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Uvod

Biotesty s producenty se ve svété i v u nas pouzivaji vice nez 100 let. Jednim z davodu je
nesporny ekologicky vyznam této skupiny organismu a také dobry potenciél k jednoduchému
a cenové dostupnému provedeni testl. Tyto testy prosly postupnym vyvojem, ve kterém
vznikly tfi pomyslné skupiny — klasické (standardni) biotesty, mikrobiotesty a biosenzory. Pro
biotesty jsou vhodné modelové organismy s vysokou citlivosti, nenarocnou kultivaci,
moznosti uchovani v imobilizovanych ¢i klidovych stadiich a s malymi naroky na prostor pfi
testovani. Testy fytotoxicity se daji vyhodnocovat mnoha zplsoby; nejcastéji mefenim a
vazenim, vizudlnim srovnanim (napt. defekty chlorofylu a zdravotni stav), dale existuje velka
skupina metodik hodnoticich metabolickou aktivitu (gazometrie, spektrofotometrie a
fluorescence). V gazometrii se b&zné méii spotiecba CO, nebo uvolnovani kysliku,
spektrofotometricky se da hodnotit nardst poctu bunck (optickd hustota) nebo enzymatické
reakce s chromogennimi substraty. M¢éfeni inhibice enzymu je vSak stale Castéji hodnoceno
fluorescenéni detekci z diivodit vysoké citlivosti metod a soustavného technického vyvoje
moznosti méficich ptistroji.

Ptikladem wvyuziti detekce s fluorescenénim substratem je hodnoceni esterdzové aktivity
s fluoresceindiacetditem (FDA). FDA je lipofilni molekula bez fluorescence, kterd po
rozstépeni v organismu a indukci svétlem A = 488nm emituje fluorescenéni zafeni pfti
A=530nm s autofluorescenci nad 620nm. Principem tohoto typu testl je snadny prunik
substratu a jeho pfeména na fluoreskujici produkt v zivych buitkach. Tato metoda umoziuje
opustit testy sradioaktivnim znadenym uhlikem '"C a vykazuje vysokou korelaci
s fotosyntézou [4, 8]. Nevyhodou muze byt pfitomnost esterazové aktivity jinych organismi
(napft. bakterii) v pfirodnim vzorku a do jisté miry také fakt, Ze se jedna o cizorodou latku.

Jednim ze sméru fluorescencni detekce je sledovani piirozené emise zafeni z rostlinnych
pigmentl zejména z chlorofylu v reakcnich centrech fotosystému II. (PSIL.) u rostlin, fas a
sinic. Fenomén fluorescence rostlinnych barviv byl pozorovan a popsan u vyssich rostlin jiz
vroce 1934 Kautsky a Hirsch a dnes je béZn¢ nazyvan Kautského efekt (kiivka). U tohoto
typu fluorescence dochazi k specifickému casovému pribchu, ktery se Casem ukazal byt
dobrym ukazatelem riznych fyziologickych procesii spojenych s fotosyntézou. Fotosyntéza je
zakladnim prvkem energetického metabolismu fotoautotrofnich organismi a tak se jsou
métené parametry dobrym ukazatelem stavu (napf. stresovaného) organismu [2]. Tento jev je
vysledkem absorbce svételné energie v reakénich centrech. Cést energie se pfeméni v teplo,
dominantni ¢4st je vyuzita ve fotochemickych procesech fotosyntézy a zbytek je vyzaren jako
fluorescenéni zareni (asi 3-5%) — pro podrobnéjsi vysvétleni procest viz. Govindjee, Bartak
[5, 10]

U meéfeni kinetiky fluorescence chlorofylu existuje mnoho parametri, ze kterych nékolik je
zakladnich a ostatni se z nich daji dopocitat (pfehledné jsou vysvétleny v pracich Rohacka a
Bartdka). RozliSujeme dva stavy, ve kterych se materidl métfi. Temnotné adaptovany stav



(DAS) je navozen zatemnénim po dobu nutnou na relaxaci reak¢énich center fotosystému II -
odcerpani elektronli. Tato doba se 1isi pro jednotlivé rostlinné druhy, obecné se pohybuje
okolo 15 minut a u fas a sinic byva kratsi. V tomto stavu se meii hodnoty Fy a F,. Fy je
intenzita fluorescence pfi velmi slabém, méficim svétle (ML), které nemé dostateCnou
intenzitu nebo frekvenci pulzii pro nastartovani fotochemickych procest. F;, je maximalni
fluorescence dosazend pfi silném saturacnim svételném pulzu (SP). V tomto stavu jsou
vSechna reak¢ni centra pln¢ redukovana (uzaviend), ale fotochemické procesy nebézi. Pii
ptedpokladu stabilni tepelné disipace je tedy uroven fluorescence v takovych podminkach
maximalni. Dal$i hodnoty se daji ziskat u svételné¢ adaptovaného materidlu (LAS). Tento stav
je u organismu navozen pii ozafeni aktinickym svétlem (AL), po kterém dochézi k rychlému
startu fotochemickych procest, coz se odrazi v ¢asovém pribéhu fluorescence. Po rychlém
dosazeni maxima (typicky do 1 s) dochazi k pozvolnému poklesu. Na ndbézné 1 sestupné
hran¢ zdznamu existuje n¢kolik lokalnich vrcholt, které jsou odrazem konkrétnich procest piti
startu fotosyntézy. V LAS se daji ziskat hodnoty F,, Fu ,Fs a nasledné F . F, je hodnota
fluorescence v maximu pii indukci aktinickym svétlem, F, je hodnota maximélni
fluorescence pii saturaénim pulzu v LAS a F; je hodnota ustilené fluorescence v LAS. Po
vypnuti aktinického svétla je mozné méfit hodnotu zékladni fluorescence F,. Pfed timto
métfenim by pro rychlé odcerpani elektronli a reoxidaci jejich prendsecti mélo predchéazet
ozareni svétlem ze vzdalené Cervené oblasti (FR — far red light) [10].

Pro méteni fluorescence chlorofylu se daji pouzit nemodulované fluorimetry s jednim
zdrojem zafeni, které zméti Fy a Fp,. Fluorimetry vybavené nékolika zdroji modulovanOho
svétla umoziuji méfit i dal$i parametry. Pro vypocet nékterych parametrii je podstatna
pritomnost zdroje svétla FR A = 735nm, které je kli¢ové pii méfeni Fy. Svételny zdroj pro
meétici a aktinické svétlo mize byt spoleny, pokud je moznost zmény frekvence a sniZeni
intenzity ozafeni pii meteni Fo. Tento pfistup je zvolen napf. u pfistroji FluorCam, PSI.

Vyuziti kinetiky fluorescence chlorofylu vyzaduje dobrou znalost procest, kterych je
odrazem. Jelikoz sledované procesy velmi citlivé reaguji na zmény podminek, miize se
snadno vyskytnout zaznam, ktery by pti mechanickém vypoctu parametrii podaval nesmysiné
informace. Pfed méfenim spolehlivych vysledkl je nutné nastavit parametry méteni, které
v idealnim ptipad¢ odpovidaji pokusnym podminkdm. To mtze byt obtizné napft. z diivoda
nizkych teplot u venkovnich pokust. Pfi méfeni bychom méli vzit v tivahu 1 koncentraci CO,,
ktera dosahuje zvySenych hodnot v pfitomnosti vice lidi v nevétrané mistnosti. Klicovym
prvkem UspéSného méteni je nastaveni trovné jednotlivych svételnych zdroji. Voditkem by
mély byt opét podminky v pokusu, které by na druhou stranu mély byt voleny tak, aby byly
na daném pfistroji aplikovatelné.

VyuZziti metod fluorescen¢niho zobrazovani

Oproti dnes jiz klasické metodé¢ méfeni kinetiky zaloZené na fotodetektoru skyta vyuziti
kamer nové moznosti, které jsou vykoupeny hlavné¢ pomalosti zaznamu. Bézné pouzivané
pfistroje s CCD kamerou neposkytuji dostatecné¢ rychly sbér dat pro sledovani rychlé
Kautského kinetiky (probiha vétSinou do 1s od ozafeni). Je to dano optickymi vlastnostmi
objektivu (svételnost) v kombinaci s citlivosti CCD prvku. Dalsi bariéru predstavuje on-line
digitalizace obrazu, ktera je dana rychlosti prenosu datové sbérnice. Rostouci rozliseni obrazu
znamend snizeni frekvence sbéru snimkd. Pro sniZzeni datového toku se pouZziva Cernobily
zaznam, kdy je bariérovym filtrem propustén pievazné signal (s vinovou délkou) emise
z PSIL



Proti rychlym ale zjednoduSenym informacim z fotodetektoru umozituje fluorescencni
zobrazovani sledovani heterogenity objektu. Tato moznost nachdzi uplatnéni napi. pfi
sledovani liSejnikové stélky, listi rostlin, nartstu perifytoni nebo kolonii sinic ¢i fas apod.
Kromé hustych suspenzi cistych kultur fas a sinic je nutné pocitat s heterogenitou
autotrofniho materialu.

V testech toxicity mizeme metodu zobrazovani vyuzit pro soucasné méteni fedici fady a
kontroly . Tato myslenka byla na naSem pracovisti uplatnéna pfi méfeni na ptistroji FluorCam
690M firmy PSI. Pro vyhodnoceni fasovych testi v 96 jamkovych mikrodestickadch byly
pouzity fluorescencni proménné Fy a Fy,, a zdkladni fluorescencni parametr F/Fp, (F, = F,-Fy)
spolu s NPQ. Fy je vétSinou uvadeén jako ukazatel biomasy, v kratkodobém méfitku reaguje
napf. na zmény teploty ale i na toxicky stres. Na rozdil od zvySovani hodnot Fy se hodnoty F,
pti vlivech toxikantii snizuje. Pomér F,/F,, ma u zdravé rostliny hodnoty okolo 0,83 u fas a
sinic byva niz$i. Pfi stresu dochdzi k jeho snizovani. NPQ znamena nefotochemické zhaseni,
které se zjednoduSené¢ mirou disipace na teplo. Pocitd se jako z proménnych maximalni
fluorescence temnotniho a svételn¢ adaptovaného stavu (NPQ = F,-F,,’/Fp,‘). Tento parametr
roste se zatizenim a z principu pouzitych proménnych jsou jeho zaporné hodnoty pouze
artefakty Spatn¢ nastavenych podminek. Cilem téchto testli bylo hlavné nabidnout rychlou
alternativu standardnim 72 hodinovym testim. Z dtivodu citlivosti detektoru bylo pfistoupeno
ke zvySeni hustoty inokula v testu na hodnoty fddové shodné s nariisty ve standardnim testu
po tfech dnech expozice. Z divodu nenormality rozlozeni dat byly pro hodnoceni pouzity
neparametrické metody Kruskal-Wallis ANOVA a nasledn¢ Mann-Whitney U test.
Vysledkem byly hodnoty LOEC, tedy nejniz$i koncentrace s pozorovanym statisticky
vyznamnym (p<0,05) efektem . Ve srovnani se standardnimi tfidennimi testy bylo pfevazné
dosahovano nizsi citlivosti o dva az tfi fady (tézké kovy, formaldehyd, Roundup), ale efekty
byly pozorovatelné jiz po 4 hodinach s doporucenim pro 6 hodinové méteni. Dobrym
vysledkem byla 1 pozorovana robustnost testu v pfitomnosti zdkalu. Test se neukdzal byt
vyznamn¢ ovlivnén trofii média [7].

Zvyseni citlivosti fluorescen¢niho fasového testu ofekavame od upravy expozice a zmény
meétictho protokolu, na kterém se v souCasnosti pracuje. Expozice v mikrodestickach
s nékolikanasobnym méfenim by mohla byt stresovym faktorem ovliviiujicim vysledky
fasového testu. Z toho diivodu jsou fasy ¢i sinice exponovany v sklenénych bankach a pied
méfenim je odebiran alikvot do desticek z komeréné dostupného testu Rotoxkit. Tyto desticky
byly vybrany hlavné z diivodu nizkych jamek, které umoziuji dobry zdznam celé jamky
objektivem bez ,,stinéni* okrajem jamky. Dal$i zvyseni citlivosti by mohlo znamenat nasazeni
parametru Fo/F,, kde Fq = Fir- Fy; [6]. Fs1 je definovéna jako uroven fluorescence v prvnim
lokdlnim minimu sestupné strany Kautského svételné kinetiky. Autofi na vysledcich
s polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH) zaznamenali dobrou korelaci tohoto
parametru s F,/F, pomérem a stejné tak i v riistovém testu u Lemna giba.

Na stejném pfistroji byla provedena série testu vyssich rostlin s Lepidium sativum, Brassica
rapa a Lemna minor. Tyto testy byly pouzity jako ndastroj pro detekci mozného
environmentalniho stresu vodnich i suchozemskych rostlin zasazenych vodou obsahujici
microcystiny. Tyto velmi stabilni biotoxiny jsou produkovéany sinicemi vodniho kvétu, ktery
pravidelné¢ dominuje eutrofnim nadrzim v teplejSich ¢astech roku. Z biomasy sinic byly
frakcionaci SPE na C-18 kolonéch izolovany vzorky s obsahy microcystinil a pigmentd. Byly
testovany i1 vzorky se surovym obsahem biomasy sinic. U B. rapa bylo navic provedeno
srovnani se standardnimu metodami hodnoceni v podobé délky hypokotylu, kofene a
hmotnosti jednotlivych rostlin. Méfené proménné a fluorescencni parametry byly shodné jako
v pfipad€ prvniho zminéného pokusu. Statistické vyhodnoceni bylo rovnéZ shodné s diive



zminénym experimentem s vyjimkou hodnoceni standardnich parametrii, u kterych bylo
mozno pouzit parametrickych metod ANOVA. Vysledky prokazaly toxicky — vliv
microcystinu. Pouzité koncentrace byly ziskany ze zahuSténé biomasy sinic. K takové
kumulaci ale mize v pfirodé dochazet pti nafoukani vodniho kvétu v zatokdch. Navic se
jednalo o 48 a 72 hodinov¢ akutni testy, takze se da predpokladat, ze u chronické expozice by
se efekty mohly projevit uz pti béznych koncentracich ve vodach ze zasazenych nadrzi.
Nejsilngjsi efekty se ovSem projevily u surového extraktu sinic, kde se uplatnily dalsi
nestanovené inhibitory [9]. To potvrzuje diilezitost ekotoxikologickych biotestii pfi analyze
environmentalnich vzorkt, kde by klasicky chemicky ptistup v tomto piipadé spoléhal pouze
na sledovani zndmého biotoxinu a podhodnotil riziko plynouci z nebezpecnosti ostatnich
ptitomnych toxikantl. V porovnani s vyhodnocenim standardnich parametri u B. rapa se
fluorescencni detekce ukézala jako citlivéjs$i a méne naro¢na na provedeni. V posledni dob¢ se
objevily studie, ve kterych je fluorescencni test s Lemna giba oznacovan za citlivou metodu
detekce polutantt prostredi [3, 6].

Relativné sloZitéjsi je nasazeni této metody pro sledovani metabolické aktivity liSejnika, které
jsou dobrym bioindika¢nim organismem. U této skupiny je tfeba vybrat dostatecné
rozsifeného zastupce, ktery s vhodnou citlivosti k polutantim. Vzhledem ke zplisobu méteni
je vyhodné, pokud jeho stélka bude co nejvice plochd, u ketiCkovych stélek je problém
s homogennim osvétlenim 1 se snimanim fluorescence, které by meclo spiSe orientacni
charakter. Jelikoz je liSejnik symbiotickym organismem fotobiontti a hub, je vyhodné, pokud
houbové hyfy neobsahuji barviva vyrazné absorbujici v oblasti vinové délky emise PSII.
Kli¢ovym prvkem pii méfeni s liSejniky je rovnéz nasyceni stélky vodou [1]. Podobnym
stylem se daji hodnotit aerickd spolecenstva tas, mecht a liSejnikil. Nejjednodussim postupem
hodnoceni muize byt hodnoceni fotosyntetické aktivity (F, nebo F./Fn) a jeji ploSné
zastoupeni na hodnoceném objektu vyjadiené histogramem aktivit. U obou téchto skupin se
da hovorit o ekotoxikologikych testech, které v porovnani s klasickymi toxikologickymi testy
maji malou moZnost standardizace, ale vysokou ekologickou relevanci. Dobie tak zapadaji
do poslednich trendii v ekotoxikologii a pokud se podafi dofeSit ne¢které problémy spojené
s jejich hodnocenim, budou jisté¢ cennym nastrojem pii hodnoceni ekologickych rizik. Nové
moznosti této techniky se jist¢ vynofi jakmile budou dostupné pfistroje pro fluorescencni
zobrazovani snadno pouzitelné piimo v terénu.

Dal§im vyuzitim metod fluorescenéniho zobrazovéni je sledovani mikroskopickych kolonii
autotrofnich organismil. Tato metoda mtize ptinést cenné informace o rocnim cyklu téchto
organismil. Pro vodarenstvi a hygienické Ucely je obzvlasté zajimavd moznost sledovat
ozivani a fyziologicky stav kolonii fas a sinic. Velmi u¢innou kombinaci je nalezeni bunék ¢i
kolonii a jejich ptipadnd identifikace standardni svételnou mikroskopii, zjiSténi ozivenosti a
zakladnich taxonomickych skupin fluorescencni mikroskopii a kvalitativni analyza aktivity
fotoautotrofnich organismi. Ta se d& provést s mikroskopem vybavenym fotodetektorem ci
metodami  pulzné¢ amplitudové modulace (PAM) a fluorescencniho zobrazovani.
V soucasnosti se pracuje na vyuZziti mikroskopové verze ptistroje Fluorcam (modulovany
fluorimetr, PSI, mikroskop Olympus BX-60) k sledovani kolonii sinic rodu Microcystis a
predikci jejich masového rozvoje v nadrzich. Tato metoda by ale méla byt pouzitelna 1 pro
kolonie ¢i bunky ostatnich fotoautotrofnich mikroorganismii.



Zavér

Metody zaloZené na sledovani vytézku fluorescence chlorofylu u fotoautotrofnich organismi
prosly v poslednich 30. letech intenzivnim vyvojem. V dnes$ni dob¢ existuje fada piistrojli, na
kterych se daji méfit fluorescencni proménné (PSI, Walz, Hansatech ad.). Jsou definovany
parametry, ze kterych se d4 soudit na inhibici vzorkem. Problémy spojené s rutinnim
nasazenim téchto technik pfi testech toxicity jsou spojeny s pomérné naroénym nastavenim
meéticitho protokolu u nékterych testovacich organismi. Cena méficich zafizeni také zatim
neni zanedbatelna. S prudkym rozvojem digitdlntho zaznamu obrazu budou piekonany i1
nckteré nevyhody fluorescenéniho zobrazovani oproti integrujicim fotodetektorim. Pti
prekonani zminénych problému nabizi tato metoda univerzalni nastroj pro hodnoceni Sirokého
spektra pokusnych organismi ¢i spolecenstev organismil. Velkou vyhodou téchto metod je
potencial vyuziti ekologicky relevantnich organismi v ekotoxikologii. V dnesni dobé¢ se tato
metoda stdva nejen vybornym zdrojem informaci pro rostlinné fyziology, ale stdle Castéji se
objevuje 1 praktické nasazeni v toxikologii a ekotoxikologii.
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