tripathi, 2016)

5  Kyselina askorbova

Tato kyselina tvofi bezbarvé a ve vod¢ rozpustné krystaly. Je nestald, jeji rozklad je

rychly. Radi se mezi reverzibilni oxidaéné-redukéni systémy. (Hampl, 2002)

Kyselina askorbova (AsA) se vyskytuje obecné ve dvou izomerech. Jednd se o
levotocivou formu a o pravotocivou formu. Je to jeden z hlavnich metabolit v rostlinach,
jakozto antioxidantu, ktery s dalSimi slozkami chrani rostliny proti poskozeni ROS. Ovsem
kromé této funkce se AsA zna¢nou mirou podili i na kontrole bunééné stény, buné¢ném

déleni, redukci iontl, regeneraci, absorpci apod. (Zhang, 2007)

Rostliny pro své metabolické procesy ziskéavaji energii ze slune¢niho zatreni a uhlik
ziskavaji z oxidu uhli¢itého. Dal$i vyznamnou schopnosti rostlin je dovednost syntetizovat
AsA. OvSem diky dne$nim mozZnostem v&dy a vyzkumu lze zvySovat mnozstvi AsA v

rostlindch pomoci genetického inZenyrstvi. (Zhang, 2007)

AsA se tadi k hlavnim antioxidantim a jejimi dalSimi funkcemi v rostlinach jsou
regulace fotosyntézy, svou roli ma i pii fotoprotekci nebo dale jako sekundérni antioxidant.

(Zhang, 2007)

V rostlinach se biochemické funkce AsA déli na 4 typy. Zastupuje tedy funkce
antioxidantu, kdy reaguje s kyslikem, ozonem a peroxidem vodiku a podili se na
odstrafiovani téchto reaktivnich forem. Dale se vyznacuje funkci enzymového kofaktoru,
kdy hraje dulezitou roli pfi ristu bunék. Dalsi funkci AsA je elektronovy transport, kdy
v rostliné miiZe plisobit jako elektronovy donor nebo jako oboji, ve smyslu, Ze zastupuje jak

elektronovy donor, tak i elektronovy akceptor. (Smirnoff, 1996)
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5.1 Syntéza kyseliny askorbové

Doposud neni zcela objasnéna. Ovsem pravdépodobné cesty v této oblasti jiz existuji.

Za uznavané a obecn¢ platné jsou povazovany vysledky Smirnoffa. (Smirnoff, 1996)

V rostlinach probiha biosyntéza AsA v mitochondriich a odtud se nasledn¢ dostava do
dalSich bunécnych komponent pomoci difuze, piipadné¢ pomoci elektrochemického
gradientu. Zatim byly navrzeny pouze dvé cesty, které jsou povazovany za pravdépodobné.
Jedna se o biosyntetickou cestu s vyuzitim L-galaktono-1,4laktonu a o biosyntetickou cestu

ptes D-glukosan, L-sorboson. (Smirnoff, 1996)

5.2  Vyskyt a lokalizace

AsA se vyskytuje ve fotosyntetizujicich eukaryotech zahrnujicich fasy a mechorosty.
Vyskyt AsA v rostlinach je velmi rtiznorody. Vyskytuje se v chloroplastech, kde je jeji
vyskyt spojovan s jeji roli pti fotosyntéze. Dale pak v bunécné sténé, kdy u nékterych rostlin,
je na plazmatické membrané vysoka afinita pfenaSecii této kyseliny. OvSem vyskytuje se

také 1 v cytoplazmé, vakuolach nebo v mitochondriich. (Shao, b.r.)

5.3 Funkce v rostlinach

AsA ma v rostlinach riznorodou skélu funkci. Mezi nejlépe objasnénou patii jeji role
pii enzymatickych reakcich. Dalsi vyznamnéjsi funkei je Gcast AsA pii bunééném déleni,

kdy tento d&j stimuluje. (Smirnoft, 2005)

Védecké studie prokazaly mnoho dalSich funkci AsA v jednotlivych rostlinach, které
byly zkoumany. Jsou to kontrola rlistu a roztaZznosti bunécné stény, vliv na rlst rostliny a
ochrana pfed ozdnem, stabilita genomu a syntéza hormont, uloha pii absorpci NO», funkce

prooxidantu. (Smirnoff, 2005)
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5.4 Kyselina askorbova a reaktivni formy kysliku

AsA v rostlinach vstupuje do chemické reakce s radikaly kysliku a jeho derivaty. Ty se
v rostlindch vyskytuji pravé v chloroplastech a mitochondriich, kdy se jednd o vedlejsi
produkt bunééného metabolismu. Mnozstvi ROS se zvysuje v dasledku stresovych faktort

pusobicich na rostlinu. (Davey, 2000)

5.5 Kyselina askorbova a reakce na stresové situace

Akumulace ROS v rostliné je jednou z nejrychlejSich odpovédi organismu na vliv
stresorti. Dtisledkem stresovych podminek se rostlina postupem ¢asu dokaze aklimatizovat
na toto prostfedi nebo naopak dojde k jejimu zaniku. Obé moznosti jsou stiedem zajmu
studii, zabyvajicich se touto problematikou. Kdy se klade dliraz na to, ze v Zivotnim prostiedi
na rostlinu ptsobi nékolik stresorti zaroven, kdezto v laboratornich podminkach sami
urujeme, jakym podminkdm bude rostlina vystavena. Toto se poté odrazi ve vysledcich.

(Shao, b.r.)

Abiotické stresy Biotické stresy
Sucho Patogeny
Chlad Herbivorie

Vysoka ozéfenost Hmyz

Vysoka teplota Poranéni
Twvorba ROS ABA,JA, SA);ET
MAP Kindzy
Transkripéni faktory
tzn. proteiny spoustéjici ¢ regulujici transkripei DNA

Odpovéd na stres ]

Obrazek ¢. 3.: Stresové faktory (Fujita, 2006)
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Stresorti ptisobicich na rostlinu je mnoho, jednim z nich je odezva na teplotu, tedy
teplotni stres. Bylo zji$téno, Ze kazda rostlina na tento typ stresoru reaguje jinak v zavislosti
na fyziologickych predpokladech. Ukézalo se, ze vyssi teploty Skodi mnohem vice a ve
veétsim mnozstvi vznikd ke vzniku ROS nezli u teplot nizSich. K této oblasti samoziejmée
patii i ptipadny vliv takzvané nestresujici teploty. (Guo, 2006) Pfedpokladem je, Ze by tato
teplota, kterd se pohybuje v rozmezi 25 az 30 °C, nevykazuje zadny, ptipadné minimalni
stres. OvSem studie ukazaly, Ze tato teplota zpusobuje 60-80 % navySeni kyseliny
dehydroaskorbové, tedy dochdzi k negativnimu ovlivnéni rostliny. Toto nasledné,
v zé&vislosti na druhu rostliny mtize vést k fetézové reakci az k nadmérné produkci ROS.

(Paolacci, 1997)

Dal$im vyznamnym stresorem je svétlo. V této oblasti sice nebylo doposud provedeno
mnoho vyzkumu tykajicich se rostlin, ale z téch provedenych vime, ze pti nizkém osvétleni
(50 umol fotont m?2s!) a pfi naopak vysoce intenzivnim osvétleni (250 umol fotonti m=s”
1) zkoumané rostliny jevily normalni zndmky riistu. V tmavsim prostiedi bylo mnoZstvi AsA
niz8i nez u rostlin ozafenych intenzivnim svétlem. Ke stejnému zavéru doslo zatim nékolik

malo védeckych tymi. (Bartoli, 2006)

Na druhou stranu, rostliny vystaveny dehydrataci nebo naopak hydrataci patti do velmi
specifické skupiny. Zde je stresorem vodni stres, kdy zatim nebylo docileno shodného
vysledku. Jedna se o neshodu mnozstvi AsA v rostling po vystaveni stresoru, pravdépodobné
je to disledkem pouziti riznych druhti. Kazda rostlina reaguje na tento stresor specificky a

v jiné mifte, kdy jedné rostlin€ vadi voda a druhé neprospiva sucho. (Augusti, 2001)

ZvySené mnozstvi ozonu je vyznacné v rostlin€ tim, Zze dochazi k zvyseni
hydroxylovych a superoxidovych radikala a dale i peroxidu vodiku. Tyto zmény nejdiive
nastavaji v apoplastu a poté 1 v symplastu buné€k rostlin. Timto dojde k radikalnimu ubytku

AsA v rostling, kterd se spotfebuje na takzvanou opravu skod. (Robinson, 2000)

Jednim z dilezitych poznatkli v oblasti kyseliny askorbové spojované se stresovymi
reakcemi v rostlinach je i stres zptisobeny zneciSténim rostlin prachem. Je to spojovano
pfedevsim s obsahem AsA v listech rostlin. Jedna se o jakési zhodnoceni schopnosti rostlin

zachycovat nebo nezachycovat prachové ¢astice na svlij povrch, kdy pfedmétem zkoumani
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je prave vliv pritomnosti nebo naopak neptitomnosti téchto ¢astic na funkce rostliny. Bylo
prokdzano, ze se zvySenym mnozstvim uloZzeni prachu na povrchu rostliny se i zvysilo
mnozstvi AsA. V tomto ptipad¢ se jedna o vyznamny objev, kdy se jedna o pozitivni vztah
mezi AsA a stresorem. Diky témto zjiSténim, by se daly nékteré druhy rostlin vyuzit
k cilenému zachytu prachovych ¢astic z Zivotniho prostiedi, které jsou pro ¢lovéka Skodlivé.

(Prajapati, 2008)

Jednim z poslednich diilezitych stresorii u rostlin je stres zpisobeny zasolenim. Jedna se
o abioticky stresor, kdy jeho ptisobenim dochazi k vzniku ROS. V tomto ptipad¢ je mnozstvi
AsA v rostliné velmi nizké, tedy rostlina vykazuje velké poskozeni v disledku plsobeni
tohoto stresoru. OvSem permanentnim plisobenim chloridu sodného na rostliny poukazuje
na skutecnost, Ze AsA snizuje nepiiznivé G¢inky tohoto stresoru a tim pomalu zvySuje
toleranci vici nému. Toto by mohlo tvofit problém v nékterych oblastech planety, kde

v takovychto podminkéch péstuji rostliny urc¢ené ke konzumaci. (Dolatabadian, 2008)

6 Titraéni metoda

Vétsinou je AsA kvantifikovana pomoci titracnich nebo chromatografickych metod. Pro
experimenty spocivajici ve stanoveni miry stresu po expozici nanocasticim oxidu kovi lze
vyuzit obé metody. AvSak v této praci bude vénovana pozornost pouze prvni metod¢.

(Karlicek, 2001)

Titracni stanoveni nezndmé koncentrace AsA ve znamém objemu titru, je zaloZzeno na
zméteni objemu titraéniho standardu (jehoz koncentraci zndme), jenz jsme spotiebovali pro
uplnou reakci (aby jednotlivé latky zreagovaly beze zbytku—tzv. bod ekvivalence).

(Karlicek, 2001)

Obvykle se titrace s pouzitim titraéniho standartu provadi 3 — 4krat, kdy je prvni méfeni

pouze orientacni. Poté se ptechazi k titraci jednotlivych vzorkl. (Karlicek, 2001)

Principem je pfesné méfeni objemu titraniho ¢inidla, které je postupné davkovano
z byrety k znamému objemu analyzované¢ho roztoku, az do okamziku, kdy mezi nimi

probéhne kvantitativni chemicka reakce — bod ekvivalence. Kdy ze spotiebovaného
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mnozstvi titracniho ¢inidla a jeho koncentrace spolu se znalosti objemu analyzovaného

roztoku se dopoc¢te mnozstvi analyzované latky. (Kraml, 1999)

Titrace se d¢li na pfimou, nepfimou a zpétnou, kdy pro stanoveni AsA je nejvhodné;jsi

pfima titrace. (Karlicek, 2001)
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B. PRAKTICKA CAST

1 Metodika

1.1 Rostlinny material

Pro tento experiment byl vybran mech Pleurozium schreberi, jenz je bézné vyuzivan pro

biomonitoring. V Ceské republice se vyskytuje velice Eetné ve viech oblastech.

Pro tento vyzkum byla vybrana oblast Starych Hamer, kterd se vyskytuje v CHKO
nckolika dal$imi faktory. Byly to zejména vzdélenost zdroji znecisténi a komunikac¢nich

Siti.

Odbér vzorki byl proveden v blizkosti potoka Cerviku za¢atkem fijna 2016. Z diivodu
standardizace, byly odebirany pouze zelené, vrcholové ¢asti lodyzek, coz €inilo pfiblizné 2-
mozna koncentrace Skodlivych latek pfijatych z prostfedi. Z divodu zajisténi sbéru
s minimalizaci jakékoli kontaminace byly pro sbér mechu pouzity rukavice. Casti mechu
byly uloZeny v plastovych pytlech a skladovany v lednici, aZ do doby dal$i manipulace. Bylo
to z diivodu zajisténi toho, aby se nespustila piipadna stresova reakce zménou prostiedi.
V souvislosti se vSemi provedenymi ochrannymi prvky pro eliminaci zkresleni lze

povazovat vzorky za reprezentativni.
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Obrazek ¢. 4.: Vzorky po prevozu do laboratornich podminek

V laboratornich podminkach bylo odebrané mnozstvi mechu rozdéleno na 2 sekce.
Jedna se rozdélila na dil¢i vzorky, kdy polovina byla ulozena do Petriho misek a druha ¢ast
byla ulozena na filtracni papir. Druhé sekce byla o¢isténa a omyta studenou vodou. Nasledné
byla polovina uloZena na savy filtra¢ni papir k proschnuti pfi laboratorni teploté a druha

polovina byla ptfendana do Petriho misek. Celkem bylo pfipraveno 72 dil¢ich vzorka ve 4

sekcich.
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Obrazek ¢. 5.: Déleni vzorkit podle experimentalnich podminek

Naésledujici 3 tydny byla provadéna predpiiprava vzorki, kterd spocivala ve vlhéeni a

suSeni jednotlivych vzorkil (viz tabulka ¢. 1.). Vysledky byly statisticky a graficky
zpracovany v programu R. (R CORE TEAM, 2016)

Tabulka ¢. 1.: Rozdéleni vzorkii pro experiment

vzorky umyty + suseny
vzorky umyty + vihéeny (destilovana voda)
vzorky nemyty + suseny
vzorky nemyty + vlihéeny (destilovana voda)

2 Expozice mechu

2.1 Piiprava suspenze

Suspenze pro expozici nanoc¢asticim oxidi kovli musela spliiovat urCité pozadavky.

Vsechny nanocastice musely byt suspendovany a nesmély agregovat ani sedimentovat po
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celou dobu manipulace. Tyto vlastnosti byly zajistény ptipravou suspenze ultrazvukem, kdy

byly nanocéstice ZnO spolu s destilovanou vodou v ultrazvukové 14zni po dobu 30 minut.

2.2 Expozice nanocasticim ZnO

Pivodni skupiny vzorkd mechu byly vSechny pielozeny do Petriho misek a rozdéleny

pro experiment nasledovné, viz tabulka ¢islo 2.

Tabulka ¢. 2.: Rozdéleni vzorkii

umyté vzorky

+ suseno

+ destilovana voda

+ suspenze ZnO

umyté vzorky

+ vlhéeno (destilovana voda)

+ destilovand voda

+ suspenze ZnO

nemyté vzorky

+ suseno

+ destilovana voda

+ suspenze ZnO

nemyté vzorky

+ vlihéeno (destilovana voda)

+ destilovana voda

+ suspenze ZnO

Vzniklo tedy konecnych 8 sekci, kdy kazda obsahovala 9 vzorkii. VSechny jednotlivé

vzorky byly po dobu 5 tydnt vystaveny stresovym podminkam. Tyto podminky se li$ily, viz

déleni vzorkda.

Expozice byla provadéna 2x tydné v rozestupu 3 a 4 dnt. Do kazdé Petriho misky bylo

aplikovéno 2,5 ml destilované vody/suspenze ZnO.
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Obrazek ¢. 6.: Aplikace suspenze ZnO

2.3 Analyza vzorki

Analyza jednotlivych vzorkli byla provedena pomoci titraéni metody. Ke kazdému
vzorku se nejprve ptidalo 100 ml 2 % kyseliny metafosforecné a poté se vlozily na 30 minut
do tiepacky. Poté se nechaly vzorky prefiltrovat, aby doslo k odstranéni pevné ¢asti vzorku

(mechu), aby se dale nedochézelo k vyluhu.
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Obrazek ¢. 7.: Filtrace vzorki

Nasledovala samotna titrace. Nejprve byla provedena titrace s pouzitim titraéniho
standardu  (roztok AsA o znamé Kkoncentraci), titranim Cinidlem  2,6-
dichlorfenolindofenolem, za Ucelem zjisténi orientacniho bodu ekvivalence. Dale byly
jednotlivé, prefiltrované vzorky postupné titrovany 2,6-dichlorfenolindofenolem az do

ruzového zbarveni (bodu ekvivalence).

Obrazek ¢. 8.: Filtrace
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potieba titracniho c¢inidla odpovidala koncentraci AsA, kterd se v rostlinach

spotfebovala na opravu enzymt, membran apod. poskozenych oxidativnim stresem.

3  Vysledky

Cilem prace bylo stanoveni miry fyziologického stresu v buitkach znamého biomonitoru
Pleurozium schreberi, jenz se tadi k mechorostim. Ddéle stanoveni stresu po expozici
suspenzi nanocastic ZnO a nasledné srovnani se vzorky neexponovanymi, kdy indikator

stresu byl obsah kyseliny askorbové ve stélce mechu.

Indikator stresu byl experimentalné stanoven pomoci interakce AsA s 2,6-
dichlorfenolindofenolem titra¢ni metodou. Srovnani a stanoveni mnozstvi AsA probéhlo po

petitydenni expozici.

Graf 1 predstavuje namétfeny obsah AsA v jednotlivych skupinach vzork. Mimo jiné

tedy znazoriiuje srovnani vzorkll neexponovanych s exponovanymi.

Nejvyssi obsah AsA byl detekovan ve skupiné vzorki, které byly umyté, suSené a
neexponované. Zde dosahovala primérnd koncentrace AsA hodnoty 0,165 mg/g. To
znamena, Ze tyto rostliny nezazivaly velké mnoZstvi stresu, jelikoZ bylo spotfebovano jen
malé mnozstvi AsA na opravu organismu v disledku vyvolaného stresu stresorem. O
nekolik malo jednotek méné méla poté skupina vzorkil, které byly umyté, vlhéené a
neexponovangé. Jejich koncentrace AsA dosahovala hodnoty 0,145 mg/g. Z toho vyplyva, Ze
zde byla reakce na stresor ve véts$i mife nezli v predchozim ptipadu. Vzorky, které patii do
skupiny neumytych, suSenych a neexponovanych se primeérnou hodnotou AsA témer
shodovaly se skupinou vzorka, které byly neumyté, pribézné vlhéené a neexponované.
Hodnota koncentrace AsA dosahovala kolem 0,085 mg/g. Z této nizké koncentrace lze
usoudit, ze vyvolany stres byl zna¢ny. Na opravu Skod zpiisobenych stresem v obou
zminénych skupindch bylo zapotiebi velké mnozstvi AsA. OvSem tato vysokd mira stresu
mohla byt podpofena i pfedpiipravou vzorkil, kdy ani jedna se skupin nebyla podrobena
myti. Je tedy mozné, Ze na nemytych vzorcich mechorostu zlstaly ¢astice prachu a jinych

cizorodych latek, které branily fotosyntéze.
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Ve skupinach vzorki, které byly exponovany nanocasticim ZnO lze vidét, Ze mira
vyvolaného stresu byla vysoka. Nejvétsi primérnou koncentraci AsA vykazovala skupina
vzorkl, které byly neumyté, susené a exponované. Tato koncentrace AsA dosahovala
hodnoty 0,11 mg/g. Mensi mnozstvi AsA (0,09 mg/g) bylo naméieno ve vzorcich ze skupiny
umytych, susenych a exponovanych mecht. Posledni dvé skupiny obsahovaly primérnou
koncentraci AsA v podobné mife. Skupina vzorkl, které byly neumyté, vlhéené a
exponované spolu se skupinou vzork, které byly umyté, vihéené a exponované dosahovaly

pramérné hodnoty AsA kolem 0,08 mg/g.

Pti porovnani skupin vzork, které byly neumyté, vlh¢ené nebo susené a exponované ¢i
nikoli, se primérné hodnoty koncentrace AsA pfili§ neliSily a v obou ptipadech byly velmi
nizké. Na druhou stranu skupiny vzorkl, které byly umyté, vlhéené nebo suSené a
exponované ¢i nikoli se od sebe zna¢né¢ lisily, v zavislosti na skute¢nosti, zda byly jednotlivé
vzorky exponované nebo nebyly. Ty neexponované disponovaly vys§imi hodnotami AsA
nezli ty exponované. Z toho vyplyva, Ze expozice nanoc¢asticim ZnO ve zna¢né mife vedly

k poskozeni rostlin, pouzitych pro experiment.

cv v

spodnich ¢astech grafu, vykazovaly skupiny vzorkd nemytych, vlhéenych, neexponovanych;
nemytych, suSenych, neexponovanych spolu se skupinami vzorkil, které byly nemyté,
vlhéené, exponované; myté, vlhcené a exponované. Zde byla mira stresu nejvyssi, ze vSech
zkoumanych skupin vzorkl. Avsak i zde jsou rizné faktory, které tuto skutecnost ovlivnily.
Z téchto zjisténi vyplyva, ze nejvice stresujicimi faktory pro mechorosty jsou prachoveé
¢astice a jiné cizorodé latky, které brani fotosyntéze, pribézné vlhéeni vzorkl a nanocéstice

Zn0.
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Graf ¢. 1.: Nameérené koncentrace AsA v jednotlivych skupinach

Graf 2 predstavuje srovnani vlivu jednotlivych pusobicich stresujicich faktorti na
pramérnou koncentraci AsA ve vzorcich. Pro prvni srovnani lze uvést rozdil primérnych
hodnot koncentrace AsA pro piivodni upravu vzorki, kdy byly jednotlivé vzorky neumyty
nebo umyty, dosahovaly hodnoty AsA pro neumyté vzorky 0,085 mg/g a pro umyté vzorky
0,0122 mg/g. Pro dalsi faktory, jimiZ jsou vytvofené podminky, kdy byly vzorky vlh¢eny
nebo suSeny byly hodnoty primérné koncentrace AsA pro vlhéené vzorky 0,095 mg/g a pro
susené vzorky 0,115 mg/g. A nakonec hodnoty primérné koncentrace AsA pro vzorky
exponované a neexponované. Kdy hodnota primérné koncentrace AsA pro stresujici faktor

ZnO dosahuje 0,094 mg/g a pro destilovanou vodu dosahuje 0,117 mg/g.

Z téchto informaci je zfejmé, Ze nejveétSimi stresory byly nanoc¢astice ZnO a podminky,

kdy byly vzorky neumyty a priib&ézné vlhceny.
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Graf ¢. 2.: Srovnani pusobicich faktori

Graf 3 pfedstavuje srovnani neexponovanych vzorkil s exponovanymi v zavislosti na
navozenych podminkéch. Z grafu je vidét, Ze nejmensi rozdil v mnozstvi AsA je u skupin
nemytych, vlhéenych vzorkd. Kdy hodnoty koncentrace AsA jsou shodné u

neexponovanych i exponovanych vzorkl. Hodnota AsA se pohybovala okolo 0,08 mg/g.

Mezi zajimavé vyhodnoceni patii vzorky skupin neumytych, suSenych vzorkt. Tyto
vzorky vykazovaly niZ§i hodnotu koncentrace AsA ve vzorcich neexponovanych. V tomto
pfipadé rostlindam vice wuskodily podminky experimentu neZli samotnd expozice

nanocasticim ZnO.

Dalsi dvé ¢asti grafu predstavuji nejvyznamnéjsi zjisténi. U téchto vzorkt je po expozici
nanocasticim ZnO hodnota koncentrace AsA v rostlinadch nizkéa. V disledku vytvofeného
stresu, které nanocastice oxidu kovu zpusobily. U skupin vzorkd, které byly umyty a vlh¢eny
se koncentrace AsA ve vzorcich pohybovala okolo 0,14 mg/g u neexponovanych vzorki a
kolem 0,09 mg/g u exponovanych vzorki. S podobnym vysledkem byly vyhodnoceny i1
skupiny vzorka, které byly umyty a suSeny. Hodnoty koncentrace AsA u neexponovanych
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vzorkd dosahovala hodnoty 0,17 mg/g a u exponovanych vzorki dosahovala 0,09 mg/g.

Poskozeni vyvolané nanocasticemi ZnO bylo tedy zna¢né.

umyty

nemyty |

kntr Zn0

T
n1s

T
o1z

01a
|

o1z

1 1 1 1
ln
== olaliioe]

Koncentrace AsA [malg]

008

T
kntr

Expozice

0.05

vlhceny

SLUSEny

Zn0

Graf ¢. 3.: KiiZové srovnani vzorki

Tabulka ¢. 3.: Vliv jednotlivych faktorit na koncentraci AsA, analyza variance, vystup z

programu R

Mean

Df Sum Sq Sq F value | Pr(>F)
NP 1,00 0,62 0,62| 25,13 0,00 | ***
myti 1,00 1,46 1,46| 58,93 0,00 | ***
vlhéeni 1,00 0,62 0,62| 25,15 0,00 | ***
NP:myti 1,00 1,39 1,39| 56,11 0,00 | ***
NP:vIhéeni 1,00 0,02 0,02 0,74 0,39
myti:vihéeni 1,00 0,00 0,00 0,05 0,83
NP:myti:vlihceni 1,00 0,12 0,12 4,78 0,03 | *
Residuals 63,00 1,56 0,02

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 “*' 0.05
‘0171

1 observation deleted due to missingness
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Ze statistické analyzy (analyza variance, ANOVA) provedené na datech (viz tab. €. 3)
ze zjisténé koncentrace AsA ve vzorcich mechu vztazenych k faktorim predptipravy vzorki
a expozice vyplyva, Ze nejvétsi vliv ma expozice nanocasticim ZnO (p = 4,63.10°%), myti
vzork (p =1,31.10"%) a vlh&eni, respektive suseni pred expozici (p = 4,59.10°). Déle byl
prokéazan spoleény vliv expozice nanog¢asticim ZnO a myti vzorkd (p = 2,77.10'%) a mensi i

kdyz stale vyznamny spolecny vliv kombinace expozice, myti a vlh¢eni (p = 0,0324).

V grafu 4 je zndzornéno srovnani vSech moznych kombinaci skupin vzorki vyplyvajici
z vysledkit Tukey HSD testu. Obsahem AsA se nejméné liSily porovnané vzorky skupin
umyté, vlhéené exponované spolu s nemyté, suSené, neexponované. A dale také vzorky
skupin nemyté, vlhcené, exponované spolu s nemyté vlhéené neexponované. Tyto dvé
porovnani vykazovaly nejmensi rozdily, byly témét shodné. Na druhou stranu nejvétsi
mozné rozdily mnozstvi AsA v rostlinach vykazovaly po srovnani skupiny umyté, susené,
neexponované spolu s neumyté, suSené, exponované. Dale skupiny vzorkli nemyté, vlhcené,
neexponované spolu s umyté, suSené, neexponované¢ a také srovnani nemyté, vlhcené,
exponované spolu s umyté, susené, neexponované. Tyto tfi srovnani davaly nejvétsi rozdily

v obsahu AsA.
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Graf ¢. 4.: Srovnani vsech moznych kombinaci skupin
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4 Diskuze

Nejvyssi mnozstvi AsA v rostlindch obsahovaly vzorky, které byly pfed expozici umyty
a suSeny. Zde byla vyvolana stresova reakce nejmensi. Mensi mnozstvi AsA a tedy vétsi
mnozstvi stresu pak vykazovaly vzorky, které byly zpracovany z mista odbéru bez myti pied
jejich naslednou expozici. A nejmensi obsah AsA vykazovaly vzorky, které byly vystaveny
expozici nanoc¢asticim ZnO. Tato expozice v jednotlivych vzorcich rostlin vyvolala nejvyssi
miru stresu, a tedy byla zapotiebi nejvyssi spotieba AsA. AsA se spotiebovala na opravu

rostlinnych ¢asti poskozenych vyvolanym stresem.

Ze ziskanych vysledki je zfejma rostouci mira stresu od neexponovanych vzorkt po ty
exponované, v zavislosti na podminkéach experimentu a délce expozice. Stresova reakce byla
vyvolana u vSech zkoumanych vzorkt, avSak v riizné mite, kterd byla zavisla na navozenych
podminkach. Ty byly rozd€leny do osmi sekci, podle toho, zdali byli vzorky zpracovany
zmista odbéru umytim/neumytim, vlhéenim/susenim pfed jejich néslednou
neexpozici/expozici. Nejvyssi mnozstvi AsA zlstalo u skupiny vzorkd, které byly nejdiive
umyty, poté suSeny a neexponovany. DoSlo zde k nejniz8i spotiebé AsA v disledku
vyvolaného stresu u mechu. Cili jsou tyto podminky (vzorky umyty, poté suseny) pro mech
z hlediska vyvolaného stresu nejpfiznivéjsi. Srovnani jednotlivych skupin vzorkd
neexponovanych s exponovanymi s témito podminkami vyzkumu, poskytuje informaci o
tom, Ze expozice nanocasticim ZnO velice podpofila vyvolani stresové situace v rostling.
Hodnota koncentrace AsA u neexponovanych vzorkll dosahovala 0,17 mg/g a u
exponovanych vzorkli 0,09 mg/g. Coz je rozdil fadove 0,08 mg/g mezi témito dvéma
skupinami vzorki. Pfi tak nizkych celkovych koncentracich je tento rozdil vysoky. Pti téchto
podminkach byly nanocastice ZnO zavaznym stresorem. Pti dalSim srovnéani v zavislosti na
stejnych experimentalnich podminkach a neexpozici/expozici je patrné (graf 1), Ze vlhéeni
vzorkd do urcité miry ovliviluje objektivni srovnani zavaznosti nanocastic ZnO jako
stresoru. Vzorky, které byly pribézné vlhceny samy o sob€ vykazuji nizké hodnoty AsA ve
struktute rostliny: 0,08 mg/g a 0,15 mg/g u neexponovanych vzork. U exponovanych
vzorkll nanoc¢ésticemi ZnO dosahuje u vlhéenych vzork koncentrace AsA v rostlinach
hodnoty okolo 0,08 mg/g. Toto je srovnatelné se vzorky neexponovanymi. Priibézné vlhéeni
oddé€lenych casti rostlin zplisobuje pfiblizné stejnou stresovou reakci v rostlinach jako
expozice nanoc¢asticim ZnO. Z celkového hodnoceni experimentu vybocuje jedna skupina

vzorkd. Jedna se o vzorky, které byly po pfevozu do laboratoie osetfeny tak, ze ziistaly
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nemyty a nasledné byly suSeny. Zde hodnota koncentrace AsA v jednotlivych vzorcich
dosahuje hodnoty 0,09 mg/g, coz je nizkd hodnota pro neexponované vzorky. Ze srovnani
s ostatnimi skupinami pouzitych vzorku, je ziejmé, ze nemyti ¢i suseni rostlinam neskodi
natolik aby se hodnota AsA v rostlinach dostala do takovychto nizkych hodnot. Je tedy
pravdépodobné, ze tuto anomalii zplsobily prachové a jiné cizorodé ¢astice, které bez myti
pfed expozici zlstaly na povrchu mechu a zabranovaly tak zelenym castem rostliny
fotosyntetizovat. Znemoznéni procesu fotosyntézy je moznym divodem tak nizké

koncentrace AsA v nemytych vzorcich.

Z ptedchozich provedenych studii v rdmci biomonitoringu vyplynulo, ze Pleurozium
schreberi je schopen do svych stélek ve vysoké mife akumulovat nanocastice ZnO.
(Mrazkova, 2016), (Zeman, 2015) Coz zn¢j déla vyborny objekt pro pouziti jakozto
biomonitoru. Ov§em zatim neni pfili§ informaci o tom, zdali mnozstvi akumulovanych ¢éstic
v rostling ovlivituje miru stresové reakce. Dale o tom, zdali je mech jako takovy schopen do
nekonecna pfijimat nanocastice ZnO do svych stélek nebo lze dosdhnout né&jaké limitni
koncentrace, coz by ovSem také mohlo ovlivnit miru vyvolané stresové reakce v téchto
rostlinach. A v neposledni fadé moznost ovlivnéni stresové reakce v rostliné mechu vlivem
pritomnosti dal$ich prvkl z periodické soustavy prvki. Ty mohou byt pro rostlinu nejen
prospésné, ale také mohou byt stresorem. A spolu s nanocasticemi oxidu kovli mohou
v rostlin€ vyvolat i interakce, pro rostlinu Skodlivé, a tedy by se mohlo jednat o dalsi

vyznamny stresor, pii zjiStovani miry vyvolaného stresu u rostlin.

Pro budouci vyzkum by bylo Zadouci najit odpovédi na vSe co by mohlo ovlivnit
vysledky. Tedy rozsitit informace pravé o tom, zdali jsou mozné interakce nanocastic ZnO
s n€kterymi dalSimi prvky v rostlindch. Déle zjistit, zdali nizka koncentrace nanocastic ZnO
vyvola stejnou stresovou reakci jako koncentrace vysoka. Celkovée pro experiment by bylo
vhodné navodit podminky, kdy by bylo ziejmé, Ze tyto podminky ovlivni stresovou reakci
pouze minimalné. Z provedeného experimentu vyplyvd, Ze nejvhodnéjsi podminky pro
vzorky jsou myti a nasledné suseni. A v neposledni fadé by bylo dobré¢ mit informace o tom,
zdali mech pfijima nanoc¢astice oxidu kovi stejnym zptisobem a ve stejném mnozstvi, pokud
je ve fazi celé rostliny, v lese (pfipadné v kvétinaci v laboratornich podminkéach) nebo pokud
jsou odebrany pouze zelené vrcholové casti rostliny. Zdali to mé vliv na mnozstvi a misto

akumulace téchto nanocastic v rostling€. V piipade, kdy by se prokazalo, ze je to odlisné,
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mohly by se potencialni vysledky stat neadekvatni, jelikoz by to nedavalo uplnou informaci

o dopadu na Zivotni prostfedi.

Je dokazano, ze vyuziti mecht jako biomonitort je nejen efektivni, ale také o jednodussi
variantu pro experiment, jelikoz to jsou rostliny bezcévné. Zaroven se jedna o levnou
variantu vzorkd, kdy mech roste teoreticky vSude, za jakychkoli podminek, které jsou dobré
pro nasledné srovnavani. Dlouhodobé sledovani by bylo pro biomonitoring piinosné a
predstavovalo by efektivni metodu kontroly a hodnoceni vlivu znec¢isténi nanocasticemi na

zivotni prostiedi.
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ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo stanoveni miry fyziologického stresu v bunikdch zndmého
biomonitoru Pleurozium schreberi, jenz se fadi k mechorostiim. Dale stanoveni stresu po
expozici suspenzi nanocastic ZnO a nasledné srovnani se vzorky neexponovanymi, kdy
indikator stresu byl obsah kyseliny askorbové ve stélce mechu. Jedna se o prvni vyuziti této
metody stanoveni koncentrace AsA za ucelem zjiSténi miry stresu u rostlinného
biomonitoru. Metoda se ukézala byt u¢inna v hodnoceni vyvolaného stresu stresorem na
rostliny. Jeji vyuZiti je vhodné i pro hodnoceni zneciSt€ni nanocasticemi oxidy kovi

v prostiedi.

Experimentalné byla stanovena mira vyvolaného stresu pro vzorky neexponované a
exponované nanocasticim ZnO. Vzorky byly rozdéleny do osmi skupin a vysledky se lisili
v zé&vislosti na navozenych podminkéach experimentu. Ze ziskanych dat bylo zjiSténo, ze
nejveétsi dopad na Pleurozium schreberi méla expozice nanocasticim ZnO u vzorku, které
byly pritbézné vlhéeny. Mensi dopad byl poté pozorovan u vzorkd po expozici, které byly
zpracovany z mista odbéru umytim a suSenim pted jejich néslednou expozici. A nejmensi
dopad byl pozorovan u vzorkd, které byly pted expozici nemyty a suSeny. Mnozstvi AsA u
vzorkl neexponovanych byly ve srovnani s témi exponovanymi vyssi az vysoké. Tedy i
kdyZz podminky ve kterych se rostlina nachédzi jistou mirou vyvolava stresové reakce

v rostlin€, mnohem vys§im stresorem jsou pravé nanocastice ZnO.

Kazdd metoda se potykd s nedostatky, které mohou byt minimalizovany dalSim
rozvojem a vyzkumem, aby bylo mozné docilit zlepSeni biomonitoringu. RozSifenim
moznosti srovnadni rdznych podminek, druhu exponovanych nanocastic, novych titracnich
¢inidel by mohla vyuZitd metoda pfispét k rozvoji znalosti moZného dopadu nanocastic na
zivotni prostredi. Takovéto informace by rozsifily znalosti o interakcich pevnych latek
s rozm&ry fadoveé nanometrli s Zivymi organismy. Tim by davaly jistou informaci také o
pude, vode apod. Vsechny tidaje by pomohly dal§imu rozvoji studiim o celkovém uc¢inku

nanocastic na zivotni prostiedi.
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