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There has not been published an appropriate study adressing toxicity and behavior of silver
nanoparticles in the environment and their effect on higher organisms. Zebra mussel (Dreissena
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1 Uvod

Slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha) je druh naSeho neptvodniho mlze.
Diky svému rychlému mnozeni, se velmi rychle stane dominantni na celé lokalité,
na které zpusobuje zna¢né problémy. Svou filtracni Cinnosti pfemisti téméf veskerou potravu
z vodniho sloupce do vykali. Negativni vliv nemaji slavicky jen na biotu daného vodniho
télesa, rovnéz pusobi negativné na lidské stavby. Zde se =zejména prichycuje
v potrubi, které dokaze az uplné€ ucpat a zpusobit tak znacné nejen financni problémy.
Z téchto divodu by nalezeni levné a G€inné metody, jak slavicku zpomalit anebo zastavit

v tomto invazivnim §ifeni, bylo velmi prospesné.

Prvni ¢ast prace je psana formou literarni reSerSe a rozdélena do tfi kapitol, pificemz
v prvni kapitole jsou uvedené zékladni informace o zkoumaném jedinci. V dalsi kapitole
jsou shrnuta preventivni a reaktivni opatfeni, které slouzi ke kontrole slavicky
na daném uzemi. V posledni kapitole jsou popsané nanocastice a dostupné studie,
ve kterych byl testovan vliv raznych nanocastic na slavicku. Nasledné se jiz prace vénuje

metodice a vyhodnoceni nasich experimentt.

Cile prace:
1. Aktualizace literarni reserSe z Bakalarské prace.
2. Laboratorni testovani vlivu nanocastic Ag na aktivitu a prezivani slavicky.
3. Vyhodnoceni vysledki, letalni koncentrace, akumulace Ag v mékkych tkanich.
4
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2 Zakladni informace o zkoumaném jedinci

Slavicka mnohotvarna patfi mezi 100 nejvice invazivnich druhd na nasi planeté (Lowe
et al. 2000). Svij pavod ma v pontokaspické oblasti, odkud se rozsifila zejména diky lodni
dopravé. Nyni ji nalezneme v Severni Americe a témét celé Evropé (Hebert et al. 1989;
Karatayev et al. 1997). V Ceské republice byl prvni objev slavicky uz koncem
19. stoleti a to v Usti nad Labem, kde se dostala z Némecka diky lodni dopravé (Blazka
1893). Na stfedni Moravu se dostala roku 1991 zdmérnou introdukci rekreanty z piskovny
u Calova na jiznim Slovensku. Jejimu dal§imu §ifeni v povodi Moravy piispéla také povodeti

v roce 1997 (Uvira et al. 2009).

Slavicka je druh filtrujiciho sladkovodniho mlze, ktery se dokaze pfichytit
byssovymi vlakny k substratu a zarovei ma planktonni larvu zvanou veliger, ktera je typicka
zejména pro moiské druhy. Svym vyskytem na lokalité velmi ovliviiuje nejen fyzikalni
a chemickeé vlastnosti, ale také cela spoleCenstva diky své rychlé reprodukei, pfichycovani
na dalsi organismy a vysoké rychlosti filtrace (litr vody za den) (Maguire and Sykes 2004;
Haag et al. 1993; Karatayev et al. 1997).

Télo slavicky tvori lastura, pod kterou se nachazi plast. Ten pokryva vSechny organy
plastové dutiny. V plasti 1ze nalézt 3 otvory: inhalacni sifo kterym vnika do téla slavicky
voda s potravou, exhalacni sifo diky kterému je vypuzovana voda s vykaly a tfeti otvor

v plasti je ur€en pro vysunovatelnou svalnatou nohu a byssova vlakna (Morton 1969).

Byssova zlaza tvofi tuhnouci bilkovinny sekret zvany byssova vlakna.
Rychlost tvorby byssovych vldken zalezi na velikosti daného jedince, kvalité a teploté vody.
Denné za normalnich podminek jedna slavicka vyprodukuje kolem 22 mm byssovych vlaken
a prumérn€ béhem tydne dokaze slavicka vytvofit kolem 23 vlaken (Clarke and McMahon
1996, Morton 1969).

Rychlost pohybu slavicky pomoci svalnaté nohy zavisi na velikosti daného jedince,
mensi slavicky se dokazi pohybovat rychlosti kolem 20 cm/h, kdezto dospélé slavicky se
pohybuji rychlosti kolem 0,5 cm/h (Toomey et al. 2002). Pohyb slavicek
i tvorba vlaken je niz§i v pritomnosti predatort, kvuli kterym zpomaluji fyziologické
procesy. Aby predesli moznosti svého odhaleni predatory, snizi mnozstvi produkovanych

metabolitd. (Czarnoleski et al. 2010).



3 Dostupné eradika¢ni metody

Metody eradikace slavicky muzeme shrnout do 3 zakladnich kategorii na metody chemicke,
fyzikalni a biologické. Témto metodam se vénovala jiz ma bakalatska prace (Orlik 2018).
Tato kapitola obsahuje shrnuti metod z bakalarské prace a soucasné aktualizaci a rozsiteni

o dalsi metody pouzitelné pro eradikaci slavicky mnohotvarné.

3.1 Chemické metody

Chemické metody jsou takové metody, kdy plasobime chemickym Ccinidlem
na experimentalni organismus. V naSem piipad€ na invazivni slavicku mnohotvarnou.
Souhrn chemickych metod pouzitelnych k eradikaci uvadi tabulka 1. BohuZzel kvili riznému

zpusobu stanoveni toxicity jsou jednotlivé chemikalie Spatné porovnatelné mezi sebou.

Chlorid draselny (KCl) je ucinny k eradikaci pii koncentraci 641,0 mg/l
na vSechna vyvojova stadia slavicky. Tento chlorid zptsobuje slavickam nevratnou zménu
na zabrach. Zaroven je pro slavicku trikrat toxiCtéjsi nez pro ryby (Odonnell et al. 1996;
Waller et al. 1996). K dosazeni LCso staci na slavicku plsobit chloridem draselnym
o koncentraci 150 mg/l po dobu 48 h (Waller et al. 1993). Pouziti zminéné latky se nicméné
nedoporucuje kvuli toxicité chloridu draselného k dalsim organismim (Fisher

et al. 1991).

Chlorid sodny (NaCl) neboli kuchyriska sil, 1ze pouzit k eradikaci pii koncentraci
10000 mg/l na larvy a piisedajici jedince. Chlorid sodny se jevi jako ideélni diky své nizké
toxicite k dalsim organismim (Waller et al. 1996). Ovsem pfi vysSich koncentracich rovnéz

pusobi negativné i na ostatni jedince (Edwards et al. 2000).

Chlorid vapenaty (CaCly) je ucinny k eradikaci pfi koncentraci 10000 mg/l
na larvy a pfisedajici jedince. Pii této koncentraci je vSak toxicky naptiklad i pro pstruha
obecného (Salmo trutta). Pokud dojde k navyseni davky na 20000 mg/l, tak je tato davka
toxicka 1 pro dalsi druhy (Waller et al. 1996).

Chlornan sodny (NaClO) je desinfekcni Cinidlo, ktery pfi koncentraci 0,5 mg/l
indikuje 50% mortalitu dospélct slavicek a to jiz béhem necelych sedmi dni (Klerks
and Fraleigh 1991). Pii vyssich koncentracich ptsobi chlornan sodny i na ostatni vodni

organismy. Napiiklad pii koncentraci 5,6 mg/l zpisobuje 50% mortalitu u jelecka



velkohlavého (Pimephales promelas) nebo pii nékolikanasobné vyssi koncentraci

(56,4 mg/l) u bilych krevet (Litopenaeus setiferus) (Curtis et al. 1979).

Manganistan draselny (KMnO4) je chemikalii, kterda bézn€ slouzi k desinfekci.
U slavicek zpasobuje mortalitu 50% dospélct jiz po 7,2 dnech pfi koncentraci 2,5 mg/l
(Klerks and Fraleigh 1991). Tato latka je rovnéz toxicka pro ryby. Napiiklad u sumecka
teCkovaného (Ictalurus punctatus) pusobi 50% mortalitu po 4 dnech pii koncentraci

0,75 mg/l (Marking and Bills 1975).

Dusi¢nan stfibrny (AgNO3) je znamy pro své vyuziti v klasické fotografii.
K dosazeni mortality u 100% dospélcti je zapotiebi pouzit koncentraci 1,5 mg/l.
K mortalité pak dochazi vétSinou beéhem 24 dna (Berthet et al. 1992). K 50% mortalité
u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) dochézi jiz pti koncentraci 0,0065 mg/l (Davies

et al. 1978).

Hydroxid draselny (KOH) je bézné pouzivany k desinfekci nebo v potravinaiském
prumyslu. Zaroven je také ucinny k eradikaci slavicky a to jiz pfi koncentraci 10,0 mg/l.
V tomto mnozstvi zpisobuje 100% mortalitu u vSech Zivotnich stadii slavicky. Diky své
vlastnosti zvySovat pH vody a vlivu na dalsi organismy se jeho pouziti pfili§ nedoporucuje

(Wallen et al. 1957; U.S. Bureau of Reclamation 2008).

Siran méd’naty (CuSOs4), pouzivany jako pfisada do algicidnich a baktericidnich
pfipravkl, omezuje u slavicek funkci zaber (Watters et al. 2013). Nejucinnéjsi je vuci
larvalnim stadiim, kdy dochazi k mortalité jiz béhem nékolika minut. K 50% mortalité
u dospélca dochazi pii koncentraci 20 mg/1, eradikace je v tomto ptipadé Casové narocnéjsi,
nebot’ se jedinci mohou uzavtit do svych lastur (Kennedy et al. 2006; Waller et al. 1993).
Siran médnaty je rovnéz ve vysSich davkach toxicky pro dalsi vodni organismy (Smith

1940).

Tributylcin (C24Hs40Sn2) se pouziva k oSetieni rybarskych siti a také se pridava
do lodnich natérti. Tato latka pasobi jako endokrinni disruptor, k 50% mortalité u embryi
slaviek dochazi jiz pii koncentraci 36-107° mg/l. Tato latka je nejen nebezpecna svou nizkou

koncentraci, ale také svou perzistenci v sedimentech (Meador 1997; Faria et al. 2010).
Chlorothalonil (CsCl4N>) se vyuziva jako fungicid pfi ochrané uzitkovych rostlin,

zejména banand a s6ji. Casto se aplikuje formou postiikd, naptiklad na pole v letnich

mésicich, ¢imz muze dojit k zaneseni do vodniho prostfedi. Zaroven vSak jiz

pfi koncentraci 97-10° mg/l dochazi k 50% mortalit¢ embryi slavicek. Tato latka neptisobi
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ve fauné pouze na slavicky, ale taky na pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), a to jiz

pfi koncentraci 0,01 mg/l (Davies and White 1985; Faria et al. 2010).

Methylrtut  ([CH3Hg]"), latka dfive vyuzivana jako fungicit, je tvorena
také bakteriemi pfi methylaci rtuti v sedimentech (Jensen and Jernelov 1969, Barrett 2010).
Pro eradikaci embryi slavicek lze pouzit methylrtut z CH3HgCl. Pii koncentraci
132-10° mg/l nastane 50% mortalita embryi. Methylrtut' se vSak muze akumulovat
v potravnim fetézci a zpusobit tak mortalitu napiiklad u sivena amerického (Salvelinus

fontinalis) (Christensen et al. 1977; Faria et al. 2010).

Oxid uhlicity (CO2) muze také prispét k eradikaci. Jiz pfi koncentraci 157,3 mg/l
dochazi béhem tfi a pul dne k 50% mortalité dospélych jedinci. U mlze Lampsilis
siliquoidea z Celedi Unionidae, ktery se pfirozené se vyskytuje v oblasti Great Lakes
(Severni Amerika), je pfi mnohonasobné vyssi koncentraci (477,5 mg/l) po 96 hodinach
inhibovana tvorba byssovych zlaz (Waller and Bartsch 2018). Ukazuje se, ze tato metoda
pusobi mortalitu i u korbikuly asijské (Corbicula fluminea), ktera je rovné€z neptuvodni

na nasem uzemi (Mcmahon et al. 1995).

Fenol (C¢HsOH), ktery se vyuziva pii tvorbé 1éCiv anebo kosmetiky, zptusobuje
50% mortalitu slavicek pii koncentraci 1000 mg/l béhem dvou dni. Fenol pusobi také
na ryby, a to pifi mnohocetné nizsi koncentraci. Napiiklad pfi koncentraci 34,5 mg/l
zpusobuje 50% mortalitu u gambusie (Gambusia affinis) a to také béhem dvou dni

(Kamshilov and Flerov 1978; Angus 1983).

Formalin (CH20), slouzici v zemédélstvi jako insekticid a fungicid, se rovnéz
pouziva jako konzervacni prostiedek. U larev zpasobuje mortalitu pii 250,0 mg/l.
U piisedajicich jedincti vSak pii stejné koncentraci nedojde ani k 50% mortalité.
Formalin je vsak toxicky i pro ryby, jiz 50 mg/1 zptisobuje 50% mortalitu u pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) (Waller et al. 1996; Tisler and ZagorcKoncan 1997).

Kadmium (Cd**) patfi mezi toxické prvky. Vyuzival se k ochrané pted korozi
a v dnesni dobé jeho vyuziti co nejvice snizuje z divodu jeho toxicity. Chlorid kademnaty
je ucinny k eradikaci dospé€lce pii koncentraci 0,4 mg/l (Kraak et al., 1992). Pasobi také
na reprodukci zastupct skupiny Arthropoda, a to jiz pii 100krat nizs$i koncentraci (Bertram
and Hart 1979).

Olovo (Pb%"), pouzivané nejen v pramyslu, patii mezi toxické latky. V posledni dobé

je velka snaha jeho vyuziti omezit. Olovo dokéaze ovlivnit miru filtrace slavicky.



Pro dusi¢nan olovnaty, byla stanovena LCso na koncentraci 0,35 mg/l (Kraak et al. 1994).
Pti daleko nizsi koncentraci vSak jiz pusobi negativné i vici dal§im vodnim organismim,
jako je tieba pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) (Davies et al. 1976).

Zinek (Zn**) je pouzivan k vyrobé slitin nebo barev. Zinek pouzity z chloridu
zine¢natého ovliviuyje filtracni Cinnost slavicky. Pfi koncentraci 2,7 mg/l eradikuje dospélce
(Kraak et al. 1994). Zinek rovnéz pusobi negativné i na nékteré ryby a dalsi vodni organismy
(Vardy et al. 2014).

Nikl (Ni**) se pouziva stejné jako zinek k vyrobé slitin a povrchové upravé kovu
pfed korozi. Pro svou toxicitu se vSak také od jeho pouziti postupné upousti.
Pfi rozmichani hexahydratu chloridu nikelnatého o koncentraci 2,5 mg/l, dochazi béhem
4 dnt k mortalité poloviny jedinctu (Potet et al. 2018). Pludek kapra obecného (Cyprinus

carpio) hyne jiz pfi tfetinové koncentraci zinku (Eisler 1998).

Chlor (Clz), vyuzivany hojné€ k desinfekci, 1ze pouzit k eradikaci bud’ jako plynny
Cl> nebo jako chlornan sodny NaClO prodavany pod obchodim nazvem Savo.
Koncentraci 0,5 mg/l 1ze pouzit k usmrceni jedincti slavicky mnohotvarné. K rychlejsi
eradikaci docilime zvySenim teploty nebo koncentrace (Rajagopal et al. 2002).
Ackoliv je slavicka citlivéjsi k chloraci nez nekteré dal§i druhy mlzi, dochazi pfi jejim
pouzivani ke vzniku karcinogennich latek (Martin et al. 1993b; Mackie and Claudi 2010).

Oxid chlori¢ity (ClO2) se pouziva stejné jako chlor k desinfekci pitné vody.
Pisobi rovnéz na veligerové stadium slavicky, kdy pii koncentraci 0,5 mg/l zpisobuje
béhem jednoho dne 100% mortalitu danych jedinca. Tato latka také ptisobi na dalsi vodni

organismy (Svecevicius et al. 2005).

Chloramin (NH2Cl), jez byva soucasti desinfekci do bazénli, plisobi na veligerova
stadia. Pusobi pii koncentraci 1,2 mg/l 100% mortalitu a to jiz béhem jednoho dne
(U.S. Bureau of Reclamation 2008). Chloramin zpisobuje pii vétSich koncentracich

i mortalitu dalSich vodnich organismt (Bowker and Erdahl 1998).

Peroxid vodiku (H202) lze kromé eradikace, pouzit 1 jako desinfekéni €i oxidacni
¢inidlo. Pfi koncentraci 20,0 mg/l dochézi ke 100% mortalité. Rychlost eradikace
pak zavisi na teploté vody, kdy napriklad pti 22 °C dojde k eradikaci jiz béhem dvou dnd,
ale pfi teploté¢ 12 °C trva eradikace o tfi dny déle (Martin et al. 1993a). Soucasné je

nevyhodou 1 smrtici vliv na dal§i vodni organismy (U.S. Bureau of Reclamation 2008).



Ozon (0O3) se svymi silnymi oxidanimi UCinky ptsobi na larvy slavicek,
u kterych inhibuje filtraci, plavani a pfichyceni. Pfi koncentraci 0,5 mg/l pak zpusobuje
u larev 100% mortalitu (Vanbenschoten et al. 1993). Ozon pusobi toxicky napiiklad

na larvy kapra a to jiz pii koncentraci 0,045 mg/l (Leynen et al. 1998).

Tabulka 1: Prehled chemickych metod eradikace slavicky mnohotvamé (* pouze 50% mortalita).

Ucinna Vliv na Zdroj
koncentr
ace stadium dalsi
Chemicka metoda [mg/1] slavicky  organismy
chlorid draselny (KCl) 641,0 vSechna ano (Odonnell et al. 1996)
chlorid sodny (NaCl) 10 000,0 larva ano (Waller et al. 1996)
chlorid vapenaty (CaCl,) 10 000,0 larva ano (Waller et al. 1996)
" < (Klerks and Fraleigh

chlornan sodny (NaClO) 0,5 *  dospélec ano 1991)
manganistan draselny 25 % dospélec ano (Klerks and Fraleigh
(KMnO,) 1991)
dusiénan stiibmy (AgNO5) 1,5 dospélec ano (Berthet et al. 1992)

. , . (U.S. Bureau of
hydroxid draselny (KOH) 10,0 vSechna ano Reclamation 2008)
siran méd’naty (CuSQO4) 20,0 vSechna ano (Waller et al. 1993)
tributylcin (C24Hs40Sno) 36:10° *  embryo ano (Faria et al. 2010)
chlorothalonil (CsC1sNa) 97-10° *  embryo ano (Faria et al. 2010)
methylrtut’ ([CH;Hg]*) 132:107° *  embryo ano (Faria et al. 2010)

. (Waller and Bartsch
oxid uhligity (CO,) 157,3 *  dospélec ano 2018)

" (Kamshilov and Flerov
fenol (CeHsOH) 1 000,0 * dospélec ano 1978)
formalin (CH,0) 250,0 larva ano (Waller et al. 1996)
kadmium (Cd*") 0,4 dospélec ano (Kraak et al. 1992)
olovo (Pb**) 0,4 * dospélec ano (Kraak et al. 1994)
nikl (Ni**) 2,5 * dospélec ano (Potet et al. 2018)
zinek (Zn**) 2,1 dospélec ano (Kraak et al. 1994)
chlor (Cl,) 0,5 vSechna ano (Rajagopal et al. 2002)

) el (U.S. Bureau of

oxid chloriéity (Cl10O») 0,5 larva ano Reclamation 2008)

. (U.S. Bureau of
chloramin (NH>Cl) 1,2 larva ano Reclamation 2008)
peroxid vodiku (H20.) 20,0 vSechna ano (Martin et al. 1993a)

(Vanbenschoten et al.
ozon (O3) 0,5 larva ano 1993)




3.2 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody jsou takové metody, kdy puasobime fyzikalné na experimentalni
organismus. Mezi takové metody fadime pusobeni ultrafialového zareni, vliv teploty,
kavitace, vibraci, elektrického napéti atd. Souhrn vSech doposud studovanych fyzikalnich

metod pouzitelnych k eradikaci uvadi tabulka 2.

Tepla voda, presahujici teplotu 39 °C, zpusobuje mortalitu u slavicky mnohotvarné
jiz béhem par hodin (Spidle et al. 1995). Plisobenim vody pod tlakem
s teplotou 90 °C na slavicku z 10 cm pusobi v této populaci 100% mortalitu jiz béhem
15 vtefin. Tepla voda ma vsak i negativni vliv naptiklad na rybi jikry nebo rostliny (Bradbeer

et al. 2021).

Vysouseni, zplusobené letnénim rybnikii anebo jinych vodnich téles, pusobi
eradikacné na slavicku. Teplota vzduchu velmi ovliviiuje rychlost eradikace.
Pii vysokych teplotach (36 °C) nebo teplotach pod bodem mrazu (— 12 °C) dochazi
k eradikaci béhem par hodin. K uc€inngjsi eradikaci je zapotiebi niz§i vzdusné vlhkosti

(Ricciardi et al. 1995; U.S. Bureau of Reclamation 2008).

Ultrafialové zafeni, tedy elektromagnetické zareni s kratsi vinovou délkou nez ma
viditelné svétlo, snizuje schopnost pohybu spermii. Zaroven také zpusobuje zpozdéni
nebo také az uplné zastaveni meidzy vajicek, coz ma za nasledek neoplodnéni vajicka
(Seaver et al. 2009). Také dalsi organismy jsou citlivé na ultrafialové zafeni, zejména

na jejich ranna zivotni stadia (Tietge et al. 2001).

Ultrazvuk, tedy akustické vinéni vyssi nez je horni hranice sluchu, navozuje 100%
mortalitu larev jiz béhem par vtefin. Dospélci hynou béhem jednoho dne pii frekvenci
39-41 kHz (U.S. Bureau of Reclamation 2008). Zooplankton hyne pfi frekvenci 19 kHz
jiz behem par vtefin, phytoplankton a bakterie béhem par minut (Holm et al. 2008).

Vibrace, mechanické chvéni téles, je zejména ucinné v prevenci piisedani
juvenilnich ¢i adultnich jedinct k podkladu. Pii frekvenci 8—10 kHz dochazi k témér
100% mortalité¢ u juvelnilnich forem. Nevyhodou této metody je jeji finanéni narocnost
a pusobeni pouze na malou plochu (Donskoy 1996). Vibrace rovné€z zpusobuji mortalitu

u embryi ryb (Dunlap 2009).

Kavitace, tedy jev, pfi kterém dochazi ke snizeni tlaku a varu vody 1 pfi nizkych

teplotach. Pii 10-380 kHz usmrcuje jiz béhem par sekund vSechny veligery. U juvenilni



a adultni formy dochazi k mortalité az po nekolika hodinach. Kavitace pusobi mortalitu
i u ryb. Dalsi nevyhodou je snizeni G€innosti této metody ve velkém toku (Cada 1990; U.S.

Bureau of Reclamation 2008).

Elektrické napéti a jeho plusobeni se vyuziva v praxi zejména jako preventivni
opatfeni proti pfisedani invazivni slavicky mnohotvarné. Vyuzit k tomu lze jak stfidavy
proud, tak i proud stejnosmérny, ktery je k eradikaci ucinnéjsi. Pusobenim napéti
30 V/cm? pasobi b&hem dvou dni 90% mortalitu u slaviéek. Spotiebovana energie
pro osSetfeni 1 ha vodni plochy pak pfiblizné vychazi kolem ¢tyt milionu Ceskych korun.
Elektrické napéti ve vodnim télese vSak pusobi i na dalsi organismy (Luoma et al. 2017;

Schneider 1992).

Filtry se daji pouzit zejména pii nasavani vody do uzavienych systémua.
Diky vysoké pritokové rychlosti pres mezery ve filtru o velikosti 0,2-0,4 mm, dochazi
k rotacnimu pohybu a larvy jsou rozemlety o hrany filtru a velké slavicky skrz filtr neprojdou

(Matosovic 2003).

Mechanické odstranéni, probihajici manualné pomoci potapécské vystroje, je také
mozné rovnéz vyuzit k eradikaci slavicek. Nejvhodnéjsi obdobi pro sbér jedinca je
na zaCatku jara, sbér by mél probéhnout diive, nez dojde k uvolnéni gamet,
neboli pohlavnich buné€k, do vodniho prostedi. Tato metoda je vSak velmi ¢asoveé narocna.
K osetteni plochy o rozloze 0,39 ha bylo na jezete George (USA) potteba stravit 276 hodin

pod vodou k vyloveni 90 % populace na zminéném jezefe (Wimbush et al. 2009).

Odpuzujici materialy se doporucuji pouzit v prevenci proti pfisedani zejména
v uzavienych systémech. Mezi kovy, které slavicku odpuzuji jsou méd’, mosaz a zinek.
Zarover se doporucuje pridavat slouceniny téchto kovu do lakt a barev k zabranéni prisedani
slavicek (Boelman et al. 1997). Nezadouci ucinky, zejména meédi a zinku, jsou popsany

v kapitole 3.1.
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Tabulka 2: Prehled fyzikalnich metod eradikace slavicky mnohotvamé.

Fyzikalni metoda Vliv na Zdroj
stadium dalsi
slavicky organismy
teplota 39°C  dospelec ano (Spidle et al. 1995)
. . (U.S. Bureau of
vysouseni vSechna ano Reclamation 2008)
uv 280_31121?1 gameta ano (Seaver et al. 2009)
. (U.S. Bureau of
ultrazvuk 39-41kHz  vicchna ano Reclamation 2008)
vibrace 8-10kHz  juvenil ano (Donskoy 1996)
. « U.S. Bureau of
kavitace 10-380kHz  viechna ano Reclamation 2008)
elektrické napéti 30 V/ecm?  dospélec ano (Luoma et al. 2017)
filtry 0.2704  yiechna (Matosovic 2003)
mm
odpuzujici materialy dospélec ano (Boelman 1997)
mechanické juvenil, (Wimbush et al. 2009)
odstrafiovani dospélec
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3.3 Biologické metody

Biologické metody jsou takové metody, kdy vyuzivame jiny zivy organismus k eradikaci
experimentalniho organismu. Na slavicky mohou pusobit rizné skupiny Zzivocicha,

které se déli mezi predatory, parazity nebo kompetitory.

Pritomnost predatorti rovnéz ovlivriuje silu pfichyceni dospélct (Kobak et al. 2010).
Z korysu pozira planktonni larvy slavicky buchanka (Karabin 1978). Dospélé slavicky pak
pozira krab modry (Callinectes sapidus) (Molloy et al. 1994). Z ryb pozira larvy slavicek
napftiklad plotice obecna (Rutilus rutilus) a né€kolik dalSich zastupct z Celedi Cyprinidae,
Clupeidae, Osmeridae, Percidae a Percichtyidae. Mezi vyznamné predatory dospélé slavicky
patii naptiklad kapr obecny (Cyprinus carpio), sluneCnice pestra (Lepomis gibbosus)
nebo hlavac cernousty (Neogobius melanostomus). Z ptaka pozira slavicku napiiklad kachna
divokd (Anas platyrhynchos), polak kaholka (Aythya marila), lyska ¢ema (Fulica atra),
zrzohlavka rudozoba (Netta rufina), hohol severni (Bucephala clangula), nebo také racek
stiibfity (Larus argentatus). Ze savcu pak slavicky pozira napiiklad ondatra pizmova

(Ondatra zibethicus) (Molloy et al. 1997).

Mezi kompetitory slavicky muzeme fadit houby ze skupiny Porifera.
Napriklad houba drsnojehla (Ephydatia muelleri) a houba lomiva (Eunapius fragilis) dokazi
porastat slavicky. Takto pokryté slavicky vykazuji né€kolikanasobné vyssi mortalitu nez
slavicky na lokalit¢ bez této houby (Lauer and Spacie, 2000). Dalsi organismy,
se kterymi slavicka kompetuje, jsou jini filtratofi. Do nich se zafazuji riznonoZzci anebo mlzi

(Molloy et al. 1997).

Parazité, ktefi rovnéz ovliviiuji kondici a rozsifeni slavicky na lokalité, se nachazi
nejCastéji v duting plasté slavicky. Mezi nejvyznamnéjsi parazity slavicek se fadi nalevniky
a motolice. Paraziti se nachazi pouze u evropskych populaci slavicek,
nebot’ do Ameriky doslo k zavleceni larvalnich stadii bez paraziti. Proto se mohou americké

populace nekontrolovatelné mnozit (Lauer and Spacie, 2000; Molloy et al. 1997).

Inaktivovana bakterie Pseudomonas fluorescens kmen CL145A zpuasobuje
u slavicek nekrozu a destrukei traviciho traktu. Bakterie se prodava pod obchodnim nazvem
Zequanox® s ucinnosti presahujici 90 %. Pouziti této metody je viak diky své uginnosti

pouze na cilovy druh velmi drahé (Molloy and Mayer 2007; Molloy et al. 2013).

12



4 Nanocastice

Nanomaterialy jsou takové materialy, které spliuji 3 zakladni podminky, a to ze je alespon
jeden zjejich rozméru v oblasti od cca 1 do 100 nm; jsou to materidly, které vykazu;ji
inovativni vlastnosti pravé s ohledem na jejich rozmér a mizeme s nimi manipulovat.
Obecné tyto materialy, u kova a jejich oxidi nejcastéji ve formé nanocastic, vykazuji
zietelné odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti od konvencnich chemickych latek (Filipova

et al. 2012, Vert et al. 2012). ~

4.1 Vliv nanocastic na slavicku

Vliv nanocastic byl popsan pro nanocastice oxidu zineCnatého (ZnO), které se
pouzivaji jako aditivum do biocidnich barev. U slavicek tato latka zvySuje oxidativni stres

a snizuje jejich prezivani (Gagné et al. 2019).

Déle byl testovan vliv nanoc¢astic oxidu titanicitého (TiO2). Ten se pouziva bud’
v prumyslu, jako aditivum do opalovacich krému ¢i do natérovych hmot, kde je deklarovan
samocistici efekt. V této studii s nanoc€asticemi oxidu titanicitého bylo zjisténo, ze uz
pii koncentraci 0,1 mg/l dochazi u hemocyti k inhibici fagocytdzy. Avsak neni jesté uplné

znam vliv na ostatni zivocichy pii této koncentraci (Couleau et al. 2012).

Mezi dalsi zkoumané patii nanocastice ceria (nCeQO>). Tyto nanocastice se pridavaji
jak do paliv, tak i naptiklad do barev. Vystaveni slavi¢ek témto nanocasticim vede k zméné
lysozomalniho  systému, GCinnosti katalazy a dalSim  negativnim  vlivam.
Dlouhodobé puisobeni nanocastic ceria je podkladem pro dalsi zkoumani, tedy jesté neni
jasné, jaky je jeho dopad na zkoumany organismus v del§im ¢asovém obdobi (Garaud et al.

2015).

Rada studii byla provedena i s nanocasticemi stfibra, ale s ohledem na fakt, ze jsou
to nanocastice, které jsou dale pouzivany 1 v této predkladané praci, bude nanocasticim

stfibra a jejich vlivu na organismus slavicky vénovana samostatna kapitola.
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4.2Nanocastice stribra

Nanocastice stiibra maji nepfeberné mnozstvi vyuziti. Pouzivaji se naptiklad pii vyrobé
elektroniky nebo obleCeni, jsou soucasti barev, kosmetiky nebo opalovacich krému
(Prashant et al. 2008). Své uplatnéni naSly nanocastice stiibra 1 v mediciné
(Ahamed et al. 2010). Nanocastice stiibra pusobi antimikrobialné, kdy ptsobi inhibici rastu
mikroorganisma (Kim et al. 2007). Z tohoto divodu se nanocCastice stfibra pouZzivaji
k zamezeni vzniku infekce u popalenin anebo preventivné k oSetfeni medicinského nacini
(Ahamed et al. 2010). Zaroven se pouziva pii 1écbé fady nemoci, naptiklad u AIDS

(Elechiguerra et al. 2005).

Pfi pouziti nanocastic stfibra na pladek akvarijni ryby dania pruhovaného (Danio
rerio), dochazi k usazovani nanocastic stfibra v mozku, srdci, krvi a zloutku embrya.
K dosazeni LCsp pak staci pouzit nanoCastice o koncentraci mezi 25 a 50 mg/l
(Asharani et al. 2008). Nanocastice stiibra piisobi i na dalsi vodni organismy, u kterych
zpusobuji mortalitu. LCso pro hrotnatku velkou (Daphnia magna) byla vypoctena
na 0,0007 mg/l (Allen et al. 2010). Pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) se LCso
pohybuje od 0,25 mg/l po 2,16 mg/l v zavislosti na zivotnim stddiu dané¢ho organismu,
kdy embrya jsou citlivéj§i k nanocasticim nez dospélci (Johari et al. 2013). K mortalité
dochézi 1u populaci naptiklad podoustve fi¢ni (Vimba vimba), karase stribtitého (Carassius

auratus) nebo tolstolobika bilého (Hypophthalmichthys molitrix) (Hedayati et al. 2012).

Slavicky dokézou dobte bioakumulovat nanocastice stfibra.
Nanocastice pii koncentraci 0,5 mg/l filtruje z vody a uklada do mékkych tkani. V dasledku
toho se doporucuje pouziti slavicek jako efektivni akumulacni indikator pii zkoumani
zivotniho prostfedi (Zimmermann et al. 2017). Zptsob bioakumulace nanocastic u mlzi
popsal Canesi et al. (2012) na slavce jedlé (Mytilus edulis). Canest et al. uvadi, ze nejprve
dochazi
k zachyceni nanocastic na zabrech, nasledné dochazi k jejich pfesunu do travici soustavy,
tam probiha jejich pfesun do intracelularniho prostedi, kde zplisobuji oxidativni stres

a lysozomalni poruchy.
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S Material a metody

5.1 Lokalita a odbér vzorku slavicek mnohotvarnych

Pro ucely studia jsme zvolili piskovnu Podébrady, kde je vysoké zastoupeni tohoto
invazivniho mlze. Piskovna, s rozlohou 28 ha a maximalni hloubkou 4 m, lezi v katastralnim
uzemi obce Horka nad Moravou. Slavicky se na tuto piskovnu dostaly béhem povodni v roce

1997 z nedaleké piskovny Naklo (Uvira et al. 2009).

Odbéry slavicek probihaly vzdy v dopolednich hodinach za pouziti potapécského
vybaveni z piskovny Podébrady pobliz mola (49°37'24.9"N 17°13'37.0"E). Drtzy jsme
odebrali spolecné s materialem, na kterém byly slavicky piisedlé (ktra, kameny).

Nasledné jsme slavicky transportovali do laboratote spolecné s vodou z piskovny.

Odbér slavicek pro zjisténi LCso probehl dne 7. listopadu 2019, teplota vody byla
11,1 °C ameéla pH 8,3. Odbér slavicek pro testovani prisedani probehl dne 14. prosince 2020.
Teplota vody byla 5,5 °C a voda méla pH 8,9. Odbér slavicek pro testovani rozdilnych
skupenstvi nanocastic probehl dne 19. kvétna s teplotou vody 14,5 °C. Voda méla pH 8,2.

5.2 Aklimatizace slavicek mnohotvarnych v laboratori

V laboratofti jsme slavicky odstranili z materialu, na kterém byly pfisedlé a nasledné umistili
rovnomérné do dvou akvarii, kazdé o rozmérech 290 x 590 x 305 mm. V kazdém akvariu

bylo 40 1 vody, ktera byla prokyslicovana vzduchovym €erpadlem Sera Air 550 R Plus.

Na zacatku aklimatizace jsme pouzili vodu pfimo z piskovny, nasledné pak kazdé
utery a patek jsme vodu v akvariu zvifili, odebrali 5 1 vody z akvéaria a tuto vodu nahradili
5 I odstaté prokysli¢ené vody z vodovodu. Nésledn€ jsme experimentalni jedince nakrmili
suspenzi vlaknité sinice Spirulina (dovozce DAJANA PET, s.r.o.; EAN: 8594000252061).
Teplota vody v aklimatizaénim akvariu se pohybovala od 123 do 154 °C.
Hodnota vodikového potencidlu se pohybovala kolem hodnoty pH 8,6. Svételny rezim
v laboratorni mistnosti byl fizeny zarivkami s automatickym casovacem, ktery byl nastaven

na 10 hodin svétla a 14 hodin tmy. Svételné intenzita nad akvarii byla béhem dne 284 1x.
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5.3 Nanocastice stribra

Stiibro bylo dodano z Regionalniho centra pokroCilych technologii a materiala v podobé
bud’ volnych a kotvenych nanocastic. V ptipadé volnych nanocastic se jednalo o disperzi,
v niz koncentrace stfibra byla 7 g/1. Disperze byla pfipravena pomoci patentovaného postupu
pfipravy vysoce koncentrované disperze nanocastic stiibra (PV 307919). Primérna velikost
nanocastic stfibra byla 5+3 nm. Pro potfeby experimentu byla tato disperze fedéna

do odpovidajici koncentrace destilovanou vodou.

Obrazek 1: Nanocastice stiibra pfipravené patentovanou metodikou pripravy vysoce koncentrované

disperze nanocastic stfibra (PV 307919) a pouzivané v ramci predkladané studie.

Pro experimenty vyuzivajici kotvené nanocastice stfibra byly krabic¢ky povrchove
funkcionalizovany pomoci nanocastic stiibra za pouziti dvoukrokové imobilizace téchto
nanocastic pomoci termalné indukované redukce (dle PV 303502). Tento proces umoziiuje
pfipravu a depozici nanocastic stfibra na rozli¢né substraty za pouziti identickych reakcnich
komponent jako v pfipadé piipravy vysoce koncentrované disperze nanocastic stiibra
(viz vySe). Ztohoto davodu jsou pfipadné vlivy odlisnych reakénich komponentt
eliminovany a je mozné tedy sledovat pouze vliv modu interakce — tj. zda jsou nanocastice

volné ¢i vazaneé.
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1B_2-08 1.0kV 6.7mm x100k

Obrazek 2: Nanocastice stfibra kotvené na povrch polypropylenovych krabicek. Bilé body
predstavuji ukotvené nanocastice stiibra. Tato povrchova funkcionalizace byla provedena pomoci
patentovan¢ho, dvoukrokového, termaln¢ indukovaného procesu (PV 303502) a takto

funkcionalizované krabicky byly pouzity v ramci predkladané studie.

5.4 Laboratorni experiment LCS50

Laboratorni experiment probihal od prosince do ledna. VSichni zkoumani jedinci byli
naposledy krmeni 72 hodin pfed zacatkem experimentu. Do laboratorniho experimentu jsme
nahodné vybrali slavi¢ky z aklimatizacniho akvaria. Velikost experimentalnich jednotlivce
se pohybovala od 14 do 25 mm s primérem 19,9 mm a medianem 21,0 mm.
Vybrané experimentalni jedince jsme vlozili do nadoby s odstatou okysli¢enou vodou.
Nasledné zkontrolovali, zda ziji, tedy ze oteviraji lastury a vysunuji inhala¢ni a exhalac¢ni
sifo. Poté jsme zivé experimentalni jedince umistili do plastovych experimentalnich
krabicek z polypropylenu o rozmérech 120 x 65 x 145 mm a pfilili k nim 500 ml okyslicené
vody (15,1 °C, pH 8,7) spozadovanou koncentraci nanocastic stfibra.

Kazda experimentalni nadoba obsahovala Sest jedinct a kazdou koncentraci jsme testovali

v péti opakovanich. Celkove jsme pak tedy ke kazdé koncentraci vystavili tficet jedincu.

Po tfidenni inkubaci jsme u experimentalnich zvitfat zkontrolovali, zda maji oteviené

lastury a vysunuji sifa. Dale pak, jestli jsou v experimentalnich krabi¢kach prisedlé.
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Vsechny slavicky, které nemeéli vysunutd sifa, jsme nasledné premistili do odstaté
prokyslicené vody z vodovodu a sledovali po dobu tficeti minut, jestli dojde k otevieni lastur
a vysunuti sif. Pokud ani po vraceni do cCisté vody nedoslo k otevieni lastur a vysunuti sif,

byly tyto slavicky povazovany za mrtvé.

Vsechny experimentalni skupiny jsme po ukonceni experimentu umistili separatné
do plastovych uzaviratelnych sacka. Ty jsme nasledné wulozili do mrazaku

pfi teploté —12,7 °C pro dalsi analyzy.

5.5 Akumulace nanocastic stiibra v mékkych tkanich
Zmrazené slavicky, pouzité pii testovani LCso, jsme po tfech tydnech od provedeni daného
experimentu vlozili pod binokularni lupu. Nasledné jsme lastury otevieli a mékkou tkan
rozdelili na cCtyfi zakladni Casti: plast, zabra, byssova vldkna a svalnatou nohu.
Jednotlivé vzorky byly zhomogenizovany a jejich tzv. mineralizace, pro stanoveni mnozstvi
stfibra pomoci AAS byla provedena za pouziti kyseliny dusi¢né — HNO3 (>65%, p. a. Sigma-
Aldrich) a mikrovinného rozkladu. Pro pfipravu vzorkti na AAS byla pouzita centrifuga

Hettich Eba 20. VSechny vzorky byly fedény destilovanou vodou.

Jednotlivé roztoky byly analyzovany pomoci atomové absorpcni spektrometrie
(AAS). Tato metoda tvoti spektralni analyzu vzorku, ve kterém dokaze méfit koncentraci
az Sedesati druhti prvki z periodické soustavy. Atomy se nejprve ze vzorku prevadi
do plynné faze béhem procesu atomizace. Samotna AAS je zalozena na absorpci fotonu
(elektromagnetického zateni) o urCité vinové délce a energii volnymi atomy v plynném stavu
(Kominkova and Mestek 1997). Obsah stiibra ve vzorcich byl stanoven atomovym

absorpcnim spektrometrem (AAS) contrAA 300 (Analytik Jena, Némecko).

5.6 Reakce na plochy oSetirené nanocasticemi stiibra

Laboratorni experiment zaméfeny na pfisedani probihal druhy tyden v lednu roku 2020.
Vsichni zkoumani jedinci byli naposledy krmeni 72 hodin pfed zacitkem experimentu.
Do laboratorniho experimentu jsme nahodné vybrali slavicky ze zasobniho akvéria.
Velikost experimentalnich jedinct se pohybovala od 16 do 25 mm s primérem 20,3 mm
a medianem 20,0 mm. Vybrané experimentalni jedince jsme vlozili do nadoby s odstatou

okyslicenou vodou. Nasledné jsme zkontrolovali, zda ziji, tedy jestli oteviraji lastury
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a vysunuji inhalac¢ni a exhalacni sifa. Pouzili jsme experimentalni polypropylenové krabicky
o rozmeérech 133 x 66 x 180 mm. Do nich jsme pfidali 500 ml odstaté okyslicené vody
(13,5 °C, pH 8,3).

Pro experiment byly pouzity tfi druhy modifikovanych krabicek. Vzdy polovina
povrchu krabi¢ek byla oSetfena nanocasticemi stiibra (ve dvou diametralné odliSnych
koncentracich, at’ to 0,02986 mg/cm? a 0,3989 mg/cm?) a v poslednim pfipadé byl pouzit
pouze polymerni linker na bazi ethyleniminu (PEI). Tento polymer byl zaroven pouzit
1 pro imobilizaci nanocCastic stiibra k pevnému substratu a jako modifikujici latka
a redukcni Cinidlo v pfipadé pfipravy vysoce koncentrované disperze nanocastic stiibra.
Prestoze je tato latka pouzivana v obou piipadech v nizké koncentraci, bylo nutné otestovat
jeji  toxicitu, abychom nasledné mohli hovofit pouze o toxickém ucinku
ve spojeni s nanocasticemi stfibra jako takovymi. Do poloviny krabicek byly ihned
po napusténi vody umistény slavicky. U druhé poloviny doslo ke dvaceti ¢ty hodinové
prodlevé mezi napusténim vody a umisténim slavicek. Davod, pro¢ jsme zvolili tyto dva
systémy, byl zcela pragmaticky. Toxicky u€inek nanocastic stiibra na biologické systémy je
nékdy spojovan s castecnou rozpustnosti nanocastic, kdy je iontové stfibro uvolfiovano
z povrchu nanocastic. Dvaceti ¢tythodinova prodleva mezi nalitim vody do plastové nadoby
a zaCatkem experimentu méla poskytnout dostate¢né dlouhou dobu na generaci iontového
stfibra do vody, ve které experiment se slavickami probihal.

Do kazdé krabicky jsme umistili deset jedincli na startovaci Caru, ktera se nachazela
bud’ uprostted modifikované Casti, nebo uprostied nemodifikované ¢asti. Umisténi slavicek
na kazdou polovinu probihalo ve tfech opakovanich ve stejny cas. Nasledné jsme sledovali,
zda se slavicky budou snazit dostat na modifikovanou ¢ast nebo z modifikované ¢asti a jestli

se pfichyti na modifikovanou ¢ast nebo mimo ni. A v neposledni fad¢ zda preziji.

Po tiech dnech jsme experiment vyhodnotili a experimentalni jedince jsme separatné
umistili po skupinach do pruhlednych plastovych sackt a nasledné vlozili do mrazaku

pfi teploté —12,7 °C.

5.7 Prichycovani k podkladu v zavislosti na pouzitém skupenstvi
nanocastic Ag
Laboratorni experiment porovnavajici u¢innost suspenze nanocastic stfibra s nanocasticemi

stfibra imobilizovanymi na povrchu substratu probihal v Cervnu. VSechny zkoumané jedince
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jsme naposledy nakrmili 72 hodin pfed experimentem. Do laboratorniho experimentu jsme
nahodné vybrali slavicky ze zasobniho akvaria. Velikost experimentalnich jedinci se
pohybovala od 14 do 25 mm s primérem 20,1 mm a medianem 21,0 mm. Pouzili jsme
experimentalni polypropylenové krabicky o rozmérech 133 x 66 x 180 mm.
Vybrané experimentalni jedince jsme vlozili do nadoby s odstatou okysli¢enou vodou.
Dalsim krokem byla kontrola, jestli ziji. To jsme urcili podle otevirani lastur a vysunuti
inhala¢niho a exhala¢niho sifa. Pfi testovani nanesenych nanocastic byly pouzity fadoveé
odligné koncentrace stiibra, a to 0,02986 mg/cm? a 0,3989 mg/cm?. Pii testovani suspenze
jsme aplikovali koncentraci 2 mg/l a 0,09 mg/l. Do kazdé krabicky jsme piidali 500 ml
odstaté okysli¢ené vody z vodovodu. Nasledné jsme vlozili deset jedinct do experimentalni
krabicky. Kazda koncentrace byla testovana ve tiech opakovanich.

Po 3 dnech jsme experiment ukoncili a spocitali jsme pocet byssovych vlaken,
ktera byla prichycena k experimentalni krabicce. Nasledné jsme experimentalni zivocCichy
separatn€ umistili po skupinach do prihlednych plastovych sacka a ulozili do mrazaku

pfi teploté —12,7°C.

5.8 Statisticka analyza

Data jsme zpracovali pomoci programu R studio 3.4.0. (R Core Team 2017). Hodnota LCso
byla stanovena pomoci balicku ‘ecotoxicology’ (Jose Gama 2015). Ostatni vypocCty
probihaly metodou ANOVA v balicku ‘stats’ (R Core Team 2017). Pro lepsi znazornéni
byly vytvoreny krabicové grafy z balicku ‘graphics’ (R Core Team 2017),
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni LCsg

V ramci experimentu stanoveni LCso jsme vlozili do experimentalnich krabicek celkem 384
jedinca. Pii testovani jsme zjistili rozdilnou reakci na ménici se koncentraci nanocastic
stfibra (viz graf 1). Hodnota LCso byla pomoci programu R studio vypoctena na 0,68 mg
nanocastic stfibra na jeden litr vody. Hodnota-p je vypoctem stanovena na 4,443393-107°.
V kontrolni skupiné¢ nebyla pozorovana zadna mortalita, z Cehoz mizeme vyvodit,
ze slavitky uhynuly kvali pfitomnosti nano&astic stiibra a jejich toxického efektu. Uhyn tedy
nebyl zpusoben hladovénim nebo jinymi laboratornimi podminkami, které jsou odlisné
od pfirozeného prostredi, ve kterém se slavicka obvykle vyskytuje.

U slavicek, umisténych do suspenze nanocastic stiibra o koncentraci 0,125 mg/l
a vySSi, nebylo v prubéhu experimentu pozorovano otevieni lastur a vytazeni sif.
K piichyceni k podkladu, pomoci byssovych vldken, doslo pouze pfi koncentraci
0,03125 mg/1. Pti této koncentraci bylo ptichyceno k podkladu pouze 20 % ze zkoumanych
jedincl. V kontrolnim experimentu dochazelo k pfichyceni kolem 66 % jedinct z daného

vzorku.
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6.2 Akumulace v mékkych tkanich

V tomto experimentu jsme pomoci atomové absorp¢ni spektrometrie analyzovali jednotlivé
vzorky separované slavicky. Vzhledem k velmi nizkym koncentracim stfibra obsazenym
v meékkych tkanich slavicek, byla k analyze pouzita pouze skupina vystavena koncentraci

3 mg/l.

V zéabrech zivych slavicek byla hodnota koncentrace naakumulovaného stfibra rovna
4,34 ng/g. V noze zivych slavicek pak byla koncentrace stfibra 1,36 pg/g. Tato hodnota je
pod mezi detekce pouzité metodiky a predevsim pouzitého piistroje. Na rozdil od toho, byla
v zabrech mrtvych slavi¢ek analyzovéana koncentrace 4,38 ng/g stiibra. V noze mrtvych
slavicek byla koncentrace nanocastic 3,98 pg/g. S ohledem na velmi podobné hodnoty
u zivych a mrtvych jedinct stanovenych v zabrech je evidentni, ze pro dané jedince je
hodnota okolo 4,3 pg/g mezni. Bohuzel jsme neméli k dispozici dostateCné mnozstvi
jedinct, abychom provedli Casové distribucni studii. Ta by byvala mohla prokazat, zda
dochazi k simultanni distribuci mezi zabry a nohou slavicky od jisté miry intoxikace ¢i zda
jde o primarni naplnéni kapacity zaber a naslednou akumulaci v noze. Koncentracni rozdily
mezi zabry a novou u zivych a mrtvych jedinct by nasvédCovaly tomu, ze existuje jista
satura¢ni mez zaber, ktera dale nemohou pojmout dalsi kumulativni jed a ten pak odchazi
do dalsi ¢asti organismu — do nohy. To by vysvétlovalo rozdily v koncentraci stfibra v noze

u zivych a mrtvych jedinca.

6.3 Reakce na plochy oSetirené nanocasticemi Ag
Tento experiment si kladl za cil odhaleni vlivu nanoCastic stfibra imobilizovanych
na povrchu krabic¢ek na pfisedani (viz graf 2) a filtrovani, respektive otevieni sifa (graf 3).
Hodnoceny byly dvé koncentrace, PEI a kontrolni skupina (K). Pomoci ANOVY a Tukey
HSD testu bylo zji§téno, Ze ani samotny polymerni linker, ani nanocastice stiibra nemaji vliv
na prisedani ani na filtraci. Zkoumané skupiny se nelisily od kontrolni skupiny. K pfisedani
nedochazelo, ani kdyz byly slavicky umistény do experimentalni nadoby po 24 hodinovém
ustaleni vody, ani kdyz byly umistény do experimentalnich nadob okamzité. Rozdil byl
pozorovan pouze u piisedani dvou skupin, které se od sebe se lisi. Dle Tukey HSD se jedna
o skupinu PEI po 24h avzorek obsahujici imobilizované nanocastice stfibra o plosné

koncentraci rovné 0,02986 mg/cm? (pozn. celkové mnozstvi stiibra na 'z poloving
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experimentalni nadobky bylo 4,509 mg) a vzorek obsahujici imobilizované nanocastice
stiibra o plosné koncentraci rovné 0,3989 mg/cm? (pozn. celkové mnozstvi stiibra na %
polovin€é experimentalni nadobky bylo 4,509 mg), kam byly slavicky umistény ihned
po napusténi vody (viz Priloha 1 a 2).

Béhem experimentu dochazelo k pohybu jednotlivych organisma po experimentalni
nadobce. AvSak k piekroCeni z jedné poloviny na druhou (z modifikované

na nemodifikovanou anebo naopak) dochazelo pouze v ojedinélych ptipadech.
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Graf 3: Vliv nanesenych nanocastic stfibra na filtraci slavicky mnohotvamé.
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6.4 Prichycovani v zavislosti na pouzitém skupenstvi nanocastic Ag

V tomto experimentu byla pozornost vénovana vlivu nanocastic stfibra v riznych modech
interakce — interakce s volnymi nanocasticemi stfibra v disperzi a s nanocasticemi stiibra
imobilizovanymi na povrchu experimentalnich nadob a dopadu jejich chovani na miru
pfisedani testovanych organismu slavicky. Mnozstvi stfibra naneseného na povrchu
experimentalnich nadob bylo 4,509 mg a 60,234 mg na krabicku. Vzhledem k tomu,
ze by kapalné médium, které bylo nalito do experimentalni nadoby mélo objem 500 ml,
je mozné mnozstvi stfibra pfepocitat na koncentraci stfibra imobilizovaného na povrchu
nadoby na hodnotu 9,018 mg/l a 120,468 mg/l. V podobé suspenze nanocastic stiibra,
tedy ve formé volnych nanocastic stfibra, byly pak testovany koncentrace 2,000 mg/1 a 0,090
mg/l. Systém bez obsahu stfibra byl poté pouzit jako kontrolni.

Z vysledku Tukey HSD testu vyplyva, ze se signifikantné li§i procento prichyceni
v zavislosti na tom, jaky mod interakce nanocastic byl zvolen. (viz Ptiloha 3). Z vysledku
vyplyva, ze nanocastice stiibra pouzité v podob¢ suspenze, tj. volné nanoc¢astice, jsou vysoce
ucinné v otazce prisedani organismua k povrchu substratu. (viz graf 4). Pouziti nanocastic

na oSetfeni povrchu proti prisedani slavicek, se v mife pfisedani nelisi od kontrolni skupiny.
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Graf 4: Prichyceni slavicky mnohotvarné v zavislosti na pouzité koncentraci a skupenstvi nanocastic stfibra.
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7 Diskuse

Na zakladé provedenych experimentd s disperzi nanocastic byla stanovena hodnota LCso
zpusobena nanoc¢asticemi. LCso v nasi studii pro slavicku byla stanovena na 0,68 mg/1 stiibra
ve forme& volnych nanocCastic. Pifi porovnani této hodnoty s hodnotou LCso,
kterou stanovil Asharani et al. (2008) u ryby dania pruhovaného (Danio rerio) je nami
nametfena hodnota LCso pro slavicku nékolikandsobné nizsi. Na rozdil od toho pouziti
v tocich, které obyva nase puvodni ryba, pstruh duhovym (Oncorhynchus mykiss),
je hodnota LCsg pro larvy pstruha jen o 0,03 mg/1 vyssi (Johari et al. 2013).

Berthet et al. odecitali mortalitu po 24 dnech a LCsp pro dusi¢nan stfibrny stanovili
na 1,5 mg/l. Na naSem pfipadé byla hodnota LCsyp vyhodnocena po 72 hodinéach.
Hodnotu ziskana vnasem experimentu neni tedy mozné jednoduse porovnat
s jiz publikovanymi vysledky pro elementarni stiibro.

Z nami ziskanych experimentalnich vysledkd vyplyva, ze se nanocCastice stfibra
nejprve zachycuji na zabrech slavicky. A z zaber pak putuji do intraceluarniho prostredi,
stejné jak popsal u slavky jedlé (Mytilus edulis) Canesi et al. (2012). Odtud jsou pak
nanocastice deponovany do svalnaté nohy. Zjisténi zpusobu, jakym nanocastice stiibra
ucinkuji v téle slavicky, by mohlo byt pfinosné pro dalsi studie, jelikoz ucinek nanocastic
v téle zatim jesté neni znam.

Pouziti nanocastic stfibra na ochranu povrchu se jevi v testovanych koncentracich jako
neucinné. A to i pfes to, ze se beéhem 24h uvolni z oSetfené plochy do vody Ag*
z nanocastic stiibra, tedy iontové stfibro. Experimentalni krabicky jsme naplnily 500 ml
vody a provedli experiment s uvoliiovani stiibra do obsahu média. Nasledné jsme vzorky
zcentrifugovali a nechali charakterizovat pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
Timto zpiisobem jsme potvrdili, ze v kapalném mediu nejsou pfitomné nanocastice stiibra
a veskeré stiibro, ve vzorcich obsazené, musi byt iontové. U koncentrace 0,02986 mg/1 se
uvolnilo <0,5 pg/l Ag™ a u koncentrace 0,3989 mg/l se uvolnilo 10,01pg/l Ag*. Ackoliv je
iontové stiibro nejtoxictéjsi forma stribra, je tato koncentrace velmi nizka, a proto tyto

koncentrace iontového stiibra neptisobi na slavicky negativné.
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8 Zavér
Pouziti nanocastic stiibra v otevienych ekosystémech se jevi jako problematické diky svému
vlivu 1 na dalsi organismy, od planktonnich az po ryby. V uzavienych systémech lze pouzit
suspenzi k eradikaci slavi¢ek. Jiz pii nizkych koncentracich zpusobuji mortalitu a tim
1 zabranuji pfisedani.

Nanocastice stifibra se vstiebavaji pomoci zaber slavicky a z zaber pak putuji
do intracelularniho prostfedi. Mnozstvi stiibra v zabrech je obdobné u slavicek, které byly
na konci experimentu mrtvé. Stejné¢ tak stémi, které dany experiment piezily.
Mnozstvi stiibra ve svalnaté noze se vsak jiz lisi. U slavicek, které zistaly na konci
experimentu zivé, byla naméfena velmi nizk4d koncentrace stfibra lezici prakticky
na/pod hranici detekce pouzité metodiky. Zato u slavicek, které experiment neprtezily,
je mnozstvi stiibra v noze jedince témer tak vysoké jako v zabrech. To vyznamnym
zpusobem indikuje postupnou distribuci stiibra v organismu slavicky a kaskadovou
akumulaci stfibra v jednotlivych télesnych strukturach.

Pouziti nano&astic stiibra k Gpravé povrchu pfi zvolené koncentraci 0,02986 g/cm?
a 0,3989 g/cm? nemélo vliv ani na pfisedani a ani na filtrovani slavicek. Z povrchu se totiz
evidentné neuvolnilo dostatecné mnozstvi iontového stfibra (a to ani, kdyz byly organismy
vlozeny do systému s 24 hodinovou prodlevou, ktera meéla zajistit CasteCné rozpusténi
nanocastic stfibra a zvySeni mnozstvi iontového stfibra v systému), které by slavicka
ve svém téle dostatecné rychle naakumulovala a které by zabranilo tvorbé€ byssovych vlaken,

ktera jsou nezbytna pro prichyceni téchto organismi k pevnému substratu.

S ohledem na cile prace a vysledky vyvozuji nasledujici zaveéry:
1. Aktualizace literarni reserSe z Bakalarské prace.

Reserse z Bakalatské prace byla aktualizovana a doplnéna o dal§i metody ucinné
k eradikaci slavicky mnohotvarné.

2. Laboratorni testovani vlivu nanocastic stfibra na aktivitu a prezivani slavicky.
K testovani vlivu nanocastic stiibra bylo pouzito 384 jedinci. Slavicky vystavené
koncentraci nanocastic vyS§si nez 0,125 mg/l se nikdy k podkladu nepfichytily.
K pfichyceni k podkladu doSlo pouze pii koncentraci suspenze nanocastic stiibra
0,03125 mg/1. Mortalita byla pozorovana az u koncentrace 0,04688 mg/1 a vyssi.

3. Vyhodnoceni vysledkd, letalni koncentrace, akumulace stiibra v mékkych tkanich.
Hodnota LCso byla spoctena na 0,68 mg/l nanocastic stfibra. Stiibro se primarné

akumuluje v zabrech slavicky a nasledné dochazi k akumulaci i v noze.
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4. Navrh na vyuziti vysledkt k eradikaci slavicky v uzavienych systémech.

Pouze volné nanocastice stfibra, které byly pouzité ve formée suspenze, jsou ucinné
k invazivni slavicce mnohotvarné. V uzavienych systémech, kde nehrozi kontaminace

zivotniho prostiedi, 1ze nanocastice pouzit k eradikaci a tudiz i zabranéni prisedani.
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Ptiloha 1: Tukey HSD test zkoumajici pfisedani sldvi¢ek na oSetiené povrchy. Tu¢né jsou zvyraznény vsechny
hodnoty p<0,05.

diff Iwr upr p adj
| 0,02986 mg/cm? po 24h—-0,02986 mg/cm? I 18,33333 I —12,62179 I 49,28846 I 0,54898
hned
0,3989 mg/cm? hned-0,02986 mg/cm? hned 15,00000 —15,95513  45,95513 0,76404
0,3989 mg/cm? po 24h—0,02986 mg/cm? 20,00000 —10,95513  50,95513 0,44049
hned
K hned-0,02986 mg/cm? hned 35,00000  —8,77716  78,77716 0,19668
K po 24h-0,02986 mg/cm?* hned 20,00000 -23,77716  63,77716 0,81211
PEI hned-0,02986 mg/cm? hned 26,66666 -4,28846  57,62179 0,13311
PEI po 24h-0,02986 mg/cm? hned 35,00000 4,04487  65,95513 0,01788
0,3989 mg/cm? hned—0,02986 mg/cm? po —3,33333  —34,28846  27,62179 0,99996
24h
0,3989 mg/cm? po 24h-0,02986 mg/cm? po 1,66667 —29,28846  32,62179 0,99999
24h
K hned-0,02986 mg/cm?* po 24h 16,66667 —27,11049  60,44383 0,91564
K po 24h-0,02986 mg/cm? po 24h 1,66667 —42,11049  45,44383 1,00000
PEI hned-0,02986 mg/cm? po 24h 8,33333  —22,62179  39,28846 0,98659
PEI po 24h-0,02986 mg/cm? po 24h 16,66667 —14,28846  47,62179 0,65983
0,3989 mg/cm? po 24h-0,3989 mg/cm? hned 5,00000 —25,95513  35,95513 0,99944
K hned-0,3989 mg/cm? hned 20,00000 —23,77716  63,77716 0,81211
K po 24h-0,3989 mg/cm? hned 5,00000 —38,77716 48,77716 0,99994
PEI hned-0,3989 mg/cm? hned 11,66667 —19,28846  42,62179 0,91961
PEI po 24h-0,3989 mg/cm? hned 20,00000 —10,95513  50,95513 0,44049
K hned-0,3989 mg/cm?* po 24h 15,00000 —28,77716  58,77716 0,94988
K po 24h-0,3989 mg/cm? po 24h 0,00000 —43,77716  43,77716 1,00000
PEI hned—0,3989 mg/cm? po 24h 6,66667 —24,28846  37,62179 0,99648
PEI po 24h-0,3989 mg/cm? po 24h 15,00000 —15,95513  45,95513 0,76404
K po 24h-K hned —15,00000 —68,61585 38,61585 0,98382
PEI hned-K hned —8,33333  —52,11049  35,44383 0,99838
PEI po 24h—K hned 0,00000 —43,77716  43,77716 1,00000
PEI hned-K po 24h 6,66667 —37,11049  50,44383 0,99962
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PEI po 24h—K po 24h 15,00000 —28,77716  58,77716 0,94988

PEI po 24h—PEI hned 8,33333  —22,33333  39,28846 0,98659

Priloha 2: Tukey HSD test zkoumajici oteviené sifo u slavicek na oSetfenych povrsich. Tuéné jsou
zvyraznény vSechny hodnoty p<0,05.

diff Iwr upr p adj

T T T 1
0,02986 mg/cm?2 po 24h—0,02986 mg/cm?2 -16,66667 —47,91466 14,58133 0,67003
hned

0,3989 mg/cm?2 hned—-0,02986 mg/cm?2 hned 10,00000  -21,24799 41,24799  0,96493

0,3989 mg/cm? po 24h—0,02986 mg/cm? -13,33333  —44,58133 17,91466 0,85854
hned

K hned-0,02986 mg/cm? hned 16,66667  —27,52467  60,85800 0,91935
K po 24h-0,02986 mg/cm?* hned 21,66667  —22,52467  65,85800 0,75356
PEI hned-0,02986 mg/cm? hned 1,66667  -29,58133 32,91466  0,99999
PEI po 24h-0,02986 mg/cm? hned -10,00000  -41,24799  21,24799 0,96493
0,3989 mg/cm? hned—0,02986 mg/cm? po 26,66667 —4,58133 57,91466 0,14932
24h

0,3989 mg/cm? po 24h-0,02986 mg/cm? po 3,33333 2791466  34,58133  0,99996
24h

K hned-0,02986 mg/cm? po 24h 33,33333 -10,85800  77,52467 0,25582
K po 24h-0,02986 mg/cm? po 24h 38,33333 -5,85800  82,52467 0,12797
PEI hned-0,02986 mg/cm? po 24h 18,33333  —12,91465  49,58133 0,56044
PEI po 24h—0,02986 mg/cm? po 24h 6,06667  —24,58133 37,91466  0,99668

0,3989 mg/cm? po 24h-0,3989 mg/cm? hned —23,33333  -54,58133 7,91466 0,26683

K hned-0,3989 mg/cm? hned 6,66667  -37,52467 50,85800 0,99668
K po 24h-0,3989 mg/cm? hned 11,66667  -32,52467 55,85800 0,98023
PEI hned—0,3989 mg/cm? hned -8,33333  -39,58133 22,91466  0,98730
PEI po 24h-0,3989 mg/cm? hned -20,00000  -51,24799 11,24799  0,45233
K hned-0,3989 mg/cm? po 24h 30,00000 -14,19134 74,19133 0,37879
K po 24h-0,3989 mg/cm? po 24h 35,00000 -9,19133 79,18133  0,20571
PEI hned-0,3989 mg/cm? po 24h 15,00000 -16,24799 46,24799  0,77223
PEI po 24h-0,3989 mg/cm? po 24h 3,33333 2791466 34,58133  0,99996
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K po 24h-K hned
PEI hned-K hned
PEI po 24h—K hned
PEI hned—K po 24h

PEI po 24h—K po 24h
PEI po 24h—PEI hned

5,00000
—-15,00000
—26,66667
—-20,00000

-31,66667
-11,66667

-49,12311
-59,19133
-70,85800
—64,19133

—75,85800
-42,91466

59,12311
29,19133
17,52467
24,19133

12,52467
19,58133

0,99999
0,95225
0,52598
0,81910

0,31366
0,92317

Priloha 3: Tukey HSD test zkoumajici pfisedani v zavislosti na pouzitém skupenstvi nanocastic
stfibra. Tuéné jsou zvyraznény vSechny hodnoty p<0,05.

diff Iwr upr p adj

I 120,468 mg/1-0,09 mg/1 60,00000 I 32,24716 I 0,87753 | 0,00024
9,018 mg/1-0,09 mg/1 53,33333 25,58049 0,81086 0,00063
2 mg/1-0,09 mg/1 —3,33333  —31,08618 0,24420  0,99400
0 mg/1-0,09 mg/1 63,33333 35,58049 0,91086 0,00015
9,018 mg/1-120,468 mg/1 —6,66667  —34,41951 0,21086 0,92762
2 mg/1-120,468 mg/l —63,33333  -91,08618  —0,35580 0,00015
0 mg/1-120,468 mg/1 3,33333 2441951 0,31086 0,92762
2 mg/1-9,018 mg/l —56,66667 —84,41951 —0,17753  0,00039
0 mg/1-9,018 mg/1 10,00000  —17,75284 0,37753  0,75920
0 mg/1-2 mg/1 66,66667 38,91382 0,94420 0,00010
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