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1. Ciletechnologie

Cilem technologie je seznameni Sirokého spektra relevantnich subjektd, tj. orga-
nd ochrany prirody, ichtyologl, uzivatell rybéarskych revirG, chovatell ryb
s moznostmi znaceni sekavcl pomoci alizarinové ¢ervené (Alizarin Red S, ARS),
aplikované ve formé koupele. Jedna se o typ hromadného znaceni ryb mensich
rozmérd (velikost obvykle v rozmezi 3-10 cm). Na znaceni navazuje navrh
vhodného zplsobu jeho detekce nevyZzadujici nakladné vybaveni & nutnosti
odbéru vzorku tkané (ploutevnich paprskd) nebo dokonce usmrcenijedince.

2. Popis technologie

V letech 2018-2019 byla provedena optimalizace postupu a ovéfovani metody
znadeni sekavcl s pouzitim alizarinové Gervené na pracovisti UBO. Testovan by
stupen osifikace ploutevnich paprski ocasni ploutve sekavcU, viastni aplikace
ARS (Cas, koncentrace), doba mozného rozpoznani znaceni v zavislosti na rdstu
ryb azplisob detekce zbarveni pouZitelny piimo v terénu pfi odchytu ryb.

3. Oblast vyzkumu

Ovéreni technologie: odchov sledovanych; barveni jedinct pomoci ARS; studium
osifikace, testovani detekénino zafizeni — Ustavu biologie obratlovct AV CR, v. V. i.

4.Uvod

4.1. Znaceni

Znaceni ryb je technika umoznuijici objektivni individualni ¢i hromadnou identifikaci

jedincl. Uplatnéni nachéazi jak v rdmci chovatelské ¢innosti, terénnich sledovanich

nebo v ramci vyzkumu &i ochrany ryb. Konkrétné Ize jmenovat sledovani migraci

ryb, jejich rlstu, odliSeni vysazovanych jedincd, oznaceni, resp. evidence ryb

v experimentu ¢i chovu atd. Vzhledem k rozdilnym pozadavkim existuje i Skala

druhli znacen.

Vybér/pouZiti konkrétniho typu znadeni zaleZi na fadé faktor(, z nichz patfi

zejména:

@ akceptovatelna uroven stresové zatéze znaceného jedince jak pfi aplikaci,
tak pfi detekci znaceni
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druh a velikost znacenych jedinct

naro¢nost aplikace: finanéni, asova, personalni,
potieba specidlnich aplikatord

naroénost nasledné detekce znacky

moznost skupinového &i individudinino rozlisent jedinct
Uspésnost a trvanlivost znaceni

QQ

Q@

4.2.ARS

Pomérné, alespori v Ceské republice, novy zplisob znageni vychazi ze schopnosti
alizarinové Cerveni (ARS) vazat se na vapenité struktury (kost, Supina, otolit)
v Zivych organismech. K detekci se vyuziva fluorescencnich viastnosti barviva,
s &imZ souvisi nutnost urcitého specialniho vybaveni (standardné fluorescenéni
mikroskop). Aplikuje se formou pomorent ryb do roztoku barviva. Cas aplikace
je obvykle v fradech hodin, omezuijicim faktorem je zejména cena dané chemikalie
a potrebny objem lazné. Lze vyuzit jen jako hromadné barveni.

Jak je uvedeno vyse, ARS se vaze na vSechny kalcifikované tkané v organismu.
Vzhledem k tomu, ze tato technologie je zamérena na praktické vyuziti znaceni
v terénu bez nutnosti usmrceni jedince ¢i odbéru vzorkd tkang, byla smérovana
na barveni a detekci u ploutevnich paprskd ocasni ploutve u Zivych ryb.

U nékterych organisml vykazuji tkané vétsi ¢i mensi stupen ,prirozené*
fluorescence, je proto vhodné u kazdého druhu pred aplikaci ARS provést
kontrolu.

4.3. Sekavci

Cilem bylo ovéfit mozZnosti znac¢eni pomoci ARS u sekavct (Cobitis sp.). Sekavci
jsou drobné $tihlé ryby, dordstajici velikosti 10-15 cm. Jsou zahrnuti do Evropské
smérnice (NATURA 2000) prilohy I, v rdmci Ceské republiky je jejich stav
hodnocen jako ,silné ohrozeny“. Rod sekavci zahrnuje vice druhdi, jejichz areél
rozsiteni se vzajemné prekryva a dochazi k jejich kfizeni. To mélo za nésledek
vytvoreni hybridnich komplex( zahrnujici nejen jedince s rozdiinymi genomy ale
i o réizné ploidii, ktefi se obvykle rozmnoZuji asexudiné (gynogeneticky). Vzajemné
vazby mezi jednotlivymi biotypy téchto komplex( a dynamika jejich struktury neni
stale dostatecné objasnéna, coz kromé jiného snizuje efektivitu jejich ochrany.
Vyznamnym praktickym pfinosem pro jejich studium je moznost vhodného
znacenijedincd.
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5. Okruhy ovéreni

5.1. Vyvoj ploutevnich paprskd a jejich osifikace

Pro wvojovou studii byla vybrana série jedincti ze sbirek pracovisté UBO. Ryby
byly fixovany a ulozeny 4% roztokem formaldehydu. Pro dané sledovani byli
vybrani jedinci barveni pomoci Alcianové modfi (ktera se vaze na chrupavcitou,
tedy neosifikovanou tkan) a Alizarinové Cervené ke zvyraznéni chrupavky, resp.
kosti (osifikovanych tkani). Cilem bylo ziskat informace o vyvoji a postupu osifikace
ploutevnich paprski ocasni ploutve a stanovit tak, od jaké minimalni velikosti,
resp. stari Ize aplikovat dané znaceni.

5.2. Barveni—schopnost navazani barviva na cilovy organ a letalita barvicilazné
Standardné je ARS aplikovana ve vodném roztoku o koncentraci 0,15 g.I-
po dobu jedné hodiny. Vzhledem k cené barviva a dobé pobytu ryb v barvici 1azni,
ktera, zejména pii znaceni pfimo v terénu, se mlize jevit jako pomérné dlouha, byla
otestovana moznost snizeni koncentrace barviva, resp. zkraceni doby aplikace.
Testovano bylo na juvenilnich (SL 15-25 mm) a adultnich (SL 50-60 mm)
jedincich.

koncentrace ARS | doba aplikace
o/l min
0 | kontrola 0 0
S | standard 0,15 60
A | zkrdceni doby aplikace 0,15 20
B | zkraceni doby aplikace pfi zvySeni koncentrace ARS 0,30 20
C | snizeni doby aplikace 0,05 60

5.3. Doba Citelnosti znaceni a zvySeni mortality
Na dobé ditelnosti znaCeni ploutevnich paprskd ryb pomoci ARS se negativné
podili dva zakladni faktory:
& mozné postupné uvolnénibarviva z tkane, ¢imz se snizuje intenzita zbarveni
o intenzita rdstu znaceného jedince, kdy znadena tkan je prekryta novou

a zaujima postupné stale mensi Usek situovany v proximalni ¢asti

loutevniho paprsku.
Pro testovani byla vybrana skupina 28 jedincl sekavcl o primérné velikosti (SL)
35 mm (25-45 mm), z nichz polovina byla nazna¢ena pomoci ARS standardnim
postupem (1 hodina pfi koncentraci 0,15 g/l). Kontrola ¢itelnosti byla provedena
po znaCenianasledné za 60, resp. 190 dni od aplikace barviva.
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5.4. Zplsob detekce

Jako mozna nahrada za fluorescencni mikroskop bylo sledovani realizovano
pomoct:

& binokuléarnilupy slouzici k ur€itému zvétSeni pozorovaného objektu:
& ukazovatka se zelenym laserovym paprskem jako zdroje excitacniho paprsku
& ochrannych brylifiltrujicich excitacni svétlo

Vybaveni k detekci ARS

6. Vysledky

6.1. Vyvoj ploutevnich paprskl a jejich osifikace
(vzhledem k urcitému rozristu jedinc( béhem tohoto obdobi
Jje nutno zejména udaje o velikosti brat s jistou toleranci)

1. den po vykuleni; 2. den
jedinec o velikosti 5,3 mm /TL/; ploutevni 6,0 mm; pocatek vyvoje
paprsky ocasni ploutve jeSté nevytvoreny a osifikace prvnich paprski
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5. den 7.den
8,0 mm; zac4tek osifikace cca tretiny paprskii 9,0 mm; osifikace vice néz tietiny paprski

- waede

e N ! -

10. den 12. den

10,5 mm; ¢astecna osifikace 12,3 mm; ¢astecna osifikace
zasahuje vétSinu paprski jiz u vSech paprskii

16 den 23 den
14,0 mm; pokracuijici osifikace vSech paprsk(i 14,5 mm; UpInd osifikace vSech paprski
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Lze konstatovat, Ze u jedincl ve stéfi cca 1 mésic a velikosti presahuijici 15 mm (TL)
jsou ploutevni paprsky ocasni ploutve dostatecné vyvinuty a osifikovany. Lze tak jiz
vyuzit, jako prakticky jediného mozného, znaCeni pomoci roztoku ARS. Vzhledem
k rychlému rlstu je v8ak nutno u takto malych jedinct pocitat s dobou &itelnost
pouze v Fadech tydnd, poté, umoziuji-li to podminky, Ize doporucit pfeznaceni
ryb.

6.2. Aplikace barviva

Citelnost znadeni byla hodnocena 2. den po aplikaci barviva. Primarné bylo
hodnoceno zafixovani barviva (fluorescence) na ploutevnich paprscich ocasni
ploutve. V zadné ze skupin nebyl pozorovan Uhyn jedinct jako reakce na aplikaci
barviva.

6.2.0 — bez aplikace barviva
Zbarveni (fluorescence) ploutevnich paprskd nebylo pozorovano.

6.2.S - standardni postup
Ploutevni paprsky ocasni ploutve véech sledovanych jedinct
byly nabarveny v dostate¢né intenzité, a to po celé své délce.

6.2.A — zkraceni doby aplikace
Jen u ¢asti jedincl bylo pozorovano mirné zbarveni distalnich
Gésti nékterych paprskd.

Tato varianta znaCeni se proto jevi jako nevyhovuijici.

6.2.B — zkraceni doby aplikace kompenzované zvySenou koncentraci barviva
U v8ech juvenilnich jedincd a poloviny adultnich byl vysledek znaceni
srovnatelny se standardnim postupem. U zbylé poloviny adultnich
jedincl bylo znaceni na hranici detekovatelnosti.

Tuto variantu Ize tedy doporudit zejména u mensich ryb, v pripadé
vétsich jedinct Ize navrhnout urcité prodlouzeni doby aplikace
(napf. z 20-ti na 30 minut).

6.2.C — snizeni koncentrace barviva
U cca 1/3 jedincl (juvenilnich i adultnich) byl vysledek aplikace
srovnatelny se standardnim postupem (,S). U zbyvajicich juvenilnich
jedinct a 1/3 adultnich bylo mozné zbarveni, i kdyz méné intenzivni,
pozorovat. U zbylé Easti adultnich jedinct nebylo zbarveni pozorovano.
Tuto variantu Ize tedy podminéné doporucit pouze pro kratkodobé
znaceni u juvenilnich jedincy, a to s pripadné prodlouzenou dobou
aplikace.
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6.3. Doba Citelnostiznageni

Po 60 dnech od aplikace barviva, kdy doslo ke zvétSeni délky téla sledova-
nych jedinct v priméru o 44 % (z 36 na 52 mm SL), bylo znaceni dobfe patrné
u v8ech znacenych ryb. Po uplynuti 190 dni (délka téla zvySena v priméru o 66 %;
SL 59 mm) bylo znaceni stéle dobre Citelné u vice neZ poloviny jedinc, u ostatnich
jiz doslo k urcitému poklesu Citelnosti.

V piipadé kontrolni skupiny ploutevni paprsky nevykazovaly fluorescenci, riist
jedincli byl shodny se skupinou pokusnou.

Lze tedy konstatovat, 7e doba Citelnosti znaceni v pipadé sekavc, jejichZ velikost
v dobé aplikace ARS dosahuje alespon cca 4 cm, je minimalné 6 mésicd, resp.
po obdobi zvétseni velikosti (délka téla) do cca 50 %. Po tomto obdobi, resp. vét-
§im nartistu velikosti je tfeba poditat s postupnou ztratou Citelnosti.

6.4. Zplsob detekce

Navrhovany zpUsob detekce znadeni (laserové ukazovatko, ochranné bryle)
na ploutevnich paprscich se ukazal jako plné vyhovuiici a Ize jej proto doporudit
pro praktické vyuzitijak v laboratornich podminkach, tak v terénu.

7.Zaveéry

Na zakladé ovéreni zplsobu barveni, Citelnosti zbarveni a zafizeni k detekci Ize
konstatovat nasleduijict:

& vyuziti znaceni pomoci ARS Ize u sekavcl doporudit

& standardni zplsob aplikace umisténim ryb do roztoku ARS
o koncentraci 0,15 g na 1 litr vody po dobu 1 hodiny je pouzitelny
@ v pripadé Casového tlaku je mozné zkratit aplikaci na Vs — V2
pfi souCasném zvySeni koncentrace barviva na dvojnasobek
standardni hodnoty
& pfipadné snizeni koncentrace barviva Ize doporudit
spise u jedincd mensich rozmér(
@ pro detekci zbarveni Ize efektivné vyuzit jako nahradu za fluorescenéni
mikroskop laserové ukazovatko se zelenym paprskem spolu
s odpovidajicimi ochrannymi brylemi, u mensich jedinct v zavislosti
na zrakovych dispozicich a zkuSenostech pozorovatele I€pe
v kombinaci s lupou

10
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& paprsky ocasni ploutve se jevi jako vhodny cilovy objekt
pfi znageni pomoci ARS

& Kk plnohodnotnému znadeni ploutevnich paprskd musi sekavci dosahnout
velikosti minimalné 15 mm, coz odpovida stéari jednoho mésice

& uryb barvenych ve velikosti cca 2 cm Ize pocitat s dobou cCitelnosti znaceni
po dobu nékolika tydnd, pfi 4 cm nékolik mésicd, u vétsich ryb,
kde, jiz rGst bude minimalini Ize pfedpokladat Citelnost i vice neZ rok

8. Novost postupt

S potfebou ochrany a vyzkumu ryb se objevuje potieba jejich znaceni. V pfipa-
dech, kdy neni zapotrebi individudlni znaceni, se jevi jako velmi efektivni nova
metoda znaceni pomoci ARS. Vyuziva se koupele v roztoku latky, ktera se ukladaji
v tkanich ryb a Ize je za ur€itych podminek, optimalné bez usmrceni ryby,
identifikovat, coZ pfinasi nové moznosti v oblasti znaceni. Ovérena technologie
pouziti preparatu ARS k hromadnému barveni sekavcl je nova a rozSifuje
moznostijejiho optimalniho vyuziti pro dalsi druh ryby.

Nase technologie se soustfedila na moznost praktického vyuziti, rychlou detekci
nenaro¢nou na vybavenia nevyzadujici usmrceni jedince ani odbér vzorkd.

9. Ekonomické aspekty
Predpokladané ekonomickeé a dalsi prinosy vyuZziti overené technologie zahrnuije:

9.1. Wuziti ARS

Moznost znacéeni sekavcl umoznuijici objektivni identifikaci jedinc nachazi
uplatnéni jak v ramci ochranarskych ¢&i vyzkumné-ichtyologickych aktivit.
Konkrétné Ize jmenovat sledovani migraci, ristu, odliSeni vysazovanych jedinc
(napt. vaci jedinclim z pfirozené reprodukce), oznaceni, resp. evidence
generacnich ryb ¢i jejich potomstva v zachrannych chovech atd. Hromadné
znaceni ranych stadii formou koupele v preparatu Alizarin Red S umoZnuje
jednorazové znaCeni pomérne velkého mnozstvi ryb v pfijatelném Casovém
intervalu. Tento zpUsob 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, alespon
pro jedince podccabcm.

11



Ustav biologie obratlovcti Akademie véd CR, v. V. i.

Ekonomicky pfinos Ize kvantifikovat v rozdilu naklad( ve srovnani s dal§im
zpUsoby znadeni a jejich pracovni naro¢nosti. Naklady na obarveni uvedenou
metodou je na Urovni maximalné 1,- K& na 1 ks ryby a délka koupele je 1 hodina,
pri¢emz je mozno sou¢asné obarvit nékolik set az tisic ryb v zavislosti na velikosti
pouzitych nadrzi. Pouziti elastomerd je limitovano minimalni velikosti ryb a nutnosti
poridit dodavané baleni barvici latky (cena 1 ml v zavislosti na objednaném
mnozstvi se pohybuje v rozpéti 20-45 $, dale je tfeba poditat s postovnym
a celnimi poplatky, které mohou sumu az zdvojnasobit).

9.2. Moznost detekce bez nutnosti vyuziti fluorescencniho mikroskopu.

Naklady na porizeni mikroskopu s moznostf fluorescence minimalné 80-100 tis.
K&, a navic se jednd o laboratorni zafizeni nevhodné pro praci v terénnich
podminkéch a pro sledovani zivych vodnich organism(. Nami navrhovana
alternativa odstrafiuje vSechna tato negativa, pfitom cena tohoto vybaveni
nepresahuje 1 tis. K& a predstavuje tak vyznamnou finanéni Usporu a tim
dostupnost pro Siroké spektrum uZivateldl a mize tak byt kliCova pro Siroké
vyuZzititohoto zplsobu znaceniu ryb.

9.3. Moznost vyuziti znacenychryb

Jako priklad vyuziti Ize uvést objektivni odhad uspésnosti vysazovani a optima-
lizace poctu vysazovanych ryb. Moznost sledovani podilu jedincli pochézejicich
z vysazovani a pfirozené reprodukce mdze snizit naklady na dotacéni vysazovani
korekci poctu vysazovanych jedincl. Dal$im vyznamnym okruhem vyuZiti je
sledovani migraci. Zvyseni efektivity ochrany je tak dalSim, i kdyz obtizné
ekonomicky kvantifikovatelnym, prinosem.

9.4.Omezenistresoveé zatéze

V neposledni fadé Ize zddraznit naprostou minimalizaci stresové zatéze jedincl
v priibéhu znaceni. Jedinci se v priibéhu znaceni i po ném chovaji standardné
anenipatrnéizadné zvySeni mortality.

12
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10. Popis uplatnénitechnologie

Uplatnéni daného znaceni je u vSech subjektl s potfebou znaceni sekavcl
a morfologicky podobnych ryb (zejména sekavcik, pripadné mienka, piskof) bez
potreby jejich individualniho rozliseni. Jedna se napfriklad oznaceni ryb pfi mo-
nitoringu a migracnich studiich, pfi studiich prostorové distribuce a UspéSnosti
vysazovani. Dale pro rozliseni testovanych skupin ryb chovanych ve spole¢né
nadrzi apod. Obecné Ize vyuziti oCekavat v oblasti ochrany, vyzkumu, péce
o zdravia vyuky.

Smlouva o uplatnéni ovérené technologie byla uzaviena s Agenturou ochrany
pirody a krajiny Ceské republiky.
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