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1. Uvop

Systém PERLA byl vytvofen pro hodnoceni ekologického stavu tokd a je v souladu
s pozadavky Ramcové Smérnice (WFD) (2000). Metoda je vytvofena pro odbér vzorki
makrozoobentosu z broditelnych tekoucich vod. Vzorkovani je proto mozné aplikovat pouze na
téch tocich, které mize hydrobiolog ve vysokych holinkach nebo v brodicich kalhotach prejit
napfi¢ za normalniho vodniho stavu, tzn. asi do 1 m hloubky (rychlost proudu do 1 m.s™"). Odbér
se doporucuje provést za normalniho, pfipadné podnormalniho, vodniho stavu (Q2704 a nizsi).
Metoda PERLA je zaloZzena na multihabitatovém odbé&ru (CSN 757703), pfi kterém jsou habitaty
v toku vzorkovany proporcionalné podle jejich vyskytu v odbérovém uUseku toku. Pro odbér se
pouziva standardni metoda 3-minutového semikvantitativniho multihabitatového vzorkovani s
pouzitim ruéni bentosové sité. Vzorky jsou determinovany v takové podrobnosti, aby bylo
dosazeno alespon zavazné determinacni Urovné. U jednotlivych taxonu jsou pocitany
abundance.

2. ZAKLADNI VYBAVENI

2.1 Terénni vybaveni

o . . Schéma
e brodici holinky nebo brodici kalhoty hentosove sitd

e polariza¢ni bryle

e bentosova sit o velikosti ok 500 um s dlouhou
rukojeti

e ruéni bentosova sitka o stejné velikosti ok a

prdméru ramu 25 — 30 cm (vhodna k

manipulaci se vzorkem, zejména pro prani

vzorku)

2 plastova védra o objemu 10 litr{i

stopky

fotoaparat g

GPS pristroj K‘.

pasmo, laserovy dalkomér 25 cm

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

e misy pro vybirani biologického materidlu (osvédCily se bilé fotografické misky ve
formatech A, a Az)

e entomologické pinzety rizného tvaru a tvrdosti, balénkové pipety a vybiraci sitka

e plastové Sirokohrdlé vzorkovnice o objemu 0,5 — 2 litry (pro uchovani a transport
netfidéného odebraného materialu do laboratore)

e sklenéné epruvety Ci Iékovky (pro uchovani materialu vybraného terénu)

e ethanol (80% roztok) k fixaci biologického materialu

10 cm

25 cm
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e formaldehyd (40% roztok) k fixaci biologického materialu
gumicky na svazkovani epruvet

e sada barevnych vodostalych fix(, grafitova tuzka, propiska, psaci podlozka, nuzky,
stojanek na epruvety...

e campingovy nabytek — skladaci stul a sedacky (pro zpracovani vzorkl v terénu)

e pfepravky na vybaveni a vzorky.

2.2 Laboratorni vybaveni

délici zafizeni (na pod-vzorkovani)

stereomikroskop (na tfidéni a determinaci vzork( v laboratofi)

mikroskop (na determinaci vzork( v laboratofi)

preparacni jehly

Petriho misky, zkumavky a mikroskopicka skla

roztoky pro zhotovovani trvalych mikroskopickych preparatd: Apathyho sirup, kanadsky
balzam, Liquido-Faure, roztok glycerolu

e determinacni klice.

3. VZORKOVANI

3.1 Vzorkovaci obdobi

VétSina druhl spoleCenstva makrozoobentosu prodélava rozdilné vyvojové cykly béhem
roku. Vzhledem ktomu, Ze hodnoceni ekologického stavu se opira o taxonomické slozeni,
abundanci a diverzitu, musi byt vybér vzorkovaciho obdobi a podminky odbéru jasné
definovany. Odbéry jsou provadény ve dvou aspektech a to:

e v jarnim (bfezen — polovina kvétna); fenologicky je to obdobi do za¢atku kvétu fepky

e v podzimnim (konec zafi — polovina listopadu)
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3.2 Vybér odbérovych profilh

Obecné principy

Vybér lokalit budouci monitorovaci sité musi spinit velké mnozstvi kritérii, které vychazi z
pozadavkl Ramcové Smérnice na monitoring vybranych relevantnich biologickych sloZek. Tato
metodika je zaméFena na biologickou sloZzku makrozoobentos a proménné prostfedi, navrzené
ke sledovani, jsou vztazeny k tomuto spolecenstvu.

V biologickych monitorovacich programech mohou byt prvni chyby udélany jiz pfi vybéru
umisténi odbé&rovych lokalit. Aby se chyby minimalizovaly, mélo by byt dodrzeno nasledujici:

e hlavnim cilem monitorovacich program( neni posoudit lokalni stav toku, ale vystihnout
ekologicky stav delSiho useku toku. Z tohoto divodu musi vybrana odbérova lokalita a
soucasné i odebrany vzorek reflektovat stav Useku toku, ktery je hodnocen.

e odbér vzorkl pro biologické analyzy nemusi byt proveden na lokalitach slouZzicich pro
odbér vzorku pro chemické analyzy. Napf.mista v tésné blizkosti mostl, kde byva
vzorkovana voda, nejsou vhodna pro odbér vzorkl makrozoobentosu. Odbérova
lokalita, na které je vzorkovana néktera z biologickych slozek, by méla reflektovat
fyzikalni a ekologické charakteristiky hodnoceného useku toku.

Vybér reprezentativniho - charakteristického - Useku toku

Nejdfive musime od sebe rozliSit charakteristicky Usek toku, odbérovy Usek toku a vlastni
odbérova mista.

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

O Odbérové misto

Q
O
O
©c O O sitka
Odbérovy dsek
O O
O
© O
@) -
) 7 x §itka, max. 50 m i 7 x itka, max. 50 m -

A
v

Charakteristicky dsek toku

Odbérovy Usek toku musi byt reprezentativni ¢asti charakteristického Useku toku. Je kratsi
a stanovuje se z toho dlvodu, Ze charakteristicky Usek toku obvykle neni mozné vzorkovat cely.
Odbérovy Usek toku
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— musi zahrnovat vSechny typy habitatd vtom poméru, v kterém se vyskytuji v
charakteristickém Useku;

— bfehova vegetace by meéla 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 tini musi byt shodny s charakteristickym Usekem toku a pfi vzorkovani
musi byt odebrany vzorky z tlni i pefeji. Mista blizko mostu, silnic, brodd 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;

— pro sledovani ekologického stavu tokG by neméla byt uzivana mista, kde je
makrozoobentos ¢asto vzorkovan (minimalni pauza mezi odbéry: 1 mésic).

Odbérovd mista jsou konkrétni habitaty, ze kterych jsou vtoku odebirany vzorky
makrozoobentosu podle principu popsaného nize.

Oznadeni odbérovych Usekd

Odbérovy Usek a jeho délka musi byt jasné definovany. Poloha musi byt zaznamenana
do mapy a popsana slovné, popf. nacrtkem do odbérového protokolu pro snadnou identifikaci pfi
pristim 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
pFistroj.

3.3 Vlastni odbér vzorki makrozoobentosu

Metoda PERLA je vzorkovaci metoda zaloZend na multinabitatovém odbéru (CSN
757703), pfi kterém jsou habitaty vtoku vzorkovany proporcionalné podle jejich vyskytu
v odbérovém Useku toku. Pro odbér se pouzivd standardni metoda 3-minutového
semikvantitativniho multihabitatového vzorkovani s pouzitim ruéni bentosové sité. Do celkové
doby odbéru se zapoditava pouze ¢as, po ktery je dno rozruSovano, jsou promyvany rostliny
atd., €as straveny prechazenim mezi odbérovymi misty neni do doby lovu zapocitan.

Pfed vlastnim odbérem vytipujeme vSechny habitaty, které se v odbérovém Useku
vyskytuji a odhadneme jejich plosny podil z celkové pIochy dna odbérového Useku (v
procentech). Pfi odbéru vzorku pak kazdému habitatu vénujeme = o
odpovidajici podil celkové doby odlovu. Habitaty jsou mista
s rlznou rychlosti proudu, rizné vzdalena od bfehu, trsy trav
splyvajici u bfehu do vody (habitat pro nékteré schrankaté
chrostiky), vétve nebo kmeny lezici po urcitou dobu ve vodé
(habitat pro schrankaté chrostiky, nékteré jepice ¢&i poSvatky),
kofeny, mista s riznym typem substratu jako napf. kamenity, pis¢ity
(napi. Ephemera spp.), jemné sedimenty (stfechatky, malostétinati &
Cervi), trsy vodnich rostlin v proudu (muchnicky), klidn&jSi voda
s vodnimi rostlinami pobliz bfehu (napf. Asellus aquaticus, larvy
vazek) atd.

Pfi odlovu se postupuje smérem proti proudu feky, aby se
nenarusovala jesté neprozkoumana plocha. Ruéni sit' je postavena
spodni stranou ramu na dno a substrat pfed siti je rozruSovan [
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nohou nebo rukou do hloubky 5 - 10 cm (kick sampling). Uvolnéné organismy jsou splavovany
proudem vody do sité. Rozryvany Usek dna je tésné pred siti, v silngjSim proudu muaze byt
vzdalenost vétsi, aby do sité nebylo splaveno mnoho pisku. V mistech se silnym proudem je
mozno si stoupnout pfed sit' (zady ke sméru proudu). Proud pfichazejici do sité je tim zmirnén.
Do sité jsou rovnéz oplachovany ponofené vodni rostliny, listy suchozemskych rostlin splyvajici
do vody, kofeny strom0, vétve apod. Vyskyt pfisedlych organismuG (pijavky, Ancylus fluviatilis
atd.) je tfeba dodatecné kontrolovat prohlizenim kamenu a jejich pfipadnym omytim rukou.
V mistech kde je proud neznatelny a dno je bahnité, je mozné rozrusit dno nohou a pak nad nim
mavat siti. Obvykle neni mozné odebrat cely vzorek do sité¢ najednou. Aby nedoSlo
k vyplavovani vzorkovaného materidlu ze sité, je nezbytné bé&hem vzorkovani nékolikrat sit
vyprazdnit do PVC védra (kbeliku).

Zpracovani vzorku v terénu

V terénu je vzorek zbaven hrubSich anorganickych sedimentd dekantaci, jsou odstranény
vétvicky, listi a je fadné promyt pres odbérovou sit, aby byl zbaven jemnych sedimentd.

Postup dekantace: sit je umisténa ve vodé tak, aby ram byl nad vodou, a z PVC védra je
vzorek slévan do sité (slévano je do vody, nikoli na tkaninu sité). Nejdfive jsou slity leh&i ¢asti.
Zbylé tézsi casti vzorku (kameny, pisek) jsou ve védru opakované promichavany rukou
v rukavici ve vodé a voda s materidlem slévana do sité, dokud neni oddélen hruby anorganicky
substrat od zbytku vzorku. Oddéleny substrat (pisek a kameny) je prohlédnut na mise a vSechny
zbylé organismy (larvy chrostiki se schrankami z kaminkd & meékkySi) jsou individualné
vybrany. Dokonalé proprani a umyti v8ech odbé&rovych pomucek (zvlasté sit€) po kazdéem
odbéru je nezbytné.

Dale se postupuje jednim z nasledujicich zpusob:

1. Doporuéeny postup: Pro omezeni
mechanického poskozeni Zivocichu je vzorek
v terénu predtfidén na bilych fotomiskach
(30 x 50 cm) do sklenénych tabletovek dle
taxonomickych skupin. Pfimo vterénu je
vhodné ze vzorku vybrat zejména kiehké
larvy hmyzu (Ephemeroptera, Plecoptera,
Zygoptera apod.) a také zastupce mékkysa a
muchni¢ek apod., které lze pak v tabletovce
oddélené konzervovat ethanolem. *
Caste¢né vytfidény vzorek je zbaven prebyteéné vody, viozen do PVC vzorkovnice
o objemu 1 — 2 litry a fixovan. Dotfidéni zbylych organisma je provedeno v laboratofi.

2. Vzorek je vterénu viozen do PVC vzorkovnice o objemu 1 — 2 litry bez predtfidéni a
vytfidéni organisml je provedeno az v laboratofi. Pfi tomto postupu dochazi k
mechanickému poskozeni kfehkych larev hmyzu, coz ztéZuje, pfipadné znemozniuje,
pozdéjsi determinaci. Proto se tento postup nedoporucuje a mél by byt uplatnén pouze v
pfipadé nepfiznivych klimatickych podminek béhem vzorkovani jako je dést, silny vitr,
mlha & mraz.
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Konzervace vzorkl

Vzorky i zkumavky jsou fixovany pfidanim 40% roztoku formaldehydu do vysledné 4%
koncentrace (CSN EN ISO 5667-3). Nékteré organismy je Iépe fixovat a konzervovat etanolem
(mékkySe, muchnicky) nebot z jejich schranek a krunyfl by formaldehyd postupné odstranil
vapenec, coz by ztizilo az znemoznilo determinaci. Pouziti jiné fixdze nez formaldehydu by
mé&lo byt oznadeno pfimo na vzorku (CSN EN ISO 5667-3). Fixované vzorky by se mély
uchovavat pokud mozno v chladu, dovoluji-li to podminky transportu.

Znaceni vzorku

Vzorky se oznacuji dovnitf vzorkovnic a zkumavek papirovymi stitky popsanymi obycéejnou
tuzkou (grafitem) nebo Stitky natisténymi na laserové tiskarné ¢i nakopirovanymi na fotokopirce.
Vné se vzorkovnice znaci vodostalymi fixy. Stitek i vnéjsi popis by mél vzdy obsahovat kddové
oznaceni vzorku, datum odbéru, nazev toku a lokalizaci.

Ke kazdému vzorku je nezbytné vyplnit odbérovy protokol. Do odbérového protokolu je
zaznaCen také pocet vzorkovnic a zkumavek s vytfidénymi organismy. V pfipadé odchytu
velkych mékkysa ¢&i korysa, Ize, v pfipadé spolehlivé determinace v terénu, druh a pocet kusu
zapsat do protokolu a zivocichy pustit zpét do toku.

4. ZPRACOVANIi VZORKU V LABORATORI

Konzervované vzorky
makrozoobentosu jsou po transportu do
laboratofe uloZzeny na vyznadeném misté, |
které by mélo byt dobfe odvétravané |
s pokud mozno konstantni teplotou.

Zpracovanim vzorku rozumime pod-
vzorkovani, vytfidéni a  determinaci
organismu.

Pfi zpracovani vzorku v laboratofi
postupujeme tak, ze fixovany vzorek
vyklopime ze vzorkovnice do rucni sité o
velikosti ok 250 pm a dobfe proplachneme.
Je-li vzorek bohaty na organismy, je
pfipustné pro snizeni ¢asové a finanéni
naro¢nosti zpracovat pouze jeho ¢&ast.
Minimalni velikost zpracovaného vzorku je 4., (Doporu€ené pod-vzorkovani je vhodné poznadit
pfimo v terénu). Nejdfive vzorek musime homogenizovat (jemné zamichat) v plastové misce
s vodou a umistit na délici zafizeni. Délici zafizeni je vpodstaté miska se dnem ze sitoviny.
Zafizeni ¢astecné ponofime do vody tak, aby dnova sit byla pod vodou, ale horni hrany nikoliv.
Na siti déliciho zafizeni rovnomérné rozvrstvime biologicky material po ploSe (jsou-li ve vzorku
vétsi kusy dfeva aj., vyndame je a prohlédneme, zda se na nich nepfichytily organismy). Pak
vytdhneme zafizeni z vody a vykrajovacim Etvercem o definované ploSe vydélime pozadovanou

¢ast vzorku. Tuto ¢ast lopatkou preneseme do kadinky s vodou. (Pod-vzorkovanim dojde nepochybné
ke ztraté urcitého podtu malo pocetnych druh(, ale vysledek je mnohem reprezentativnéjsi, nez kdyby byl pfimo
v toku odebran maly vzorek v krat§im ¢asovém intervalu.)




METODIKA ODBERU A ZPRACOVANI VZORKU MAKROZOOBENTOSU TEKOUCICH VOD METODOU PERLA

Z této vydélené casti vzorku vytfidime vSechny organismy makrozoobentosu do zkumavek
dle taxonomickych skupin. Zkumavky fadné oznacime popisem na vicko a dovnitf Stitkem (kod
vzorku, datum odbéru) a konzervujeme 70% alkoholem nebo 4% formaldehydem. Na S&titek
pfipiSeme, zjaké ¢&asti vzorku je dand taxonomicka skupina vytfidéna. Neni-li vzorek
determinovan ihned po vytfidéni, polet zkumavek z jednotlivych taxonomickych skupin
zapiSeme bud do odbérového protokolu, a nebo do uréené evidenéni knihy. Do doby
determinace uchovavame zkumavky na dobfe odvétrdvaném misté s pokud mozno konstantni
teplotou a ve tmé.

5. DETERMINACE

Zakladnim a nezbytnym vybavenim pro determinaci biologického materialu je
mikroskopicka technika. Pro determinaci je nezbytny preparacni mikroskop (zvétSeni v rozsahu
cca 10 — 100x) a svételny mikroskop (zvétSeni v rozsahu cca 400 — 1 000x).

Determinace vzorkd makrozoobentosu se provadi na zakladé morfologickych znakd do co
determinace se zaznamenavaji do determinaéniho protokolu (viz pfiloha).

Determinacni protokol musi vzdy obsahovat:

— kodové oznaceni vzorku

— nazev toku

— nazev profilu

— datum odbéru

— datum determinace

— jméno determinatora a jeho podpis

— Udaj o zpracovaném podilu vzorku

— seznam zjiSténych taxonu s vyznacenim vyvojovych stadii a s jejich abundancemi

Archivace

Z primarnich zdznamau je nezbytné archivovat odbérovy a originélni determina¢ni protokol.
PFed archivaci je nutno zkontrolovat Uplnost jejich vyplnéni. Dobu, po kterou je nutno archivovat
vzorky, stanovuje zadavatel odbért dle typu monitoringu.
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6. ODBEROVY A DETERMINACNI PROTOKOL

Viz prilohy.

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 v&emi podminkami
narodnich i pfipadnych internich predpisu.
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METODIKA ODBERU A ZPRACOVANI VZORKU MAKROZOOBENTOSU TEKOUCICH VOD METODOU PERLA

Determinacni protokol pro analyzu makrozoobentosu tekoucich vod

KOD VZORKU: DATUM ODBERU : DETERMINOVAL:
TOK: ODEBRAL: DATUM DETERMINACE:
PROFIL: Cast zpracovaného vzorku: PODPIS:

Jméno taxonu

cf

juv

Podet jedincli

terén laboratof
(pocet jedinct vybranych pfimo v terénu) (pocet jedincti ve zpracované Easti vzorku)
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