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uvob

Znaceni (znackovani) ryb je technika umoZiujici objektivni individudlni Cdi
hromadnou identifikaci jedinc(. Uplatnéni nachazi jak v rdmci chovatelské ¢innosti,
terénnich sledovanich nebo v ramci vyzkumu. Konkrétné lze jmenovat sledovani
migraci ryb, jejich rlstu, posouzeni Uspésnosti vysazovani/pfirozené reprodukce,
oznaceni, resp. evidence ryb v chovu ¢i jejich potomstva atd.

Vzhledem k rozdilnym poZadavklm existuje i Skala druh( znaceni.

Vybér/pouiiti konkrétniho typu znaceni zaleZi na radé faktord, z nichz patfi
zejména:

- minimalizace stresové zatéze znaceného jedince jak pfi aplikaci tak i po ni

- druh a velikost znacenych jedincu

- narocnost aplikace financni, casova a potreba specidlnich aplikatord

- moznost skupinového ¢i individualniho rozliseni jedinc

- Uspésnost a trvanlivost znaceni

- ndrocnost nasledné detekce znacky.

Cilem studie bylo vyzkouset vyuZiti Alizarinové cervené pfi znaceni vybranych druh
ryb, soucasné ho prakticky ovéfit pfi vysazovani a dale ovéfit jednoduchy zpUsob
detekce znaceni pti nasledném odlovu. V priibéhu testovani byl ovérena toxicity
pouzitého barviva, délka barveni a minimalni velikost vhodna pro aplikaci barviva.
Soucasti vyhodnoceni bylo stanoveni detekovatelnosti znaceni v pribéhu rlstu ryb.

Alizarin Red S — ARS
V Ceské republice novy zplsob znaceni ryb mensich rozmérG (obvykle do cca 10

cm) vychazejici ze schopnosti alizarinové cerveni (ARS) vazat se na vapenité
struktury v organismech (kost, Supina, otolit) (PUCHTLER et al., 1968). Aplikuje se
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formou pomoreni ryb do roztoku barviva, prakticky Ize vyuzit jen jako hromadné
barveni. Cas aplikace je obvykle v Fadech hodin (nap¥. BAER J. a ROSCH R. 2008;
ECKMAN R. 2003; LIUA Q. et al., 2009; LU H. et al., 2015), omezujicim faktorem je
zejména cena dané chemikdlie a potfebny objem lazné. Pokud je znaceni zaméreno
na praktické vyuZiti v terénu bez nutnosti usmrceni jedince ¢i odbéru vzorkd tkané,
je zaméreno na ploutevni paprsky, nejlépe ocasni ploutve, u Zivych ryb.

Obr. 1.: Zelené laserové ukazovdtko a ochranné bryle jako alternativa
fluorescencéniho mikroskopu pro terénni sledovdni ryb znacenych ARS.

Detekce

Vyuziva se fluorescencnich vlastnosti barviva. Lze tak detekovat i jen velmi slabé
obarveni, s tim souvisi nutnost urcitého specidlniho vybaveni, kterym je standardné
fluorescencni mikroskop.

Vyvolani fluorescence se déje specidlnimi svételnymi zdroji (filtry), které jsou
soucdsti daného mikroskopu. Pro ARS je doporucena vinova délka 530 — 560 nm.
Jako alternativu jsme vyzkouseli poufZiti laserového ukazovatka s uddvanou vinovou
délkou 532 nm (zelené) o vykonu 50 mW (vyrobce OXLasers). Pro vlastni
pozorovani je tfeba odfiltrovat svétlo zdroje a soucasné umoznit sledovat
potencialni excitaci navazané ARS, kterd se v tomto pripadé nachazi na hladiné 580
nm. V ptipadé fluorescenéniho mikroskopu plni tuto funkci specidlni filtry. V naSem
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pfipadé bylo otestovano jejich nahrazeni ochrannymi brylemi pro praci s laserem,
zabraniujici prlchodu svétla o vinové délce 190-540 nm ale svétlo o vinové délce
580 nm propoustéjici (dodavatel SOH, Praha).

Pfi nasviceni objektu, v nasem pfipadé ploutevnich paprskl, vySe uvedenym
laserovym zdrojem bylo mozZné pfi pouZiti ochrannych bryli pozorovat emisi svétla
(ohnivé cervené zbarveni) v mistech nabarvenych ARS.

K omezujicim faktordim kromé vybaveni k detekci patfi ddle toxicita barviva, jeho
cena, doba, po kterou lze znaceni u ryb pozorovat, pfirozend fluorescence
sledované tkané a velikost ryb.

Toxicita barviva, stresova zatéz

Obvykle se vyuziva koncentrace 0,15 g na jeden litr barviciho roztoku a ¢as barveni
jedna hodina. Za téchto podminek (a ani pfi nékolikanasobné vyssi koncentraci Ci
dobé) nebyl pozorovan uhyn ryb v souvislosti s aplikaci ani zména chovani ryb pfi Ci
po ukonéeni aplikace (POSTULKOVA et al., 2016). V pfipadé poufZiti u rGznych druh
a velikostnich kategorii ryb lze vSak doporucit predchozi kontrolni test.

Naklady na barveni

Cena ARS se pohybuje okolo 40 K¢ za gram, tj. pfi koncentraci 0,15 g.I* budou tedy
naklady 600 K¢ na 100 | barviciho roztoku. V zavislosti na velikosti ryb a
opakovanému vyuziti roztoku se cena barveni jedné ryby pohybuje radové
v desetihaléfich az korunach.

Doba detekovatelnosti barviva

Ukazuje se, Ze doba, po kterou Ize oznacené ryby rozlisit je znacné dlouhd a zavisi
zejména na rlstu jedince, kdy dochazi k ,,fedéni“ ¢i obrstani tkané se zafixovanym
barvivem. V pfipadé wvyuzZiti ploutevnich paprskii lze postupné pozorovat
prodluZujici se distalni, nové dor(stajici ¢ast paprsku, proximalni, nabarvena ¢ast si
zachovava prakticky stejnou délku. Pfechodova linie je ostfe vymezena a je vhodné
se na ni soustfedit pfi pozorovani.

Vliv na dobu detekovatelnosti ma zfejmé intenzita pigmentace a tloustka kize,
nebot snizuje prostupnost barviva pri aplikaci a omezujici prostupnost svétla pfi
detekci. Obecné lze predpoklddat pouZitelnost tohoto typu znaceni i pfi zvétseni
velikosti téla jedince na dvojnasobek, v nékterych pripadech i trojndsobek oproti
rozmérdm v dobé znaceni. Za téchto podminek je znaceni patrné i po nékolika
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letech. Barveni ryb vcetné vyhodnoceni ,citelnosti“ znaceni byla zpracovana
v podobé ovérené technologie (Halacka a kol., 2018).

Obr. 2.: Zména velikosti (SL, TL) znacené stiky v obdobi kvétna-srpna a hranice mezi
zbarvenou a nezbarvenou c¢dsti ploutevnich paprski v ocasni ploutvi (vzddlenost SL-

ARS, tj. obarvend cdst paprski je konstantni; vzddlenost ARS-TL se postupné
s rlstem ryby a prodluZovdanim paprski zvétsuje)
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Pfirozena fluorescence

Dana fluorescence neni omezena jen na ARS, ale dochazi kni vrizné i u fady
dalSich latek ¢i materialQ, a jeji intenzita mlze zaviset na radé podminek, napfriklad
vlhkosti objektu. To je i pfipad ploutevnich paprskd, kdy u fixovaného materialu
postupné pfi vysychani lze pozorovat stoupajici schopnost pfirozené fluorescence
coz znemoznuje rozliSeni ¢asti obarvenych ARS. Je proto lépe fixovany material
ploutvi umistény standardné na podloznich sklech prohlédnout v priibéhu nékolika
dni, nemd smysl jej dlouhodobé uchovavat pro tyto ucely. V pfipadé nutnosti
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detekce znaceni po delSim obdobi je Iépe jej fixovat napr. ve formaldehydu nebo
alespon zmrazit.

Obr. 3.: Vyvoj ploutevnich paprski u Stiky; vlevo jedinec ve stari 23 dni a velikosti 13
mm (TL) — tvorba a pocdtek osifikace paprsku postupuje dorzdlné, vpravo - 30 dni;
26 mm (TL) — finalizujici osifikace paprski
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V nékterych ptipadech, jako u stiky, byla pfirozena fluorescence pomérné vyraznd i
u paprskt Zivych jedincd, bylo proto obtizné rozlisit znacené jedince bezprostfedné
po obarveni. Po urcité dobé (cca nékolik dni) pfi prodlouZeni paprski o nové
narostlé Useky se vytvafi znatelnd linie mezi témito a plvodnimi nabarvenymi
¢astmi, coz umoznuje objektivni detekci pfitomnosti ARS.

Velikost znacenych jedinct

Minimalni velikost jedinct je dana jednak nutnosti pfitomnosti ploutevnich paprsku
a jejich osifikaci a dale predpokldadanou dobou sledovani, tj. velikosti jedince
v tomto obdobi. Nedokoncéena osifikace bude limitujici v pfipadé Stiky, kterd se
vysazuje vzhledem ke kanibalismu v pomérné malé velikosti a vyvoj kosterni
soustavy jesté nemusi byt ukonéen. Soucasné pfi intenzivnim rlstu téchto jedincl
nelze predpokladat délku sledovani vice nez nékolik tydn(, maximalné mésicu.
Maximalni velikost je dana cenou barviciho roztoku a potfebnou velikosti
manipulaénich nadrzi, pravdépodobné u ryb s velikosti nad 15 cm je jiz vhodnéjsi
pouZit jiného typu znaceni, které navic mUZze umoznit znaceni individudlni i
alespon skupinové (elastomery, alfa-tagy). V nékterych situacich, jako napfiklad
sledovani rastu nékolika vybranych jedincl, kdy se ARS vyuZije i jako ,Casové-
velikostni” znacky Ize aplikaci doporucit.

ZAVER

Znaceni pomoci ARS lze u ryb vyuZit, a to zejména u skupinového znaceni a jedincd
velikosti okolo 5-10 cm, kde prakticky neexistuje alternativni zpUsob.

Znaceni je moZné pozorovat po dobu nékolika mésicll aZ let v pfipadé zvétseni
velikosti jedince o maximalné 100-200 % velikosti v dobé aplikace barviva.

Pro detekci ARS v ploutevnich paprscich lze vyuZit alternativniho vybaveni - malého
laserového zdroje zeleného svétla a ochrannych bryli, coz umozZni jednat detekci
ptimo v terénu u Zivych jedincl a jednak vyrazné snizeni nakladl na detekci.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o pomérné novy zplsob znaceni a lze predpokladat
urcité mezidruhové rozdily, je vhodné pfed hromadnou aplikaci provést zakladni
otestovani (koncentrace barviva, ¢as aplikace, zfetelnost znaceni, doba Citelnosti).

Uplatnéni ARS je vhodné u vsech subjektll s potfebou znaceni ryb (chovatelé ryb a
producenti nasadového materidlu, podniky Povodi, rybarské svazy, vyzkumné
organizace), ovSsem bez potreby jejich individudlniho 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 mozZnosti jejich
dalsiho monitoringu s ohledem na jejich prostorovou distribuci, rychlost pohybu po
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nadrzich, obsazovani lokalit, etc. Ddle pro rozliSeni dvou skupin ryb odchovavanych
ve spolecné nadrzi apod.

PODEKOVANI

Tato studie byla podpofena projektem NAZV QJ1620240 Aplikace biomanipulaci s
vyuzitim "topdown" efektu s cilem omezit negativni dopady zemédélstvi na
eutrofizaci voddarenskych nadrzi.
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