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Tato metodika je urcena zejména orgdniim ochrany ptirody, ptipadné spravcim vodnich toki
a subjektim hospodaticim ve volnych vodach ke zjiSténi reprodukcni aktivity kriticky
ohrozené perlorodky ti¢ni Margaritifera margaritifera. Metodika je zaloZzena na sledovani
imunitni reakce hostitele pstruha obecného na ptitomnost parazitickych vyvojovych stadii
perlorodky. Jednd se tedy o bezkontaktni metodu, kterd umoziiuje hodnotit reprodukcni
aktivitu perlorodek v mistech jejich znamého vyskytu, a zaroven i ovétit moznosti vyskytu

perlorodky v novych lokalitach.

Metodika byla zpracovana za finanéni podpory TA CR (www.tacr.cz; projekt

TBO10MZP048).
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1 Uvod do problematiky

Perlorodka ficni (Margaritifera margaritifera; obr. 1) je v Evropé, ale 1 vcelém jejim
holarktickém arealu rozsifeni kriticky ohroZzenym druhem mlze (Young, 1991). Pocetnost
jejich populaci v poslednich desetiletich na vétsin€ mist pivodniho vyskytu klesla o 80 - 90%
(Geist, 2010). V nékterych oblastech, jako napiiklad v Polsku, jiz zcela vyhynula (Dyduch-
Falniowska & Zajac, 2011). Rozsifeni a pocetnost perlorodky v Ceské republice nasleduje
obdobny trend. Z ptivodnich statisicovych kolonii rozsifenych po velké ¢asti uzemi CR (Dyk,
1992) vsoucasné dobé¢ zbyva néckolik izolovanych populaci situovanych vétSinou do
ptihrani¢nich tokd v podhorskych oblastech. Aktivity vedouci k ochran¢ perlorodky a jejiho
biotopu se v CR fidi zejména dle Zachranného programu (Svanyga a kol., 2013) v névaznosti
na zakon ¢. 114/1992 sb. o ochrané piirody a krajiny a Evropskou smérnici o stanovistich

92/43/EEC v ramci soustavy NATURA 2000.

Obr. 1: Perlorodky Ficni v prirozeném prostiedi (foto P. Horky)

Sbér za Gcelem zisku perel je Casto uvadény jako pocatecni historickd pfic¢ina poklesu stavu
populaci perlorodky (napt. Moorkens, 1999), nicméné hlavni problémy lze spatfovat v

komplexni zmén¢ charakteru piivodnich stanovist. Mezi tradicn€ uvadéné piiciny zpisobujici
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zvySenou umrtnost perlorodek patii eutrofizace a chemické zneciSténi (napf. Bauer &
Wachtler, 2001), ale i nedostupnost vhodného substratu v toku v disledku zvySené eroze a
sedimentace (napi. Geist & Auerswald, 2007). Problematické je i naruseni véapnikového
metabolismu perlorodky v disledku kyselych desth (HruSka, 1998; Frank & Gerstmann,
2007) nebo nedostatek potravniho detritu pro jednotliva vyvojova stadia (Hruska 1999, Dort
& Hruska 2008; Dort 2009).

Casto opomijenym aspektem ekologie perlorodky, ale i dalsich druh@i chranénych
sladkovodnich mlza, je parazitickd faze jejich vyvojovych stadii, tzv. glochidii. Tato
parazitickd faze je klicova pro vyvoj samostatnych juvenilnich jedincli a tim i1 pro obnovu a
udrzeni stavu populaci. Hostiteli glochidii jsou ryby, které jim po dobu parazitické faze
poskytuji vyzivu a zaroven umoziuji Sifeni mlza s jinak omezenou pohybovou kapacitou na
vétsi vzdalenosti (Horky a kol., 2014). Pro Gspésny vyvoj parazitického stadia mlzi je kli¢ova
hostitelskd kompatibilita. Pfitomnost glochidii u hostitelil totiz vyvolava imunologickou
reakci, kterd muze vést aZz k nucenému odpadnuti nedovyvinutych glochidii. Dostupnost
vhodnych rybich hostitelli je proto zdsadni podminkou pro uspésnou reprodukci ohrozenych
mlzi (Douda a kol., 2014). Mezi ptvodni hostitele perlorodky se fadi i hlavatka obecna
Hucho hucho, L. a losos obecny, Salmo slar, L. (Young and Wiliams 1984 a,b). Nicméné
jedinym v soucasnosti dostupnym hostitelem populaci perlorodky pfezivajicich v malych
tocich sttedni Evropy je pstruh obecny Salmo trutta, L. (Bauer 1987b; obr. 2). Je znamé, ze
pstruzi si po invadaci glochidii vytvari ¢asteCnou rezistenci proti dalSimu napadeni (Bauer
1987a, Bauer and Vogel, 1987). Tuto imunologickou reakci se podafilo poprvé detekovat
Slavikovi a kol. (2010). Diky ptitomnosti specifickych protilatek v krvi pstruhil je vyse
citovanou metodou mozné hodnotit reprodukéni aktivitu perlorodek v mistech jejich zndmého

vyskytu a zaroven i overit moznosti vyskytu perlorodky v novych lokalitach.

Tato metodika na zaklad€ ziskanych vysledkii optimalizuje piivodni metodu Slavika a kol.
(2010). Zaroven popisuje piesny postup, ktery je nutné dodrzet pro ziskani relevantnich

vysledkt pfi jejim pouziti.
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2 Metodicky postup

2.1 Odlov ryb

A%

T&zisté soucasného vyskytu perlorodek v CR je v podhorskych a horskych tocich a proto 1ze
jako nejvhodnéjsi metodu ziskani ryb pro odbéry krve a nasledné imunologické analyzy uvést
odlov elektrickym agregatem. Odlov agregatem a nakladani s ulovenymi rybami musi byt
realizované v souladu s platnou legislativou CR (vyhlaska & 50/1978 Sb. o odborné
zpisobilosti v elektrotechnice; zdkon ¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani; zékon o
rybafstvi ¢. 99/2004 Sb.). Podrobnosti o spravném postupu pii odlovu ryb elektrickym
agregatem uvadi napf. Randak a kol. (2013). Lze konstatovat, Ze v malém c¢lenitém toku je
pro odlov idealni pouzit ptenosny elektricky agregat (napt. EFKO FEG 1500; obr. 3), se

kterym je lovec pohyblivéjsi. Pfi pouziti tohoto typu agregatu je obvykle dostate¢na dvou az

tficlennd rybolovna Ceta.

Obr. 2: Pstruh obecny - hostitel glochidii perlorodky Ficni (foto P. Horky)

Odlov je vhodné provést Sest az osm tydnli po pfedpokladaném rozmnoZzovani perlorodky
v toku, kdy je hladina sledovanych protilatek v krvi pstruhii nejvyssi (protilatky se ale zacnou
objevovat jiz cca 3 tydny po setkani pstruha s glochidii). Vzhledem k obvyklému nacasovani
reprodukéni aktivity perlorodky je vhodnou dobou pro odlov cca. polovina zafi. Termin
odlovu je ale nutné pfizplsobit vyvoji teplot. Ve velmi studenych letech, kdy se muze

vypousténi glochidii posunout az na zacatek zafi, 1ze doporucit posunuti odlovli na cca.
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polovinu fijna. Pfi posunutych odlovech je ale nutné pocitat s moznym vlivem reprodukéni
migrace invadovanych pstruhi na ziskané vysledky. Cilem odlovu je ziskat minimalné
patnact jedinci pstruha z jedné lokality. Velikost pstruhli pro odbéry by se méla pohybovat
okolo hranice 15 cm celkové délky, aby byl zajist€ény minimalni negativni vliv odbéru krve na
dalsi preziti jedince v toku. Na jednom toku s vyskytem perlorodky je vhodné timto zpiisobem
odlovit ¢tyti az pét lokalit. Lokality by mély byt vybrané s ohledem na znamy vyskyt kolonii
perlorodky v toku. Idealni je rovnomérné rozmisténi lokalit nad a pod koloniemi s diirazem na

minimdlni ovlivnéni samotnych perlorodek.

Obr. 3: Odlov ryb prenosnym elektrickym agregatem (foto O. Slavik)

2.2 Odbér a zpracovani vzorki krve

Odbér krve pstruhlt k imunologickym analyzam se provadi na biehu feky v misté odlovu.
Ryby jsou po odbéru vypustény zpét do toku. Punkci kaudalni cévy se odebird minimalni
mnozstvi krve (0,1 -1,3 ml, dle velikosti ryby) (obr. 4). Pstruzi musi byt pfed odebiranim krve
anestezovani v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992 Sb. ve znéni
pozd¢jsich predpist. K anestezii je vhodné pouzit 2-phenoxyethanol, ptipadné dalsi ovéiené

latky, dle metodiky FROV JU ¢.77 (Kolafova a kol., 2012).
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Na zdakladé optimalizace imunologické metody bylo ovéfeno, Ze pro sledovani imunitni
reakce pstruha na glochidia perlorodky je moZné kromé krevniho séra pouZit i krevni plazmu
a to se srovnatelnym vysledkem. Pouziti plazmy je vyhodné z toho diivodu, ze pro ziskani
vzorku dostatecného objemu pro néslednou analyzu postacuje mensi mnozstvi odebrané krve.
Pouziti plazmy rovnéZ celkové usnadiiuje a zjednoduSuje odbéry krve testovanych ryb a

nasledné zpracovani vzorkd.

Odbér krve za ucelem ziskani krevniho séra nebo krevni plazmy je vsak metodicky odlisny.
Pro ziskani krevniho séra se krev odebira do odbérového materidlu bez pouziti protisraZecich
prostfedkili, je ponechdna v odbérovych zkumavkach 1 hod v klidu a dale inkubovéana 12
hodin pfi teploté 4°C (v terénu se pouzije chladici box s ledem). Po 12-tihodinové inkubaci je
provedeno odstfedéni (1000 x g, 15 min, 4°C) a krevni sérum je odsato mikropipetou. Vzorky

krevniho séra lze pak skladovat dlouhodobé pii -20°C.

Pro ziskani krevmni plazmy je nutné pouZit odbérovy material (injekéni jehly, injekéni
stiikacky, odbérové zkumavky) oSetieny protisraZecim prosttedkem (napf. Heparin Léciva
inj., 1x10ml/S0KU). Odebranou krev je tfeba po jemném promichani v heparinizované
zkumavce odstredit (do 4 000 x g, 10 min) do 1 hodiny po odbéru. To znamen4, Ze odstiedéni
krve je obycejné nutné provést ptimo v terénu. Pak lze vzorky plazmy umistit do chladiciho

boxu s ledem, co nejdiive ulozit do -20°C a takto skladovat dlouhodobé.

i

Obr. 4: Odber krve z kaudalni vény v terénu (foto P. Horky)
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2.3 Enzymoimunoanalyticky test (ELISA)

Vzorky odebraného pstruziho séra nebo plazmy jsou nasledné pouzité pro vlastni zpracovani
metodou ELISA (Avrameas and Guilbert, 1971). ELISA je uspéSné pouzivana pro stanoveni
protilatek experimentaln¢ vakcinovanych druht ryb (Melingen et al., 1995; Knopf et al.,
2000). Podstatou metody je stanoveni vazby antigen/protildtka konjugatem vhodnym
enzymem, ktery katalyzuje vznik barevného produktu reakci se substratem. Zakladnim
prvkem metody je adsorpce primdrni sloZky na pevném nosi¢i, kterym je polystyrenova
mikrotitraéni desticka. V ramci optimalizace bylo testovano nékolik typt desticek a jako
nejvhodnéjsi se prokazalo pouziti desticek NUNC Maxisorp, které jsou pro aplikaci této
metody doporucené. V pribchu testovani byly rovnéZ vyzkouSené riizné zptisoby uspofadani
enzymoimuanalytického testu a doporucena byla piima sendvicova ELISA.

Pro ucely tohoto specifického ELISA testu prokazujiciho vyskyt specifickych protilatek
pstruha obecného po infikaci glochidii perlorodky fi¢ni je nutné pouzit antigen, vySetiované
vzorky séra nebo plazmy a peroxiddzovy konjugat hyperimunniho antiséra. Zpisob jejich

ziskadni/zpracovani je uvedeny nize.

Antigen

Antigen byl ziskany z glochidii perlorodky ti¢ni (M. margaritifera), které byly po zamrazeni
nasledné rozmraZeny a dezintegrovany ultrazvukem (Artek Sonic Dismembrator, USA; obr.
5a). Sonikace probihala v ledové tfisti, nejdiive 5 cykla v trvani 10 sekund pii 35% vykonu
ptistroje, posléze dalSich 5 cykla (10 sekund) pti vykonu 60%. Nasledovalo dal$i zamraZeni a
rozmrazeni (-80°C) a zavérecnd sonikace 5 x 10s pii 60% vykonu. Takto pfipraveny
homogenizat glochidii byl ultracentrifugovan (15 000 x g, 15 min., 4°C), rozdélen na alikvoty
a skladovan zamrazen (-20°C) pro pouziti v ELISA testu.

V priibéhu optimalizace metody byl pfipraveny novy antigen, ktery byl testovany soucasné
s antigenem dlouhodobé zmrazenym. Mezi vysledky ziskanymi pomoci obou antigenti nebyly
nalezené rozdily. Bylo tak prokdzané, Ze antigen Ize dlouhodobé skladovat bez ztraty jeho
ucinnosti a zarovenl byla prokdzand stabilita vysledk pii vyuZziti opakované ziskaného
antigenu. Antigen byl v pribéhu testovani vazan na mikrotitracni desky v rtiznych fedénich,
pricemz jako nejvhodnéjsi se prokazalo Fedéni I : 3 000 ve vazném uhli¢itanovém pufru pH

9,6.
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Hyperimunni antisérum

Hyperimunni antisérum bylo ziskané imunizaci kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus f.
domestica; plemeno Novozélandsky bily) pstruzim imunoglobulinem (Ig) z krevniho séra
pstruht, ktefi byli fizené infikovani glochidii. Imunoglobulin byl pfipraven trojim srdzenim
séra pii 40% nasyceni siranem amonnym. Po poslednim srazeni byl vzorek dialyzovan proti
PBS a koncentrace pstruziho Ig méfena fotometricky pfi 280 nm (19.1mg/ml). Kralik byl
nasledné imunizovan subkutdnné na dv€ mista hibetu pstruzim Ig v davce 900 pg v PBS
emulgovanym 1 : 1 ve Freundové kompletnim adjuvans (Sigma). Stejnd davka byla pouzita 1
pro dv¢ nasledné reimunizace, avSak bylo pouzito Freundovo inkompletni adjuvans (Sigma).
Dva tydny po posledni imunizaci byla v anestezii ziskana krev obsahujici specifické
protilatky. Z ni bylo pfipraveno sérum a nasledné trojim srdzenim siranem amonnym ziskana
IgG frakce. Tato frakce byla zamrazena pro dalsi pouziti pfi sestaveni ELISA metody k

prikazu pstruzich imunoglobulinti.

Konjugat

Krali¢i IgG protilatky proti pstruzimu Ig (RAIgGAStlg) byly konjugovany perjodatovou
metodou (Boorsma & Streefkerk 1979) s kienovou peroxidazou (SIGMA). Piimy
peroxidazovy konjugat proti pstruzimu IgM byl testovan v raznych fedénich. Bylo stanoveno,
ze nejvyssi pouzité¢ Fedéni IgM 1 : 6 000 dava dostateCnou odezvu, a proto bylo v
optimalizované metodé pouzito. Testovana pstruzi séra byla pfi optimalizaci metody rovnéz
vySetfovana v rizném fedéni, pfi¢emz jako vhodnéjsi se prokéazalo redéni testovaného séra
1:100. Pro posledni krok metody a vizualizaci byl pouzity substrat obsahujici chromogen
(TMB) a peroxid vodiku. Enzymaticka reakce probihala 5-10 minut pii pokojové teploté, poté
byla reakce zastavena pfidanim 100ul 1M kyseliny sirové (obr. 5b). Absorbance vzniklého
zabarveni byla métfena na ELISA readeru (obr. 5¢) pfi vinové délce 450 nm (OD450).

Pfi optimalizaci ELISA metody byl opakované pouzit panel predpokladané pozitivnich a
predpokladané negativnich sér k ovéieni hodnoty ,,cut-off*, tedy hranice oddélujici pozitivni a
negativni imunologickou reakci. Pfi findlnim testovani v optimalizované ELISA metod¢ byla
hodnota cut-off zvolena 0,200 (obr. 5d). Séra piesahujici tuto hodnotu byla hodnocena jako

pozitivni.

~10 ~



Ceska zemé&d@lské univerzita v Praze T

E(ia Fakulta agrobiologie, .
2/ potravinovych a piirodnich zdroju Prog ram Beta c

o >

T

Obr. 5a: Sonikator (foto T. Vesely) Obr. 5b: Jedno a vicekandlové pipety
(foto T. Vesely)

)

Obr. 5¢:ELISA reader (foto T. Vese Obr. 5zpracovdm' vysledkii (foto T. Vesely)

3 Ovéreni metody v terénu

Celkem bylo v pribéhu optimalizace a nasledného testovani metody provedeno ELISA
vySetteni u 930 vzorkili a to vcetné opakovaného vySetfovani kontrolnich sér v rtiznych
fedénich. Imunologicka odpovéd’ pstruhii na infikaci glochidii perlorodky byla testovana
v podélném profilu teky Blanice, ktera patii mezi toky snejvys$si populacni hustotou
perlorodky ve stiedni Evropé. Celkové byla prokazana imunitni reakce a tedy kontakt
s glochidii perlorodky fi¢ni u 62% hodnocenych pstruhii. Byla tak uspé$né ovéfena funkénost
metody v terénnim prostfedi a zarovenn byla potvrzend reprodukéni aktivita perlorodky na

vyznamné lokalité jejiho vyskytu.

~11 ~
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4 Souhrn

Pomoci této metodiky je mozné hodnotit reprodukéni aktivitu perlorodek v mistech jejich
znamého vyskytu, a zdrovenn i1 ovéfit moznosti vyskytu perlorodky v novych lokalitach

pomoci specifického antigenu.

Odlov ryb musi probéhnout v obdobi Sest aZ osm tydni od predpokladaného
rozmnoZovani perlorodky v toku, kdy je hladina sledovanych protilatek v krvi pstruhi
nejvyssi. Vzhledem k obvyklé dobé reprodukéni aktivity perlorodky je vhodnou dobou
pro odlov cca. polovina zari, ale odbéry je nutné prizpisobit teplotnimu priabéhu
daného roku.

Pro sledovéani imunitni reakce pstruha na glochidie perlorodky je mozné kromé séra pouzit i
krevni plazmu a to se srovnatelnym vysledkem.

Nejvhodnéjsi usporadani enzymoimuanalytického testu je prima sendvicova ELISA, pri
které je doporucené pouZzit desticky NUNC Maxisorp.

Doporucené tedéni jednotlivych latek v testu je nasledujici: antigen vazany na mikrotitracni
desky v fedéni 1 : 3 000 ve vazném uhli¢itanovém pufru pH 9,6; pfimy peroxiddzovy
konjugat proti pstruzimu v fedéni IgM 1 : 6 000; testovana krevni séra (plazma) v fedéni
1:100.

Absorbance vzniklého zabarveni je méfena na ELISA readeru pri vinové délce 450 nm
(OD450). Hranice oddélujici pozitivni a negativni imunologickou reakci (cut-off) byla
urcena na 0,200. Séra presahujici tuto hodnotu jsou hodnocena jako pozitivni.
Imunologické analyzy v soucasné dob¢ realizuje laboratot Virovych chorob ryb Vyzkumného
ustavu veterinarniho 1€katstvi, v.v.i., pod vedenim Ing. Tomése Veselého, CSc. Cena jedné
analyzy ptedpfipravenych vzorkil je cca. 300 K¢. Do celkovych nékladi je ale nutné zahrnout
1 odlov ryb, odbér krve a ptipravu vzorkl, jejichZz cena je v zavislosti na lokalité¢ a poctu

vzorku cca. 20 - 30 000 K¢.

~12 ~



_|
o P>

Program Beta e

5 Pouzita literatura

Avrameas, S., & B. Guilbert. 1971. Enzyme Labeled Antibodies for Measurement of Cell
Components. Annales de | Institut Pasteur 121: 697-714.

Bauer G. 1987a. The parasitic stage of the freshwater pearl mussel (Margaritifera
margaritifera L.) II. Susceptibility of brown trout. Archiv fiir Hydrobiologie 76:403-
412.

Bauer G. 1987b. The parasitic stage of the freshwater pearl mussel (Margaritifera
margaritifera L.) III. Host relationship. Archiv fiir Hydrobiologie 76:413-423.

Bauer, G. & Wichtler, K. 2001. Ecology and Evolution of the freshwater Mussels Unionida;
Springer-Verlag Berlin Heidelberg.

Bauer, G. & C. Vogel. 1987. The parasitic stage of the freswater pearl mussel (Margaritifera
margaritifera L.) I. Host response to glochidiosis. Archiv fiir Hydrobiologie 76:393-402.
Archiv flir Hydrobiologie 76:393-402.

Boersma, D. M., & J. G. Streefkerk. 1979. Periodate Or Glutaraldehyde for Preparing
Peroxidase Conjugates. Journal of Immunological Methods 30:245-255.

Dort, B. 2009. Perlorodka ti¢ni (Margaritifera margaritifera L.) v povodi horniho toku Teplé
Vltavy. Nepublikovana zprava pro NP Sumava, 16 pp.

Dort, B. & Hruska, J. 2008. Specidlni revitaliza¢ni studie pramennych oblasti Blanice.
Zavéreéna zprava pro AOPK CR, NP a CHKO SUMAVA, 205 pp. + piiloha CD,
nepublikovano depon in AOPK CR

Douda, K., Sell, J., Kubikova-Pelakova, L., Horky, P., Kaczmarczyk, A., & Mioduchowska,
M. 2014. Host compatibility as a critical factor in management unit recognition:
population-level differences in mussel-fish relationships. Journal of Applied Ecology,
51: 1085-1095.

Dyduch-Falniowska, A. Zajac, Katarzyna 2011. Polska Czerwona Ksiega Zwierzat:
Margaritifera margaritifera (Linneaus, 1758). Instytut Ochrony Przyrody PAN. [dostep
6 pazdziernika 2011].

Dyk, V. 1992. Profilovi ohroZovatelé¢ lokalit perlorodky ti¢ni. Erica, Plzen, 1: 21-38

~13 ~



_|
o P>

Program Beta e

Frank, H. & Gerstmann, S. 2007. Declining populations of freshwater pearl mussels
(Margaritifera margaritifera) are burdened with heavy metals and DDT/DDE. Ambio
36, 571-574.

Geist J. & Auerswald K. 2007. Physicochemical stream bed characteristics and recruitment of
the freshwater pearl mussel (Margaritifera margaritifera). Freshwater Biology, 52:

2299-2316.

Geist, J. 2010. Strategy for the conservation of enangered freshwater pearl mussel

(Margaritifera margaritifera L.): a synthesis of conservation genetics and ecology.

Hydrobiologia 664:69-88.

Horky, P. Douda, K., Maciak, M. Zavorka, L. & Slavik, O. 2014. Parasite-induced altrertions
of host behaviour in a riverine fish: the effects of glochidia on host dispersal.
Freshwater Biology, 59: 1452-1461.

Hruska, J. 1998. Zachrana genofondu oligotrofnich vod v CR metodou aktivni ochrany
biotopu a populace perlorodky fi¢ni a Realizace projektu komplexni péce o NNP
Blanice - hydrologicky rok 1997-1998. Vyslednd zprava programu Margaritifera za
obdobi 11/1997 - 10 1998. Nature Management, Volary.

Hruska, J. 1999. Nahrungsanspriiche der FluBperlmuschel und deren halbnatiirliche Aufzucht
in der Tschechischen Republik. Heldia, Band 4, Sonderheft 6, Miinchen: 69 — 79.

Knopf, K., K. Naser, M. H. T. van der Heijden, & H. Taraschewski. 2000. Evaluation of an
ELISA and immunoblotting for studying the humoral immune response in Anguillicola
crassus infected European eel Anguilla anguilla. Diseases of Aquatic Organisms 43:39-

48.

Kolarova, J., Velisek, J., Nepejchalova, L., Svobodova, Z., Koufil, J., Hamackova, J.,
Machova, J., Piackova, V., Hajslova, J., Holadova, K., Kocourek, V., Klimankova, E.,
Modra, H., Dobsikova, R., Groch, L. & Novotny, L., 2012. Anestetika pro ryby
(aktualizované vydani z roku 2007). Edice Metodik, FROV JU, Vodiany, €. 77, 25 s.

Melingen, G. O., S. O. Stefansson, A. Berg, & H. I. Wergeland. 1995. Changes in Serum-
Protein and Igm Concentration During Smolting and Early Post-Smolt Period in
Vaccinated and Unvaccinated Atlantic Salmon (Salmo-Salar L). Fish & Shellfish

Immunology 5:211-221.

~14 ~



_|
o P>

Program Beta e

Moorkens E. A. 1999. Conservation Management of the Freshwater Pearl Musel
Margaritifera margaritifera. Part 1: Biology of the species and its present situation in
Ireland. Irish Wildlife Manuals, No. &, 4-31.

Randék, T. a kol. 2013. Rybafstvi ve volnych vodach. Vodnany. 438 s., ISBN 978-80-87437-
50-6

Slavik, O. a kol. 2010. Hodnoceni pfitomnosti a reprodukcni aktivity perlorodky fi¢ni
(Margaritifera margaritifera) v fi¢cnim toku prostfednictvim analyzy krve pstruht
obecnych (Salmo trutta m. fario). Zavéretna zprava pro Norské Fondy. MZP, Odbor
péce o krajinu, 26 stran.

Svanyga J. a kol. 2013. Zachranny program perlorodky fi¢ni Margaritifera margaritifera

v Ceské republice. AOPK CR.

Young, M. R. 1991. Conserving the freshwater pearl mussel (Margaritifera margaritifera L.)
in the British Isles and continental Europe. Aquatic Conservation: Marine and

Freshwater Ecosystems 1: 73-77.

Young, M. R. & J. Wiliams. 1984a. The reproductive biology of the freshwater pearl musel
Margaritifera margaritifera (Linn) in Scotland — 1. Field studies. Archiv fiir

Hydrobiologie 99:405-422.

Young, M. R. & J. Wiliams. 1984b. The reproductive biology of the freshwater pearl musel
Margaritifera margaritifera (Linn) in Scotland — II. Laboratory studies. Archiv fiir

Hydrobiologie 100:29-43.

~15 ~



	titul_metodika_Beta.pdf
	Stránka 1


