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1. Uvobp

Princip metody: V toku je proveden vybér vhodného podkladu (preference kameny),
fasovy narost (epiliton) se oskrabe zubnim karta¢kem nebo ostrym pfedmétem v plastové
misce, umisti do vzorkovnice a v chladu a temnu transportuje do laboratofe. Poté je
proveden mikroskopicky rozbor tj. determinace a kvantifikace stanovenim kvantitativniho
zastoupeni jednotlivych druhll fas pomoci odhadni stupnice, ktera druhy zafazuje do urcitych
interval(l na zakladé odhadu jejich abundance v mikroskopickém preparatu analyzovaného
vzorku (Sladec¢kova & Marvan 1978). Rozsivky jsou dodate¢né determinovany na zakladé
zhotoveni trvalych preparatl. Vzorky se konzervuji roztokem formaldehydu do kone¢né 2-4%
koncentrace (pokud tak nebylo u¢inéno hned po odbéru) a archivuji.

Postup stanoveni se pridrzuje CSN 75 7715 Jakost vod - Biologicky rozbor - Stanoveni
narostd (G€innost od 1. 8. 1998) a nijak podstatné se neli§i od postupu oznaceného
v dokumentu CEN/TC 230 N 0540 (navrh normy ,Water quality - Guidance standard for
surveying, sampling and laboratory analysis of phytobenthos in shallow running water”) jako
SHS (Simple habitat sampling)

Terminologicka poznamka:

V souladu s WFD je termin fytobentos pouzivan pro oznacéeni souboru fototrofnich
mikrofyt osidlujicich dno. V tomto pojeti tedy nejsou do pojmu zahrnuty vyssi vodni rostliny
(makrofyta), které podle nékterych jinych koncepci byvaji rovnéz pokladany za soucast
fytobentosu. Sporné postaveni mezi obéma fototrofnimi slozkami bentosu maji mechorosty a
paroznatky. V této narodni metodice jsou fazeny k makrofytdm. Naproti tomu jsou k zde
mikrofytdm pocitany i velké (makroskopické) fasy (jako  napf. Cladophora nebo
Batrachospermum), které néktefi jini autofi fadi k makrofytam.

DalSi odborné terminy:

Epiliton: narost na kamenech; vedle fototrofnich organisml (sinic a fas) obsahuje i
heterotrofni slozku (napf. bezbarvé bi¢ikovce, nalevniky, baktérie atd.). Neni to tedy
spolecenstvo ve fytocenologickém slova smyslu, ale biocendza.

Epifyton: obecné soubor organismu pfisedlych (nebo i volné zijicich) na jiném
rostlinném organismu. V dalS§im textu pod nim budeme rozumét jen soubor organismd na
vy$Sich vodnich rostlinich, a to jak fototrofnich, tak i heterotrofnich

Epipelon: soubor fototrofnich (i heterotrofnich) organismG na povrchu jemnych
sedimentl

2. ZAKLADNIi POMUCKY

2.1 Terénni pomucky

rybarské holinky

zubni kartagek, niz, zabroudena IZice nebo skalpel, pinzeta
plastova miska

plastova lahvi¢ka (optimalné 100 ml) se Sroubovacim uzavérem
nesmazatelny fix

chladici box

fotoaparat

GPS pfistroj

O O O O O O 0 O



METODIKA ODBERU A ZPRACOVANI VZORKU FYTOBENTOSU TEKOUCICH VOD

o

pasmo, laserovy dalkomér
terénni pristroje pro analyzu vody (pH, O,, teplota, vodivost)
gumoveé rukavice

o O

2.2 Laboratorni pomucky

mikroskop se zvétSenim az 50-1000x
pasteurova pipeta

konzervacni ¢inidlo: formaldehyd
mikroskopicka podlozni a kryci sklicka
zalévaci médium napf. Pleurax nebo Naphrax
laboratorni kahan nebo elektricky vafi¢

Siroké zkumavky

zakladni urovaci literatura

OO O O OO0 0 O

3. VZORKOVANI
3.1. Vzorkovaci obdobi

Odbér vzorku je optimalné provadén &tvrtletné, zimni odbér je mozné vynechat. Jarni a
letni odbér je vhodné spojit s odbérem makrozoobentosu. Odbéry vzorkl se provadséji:
e v jarnim obdobi (bfezen — polovina kvétna); fenologicky je to obdobi do zacatku
kvétu fepky
¢ v letnim obdobi (konec €ervna — polovina srpna)
e v podzimnim obdobi (fijen — polovina listopadu).

3.2 Postup pri vybéru odbérovych mist a podkladii k odbéru vzork(

K odbéru vzorku je tfeba vybrat charakteristicky Usek toku a to postupem shodnym
jako pfi odbéru vzorklh makrozoobentosu, na jehoZz dné se pfirozené nalézaji kameny rdzné
velikosti, které Ize vyjmout z toku.

Vybér reprezentativniho - charakteristického - seku toku

Charakteristicky Usek toku musi reflektovat fyzikalni a ekologické charakteristiky
hodnoceného Useku toku. Délka charakteristického Useku toku se rovnd minimalné 7-
nasobku Sifky toku nebo 50 m (podle toho, co je kratsi) smérem proti a po proudu toku od
stfedu odbérového Useku toku. Celkem se tedy délka odbérového Useku rovna 14nasobku
Sifky, maximalné vsak ¢ini 100 m.

) Odbérové misto

(@)
O
O
o O O Sitka
Odbérovy tsek
O O
O
© O
@) -
7 x $itka, max. S0 m i 7 x &f¥ka, max. 50 m -

A
v

Charakteristicky usek toku
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Odbeérovy Usek toku musi byt reprezentativni ¢asti charakteristického Useku toku. Je
kratS§i a stanovuje se ztoho dlvodu, Ze charakteristicky Usek toku obvykle neni mozné
vzorkovat cely.

Odbérovy Usek toku

— musi zahrnovat v8echny typy habitatd vtom poméru, v kterém se vyskytuji v
charakteristickém Useku;

— bfehova vegetace by méla mit v odbérovém Useku toku charakteristické druhové
slozeni, vySka a hustota porostu musi davat typické zastinéni toku jaké je
v hodnoceném Useku toku ¢i povodi (u malych toku);

— pomér pefeji a tani musi byt shodny s charakteristickym Usekem toku a pfi
vzorkovani musi byt odebrany vzorky ztlni i pefeji. Mista blizko mostd, silnic,
brodu a jez( by neméla byt vzorkovana, pokud toto neni typické pro hodnoceny
Usek toku;

— mista bodovych zdroju znecisténi by méla byt pfiméfené vzdalena tak, aby doslo
k dobrému promichani znecisténé vody a vody v toku;

Odbérova mista jsou konkrétni podklady, ze kterych jsou v toku odebirany vzorky
fytobentosu podle princip popsanych nize.

Oznaceni odbérovych useku

Odbérovy Usek a jeho délka musi byt presné definovany. Poloha musi byt
zaznamenana do mapy a popsana slovné, popf. nacrtkem do odbérového protokolu pro
snadnou identifikaci pfi pfistim odbéru. Pofizuje se fotodokumentace odbérového Useku (foto
proti proudu, po proudu a pohled na cely odbérovy Usek) a méfi se soufadnice jeho
spodniho konce pomoci GPS pfistroje.

Vybér podkladii k odbéru vzorku

Odebira se prednostné epiliton. V pfipadé nizinnych fek, kde se pfirozené takovy
substrat nenachdzi, je mozné vzorky odebrat z povrchu objektd dlouhodobé ponofenych
v toku, jako jsou napfiklad mostni (nikoliv vSak dfevéné) pilitfe. Neni-li v celém
monitorovaném Useku toku k dispozici kamenny podklad pro odbér epilitonu, mohou byt
odebrany vzorky epifytonu z ponofenych cévnatych rostlin a mechorost(, pfipadné vzorky
epipelonu, zejména projevuje-li se rozvoj sinic, rozsivek nebo jinych jednobunécénych
fototrofnich organismud zbarvenim povrchové vrstvy sedimentu.Na rozdil od epilitonu je
druhové slozeni tohoto typu narostu ovlivnéno procesy probihajicimi v sedimentu.

V nékterych pfipadech (napf. pfi sledovani referencnich lokalit) bude ucelné odebrat
jak vzorky epilitonu, tak i vzorky epipelonu a epifytonu.

Obecné jsou pro odbér preferovany kameny o velikosti 10 — 20 cm, protoze stabilita
tohoto podkladu umozriuje rozvoj spole¢enstva fas a zaroven se s timto podkladem dobfe
manipuluje. V pfipadé, ze se tyto podklady na lokalité nevyskytuji, je mozné provést odbér i
z kamen( vétSich nebo menSich. Je vhodné odebrat vzorky nejméné z 5 kamena. V pfipadé,
Ze jsou odebirany jak vzorky epilitonu, tak i vzorky epipelonu a epifytonu, odebira se vzorek
také nejméné z 5 mist jako smésny, nesmésuji se v8ak jednotlivé typy dohromady (napf.
epiliton s epifytonem a pod.).

Do odbérového protokolu je nutné zaznamenat, zjakych podkladi a za jakych
podminek byl odbér proveden. Z odbéru je nutné vyloucit mista pfili§ blizko bfehu a mista
s velkym zastinénim (pokud toto neni mozné, zaznamenejte tento fakt do odbérového
protokolu). Déle musi byt podklady ponofeny v toku tak dlouho, aby spole€enstvo na nich
vytvofené dosahlo kone¢ného stadia sukcese. Doporuceno je 4 az 6 tydnu v zavislosti na
podminkach prostfedi. Pfesna hloubka neni dilezita, pouze je nezbytné, aby substrat nebyl
vystaven pusobeni vzduchu a nachazel se v eufotické zo6né.
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Vzorky maji byt odebirany v hlavnim proudu feky. Useky s velmi pomalou rychlosti
proudu (< 20 cm .s") se nedoporuduji, protoze tam mlze byt spoledenstvo zaneseno
bahnem a detritem.

Na odbérovém Useku se provadi zakladni fyzikalné - chemicka méreni: (teplota vody,
koncentrace rozpusténého O,, pH a mérna elektricka vodivost).

3.3 Vlastni odbér vzorku

Z kamenu vybranych k odbéru se odstrani pfipadné znecisténi (napf. organicky detrit)
rychlym omytim ve vodé a kdmen se potom umisti v misce s asi 50 ml fiéni vody. Odbér se
provadi tvrdym zubnim kartackem, ktery se omyje v Cisté ficni vodé a odisti na Cistém
povrchu tak, aby se minimalizovalo znecidténi rozsivkami ¢i jinymi organismy z pfedchoziho
vzorku. Silnym pfitla¢enim kartacku se z horniho povrchu kamene odstrani fasovy narost.
Kartacek se opakované oplachuje ve vodé v misce, aby se tam timto zpusobem prenesly
odebirané fasy. Viditelna vlakna fas je mozné do odbérovée lahvicky pfenést pinzetou, aby se
predeslo jejich poSkozeni.

K odbéru fasového narostu mlze byt také pouzit niZ nebo jiny ostry néstroj zvlasté
pokud jsou fasy pevné pfichyceny. Také niz musi byt omyt Fiéni vodou a ocistén. Pfipadné
se nemusi narost z kamene odebirat v misce, ale mlze se prenést kartdckem nebo nozem
pfimo do odbérové lahvicky naplnéné vodou z lokality.

Odbérova lahvicka se nikdy neplni vzorkem az po hrdlo. Suspense s narostem by
neméla pfesahovat asi "2 objemu lahvicky, jinak hrozi nebezpedi, Ze v disledku vy&erpani
kysliku ve vodé dojde k uhynu jemnéjsich organisma.

Kazdou lahvicku se vzorkem je nutné na povrchu popsat ndzvem lokality a datem
odbéru a dolozit k ni odbérovy protokol. Dovnitf lahvi¢ky nelze popisku vlozit, zpusobila by
Uhyn citlivéjSich druha.

Vzorek se transportuje do laboratofe v chladicim boxu bez pfistupu svétla a az do
zpracovani prechovava v chladnicce.

Pokud nelze vzorek zpracovat do 48 hodin po odbéru, je nutné jej ihned po odbéru
vyslednou koncentraci 2-3 %. V konzervovaném vzorku se méni zbarveni chloroplastl a
dochazi k deformaci bunék (u organismua bez pevnych bunéénych stén ¢asto k nepoznani),
takze se ztizi nebo zcela znemozni identifikace. Proto pfistupujeme ke konzervaci jen ve
vyjime¢nych pfipadech, kdy skute¢né nelze splnit podminku &asového intervalu mezi
odbé&rem a rozborem vzorku.

Ve specielnim pfipadé, kdy je pozadovano zpracovani pouze rozsivkové c&asti
spolec¢enstva fytobentosu, se postupuje obdobnym zplsobem. Pfesny metodicky postup je
stanoven v CSN: CSN EN 13946 Jakost vod — Navod pro rutinni odbé&r a Gpravu vzorkd
bentickych rozsivek z fek.

4. Zpracovani vzorku

Odebrané narostové fasy je nutné nejprve kratce analyzovat v €erstvém stavu, a to co
nejdfive po odbéru. Pfi zpracovani se:

« do laboratorniho protokolu zaznamenaji z&kladni Udaje o vzorku a jeho stavu

* provadi determinace fas a sinic alespofi do taxonomické Urovné vyznaené v taxalistech
jako zavazna determinacni Urover

« stanovi a zaznamena do laboratorniho protokolu Udaj o abundanci (viz dale)

* registruje stav organismi - Udaje o pohyblivosti, pfitomnosti deformovanych bunék,
tvarovych abnormit, bunék s posSkozenym buné€nym obsahem, zastoupeni prazdnych
schranek (frustuli) rozsivek, resp. mrtvych zbytkd tél jinych organismd (rozsivky pak
budou dale determinovany na zakladé zhotoveni trvalych preparatd, viz. Zhotoveni
trvalych preparat()
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 pofizuje kresebna nebo fotografickd dokumentace druhu, které se nepodafilo urcit a
jejichz taxonomické postaveni je radno pozdéji konzultovat s odborniky na jednotlivé
taxonomické skupiny

* u neur¢enych druhl podle potfeby zaznamenavaji Udaje o velikosti, tvarové proménlivosti
apod.; zejména je nutno pfipojit poznamky o morfologickych znacich rozsivek, jejichz
uréeni bude mozné az v trvalém preparatu

« do laboratorniho protokolu zaznamenaji odkazy na pofizenou dokumentaci,

» vysledky rozboru fototrofni slozky podle moznosti doplni i o Udaje o vyskytu jinych
organismu nez fas a sinic.

Podrobny mikroskopicky rozbor fasového spoleCenstva se provadi ve svételném
mikroskopu, a to nejprve pfi slabSim zvétSeni (cca 100 nasobném), poté i pfi silnéjSim
zvétseni, umoznujicim lep&i poznani diakritickych znakd.

Kvantitativni zastoupeni jednotlivych druht se provadi pfi slabsim zvétSeni, a to
pomoci odhadni stupnice, ktera druhy zafazuje do urgitych intervalll na zakladé odhadu
jejich abundance v mikroskopickém preparatu analyzovaného vzorku (Slade¢kova & Marvan
1978). NejCastéji je pouzivana stupnice:

6 - druh masoveé zastoupeny, s pokryvnosti 90 - 100%
5 - druh velmi hojny, s pokryvnosti 50 - 90%

4 - druh hojny, s pokryvnosti 20 - 50%

3 - druh dost hojny, s pokryvnosti 5 - 20%

2 - druh zfidkavy, s pokryvnosti 1 - 5%

1 - druh velmi zfidkavy, s pokryvnosti 0,1 - 1%

+ - druh ojedinéle zastoupeny, s pokryvnosti do 0,1%

Kfizkem jsou nadto oznacovany taxony rozsivek s velmi nizkym zastoupenim, zji§téné az v trvalém
preparatu, u nichz tedy neni ovéfeno, Ze byly ve vzorku zastoupeny Zivymi burikami.

Zpracovani vzorku rozsivek

Pro pfesné druhové uréeni rozsivek je nutné zrozsivkovych schranek odstranit
bunéény obsah a poté pfipravit mikroskopicky preparat pomoci uzaviraciho média. Bunécny
obsah je mozné odstranit za pouziti silného oxida¢niho €inidla. Nej¢astéji pouzivané oxidacni
ginidlo je peroxid vodiku, ktery je také doporucen v CSN. Cast vzorku se ve zkumavce zalije
peroxidem vodiku. Je vhodné pouzit Sir§i zkumavku, ve vzorku zpravidla dochazi k tvorbé
pény a v uzké zkumavce se muze ¢ast vzorku vylit. Vzorek se pak necha 24 hodin stat. Je-
li suspenze usazena na dné, je mozno supernatant slit a vyménit za destilovanou vodu. To
se pak jesté alespon 2x opakuje. Vzorky pochazejici z vapencovych oblasti se doporucuje
pred oxida¢nim procesem prelit zfedénou Kkyselinou chlorovodikovou, v niz se rozpusti
vysrazeny Ca CO;. Existuje vSak i fada dalSich metod, které je mozné vyuzit.

Pro pfipravu trvalého preparatu se vyCisténa suspenze rozsivkovych schranek naredi
do vhodné koncentrace. Pokud je suspenze milééné bild nebo zakalena, zfedi se
destilovanou nebo demineralizovanou vodou. Hustota schranek rozsivek muazZe byt také
ovérena odparenim kapky suspenze na podloznim sklicku a prohlédnutim pod mikroskopem
pfi stfednim zvétSeni (400 x). Pokud je suspenze hodné fidka, je nutné vzorek centrifugovat
a tento postup opakovat az do dosazeni vhodné koncentrace, pfi niz se rozsivky v preparatu
vzajemné neprekryvaji.

Zkumavka obsahujici suspenzi rozsivek se protfepe a Cistou Pasteurovou pipetou se
odpipetuje ¢ast suspenze ze stfedni ¢asti zkumavky. Kapka suspenze se pak umisti na Cisté
kryci sklicko a necha odpafit umisténim v suchém bezprasném prostiedi (napf. v exsikatoru)
nebo opatrnym zahfivanim nad plamenem nebo na teplé plotné. Vysledkem by mél byt
jemny Sedy film pokryvajici asi dvé tfetiny kryciho sklicka.



METODIKA ODBERU A ZPRACOVANI VZORKU FYTOBENTOSU TEKOUCICH VOD

Pfi vSech uvedenych operacich je nutno az Gzkostlivé dbat na to, aby nedochazelo k pfenosu rozsivek z jiného vzorku.
Méla by se proto pouzivat pipeta s velmi Sirokym hrdlem, ktera jde dobfe promyt. Zejména pfi sériové pfipravé preparatl, pfi
niz se pouziva centrifugace k zahusténi prilis fidké suspenze, je nutno vénovat velkou péci promyti centrifugacnich zkumavek,
piip. radéji se vyhnout centrifugaci a misto ni vzorek zahustit prostou sedimentaci, a to i za cenu, Ze pfiprava preparatu se
prodlouzi.

Po odpafeni se s pouzitim zalévaciho média zhotovi preparéat. Cisté podlozni sklicko
se na chvilku podrzi nad plamenem nebo horkou plotnou, aby bylo dokonale suché, a kapne
se na né& médium s vys§im indexem lomu svétla (Pleurax nebo Naphrax). Na kapku se
polozi kryci sklicko s vrstvickou pfichycenych rozsivek. | toto kryci sklicko by se mélo predtim
podrzet nad plamenem, aby se odstranily zbytky vody, které by se mohly drzet v nedokonale
vysuSenych rozsivkovych schrankach. Cely preparat se pak v pinzeté pfidrzuje nad
plamenem, pfip. nad horkou elektrickou plotnou, a to tak dlouho, az se pod krycim sklickem
zacnou tvofit bubliny a médium se rozte€e pod celou jeho plochu. Pak je mozno jesté horky
preparat polozit nékam na misto, které nemuze poskodit zvySenou teplotou, a jemné pfitlacit,
pfip. upravit polohu kryciho sklicka, které vtomto stavu lze jedt& po podloZznim skli¢ku
posouvat. Bublinky rozpusténé pod krycim sklickem po chvili samy zmizi. Po zchladnuti je
mozno preparat zkontrolovat pod mikroskopem. V idedlnim pfipadé je v preparatu 10 —20
schranek rozsivek v jednom zorném poli pfi zvétdeni 1900 x).

Hotovy preparat se oznaci kédem vzorku, mistem a datem odbéru. Podobné se i
oznaci zasobni suspenze pro pfipad zhotoveni dalSich preparatd.

V trvalém preparatu se opétné provede determinace rozsivek se zaznamy o abundanci
jednotlivych taxont. Ty je pak nutno pfevést na ptvodni vzorek.

Poznamka:

Kromé citované CSN 75 7715 je k hodnoceni ekologického stavu vody v CR k dispozici CSN
EN 13946 (75 7707) Jakost vod - Navod pro rutinni odbér a Upravu vzorkd bentickych
rozsivek z Fek (U&innost od 1.11.2003); a dale CSN EN 14407 (75 7722) Jakost vod - Navod
pro identifikaci a kvantifikaci bentickych rozsivek z vodnich tokd a pro interpretaci dat. Oproti
vySe uvedenému postupu, zalozenému na hodnoceni celého komplexu fytobentosu, ma
hodnoceni omezené jen na rozsivkovou komponentu bentického spole¢enstva nizsi
vypovédni hodnotu a postup, pfedepisujici kvantifikaci rozsivek pocitanim bunék/valv v
trvalych preparatech, je pro potfeby hodnoceni ekologického stavu zbyteéné pracny.

5. DETERMINACE

Pfi determinaci se pouziva zakladni taxonomicka literatura. Dnes jsou pro €lenské
staty EU vSeobecné pfijimanym standardem svazky edi¢ni fady Slsswasserflora von
Mitteleuropa. Podle nich by se méla volit jména a koncepce jednotlivych taxonu. Toto vSak
nelze brat jako zdvazny predpis. Jejich univerzalni pouZivani je omezeno tim, Ze nejsou na
vSech pracovistich k dispozici, a jednak i tim, Ze napIné jmen pro mnohé taxony byly od doby
vydani pfislusného svazku zménény (a to nezfidka i samotnymi autory svazku; tyka se to
zejména povySeni urcitého infraspecifického taxonu, napf. variety, do ranku samostatného
druhu, ale i rozpadu velkych rodd aZ i na desitky UZeji vymezenych rodd). Kromé toho
nékteré taxonomické skupiny nebyly pro toto urovaci kompendium zpracovény. Je tedy
nutno pfipustit i pouzivani jinych uréovacich pomucek. Je vSak vzdy velmi zadouci
v laboratornim protokolu o tom vést pfislusny zaznam.
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6. ODBEROVY A DETERMINACNi PROTOKOL

Viz pfilohy.

7. BEZPECNOST PRACE

Prace ve vodé nebo v jeji blizkosti mdze byt nebezpeéna. Je odpovédnosti uzivatele
stanovit nalezitad bezpecénostni a i zdravotni opatfeni a zajistit shodu se vSemi podminkami
narodnich i pfipadnych internich predpisu.
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Determinacni protokol pro analyzu fytobentosu tekoucich vod

KOD VZORKU: DATUM ODBERU: DETERMINOVAL:

TOK: ODEBRAL: DATUM DETERMINACE:

PROFIL: POZN.: PODPIS:

Stav vzorku (nativni, fixovany; trvaly preparat

Jméno taxonu Hojnost Poznamka Jméno taxonu Hojnost Poznamka




