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VYUZITI ALIZARINOVE CERVENE (ARS) PRI HROMADNEM
ZNACENI JUVENILU LOSOSOVITYCH RYB

1. Cil metodiky

Cilem metodiky je pfedstaveni moznosti znaceni juvenilnich lososovitych
pomoci alizarinové cervené (Alizarin Red S, ARS, sodnd sll kyseliny
alizarinsulfonové, alizarinkarmin, C,,H .NaO,S), aplikované ve formé& koupele.
Jde o zplsob skupinového znaceni ryb mensich rozméra (stari 0+). Vzhledem
k tomu, Ze pro ucinnost znadeni a nasledné identifikace je nutnd osifikace
kosterni tkané, konkrétné ploutevnich paprskd, je potfeba stanovit minimalni
velikost (vék) ryb umoznuijici jejich barveni. Je rovnéz popsan zplsob detekce
znacdeni, pouzitelny v terénnich podminkach, bez nutnosti pouziti nakladného
vybaveni a eliminujici poSkozeni ¢i usmrceni jedince v disledku odbéru tkani.
Na zakladé ziskanych vysledkd bude mozno stanovit minimalni vék rlznych
druhl lososovitych ryb pro efektivni oznadeni koupeli ARS umoziujici
naslednou spolehlivou neletalni identifikaci oznacenych ryb v terénnich
podminkach. Vysledky pak bude mozné vyuzit pfi provadéni mark-recapture
experimentl (experimentd spodivajicich ve vypusténi oznacenych jedincl
a jejich opétovném odlovu) s velkym poctem lososovitych ryb malé velikosti,
které byly pfi pouziti dalSich metod znaceni dosud obtizné realizovatelné nebo
zcela neproveditelné. MoZnost realizace téchto experimentd vyznamné rozsiti
moznosti hodnoceni efektivity zarybriovani pstruhovych revird.

2. Vlastni popis metodiky

Metodika popisuje pouziti ARS pro znaceni juvenilnich lososovitych ryb
vcetné stanoveni minimalniho véku projejich znaceni, které umoznuje naslednou
uspésnou neletdlni identifikaci v terénnich podminkach. Jako modelovy druh
byl vybran pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) z divodu jeho snadného
odchovu v kontrolovanych podminkach. Experimentalné byla moznost pouziti
znacdeni a identifikace ARS rovnéZ ovérena u pstruha obecného (Salmo trutta
m. fario) a lipana podhorniho (Thymallus thymallus). U téchto druhd bylo
z ddvodu vysSich narokl na kvalitu prostfedi a obecné problematictéjsiho
odchovu v kontrolovanych podminkach ovéfeno znaceni ve fazi rozkrmeného
pladku rlzného véku v pripadé pstruha obecného a extenzivnhé odchovaného
¢tvrtrocka v pripadé lipana podhorniho.



2.1. Uvod

zkoumani ryb (Thorsteinsson, 2002), diky némuz je mozné ziskat Sirokou skalu
informaci. Metody zalozené na vypusténi a opétovném odlovu oznacenych ryb
poskytuji informace o slozeni populaci na otevienych vodach a také o rlstu
a prezivani vysazenych ryb v pfirodnich podminkach.

Vyuzivani uméle odchovanych a vysazenych ryb k riznym cilim, véetné usili
o zachovani ¢i podporu ohroZzenych populaci je stale ¢astéjsi praxi. Monitoring
efektivity pouzivani uméle odchovanych ryb pro vysazovani do volnych vod
v8ak vétSinou neni provadén, zejména kvuli tomu, Ze vysazované ryby pred
vypusténim nejsou oznaceny nebo je oznacena pouze ¢ast z nich (Warren-
Myers a kol., 2018). Problematické je zejména G¢inné hromadné znaceni ranych
vékovych kategorii ryb pred jejich vysazenim. Soucasné mezi védci panuje Siroka
shoda, Ze ryby obecné musi byt vysazeny v ranych fazich zivota, pokud je cilem
vysazovani podporovat pfirozené populace (Jarvi, 2002; Metcalfe a kol., 2003).
Napfriklad ulososovitych ryb se pfi chovu v zajeti vyvinou souvisejici znaky, které
je odlisuji od volné zijicich jedinc v potravnim chovani, reakci na predatory
a vyuzivani stanovist (Einum a Fleming, 2001). Tento jev nasledné podstatné
snizuje adaptabilitu a schopnost preziti vysazenych uméle odchovanych ryb
v pfirodnim prostfedi (Fraser a kol., 2011).

Ackoli pouziti pfirodnich nebo chemickych znacek (napf. tetracyklinu,
kalceinu ¢i alizarinové cervené) nebo vystaveni znacenych jedincl stabilnim
izotopUm prostrednictvim koupele nebo vakcinace jiz od stadia jiker nevyzaduje
sloZzitou manipulaci s rybami ¢&i stresové pusobeni, naslednd identifikace
oznaceni muaze vyzadovat usmrceni ryb po jejich uloveni (Thorsteinsson, 2002;
Uglem a kol., 2020). V pfipadé snah o obnovu a posileni oslabenych populaci
zejména lososovitych ryb je nutnost usmrcovani jedincl za Gc¢elem identifikace
plvodu kontraproduktivni, protoze zahrnuje i zabijeni potomk volné Zijicich
ryb. Znaceni ryb koupeli v roztoku ARS spociva ve vyuziti schopnosti ARS
vazat se na vapenaté struktury v organismech (kost, Supina, otolit) (Puchtler
a kol., 1968) a je popsano u rtznych druht lososovitych ryb. Samotna latka je
pro ryby malo toxickd, Halac¢ka a kol. (2018b) nezjistili pfi standardnim testu
toxicity na daniu pruhovaném (Danio rerio) Ghyn ani v koncentraci 600 mg.I".
Publikované studie pouzivaly identifikaci zalozenou na analyze otolitu (Baer
a Rosch, 2008; Caudron a Champigneulle, 2009; Unfer a Pinter, 2013; Lejk
a Martyniak, 2018; Lejk a Radtke, 2021). Pro tento zpUsob identifikace je nutné
vySetfované ryby usmrtit. Nékolik studii vsak zmiriuje moznost identifikace ARS
znaceni pomoci analyzy ploutevnich paprskl u kaprovitych (Li a kol., 2015,
2016). U stiky obecné (Esox lucius) je tento postup ovéren véetné moznosti



VYUZITI ALIZARINOVE CERVENE (ARS) PRI HROMADNEM
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terénniidentifikace (Halac¢ka a kol., 2018a). Osifikace ploutevnich paprskd je pro
uspéch takového znaceni zasadni. Proto je nutné pro znaceni pomoci koupele
v ARS ovéfit minimalni vék a velikost jedinct rlznych druhl ryb umoziujici
naslednou jednoduchou a efektivni terénni identifikaci oznacenych ryb.

2.2. Material a metodicky postup

2.2.1. Ovéreni znaceni a identifikace ARS u pstruha duhového

2.2.1.1. Experimentalni ryby a postup znaceni

Pro experiment bylo pouzito tisic kustd plddku pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) ve véku 30 dni po vylihnuti o hmotnosti 0,45+ 0,13 g
(prdmérna hmotnost + smérodatnd odchylka), zakoupenych od lokalniho
chovatele (Vladimir Sefl, Budanovice, CR). Ryby byly od wylihnuti chovany
v recirkula¢nim systému (plastovy Zlab) s teplotou vody 11,0 +0,1 °C a krmeny
komer¢nimi peletami (INICIO Plus, 0,5mm; Biomar). Po aklimatizaci byly ryby
nahodné rozdéleny a nasazeny do tfi akvarii (objem 300l) ve Vodnanech
na Fakulté rybarstvi a ochrany vod Jihoceské univerzity (FROV JU). Akvaria byla
plnéna pitnou (vodovodni) vodou filtrovanou pres filtr s aktivnim uhlim. Kazdé
akvarium bylo provzdusnovano a pfipojeno k individualnimu externimu filtru
(Eheim professional 4+, EHEIM GmbH, Némecko). V pribéhu odchovu byla
zaznamenavana teplota vody pomoci zdznamnikového teploméru (Minikin Tie,
Environmental Measuring Systems, s.r.o., Brno) pro vypocet dennich stupni
vyvoje ryb. Exkrementy ryb a dalsi sedimenty byly vypoustény denné kolem
poledne, v¢etné vymény cca 30 % vody. Kazdych 10 dni, ve 40, 50, 60, 70, 80,
90 a 100 dnech véku ryb bylo nahodné vybrano 100 ryb, které byly rozdéleny
do dvou skupin a umistény do mensich akvarii s 101 roztoku ARS (Alizarin red
S, Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko) s koncentraci 150 mg.I"". Pro koupel
byla pouzita voda slouzici k napajeni chovnych akvarii. U jedné skupiny byla
doba trvani koupele jednu hodinu, druha skupina byla koupana ¢tyfi hodiny
pro ovéreni, zda délka trvani koupele ovlivni naslednou detekovatelnost
znaceni. Experimentalni skupiny byly oznaceny 40-100/1 nebo 40-100/4
podle véku ryb v dobé znaceni a doby trvani znacici koupele. Béhem znacici
koupele byla akvaria provzdusfiovana a byla zaznamenavana mortalita ryb.
Po koupeli byly ryby individualné zméreny (délka téla, DT a celkova délka, CD;
mm) a zvazeny (tab. 1) a kazda skupina byla umisténa do samostatné sekce
provzdudnovaného akvaria (objem vody 501) osazeného externim filtrem (viz
vyse). Nasledné byly ryby krmeny komerénimi vyrabénymi peletami primérené
velikosti (INICIO Plus, 0,8 mm a 1,1mm; Biomar) v mnozstvi 2% hmotnosti



obsadky denné, rozdélené do tfi davek. Mortalita ryb v kazdé skupiné byla
zaznamenavana denné. Kazdych 10 dni byla zjistovana celkovd hmotnost
obsadky v kazdém akvariu/sekci kvlli tupravé krmné davky. Béhem této casti
experimentu (stafi ryb 30-100 dni) byla stfedni teplota vody 14,3 + 1,2 °C,
obsah kysliku 10,1+ T mg.l"apH 7,2+ 0,7.

Ve stafi 100 dntl byly jednotlivé pokusné skupiny ryb akontrolni skupina (250
jedincll) oddélené vysazeny do prato¢nych kruhovych nadrzi o objemu 5001
napajenych fi¢ni vodou (Blanice Vodfianska) v Experimentalnim rybochovném
a pokusném zafizeni (ERP) FROV. Ryby byly chovany 100 dni a krmeny
komerénimi peletami pfimérené velikosti (INICIO Plus, 1,5mm a 2,0 mm; EFICO
Enviro 921, 3mm; Biomar) v mnozstvi 2% hmotnosti obsadky denné. Mortalita
byla zaznamendna pro kazdou experimentalni skupinu a pro kontrolni skupinu.
Na zakladé ziskanych vysledkl prvniho hodnoceni bylo vybrano Sest skupin
ryb s dobrou rozpoznatelnosti znaceni (oznacenych ve véku 60, 80 a 100
dnd, v obou variantach délky koupele), které byly dale chovany pro hodnoceni
viditelnosti znacek ve véku 300 dnd.

Tab. 1. Biometrické udaje experimentdinich skupin pstruhti duhovych (Oncorhynchus
mykiss) (n = 20) v terminech znaceni: primérnd (+ Sm. odch.) délka téla (DT), celkovd
délka (CD) a hmotnost (Hm).

Vék (dny) I D° (°C) DT (mm) CD (mm) Hm (g)
40 438 33912 38,8+ 1,6 0,57 + 0,06
50 562 37224 43,1+2,9 0,81+ 0,08
60 685 40,1+ 3,1 48,1+ 3,6 1,08 +0,12
70 833 45,1+ 3,6 54,2 +43 1,55+0,18
80 966 50,4 + 6,5 60,3+7,1 2,04+0,32
90 1109 57,6 + 8,6 67,6 +9,2 3,03+0,53
100 1262 61,3+8,9 72,1+9,6 4,14 + 0,89

XD = denni stupné, pridmérna denni teplota vody nasobena poctem dna.

2.2.1.2. Hodnoceni detekovatelnosti znac¢eni u pstruha duhového

Po 100 dnech skupinového odchovu (tj. ve stafi 200 dni), bylo 20 ndhodné
vybranych ryb z kazdé skupiny podrobeno analyze detekovatelnosti znaceni
v ploutevnich paprscich. Detekovatelnost znaceni byla hodnocena pomoci
zeleného laserového ukazovatka (vykon 100 mW; Laser-shop.cz) emitujiciho
svétlo o vinové délce 532 nm. Hodnotitelé byli vybaveni ochrannymi brylemi
(Laser-shop.cz) pro praci s laserem. Ty zabrariuji préichodu svétla o vinové délce
190-540 nm a zaroven umoznuji pozorovat svétlo o vinové délce 580 nm, které
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je emitovano pfi excitaci ARS (obr. 1). V ploutevnich paprscich oznacenych ryb
Ize pozorovat indukovanou fluorescenci ohnivé cervené tkané. Pri kontrole
byly ryby umistény na vlhkou, ¢ernou plastovou podlozku, chranénou pred
pfimym slune¢nim zarfenim (hodnoceni probihalo ve stinu). Druhé hodnoceni
detekovatelnosti znaceni bylo provedeno ve véku 300 dnd u skupin ryb
oznacenych ve véku 60, 80 a 100 dnUl stejnym postupem.

Pfitomnost znaceni byla ovéfena na ploutevnich paprscich ocasni a/nebo
fitni ploutve. Nahodné vybrané oznacené a kontrolni ryby byly anestetizovany
hiebickovym olejem (0,03 ml.I") a pfedany dvéma proskolenym hodnotitelim
k posouzeni detekovatelnosti znaceni. Oba hodnotitelé pfedem absolvovali
nacvik, pfi kterém jim byly predkladany predem identifikované oznacené ryby
ze skupiny 100/4 a kontrolni ryby pro osvojeni spravného postupu rozpoznani
znaceni. VSechny ryby byly prfed vyhodnocenim individualné zméreny (CD a DT,
mm) a zvazeny (g). Oba hodnotitelé zkontrolovali 10 ryb z kazdé oznacené
skupiny nahodné stfidanych celkem 80 neoznadenymi kontrolnimi rybami
bez predchozi informace o pfislusnosti posuzované ryby k jedné ze skupin.
Detekovatelnost znaceni byla definovana jako ,oznacend” nebo ,neoznacend”
ryba. Po vyhodnoceni znamkovani a zotaveni z narkézy byly ryby vraceny
do pfislusnych nadrzi.

Obr. 1. vybaveni pro identifikaci znaceni ARS v ploutevnich paprscich (532 nm laserové
ukazovdtko, ochranné bryle, ¢ernd plastovd podlozka). (Foto: M. Avramovic).
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2.2.2. Ovéreni znaceni a identifikace ARS u pstruha obecného

2.2.2.1. Experimentalni ryby a postup znaéeni

Pro experiment byli vyuziti pstruzi obecni z vlastniho chovu. Inkubace jiker
probéhla v plovoucich inkubac¢nich aparatech v nadtokovém objektu rybnika Huldk
v Prachaticich, napajeném Fefrovskym potokem od 2. 11. do 20. 2. 2023. Ve véku
35 dnt po vykuleni byly ryby prevezeny na Experimentalni rybochovné pracovisté
FROV JU, kde byly umistény do zlabu napojeného na recirkula¢ni systém.
V pribéhuinkubace v plovoucim apardtu a odchovu ve Zlabu byla zaznamenavana
teplota vody pomoci zdznamnikového teploméru pro vypocet dennich stupnd
vyvoje ryb. Pro rozkrm ryb bylo pouzito startérové krmivo (INICIO Plus, 0,5mm,
Biomar). Koupele v ARS byly provedeny ve véku 70, 90 a 110 dni od vykuleni. Pfed
provedenim koupele bylo u 20ks ryb provedeno individudlni biometrické méreni
(tab. 2). Béhem koupele bylo 80ks ryb umisténo v desetilitrovych plastovych
nadobach se vzduchovanim. Byla pouzita koncentrace ARS 150 mg.I" a doba
koupele byla 4 hodiny. Po koupeli byla zaznamenana mortalita znacenych
ryb. Ryby vSech znacenych skupin a neoznacdené ryby slouzici jako kontrolni
skupina byly nasledné umistény do oddélenych pratocnych kruhovych nadrzi
v prostorach FROV JU napajenych vodou z nahonu feky Blanice Vodrianské. V nich
byly ryby chovany az do hodnoceni detekovatelnosti zna¢ek ve véku 200 dni,
které probéhlo 8. 9. 2023. Béhem odchovu byly ryby krmeny peletami vhodné
velikosti (INICIO Plus; 0,5-1,1mm; Biomar). Vzhledem k nevyhovujici kvalité
vody pro sledovany druh v pribéhu odchovu, zejména v letnim obdobi, byl rlst
ryb velmi pomaly a dochazelo k ¢astym uhyndm oznacenych i kontrolnich ryb.
V rdmci tohoto experimentu tedy nebylo mozné vyhodnotit riist a mortalitu
v jednotlivych skupinach.

Na zdakladé ziskanych poznatkd byl v roce 2024 proveden dopliujici
experiment, pfi kterém byl pladek pstruha obecného ziskany a odchovany
stejnym zplsobem jako v roce 2023 oznacen dne 2. 5. 2024 ve véku 80 dni
(790 D°) od vylihnuti ¢tyrhodinovou koupeli v roztoku ARS o koncentraci ARS
150 mg.I". V dobé koupele mély ryby celkovou délku 35,8 + 2,3mm, délku téla
31,02 1,9mm ahmotnost 0,37 + 0,08 g. Dalsi odchov probihal od 3. 5. v chovném
rybnice (Kandldv rybnik, Prachatice) napajeném vodou z Zivného potoka.
Ryby zde pfijimaly pfirozenou potravu. Rybnik byl sloven 17. 7. 2024. Zaroven
byli v Zivném potoce (sou&ast Uelového rybarského reviru FROV JU Blanice
Vodrianska 4B) nad nejblizsim jezem (vylouceni moznosti migrace oznacenych
jedinc uniklych z chovného rybnika) naloveni pomoci elektrického agregatu
kontrolni pstruzi obecni odpovidajici velikosti. Hodnoceni detekovatelnosti
znaceni probéhlo jiz popsanym zplsobem 19. 7. 2024, tedy ve véku 158 dni.
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Zaroven byla provedena zkouska snasenlivosti pro rizné koncentrace ARS
v rozmezi 100, 150, 200, 250 a 300 mg.I". Pfi ni bylo do plastovych nadob
s 101 roztoku ARS o pfislusné koncentraci, vybavenych vzduchovanim, umisténo
15ks rozkrmeného plidku pstruha obecného (biometrické udaje viz vyse). Po 4
hodinach koupele, pfi niz byla teplota vody 17 °C, byla zaznamenana mortalita
znacenych ryb. Ryby pouzité pfi této zkousce nebyly zafazeny do experimentu
pro hodnoceni detekovatelnosti znaceni.

Tab. 2. Biometrické tidaje experimentdlnich pstruhti obecnych (Salmo trutta m. fario)
(n = 20) v terminech znaceni: primérnd (* smérodatnd Odchylka SD) délka téla (DT),
celkovd délka (CD) a hmotnost (Hm).

Vék (dny) I D° (°C) DT (mm) CD (mm) Hm (g)
70 587 26,1+2.2 29,8+2,5 0,23 + 0,06
90 835 32,2+23 37,7+28 0,46 £ 0,11
110 1087 36,8+ 1,7 43,1+£1,9 0,80 0,10

2.2.2.2. Hodnoceni detekovatelnosti znaceni u pstruha obecného

Hodnoceni detekovatelnosti probéhlo v roce 2023 i 2024 u pstruha
obecného zplisobem a s vybavenim popsanym vyse u pstruha duhového
(kapitola 2.2.1.2)).

2.2.3. Ovéreni znaceni a identifikace ARS u lipana podhorniho

2.2.3.1. Experimentalni ryby a postup znaceni

Vzhledem k nevyhovujicim podminkam pro odchov pltdkulipana podhorniho
(Thymallus thymallus) na odchovném zafizeni FROV bylo u tohoto druhu
ovéreno znaceni ve véku ctvrtrocka, ktery je v posledni dobé preferovanou
vékovou kategorii pro vysazovani do volnych vod. Lipani podhorni pouziti
pro experiment byli ziskani vytérem vlastnich generac¢nich ryb chovanych
v rybnice Huldk v Prachaticich. Po vylihnuti 24. 5. 2023 byl plidek lipana
vysazen do Kandlova rybnika v Prachaticich, kde byl odchovavan na pfirozené
potravé do 7. 8., tedy do véku 75 dni (1 200 D°). Po sloveni rybnika bylo 300ks
oznaceno koupeli v ARS o koncentraci 150 mg.I", trvajici 4 hodiny (obr. 2).
V prabéhu koupele byl zaznamenan thyn 4 kust znacenych ryb. V dobé koupele
mély ryby celkovou délku 89,4 + 7,3 mm, délku téla 75,2 + 6,4mm a hmotnost
5,36 £ 1,22g. Oznacené ryby byly vysazeny do Kandlova rybnika k dalSimu
odchovu. Dne 11. 11. 2023, tedy ve véku ryb 170 dni, byl rybnik sloven a byla
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provedena kontrola detekovatelnosti znaceni. Jako kontrolni skupina byli
pouziti tohoro¢ni lipani naloveni elektrickym agregatem v icelovém rybarském
reviru FROV JU Blanice Vodrianska 4B.

Obr. 2. Znacici koupel ARS 150 mg.I" pro znaceni ¢tvrtro¢ka lipana podhorniho
(Thymallus thymallus). (Foto: T. Randdk).

2.2.3.2. Hodnoceni detekovatelnosti znaceni u lipana podhorniho

Hodnoceni detekovatelnosti probéhlo u lipana podhorniho zplsobem
a s vybavenim popsanym vyse u pstruha duhového (kapitola 2.2.1.2.).

2.2.4. Statistické hodnoceni

K posouzeni rozdild v hmotnosti a délce mezi skupinami ryb v obou
¢asech hodnoceni detekovatelnosti znaceni byla pouzita analyza rozptylu
(ANOVA). Post hoc srovnani byla provedena Tukeyho testem. Studentlv t-test
byl pouzit k testovani hmotnostnich a délkovych rozdild mezi oznalenymi
rybami s detekovanym a nedetekovanym oznacenim u pstruha duhového. Miry
rozpoznatelnosti znac¢ek byly porovnany s Pearsonovym x? testem. Hladina
vyznamnosti byla P < 0,05.
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2.3. Vysledky

2.3.1. Identifikace znaceni u pstruha duhového

Nebyl zjistén zadny vliv postupu znaceni na mortalitu plddku pstruha
duhového. Pfi ponofeni ryb do roztoku ARS byly zaznamenany pouze dva
uhyny ryb, a to ve skupinach 60/4 a 90/1. Mira preziti ve 14 experimentdlnich
skupinach béhem nasledného odchovu byla 94-100% ve véku 200 dn( vs.
95,6 % v kontrolni skupiné. Ve véku 300 dnl bylo preziti v experimentalnich
6 skupinach 90-98% vs. 93,6 % v kontrolni skupiné. Nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily v hmotnosti mezi experimentalnimi a kontrolnimi
skupinami ryb ve 200 dnech ani 300 dnech véku (tab. 3).

Tab. 3. Biometrické tdaje experimentdinich and kontrolni (K) skupiny pstruht
duhovych (Oncorhynchus mykiss) (n = 20 u experimentdlnich skupin, n = 160 u kontrolni
skupiny) v terminech hodnoceni detekovatelnosti znaceni: primérnd (+ SD) délka téla
(DT), celkovd délka (CD) a hmotnost (Hm).

Vék 200 dni Vék 300 dni
DT (mm) CD (mm) Hm (g) DT (mm) CD (mm) Hm (g)

40/1 165,7+126 187,7+13,0 73,3%125 o o= ==
40/4 1633+18,0 183,3+188 743*16,1 o= === e
50/1 161,0%20,2 1829%+22,1 715%216
50/4 167,3+142 1885156 748%16,2
60/1 163,6+18,1 1848+194 694+17,7 248,7+20,2 277,7+21,0 2495+£555
60/4 1668+185 189,0+x196 77,0%£21,1 2499+%19,6 279,0+205 263,3+504
70/1 1646+162 1863165 776174
70/4 1751+142 1969+154 88,7+173
80/1 158,7+159 180,3+176 698+206 2358+274 2645%30,2 2290%715
80/4 164,0+154 1854+173 756*18,1 251,2+227 2799+26,1 286,6*53,7
90/1 164,4+158 184,7+16,2 73,7%19,1
90/4 1686+17,0 189,1+157 79,9+17,0
100/1 163,1+£20,6 1838+226 783+240 2508+214 2795%243 2729+%629
100/4 165,7+125 1872+146 745%213 2515+36,5 281,2+39,1 290,4+99,6

K 162,8+153 182,1+16,5 715+19,2 2449+265 2715+%27,7 2545%687

Skup.

Znaceni bylo nejlépe rozeznatelné v ploutevnich paprscich na ventralni
(spodni) bazi ocasni ploutve (obr. 3), rozeznatelné bylo v nékterych pfipadech
i na paprscich ploutve fitni. Mira rozpoznatelnosti znaceni u jednotlivych
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skupiny oznacenych ryb se v obou terminech kontroly statisticky vyznamné
liSila (obr. 4). Ve 200 dnech véku byla Uspésnost rozpozndavani znamek od 0%
(skupina 40/1) do 100% (skupina 60/4, 90/4 a 100/4). S vyjimkou ryb
oznacenych ve véku 50 a 70 dnd bylo rozpoznani znacek vzdy vyssi ve skupiné
se Ctyrhodinovou znacici koupeli nez ve skupiné s jednohodinovou koupeli,
pficemz rozdil byl u nékterych skupin statisticky vyznamny. Pfi hodnoceni
ve 300 dnech véku doslo k vyznamnému poklesu rozpoznatelnosti znaceni
ve skupiné 60/1 a ke zvySeni ve skupiné 100/1 oproti hodnoceni ve 200 dnech.
U ostatnich skupin se rozpoznatelnost znaceni statisticky vyznamné nelisila.
V obou terminech hodnoceni nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily
ve hmotnosti, celkové délce a délce téla mezi rybami experimentdlnich skupin
s Uspésnou a neuspésnou detekci znaceni (tab. 4).

Obr. 3. Obarveny paprsek ocasni ploutve pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)

po nasviceni 532 nm laserem. Fotografovdno pres ochranné bryle pro prdci s laserem.
(Foto: M. Avramovic).
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Obr. 4. Mira uspésnosti detekce znaceni ARS v ploutevnich paprscich experimentdinich
skupin pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) ve stdri 200 a 300 dna (hodnoceni
ve véku 300 dni bylo provedeno pouze u skupin znacenych ve véku 60, 80 a 100 dnd,
v obou variantdch délky koupele). RGznd pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily
(P < 0,05) mezi skupinami dle Pearsonova x? testu.

Tab. 4. Biometrické tdaje oznacenych pstruhii duhovych (Oncorhynchus mykiss)
s rozeznatelnym a nerozeznatelnym znacenim v obou terminech kontroly: primérnd
(*+ SD) délka téla (DT), celkovd délka (CD) a hmotnost (Hm).

Vék 200 dni Vék 300 dni
Znaceni
Rozeznatelné Nerozeznatelné Rozeznatelné Nerozeznatelné
n 197 83 93 27
DT (mm) 1652+ 17,4 164,9 £ 14,5 246,5 + 27,3 253,00+ 17,1
CD (mm) 186,4 = 18,6 186,4 £ 15,4 275,5+£ 29,5 282,0 £ 18,6
Hm (g) 75,9+ 19,7 749 + 17,1 265,0 £ 74,3 266,2 + 51,2

2.3.2. Identifikace znaceni u pstruha obecného

V roce 2023 se rozpoznatelnost znaceni u pstruhG obecnych ve 200
dnech véku pohybovala od 85 do 100 % (tab. 5). Ani pfi tomto experimentu
nebyla zaznamenana faleSné pozitivni identifikace znaceni. Obecné bylo
oznaceni obtiznéji rozeznatelné nez v pfipadé pstruha duhového, coz bylo
zpusobeno malym pfirGistkem ryb v priibéhu odchovu po znacdeni zapfic¢inénym
nevyhovujici kvalitou vody napdjejici odchovné nadrze na FROV JU. Mezi
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jednotlivymi skupinami ryb nebyly zaznamendany statisticky vyznamné rozdily
v délce téla, celkové délce ani hmotnosti (tab. 5). U pstruh( obecnych
pouzitych pro experiment v roce 2024, odchovavanych v Kandlové rybnice byla
rozpoznatelnost znacenivevéku 158 dni 100 % bez faleSné pozitivniidentifikace
znaceni. Znaceni bylo velmi dobfe rozpoznatelné na bazi ploutevnich paprska
ocasni ploutve (obr. 5) i diky vétsSimu délkovému pfirGstku od oznaceni. Ani
u téchto ryb nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v biometrickych
ukazatelich mezi kontrolnimi a zna¢enymi rybami (tab. 6). Vysledky provedené
zkousky snasenlivosti ukazaly nulovou mortalitu 80dennich pstruht obecnych
béhem 4hodinové koupele v roztoku ARS o koncentracich 100 a 150 mg.I,
8% mortalitu v koncentraci 200 mg.I"", 93% v koncentraci 250 mg.I" a 100%
v koncentraci 300 mg.I" pfi teploté vody 17 °C se vzduchovanim. V pribéhu
provadéni experimentl se rovnéz ukdazalo nebezpedi provadéni koupele
v nddobach s malou plochou dna (kbelik, plastova konev). Pfi vétsim poctu
znacenych ryb i pfes intenzivni vzduchovani doslo k thynu ¢asti ryb v disledku
jejich nahromadéni u dna nadoby. Proto Ize doporucit provadét znacici koupel
v nadrzi s velkou plochou dna (kad, zlab), pfipadné ryby znacit po mensich
skupinach.

Tab. 5. Biometrické tidaje experimentdinich a kontrolni (K) skupiny pstruhti obecnych
(Salmo trutta m. fario) (n = 20 u experimentdlnich skupin, n = 50 u kontrolni skupiny)
a uspésnost detekce v znaceni ve véku 200 dni: primérnd (+ SD) délka téla (DT), celkovd
délka (CD) a hmotnost (Hm).

. Vék 200 dni Detekovatelnost
Skupina NP
DT (mm) CD (mm) Hm (g) znadeni (%)
K 64,9 + 9,6 76,0 £ 10,1 5325
70 63,2+ 10,1 73,1113 49+24 85
90 64,3+ 12,0 74,5+ 13,1 51+24 100
110 67,1+ 11,3 77,4+12,2 54+26 100
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Obr. 5. Obarvené paprsky ocasni ploutve pstruha obecného (Salmo trutta m. fario)

po nasviceni 532 nm laserem. Fotografovdno prfes ochranné bryle pro prdci s laserem.
(Foto: M. Avramovic).

Tab. 6. Biometrické tdaje znacené a kontrolni (K) skupiny pstruhti obecnych (Salmo
trutta m. fario) (n = 20) a Gspésnost detekce v znaceni ve véku 158 dni: primérna (£ SD)
délka téla (DT), celkova délka (CD) a hmotnost (Hm).

. Vék 158 dni Detekovatelnost
Skupina Yo b (O
DT (mm) CD (mm) Hm (g) znaceni (%)
K 75,0 £6,7 86,5+7,6 59+1,8
Znaceni 78,7+7,8 90,7 8,4 6,621 100

2.3.3. Identifikace zna¢eni u lipana podhorniho

Rozpoznatelnost znacdeni byla u lipand ve véku 170 dni 100 %, bez falesné
pozitivni identifikace znaceni u kontrolnich ryb. Na rozdil od pstruh( obecnych
i duhovych nebyly u nékterych jedinct lipana oznaceny celé baze ploutevnich
paprskU, ale znaceni bylo identifikovatelné ostrlvkovité, jako body ¢i useky
oznacenych paprski ve spodni poloviné ocasni ploutve (obr. 6). To naznacuje,
Ze navzdory rychlejsSimu rlstu lipand u nich neprobiha osifikace ploutevnich
paprskl spojité a takovou rychlosti jako u pstruhd. V obou délkovych
parametrech ani v pfipadé hmotnosti nebyly mezi skupinou znacenych ryb
a kontrolnimi lipany zaznamendany statisticky vyznamné rozdily (tab. 7).
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Obr. 6. Obarveny paprsek ocasni ploutve lipana podhorniho (Thymallus thymailus)

po nasviceni 532 nm laserem. Fotografovdno pres ochranné bryle pro prdci s laserem.
(Foto: M. Avramovic).

Tab. 7. Biometrické tdaje znacené a kontrolni (K) skupiny lipani podhornich
(Thymallus thymallus) (n = 20) a Gspésnost detekce znaceni ve véku 170 dni: priimérnad
(# SD) délka tela (DT), celkovd délka (CD) a hmotnost (Hm).

. Vék 170 dni Detekovatelnost
Skupina MR,
DT (mm) CD (mm) Hm (g) znadeni (%)
K 112,6 +7,6 129,5 + 8,2 21,6 £4.3 =
Znaceni 121,8+6,4 140,7 £ 6,8 23,8+ 3,6 100

2.4. Shrnuti a zavéry

Na zakladé provedenych experiment( Ize konstatovat, Ze minimalni vék pro
oznaceni juvenilnich lososovitych ryb pomoci koupele v ARS (Ize zakoupit nap¥
na: P-LAB = Potfeby pro laboratol, Chemikalie, Life Science, Nabytek), ktery
umoziiuje naslednou efektivni detekci (Uspésnost detekce > 90 %) oznacenych
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ryb v terénnich podminkach, se pohybuje v rozmezi 60-70 dni od vylihnuti,
coz odpovida cca 700-800 dennich stuprid u pstruha obecného a duhového
a 1 200 dennich stupnd u lipana podhorniho. Pro vdechny zminéné druhy lze
doporucit koncentraci znacici koupele 150 mg.I" ARS a dobu trvani koupele
4 hodiny. Oznaceni ryb v tomto véku umozni efektivni terénni identifikaci
znaceni i v pfipadé vyrazného velikostniho rdstu oznacenych jedincd, jak
prokazaly vysledky experimentu se pstruhem duhovym. Znacdeni vétsiho
mnozstviryb je nutno provadét vnadrzi s dostate¢nou plochou dna a zajisténym
vzduchovanim pro zabranéni ztrat v ddsledku uduseniryb nahromadénych udna
nadrze/nadoby. Pro Uspésnou identifikaci je nutné ,proskoleni” hodnotiteld
na oznacenych rybach s dobfe viditelnym znacenim. Pro Uspésnou identifikaci
znacdeni lze doporucit umisténi kontrolované ryby na ¢ernou podlozku mimo
pfimé slunecni zareni (stin) a anestezi kontrolovanych ryb. K vlastni identifikaci
znaceni je tfeba pouze zelené laserové ukazovatko (idedlné s vykonem
100 mW) emitujici svétlo o vinové délce 532 nm a ochranné bryle pro praci
s laserem, které zabranuji prichodu svétla o vinové délce 190-540 nm, ale
umoznuji pozorovat svétlo o vinové délce 580 nm (oboji Ize zakoupit napft. na:
Laser-shop.cz - prodej laserové techniky a prislusenstvi).

3. Srovnani ,novosti postupt”

Metodu vyuziti alizarinové ¢ervené (ARS) pro znaceni riznych druhd ryb,
vcetné pstruha duhového a naslednou identifikaci, znaceni popsali Halacka
a kol. (2018a,b, 2021). Tato metodika rozsituje jiz publikované udaje o vyuziti
metody pro pstruha obecného a lipana podhorniho coby nase pvodni druhy,
jejichz populace v poslednich letech vyrazné klesaji. Proto jsou do volnych
vod vysazovany i v ranych vékovych kategoriich. Metodika zaroven poskytuje
informace o minimalnim véku téchto druht ryb pro efektivni identifikaci znaceni
pfimo v realnych terénnich podminkach, i v pfipadé vyrazného velikostniho
rastu oznacenych jedincl. To mlze zpfistupnit pouziti této metody znaceni
i uzivatelim, jako jsou jednotlivé mistni organizace Ceského rybaiského svazu.
Pravé ty se nejcastéji zabyvaji chovem a vysazovanim pstruha obecného
a lipana podhorniho a v naprosté vétsiné pfipadt nemaji moznost ovéfit
redlnou efektivitu svych aktivit.

4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Vyuziti metody znacdeni a nasledné identifikace lososovitych ryb popsané
v této metodice umoznuje rozsifit sledovani efektivity vysazovacich programa
v ramci managementu volnych vod. UmoZni oznadit vysazované ryby
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a nasledné vyhodnotit efektivitu zvoleného postupu vysazovani i organizacim
¢i jednotlivedm bez specidlniho vybaveni, jako jsou napf. mistni organizace
Ceského rybarského svazu. Vyzkumnym institucim pak maZe popsana
metoda pomoci provadét experimenty s velkym mnozstvim lososovitych ryb
malé velikosti, které byly pfi pouziti dalSich metod znaceni dosud obtizné
realizovatelné, nebo zcela neproveditelné.

5. Ekonomické aspekty

Soucasna cena ARS se pohybuje okolo 4 tisic K¢ za 100g. Toto mnozstvi
staci pfi doporucené koncentraci 150 mg.I"" na cca 650 litr( znacici koupele,
coz bohaté postaci pro oznaceni tisicd az desetitisict juvenilnich jedinct
lososovitych ryb. Pomlcky potfebné pro naslednou detekci znaceni
u znovuodlovenych ryb pfedstavuji jednorazovou polozku v fadu jednotek tisic
K¢ a jsou pouzitelné dlouhodobé po nékolik sezén. Oproti jinym metodam
znaceni a identifikace ryb je ¢asové, cenové, personalné i technicky nenaro¢na.
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