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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je ovéreni vyuziti Alizarinové Gervené /ARS/ ke znaceni jedinct
pstruha duhového.

Znadeni ryb pomoci alizarinu je, alespoii v Ceské republice, pomé&rné novy a ne-
vyuzivany zpUsob znaceni. Vychazi ze schopnosti alizarinové Cervené vazat se
na kalcifikované struktury v organismu (kost, Supina, otolit). K detekci se vyuziva
fluorescencnich vlastnosti barviva, s ¢imz souvisi nutnost urcitého specidlniho
vybaveni (zdroj excitacniho paprsku /pro ARS je doporu¢eno svétlo
o vinové délce 530 az 560 nm/ a prislusny filtr). Barveni se aplikuje formou koupele
ryb v roztoku barviva. Cas aplikace je obvykle v Fadech hodin pfi koncentraci
desetiny gramu na litr vody. Jak je uvedeno vySe, ARS se vaze na vSechny
kalcifikované tkané v organismu. Vzhledem k tomu, ze tato technologie je za-
meéfena na praktické vyuZziti znaeni v terénu bez nutnosti usmrceni jedince i
odbéru vzorkd tkané, byla smérovana na ploutevni paprsky ocasni ploutve
uzivychryb.

Dané barveni Ize vyuzit jako hromadné znaceni skupiny ryb. Kromé identifikace
znacenych jedincl je mozné nasledné vyuzit i ke sledovani rlstu (pfirdistek nové
tkang). K omezujicim faktorlm aplikace patfi zejména potfebny objem lazné
a cena potrfebného mnozstvi dané chemikalie, Cas aplikace, zajisténi potfebné
minimalni hladiny nasyceni vody kyslikem a uc¢innost navazani barviva na osifiko-
vané tkané. Doba Citelnosti je zavisla zejména na rdstu jedince, tj. relativné se
zmens3ujicim objemem znacené tkané. Vzhledem ke zplsobu aplikace je tato
metoda uplatnitelnd i u jedinct malych rozmérd, kde znadeni jinym zplsobem
nenimozné.

Cilovou skupinou uzivatel(l dané metodiky jsou zejména chovatelé ryb, uZivatelé
rybérskych revir(, ichtyologové, osoby ¢inné v ochrané prirody Civeterinarni praxi.

2. Vlastni popis metodiky

Pro efektivni vyuziti znaceni/aplikaci je potfeba u jednotlivych druhd ryb znat urcité
parametry, k nimz patfi zejména: tolerance k roztoku barviva, ucinnost aplikace
barviva (Cas a koncentrace roztoku), doba ¢itelnost a minimaini velikost jedinct
(pribéh osifikace).

V ramci dané metodiky byla ovéfovana a optimalizovana metoda vyuziti
alizarinové Cervené (ARS) pro hromadné znaceni pstruha duhového.

Testovani bylo realizovano na rybochovném zafizeni BioFish s.r.o. (test 3.2.),
experimentalnim rybochovném zafizeni Mendelovy univerzity v Brné (test 3.1.;
3.3.1. 2 3.3.3.), a Pstruharstvi Skalni mlyn s.r.o. (test 3.3.2.). Testovan byl: vliv
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na chemismus (pH, vodivost, nasyceni vody kyslikem); postup osifikace ploutev-
nich paprskd ocasni ploutve po vykuleni; Citelnost znaceni pifi pouziti riiznych ¢ast
aplikace a koncentraci alizarinoveé Cervené (Alizarinova Cerven S /ARS/). Vzhledem
k tomu, Ze pouziti daného znaceni je vhodné zejména pro malé jedince ryb o veli-
kosti do cca 20 cm (tj. kde znaceni jinym zplsobem je komplikované ¢i zcela
nemozné), byla studie smerovana na vékovou kategorii O+.

Na zéakladé vysledkd bylo mozné vytvorit metodické doporuceni pro znaceni
jedinct pstruha duhového pomoci ARS.

3. Metody testovani

3.1.Zménachemismu

Sledovany byly zmény vybranych potencionalnich parametr(i vody potencionainé
ovlivnitelné pridanim alizarinové ervené a soucasné vyznamné pro vodni
organismy: pH, vodivost a nasyceni vody kyslikem. Vyjma kontroly bylo testovano
6 rliznych koncentraci (od 75 do 1000 mg/l), coZ dostate¢né zahrnuje rozsah
pouzivanych barvicich roztokt (obvykld koncentrace je 150 mg/l).

3.2. Rlst paprskl ocasni ploutve a jejich osifikace

Sledovan byl stupen osifikace paprskd ocasni ploutve u pstruha duhového
po vykuleni. Ryby (embrya) byly v jednodennim intervalu po dobu 18-ti dnf
fixovany do formaldehydu, projasnény pomoci tetraboritanu sodného a hydroxidu
draselného. Alcianova modf a alizarinova &erven byla pouzita k obarveni
chrupavky, resp. kalcifikované tkané (HELLAND, S., 1988).

3.3. Aplikace barviva

Standardné se znaceni pomoci ARS realizuje 1 (az 2) hodinovym umisténim ryb
do roztoku o koncentraci 150 mg/l alizarinové Cervené. Testovan byl mozny rozdil
efektivity znaceni pri rliznych koncentracich a ¢asech aplikace. Sledovana byla
Citelnost znaceni na ocasni ploutvi (ploutevnich paprscich) s vyuzitim, zejména
u mensich jedincd, binokularni lupy. K detekci znaceni byl pouzit jako zdroj exci-
tacniho paprsku zeleny laser (ukazovatko o vykonu 2 W s vinovou délkou 532 nm),
bryle filtrujici zafeni o vinové délce 190 az 540 nm avSak umoznujici prichod
emisnimu svétlu o vinové délce 580 nm (HALACKA a MARES, 2019). Citelnost
byla vyjadfena pomoci stupnice: O — necitelné; 1 — znaleni mélo zfetelné,
nejednoznacné, pouze ¢asti nékterych paprski; 2 — pomeérné dobre zietelné, neni
v celé plose ploutve; 3 —znaCeni vyrazné, ostre linie mezi znacenou a neznacenou
tkani. Sledovany byly i pfipadné zmény v chovaniryb Cijejich mortalita.
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Testovani bylo realizované v ramci 3 nasleduijicich okruhd, které byly zaméreny
nardzné faktory.

3.3.1. Standardnivarianty aplikace

Testovany byly 4 varianty koncentraci roztoku alizarinové ervené a doby aplikace
u skupiny pstruha duhového o pocatecni velikosti 3 cm (SL): 75 mg/I po dobu
1 hodiny, 150 mg/I po dobu 1 a 2 hodin a 300 mg/I po dobu 1 hodiny. Kontrola
Citelnosti byla provedena 41 dnipo aplikaci, primérna velikost ryb 6 cm.

3.3.2. Rozsifeni standardnich variant, doba Citelnosti

U skupiny ryb o pocatecni priimérné velikosti 9 cm (SL) bylo testovano 7 rliznych
variant koncentraci a doby barveni: 75 g/l po dobu 1 a 3 hodiny, 150 g/l po dobu
1,2 a8 hodin a 300 g/l po dobu 0,5 a 1 hodiny. Kontrola byla provedena za 44
a 73 dnipo aplikaci (velikost 12; resp. 13 cm).

3.3.8. Vliv vyrazného prodlouzeni doby aplikace, resp. zvySeni koncentrace
Skupina ryb o pocate¢ni velikosti 6 cm (SL). Testovano celkem 5 variant koncen-
traci a doby aplikace: 150 mg/l po dobu 1 a 24 hodin; 350 mg/l po dobu 1 a 24
hodin a 750 mg/l po dobu 10 minut. Kontrola byla provedena 41 dni po aplikaci
(primérnavelikost ryb 11 cm).
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4. Vysledky

4.1.Zménachemismu

| kdyZ se vzristajici koncentraci alizarinové Cervené doslo k ur¢ité zméné hodnot
pH (7,8 — 6,7), vodivosti (390 — 360) a mnozstvi rozpusténého kysliku (7,6 —
7,5), jsou tyto zmény i pfi vysokych koncentracich (1 g/l) nizké a nemohou
znamenat nebezpedi pro ryby béhem znaceni (Graf 1).

Graf 1.:
Zmény vodivosti, nasyceni kyslikem a pH roztoku alizarinové Cervené
pri riznych koncentracich

400 — 9
350 - 8
300 R 7
250 6
200 5
150 4
100 3
50 2
0 1
0mg/l 75 mg/l 150 mg/l 250 mg/l 300 mg/l 750 mg/l 1000 mg/l

—voadivost (mS/cm) =—02 mg/| —pH

4.2. Paprsky ocasni ploutve

Proces vzniku ocasnich paprskU a jejich kalcifikace postupuije vyrazné jiz v prvnich
dnech po vykuleni. Jiz po 14 dnech je prakticky vSechny ploutevni paprsky ocasni
ploutve kompletné osifikované a bylo by mozné vyuzit znaceni alizarinovou
Cerveni (Obr. 1). Je v8ak tfeba brat v Uvahu, Ze C&itelnost znageni se béhem
nasledného rdstu ryby snizuje a obvykle je nelze detekovat pri dosazeni cca
dvojnasobné velikosti, tj. u ryb této velikosti (cca 2 cm) bude jen kratkodobé.
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Obr. 1.:
Postupna osifikace ploutevnich paprski paty, sedmy, desaty
a ¢trndcty den po vykuleni

4.3. Aplikace barviva

U Zadné z pouZitych variant znaceni nebyly pozorovany zmény v chovaniryb, také
nebyl zaznamenan uhyn. Zbarveni, tj. navazani barviva, bylo na rozdil od nasich
pozorovani u jinych druhd ryb (napf. bolen, candat) ostriivkovité, coZ se projevilo
se zejména pfi postupné se snizujici Citelnosti, kdy bylo omezeno jen na Casti
ploutevnich paprskd. Oproti jinym druhdm byla zjisténa i nizsi intenzita zbarveni
a rychlejsi degradace. Moznym vysveétlenim je silngjsi hlenova vrstva na povrchu
téla pstruha duhového. Je tady nutno pocitat s kratSi dobou Citelnosti, tj. tydny,
resp. mésice, pripadné zvySeni koncentrace barviva nebo spise prodlouzeni Casu
aplikace.
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4.3.1. Standardni varianty
Znaceni bylo pomérné dobfe Citelné pfi hodinové expozici roztokem
o koncentraci 300 mg/I nebo dvouhodinové o koncentraci 150 mg/I. Pfi kratSim

Graf 2.:

Rozdily v &itelnosti znaceni na paprscich

(0 - necitelné, 1 - malo zfetelné, 2 - dobre zietelné, 3 — vyrazné)
ocasni ploutve pri vyuziti riznych koncentraci ARS a casech aplikace

41 dni

2,5

15

0,5

1h 2h
75 mg/| 150 mg/I ™300 mg/I
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4.3.2. Rozsifeni standardnich variant

Doba aplikace barviva kratsi, nez jedna hodina se ukazalo jako nedostate¢né
i pfes pouziti nejvyssi koncentrace. Pri detekci po 44 dnech se jako dostatecné
ukazala dvouhodinova expozice v roztoku o koncentraci 150 mg/l, lepsi vysledek
vSak poskytlo prodlouzeni expozice na 3 hodiny. Pri detekci po 73 dnech se jiz
jako jediny vhodny zpUsob znadeni jevila varianta zahrnuijici tfihodinovou expozici
v roztoku o koncentraci 150 mg/I (Graf 3).

Graf 3.:
Srovnani rozdila v Citelnosti znaceni na paprscich ocasni ploutve pii vyuziti
rdznych koncentraci ARS a ¢asech aplikace ve dvou terminech od znaceni

44 dni 73 dni
3,0 30
2,5 25
2,0 20
1,5 15
1,0 1,0
os A 05 - " I
0,0 00 l |
0,5h 1h 2h 3h 0,5h  1h 2h 3h

75 mg/| 150 mg/l ®W300mg/l 75 mg/ 150 mg/l ® 300 mg/l
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4.3.3. Extrémnivarianty doby aplikace a koncentrace

Aplikace roztoku o koncentraci 150 mg/l po dobu 1 hodiny se ukazala jako
nedostate¢na. ZvySeni koncentrace a zejména vyrazné prodlouzeni doby
aplikace zna¢né zvysilo kvalitu zna&eni. Jako velmi dobré se ukazalo kratkodobé
barveni vysoce koncentrovanym roztokem (750 mg/l). U ryb umisténych do
roztoku o takto vysoké koncentraci byla postupné patrna zména chovani
(zrychlena frekvence dychani a plavani pfi hlading, proto byl jejich pobyt v lazni
omezen pouze na deset minut. Ani u téchto ryb vSak nebyl zaznamenan uhyn,
vyuziti této varianty znaceni vSak bude vyzadovat zvySenou pozornost a korekci
podle konkrétnich podminek (teplota vody, velikost ryb apod.) (Graf 4).

Graf 4.:
Rozdily v &itelnosti znaceni na paprscich ocasni ploutve
pri vyuziti riznych koncentraci ARS a ¢asech aplikace

49 dni

2,5
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5. Metodicka doporuceni

Znaceni Ize pouZit u pstruha duhového jiz kratce po vykuleni (cca 14 dni), nebot
ploutevni paprsky jsou jiz dostate¢né vyvinuty, resp, kalcifikovany. Je vSak tfeba
pocitat s redlnou Citelnosti do doby kdy jedinec naroste do cca dvojnasobné
velikosti, coZ bude u ryb v této velikosti otdzkou nékolika tydnd.

Nebyl prokazan negativni vliv barviva na jedince pstruha duhového (mortalita) ani
zména chemismu (pH, vodivost, nasyceni vody kyslikem) v ramci standardnich
koncentraci a Gast aplikace. Prakticky je tedy potfeba se pfi aplikaci zaméfit
pouze na zabezpeleni standardni aerace odpovidajici mnozstvi/koncentraci
znacenychryb.

Pokud je predpokladana doba detekce znaceni do cca 4-5 tydnd, Ize pouzit
standardni dobu aplikace a koncentraci roztoku (1 hodina; 150 mg/l), lepSich
ajistéjsich vysledkd v8ak dosahneme pii zdvojnasobenitéchto hodnot. Pro potte-
bu rozlisit jedince i 2-3 mésice po znaceni je nutné zvyseni doby aplikace na 3 ho-
diny. V pfipadé dostatku Casu a kapacity barvici nadrze Ize UspéSné vyuzit
i dlouhodobou lazen o standardni (&i ponékud zvySené) koncentraci. Na druhou
stranu, v pfipadeé nedostatku Casu &i kapacity nadrzi, Ize uvazovat o kratkodobé
pfipadné cenu roztoku.

Pokud je potreba sledovat jedince po delsi obdobi, Ize samoziejmé uvaZzovat
io,preznaceni®.

6. Novost metodiky a ekonomické i neekonomické aspekty

Dana metodika rozsifuje okruh pouziti znaceni pomoci ARS o dalsi druh ryby,
1j. pstruha duhového.

Pstruh duhovy patfi spolu s kaprem k nejvyznamnéj$im druhdm produkénich
konzumnich ryb. Kromé odchovu v rybarskych zafizenich je vysazovan i do vol-
nych vod za ucelem sportovnino rybolovu. | z toho ddvodu je problematika jeho
produkénich parametr( ¢i zdravotniho stavu intenzivné sledovéana. V této souvi-
slosti Ize prepokladat zajem o moznost pomérné levného a snadného znaceni
(a to i velmi podetnych skupin) jedincl za Ucelem napfiklad porovnani intenzity
rGstu & vnimavosti k onemocnéni. Poskytne se takto napfriklad predpoklad
pro objektivni porovnani réiznych skupin ryb odchovem v téZe nadrzi. Také moz-
nost sledovat prirlistek daného jedince mlze prispét k optimalizaci chovu &i
vybéru konkrétnich forem. Spektrum vyuziti rozsifuje i napfiklad moznost
sledovani migracivysazovanychryb.

12
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Dana metoda je z praktickych divodd (objem barvici 1azné) vhodna zejména
pro hromadné znaceni ryb mensi velikosti do cca 10-15 cm. Jedna se tak o ve-
likostni kategorii ryb, kterou Ize dalsimi obvyklymi metodami (napfiklad pomoci
elastomer) znadit jednak obtizné a ve vétsim mnozstvi Sasové narocné.

Kromé prispéni k optimalizaci odchovu a vybéru forem Ize tedy jako ekonomicky
prinos prezentovat i rozdil naklad( ve srovnani' s dalSim zpUsoby znaceni a jejich
pracovni naro¢nosti. Naklady na obarveni uvedenou metodou je na Urovni 1,— K&
na 1 ks ryby a délka koupele je 1-2 hodiny, pfi¢emz je mozno soucasné obarvit
nekolik set az tisic ryb v zavislosti na velikosti pouzitych nadrzi. Tradi¢ni znaceni
odsttizenim ploutve je bez nakladd a produktivitou 700-1000 ks ryb za hodinu,
bez hodnoceni Setrnosti zakroku. Pouziti elastomerd je limitovano minimalni
velikosti ryb a nutnosti poridit dodavané baleni barvici latky (cena 1 ml v zavislosti
na objednavaném mnozstvi se pohybuje v rozpéti 20-45 $, spolu s dalSimi
poplatky a potfebnym vybavenim je tfeba pocitat s naklady na ozna&enijedné ryby
nekolik korun.

Vyhodou daného zplisobu znaceni je, Ze snizuje stresovou zaté7 jedincd na na-
prosté minimum. Jedinci se v priibéhu znacenii po ném chovaji standardné a nent
patrné i zadné zvyseni mortality. Navic koupele ryb jsou standardnim a béznym
chovatelskym zasahem a neni potfeba ani speciaini vybaveni i zaskoleni osob,
které jej provadi.

7. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Znaceni pstruha duhového pomoci alizarinoveé Cervené je obecné uplatnitelné, ato
jak z v ramci chovu ryb, tak i v ramci vyzkumu. Metodika bude uplatnéna napriklad
na rybochovném zafizeni BioFish s.r.0. &i Pstruharstvi Skalni miyn s.r.o., na Ustavu
biologie obratlovcl v.v.i., Mendelové univerzité v Bré, Masarykovou univerzitou
nebo Veterinami a farmaceutickou univerzitou Brno. Pro uplatnéni metodiky byla
uzaviena smlouva se spoleénosti Moravsky rybarsky svaz, z. s. se sidlem
Sobesicka 1325/83, 614 00 Brno.

8. Podékovani

Metodika vznikla za finanéni podpory Narodni agentury pro zemédelsky vyzkum
Programu: QK - Program aplikovaného vyzkumu Ministerstva zemeédélstvi
na obdobi 2017-2025, ZEME Podprogram 1 - Podpora inovativniho zemédélstvi
a lesnictvi prostrednictvim pokrocilych postupl a technologii, QK21010030
Globalizace, moderni technologie a zména klimatu jako zdroje novych moznosti
a ohrozeni pro chovny managementlososovitych ryb.
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