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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na vyvoj metodologického pfistupu k biomonitoringu tekoucich vod
pomoci bentickych organismti od metod zaméienych na urovani organismi pomoci jejich
vnéjSiho vzhledu az k modernimu biomonitoringu zalozenému na determinaci organismil
pomoci eDNA metabarcodingu. V préci jsou zminény také moderni metagenomické metody
(genomika, transkriptomika, metabolomika a proteomika). Prace srovnava vyvoj hodnoceni
ekologického stavu sladkovodnich ekosystémti pomoci rozsivek a bezobratlych a popisuje
shodné¢ body metodologického vyvoje obou. DalSim vystupem porovnani biomonitoringu
pomoci dvou rtiznych taxonomickych skupin jsou informace o tom, které hydrochemické
a geochemické faktory prostfedi Ize snadno monitorovat pomoci rozsivek a které pomoci
makroskopickych bezobratlych. Daéle je vzavéru zminéna prognoéza dal§iho vyvoje
biomonitoringu v podobé syntézy tradi¢nich metod na zdkladé¢ morfologické determinace

druhii, biomonitoringu 2.0 (vyuzivajiciho eDNA metabarcoding) a metagenomickych metod.

Klicova slova:
autekologie, morfologicky definované druhy, sekvenovéani, bioticky index, znecisténi

Abstract

This work focuses on the development of a methodological approach to biomonitoring of
running waters using benthic organisms. It discusses the development from methods focused
on determining organisms by their external appearance to modern biomonitoring based on the
determination of organisms by eDNA metabarcoding. Modern metagenomic methods
(genomics, transcriptomics, metabolomics and proteomics) are also mentioned. This thesis
compares the development of ecological status assessment of freshwater ecosystems using
diatoms and invertebrates. It also describes the common points of their methodological
development. Another outcome of the comparison is information on which hydrochemical
and geochemical environmental factors can be easily monitored by diatoms and which by
macroscopic invertebrates. Furthermore, a prognosis for the further development of
biomonitoring is mentioned in the conclusion. It is formulated as a synthesis of traditional
methods based on morphological species determination, biomonitoring 2.0 (using eDNA

metabarcoding) and metagenomic methods..
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Uvod

V ekologii se jako biomonitoring oznacuje veSkera Cinnost spojena s hodnocenim
ekologického stavu a probihajicich zmén v ekosystémech pomoci zivych organismi
(Bondaruk et al. 2015). Monitoring ekosystémi mutize probihat i pomoci jinych nez jen
biologickych metod, napt. chemickych (Wilhm and Dorris 1968). Biomonitoring vyuziva
bioindikdtory majici funkci monitorovani chemickych a fyzikdlnich zmén, ekologickych
procestt a biodiverzity (Holt and Miller 2010). Mize byt podkladem pro komunikaci
s institucemi, které zavadéji programy kontroly a monitorovani kvality vody (Alba-Tercedor
and Sanchez-Ortega 1988). V biomonitoringu stojatych vod amoii se téméf vylucné
analyzuje plankton, v tekoucich vodach a mokiadech spiSe bentos, jelikoz tekouci vody
favorizuji malé organismy s piisedlym zptisobem zivota. U bentosu je sezonni variabilita
spoleCenstva obecné mensi nez u planktonu, coz usnadiluje porovnavani spoleenstev mezi

jednotlivymi obdobimi (Illyova et al. 2013).

K zavedeni uzivani biomonitoringu v praxi vedla dlouha cesta. V prvni poloviné¢ 20.
stoleti (Karr 1991; Stevenson et al. 2010) se védci vétSinou zamétovali pii ekologickém
hodnoceni kvality vodnich ekosystémil (napf. za Gcelem urceni kvality vody pro potieby
zemé&délstvi a pfimé konzumace) pouze na pfitomnost chemickych kontaminantti. Charakter
vodni bioty byl vétSinou ignorovan (Karr 2006). Byly tedy pouzivany zejména chemické
metody analyzy polutanti. V soucasné dobé ma hlavni vyznam v proméné vodnich
ekosystému eutrofizace a toxické latky. Diive se jednalo spiSe o organické zne€isténi, jehoz
dilezitost je spiSe na ustupu (Summers 2006 cit. in Keiser and Shapiro 2019). K integraci
biologickych metod dochazelo postupné uz od zacatku 20. stoleti (Kolkwitz and Marsson
1902). K hodnoceni stavu vnitrozemskych vod jsou stale Cast&ji (i na ukor jinych skupin
bioindikator) pouZivany rozsivky (Bacillariophyta) a benticti bezobratli (z nich zejména
komplex taxonti EPT: Ephemeroptera — jepice, Plecoptera — posSvatky, Trichoptera — chrostici)
(napt. Resh 2008). Tyto organismy jsou pro tuto funkci obzvlasté vhodné z né€kolika divodd,

které jsou v této praci popsany (podkapitola 1.3).

Vysokokapacitni sekvenovani se nabizi zhruba od roku 2010 jako moderni alternativa
k tradi¢nimu ur¢ovani bioindikéator podle vnéj$iho vzhledu, kterd nevyZzaduje Usili Skolenych
odbornikll pfi determinaci druhii. Jakousi nadstavbou pro DNA metabarcoding mohou byt

dal$i molekularni metody (genomika, transkriptomika, metabolomika a proteomika), které



mohou mimo jiné potvrdit piitomnost stresoru v ekosystému pomoci detekce stresového
metabolitu (podkapitola 2.2.2). Vtomto ptipadé nejsou uz bioindikatory jednotlivé
organismy, ale zmény jejich fyziologie (Lee et al. 2006).

Tato prace je zamétfena na vyvoj metodologického pfistupu k hodnoceni kvality vod
pomoci bentickych organismi. Jejim tkolem je srovnani vyvoje biomonitoringu ekosystému
pomoci rozsivek a bezobratlych v tekoucich vodach a zhodnotit mozZnosti vzajemného
obohaceni informacemi mezi biomonitoringem rozsivek a zoobentosu. Dale si klade za cil
vytvofit na zakladé¢ dostupnych publikaci prognozu, zdali je pravdépodobné, ze budou
v blizké budoucnosti zachovéany tradi¢ni postupy biomonitoringu, nebo jiz budou rutinné
uzivany pouze moderni metody high-throughput genetického screeningu tfeba obohacené
o metagenomické metody (genomika, transkriptomika, metabolomika a proteomika), ptipadné

jestli miize dojit k adekvatni syntéze obou metod.



1 Tradi¢ni metody biomonitoringu pomoci bentickych organism(

1.1 Princip biomonitoringu

V prvni poloviné 20. stoleti byla vyuzivana chemicka analyza kvality vody, protoze
analyzovat jeden chemicky polutant je relativné snadné, nicméné ve vodnim prostiedi se jich
nachazi s nartstajicim antropickym vlivem (obr. 2) mnoho a ¢asto v té¢zko detekovatelnych
koncentracich (Marvan and Sladeckova 1978; Wilhm and Dorris 1968). Presnéjsiho
zachyceni zmén v ekosystému ale 1ze docilit pouzitim nejen chemickych a fyzikalnich, ale
i biologickych metod (Marvan and Sladeckova 1978). Biologické metody, jako je
biomonitoring, pouzivaji bioindikatory, tedy druhy nebo skupiny druhti, jejichz funkce
v ekosystému, populace nebo fyziologicky stav mohou odhalit uroveit degradace zivotniho
prostiedi (Siddig et al. 2016). Bioindikatory jsou lep$imi ukazateli ,,zdravi* ekosystému nez
samotna chemicka analyza kvality vody a podavaji informace o environmentalnich zménéach
zpusobenych stresory (podkapitola 1.2), protoze odpovéd’ organismi je komplexni reakce na
vice faktor soucasné (Dixit et al. 1992; Pomfret et al. 2019) a biotické indexy (viz nize)
navic odrdzeji jak momentalni situaci, tak i to, co se délo v ekosystému néjakou dobu pied

odbérem vzorku (Alba-Tercedor and Sanchez-Ortega 1988).

V ekologii se jako biomonitoring oznafuje veSkera Cinnost spojend s hodnocenim
ekologického stavu a probihajicich zmén v ekosystémech, pficemz se hodnoti a sleduji slozky
biodiverzity, typy pfirodnich stanovist, populace a jednotlivé druhy (Bondaruk et al. 2015).
ZastteSujicim konceptem biomonitoringu je presvédCeni, ze absence, ¢i naopak hojnost
néjakého druhu (bioindikatoru) nebo spolecenstva druhli odrazi charakter habitatu, kde lze
konkrétni druhy nalézt. Pokud se dany druh v ur¢itém ekosystému nachazi, znamena to, Ze
jedna nebo vice proménnych prostiedi je v limitu jeho tolerance. Dichotomie
prezence/absence mtize byt rozsifena o relativni abundanci druhu vici jinému, biomasu nebo
rast indikatorovych organismit v odpovédi na stresy z prostiedi (Dokulil 2003). Vysledky
pozorovani druhového slozeni jsou pak sparovany s ekologickou tifidou kvality (napf.

Kolkwitz and Marsson 1908; Lange-Bertalot 1979; Apothéloz-Perret-Gentil et al. 2017).

Ptistupy biomonitoringu vyuzivajici rozsivky a vodni bezobratlé se tykaji rtiznych
organizacnich urovni (tj. suborganizmalni — molekularni metody v kap. 2, organizmalni —
identifikace druhi v podkapitolach 1.1 a zejména 1.4, populacni — podkapitola 1.4
a ekosystému — 1.4 — ekoregiony) (Bonada et al. 2006). Tyto metody budou dale postupné

pfedstaveny.



Biomonitoring je postaven na pfitomnosti organismi v ruznych typech habitatl, které
mohou odrazet napi. gradient znecisténi (zkoumany jsou vzorky z ¢istych, mirn¢ znecisténych
a velmi znecisténych vod) (Kolkwitz and Marsson 1908). Diverzita bioindikatorti byva vyssi
v Cistych tocich nez napt. v méstskych zneciSténych vodach (Chen et al. 2016). Fyzikalni,
biologické a chemické faktory prostfedi ptisobi na konkrétni druhy rtizné€. Indikatorové druhy
jsou ty, kterym se dafi pouze v Uzkém rozmezi podminek. Generalist¢ by tedy nebyli

vhodnymi indikétory ekologického stavu ekosystému (Holt and Miller 2010).

Kvantitativné vyjadrtitelné informace o kvalit¢ vody se tradi€né ziskdvaly sbérem
vzorkil a nasledné z biotickych indexti taxonomickych, mnohorozmérnou analyzou a analyzou
celych spolecenstev bentosu (podkapitola 1.4) (Bellinger and Sigee 2010a). Biotické indexy
jsou mefitka struktury, funkce nebo jinych charakteristik biologickych spolecenstev, ktera
vykazuji ptedvidatelnou reakci na antropogenni naruseni (Bonada et al. 2006). Jde o stupnici,
kterd je urCena druhovou bohatosti nebo hojnosti jednotlivych druhil, azejména jejich
kvantifikovanou ekologickou preferenci, ktera vymezuje §ifi jejich ekologické niky. Tyto
proménné jsou soucasti indexti vychazejicich z ptimého pozorovani bioindikatorti i v pripadé
molekularni determinace celych spolecenstev pomoci environmentdlni eDNA (kap. 2)

(Pawlowski et al. 2018).



Ptikladem je troficky index pro rozsivky (TDI) vznikly z potfeby podchytit miru
eutrofizace vod, jelikoz nartsta vtok zivin z antropické produkce do biosféry. Na rozsivky ma
vliv koncentrace rozpusténych forem fosforu a dusiku', ktera je pfi eutrofizaci zvysena (Egge
1998). V piivodni formé zahrnuje TDI 86 druhti rozsivek, jez jsou snadno urcitelné do druhu
a jejichz rozmezi tolerance je dobie znamé, a tudiZ maji vysokou indika¢ni hodnotu (Kelly
and Whitton 1995). Manual (Kelly et al. 2001) popisuje ptesné kroky od sbéru vzorkd, jejich
upravy a identifikace az po vypocet indexu, u kterého je nejprve nutné vypocitat rovnici
vazen¢ho priméru. To je suma abundanci jednoho druhu (poctu schranek), tolerance druhu
ke znecisténi (rozpéti 1 az 5) a indikacni hodnoty (1 az 3) d€lena sumou indika¢nich hodnot

kazdého druhu. Vysledkem je vazena stfedni citlivost (WMS) (Sladecek 1986):

n
j=19S;
n
=19

WMS =

TDI dava vysledné hodnoty v rozpéti od 1 do 100 a pocita se takto:

TDI = (WMS X 25) — 25

Napt. vysledna hodnota 74 oznacuje eutrofizované stanoviste.

Pouziva se 1 index trofie pro bentické bezobratlé (TSI-BI), do né¢hoZ se dosazuji optima
a rozmezi tolerance eutrofizace druhd (Chalar et al. 2011). Biotickych indext je tedy velmi
mnoho, protoze klima, geologie a lokalni podminky prostitedi se 1iS§i mezi regiony
a kontinenty (podkapitola 1.4 — Rottiv index). Tyto podminky jsou totiz hlavnimi faktory
formujicimi spolecenstva organismu. Bioticky index (pro rozsivky 1 bezobratlé) vytvoteny pro
jedno prostfedi nemusi poskytovat stejné piesné hodnoceni ekologické kvality ekosystému,
pokud je pouzit pro jiné prostfedi (Stevenson 1997; Sandin and Hering 2004; Hering et al.
2006). Velké mnozstvi indexti 1ze rozdélit na: (a) zamétené spiSe na identifikaci indikéatort
(indexy druhové bohatosti, abundance, mnohorozmérné analyzy spolecenstev — podkapitola
1.4) a (b) na autekologické preference druhii (tykajici se jejich ekologickych preferenci).
Razné indexy byly vytvofeny pro rizné typy znecisténi/degradace habitatli, piicemz 56 %
vSech verzi indext indikuje jak uroven organického znecisténi tak eutrofizaci. Dal§imi typy

indexti byly vytvofeny pro zmény hydrologie/morfologie (zhorSeni stavu vodnich stanovist,

! Rozhodujici je i kfemik, ale toho je v bentickém prostiedi dostatek (Egge 1998).



zména prutoku, hydromorfologickd degradace, zména biehovych stanovist,, obr. 2) a pro dalsi
aspekty kvality vody (tj. acidifikace, t¢zké kovy, znecisténi organickymi slou¢eninami) (Birk

etal. 2012).

Pomoci indext pro druhy z referen¢nich databazi metabarcodingu (podkapitola 2.1) lze
docilit rychlejsitho a pfi dodrzeni spravného postupu sekvenace i piesnéjsiho ohodnoceni
ekologického stavu. Porovnavani vzorkil zjedné lokality, napt. s Casovym odstupem, totiz
vyzaduje precizni determinaci bioindikatorii. Pro rychlé zachyceni nepatrnych zmén (napf.
nepatrné snizeni obsahu polutantu je v€asnym indikatorem zlepSovani ekologického stavu),
které mohou mit pro stav ekosystému vyrazné nasledky, je proto vhodné pouzivat kromé
zavedenych metod 1 moderni molekularni. V¢asné zachyceni zmén intenzity pisobeni stresoru
je prednosti téz metabolomiky (Ge et al. 2013; Yang et al. 2019). Standardizovana hodnoceni,
které jsou zaloZena na morfologické identifikaci organismi, zohlediuji také pocetnosti druh
a probihaji ve vymezenych obdobich (napf. brzy na jafe u malych toki), aby bylo mozné

porovnavat vysledky mezi jednotlivymi roky (Zizka et al. 2020).

1.2 Faktory prostredi pUsobici na bentos

V soucasné dobé¢ ma hlavni vyznam v proméné vodnich ekosystému eutrofizace
a toxické latky. Drfive se jednalo spiSe o organické znecisteéni, jehoZ dulezitost je na ustupu,
(napf. pfi¢inou zavedeni mnoha Cistiek odpadnich vod) (Summers 2006 cit. in Keiser and
Shapiro 2019). Ekologicky stav velkého mnozstvi ekosystémi je v posledni dobé navic
vyznamné ohroZen dal§imi faktory spojenymi s lidskou ¢innosti, jako je naptf. nadmérné
cerpani zdrojl, degradace habitatli a modifikace proudéni (obr. 1, obr. 2), coZ ma piimy vliv
na fungovani a skladbu spoleCenstev organismil vcetné rozsivek (Sonneman et al. 2001)
a bezobratlych (Walsh et al. 2001). Na vySe zminéné a dalsi faktory reaguje kazda skupina

bioindikatord rozdilné:

(a) Rozsivky nejcitlivéji reaguji na zménu koncentrace zivin a rozpusténého kysliku;
odpovidaji také zmeénou druhového slozeni na pomérné nizké koncentrace pesticida
a tézkych kovi. Jako primarni producenti zejména reaguji na mnozstvi svétla, téZ na
zménu pH. Zatimco bentické rozsivky celkové na vyschnuti tolerantni nejsou,
terestrické druhy jsou adaptované na nizkou vlhkost. Intenzita proudéni, salinita,
zména charakteru substratu (napf. tvrdé povrchy osidluji jiné rody nez jemné

sedimenty) nebo konduktivita také ovliviluji druhové slozeni rozsivek (Kelly et al.



2001; Patrick 1973; Sandin and Hering 2004; Yang et al. 2019). Komplexni vliv
jednotlivych faktorti na organismy obecné je naznacen v obr. 1 a 2.

(b) Benticti bezobratli, resp. jejich vyvojova stadia zijici ve vodé (zejména u EPT
taxonti, podkapitola 1.3), maji omezenou moZznost opustit sva stanoviste, takze
reaguji zejména na zmeény morfologie ficniho koryta (napf. na vyrazné zmény
hloubky a $itky koryta, zmény substratu a modifikace proudéni popsané v obr.
2)(Hering et al. 2006). Podobn¢ jako rozsivky reaguji bezobratli na zmény obsahu
rozpusténého kysliku. Rozpoznani druht senzitivnich k mnozstvi rozpusténého

kysliku ve vod¢ tedy umoznilo badatelim vyuzit bezobratlé pro saprobni index

(podkapitola 1.4).
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Obr. 1 Peét hlavnich kategorii ohrozeni biodiverzity sladkych vod a naznaceni vsech
potencialnich interakci mezi nimi. Zmény Zivotniho prostredi probihajici v globdlnim méritku,
jako jsou depozice dusiku, oteplovani a zmény ve strukture srazek a odtoku, se prekryvaji se

vSemi témito kategoriemi ohroZeni (podle Dudgeon et al. 2006).
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Obr. 2 Provazanost hydrochemickych faktorii a faktorii environmentalnich, které piisobi

na vzorek, jenz je zkouman biomonitoringem. Jednd se o znazornéni spolupiisobicich vlivii

velkeho, regionalniho a lokalniho meéritka provazanych se stresory ze zemédelstvi a jiné lidské

c¢innosti (Baird and Hajibabaei 2012).



1.3 Vyhody a nevyhody rozsivek a bezobratlych v biomonitoringu

Rozsivky (Bacillariophyta) jsou jednobunécné i kolonialni fasy, které se vyskytuji témet
ve vSech vodnich biotopech jako volné zijici fotosyntetizujici autotrofové, vzacnéji pak
heterotrofové nebo endosymbionti (Lee 2018) a maji mnoha prakticka vyuziti. Mohou pomoci
identifikovat nalezisté¢ ropy (Stoermer and Smol 2004), mohou byt zdrojem obnovitelné
energie (Levitan et al. 2014), pomahaji ve forenznich védach (Verma 2013), poskytuji data
pro paleoekologii (napi. Stone et al. 2011) a v neposledni fad¢ jsou vhodné pro biomonitoring
ekologického stavu ekosystémti. Rozsivky mohou byt izolovany z biofilmi nebo ze
sedimentl. Tvofi nejvic diverzifikovanou skupinu sladkovodnich fas, coz z nich d€la idedlni

bioindikaéni skupinu (Bellinger and Sigee 2015a).

Vyuziti v biomonitoringu maji téz rtuzni bezobratli. V tekoucich vodach se pouziva
zejména EPT komplex taxonti (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera) (Zizka et al. 2020),
ale také napt. Chironomus tentans (Lee et al. 2006) a m&kkysi (Lopez-Pedrouso et al. 2020).
Podobné Ize vyuzivat také prokaryotni organizmy (Sagova-Mareckova et al. 2021) nebo ryby
(Dalzochio and Gehlen 2016; Resh 2008).

Ephemeroptera Flecoptera Trichoptera

(

Cloecdes Campylocia Anacroneuria Barypenthus  Marilia

Obr. 3 Priklady rodii z taxonii Ephemeroptera — jepice, Plecoptera — posvatky a

Trichoptera — chrostici, které jsou casto pouzivany pro biomonitoring (Santos et al. 2014).

Rozsahly ptehled prednosti spojenych s uzivanim rozsivek (Stevenson and Pangdong

2004) a bezobratlych (Resh 2008) lze shrnout ve tiech bodech.

Zaprvé jejich dileZitost v ekosystémech (rozsivky jsou na zakladni trofické urovni,
bezobratli jsou sekundarni producenti). Jsou hlavnimi zastupci bentosu tekoucich vod
(Fenoglio et al. 2020). VsSudypfitomnost v bentosu a vysoka biologickd rozmanitost jsou

spole¢né obéma skupinam (Resh 2008).
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Zadruh¢ jsou dobrymi indikatory ekologickych podminek, napt. kratkodobych
hydrologickych disturbanci (zména charakteru substratu atp., obr. 2) a rozsivky jsou piimo
ovlivilovany fyzikalnimi a chemickymi faktory (Stevenson and Bahls 1999). U obou skupin je

k dispozici dostatek informaci o $ifi ekologické valence druhti (Resh 2008).

Zatfeti je snadné je pro biomonitoring pouzivat. Rozsivky lze pomérné snadno
mikroskopicky identifikovat na druhovou uroven. Podle taxonomickych kli¢i je lze urcit
podle jejich inertni kifemicité schranky (Lowe 1974). To neplati pro vétSinu ostatnich skupin
fas nebo vodnich bezobratlych (i kdyZ u bezobratlych lze pfiblizn€ a Casto 1 pfesné urcit druhy
uz v terénu, jak je zminéno nize). Snadny sbér a identifikace vzorkl je tedy vlastnosti téz

bezobratlych (Resh 2008).

Vyluéné vyhody u bezobratlych jsou jejich dlouha genera¢ni doba jako moznost
zachyceni zmén, které se v ekosystému udaly pred delsi dobou, moznost determinovat
bezobratlé do druhu uz na misté sbéru bez mikroskopické techniky a téz omezend moznost
opustit stanovisté, ¢imz se stavaji konkrétni druhy preciznéjSimi indikdtory nez rozsivky,
které se snadno Siii na velké vzdalenosti. Brzy po naruseni rozsivky rychle obnovuji své
pocetnosti, zatimco bezobratlym to trva déle, takze poskytuji informace iotom, co se

v ekosystému udalo pted delsi dobou (Resh 2008).

1.4 Vyvoj metod biomonitoringu zaloZenych na morfologické determinaci
taxona

Organismy tekoucich vod odraZeji zmény v podminkach prostfedi, cehoZ si badatelé
vS8imli jiz v poloving 19. stoleti (Cohn 1853 cit. in Bellinger and Sigee 2015a). Vyvoj
biomonitoringu ma svilj pocatek zhruba na zacatku 20. stoleti, kdy byl bakteriologicky
biomonitoring zahy obohacen 1 o eukaryotické bioindikatory (Kolkwitz and Marsson 1902;

Kolkwitz and Marsson 1908).

Stevenson and Pangdong (2004) zminuji dva sméry vyvoje hodnoceni ekologického
stavu ekosystému, znichZ prvni je zaloZen na saprobnim indexu a druhy na konceptu

ekologické integrity:

(1) Tento model nazvu modelem evropskym, jelikoz stdl u zrodu biomonitoringovych
programt na evropském kontinentu. Jedna se o koncept, ktery integruje tzv. saprobitu,

tj. d& v ekosystému, kdy se organické znecisténi projevuje poklesem koncentrace
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rozpusténého kysliku ve vodé?. Cim vice organickych latek, tim méné kysliku, ten se
totiz pii rozkladu organickych latek spottebovava (CMEA 1969 cit. in Tagliapietra et
al. 2012; Sladecek 1986). Tento model byl historicky aplikovén jako prvni a vyuzival
fasy (Kolkwitz and Marsson 1908) 1 bezobratl¢ (Kolkwitz and Marsson 1909) a jejich
fyziologickou toleranci k riizné koncentraci rozpusténého kysliku pro identifikaci
mnozstvi organickych latek®. Ze vzorcl pro vypodet saprobniho indexu vychézeji
inapf. trofick¢é indexy (TDI, podkapitola 1.1) a ve Francii vytvofeny IPS
(CEMAGREF 1987).

(2) Biomonitoringové studie Ruth Patrickové (1973) se spoléhaly predevsim na diverzitu
rozsivek jako na obecny ukazatel stavu feky (tj. ekologické = biotické integrity?),
protoze druhové slozeni spolecenstev se méni s ro¢nim obdobim vice nez diverzita.
Tyto studie vznikaly v 50. letech 20. stoleti, ale pouzivaly se i v modernéjsich studiich
v USA, kde byly 1 inspiraci pro utvofeni legislativniho ukotveni biomonitoringu
a vytvofeni indexu biotické integrity, ktery pouziva rozsivky (a jina protista),
bezobratlé a ryby. Pro vypocet je tieba znat relativni abundance druhli a druhové
slozeni spolecenstva (Karr 1991). Ten byl pouZit i pro bentické bezobratlé (Lunde and

Resh 2012).

V soucasnosti pievlada v USA koncept (2) (Beck and Hatch 2009). Shodnym bodem
vyvoje metrik v Evropé av USA je fakt, Ze legislativni ndstroje na mezinarodni Urovni
urychlily vyvoj metod biomonitoringu ve snaze vytvofit vhodné programy hodnoceni
ekologického stavu vod, a tudiz udrzet biologickou integritu zdrojii vody. V USA se jednalo
o Federalni zakon o kontrole zneciSténi vody (1971). V Evropé je pak biomonitoring pravné
ukotven smérnici 2000/60/EC (European Union 2000), téZ znamou jako Water Framework
Directive (WFD). WFD dava legislativni motivaci k ziskédvani dat o fyzikalnich, chemickych
a biologickych parametrech vodnich ekosystémti, atedy podava celostni piehled

o ekologickém stavu vodnich ekosystému. V Evropé se pouziva vedle konceptu saprobity

2 Saprobita je souhrn viech metabolickych procest, které jsou protikladem primarni produkce. Je to tedy souhrn
vSech procest, které jsou doprovazeny ztratou potencialni energie. Jeji Uroven lze zjistit jak metabolicko-
dynamickym (chemickym a fyzikalnim) méfenim, tak analyzou zivych spolecenstev (CMEA 1969).

3 Organické latky mohou byt zapojeny zpét do biochemickych cyklt pti vypousténi do sladkych vod, protoze
ustfednim konceptem saprobity byla schopnost vod samocisténi pii dostate¢ném natedéni organickych polutanta.
4 Biologicka integrita je schopnost vodniho ekosystému podporovat a udrzovat spole¢enstvo organismil, které

ma srovnatelné druhové slozeni, rozmanitost a funkcni organizaci s pfirozenymi stanovisti na daném uzemi
(Karr and Dudley 1981).
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i ekologicka integrita, dokonce i v CR (napf. pro hodnoceni ekologického stavu tekoucich vod
na Kiivoklatsku v publikaci Riizickova and BeneSova 1996). V ramci WFD doslo tedy

k obohaceni o americky koncept.

Pod vlivem WFD vzniklo mnoho novych preciznich indexi, které zahrnovaly lokéalni
diverzitu a charakter vodnich ekosystému v ¢lenskych statech (podkapitola 1.1). Podle WFD
maji byt vodni ekosystémy Evropy ohodnoceny jednim ze 4 statutl: ,,vysoky®, ,,dobry*,
»priméteny®, ,,Spatny* (orig. high, good, fair, poor) (Naddeo et al. 2005). Specidlni indexy
pro jednotlivé staty berou v potaz jejich specifické regionalni podminky. Prikladem muze byt
Rottuv troficky index a Rottiiv saprobni index (Rott et al. 2003), jez vychazeji ze specifickych
podminek rakouskych tokd nebo Sladecktiv index znecisténi (Sladecek 1986) vytvoreny pro
sttedni Evropu, ktery byl i ptedlohou pro vySe zminénou vazenou stiedni citlivost (WMS)

v TDI (Kelly and Whitton 1995).

Na zékladé ekologickych preferenci a abundanci druhii vzniklo mnoho regionalné
specifickych indexd, jenze ani ty nemohly zahrnout vSechny proménné prostfedi (zejména
rozdily teploty a proudéni mezi jednotlivymi regiony) (Bonada et al. 2006). Proto jako dalsi
bod vyvoje biomonitoringu pomoci rozsivek a bentickych bezobratlych vznikly
mnohorozmérné analyzy, které poskytuji statistické vyhodnoceni vztahti mezi mnoha
proménnymi. Napf. ve studii z Bolivie autofi odhalili autofi, ze tamni rozsivky slanych jezer
vice odpovidaji na zmény v druhy iontl obsazené ve vodé neZ na salinitu, pH, hloubku,
teplotu nebo nadmotskou vysku, coz byly dal$i proménné mnoharozmérné analyzy, které byly
zohlednény (Servant-Vildary and Roux 1990). Vzhledem k tomu, Ze lze posuzovat vice
proménnych soucasné a kvantifikovat jejich vyznam, je mozné z dat ziskat vice informaci
nez jednorozmérnymi statistikami. V ekologii zacali védci tuto metodu pouzivat v 80. letech

minulého stoleti (James and McCulloch 1990).

V USA se uplatnila mnoharozmérna analyza (Bahls et al. 2008) a koncept ekoregiontl,
ktery byl pouzit i v evropskych studiich (Soininen et al. 2004).Ekoregiony jsou oblasti
s podobnou geologii, klimatem, vegetaci a dalsimi faktory, které ovliviiuji vodu a vodni
spolecenstva. Tvoii rdmec pro management ekologické kvality vod (Bryce et al. 1999).
V Evropé ekoregiony funguji na urovni stati (opét napi. Rottliv index Rott et al. 2003), jedna

se tedy opét o spojeni americké a evropské vétve biomonitoringovych metod.
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V biomonitoringu se uplatnily metody, které zohlednuji projevy organismia od
suborganizmalni az po ekosystémovou uroven. Suborganizmalni metody zaloZzené na
biomarkerech budou popsany v kapitole o molekularnich metodach. Pozoruhodné metody
u bezobratlych, pfi kterych jsou porovnavana procentualni zastoupeni jednotlivych tzv.
functional feeding groups, jsou piikladem biomonitoringu na trovni spolecenstva. Principem
je deleni bezobratlych na skupiny podle zpiisobu ziskavani potravy a typu potravy (d€leni na:
»scrapers® (,,grazers®), ,shredders®, ,collectors® (,gatherers®), ,filterers”, a,predators)
(Wallace and Webster 1996).V ramci hodnoceni ekologické kvality ekosystému je
porovnavana absolutni nebo relativni pocCetnost zastupct jednotlivych skupin. Tyto metody
m¢éfi nejen citlivost druhll na néjaky stresor (napf. vyssi koncentrace zivin, vyssi koncentrace
kadmia a acidifikace v publikaci Rawer-Jost et al. 2000), ale ijeho roli v ekosystému.
Dokonce se tento koncept pouziva v kombinaci s dal§imi proménnymi v mnohorozmérné
analyze (napf. pro EPT taxony a jejich odpovéd’ na jemnozrnné sedimenty dna v publikaci
Akamagwuna and Odume 2020). Souvisi to s konceptem fi¢niho kontinua. Tzn. s ménici se
zonou toku se méni i typicka spolecenstva, protoze se podél toku méni zdroje potravy a jejich
dostupnost (Vannote et al. 1980). Tento piistup ale zohledituje jen ty antropické stresory,
které souviseji se zménou dostupnosti potravy pro bezobratlé (napf. intenzivnéjsi zemedélska
¢innost a vétsi mnozstvi opadu listd do fi¢niho systému) (Bonada et al. 2006). U rozsivek se
pouzivd obdobna metoda na urovni tifi tzv. ekologickych gild (1 — relativné rychle se
pohybujici druhy, 2 — druhy Zijici blizko vrstvy substratu a 3 — druhy pohybujici se na
povrchu biofilmu). V kontaminovanych lokalitdich nartsta abundance pohyblivych druht

(gilda 3) na ukor ostatnich dvou gild (Marcel et al. 2017).

Unikatni taxonomy-free metoda (vice v podkapitole 2.1.1), kterd se nepouZiva
urozsivek, zaloZzend na pozorovani ekologickych a biologickych znakli je pouzivana
1u spoleCenstev vodnich bezobratlych. Hodnocené znaky museji byt obecné z hlediska
geografického pouziti, specifické z hlediska identifikace stresorti, spolehlivé a odvozené
z pevnych teoretickych ekologickych konceptli. Jsou jimi znaky biologické napf. Zivotni
cyklus, fyziologické a behaviordlni charakteristiky — maximélni velikost téla, délka Zivota,
potravni a reprodukéni strategie, mobilita atd. a ekologické (tolerance k ménicimu se pH
ameénici se teploté, tolerance k organickému zneciSténi atd.) (Menezes et al. 2010). Tyto
znaky jsou pak spolu s abundanci a dal§imi proménnymi druhu dosazeny do pfisluSnych

indextd (Bonada et al. 2006).
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2 Moderni molekularni metody v biomonitoringu
2.1.1 Metabarcoding

Po roce 2010 byly navrzeny moderni metody sekvenace DNA umoziujici rutinni
ziskavani udaji o organismech bez jejich kultivace. Souviselo to s vynalezem sekvenovani
nové generace (NGS) (Wooley et al. 2010). Jednou ztéchto metod je genetické
vyhody oproti tradi¢nim pfistupiim, jako jsou niz$i ndklady, mensi ¢asova naro¢nost a vyssi
taxonomické rozliSeni. Zizka et al. (2020) popisuji schopnost metabarcodingovych dat
o pritomnosti/nepiitomnosti druhti spolehlivé posoudit sloZeni spoleCenstev bezobratlych
v tocich a odvodit environmentalni (pfirodni nebo antropogenni) dopady. Metabarcoding se
pouziva téz u rozsivek a je snaha zptistupnit jej pro rutinni biomonitoring, tzv. biomonitoring

2.0 (Rimet et al. 2019; Apothéloz-Perret-Gentil et al. 2021).

Postup metabarcodingu je naznaCen v obr. 4. Probihd v péti krocich: (1) izoluje se
environmentalni DNA ze vzorku, (2) nasleduje PCR amplifikace markerového genu
zaméfeného na analyzované spoleCenstvo (rozsivky/bezobratli) a nasledné (3)
vysokokapacitni sekvenovani (HTS) ziskanych amplifikovanych gentli. Sekvencni data se poté
filtruji (4), aby se snizil pocCet chyb sekvenovani, a identické sekvence se dereplikuji, aby se
ziskaly individualni sekvenéni jednotky (ISU). Jednotky ISU se shlukuji (5) do molekularnich
operacnich taxonomickych jednotek (OTU) a pro biomonitoring je nejdulezitéjsi bod (6),
kdy jsou sekvence na zakladé¢ podobnosti pfitazeny k OTU a OTU jsou nasledné
identifikovany do druhii. Molekularn€ uréené druhy jsou vyuzity pro vypocet biotického
indexu, ktery vypovida o kvalit¢ vody (Pawlowski et al. 2018). Konkrétni sekvence jsou
poté empiricky pfifazovany k urovni citlivosti/tolerance na stresor (quality assessment v obr.

4). Pro vzacné druhy je Casto k dispozici méné tidajui o jejich toleranci (Birk et al. 2012).
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Obr. 4 Postup metabarcodingu v péti krocich (Pawlowski et al. 2018).

Nejcastéji  pouzivany  molekularni marker je ubezobratlych 1usek pro
podjednotku I mitochondrialni cytochrom c¢ oxidazy (mtDNA COI) (Hebert et al. 2003).
Pouziva se 1 pro vySe zminénou skupinu taxont EPT, a tudiz i pfi biomonitoringu (Zhou et al.
2009). Vnitini transkribovand oblast 2 (ITS2) jaderné ribozomélni DNA je dal§im barcodem
pro bezobratlé (Pawlowski et al. 2018),protoze ma tfadu vyhodnych vlastnosti, jako je
dostupnost konzervovanych oblasti cennych pii designu univerzalnich primerd, snadna
amplifikace, a dostatecna variabilita vnitfnich Gsek nutna pro rozliSeni 1 blizce ptibuznych

druhii (Yao et al. 2010).

mtDNA COI (Hamsher et al. 2011) a ITS2 (Evans et al. 2007) byly testovany jako
barcody pro rozsivky, ale ukazalo se bohuZzel, Ze se nejednd o vhodné oblasti z hlediska
efektivity vyuZiti. Specifické primery pro plastidovy gen rbcL (rizné useky genu pro
ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxyldzu/oxygenazu), jehoz produkt je rozhodujici pro fixaci uhliku
u fotosyntetizujicich organismu, jsou zvlasté uzitetné pro rozliSeni druhovych rozdila
urozsivek (Kermarrec et al. 2014). Pro urCeni rozsivek na vys$si taxonomické urovni je
vhodny gen pro V4 usek 18S rDNA (Guo et al. 2015). V4 usek je Casto pouzivan pro
rozsivky, jelikoZ je nejvariabilng;si ¢asti 1800 bp dlouhého tseku 18S rDNA. Pro rozsivky je
nejvhodnéjsi pro urceni taxont kombinace obou gent (Keck et al. 2016; Zimmermann et al.

2015).
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Na zaklad¢ studii porovnavajicich morfologicky a molekularni piistup k uréovani druhii
(napt. Pawlowski et al. 2018; Serrana et al. 2019) 1ze vyvodit nasledujici zavéry. Nevyhodou
metabarcodingu jako molekularniho pfistupu mtize byt nekompletni pocet taxonli ve vzorku
(undersampling), v jehoz disledku sekvenovani nemusi odhalit vzacné druhy piitomné na
lokalité (napt. Serrana et al. 2019). Pokud je ale pouzit reprezentativni vzorek a primery jsou
spravné zvolené, je metabarcoding uspésnou konkurenci morfologickym metodam.
V nékolika publikacich je vSak téZz uvedeno, ze molekularni a morfologické analyzy
spolecenstev a podle nich provedené analyzy ekologického stavu ekosystému si odporuji.
Proto je vhodné zachovat obé metody, piipadné néktery z pfistupti zdokonalit (Kelly et al.
2017). U bezobratlych se od sebe mohou stadia zivotniho cyklu vyrazné liSit, coz muize
zeslozitovat jejich morfotaxonomickou identifikaci. Molekuldrni metody obecné vykazuji tu
vyhodu, ze odhali pfitomnost jedince v jakémkoliv jeho ontogenetickém stadiu, a dokonce i
vzorky eDNA z poSkozenych bunék/tkani, které by bylo slozité identifikovat. To plati i pro
rozsivky, protoze je sekvenovana extraceluldrni DNA z poskozenych bunck (Michler et al.

2021; Pawlowski et al. 2018).

2.1.1.1 Taxonomy-free metody v metabarcodingu

Nevyhodou uziti metabarcodingu jako biomonitoringové metody, jez pfifazuje
sekvencim jména na zakladé morfologicky definovanych druhli, je neuplnost genetické
databaze, nedostate¢né rozliSeni fylogenetickych markerd a krypticka diverzita, ktera
zesloZit'uje kalibraci indexd, protoze miiZze dojit k nespravnému pfifazeni konkrétni nalezené
sekvence k morfologicky uréenému druhu (Yu et al. 2012). Jako alternativu lze pouzit tzv.
taxonomy-free index bez identifikace do druhli. Taxonomy-free index také generuje OTU
(obr. 5, ptistup 3 — MOLTAXFREE) (Clare et al. 2016), ale témto jednotkam neni pfifazen
taxonomicky néazev. Empiricky a vhodnou kalibraci jsou OTU pfifazeny k ekologickym
hodnotdm ur€ujicim ekologicky stav ekosystému (obr. 5, OTU-ecovalues). Taxonomické
piifazeni tedy neni nutné, a dokonce jsou podle Apothéloz-Perret-Gentil et al. (2017) pro
vypocet indext 1épe vyuzitelné OTU nepiifazené taxonomicky k morfologicky uréenym
druhtim. Napf. protoZe je vyhodné, Ze pfi taxonomy-free pfistupu u rozsivek lze pouZzit pro
vypocet biotickych indext az 95 % OTU oproti zhruba 35 % sekvenci, které¢ bylo mozné urcit

do druhti morfologicky urcenych, které se pouzivaji jako bioindikatory.

Hlavnimi omezenimi taxonomy-free metody je nutnost komplexniho sparovani

vyslednych OTU s ekologickymi tfidami kvality. Nicmén¢ kalibrovat slozeni spolecenstev na
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urovné naruSeni ekosystému (znecisténim atp.) je nutné i pii pouziti tradicnich metod. Dale se
téz jako nevyhoda uvadi nelplné =zastoupeni organisml zijicich na dané lokalité
(undersampling), ale to je nevyhoda spojena téz s tradicnimi metodami. Dekady
zdokonalovani mikroskopické analyzy rozsivek ale zplsobily, ze tradi¢ni indexy jsou zatim
dokonalejsi (Apothéloz-Perret-Gentil et al. 2017; Méchler et al. 2021). Oproti tomu u bézné
se vyskytujicich morfologicky definovanych druhti, se kterymi byla sparovana jejich
ekologicka tolerance, je uz vétSinou dlouhou dobu znama ekologickd preference.
Metabarcoding obecné navic neni spolehlivym zdrojem informaci o abundanci jednotlivych
druhti (Blaxter 2004; Pawlowski et al. 2018), pfestoze byly navrzeny pokusy, kdy se pro

vypocet abundanci vyuzily pocty sekvenci jednoho druhu vztazené k poctim sekvenci jiného

(Apothéloz-Perret-Gentil et al. 2017).
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Obr. 5 Popis postupu biomonitoringu, ktery zobrazuje jak tradicni metody zaloZené na

oTU
(Reads)

determinaci druhit podle morfologie, tak moderni metody vyuzivajici eDNA ze vzorku.
VSechny tri pristupy nam poskytnou informace pro hodnoceni ekologického stavu ekosystému

(Apothéloz-Perret-Gentil et al. 2017).
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2.2 Metagenomické metody v biomonitoringu
2.2.1 Genomika a transkriptomika

Nadstavbou nad dnes uz pomérné casto pouzivanou metodu metabarcodingu jsou
molekuldrni metody nepfimé analyzy ekologického stavu ekosystému. Hodnoti stav
ekosystému pomoci urcitych chemickych latek biogenniho piivodu (biomarkert), které se tak
stavaji ,,bioindikatory* fyziologického stavu organismi, jenz je napi. zhorSen piitomnosti
stresoru v podob¢ polutantu. Genomika a transkriptomika mohou poslouzit jako néstroj pro
detekci napft. stresovych biomarker u zivoCicha pii chemickém znecisténi (McLean 2013).
Chemické polutanty v prostiedi mohou zpusobovat zrychleni genové exprese specifickych
mRNA ve vzorku z prostiedi. Porovnavana je genova exprese ve vzorku z Cisté referencni
lokality a ze znecisténé. Je vhodné dopliiovat genomickou/transkriptomickou analyzu také
o proteomiku a metabolomiku, jelikoZ zmény proteini a metabolitli v rdmci bunék nemuseji
byt detekovatelné pouze studiem mRNA v prostfedi. Genomika, transkriptomika, proteomika
a metabolomika jsou v biomonitoringu souhrnné oznacované jako tzv. environmental OMICS

(obr. 6) (Ge et al. 2013).
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Obr. 6 Ctyii metagenomické metody (environmental OMICS) a jejich

v biomonitoringu (Ge et al. 2013).
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2.2.2 Proteomika a metabolomika

Environmentéalni metabolomika zkouma soubor metaboliti v pozorovaném prostiedi
(metabolom) a je nadmnozinou proteomiky, jelikoz se nespecializuje pouze na proteiny.
Environmentéalni metabolom a proteiny odrazeji opét jako v ptipad¢ transkriptomiky (tam ale
na urovni transkriptomu — souboru RNA) né&jaky typ fyziologického stresu a neptfimo
inaruSeni ekosystému (napf. naruSeni pfitomnosti néjakého polutantu). Metabolomika
poskytuje v€asné varovani a diagnostické posouzeni zmén ekologického stavu vodniho
ekosystému. U rozsivek je biomarkerem zvysené koncentrace zinku a médi specifické zvyseni
koncentrace chlorofylu ¢ (Gongalves et al. 2019;Pomfret et al. 2019). Proteomika tedy
detekuje latky biogenniho pivodu (tzv. biomarkery, v tomto ptipad¢ proteinového pivodu)
ama vyuZiti pfi biomonitoringu bezobratlych (napf. Dowling and Sheehan 2006). Tento
ptistup mize identifikovat slozeni, strukturu a aktivitu proteinii. Stejn¢ tak muize detekovat
metabolické drahy toxicity polutantl a nové biomarkery, a to nejen u stavajicich modelovych
bioindikac¢nich organismi (pro které jiz byly definovany molekularni biomarkery
environmentalniho stresu), ale také u nemodelovych bioindikaénich organisml s vysoce

odlisnym fylogenetickym pozadim. Nejsou totiz druhové specifické (Lemos et al. 2010).

Kontaminanty mohou zpiisobit zménu genové exprese a ndsledn€ tvorbu specifickych
latek v buiikdch organismi. Imunologické testy zalozené na protilatkach proti specifickym
stresovym proteinim maji dobry potencidl pro monitorovani Zivotniho prostiedi, protoze
akumulaci zvolené¢ho biomarkeru lze kvantifikovat pfimymi metodami (napt. se zjisti jeho
koncentrace ve vodé, pfipadné pouze prezence/absence). Separace proteinii s naslednym
western blotem (tj. analyticka technika slouZici k detekci specifického proteinu ve smési
s dal§imi proteiny) je nejcastéji pouzivana pro sledovani exprese HSP70 (heat-shock protein
70) ve vodnich organismech (Dyer et al. 1993). HSP70 je latka (proteinovy chaperon)
produkovand fadou organismi jako odpovéd’ na stres rtizného pivodu (nejen na tepelny stres,
podle ne¢hoz dostal nazev) (Mayer and Bukau 2005). Pfitomnost HSP ve vodnim prostiedi
indikuje, Ze organismy syntetizovaly fadu proteinli ve snaze chranit své bunky pied
chemickym znecisténim (z latek jako napf. bisfenol A, chlorid kademnaty, dusi¢nan olovnaty,
dichroman draselny atp.). Rizné HSP jsou konzervované napfi¢ eukaryoty. Krom¢ HSP je
zjistovana téz pfitomnost napt. hemoglobinu, ktera u bezobratlych ukazuje jejich schopnost
prezivat v podminkach, kdy je madlo rozpusténého kysliku ve vodé, coz opét indikuje

pritomnost stresoru (Bergtrom et al. 1976). Autofi Lee et al. (2006) zvolili pro analyzu
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pritomnosti HSP70 a hemoglobinu Chironomus tentans, jelikoz Chironomidae jsou
nejpocetnéjsi skupina bezobratlého bentosu, a tudiz je vhodné proteomicky analyzovat jejich
odpovéd’ na stres i v environmentalnim biomonitoringu. Molekuldrni/biochemické indikatory
mohou poskytnout vc€asnou indikaci environmentdlniho stresu vodnich spoleCenstev.
Vyhodou této metody je rychlejsi zachyceni zmén v ekosystému, nez kdyby byly pouzity celé
organismy jako indikatory, jelikoz ty odpovidaji na zmény pomaleji (Lee et al. 2006; Pomfret
et al. 2019).

Zavér

Antropogennim vliviim a jejich dopadim na ekosystémy vcetné ekosystémil tekoucich
vod se vénuje stdle vice pozornosti. Narlstajici intenzita zneciSténi a degradace vodnich
zdrojii a vodnich ekosystémi byla od druhé poloviny 20. stoleti motivaci pro dalsi vyvoj
biomonitoringovych metod, které tyto faktory (zejména organické a anorganické znecisténi
a acidifikaci) mohou dobte identifikovat a predikovat. Prvni tradi¢ni metodou byl koncept
saprobity, ktery indikoval diive béZzné organické znecisténi vod. Nasledoval koncept biotické

integrity soustfedici se na vysokou diverzitu jako hlavni dikaz ,,zdravi“ vodniho ekosystému

(Sladecek 1986; Stevenson and Pangdong 2004).

Po vzniku metod na zéklad¢ saprobity a biotické integrity se indexy zdokonalovaly
a vznikaly 1indexy regionalné specifické pro jednotlivé staty a indexy nového typu, napf.
trofické pro rozsivky (Kelly and Whitton 1995) a pro bezobratlé (Chalar et al. 2011).
V biomonitoringu obou bentickych skupin se téZ uplatnily mnoharozmérné analyzy, které
poskytly statistické metody pro studium spole¢nych vztahit proménnych v datech, ktera jsou
ve vzajemné korelaci. Lze tvrdit, Ze vyvoj tradi¢nich metod byl u bentickych bezobratlych
arozsivek podobny, ptfestoZze kazda skupina reaguje na nékteré faktory prostiedi rozdilné
(rozsivky jako primarni producenti zejména na Ziviny/pesticidy a bezobratli na zménu
morfologie koryta a na fyzikalni vlastnosti toku) (Patrick 1973; Hering et al. 2006). Podobné
se napf. vyvinul biomonitoring na Urovni spolecenstev rozsivek (tzv. ekologické gildy)
(Marcel et al. 2017) 1 bezobratlych (tzv. functional feeding groups) (Bonada et al. 2006).
Ditvodem podobnosti metod mohl byt vznik legislativnich opatfeni na mezindrodni urovni
(napt. European Union 2000 — Radmcova smérnice o vodé zahrnuje biomonitoring pomoci

obou skupin) za ucelem zdkonem stanovenych cilii v ochran¢ vodnich ekosystému.
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V ramci tradi¢nich metod bez vyuziti sekvenace u bezobratlych vznikaly i taxonomy-
free metody na principu integrace biologickych (Zivotni cyklus, fyziologické a behavioralni
charakteristiky — maximalni velikost téla, délka zivota, potravni a reprodukcni strategie,
mobilita atd.) a ekologickych znakii (tolerance k ménicimu se pH a ménici se teploté,

tolerance k organickému znecisténi) (Menezes et al. 2010).

V ¢éfe sekvenovani nové generace zhruba po roce 2010 vznikly metody jako
metabarcoding, pii jehoZ integraci do biomonitoringu zprvu proSly metody zacilené na ob¢
tyto skupiny organismii opét podobnym vyvojem. Metody se ovSem liSi nékterymi
pouzivanymi markerovymi geny. Napt. geny pro podjednotky rbcL jsou pouzitelné z téchto
dvou skupin jen u rozsivek, protoze produkt tohoto genu se ucastni fotosyntézy. Jiné
markerové geny jsou pouzivané pro konkrétni skupiny organisml pro jejich Gcinnost pfii
determinaci specifickych taxont (COI a ITS2 — bezobratli, 18S a rbcL u rozsivek, s mensi
Gginnosti 1ze pouzit iITS2) (napt. Hamsher et al. 2011). Casové i finanénd naroéné
taxonomické urceni bioindikatorti 1ze obejit pfimym sparovanim molekularnich operacnich
taxonomickych jednotek s tfidami ekologické kvality ekosystémi (jedna z tzv. molecular
taxonomy-free metod). Kalibrace je vSak narocnd a dal§i problém téchto metod je sbér
nedostatecné obsahlych vzorkii. Tyto nevyhody jsou spojené téZ s metodami na zakladé

morfologického urcovani druhii (Pawlowski et al. 2018).

Rutinni pouzivani omickych metod u bezobratlych je u rozsivek ziidkaveé, prestoze maji
mnoho vyhod a mohly by diatomologicky biomonitoring obohatit. Velmi diileZitou vyhodou
je vcasnost urceni degradace prostiedi v podobé piitomnosti néjakého polutantu (napf.
bisfenol A, dnes vSudypfitomny). Bylo by vhodné tuto vétev vyzkumu obohatit hlubSim
zkouméanim metabolomu rozsivek, pfi kterém by mohly byt nalezeny doposud nezndmé
specifické biomarkery. U rozsivek vSak jiz bylo popséno, Ze chlorofyl ¢ plsobi jako

metabolomicky biomarker stresu z t€zkych kovii (Gongalves et al. 2019).

Metody zaloZené pouze na analyze nukleovych kyselin (genomika a transkriptomika)
v prostfedi nezachyti nékteré zmény proteini a metabolitd v buiice. Je proto vyhodné pouzivat
je v kombinaci s proteomikou a metabolomikou (Ge et al. 2013). Dle mého nazoru by tedy
bylo vhodné pouzit genomické metody pro snazs$i determinaci vyskytu sladkovodnich
rozsivek, které maji bioindikacni potencial. Sekvenace a nasledné pouziti metagenomickych
metod by tedy mohly napomoci k hlubSimu porozuméni napt. metabolickych drah reagujicich

na stres ze znedisténi u sladkovodnich rozsivek.

22



Svébytnou metodou, kterd by mohla plné nahradit metody zaloZené na urcovani druht
podle jejich morfologie, je metabarcoding v rdmci konceptu biomonitoringu 2.0 (Pawlowski
et al. 2018), ptestoze byly publikovany prace, které uvadeji, ze molekularni a morfologické
analyzy spolecenstev a podle nich provedené analyzy ekologického stavu ekosystému si
odporuji (napt. Kelly et al. 2017). Proto je vhodné zachovat obé metody, ptfipadné néktery
z ptistupt zdokonalit. Metagenomické metody by tento koncept mohly dopliovat, stejné jako
se biologicky monitoring casto dopliiuje s toxikologickym a chemickym monitoringem, ani

jedna metoda pIné€ nenahrazuje druhou.
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