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1. Cile technologie

Cilem technologie je seznameni celého spektra rybafskych subjektl, tj. chovatelu
ryb, uzivatell rybarskych revird, producentl nasadového materialu s moznostmi
znaceni Stiky pomoci alizarinové Cervené (Alizarin Red S, ARS), aplikované ve formé
koupele. Jedna se o typ hromadného znaceni ryb mensich rozméra (stafi 0+, max.
1+; velikost obvykle v rozmezi 3 — 10 cm). Pro ucinné znaceni je potfeba stanovit
minimalni velikost ryb, resp. fazi jejich vyvoje, kdy osifikace kosterni tkané umozriuje
jeji barveni. Na znaCeni navazuje potfeba nalézt vhodny zpusob jeho detekce
nevyzadujici nakladné vybaveni C€i nutnosti odbéru vzorku tkané (ploutevnich
paprskl) nebo dokonce usmrceni jedince.

2. Popis technologie

V letech 2017 - 2018 byla provedena optimalizace postupu a ovéfovani metody
znaceni ranych stadii Stiky obecné (Esox lucius) s pouzitim alizarinové Cervené na
experimentalnim rybochovném zafizeni Mendelovy univerzity v Brn&, Ustavu biologie
obratlovct AV CR, v.v.i. a rybochovném zafizeni MRS z.s., p.s. Oslavany. Testovan
byl stupen osifikace ploutevnich paprski ocasni ploutve §tik, vlastni aplikace ARS
(¢as, koncentrace), doba mozného rozpoznani znaceni v zavislosti na rastu ryb a
zpusob detekce zbarveni pouzitelny pfimo v terénu pfi odchytu ryb.

3. Oblast vyzkumu

Ovéreni technologie: vytér a odchov sledovanych jedincd - rybochovném zafizeni
MRS z.s., p.s. Oslavany; barveni jedincd pomoci ARS, chov sledovanych ryb -
experimentalni rybochovné zafizeni Mendelovy univerzity v Brné; studium osifikace,
testovani detekéniho zafizeni - Ustavu biologie obratlovct AV CR, v.v.i.

4. Uvod
4.1. Znaceni (znaCkovani)

Znackovani ryb je technika umoznujici objektivni individualni & hromadnou
identifikaci jedincl. Vyuziva se zejména v chovatelské praxi, terénnim sledovani,
v provoznich podminkach i v ramci vyzkumu. BéZzné je vyuzivano pro monitoring
migraci ryb, hodnoceni jejich rustu, odliSeni vysazovanych jedincl, oznaceni
jednotlivych linii nebo skupin ryb v jejich chovu, rozliSeni ryb rGzného puvodu pfi
jejich spole€ném chovu v rliznych nadrzich apod. Volba zpusobu znaceni, zejména
vyuziti individualniho nebo skupinového znaceni, zpusob znaceni etc., vychazi
konkrétnich pozadavka.



Volby konkrétniho zplasobu nebo typu je pak ovlivnéna fadou faktord nebo
pozadavkl. Mezi hlavni faktory patfi:

- minimalizace stresové zatéze znaceného jedince jak pfi aplikaci tak i po ni
- druh a velikost znacenych jedincu

- naro¢nost aplikace finan¢ni, Casova a potfeba specialnich aplikatoru

- moznost nebo potfebnost skupinového ¢i individualniho rozliSeni jedinct

- Uspésnost a trvanlivost znaceni

- naroénost nasledné detekce oznadeni

4.2. ARS

V ramci feSeni projektu byla ovéfovana a optimalizovana metoda vyuziti alizarinové
cervené (ARS) pro hromadné znaceni ranych stadii riznych druht ryb, uréenych pro
nasledny chov v experimentalnich i pfirozenych podminkach, a pro vysazovani do
tekoucich vod. Jednd se o pomérné, alesponi v Ceské republice, novy zpdsob
znaceni vychazejici ze schopnosti alizarinové Cervené vazat se na vapenité struktury
v organismech (kost, Supina, otolit). K detekci se vyuziva fluorescen¢nich vlastnosti
barviva, s ¢&imz souvisi nutnost urcitého specialniho vybaveni (standardné
fluorescencni mikroskop). Barveni se aplikuje formou koupele ryb v roztoku barviva.
Cas aplikace je obvykle v Fadech hodin, omezujicim faktorem je zejména cena dané
chemikalie a potfebny objem lazné. Lze vyuzit jen jako hromadné barveni.

Jak je uvedeno vySe, ARS se vaze na vSechny kalcifikované tkané v organismu.
Vzhledem ktomu, Ze tato technologie je zaméfena na praktické vyuZziti znaCeni
v terénu bez nutnosti usmrceni jedince &i odbéru vzorku tkané, byla smérovana na
ploutevni paprsky ocasni ploutve u zivych ryb.

V uvodnich sledovanich byla stanovena toxicita rizné koncentrace pouzitého
preparatu na vybrané druhy ryb, ovéfovan efekt pfidavku chloridu sodného na
navazani barviva na osifikované tkané, doba expozice i koncentrace pouzitého
preparatu. Dale byla hodnocena i detekovatelnost barveni v zavislosti na rychlosti
rustu vybranych druhd ryb (Halacka a kol., 2018).

4.3. Stika obecna

Cilem bylo ovéfit moznosti znaeni pomoci ARS u Stiky obecné, ktera patfi k druhim
ryb, u nichz je realizovan umély vytér a vysazovani jak do volnych vod, tak do
chovatelskych zafizeni. K hlavnim charakteristickym vlastnostem $tiky z pohledu
odchovu a vyuZiti znaceni patfi:

4.3.1. kanibalismus — projevuje se jiz od velikosti nékolika cm, vyvolava tak nutnost
vysazovat jedince jiz v této velikosti, a to v zavislosti na moznosti chovatele zajistit
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dostateCné mnozstvi potravy pro snizeni nebo eliminaci vyskytu kanibalismu. U
mensSi velikosti ryb vSak jeSté dochazi k vyvoji kosterniho aparatu a nedostacné
osifikaci tkani, coz zhorSuje efekt barveni, navic ke kanibalismu muze dochazet i
béhem barveni.

4.3.2. rychly rust — barvivo (ARS) se navaze na existujici kalcifikované ¢asti kosterni
soustavy, béhem ristu tak zGstava barvivo jen na téchto mistech a pfi vyrazném
zvétSeni télesnych rozméru jiz nelze pavodni, obarvenou &ast kosti dobfe detekovat.
Vzhledem k rychlému rlstu Stiky Ize tedy predpokladat dobu Citelnosti kratSi nez u

v v

4.3.3. pfirozena reprodukce — Stika je v nasSich vodach Siroce rozSifena a je schopna
pfirozené reprodukce. Z pohledu jejiho vysazovani tak vyvstava potfeba objektivné a
bezpeéné odlisit znacené jedince v nadrzi, posoudit uspésnost pfirozené reprodukce
a nasledné optimalizovat intenzitu vysazovani.

5. Okruhy ovéreni
5.1. Vyvoj ploutevnich paprsku a jejich osifikace

ARS se vaze na kalcifikovanou tkan. Protoze se Stika Casto vysazuje v nékolika
tydnech stafi, kdy kosterni soustava se stale vyviji, byl sledovan vyvoj paprski
v ocasni ploutvi.

Pfi odchovu Stiky na rybarském zafizeni v Oslavanech byli odebirani jedinci 6-ti
vékovych skupin:

stari TL
/dny od vykuleni/ 2 min max
11 8 7 9
17 11 10 12
23 13 11 17
27 15 11 20
30 26 14 53
33 51 30 70

Pro vyvojovou studii byli jedinci fixovani 4% roztokem formaldehydu a poté
projasnéni a barveni pomoci Alcianové modfi (ktera se vaze na chrupavcitou, tedy
neosifikovanou tkan) a Alizarinové Cervené ke zvyraznéni chrupavky, resp. kosti
(osifikovanych tkani).



5.2. Barveni — schopnost navazani barviva na cilovy organ a letalita barvici lazné.
Pro testovani byla vybrana nejpouzivanéjsi koncentrace ARS, tj. 150 mg.l-1 v €asech
jedna hodina, aplikovana na Stiky riznych vékovych skupin (viz 5.1.).

U skupiny 6. byla vyzkousena i doba aplikace po dobu tfi hodin.

Béhem a po aplikaci barviva byl sledovan mozny uhyn jedinca.

5.3. Schopnost detekovat barvivo
KlicCovym faktorem pfi pouziti barvicich technik s vyuZzZitim ARS je absence
fluorescenéniho pozadi sledované tkané/materialu. ProtoZe fluorescence v dané
vinové délce neni ojedinéla (rostlinna tkaniva, plankton, aj.) je tfeba vzdy praktického
ovéreni v jednotlivych pfipadech.

5.4. Doba Citelnosti znaCeni

Dulezitym faktorem pfi pouzivani znaceni je doba Citelnosti znaceni, tj. po jaké dobé
Ci pfi jakém narlstu velikosti I1ze tkan obarvenou ARS detekovat. B&éhem rustu ryby
dochazi i k zesileni a prodlouzeni ploutevnich paprsku, které byly cilovym organem
pfi barveni. To mGze byt postupné pfi€inou ztraty Citelnosti zbarveni. Ke sledovani
byla vybrana skupina 20 $tik stafi 43 dnu po vykuleni (d TL 9 cm). Barveny byly lazni
ARS o koncentraci 150 ml.I"* po dobu 1 hodiny. Nasledné byly individualné umistény
do kleci (z duvodu kanibalismu) do spole€né nadrze a sledovana byla zména
Citelnosti znaceni pfi jejich rdstu po dobu 3 mésict (@ SL 27 cm). Ke krmeni byly
pouzity Zivé ryby vhodné velikosti.

5.5. Zpusob detekce

Principem metody je chopnost alizarinu vazat se ve vodném roztoku na vapnik v
osifikovanych elementech rybiho téla (kosti, Supiny, otolity), kde ji lze nasledné
detekovat pomoci excitace svételnym zdrojem o vinové délce 530-560 nm (zelend)
vyvolavajici svételnou emisi o vinové délce 580 nm (ohnivé-Cervena).

Vzhledem k potfebé detekovat znaCenou tkan:

a/ u Zivych ryb

b/ v terénu

¢/ cenové pristupnym vybavenim

byla hledana ekvivalentni nahrada za fluorescencni mikroskop.



6. Vysledky

6.1. Vyvoj ploutevnich paprskl ocasni ploutve a jejich osifikace

Obr. 1.: 11 dni; 8 mm TL - pfed zapocCetim vyvoje ploutevnich paprsku

Obr. 2.: 17 dni; 11 mm TL — pocatek vyvoje ploutevnich paprsku

Obr. 3.: 23 dni; 13 mm TL — pocatek osifikace paprskl postupuje dorzalné




Obr. 4.: 27 dni; 15 mm TL — paprsky vyvinuté, tkan chrupavcita s ¢asteCnou osifikaci

Obr. 5.: 30 dni; 26 mm TL — pokracuje osifikace paprsku




Obr. 6.: 33 dni; 51 mm TL

V dobé vysazovani Stiky se velikost jedinct obvykle pohybuje okolo cca 3 cm, tj.
CasteCné jesté v obdobi neukongeného vyvoje (osifikace) ploutevnich paprska. |
vzhledem k Ccitelnosti znacCeni v urCitém rozsahu zvétSeni velikosti Ize, pokud to
umoznuje naplnéni cili znaceni, doporucit znaceni jedincl od cca 5 cm.

6.2. Aplikace barviva

Aplikace po dobu jedné hodiny se jevila jako dostateCna, nebylo patrné vyrazné
zvyseni intenzity barveni pfi delSim pobytu v lazni.

Uhyn ryb v souvislosti s aplikaci barviva nebyl zaznamenan.

6.3. Schopnost detekovat barvivo

Ploutevni paprsky Stiky bohuzel vykazuji urcitou Uroven pfirozené fluorescence. Je
proto pomérné obtizné objektivné rozlisit znacené a neznacené jedince v obdobi
bezprostfedné po aplikaci na zakladé vyssi intenzity fluorescence. Béhem rustu
paprsku se vSak objevi v kaudalni Casti paprsku zfetelna linie, oddélujici nové
dorostlou, slabégji fluoreskujici ¢ast. Zatim co délka obarvené kranialni ¢asti paprsku
zustava neménna, délka nové kaudalni Casti se zvétSuje umérné se zvétsujici se
velikosti téla jedince. Objektivni rozliSeni znacenych jedincu je tedy vhodné az po cca
10-20% zvétSeni velikosti téla.
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6.4. Doba Citelnosti znaceni

Linie mezi barvenou, vyrazné ,zafici“ kranialni Casti paprski a nové dorUstajici
kaudalni je zfetelna, i po 3 mésicich po barveni pfi zvySeni velikosti t€éla na cca
300%, a to zejména ve ventralni ¢asti ploutve.

6.5. Zpusob detekce
Detekce ARS se sklada ze dvou ¢asti:

6.5.1. Vyvolani fluorescence

Standardné se tak dé&je specialnim zdrojem, ktery je soucasti daného
fluorescencniho mikroskopu. Pro ARS je doporu€ena vinova délka 530 — 560 nm.
Pouzili jsme proto laserové ukazovatko s vinovou délkou 532 nm o vykonu 50 mW
(vyrobce OXLasers).

6.5.2. Odfiltrovani zdrojoveho svétla

V pfipadé fluorescenéniho mikroskopu pini tuto funkci specialni filtry. V nasem
pfipadé byly nahrazeny ochrannymi brylemi pro praci s laserem, zabrafujici
prichodu svétla o vinové délce 190-540 nm ale umozujici pozorovat svétlo o vinové
délce 580 nm (dodavatel SOH, Praha), coZ je emisni hodnota pro danou excitaci
ARS.

PFfi nasviceni objektu, v naSem pfipadé ploutevnich paprskld, vySe uvedenym
laserovym zdrojem bylo mozné pfi pouziti ochrannych bryli pozorovat emisi svétla
v mistech nabarvenych ARS.

Obr. 7.: Vybaveni k detekci ARS
[
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7. Zavéry

Na zakladé ovéreni zpusobu barveni, Citelnosti zbarveni a zafizeni k detekci Ize
konstatovat nasleduijici:

- ARS k barveni tik Ize pouZit — standardné v 1azni o koncentraci 150 mg.I" po dobu
1 hodiny

- k pozorovani znaceni lze uspé&Sné vyuzit ocasni ploutev zivych jedincl za
pfedpokladu vyuziti vyrazného pfechodu intenzity fluorescence v misté nové
dorustajici kaudalni casti paprsku; tato linie je patrna i u ryb dosahujicich 2-3
nasobné velikosti oproti rozmérim v dobé barveni

- alternativni zafizeni ke sledovani tkani barvenych ARS, sestavajici ze zeleného
laseru a bryli s vhodnou filtracni charakteristikou lze uspésné pouzit jako nahradu
jinych, specialnich pfistroju.

8. Novost postupt

S rozvojem technologie fizené reprodukce a odchovu ranych stadii ve specialnich
zarizenich, resp. po¢atecnich odchovu ryb pfed vysazenim do pfirozenych podminek
je nezbytné pro rozliSeni vysazovanych jedinci od jedincd pochazejicich
z reprodukce pfirozené uméle odchované ryby oznadit. DalSim divodem znaceni ryb
je sledovani jejich migrace pro optimalizaci techniky vysazovani, sledovani rychlosti
ristu oproti pfirozené populaci, pfipadné zhodnoceni efektu vysazovani (Urovné
preziti) takto odchovanych ryb. V uvedenych pfipadech neni zapotfebi individualni a
pomérné finanéné narotné znackovani vysazenych ryb. Navic se zpravidla jedna o
juvenilni jedince s velmi malou velikosti. Rada standardnich znageni je komplikovana
a pro rybu stresujici. Externi znaCky pro mladé vékové kategorie vyuZzit nelze.
Zpravidla se pro skupinové znaceni malych ryb pouziva amputace nékteré z ploutvi.
Vyuziti koupele v roztoku latek, které se ukladaji v tkanich ryb a je za urcitych
podminek, optimalné bez usmrceni ryby, mozné je identifikovat, pfinasi nové
moznosti ve znaceni ryb. Ovéfena technologie pouziti preparatu ARS k hromadnému
barveni juvenilnich ryb je v podminkach CR nova, postupné jsou ovéfovany moznosti
jejiho vyuziti pro jednotlivé druhy ryb.

ZnaCeni $tiky pomoci Alizarinu jiz byla popsana (Skov, 2001, Gronkjaer 2004),
zejména vSak byla detekce zaméfena na otolity, coz znamena nutnost usmrceni
sledovanych jedincd a naro¢né zpracovani sledovanych vzorkl (vybrusy) a vyuzitim
nakladného laboratorniho vybaveni zahrnujiciho fluorescenéni mikroskop.

Nase technologie se soustfedila na ovéfeni moznosti Sirokého praktického vyuZiti,
nenaro¢ného na vybaveni, rychlou detekci v terénu a nevyzZadujici usmrceni jedince
ani odbér vzorkd.
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9. Ekonomické aspekty
Pfedpokladané ekonomické a dalSi pfinosy vyuziti ovéfené technologie zahrnuje:

9.1. Moznost znageni (znackovani) Stiky umozriujici objektivni identifikaci jedinca.
Uplatnéni technologie je v celé Sifi rybarského hospodarni od chovatelské Cinnosti,
pfes terénni sledovani po vyzkumné aktivity. Konkrétné jde o sledovani migraci ryb,
jejich rastu, odliSeni vysazovanych jedincu (napf. va&i jedincim z pfirozené
reprodukce) oznaceni, resp. evidence ryb v chovu ¢i jejich potomstva atd. Hromadné
znaceni ranych stadii formou koupele v preparatu Alizarin Red S umoznuje
jednorazoveé znacCeni pomérné velkého mnozstvi ryb v kratkém Casovém intervalu.
Tento zplUsob vyznamné snizuje naklady na znaceni a zvySuje efektivnost prace ve
srovnani s jinymi metodami oznacovani ryb. S ohledem na moznost pouZiti pro velmi
malé ryby je to navic jedna z mala moznosti znaCeni. Ekonomicky pfinos Ize
kvantifikovat v rozdilu nakladd ve srovnani s dalSim zplUsoby znacCeni a jejich
pracovni naroCnosti. Naklady na obarveni uvedenou metodou je na urovni 1,- KE na
1 ks ryby a délka koupele je 1 hodina, pficemz je mozno soucasné obarvit nékolik set
az tisic ryb v zavislosti na velikosti pouzitych nadrzi. Tradi€ni znaCeni odstfizenim
ploutve je bez nakladu a produktivitou 700-1000 ks ryb za hodinu, bez hodnoceni
Setrnosti zakroku. Pouziti elastomer( je limitovano minimalni velikosti ryb a nutnosti
pofidit dodavané baleni barvici latky (cena 1 ml v zavislosti na objednavaném
mnozstvi se pohybuje v rozpéti 20-45 $, dale je tfeba pocitat s posStovnym a celnimi
poplatky, které mohou sumu az zdvojnasobit; oznaCeni jedné ryby tedy fadové bude
nékolik korun). Hufe hodnotitelna je obtiznost aplikace a jeji uspésnost, kdy koupele
ryb jsou standardnim a béZnym chovatelskym zasahem.

9.2. MoZnost detekce ryb znaenych ARS bez nutnosti vyuZiti fluorescenéniho
mikroskopu. Naklady na pofizeni mikroskopu s moznosti fluorescence minimalné 80-
100 tis. K& a navic se jedna o laboratorni zafizeni nevhodné pro praci v terénnich
podminkach a pro sledovani zivych vodnich organismd. Nami navrhovana alternativa
odstranuje vSechna tato negativa, pfitom cena tohoto vybaveni nepfesahuje 1 tis. K&
a predstavuje tak vyznamnou finan¢ni usporu a tim dostupnost pro Siroké spektrum
uzivatell a maze tak byt kliCova pro Siroké vyuziti tohoto zptsobu znaceni u ryb.

9.3. Moznost vyuZziti znacenych ryb

Jako priklad vyuZiti Ize uvést optimalizace po&tu vysazovanych ryb. Stika patfi mezi
nejCastéji vysazované druhy ryb, pfitom Ize na fadé lokalit pfedpokladat soucasné i
uspésnou pfirozenou reprodukci. Moznost sledovani podilu jedincl pochazejicich
z vysazovani a pfirozené reprodukce muze snizit naklady na vysazovani korekci
poctu vysazovanych jedinca.
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10. Popis uplatnéni technologie

Uplatnéni technologie hromadného znaceni je u vSech subjektl s potfebou znaceni
ryb bez potreby jejich individualniho rozliSeni. Jedna se napfiklad o odchované ryby
vysazované do tekoucich vod pro odliSeni ryb pochazejicich z pfirozené reprodukce.
Pro znaceni ryb vysazenych do lokality s moznosti jejich dalSiho monitoringu
s ohledem na jejich prostorovou distribuci, rychlost pohybu po nadrzich, obsazovani
lokalit, etc. Dale pro rozliSeni dvou skupin ryb odchovavanych ve spole¢né nadrzi,
apod. VyuZiti je v oblasti hospodareni na tekoucich vodach — producenti nasadoveého
materialu, podniky Povodi, rybarfské svazy, vyzkumné organizace. Pfipadné u
chovatelskych subjektl produkujici mladsi vékové kategorie.

Smlouva o uplatnéni ovéfené technologie byla uzaviena s Moravskym rybarskym
svazem, z.s., Brno.
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