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1. UvoDp

Princip metody: V toku vybereme vhodné misto k odbéru vzorku vody, pokud mozno
v proudnici. Vzorkem naplnime vzorkovnici, kterou transportujeme do laboratofe. V laboratofi
provedeme zahus$téni vzorku a determinaci jednotlivych druhl. Poté pfeneseme (zahustény)
vzorek do pocitaci komurky, ve které pocitame zastoupené druhy (jedince). Pokud jsou
vyznamné zastoupeny rozsivky, zhotovime pro determinaci rychlou metodou i preparéat
rozsivek se zalitim do prostfedi s vysokym lomem svétla. Zbylou €&st vzorku nafixujeme
(nejlépe Lugolovym roztokem v Utermdhlové Opravé) a pozdéji zakonzervujeme 40%
formaldehydem do vzniku 2 % roztoku.

Postup stanoveni se pfidrzuje CSN 75 7712, bod 4: Stanoveni drobného
biosestonu (pocitani organismui v pocitaci komurce, v zakladni standardizované podobé po
zahusténi organismud odstfedénim). Dava se pfednost stanoveni Zivych organismui. Spolu
s organismy fytoplanktonu Ize stanovit i heterotrofni zastupce biosestonu, které vSak WFD
nevyzaduje. U vzorkl s abundanci prevysujici 50 000 org. v1 ml vody se od zahusténi
upousti. K dopliikovému stanoveni planktonnich sinic s aerotopy lze pouZit postup podle
TNV 75 7717 Jakost vod — Stanoveni planktonnich sinic, ktery je zalozen na zahusténi
vzorku filtraci pfes membranové filtry. Pro pfesnéjsSi hodnoceni kvantity fytoplanktonu Ize
pouzit zahusténi vzorku sedimentaci v komirkach. Tento postup vyZaduje fixaci vzorku
Lugolovym ¢inidlem a vybaveni laboratofe Utermdhlovym mikroskopem.

Stanoveni fytoplanktonu v tekoucich vodach by se mélo omezit jen na velké, hlubsi
toky (dolni toky fek) s omezenym uplatnénim fytobentosu (a obtiznéji ziskatelnymi daty o
rozvoji makrozoobentosu) a jinak jen na vyjimecné pfipady, kdy je zadouci hodnotit ovlivnéni
toku stojatymi vodami v povodi.

Jako podklady pro odvozeni biotickych indexu, charakterizujicich kvalitu vody, maji
vysledky rozboru fytoplanktonu jen omezenou pouzitelnost. Mohou poskytnout informaci o
stavu vody v néjakém delSim Useku toku, ne vSak o lokalnich zménach v jeho podélné ose.

Metodika hodnoceni ekologického stavu toku podle fytoplanktonu ve smyslu WFD je
zatim v celoevropském méfitku ve stadiu pfipravy. zatim spiSe jen na urovni rozpracovavani
klasifikacnich schémat (srov. napf. Nixdorf B. et al. 2000).

2. ZAKLADNIi VYBAVENI

2.1 Terénni vybaveni

rybarské holinky

libovolny typ sbérace pro odbér vzorku vody

vzorkovnice — optimalné 100 ml objem, umélohmotna (PE) s uzavérem
permanentni (lihovy) fix na popisovani vzorkovnic

chladici box

polarizacni bryle

fotoaparat

GPS pfistroj

pasmo, laserovy dalkomér

terénni pfistroje pro analyzu vody (pH, O,, teplota, vodivost)

e gumové rukavice, nejlépe veterinarni nebo chemické, které chrani ruku po
loket a do kterych je mozno pouzit textilni ¢i kozené rukavice k ochrané proti
chladu
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2.2 Laboratorni vybaveni

e centrifuga s vykyvnym rotorem, na 10 ml zkumavky s moznosti 2 000 ot.min™
centrifugaéni zkumavky 10 ml, vytazené do Uhlu s vnitfnim Gzkym
zakulacenim
podlozni a kryci skla
Pasteurova pipeta
pocitaci komuarka Cyrus | s originalnim krycim sklem
svételny mikroskop s objektivy 20 — 100x (imerze)
determinacni literatura
chemikalie:
— Lugolav roztok JJK (doporucen v Utermdhlové modifikaci)
— formaldehyd 40 %
— Pleurax nebo Naphrax
— imerzni olej
— peroxid vodiku 30 %
— ethanol

3. VZORKOVANI

3.1 Vzorkovaci obdobi

Odbér vzorku je optimalné provadén v mési¢nim intervalu v obdobi bfezen - fijen.

Odbéry Ize vSak také provadét Ctvrtletné (bez zimniho odbéru). Jarni a podzimni odbér
je vtomto pfipadé vhodné spojit s odbérem makrozoobentosu, nicméné zatimco vzorky
makrozoobentosu je mozné odebirat v jarnim obdobi jiz od bfezna, vzorky fytoplanktonu by
nemély byt odebirany dfive nez v dubnu.

Odbéry vzorkl se provadéji:

e v jarnim obdobi (duben — polovina kvétna)

e v letnim obdobi (€ervenec — polovina srpna)

e v podzimnim obdobi (Fijen — polovina listopadu).

3.2 Vybér odbérovych profilt

K odbéru vzorku je tfeba vybrat charakteristicky Usek toku a to postupem shodnym
jako pfi odbéru vzorku fytobentosu. Pfi vybéru odbérového mista si vybirdme predevsim
takové useky, které umoznuji pfistup k proudnici.

3.3 Vlastni odbér vzorku

Do proudici vody ponofime sbéra¢ nebo dobfe vymytou lahev a po jejim proplachnuti ji
naplnime vodou z proudnice. Dbame predevsim toho, aby se do vzorku nedostal sediment
zvifeny nasimi botami ¢i nafadim nebo jinymi €leny skupiny, pracujicimi v toku. Nelze-li
odebrat vzorek pfimo v proudnici, odebirame jej alespori co nejdale od bfehu a vyhybame se
mistim se stagnujici nebo v kruhu cirkulujici vodou.

Vodou z lahve (sbérace) naplnime vzorkovnici asi ze 4/5, aby pod zatkou zUstala
vzduchova bublina (usnadni to pozdéjsi promichavani vzorku protfepanim). Kazdou
vzorkovnici je nutné na povrchu popsat nazvem lokality a datem odbéru a dolozit k ni
odbérovy protokol. Do vzorkovnice nevkladame papirek s ozna¢enim vzorku, mohlo by to
nevhodné ovlivnit vysledek stanoveni.
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Vzorkovnice transportujeme v chladicim boxu. Zpracovani zivych (nefixovanych)
vzorkl provadime co nejdfive (ihned po odbéru, nejpozdéji vSak do 48 hodin). Nelze-li tento
pozadavek splnit, fixujeme vzorek Lugolovym roztokem do Zlutého (nikoli hnédého!)
zabarveni a vlastni zpracovani provedeme do nékolika dnl. Pro zpracovani s jesté vétSim
¢asovym odstupem (nebo pro dlouhodobé uchovavani vzorkd) je nutno fixovany vzorek jesté
konzervovat 40 % formaldehydem do vzniku 2 % roztoku.

4. ZPRACOVANI VZORKU V LABORATORI
Postup stanoveni se provadi podle CSN 75 7712, bod 4

Zahust'ovani vzorku

Do centrifugaéni zkumavky se odméfi 10 ml dukladné promichaného vzorku.
Odstreduje se pfi 2 000 ota€kach/min po dobu 5 min pfi pouziti rotoru s polomérem 0,08 m.
Dobéh odstfedivky nesmi byt brzdén. Po odstfedéni se voda nad centrifugatem
(sedimentem) ze zkumavky slije do Cisté nadoby bez zvifeni sedimentu. Odstfedény zbytek
se upravi Pasteurovou pipetou na vhodny objem (napf. 0,1 ml az 1 ml). K Upravé objemu se
pouzije voda po odstfedéni.

Obsah se dukladné ale opatrné promicha opakovanym nasavanim Pasteurovou
pipetou (ne probublavanim) nebo rychlou rotaci preparacni jehlou. Kapka
homogenizovaného vzorku se Pasteurovou pipetou rychle pfenese na podlozni sklicko nebo
na mfizku pocitaci komurky pfedem vycisténé ethanolem a prekryje krycim sklem, které se
pfipevni svorkami. Pfebytecna voda, unikla do bo&nich kanalku, se odstrani vyfouknutim.

Je-li ve vzorku vétSi mnozstvi bi€ikovcu, nelze je obvykle korekiné spocitat v Zivém
stavu v pocitaci komurce. Proto provadime zahuStovani znovu se vzorkem, ktery je fixovan
Lugolovym roztokem.

Jako doplrikovou metodu pro zahustovani fytoplanktonu ve vzorcich je moZno pouZit téZ ultrafiltracni metodu.
Ultrafiltraci provadime pres filtry o velikosti pérG 0,8 — 1,2 um ve filtraénim zafizeni, umoZriujicim zahusténi fytoplanktonu do
mensiho objemu Vi, znamé velikosti. Pro analyzu filtrujeme 5 — 50 ml vzorku, podle mnoZstvi fytoplanktonu (zpravidla 10 ml).
Zahusténi provadime k rysce vyznacujici Vi, (zpravidla asi 0,25 ml; pfesny objem musime kalibrovat). Podtlak potfebny pro
filtraci vyvolame ve filtrani nadobce usty, nikdy nepouZivame vyvévu! Po dosaZeni hranice rysky zrusime podtlak a opakované
usty vyvolame podtlak a pretlak, skonéime pretlakem a uzavienim kohoutu na filtracni nadobé. Vodu nad filtrem doplnime
vodou po rysku. Sediment na filtru rozmichame stiranim a opatrnym probubldvanim pipetou s balénkem, jejiz konec je otaven
tak, aby neposkodil filtr. Touto metodou dostaneme do vysledného objemu i sinice s aerotopy.

Pocitani organisml v komurkach

Pod mikroskopem se spocitaji organismy na celé ploSe komurky, nebo na casti jeji
plochy podle jejich hustoty.

Za jedince se povazuje samostatna bunka (nezdlezi na jeji velikosti), dale cenobium
nebo kolonie do velikosti 100 um a vldkna do délky 100 pm. Cenobia, kolonie a vldkna
prekracujici uvedené rozméry se vyjadiuji jako jejich nasobky. Pokud to vyzaduje ucel
rozboru, pocitaji se jednotlivé bunky (hodnoceni technologickych procesl, podklad pro
stanoveni objemoveé biomasy apod.).

Obsahuje-li vzorek véts§i mnozstvi organisml snadno podléhajicich destrukci (typicky
zastupci skupiny Cryptophyceae, Chrysophyceae) nebo organismy Spatné sedimentujici (i v
mensdim mnozstvi; typicky sinice vodnich kvétd), je tfeba €ast vzorku fixovat Lugolovym
roztokem a znovu odstfedit.

Pfi pocitani organisma je nutno dodrzet tento postup:

e preparat se prohlédne a propocita pfi malém zvétdeni. Velké a pohyblivé
organismy se propocitavaji na celé plose komarky;
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preparat se propocitd pfi zakladnim zvétSeni 200krat az 250krat; pokud se
nepropoCitdva celd komudrka, doporuéuje se pro vyrovnani rozdild
v nerovhomérném rozmisténi organismud na plose komurky propocitavat jednu
stfedni a dvé okrajové ¢asti komurky;

velmi drobné organismy (napf. pikoplankton) se pocitaji pfi zvétdeni 400krat az
450krat, pokud to dovoli pracovni vzdalenost silnéjSiho objektivu. Pro pocitani
pikoplanktonu se doporucuje pouzit fluorescenéni mikroskop.

pro dostate¢nou presnost metody je tfeba napodcitat alespor 200 jedinct (bunék).

Vypocet mnozstvi bunék (jedinca) v 1 ml vzorku

Pocet jedinct nebo bunék X v 1 ml vzorku se vypocte podle vzorce:

kde

10 000 . Vi

= pocet jedinct nebo bunék v n ¢tvercich;

Vinic = objem centrifugovaného vzorku v mi;
Viin = objem zahusténého vzorku v ml;

n = pocet vySetienych ctvercu;

P = plocha jednoho &tverce v mm?.

pficemz

5.

P = 0,0625 mm? pro komrku Cyrus |,

DETERMINACE

Determinaci provadime béhem vlastniho pocitani a po pfeneseni kapky centrifugatu
na podlozni sklo a prekryti tenkym krycim sklickem. Pouzivdme pfi tom vétSi zvéteni,
v pfipadé potfeby i imerzi (1000 x). Druhova determinace v komuirkach se silnym krycim
sklem je totiz velmi obtizna a v fadé pfipadu i nemozna. Pfi tom se

do laboratorniho protokolu zaznamenaji zakladni udaje o vzorku a jeho stavu,

v v

doporucené determinacni Urovné, vyznacené v taxalistech)

registruje stav organismu (Udaje o pohyblivosti, pfitomnosti deformovanych bunék,
tvarovych abnormit, bunék s poskozenym bunéénym obsahem, zastoupeni
prazdnych schranek (frustuli) rozsivek , resp. mrtvych zbytkd tél jinych organisma.
Rozsivky pak budou dale determinovany na zékladé zhotoveni trvalych
preparatu).

pofizuje kresebna nebo fotografickd dokumentace druhd, které se nepodafilo ur€it
a jejichz taxonomické postaveni je radno pozdéji konzultovat s odborniky na
jednotlivé taxonomické skupiny,

u neurCenych druhl podle potieby zaznamenavaji udaje o velikosti, tvarové
proménlivosti apod.

do laboratorniho protokolu zaznamenaji odkazy na pofizenou dokumentaci,
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e vysledky rozboru fototrofni slozky podle moZnosti dopini i 0 Udaje o vyskytu jinych
organismu nez fas a sinic.

Pfi zastoupeni vétSiho mnozZstvi rozsivek ve vzorku zhotovime expresni metodou
trvaly preparat. 1-2 kapky centrifugatu rozmichdme na podloznim skle s 1-2 kapkami 30 %
peroxidu vodiku, nechame volné odpafit a zaschnout. Poté pfiddme 1-2 kapky pleuraxu
(naphraxu), pfilozime kryci sklo, kratkym zahfatim odpafime prebyte¢né rozpustidlo a
nechadme zatuhnout. V takto zhotoveném preparatu dokonCime determinaci rozsivek,
pfipadné i nékterych zlativek.

Pfi determinaci se pouziva zakladni taxonomicka literatura. Dnes jsou pro Clenské
staty EU jakymsi vSeobecné pfijimanym standardem svazky edi¢ni fady Slsswasserflora
von Mitteleuropa. Podle nich by se méla volit jména a koncepce jednotlivych taxond.. Toto
vSak nelze brat jako zavazny predpis. Jejich univerzalni pouzivani je omezeno tim, Ze nejsou
na v8ech pracovistich k dispozici, jednak i tim, Zze naplné jmen pro mnohé taxony byla od
doby vydani pfislusného svazku zménéna. Kromeé toho nékteré taxonomické skupiny nebyly
pro toto urcovaci kompendium zpracovany. Je tedy nutno pfipustit i pouzivani jinych
uréovacich pomucek. Je vSak vzdy velmi Zadouci v laboratornim protokolu o tom vést
pFislusny zaznam.

6. ODBEROVY A DETERMINACNiI PROTOKOL

Viz pfilohy.

7. BEZPECNOST PRACE

Prace ve vodé nebo v jeji blizkosti mize byt nebezpecna. Je odpovédnosti uzivatele
stanovit nélezitd bezpecnostni a i zdravotni opatfeni a zajistit shodu se véemi podminkami
narodnich i pfipadnych internich pfedpisu.
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Determinacni protokol pro analyzu fytoplanktonu tekoucich vod

KOD VZORKU: DATUM ODBERU: DETERMINOVAL:

TOK: ODEBRAL: DATUM DETERMINACE:

PROFIL: POZN.: PODPIS:

Stav vzorku (nativni, fixovany; trvaly preparéat)

Zahusténi (bez, cetrifugaci, ultrafiltraci, sedimentaci):

Pomér zahusténi: Komirka:

Jméno taxonu Nacitano Suma Na plose PFe1poélet. Poznamka
natlm
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Doplrikové rozbory (napf. po defragmentaci kolonii)

Jméno taxonu Nacitano Suma Na ploSe | Pfepodet. Poznamka
nalml

Souhrny dle skupin

nazev skupiny pocet v ml

CYANOPROKARYOTA

DINOPHYTA

CRYPTOPHYTA

CHRYSOPHYTA-BACILLARIOPHYCEAE

CHRYSOPHYTA-ostatni

EUGLENOPHYTA

CHLOROPHYTA-monadoidni

CHLOROPHYTA-kokélni a trichaIni

CHLOROPHYTA-spdjivé

celkem

Poznamky k vyplnovani laboratorniho protokolu na rozbor vzorka fytoplanktonu

Oznaceni vzorku: uvadi se signatura a lokalita podle odbérového protokolu

Poznamka: zde je mozno uvést Gdaje o pouzité determinacni literatufe, pfip. o pouzitém pfistrojovém vybaveni, o odchylkach
od predepsaného postupu (pozdéjsi zpracovani vzorku apod.)

Do sloupce ozna¢eného nacitano se postupné zapisuji pocty zjiténych jedinct (bunék), do sloupce na plose se uvede pocet
¢tvercl (pasu), na kterych se pocitalo. Pokud se pocitaji i mrtvé organismy (zbytky), je nutno tyto pocty uvést oddélené na
dalSim fadku (do celkového poctu se nezahrnuiji).

Do sloupce poznamka je mozno pfipsat odkazy na pofizenou kresebnou a fotografickou dokumentaci a jakékoli dal$i poznatky
tykajici se determinace druhu.

Dalsi poznamky: Tento oddil protokolu slouzi k zaznamenani poznamek k nalezenym druhim, které se uz nevesly do sloupce
"poznamky" (napf. idaje o namérené velikost bunék, struény popis k neuréenym druhtim, poznamky o abiosestonu apod.)
Vysledné hodnoceni: sem si muze zpracovatel vzorku zaznamenat poznatky o analyzovaném vzorku.

Dal$i poznamky

Pfedbézné hodnoceni




