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Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva problematikou fixace a konzervace ryb. Pokusy na rtzné
metody konzervace ryb jsou soucasti mnohych védeckych ichtyologickych praci. Ve vétsing
z nich se vSak vyuziva jedné z metod a nasledné, az na vyjimky, neni dostupnost porovnani
S jinymi postupy u stejného druhu ryb.

Cilem této prace je seznamit se s metodami konzervace a fixace, které maji vliv na
morfometrické parametry ryb.

Teoretickou casti jsou postupy konzervace a fixace. Poté nasleduje vlastni pokus efektu
konzervace v Casové posloupnosti po dvou tydnech u vybranych druhd ryb, kde jsou
sledovany a méfeny vybrané morfometrické parametry a jejich piipadné zmény po dobu

nékolika mésicu.

Klic¢ova slova: formalin (formaldehyd), fixace, méteni, konzervace, ethanol, morfometrie,

zmrazeni



Abstract

This bachelor’s thesis is focused on the topic of fish fixation and preservation. Experiments
regarding various preservation methods are covered in many scientific ichthyological texts.
Unfortunately, most of these works are exploring only one preservation method, so mostly
there isn’t the possibility of comparison with different methods using the same species.

Aim of this work is introduction to preservation and fixation methods, that affect
morphometric parameters of fish.

Theoretical part of this thesis are procedures of fixation and preservation. The experiment
itself is focusing on effect of preservation over time. Selected morphometric parameters were
observed and measured in selected fish species to discover potential changes in these

parameters. Measurements were being taken every two weeks for few months.

Key words: formalin (formaldehyde), fixation, measumerent, preservation, ethanol,

morphometric, freezing
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1 Uvod

Anatomicka fixace a konzervace jsou vyzadovany K prevenci autolyzy a rozkladu
exemplarti. Zatimco fixace je primarni zastaveni struktur zodpovédnych za autolyzu a
rozklad, konzervace zachovava stav fixace. Prvni Casti prace je literarni piehled popisujici
morfometrické znaky, druhy chemickych a fyzikalnich konzervaci, fixaci, a postupi, metody

méteni, specifika uloZeni a faktory ovlivitujici chemickou fixaci.

Hypotézy a cile jsou druhou casti prace, kdy byly stanoveny nasledujici cile: zhodnoceni
efektu konzervace, posouzeni efektu vlivu na malé a velké ryby, urCeni vlivu na nejvice

ovlivnéné ¢asti ryb.

Experimentalni ¢ast probihala v laboratofi na Katedfe zootechnickych véd Jihoceské
univerzity v Ceskych Budgjovicich. V kapitole material a metodika jsou popsany druhy ryb,
na kterych byl pokus provadén (cejn velky, jezdik obecny, okoun #i¢ni a ouklej obecna).
Vzorky ryb pochdzely zbézné rybni¢ni obsddky Zlivského rybnika lezZiciho
v Ceskobud&jovické panvi. Méfeni rtiznych &asti téla ryb pro zjisténi vlivu na biologické
vzorky probihala v pravidelnych intervalech po dvou tydnech aZ na vyjimku, kdy z divodu
pandemie byla uzaviena laboratof. Jako konzervaéni ¢inidla byly pouzity roztoky zakladnich
slozek formaldehydu, ethanolu spolu s kohoutkovou vodu, destilovanou vodou a laboratorné

piipravenou vodou moiskou a dale pak konzervace mrazem.

Posledni cCasti jsou vénovany statistickému popisnému zhodnoceni namétenych dat
ve zvolenych oblastech pro prvotni zjiStovani odpovédi na otazky tykajici se efektu

konzervace, vyhodnoceni efektu na malé a velké ryby a vyhodnoceni vlivu na ¢asti tél.



2 Literarni piehled

2.1 Morfometrické znaky

Morfometrie se pouziva k popisu a porovnani tvari organismi nebo jednotlivych struktur
organismit a k analyze zmén tvaru v disledku ristu, experimentalni 1écby nebo evoluce
(Zelditch et al., 2004). Vystupem morfometrickych zkoumani jsou tabulky s Cisly a pro
ziskani informaci z téchto dat se vyuzivaji matematické operace (Zelditch et al., 2004).

Vyhodou morfometrickych metod je celosvétové standardizované pouzivani bodi a mér
(Fetter et al., 1967).

Metodologie morfometrie vyuziva nékolik typti mér, které lze dé€lit z raznych hledisek.
V zasad¢ se jedna o miry absolutni (Ize je pfimo zméfit — vzdalenosti bodu, plochy, objemy,
uhly, hmotnost atd.) a relativni (vypocitané — nékteré uhly, n¢které vzdalenosti, indexy atd.).
Vsechny tyto miry jsou pfedem presné definované a popsané a jejich méteni je Casto zalozené
na landmarcich (Slice, 2005; Stloukal et al., 1999).

K méfeni se pouzivaji dnes jiZ tradicni méfici nastroje, 1 kdyZ se ¢as od ¢asu v odborné
literatufe objevi popis nového métidla a jeho pouziti (Stloukal et al., 1999).

I pfes vSechny dokonalé popisy méfeni je téméei nemozné dosdhnout stoprocentni
opakovatelnosti. To mlze byt zpisobeno rtiznymi pti¢inami, napt. chybami v technice méteni
nebo chybami zplisobenymi nepfesnymi nastroji. Je proto vhodné provadét v pribéhu testl
kontroly méfeni (Fetter et al., 1967; Rohlf et al., 1990; Stloukal et al., 1999).

(Barus et Oliva, 1995) poznamenavaji, ze u tzv. plastickych neboli (morfometrickych)
znakll se miry snimaji na rybg, ktera lezi na levém boku. Casto nevime, které miry jsou
dalezité¢ a které nikoliv. Proto je tieba se nejprve seznamit s literaturou a srovnat pecliveé
udaje, které byly jiz o plastickych znacich konkrétniho druhu publikovany. Nelze piitom
ovSem nikdy zapomenout na zékladni rozméry, kterymi jsou délka téla, hlavy, primér oka,
vyska téla, predorzalni a prenatalni rozmezi, délka a vyska kotene ocasu a délka ploutvi.

Jednotlivé miry jsou vyjadifovany v desetinnych zlomcich (u starSich autori) nebo
v procentech (nov¢ji) délky téla, hlavy atp. DileZitou pomuickou k zjisténi miry proménlivosti
jednotlivych znakli jsou metody variacni statistiky. Aby bylo moZno pfisluSnd méfeni
srovnavat, je nezbytné nutné postupovat vzZdy podle stejného schématu. Nebyva tomu tak
vzdy, nebot’ mnozi ichtyologové si schémata méfeni sami upravuji, a ne vzdy uvadeji presnou
metodiku méfeni a neékteré jednotlivosti pokladaji za zvlast dilezité. Béhem casu dochazi i k

ptipadiim,kdy rizné prace o biometrice ryb nelze dobfe vzajemné srovnavat, i kdyz se tyka
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stejného druhu. V Ceské literatuie jsou o této problematice uvedeny souhrnné udaje u Olivy

(1952¢), ve slovenské literatuie nejnovéji viz Holcik et Hensel (1972).

2.2 Metody méreni

K méfeni pouzivame, stejné jako u obojzivelnikil, plazii a mihulovcl, posuvného meétitka
nebo odpichovatka, kterym si pfena$ime naméfené rozméry na milimetrovou stupnici. Je
nutno méfit pramétove, nikoli po ohybu téla. Vzdalenost méfime a zapisujeme v mm, u ryb
mensich nez 100 mm méfime malé rozméry s piesnosti vétsi (na £ 0,25mm) (Barus et Oliva
1995).

Posuvné méftitko, slangove téz zvané ,,Suplera®, je kovové, jednoduché métidlo délek

S pfimym odecitanim hodnot (MIcoch et Slimak, 1987).

2.3 Konzervace biologického materidlu

Znamé metody konzervace biologického materialu jsou na piiklad: 1. uchovani
V kapalinovém valci, 2. zalévani objektt, 3. prosyceni parafinem, 4. preparace (viz déle nize).

1. Uchovani v kapalinovém valci — veskera stars$i literatura (Altmann, 1966; Altmann et
Liskova, 1979; Buchar, 1983; Taborsky, 1961) uvadi jako jednu z hlavnich konzerva¢nich
kapalin formalin, respektive roztok 4% formaldehydu!. Zabrousené zatky nebo desticky na
valce s materidlem lihovym nebo formolovym utésnime tmelem (Jirovec, 1958).

Tekutinova preparace se nejvice pouzivala a pouzivda pro trvalé ukladani
muzejnich preparati vétSinou vV 4% formolu €1 70% etanolu nebo pomoci roztoku, ktery
meéni krevni a svalové barvivo na karbonylhemoglobin a tim zajiStuje zachovani piirozené
barvy (CSPPQOS, 2012).

Konzervace ryb je celkem jednoducha. Ryby jsou jiz bud’ usmrcené, nebo jsou usmrceny
ptimo Vv konzervaéni tekuting, nejlépe v 80% alkoholu (Jirovec, 1958). Po usmrceni ryby
nastfihneme na bfis$ni stran¢, nebo jim vstiikneme vétsi injekéni stfikackou do dutiny télni
10% formol. Ukladame je bud’ ve formolu (asi 4%) nebo je pievedeme pies vodu do a 80%
alkoholu. Mizeme pouzit i ptimo alkohol pro konzervaci. Alkohol ma pied formolem tu

pfednost, Ze zachova daleko 1épe barvy a prace s nim je mnohem piijemné&jsi. Alkohol fedime

! Taborsky (1961) i Jirovec (1958) uvadi staréi nazvy chemikalii. Pro formaldehyd pouZivaji dnes jiz nepouzivany
termin formol. Etanol zde uvadi pod obecnym nazvem alkohol. V citacich ponechany nazvy dle autord.
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pro prvni konservaci asi na 50%, rybu nechame v roztoku jeden nebo dva dny a prevedeme ji
do silngjsiho alkoholu (70-80%). Pti alkoholové konzervaci je naprosto nutny, nebot pfi
vhozeni do siln€jsiho alkoholu se ryba prili§ rychle odvodni a scvrkne. Velmi dobra je
kombinace formolu a alkoholu (Jirovec, 1958). Stiibtity lesk ryb se dobie uchova ulozenim
do nasyceného roztoku chloridu sodného (33% NaCl), do kterého pifidame néjaky druh
antiseptika (fenol, ajatin apod.) (Jirovec, 1958).

(Mourek et Liskova 2010) pisi o formalinu jako o donedavna nejpouzivanéj$im
konzervacnim roztoku, tedy 4% vodny roztok formaldehydu, ktery fedime nejlépe pievarenou
vodou, aby nedochazelo k uchycovani bublinek na objektu. Doporucuje se pouzit vodovodni
vodu kvuli jejimu obsahu soli nebo pfidat sodu pro neutralizaci kyseliny mravenci. Jeho
vyhodou je, Ze fixuje relativné rychle i hodné vodnaté zivo€ichy. Je vhodny v ptipadech, kdy
je tfeba u objektu dosdhnout rychle stalého tvaru, jelikoz v ném ptirodniny rychle tvrdnou.
Taborsky (1966) vsak pise o 8 % formaldehydu, jako konzervacéni tekutin€ pro fixaci.

Preparaty naloZené ve formaldehydu je potifeba chranit pfed mrazem. ProtoZe vétSinu
objemu fixaze tvofi voda, vznikajici led mize naddobu roztrhnout. Po urcité¢ dobé vznikd ve
valcich s formalinem samovolnou oxidaci kyselina mravenci, ktera zplsobuje
rozpousténi vapenatych ¢asti zivo€ichti (Taborsky, 1961).

U starSich kapalinovych preparati se mizeme setkat také s bilymi krystaly na jeho dné.
Jedna se o vysrazeny polymer formaldehydu, paraformaldehyd (Altmann, 1966).

2. Zalévani objektl — mezi nejCastéji pouzivana média patii parafin nebo jeho specialni
uprava pro histologii zvana paraplast, epoxidové pryskyfice, celoidin nebo zelatina. Parafin se
pouziva vétSinou pii praci ve svételné mikroskopii, kdezto epoxidové pryskyftice jsou Castéjsi
pro elektronovou mikroskopii (Junqueira et al., 1999).

3. Prosyceni parafinem — prosyceni tkani parafinem se pouziva parafin specialn¢ k tomu
urceny. Bézny parafin je méné kvalitni a neni k prosycovani vhodny. Kvality potiebné pro
histologii se u bézného parafinu dosahne teprve opakovanym tavenim pii 70 — 80 °C. Jirovec
(1958) uvadi, Ze je vhodné takovyto parafin tavit opakované i nékolik tydnti, dokud neziska
svétlehnédou barvu. Odvodnéni a nasledné prosyceni parafinem zpusobuje smrstovani tkané
0 8-20 % (Jirovec, 1958). Habrova (1986) k takto zbarvenému parafinu vysledné pridava jeste
5 % vceliho vosku.

V histologii se béZné¢ pouzivaji 3 zakladni typy parafinu. Jejich peclivy vybér ma
nezanedbatelny vyznam. Tyto parafiny se liSi v teploté tani a jednak v objektech, jez je
vhodné do nich zalévat. M&kky parafin taje pfi teploté 40 — 45 °C a je vhodny k zalévani

meékkych tkani. Stfedni parafin ma bod tani v rozpéti teplot 50 — 58 °C a v praxi je nejvice
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vyuzivany, protoze do néj lze zalit prakticky vSechny bézné tkané. Poslednim typem parafinu
je parafin tvrdy, ktery taje pfi teplotdch vyssich nez 58°C. Je vhodny zejména pro tvrdé tkané
a praci v mistnostech s vy$simi teplotami (Jirovec, 1958).

4. Preparace — pro preparaci ryb existuje celd fada moznych metod a postupt.
Nejprimitivnéj$im postupem je vysuseni bez pouziti jakychkoliv chemikalii. Timto postupem
ziskany preparat ale neodpovida puvodnimu tvaru a zbarveni, a navic ma kratkodobou
zivotnost. Pokud rybu pfed vlastnim vyschnutim nechame urcity ¢as v roztoku alkoholu nebo
formaldehydu, je prodlouzena doba trvanlivosti, avSak vizudlni vysledek je podobny. Pro
zachovani ptivodniho tvaru je nutné odstranit v§echny mekké tkané a nahradit je materidlem,
ktery Casem neméni objem. Pro tento ucel se nejcastéji pouzivaji piliny v kombinaci
S nejriznéj§imi  piisadami a jejich kombinacemi (sddra, polystyren, lepidla apod).
K odstranéni vody z tkani je nejCastéji vyuzivano klasické suSeni pomoci vyssi teploty a
proudu vzduchu. Velice Setrnou metodou suSeni preparati je zpusob oznaCovany jako
vakuové vymrazovani nebo lyofilizace (Nebesky et Bldha, 2012).

Za nejucelendj$i dosud zvefejnény postup preparace celych ryb a rybich hlav v Ceské
republice lze povazovat ¢lanky v Casopise Rybaistvi z pocatku 90. let 20. stoleti (Pelikan,
1991, 1992).

2.4 Fixace

Ukolem fixace je zachovat (konzervovat) buiiky a tkatiové komponenty v takovém stavu,
ktery dovoluje jejich pozdéjsi studium a zamezeni rastu plisni a bakterii. Béhem fixace
dochazi k denaturaci bilkovin. Po odebrani tkan¢ velmi rychle dochazi k autolytickym
procesim. K t€émto pochodim dochazi diky tomu, Ze jsou pferuSeny piivody kysliku a
pfestava byt fizena regulace mezi jednotlivymi bunikami v tkéni. Enzymy vznikajici v
organele nazyvané lysozom pfispivaji k autolyze. Pokud neni fixace provedena okamzité po
odebréani tkané, mize dochazet k napadeni tkdn¢ mikroorganismy, coZ je oznaovéano jako
heterolyza. Dilezité u fixace je, aby nebyly zménény struktury bunck a jinych komponent,
c¢emuz vSak nejde stoprocentné zabranit. VZdy dochazi alesponl k ¢aste€nym zméndm, a proto
je dilezité vybrat takovou metodu fixace, ktera strukturni zmény omezi (Rollst, 2012; Cech et
al., 2006).

Jirovec (1958) piSe o ukolu fixa¢nich tekutin jako o rychlém usmrceni Zivé buiiky, zatimco

je zachovéana jeji struktura, pokud mozno nepozménéna. Idedlnimu pozadavku, aby se buiika
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fixaci vibec nezménila, neodpovida ovSem zadna z dosud zndmych fixdzi, proto musime
vysledky badani na fixovanych bunikach hodnotit opatrné¢ a neustale si uvédomovat, ze fixaci
vznikaji v kazdém pitipad¢ artefakty, nékdy vétsi, jindy mensi, které se obrazu zivé builky vice
nebo méné¢ blizi (Jirovec, 1958).

Fixace se zakladd na neustdlém srazeni bunécnych koloidl, hlavné ovSem bilkovin
(Jirovec, 1958).

Dle Taborského (1961) u fixace vétSich zivocichti hrozi, ze se objevi hnilobny proces
V zazivacim traktu a vnitfnostech, proto se doporucuje injektovat do objektu 96% alkohol
jeste pred tim, nez ponotfime zoologicky objekt do konzervaéniho roztoku.

Lang et al. (1963) doporucuji jako vhodnou injek¢ni tekutinu sloZzenou ze 100 dila
70% alkoholu a 5 dili 40% formaldehydu na 9 az 12 dilt vody.

2.4.1 Chemické metody fixace

Pti téchto metodach se uzivaji Cinidla, kterd reaguji s biologickymi slozkami a imobilizuji
a stabilizuji preparat bez velkych strukturnich zmén. Chemickd metoda se provadi v zasad¢
dvéma riiznymi zptisoby — imerznim a perfuznim zptisobem (Nebesatova, 2001; Cech et al.,
2006).

Imerzni — ponofeni tkan¢, kterd byla odebrana do fixacniho roztoku, kdy se udava, ze
roztoku musi byt fddové 10 — 100krat vic, nez je objem fixované tkané. Toto ponoieni trva
nékolik hodin, ale i dnu ¢i delsi Casovy tsek (Brachtl, 2015). Dale se v literatufe udava, ze by

m¢l byt roztok minimaln¢ jedenkrat vymeénén.

Perfizni — pii této metodé se samotny fixac¢ni prostfedek vpravi do krevniho obéhu,
nejcastéji transkardidln€. Pied tim se jest¢ proplachuje nejcastéji fyziologickym roztokem.
Fixace je v tomto pfipad¢ téméF dokonald, nebot’ se fixator velmi rychle dostane ke vsem
buitkdm organu. Metody se vyuzivad pouze v experimentech na zvifatech a je to ve spotiebé

fixa¢niho roztoku nakladnéjsi metoda (Brachtl, 2015).

2.4.2 Chemické latky uzivané pro fixaci
Existuje nepfeberné mnozstvi fixacnich cinidel. Vibec nejzndméjsi a nejoblibenéjsi je
formaldehyd, uzivany ve velké mife v histopatologii, a glutaraldehyd, ktery se uziva pro

ultrastrukturni studie.
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Glutaraldehyd (GA, Obrazek 1) je fixacni prostfedek, ktery dokdze zachovat prostorové
rozmisténi komponentii buniky a ¢aste¢né¢ dokdze zanechat nékteré enzymy aktivni. Diky
dvéma funkénim skupindm se muze véazat na aminoskupiny proteinii (Obrazek 1). Dokaze
rychle reagovat s lysinem, ale i s dalS§imi proteinogenimi aminokyselinami. Nereaguje s
lipidy. GA ma $patnou penetracni schopnost, a proto se da vyuzit jen na tenké fezy (uvadi se
2 mm). Dalsi nevyhodou, ktera je ale spole¢na pro vSechny aldehydy, je sklon bun¢k tvofit
membranové vacky po tom, co zemiou. Pouzivaji se vyhradné pufrované roztoky a fixace

vétsinou neptesahne pét hodin (Pawley, 2006).
N F0

Obrazek 1 Strukturni vzorec glutaraldehydu

Formaldehyd (FA, Obrazek 2) je fixatorem, ktery je hojné uzivany v histologickych
laboratotich (Altmann, 1966). Pfi pouziti formaldehydu v histologii musime brat na zietel
specifickou nomenklaturu. Za prvé, nasyceny roztok formaldehydu nazyvame formolem c¢i
formalinem (100% formol ¢i 100% formalin), pti¢emz se jedna o dva rizné nazvy pro stejny
roztok. Za druhé, nasyceny roztok formaldehydu ve vodé€ je nasyceny jako 40%, vyjadiujeme-
li procentualni podil jako hmotnost/objem, a jako 37%, vyjadiujeme-li procentualni podil jako
hmotnost/hmotnost. Mnozstvi formaldehydu je v obou pfipadech stejné, pokazdé se tedy
jedna o stejny nasyceny roztok, pouze se lisi vyjadieni procentuélniho podilu formaldehydu v
roztoku. Hovotime-li tedy o 10% formolu, mame na mysli 4% roztok formaldehydu (jelikoz
100% formol je 40% formaldehyd, kde 40% formaldehyd je nasycenym roztokem
(vyjadiujeme-li procentualni podil jako hmotnost/objem)). Pravé 4% roztok formaldehydu se
pouziva k fixaci tkani (Fox et al., 1985).

Pii vySSich koncentracich formaldehyd samovolné polymerizuje, cemuz se zabrafiuje
ptidavanim alkoholu (nejcasté&ji 10% methanolu), ktery slouzi jako inhibitor této reakce (Fox
et al., 1985).

Pti pokojové teploté je formaldehyd plynem, ktery se velmi dobie rozpousti ve vodném
prostiedi. V tkanich reaguje prevazné s bilkovinami, a to diky své aldehydické skupiné, ktera
se navaze na aminoskupiny proteinli (tvorba pifi¢nych vazeb mezi polypeptidickymi fetézci
bilkovin) (Altmann, 1966). Za pomoci formaldehydu je mozné fixovat i vétsi preparaty, a to
diky malym molekulovym rozmérim. Je tedy ziejmé, Ze ma vyS$i penetracni schopnost na
rozdil od dfive zminéného glutardehydu, ktery ma vétsi molekulové rozméry. Reakce

formaldehydu s bilkovinami je na rozdil od rychlosti pronikdni o poznani mensi. Mira
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pronikani se vyssi teplotou zvySuje stejné jako intenzita tvorby pfi¢nych vazeb. Stejnych
ucinki lze dosahnout i zvySenim tlaku. Urychleni reakci a zlepSeni vazeb lze dosahnout i za
pomoci mikrovinného zafeni. Zde je ale dulezité brat na zietel, ze dochazi k tvorbé vypart,
které jsou zdravi Skodlivé a také dochazi ke koagulaci. Formaldehyd ma tu vyhodu, ze dokaze
zesitovat i nukleové kyseliny (Altmann, 1966).

Nejenomze FA reaguje s bilkovinami, ale také i s lipidy. lonty Ca®* zvysuji stabilizaéni
ucinek formaldehydu na lipidy, tekutina vyuzivané k této stabilizaci se oznacuje jako
Bakerova (roztok formaldehydu a chloridu vapenatého). Obcas se misto samotného FA
vyuziva spojeni s GA, a to kvili tomu, Ze FA ma nizsi vyslednou kvalitu fixace. GA se
zaruduje lepsi fixaci a FA zaruGuje vétsi rychlost fixace (Altmann, 1966; Cech et al., 2006).

Pary formaldehydu jsou hoflavé a vybuSné. Je dobie rozpustny ve vod¢, alkoholech a
dal$ich polarnich rozpoustédlech. Jelikoz ¢isty plyn snadno polymerizuje, skladuje se obvykle
ve formé vodného roztoku (IRZ, 2011).

O
I

H/C\H

Obrazek 2 Strukturni vzorec formaldehydu

Alkohol ethylnaty (ethanol), CoHsOH (Obrazek 3). Pouziva se asponn 70%, rad¢&ji
siln¢js$iho. Jemnéjsi struktury se v ném scvrkavaji, barvitelnost vsak ziistava dobie zachovana.
Cisty je velmi drahy, proto kde to jde, pouzivame alkoholu denaturovaného 2% benzolem,
ktery snese fedéni vodou 1 na 60-70% (Jirovec, 1958).

Podle Taborského (1961) by se mél pouzit nejdiive 50% ethanol, ktery se asi po dvou
dnech vyméni za 60 % a ten dale za 75% alkohol. Postupné odvodiovani touto alkoholovou
fadou by se mélo dodrzovat zejména u vodnatych Zivoc¢ichli. Divodem je, aby se zoologické
objekty pfili§ rychlym odvodnénim nesmrstily a neztratily tak sviij pfirozeny tvar. Altmann
(1966) uvadi, ze u vodnatych objektt, jako jsou naptiklad ryby, je mozno pouzit jako finalni
konzervacni roztok az 80% roztok ethanolu, jelikoZ jeho koncentrace nasledné sama klesne na

pozadovanych 65 — 75%.
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H-C—~C-O-H
H H

Obrazek 3 Strukturni vzorec ethanolu

Sublimat, chlorid rtutnaty, HgCl> (Obrazek 4), je nejuzivanéj$i ze soli tézkych kovi.
Rozpousti se ve studené vodé v poméru 7:100, v horké vod¢ a ve studeném alkoholu vsak
mnohem vice. Nemaji se do ného ponotfovat kovové nastroje, protoze se ihned povlékaji
Sedavym povlakem (Jirovec, 1958). Jirovec (1958) zdiraznuje, Ze prudce jedovaty, a proto je
tteba dat pozor pfi praci s nim! Déle poznamenava, ze jeho srazeniny ve tkanich se odstrani
vypranim tkani nebo fezi v 80% alkoholu, ktery byl zbarven pfisadou Lugolova roztoku do

slabé hné&dé barvy.

Cl Cl

S
Hg

Obrazek 4 Strukturni vzorec chloridu rtutnaty

Dalsimi hojn¢€ uzivanymi fixa¢nimi ¢inidly jsou organické kyseliny. Muzeme sem zatadit
kyselinu octovou (Obrazek 5), ktera se sama o sob& nevyuziva, nebot’ fixa¢ni u¢inek na tkané
je velmi Spatny. Proto se vyuziva pouze ve smésich ¢i tekutinach, kde napomaha urychlovat
fixaci jinych fixacnich latek. Stejné¢ je tomu i1 u dalSitho zastupce, jimz je kyselina

trichloroctova, ktera rychle proniké do tkani. (Cech et al., 2006).

i
H—(ll—C\
H O—H

Obrazek 5 Strukturni vzorec kyseliny octové

Nejznaméjsim zastupcem organickych kyselin uréenych k fixaci je kyselina pikrova
(Obrazek 6). Je to latka malo rozpustna ve vodé se siln€ hotkou chuti. V Zadném piipadé se
nesmi siln€ zahfivat, jelikoZ by hrozil vybuch. Velmi dobie precipituje bilkoviny, nepronika
do tkané pfili$ rychle a barvi tkan nazluto. Reaguje pfevazné s bazickymi aminokyselinami a

tvofi s nimi malo rozpustné soli nazyvané pikraty. Pouziva se bud’ v roztocich s jinymi
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slouc¢eninami, nebo jako samotné fixa¢ni ¢inidlo (sporadicky). V kombinaci s formaldehydem
a kyselinou octovou vznika Bouinova tekutina (m4 zlutou barvu, rychle pronika, nejéastéji 3
dily nasycené kyseliny pikrové, 1 dil formaldehydu a par mililitrti ledové kyseliny octové).
Bouinova tekutina se doporucuje pro fixaci biopsii ze zazivaciho traktu, fixaci zvifecich
embryi a tkan€ ze z1az s vnitini sekreci. Vzhledem ke kyselé povaze latky se ve tkani pomalu

rozpousti vapenaté a zelezité depozity. Délka fixace je 4 — 18 hodin. (Rolls, 2012)

OH
OzN NO,

NO,

Obrazek 6 Strukturni vzorec kyseliny pikrové

Oxid osmicely (Obrazek 7) je vysoce toxicka, t€kava, krystalickd pevna latka, ktera se
dodava v uzavienych ampulich. Je rozpustny v polarnich i nepoldrnich rozpoustédlech.
Reaguje s postrannimi fetézci bilkovin a tvofi s nimi vazby. Je jednim z mala fixatort, ktery
dokaze stabilizovat lipidy (s nenasycenymi mastnymi kyselinami utvari cyklické estery
osmia). Pii reakcich s organickymi slou¢eninami se tvoii osmiova Ceri a ta zpusobi zEernani
preparatu (uklada se hlavné v membranach). Nezpiisobuje témét zadné morfologické artefakty
ve tkanich. Dale velice dobfe zachovava strukturu biologickych membran, ¢ehoz se vyuziva
ve svételné mikroskopii. Molekula oxidu osmicelého je pomérné velka a kvili tomu pronika
do tkan¢ velice pomalu, udava se K = 0,2 mm/h (difuzni koeficient). Kvalita fixace je
ovlivitovéna teplotou (rychlejsi reakce pii vyssi teplote), koncentraci (vétsi koncentrace
napomaha rychlejsi fixaci) a konecné pii nizkém pH se snizuje reaktivita (Nebesarova, 2001,

Rolls, 2012; Cech et al., 2006).

Obrazek 7 Oxid osmicely
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Mensi skupinou, kterd se vyuziva jen v kombinacich s jinymi fixatory ve specifickych
tekutinach, je ethanol (Carnoyova tekutina), metanol a aceton. Samy o sob& zpusobuji

smr§téni a ztvrdnuti fixovaného vzorku (Cech et al., 2006).

Jirovec (1958) upozoriiuje na to, aby fixovany material byl pokud mozno cerstvy, nebot
n¢kolik hodin po smrti zvifete nastavaji v bunkach nékteré posmrtné zmény. Mensi zivocichy
hodime do fixa¢ni tekutiny celé, vétsi narkotizujeme. Do fixdze vkladame jen malé kousky
tkani (mensi nez 1 cm), nebot’ fixaéni tekutiny srazeji bilkoviny pfi vnikani do tkani a tim Si
vlastn€ do hloubky uzaviraji cestu. Proto kousky tkani véts$i nez 1 cm jsou zpravidla uprostied
Spatné fixovany, nebot’ fixaz se tam dostala pfili§ pozd€ a nemohla jiz zabranit autolytickym,
po ptipad¢ i hnilobnym dé&jim. Nechame-li tyto vétsi kousky ve fixazi dlouho, jsou zase
vnéjsi vrstvy prefixovany. V nékterych ptipadech se doporucuje fixovat pfi teploté¢ 4 — 6 °C
(v lednicce), ktera sice trochu zpomali pronikani fixaze do tkani, daleko vice vSak zvolni
autolytické déje v odumirajicich bunkach. Pouzivejme vzdy vétSiho mnozstvi fixa¢nich
tekutin, necht’ je jejich objem 20 — 50x vétSi nez objem fixovaného predmétu. Objekty musi

byt do fixaze zcela ponotfeny (Jirovec, 1958).

2.4.3 Smésné fixacni tekutiny

Fixac¢nich tekutin existuje n¢kolik raznych typut, ze kterych je mozno vybirat podle toho
jaké pozadavky klademe na konecny preparat. Mezi nejCastéji pouzivané patii Bouinova
fixacni tekutina, Zenkerova fixacni tekutina nebo Carnoyova fixacni tekutina. Jako
samostatnou fixa¢ni tekutinu je mozné pouzit i formaldehyd, ktery je také pouzivan jako
soucast smési jinych fixacnich tekutin.

Nejcastéji pouzivanou fixacni tekutinou je Bouinova fixaz, ktera se piipravi smichanim
150ml kyseliny pikrové, 50ml 40% formaldehydu a 10 ml ledové kyseliny octové. Doba
fixace zavisi na velikosti objektu a pohybuje se v rozmezi od 2 do 48 hodin (Lellakova et al.,

1985)

2.4.4 Fyzikalni metody fixace

Fyzikalni metody v sobé zahrnuji fixaci pomoci vysokych teplot, nizkych teplot a metody
vysychani.

Prvné zminéna metoda se vyuziva v mikrobiologii, kdy jsou natéry bakterii na sklicku
vystaveny plamenu kahanu. Dalsi, dnes jiz béZné pouzivanou metodou, je metoda
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mikrovinna, ktera se také fadi do fixace vysokou teplotou. Jsou dv€é moznosti vyuziti téchto
vin. Prvni z nich je, Ze se fixa¢ni ¢inidlo nahradi mikrovlnami. Druh4d moznost vyuziti spociva
v umisténi tkan¢ do fixa¢niho roztoku a vlozeni do mikrovinné trouby. Mikroviny utvofi
kanalky v tkanich a fixator mize 1épe prostupovat do tkan¢. Zde tedy mikroviny ovliviiuji
rychlost prostupu fixa¢niho ¢inidla, ale jako samotné zde nejsou fixacnim ¢inidlem. U téchto
metod je velice dilezité dodrzovani teplotniho schématu. Nadmérné teplo muiize zpusobit
poskozeni bunék a mize vést ke znacnému smrsténi a ztvrdnuti vzorku (Nebesairova 2001,
Rolls, 2012).

U druhé fyzikalni metody fixace se vyuZziva nizkych teplot. Jde o metody kryofixace, kdy
je vzorek rychle zmrazen (napft. tekutym dusikem). Aby se zkratil ¢as, kdy se tvoii krystaly,
muze vzorek oSetfit kryoprotektantem. U tohoto druhu fixace je velice dulezita rychlost
zmrazeni preparatu. Pokud vzorek neni dostatecné rychle zmrazen, vznikaji krystaly, které
poskodi vnitini struktury vzorku. Cilem metody je dosahnuti vitrifikovaného (zeskelnaténi)
stavu preparadtu. Vyhodou metody je, ze nedochdzi k denaturaci antigenli a enzymu

(Nebesatova, 2001).

2.4.5 Prirodni latky pouZivané pro fixaci

Razna fixacni Cinidla jako formaldehyd, glutaraldehyd, oxid osmicely a spoustu dalSich
jsou velice toxicka, mohou poleptat kiizi a néktera jsou dokonce mutagenni. Je proto dulezité
najit takova fixacni Cinidla, ktera by se mohla pouzivat v biomedicinskych aplikacich.
Piedpokladem je nizka cytotoxicita, vysoka stabilita a hlavné biokompatibilita (Brachtl,
2015).

Genipin (Obrazek 8) je ptirozené se vyskytujici ¢inidlo, které se extrahuje z Gardénie
jasminové. Fixace i chemicka modifikace biologické tkan¢ zvySuje odolnost viici enzymatické
degradaci a snizuje antigenicitu. Genipin spontdnné reaguje s aminokyselinami za vzniku

modrého pigmentu-ten se vyuZziva i jako potravinaiské barvivo (Sung, 1998).
Ox_OCHs

=
]

HO HO

Obrazek 8 Strukturni vzorec genipinu
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2.4.6 Specifika uloZeni

Pro ulozeni zoologického materidlu je zapotiebi volit prostiedi s hodnotami relativni
vlhkosti (v rozmezi 45 — 50 %) a teplotou do maximaln¢ 18 °C (nejlépe pod 10 °C pro
ochranu prfed hmyzimi sktdci). Zoologicky material by mél byt uloZzen v bezprasném
prostiedi, za nulové svételné expozice a nejlépe v prostorach bez oken (Stefcova, 2000).

Ovsem Frishons et al. (2017) pisi o vhodném ulozeni etanolovych a formaldehydovych
preparati ve sbirkdch v mistnosti nebo ve skiini bez ptistupu svétla a ultrafialového zareni pti
relativni vlhkosti vzduchu 50 — 65 % a teploté 18 — 21 °C, se zamezenim vibraci a zbyte¢ného

pohybu.

2.4.7 Faktory ovliviiujici chemickou fixaci

Existuje celd tada faktor, které ovliviiuji rychlost a UCinnost fixace tkané. K tém

vvvvvv

1. Objemovy pomér — nékdy udavany jako objem fixaze, je objem, ktery je potiebny
ke kvalitné provedené fixaci. Jako minimalni pomér se udava 10:1, tedy je potfeba minimalné
desetkrat vic fixa¢niho roztoku, nez je objem tkané¢. Optimalni pomérem je 50:1. Cilem je

zabranit vycerpani fixacni latky. VEtsi objem také 1épe reflektuje ptipadné zmény.

2. Teplota — vyssi teplota zajisti rychlejsi difuzi fixatoru do tkané a také zvysi rychlost
chemické reakce mezi fixatorem a okolnimi latkami. OvSem vyssi teplota mize naopak
negativné ovlivnit rychlost autolyzy. Nékdy se pro zménu pouziva fixace pii nizké teplote, ta

ma zase za nasledek nékteré cytologické zmény jako je rozpad mikrotubult.

3. pH — ovliviluje rychlost autolyzy. Rychlost reakce aldehydid (formaldehyd)
s bilkovinami je hodné ovlivnéna pravé pH, a proto se voli optimum kolem 6,8 — 7,2. Je dobré
si opct uvédomit, ze zalezi na bunécnych komponentech, které budou fixovany a podle toho
volit pH, protoze pfili§ kyselé prostiedi muze ovlivnit nékteré komponenty negativné

(vakuoly).

4. Cas — optimalni doba fixace se lisi podle metody fixace a samotného fixatoru a je
znaén€ rozdilnd. Mira penetrace je také zavisla na Case a pro kazdy fixator se udava zvlast.
Pro 10% formaldehyd je diftizni koeficient roven 0,78 mm/h to znamena, Ze do stfedu tkang

0 tloustce 10 mm se formaldehyd dostane za vice jak 25 hodin.
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Dalsimi faktory mohou byt osmolalita, koncentrace fixa¢niho Cinidla, pfipadné jesté dalsi
ptidavné latky, které se pouziji béhem fixace. Z tohoto velmi stru¢ného piehledu je ziejmé, ze
neexistuje univerzalni postup fixace, ktery by byl vhodny pro rizné tkané a buiky. (Rolls,

2012)

2.5 Mrazeni

Fixace zmrazenim je pravdépodobné nejSetrnéjsi zpuisob fyzikalni fixace. K hlubokému
zmrazeni dochazi za pouZiti tekutého dusiku o teploté -196 °C. Pti kontaktu tekutého dusiku
s tkani dochazi k jejimu rychlému zmrazeni, ¢imz se zabrani krystalizaci vody uvniti bunék, a
tak jejich roztrZeni. Strukturni zmény, ke kterym vlivem této fixace dochazi, nejsou pfili§
velké, proto bunky jsou i1 po rozmrazeni nadale schopny Zivota. Dale se pouZiva fixace
zmrazenim, ale pouze né€kolik desitek stupiiti Celsia pod nulou. Tento typ fixace se pouziva v
histochemii nebo v cytochemii enzymi, protoze malé zmrazeni enzymil nijak nenaruSuje
jejich aktivitu. Pro fixaci bun€k neni tento typ zmrazeni idedlni, protoZe dochazi
ke strukturalnim zménam v bunce (Habrova, 1986).

Ryby lze mrazit celé i s vnitinimi organy, vyvrhnuté nebo ve formé¢ polotovaru zcela
zbavené vnitinosti 1 svaloviny. V ptipadé¢ zmrazeného materidlu hrozi ptfi dlouhodobém a
nevhodném uskladnéni jeho vymrznuti (sublimace vody z téla ryby), dale pak ptredevsim
poskozeni ploutvi olamanim nebo zah4jeni rozkladu tukt a bilkovin. Je proto nutné vénovat
procesu zmrazovani maximalni pozornost a dodrzovat urcité zdsady (Nebesky et Bléha,
2012).

Pfed zmrazenim je nutné rybu neprodysné zabalit do plastikového sacku tak, aby tésné
poléhal ktzi. V této fazi je zapotiebi rovnéz primacknout ploutve pevné k télu. Problém tedy
vetSinou nastane s ocasni ploutvi, ktera byva po zmrazeni ryby Casto poskozena. V zadném
ptipadé¢ se nedoporucuje mrazit hromadné vice kust ryb. Pfi pozdé€jsim pokusu oddélit
jednotlivé ryby od sebe vétSinou dochazi k jejich poruSeni. Stejny postup lze pouZzit u ryb
Castené vyvrhnutych, tedy s odstranénymi vnitinostmi (pfedev§im s travicim traktem)
(Nebesky et Blaha, 2012).

V ptipadé mrazeni celych ryb, a to predev§im dravct, je pii dlouhodobéjsim uskladnéni
pravdépodobné natrdveni vnitinosti ¢innosti proteolytickych enzymii obsazenych v zaludku
a stievech. Takto poskozené tkané pozdgji pii vlastni preparaci znesnadiuji odstranéni

svaloviny a Vv nejhorsich pfipadech mohou vést az k poruseni ktize ryby. Druhy, jako candat
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nebo Stika, u kterych je toto nebezpeci redlné, je vhodné zpracovat co nejdiive ,v tydnech)
od zmrazeni (Nebesky et Blaha, 2012).

Rozmrazeni ryby nebo polotovaru (kize) doporucuji provést co nejrychleji. Nejlépe
Vv nadrzi s vlaznou vodou (20 — 25 °C). Ryba by m¢la byt celd ponofena, aby dochazelo
k rovnomérnému povoleni svaloviny. V zadném ptipadé nedoporucuji pomalé rozmrazovani
pii pokojové teploté nebo v chladni¢ce. Dochazi pii ném ke spusténi ¢innosti proteolytickych
enzymu ve vnitinostech ryb, rozvoji mikroorganismt na povrchu kiize a piedev$im Zzaber.

Zaroven muze dojit k moznému oschnuti povrchu téla a ploutvi (Nebesky et Blaha, 2012).
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3 Hypotézy a cile

V bakaléiské préci jsou stanoveny nasledujici hypotézy:

H1: Pfedpoklada se, Ze bézné pouzivané roztoky, respektive fixace rybich vzorkd
v 10% formaldehydu a konzervace vzorku v 70% ethanolu, mohou pf#i ichtyologickém odbéru
vzorki a jejich uchovani zménit hmotnost, délku a jiné morfometrické parametry vzorku ryb.

H2: Predpoklada se, ze doba uchovani, stafi odebran¢ho vzorku (velikost jedincil) a rovnéz
druhova specifi¢nost jsou faktory urcujici rizné morfometrické zmény.

H3: Predpoklada se, ze pouzitd metoda uchovani s riznou koncentraci jednotlivych roztokt a
souCasn¢ pouziti rizné vody (destilovana, kohoutkova, motska) méni jednotlivé parametry
pravé v zavislosti na koncentraci a slanosti roztoka.

C1: Pripravit 10% fixacni a 70% konzervaéni ¢inidlo(a) a zalozit fixa¢ni a konzervacni
pokus, pfi némz budou podrobeny analyze vybrané morfometrické znaky ryb.

C2: Fixactni a konzervacni pokus bude provadén po takovou dobu, dokud budou
zaznamenavany zmeény u vybranych parametrti, pficemz do pokusu bude zatazeno nékolik
druhti ryb 0 riizné velikosti.

C3: Zaroven budou v pokusu pfipraveny reagencie v riaznych skupinach (v€etné mrazeni),

s rtiznou koncentraci roztokii a s pouzitim riizné vody (destilovana, kohoutkova a laboratorné
piipravena voda moiska).
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4 Material a metodika

4.1 Popis vybranych druhu
Vybrané druhy ryb byly vybrany na zaklad¢ zastoupeni v bézné rybni¢ni obsadce. Pro lepsi
ptehled vybranych druhti ryb byla vytvofena tabulka (Tabulka 1) s druhem konzervace a Cisly

vzorku. Jednotlivé druhy a ¢inidla jsou popsany v podkapitolach nize.

Tabulka 1 Seznam konzervacnich roztoki a druhti ryb

Cislo vzorku Druh konzervace Druh ryby

1 mrazeni (M) Jezdik obecny
2 mrazeni (M) Ouklej obecna
3 mrazeni (M) Ouklej obecna
4 70% etanol + kohoutkova voda (A) Jezdik obecna
5 70% etanol + kohoutkova voda (A) Ouklej obecna
6 70% etanol + kohoutkova voda (A) Cejn velky

7 70% etanol + destilovana voda (B) Okoun ficni

8 70% etanol + destilovana voda (B) Cejn velky

9 70% etanol + destilovana voda (B) Cejn velky

10 10% formalin + kohoutkova voda (D) Jezdik obecny
11 10% formalin + kohoutkova voda (D) Ouklej obecna
12 10% formalin + kohoutkova voda (D) Cejn velky

13 10% formalin + destilovana voda (E) Jezdik obecny
14 10% formalin + destilovana voda (E) Ouklej obecna
15 10% formalin + destilovana voda(E) Okoun ficni
16 70% etanol + motska voda (C) Jezdik Obecny
17 70% etanol + motska voda (C) Ouklej obecna
18 70% etanol + moiska voda (C) Ouklej obecna
19 10% formalin + moiska voda (F) Jezdik obecny
20 10% formalin + motska voda (F) Ouklej obecna
21 10% formalin + motska voda (F) Cejn velky

22 destilovana voda (W) Jezdik obecny
23 destilovana voda (W) Ouklej obecna

Pozn.: Cv — cejn velky N =5, Jez — jezdik obecny N = 7, Of — okoun fi¢ni N = 2, Ouk — ouklej obecnd N =9.
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4.1.1 Jezdik obecny (Gymnocephalus cernuus)

Hospodatsky vyznam jezdika je maly. Na vétsiné€ tekoucich vod neni pfili§ hojny a misty
dokonce mizi. Pouze v n¢kterych nadrzich a stojatych vodach tvoti jezdici pocetnd hejna a
jsou vyznamnou slozkou potravy dravych ryb. Rybafi je tento druh pfilezitostné vyuzivan
jako nastrazni rybka a ojedinéle je nebo spise byval i konzumovan. V tomto ohledu ma daleko
veétsi vyznam naptiklad v ruskych vodach, kde je loven zcela bézné, Ve Finsku byl nebo je
dokonce chovan uméle pro ,,jezdikovy kaviar”. Lusk et al. (1983) upozoriiuje na to, Ze pfi
vysokém vyskytu jde ale o nezddouci rybu, ktera pozira jikry a plidek naSim hodnotné&jSim

druhiim ryb.

4.1.2 Ouklej obecna (Alburnus alburnus)

Ouklej nema velky hospodaisky vyznam. V zahrani¢i je ojedincle lovena, protoZe jeji
maso je pomérné kvalitni a zejména marinované oukleje jsou piekvapivé chutné. V minulosti
byvala ouklej lovena i pro potieby Sperkaistvi. Dnes je ouklej vnimana jako druh tvofici
dualezitou slozku potravy dravcl a pouziva se jako nastrazni ryba.

Ouklej nema ptimé hospodarské vyuziti, ale jelikoz je vyznamnou slozkou potravy vétSich
ryb, Casto ji vysazuji do nadrzi sportovni rybaii (Lusk et al., 1992). Vytirda se béhem
prvnich 2-3 let Zivota (Kottelat et Freyhof, 2007). Ouklej by pravdépodobné bylo mozné
vyuzit jako vhodny bioindikator zmén faktord vodniho prostiedi (Fouzia et Abdeslem, 2012),
a to predevsim diky typickému poméru pohlavi pro tento druh (68,4 % samic: 31,6 % samcit),

jehoz odchylky se daji vztahnout na abiotické zmény prostredi (teplota, kyslik, pH).

4.1.3 Cejn velky (Abramis brama)

Cejn velky je hospodaisky vyznamnym druhem ve volnych vodach, kde vytvari zna¢nou
¢ast produkce populaci ryb. Ro¢ni tlovek tohoto druhu na udici se pohybuje v rozmezi 250
350 tun, vylov sitémi dosahuje 20—70 tun. Cejn velky je ¢astym objektem lovu sportovnich

rybait i pro jeho chutné maso dobré kvality (Hanel et Lusk, 2005).

4.1.4 Okoun Fi¢ni (Perca fluviatilis)
Okoun fi¢ni je hospodaisky a sportovné cenéna ryba. Je dilezitou slozkou potravy $tiky a
candata obecného (Vostardovsky, 1971). V pladkovych vytaznicich pfi pfemnozeni mize

skodit na plidku. (Dubsky et al., 2003).
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Okoun je vyhledavana a cenéna ryba pro sportovni rybafe, nejenom pro vlastni zazitek
z lovu (Svatora, 1986), ale i pro jeho lahodnou chut’ (Svatora, 1986; Dubsky et al., 2003).
V rybni¢nim hospodafstvi je doposud vyuzivan jako druh, ktery se ucelové vyuziva jako
prostiedek k potlaceni plevelnych ryb, ¢imz efektivné likviduje potravni konkurenty kapra
v chovnych rybnicich (Policar et al., 2009). Tlaku okouna na drobné kaprovité ryby se také
vyuziva ve vodarenskych nadrzich, kde jsou tyto ryby nezadouci (Adamek et al., 2010;
Zapletal et al., 2013). Na druhou stranu se okoun stava nezadoucim v plidkovych rybnicich,
kde se stava konkurentem a predatorem odchovavanych ryb (Dubsky et al., 2003) a zaroven
mize ve vodarenskych nadrzich ptisobit spoleéné s plevelnymi druhy ryb a vytvaret tlak na
hruby zooplankton, nasledkem &ehoz by doslo k zhorSeni kvality vody (Svétora, 1986;
Zapletal et al., 2013). V poslednich nékolika desetiletich doslo k nardstu poptavky po
okounim mase (Policar et al., 2009), kdy je pfedevsim okouni filet velice gastronomicky
cenén (Watson, 2008). Maso okouna dosahuje vysoké kvality a dobré chuti (Dubsky et al.,
2003), zaroven nedochazi v podminkéch intenzivniho odchovu k jeho vyraznym zménam viici

masu ryb z volnych vod (Stejskal et al., 2008; Stejskal et al., 2011).

4.2 Pivod ziskaného vzorku/vzorki, misto, datum, zptsob odchovu

Vzorky pochazi z vylovu ze Zlivského rybnika lezici v Ceskobudéjovické panvi v blizkosti
obce Zliv ze dne 19. listopadu 2019. Jeho rozloha ¢ini 30 ha, hloubka hraze mtize dosahovat
az 8 m. Rybnik je prutokovy, voda ptitékd Bezdrevskym potokem a Zlivsky rybnik zasobuje
vodou produkéni rybnik Bezdrev. Rybnik je vyuzivan hlavné pro intenzivni chov ryb. Bichy

jsou lemovany hlavné rakosem, vrbami, olSemi ¢i biizami.

4.3 Vazeni a méreni vzorki na zacatku

Kazdému procesu méfeni pfedchdzelo hrubé méfeni, aby mohla byt ryba zatazena do
urcité kategorie a nasledné zvazena. Po zapsani véhy byla kazda ryba vloZena na par vtefin do
roztoku vody a par kapek hiebickového oleje z divodu omréaceni.

V tomto piipadé moznost omrafeni pomoci dfevéného toplrka je nevhodna kvili
poskozeni riznych ¢asti ryb, které jsou potfebné pro sbér dat. Doba narkotizovani byla
dostacujici na to, aby byla ryba presné zvazena na digitadlni vaze (Obrazek 9) a zmétena
pomoci Suplery (Obrazek 10). Aby nebyl narusen konzerva¢ni roztok pravé timto roztokem

Z oleje, kazda ryby byla ponofena do kddinky s vodou, kde se zdroven probrala z omréaceni.
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Do ptfedem nachystané nadoby s konzerva¢nim roztokem proto mohla byt dana ryba zcela
dychajici a nekontaminovana cizim roztokem, proto mohla byt bylo dulezité pro to, aby se
ryba konzervovala i zevnitt a konzervacni slozky se dostaly do krevniho ob&hu.

Celkovy pocet 23 ryb byl rozdélen do tfi skupin podle velikosti, a to na malou skupinu
Vv rozmezi 7-9 centimetri, stfedni skupina 10-12 centimetr( a skupinu velkych ryb v rozmezi
13-15 centimetrii. Z kazdé skupiny pak byla vybrana jedna ryba a pfifazena konzervacnimu

roztoku.

Obrazek 9 Laboratorni digitalni vaha (Metter Toledo +- 0,01 g)

Obrazek 10 Digitalni posuvné métitko (Powerfix caliper)
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4.4 Popis vybranych konzervacnich prostiedki

Konzervaéni latky jsou chemické latky, které brdni mnozeni mikroorganizmi. Smési
konzervacnich latek jsou vytvotrené tak, aby pifi co nejmenSim pouZzitém mnozstvi zabranily
rozkladu. U fixacnich ¢inidel pfedev§im pozadujeme rychlé pronikani do tkani

a dobré zachovani morfologickych struktur.

4.4.1 Konzervacni roztoky

Hlavni roli pfi mém pokusu fixace hral 70% ethanol a 10% formalin. Obé tyto latky byly
michany s kohoutkovou vodou, destilovanou vodou a vodou motskou jednotlive, tudiz ryby
byly konzervovany v Sesti riznych roztocich. Ethanol a formalin zaujimaly 700 ml a byly
vzdy dolity do 1 litru pravé vodou kohoutkovou, destilovanou ¢i moiskou. Pro lepsi prehled

viz tabulka nize (Tabulka 2).

Tabulka 2 Druh fixa¢nich roztokt

Oznaceni Objem 700ml + Objem 300ml

A 70% ethanol kohoutkova voda
B 70% ethanol destilovana voda
C 70% ethanol moftska voda

D 10% formalin kohoutkova voda
E 10% formalin destilovana voda
F 10% formalin moftska voda

wW destilovana voda

Vsechny tyto latky byly skladovany jednotlivé v kanystrech a tadné¢ uchovany pii
laboratorni teploté, kterd byla v praméru 20 °C. Pfi praci snimi se vzdy pracovalo

V laboratorni digestofi s ochrannymi pomutckami.

Moiska voda byla vzdy pfipravovana Cerstva (dle pokynt vyrobce Marin Tropic), kdy na
1 litr roztoku byl potieba 1 litr vody o teploté 25 °C a 35 g moiské soli. Vyrobee uvadi, ze
tato motska siill poskytuje idealni prostiedi pro péci o vSechny motské zivocichy v akvariu,
véetné itéch nejcitlivéjSich druhi. Mnoho let je uspé$né pouzivana V zoologickych
zahradach, vefejnych a soukromych akvariich a védeckych institucich po celém svéte.

Je vyrobena z ¢isté, farmaceuticky kvalitni soli. Obsahuje vS§ech 70 stopovych prvka
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nalézajicich se v pfirodni motské vodé, ato Vv piesnych pomérech jako v pfirod¢.

Neobsahuje dusi¢nany, fosfaty, ani jiné nezadouci chemikalie.

Pfi kazdém méfeni byl michan roztok novy a nadoby byly vzdy peclivé vymyty kvuli
usazenindm na sténach z téla ryb.

Pro uzavirani kadinek vlastnich preparati byl pouzit Parafilm se sklenénym vikem nadob,
ktery je nejméné narocny. Jak udava vyrobce spoleénost One GREAT Future, jednd se
0 transparentni termoplastickou kryci folii pro pouziti v laboratofi, kde jejim hlavnim
vyuzitim je utésnéni otevienych lahvi s chemikaliemi. Udrzuje ztratu vlhkosti na minimu a
chrani obsah svych laboratornich ptredméti flexibilnim potahem pro zkumavky, kadinky,
Petrino misky s rostoucimi kulturami, proto jeho vyuziti nachazi i mikrobiologové nebo
mykologové v laboratofich spolu se zdravotniky ¢i farmaceuty. Je pouzitelny v teplotnim
rozsahu od -45 do +50 °C. Tato metoda se mi osvédcila zejména z toho divodu, ze jde o
¢istou a nenaroc¢nou praci. Jeji efekt je velice dobry a kdykoliv méme mozZnost nadobu otevtit
z dtivodu piipadnych oprav a uprav. Vyrobce apeluje na to, aby pii praci s Parafilmem byl
okraj nadoby i jeji uzavér dokonale suchy a aby folie dobie pfilnula k povrchu nadoby i
uzaveéru. Pti izolaci Parafilmem se musi ustfihnout dostatecné velky kousek, aby pii jeho
natahovani vystacil minimalné na jedno obtoceni kolem celého obvodu nadoby. Pii kazdém

meéieni ryb byl pouzit Parafilm novy.

4.4.2 Mrazeni

Pii postupu mrazeni byly ryby po narkotizaci usmrceny a nasledné zméfeny. PO
dikladném oplachnuti destilovanou vodou nésledovalo uzavieni do pifedem popsanych
mikrotenovych sacku, které byly ulozeny v mrazédku pti -18 °C. Mezi jednotlivymi méfenimi

nebyl mrazak otevirdn, aby nebyl narusen proces konzervace.

4.5 Casy méfeni
Prvni datum v tabulce niZze (Tabulka 3) zna¢i vzdy meéfeni ryb kategorie A, B, C a
mrazeni. Druhé datum, tedy nasledujici den pak méfeni ryb kategorie D, E, F a W. Prvni

meéteni znaci méfeni pred zaCatkem konzervace, kdy nasledujici Cisla méfeni jsou jiz tedy
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konzervacni. Interval mezi jednotlivymi métfeni dvou tydnt byl naruSen z divodu uzavieni

laboratote, respektive uzavienim budovy z divodu pandemie.

Tabulka 3 Data méfeni

Cislo méreni Datum méreni

19. + 20.11. 2019
3.+4.12. 2019
17. + 18.12. 2019
7.+8.1.2020

21. +22.1. 2020
4.+5.2.2020

18. + 19.2. 2020
25. + 26.5. 2020

N GORWDE
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4.6 Vybrané morfometrické parametry ryb

Ze vsech morfometrickych rozmérti bylo vybrano 17 morfometrickych parametrii (viz

Tabulka 4 a Obrazek 11).

Obrazek 11 Plastické znaky ryb

Tabulka 4 Seznam méfenych ¢asti ryb

Oznaceni ZKkratky Plastické znaky
WT number of specimens examined, m: weight
1-2 LT Longitudo tolalis
1-3 LS Longitudo corporis
DINTOC Distantia interocularis
1-12 LPRD Distantia praedorsalis
1-5 LPRV Distantia praeventralis
1-2 LPRP Distantia praepectoralis
5-20 DINT Distantia inter
5-15 DV-A Distantia pinnae ventralis et analis
15-17 LA Longitudo analis
15-24 AA Altitudo pinnae analis
1-6 LH Longitudo capitis
13-14 DPD Distantia postdorsalis
12-13 LD Longitudo pinnae dorsalis
10-11 DIOC Diameter oculi
1-7 LPRO Distantia praeorbitalis
14-2 LPC Longitudo pinnae caudalis
1-15 LPRA Distantia praeanalis
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5 Vysledky

Formalin, ethanol, destilovana voda a mrazeni jsou rizné konzerva¢ni metody, které byly
pouzity pro rizné druhy ryb z ¢eledi okounovité a kaprovité.

Pokus fixace v destilované vodé (W) byl nasledujici méfeni ukonéen z divodu rychlého
rozkladu tkané ryb.

V tabulkach nize (Tabulka 5-12) jsou uvedeny sumarizované morfometrické parametry
S naméfenymi prumérnymi hodnotami V jednotlivych métenich. Nejvétsi rozdil mezi 1. a 8.
méfenim byl u parametru DPD2 (4,73 mm), LT (4,09 mm), LS (3,02 mm), DV-A (2,88 mm)
a u DPD (2,84 mm), které jsou nize znazornény v grafu 1-7(Graf 1-7).

Tabulka 5 Tabulka s naméfenymi pramérnymi hodnotami morfometrickych parametri
u prvniho méfeni

NofMeas=1 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménnd N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgi?&
LT 23 108,78 78,07 149,96 576,12 24,00 5,00
LS 23 88,76 65,30 120,93 367,07 19,16 3,99
DINTOC 23 7,57 3,29 11,26 6,09 2,47 0,51
LPRD 23 41,83 23,07 65,36 221,78 14,89 3,11
LPRV 23 38,02 21,58 60,38 139,29 11,80 2,46
LPRP 23 23,31 18,56 33,99 15,39 3,92 0,82
DINT 23 17,35 6,52 31,97 67,41 8,21 1,71
DV-A 23 23,48 18,06 41,14 22,28 4,72 0,98
LA 23 14,86 7,40 36,60 75,42 8,68 1,81
AA 23 15,61 10,56 22,94 13,14 3,62 0,76
LH 23 22,94 18,42 33,34 14,03 3,75 0,78
DPD 23 26,51 10,24 44,80 131,14 11,45 2,39
DPD2 2 17,47 15,50 19,43 7,72 2,78 1,97
LD 23 23,32 12,36 40,48 105,99 10,30 2,15
LD2 2 16,94 12,00 21,87 48,71 6,98 4,94
DIOC 23 7,23 5,87 9,20 0,68 0,83 0,17
LPRO 23 6,34 4,45 8,83 1,62 1,27 0,27
LPC 23 21,94 13,20 34,54 42,78 6,54 1,36
LPRA 23 60,38 40,84 88,32 172,01 13,12 2,73
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Tabulka 6 Tabulka s naméfenymi pramérnymi hodnotami morfometrickych parametrti
u druhého meéteni

NofMeas=2 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménni N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgir;&
LT 21 108,41 79,26 146,56 567,71 23,83 5,20
LS 21 88,26 63,37 120,33 352,57 18,78 4,10
DINTOC 21 7,25 3,19 10,35 5,48 2,34 0,51
LPRD 21 42,05 23,06 64,00 228,59 15,12 3,30
LPRV 21 38,11 22,33 58,26 133,48 11,55 2,52
LPRP 21 23,19 18,84 33,02 13,75 3,71 0,81
DINT 21 17,48 6,62 30,55 66,47 8,15 1,78
DV-A 21 22,68 17,85 37,03 17,02 4,13 0,90
LA 21 15,47 7,16 35,21 92,48 9,62 2,10
AA 21 15,69 10,07 24,36 18,86 4,34 0,95
LH 21 22,93 17,43 37,23 19,50 4,42 0,96
DPD 21 25,28 10,06 39,23 101,80 10,09 2,20
DPD2 2 14,32 14,27 14,37 0,01 0,07 0,05
LD 21 22,82 13,11 39,86 109,67 10,47 2,29
LD2 2 17,27 13,89 20,65 22,85 4,78 3,38
DIOC 21 6,97 5,75 9,90 0,92 0,96 0,21
LPRO 21 38,76 4,60 688,00 22130,79 148,76 32,46
LPC 21 22,15 13,11 34,20 46,96 6,85 1,50
LPRA 21 59,74 40,55 86,36 165,21 12,85 2,80
Tabulka 7 Tabulka s naméfenymi pramérnymi hodnotami morfometrickych parametra

u tfetiho méreni

NofMeas=3 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménn N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgir;gi é
LT 21 107,48 74,06 146,51 575,69 23,99 5,24
LS 21 87,39 62,05 119,90 342,50 18,51 4,04
DINTOC 21 6,86 2,83 10,21 5,14 2,27 0,49
LPRD 21 41,30 21,46 63,09 225,68 15,02 3,28
LPRV 21 37,26 21,47 57,28 131,95 11,49 2,51
LPRP 21 22,55 18,06 31,16 12,36 3,52 0,77
DINT 21 16,54 5,53 29,71 63,06 7,94 1,73
DV-A 21 22,24 18,24 36,74 17,80 4,22 0,92
LA 21 14,51 7,04 33,70 85,75 9,26 2,02
AA 21 15,40 9,96 23,28 15,14 3,89 0,85
LH 21 22,35 17,05 35,87 18,10 4,25 0,93
DPD 21 28,36 8,63 101,00 391,12 19,78 4,32
DPD2 2 14,43 13,38 15,48 2,21 1,48 1,05
LD 21 25,27 11,04 101,00 411,40 20,28 4,43
LD2 2 15,59 10,66 20,51 48,51 6,97 4,93
DIOC 21 6,48 5,21 8,22 0,73 0,85 0,19
LPRO 21 5,84 4,07 7,90 1,09 1,04 0,23
LPC 21 21,60 12,26 33,89 47,90 6,92 1,51
LPRA 21 58,84 40,69 86,28 168,47 12,98 2,83

34



Tabulka 8 Tabulka s naméfenymi pramérnymi hodnotami morfometrickych parametrti
u Ctvrtého méteni

NofMeas=4 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménni N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. (S:I;;;Zd’
LT 21 104,83 73,83 146,48 504,04 22,45 4,90
LS 21 86,70 62,05 119,80 345,66 18,59 4,06
DINTOC 21 6,62 2,77 10,11 5,27 2,30 0,50
LPRD 21 40,62 20,99 62,50 226,52 15,05 3,28
LPRV 21 36,59 20,11 56,70 130,05 11,40 2,49
LPRP 21 21,98 17,68 31,03 12,04 3,47 0,76
DINT 21 16,17 5,36 29,52 62,01 7,87 1,72
DV-A 21 21,59 17,90 36,27 17,74 4,21 0,92
LA 21 14,05 6,98 32,96 83,63 9,14 2,00
AA 21 15,07 9,38 22,89 15,05 3,88 0,85
LH 21 21,98 17,07 35,25 16,72 4,09 0,89
DPD 21 24,20 7,26 38,07 114,13 10,68 2,33
DPD2 2 14,08 12,95 15,21 2,55 1,60 1,13
LD 21 21,04 10,25 38,14 112,19 10,59 2,31
LD2 2 14,92 10,41 19,43 40,68 6,38 4,51
DIOC 21 6,18 4,52 7,78 0,78 0,89 0,19
LPRO 21 5,41 3,95 7,68 0,92 0,96 0,21
LPC 21 21,05 11,98 33,06 47,89 6,92 151
LPRA 21 58,29 39,99 85,73 161,84 12,72 2,78
Tabulka 9 Tabulka s naméfenymi pramérnymi hodnotami morfometrickych parametri
u patého méteni

NofMeas=5 Popisné statistiky (Velikosti ryb)
Proménn N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgir;gi é
LT 21 105,64 73,53 146,06 557,99 23,62 5,15
LS 21 86,24 62,03 118,52 341,54 18,48 4,03
DINTOC 21 6,33 2,67 9,44 471 2,17 0,47
LPRD 21 40,05 20,86 61,98 223,20 14,94 3,26
LPRV 21 36,25 20,08 56,32 128,29 11,33 2,47
LPRP 21 21,70 17,43 31,00 12,75 3,57 0,78
DINT 21 15,98 5,30 28,71 61,01 7,81 1,70
DV-A 21 21,41 17,04 36,25 17,98 4,24 0,93
LA 21 13,78 6,70 32,42 81,31 9,02 1,97
AA 21 14,87 9,00 22,70 14,96 3,87 0,84
LH 21 21,59 16,43 34,72 16,52 4,06 0,89
DPD 21 23,96 7,21 38,05 113,25 10,64 2,32
DPD2 2 13,31 11,97 14,64 3,56 1,89 1,34
LD 21 20,56 9,32 37,29 112,03 10,58 2,31
LD2 2 14,80 10,21 19,39 42,14 6,49 4,59
DIOC 21 5,88 4,51 7,54 0,60 0,77 0,17
LPRO 21 5,12 3,33 7,55 1,05 1,02 0,22
LPC 21 20,30 8,93 32,71 53,35 7,30 1,59
LPRA 21 57,94 39,99 85,43 161,22 12,70 2,77
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Tabulka 10 Tabulka s naméfenymi primérnymi hodnotami morfometrickych parametrti
u Sestého méreni

NofMeas=6 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménni N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgir;&
LT 21 105,19 73,26 145,75 561,68 23,70 5,17
LS 21 86,03 61,99 118,30 342,37 18,50 4,04
DINTOC 21 6,23 2,62 9,36 4,67 2,16 0,47
LPRD 21 38,36 20,77 61,52 228,23 15,11 3,30
LPRV 21 36,06 20,04 56,18 127,64 11,30 2,47
LPRP 21 21,58 17,39 30,96 12,89 3,59 0,78
DINT 21 15,86 531 28,62 59,97 7,74 1,69
DV-A 21 21,33 17,17 36,15 17,78 4,22 0,92
LA 21 13,70 6,70 32,41 80,76 8,99 1,96
AA 21 14,85 9,01 22,62 14,79 3,85 0,84
LH 21 21,43 16,50 34,47 16,16 4,02 0,88
DPD 21 23,75 7,18 37,84 112,63 10,61 2,32
DPD2 2 12,78 11,59 13,96 2,81 1,68 1,19
LD 21 20,43 9,30 37,18 110,55 10,51 2,29
LD2 2 14,78 10,16 19,39 42,60 6,53 4,62
DIOC 21 5,87 4,49 7,52 0,56 0,75 0,16
LPRO 21 5,06 3,31 7,45 1,05 1,02 0,22
LPC 21 20,68 11,51 32,71 47,73 6,91 1,51
LPRA 21 56,31 29,41 85,39 198,84 14,10 3,08
Tabulka 11 Tabulka s naméfenymi praimérnymi hodnotami morfometrickych parametri

u sedmého méieni

NofMeas=7 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménn N platnych Primér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgir;gi é
LT 21 104,69 73,00 141,72 542,71 23,30 5,08
LS 21 85,74 61,88 118,27 340,52 18,45 4,03
DINTOC 21 6,21 2,62 9,36 4,65 2,16 0,47
LPRD 21 39,70 20,76 61,46 220,03 14,83 3,24
LPRV 21 35,99 20,61 56,02 126,56 11,25 2,45
LPRP 21 21,53 17,30 30,95 13,02 3,61 0,79
DINT 21 15,78 5,27 28,16 59,17 7,69 1,68
DV-A 21 20,60 8,65 36,13 25,24 5,02 1,10
LA 21 13,66 6,64 32,34 80,48 8,97 1,96
AA 21 14,78 9,00 22,57 14,68 3,83 0,84
LH 21 21,38 16,45 34,67 16,47 4,06 0,89
DPD 21 23,67 7,11 37,83 111,96 10,58 2,31
DPD2 2 12,74 11,56 13,92 2,78 1,67 1,18
LD 21 20,35 9,30 36,43 108,87 10,43 2,28
LD2 2 14,74 10,14 19,34 42,32 6,51 4,60
DIOC 21 5,83 4,49 7,52 0,58 0,76 0,17
LPRO 21 5,04 3,29 7,43 1,05 1,02 0,22
LPC 21 20,24 11,52 32,65 43,80 6,62 1,44
LPRA 21 57,55 39,20 85,36 161,67 12,71 2,77
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Tabulka 12 Tabulka s naméfenymi primérnymi hodnotami morfometrickych parametrti u osmého
mé&feni

NofMeas=8 Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménnd N platnych Pramér Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. Srgir;&
LT 21 104,66 73,00 140,68 534,49 23,12 5,05
LS 21 85,32 61,79 117,02 336,39 18,34 4,00
DINTOC 21 6,07 2,59 9,21 4,35 2,08 0,45
LPRD 21 39,49 20,73 61,37 221,13 14,87 3,24
LPRV 21 35,58 20,58 55,22 122,98 11,09 2,42
LPRP 21 21,21 17,14 30,95 12,38 3,52 0,77
DINT 21 15,82 5,22 28,76 63,46 7,97 1,74
DV-A 21 21,06 17,04 36,13 18,33 4,28 0,93
LA 21 13,54 6,27 31,90 80,21 8,96 1,95
AA 21 14,63 8,89 22,43 14,65 3,83 0,84
LH 21 21,23 16,47 34,33 16,36 4,05 0,88
DPD 21 23,20 2,75 37,63 121,70 11,03 2,41
DPD2 2 12,14 10,66 13,62 4,38 2,09 1,48
LD 21 20,09 9,29 36,42 108,54 10,42 2,27
LD2 2 14,59 10,00 19,18 42,14 6,49 4,59
DIOC 21 5,75 4,45 7,43 0,60 0,77 0,17
LPRO 21 4,96 3,26 7,30 1,03 1,01 0,22
LPC 21 20,10 11,48 32,63 43,80 6,62 1,44
LPRA 21 57,21 39,20 84,29 157,72 12,56 2,74
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Porovnani v jednotlivych konzervac¢nich skupinach je uvedeno v tabulkach 13-19. Zde
jsou popisnou statistikou zhodnoceny rovnéz zékladni charakteristiky (napf.: primér, rozpéti,
rozptyl apod.) dle jednotlivé konzervaéni metody. Zlutd jsou vyznacené (podbarvené) vybrané
morfometrické parametry (LS, DINTOC, LPRD, LPRV, LPRP, DINT, DV-A, LA), kter¢ jsou
pravdépodobné nejvice ovlivnény a je vypoclitin procentualni rozdil zmény mezi 1. a 8.
métfenim u jednotlivych konzervaénich metod, pficemz jednotlivé vybrané parametry byly
mezi sebou nasledné porovnany (B — DINT, DV-A, M- DINTOC, LS, C - LA, E—-LPRD, F
— LPRP, LPRV). Naproti tomu, zelen¢ jsou podbarveny v uvedenych tabulkach ty parametry
a hodnoty, které se ukazuji jako nejméné ovlivnéné (napt. u F — DINT, DINTOC, déle u E —
DINT, LA, u C — DV-A, uD - LA, LPRD, LPRP, LPRV, u A — LS). Pravdépodobné
vyhodnocené vyrazngjs$i procentudlni zmény byly tedy evidovany u skupin M, B a F.
Nejmensi vliv konzerva¢nich metod byl zaznamenan u skupiny D a nasledné F. Je patrné, ze

zejména u skupiny F by bylo zapotiebi, aby byly vyhodnoceny vSechny sledované parametry.
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Tabulka 13 Tabulka s primérnymi hodnotami ur¢itych morfometrickych parametrti konzervaci
mrazem (M)

FP=M Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 105,61 79,21 132,50 53,29 397,06 19,93
LS 24 85,26 65,59 108,67 43,08 229,38 15,15
DINTOC 24 6,44 2,59 10,75 8,16 7,87 2,81
LPRD 24 39,82 21,74 56,85 35,11 159,33 12,62
LPRV 24 38,08 22,01 53,25 31,24 134,37 11,59
LPRP 24 21,78 18,97 24,89 5,92 3,57 1,89
DINT 24 17,75 6,19 28,19 22,00 65,46 8,09
DV-A 24 21,67 17,97 24,73 6,76 4,05 2,01
LA 24 10,14 7,68 14,93 7,25 5,43 2,33
AA 24 14,32 11,16 18,74 7,58 5,23 2,29
LH 24 21,56 18,87 25,12 6,25 3,80 1,95
DPD 24 22,45 2,75 38,73 35,98 107,31 10,36
DPD2 0

LD 24 21,18 11,18 38,53 27,35 108,98 10,44
LD2 0

DIOC 24 6,63 5,24 8,26 3,02 0,80 0,90
LPRO 24 5,47 3,87 7,08 3,21 0,83 0,91
LPC 24 21,93 13,51 28,81 15,30 36,26 6,02
LPRA 24 58,03 29,41 77,42 48,01 182,88 13,52

Pozn.: zIuté zvyraznén maximalni efekt

Tabulka 14 Tabulka s primérnymi hodnotami uréitych morfometrickych parametrts konzervaci
ethanolem s kohoutkovou vodou (A)

FP=A Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 106,54 82,05 146,61 64,56 550,01 23,45
LS 24 88,13 68,81 115,74 46,93 358,99 18,95
DINTOC 24 6,99 3,66 11,26 7,60 5,79 2,41
LPRD 24 42,28 21,47 65,36 43,89 272,41 16,50
LPRV 24 37,03 22,82 50,81 27,99 116,37 10,79
LPRP 24 22,35 17,87 28,62 10,75 10,79 3,28
DINT 24 16,57 6,32 24,49 18,17 54,14 7,36
DV-A 24 21,03 17,92 26,60 8,68 5,05 2,25
LA 24 16,59 6,82 36,60 29,78 144,24 12,01
AA 24 15,77 11,57 23,72 12,15 25,39 5,04
LH 24 21,61 17,39 27,07 9,68 8,81 2,97
DPD 24 24,81 8,80 39,49 30,69 131,08 11,45
DPD2 0

LD 24 20,95 11,70 37,27 25,57 125,81 11,22
LD2 0

DIOC 24 6,22 4,80 8,25 3,45 0,75 0,86
LPRO 24 5,63 3,568 7,22 3,64 1,32 1,15
LPC 24 21,67 8,93 34,54 25,61 79,99 8,94
LPRA 24 58,11 45,00 74,02 29,02 118,23 10,87

Pozn.: zelené zvyraznén minimalni efekt
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Tabulka 15 Tabulka s primérnymi hodnotami ur¢itych morfometrickych parametrti konzervaci
ethanolem s destilovanou vodou (B)

FP=B Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 103,59 78,54 133,36 54,82 396,70 19,92
LS 24 84,73 66,14 108,80 42,66 246,46 15,70
DINTOC 24 6,75 4,33 9,53 5,20 2,48 1,57
LPRD 24 42,15 21,37 59,76 38,39 231,69 15,22
LPRV 24 35,09 22,90 47,80 24,90 86,34 9,29
LPRP 24 20,71 17,40 25,66 8,26 6,60 2,57
DINT 24 15,28 5,22 24,76 19,54 51,00 7,14
DV-A 24 20,41 18,66 24,06 5,40 2,11 1,45
LA 24 18,40 6,63 30,87 24,24 81,19 9,01
AA 24 15,51 8,89 21,99 13,10 21,22 4,61
LH 24 20,66 16,73 25,28 8,55 6,62 2,57
DPD 24 31,32 24,16 101,00 76,84 232,64 15,25
DPD2 8 12,75 10,66 15,50 4,84 2,62 1,62
LD 24 18,74 9,29 101,00 91,71 328,52 18,13
LD2 8 10,93 10,00 13,89 3,89 1,84 1,35
DIOC 24 6,07 4,75 7,74 2,99 0,86 0,93
LPRO 24 4,91 3,26 17,77 4,51 1,44 1,20
LPC 24 19,55 12,02 28,64 16,62 27,77 5,27
LPRA 24 55,61 43,96 68,55 24,59 83,66 9,15

Pozn.: zIuté zvyraznén maximalni efekt

Tabulka 16 Tabulka s primérnymi hodnotami uréitych morfometrickych parametras konzervaci
ethanolem s motskou vodou (C)

FP=C Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 111,16 82,35 149,96 67,61 689,30 26,25
LS 24 90,62 68,92 120,93 52,01 452,49 21,27
DINTOC 24 6,69 4,01 10,64 6,63 4,36 2,09
LPRD 24 41,87 22,71 63,84 41,13 249,72 15,80
LPRV 24 39,66 21,19 60,38 39,19 207,19 14,39
LPRP 24 22,66 18,42 28,93 10,51 12,84 3,58
DINT 24 18,91 6,64 31,97 25,33 87,76 9,37
DV-A 24 23,74 18,36 29,53 11,17 17,06 4,13
LA 24 10,06 7,21 16,87 9,66 7,06 2,66
AA 24 15,22 12,22 20,29 8,07 7,96 2,82
LH 24 22,59 17,99 27,31 9,32 9,63 3,10
DPD 24 25,21 9,99 44,80 34,81 143,80 11,99
DPD2 0

LD 24 22,40 13,45 36,99 23,54 102,45 10,12
LD2 0

DIOC 24 6,47 5,43 8,34 2,91 0,63 0,79
LPRO 24 5,62 3,90 7,47 3,57 1,28 1,13
LPC 24 21,61 11,48 32,76 21,28 63,00 7,94
LPRA 24 63,69 45,13 88,32 43,19 284,39 16,86

Pozn.: zluté zvyraznén maximalni efekt, zelen¢ zvyraznén efekt minimalni
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Tabulka 17 Tabulka s primérnymi hodnotami ur¢itych morfometrickych parametrti konzervaci
formalin s kohoutkovou vodou (D)

FP=D Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 103,43 73,00 139,69 66,69 713,69 26,72
LS 24 83,64 61,79 115,11 53,32 420,68 20,51
DINTOC 24 6,20 2,76 10,81 8,05 6,58 2,57
LPRD 24 40,12 20,73 61,63 40,90 262,46 16,20
LPRV 24 35,38 20,04 50,49 30,45 133,75 11,57
LPRP 24 21,20 17,14 27,95 10,81 13,26 3,64
DINT 24 15,78 5,30 24,72 19,42 56,96 7,55
DV-A 24 19,51 17,04 23,73 6,69 3,05 1,75
LA 24 16,56 6,27 35,03 28,76 134,16 11,58
AA 24 15,12 10,41 23,08 12,67 20,90 4,57
LH 24 20,46 16,43 26,37 9,94 12,64 3,55
DPD 24 23,94 9,00 37,09 28,09 114,55 10,70
DPD2 0

LD 24 19,15 10,55 31,02 20,47 66,16 8,13
LD2 0

DIOC 24 5,88 4,67 7,50 2,83 0,66 0,81
LPRO 24 33,62 4,13 688,00 683,87 19427,83 139,38
LPC 24 21,08 12,04 31,74 19,70 50,10 7,08
LPRA 24 55,24 39,20 73,13 33,93 166,19 12,89

Pozn.: zelen¢ zvyraznén minimalni efekt

Tabulka 18 Tabulka s primérnymi hodnotami uréitych morfometrickych parametrti konzervaci
formalin s destilovanou vodou (E)

FP=E Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 105,57 82,79 136,80 54,01 398,13 19,95
LS 24 87,46 69,83 116,02 46,19 302,38 17,39
DINTOC 24 6,43 3,99 9,95 5,96 3,68 1,92
LPRD 24 33,72 23,37 44,36 20,99 59,30 7,70
LPRV 24 34,15 23,43 41,08 17,65 49,80 7,06
LPRP 24 24,11 18,32 33,99 15,67 31,46 5,61
DINT 24 12,94 6,80 21,35 14,55 30,20 5,50
DV-A 24 25,36 8,65 41,14 32,49 81,78 9,04
LA 24 10,67 8,64 13,96 5,32 1,95 1,40
AA 24 13,54 13,03 14,32 1,29 0,11 0,34
LH 24 24,99 18,00 37,23 19,23 54,76 7,40
DPD 24 23,11 7,11 40,98 33,87 148,83 12,20
DPD2 8 15,07 13,62 19,43 5,81 3,53 1,88
LD 24 28,95 11,45 40,48 29,03 145,50 12,06
LD2 8 19,97 19,18 21,87 2,69 0,91 0,95
DIOC 24 6,41 4,45 9,90 5,45 2,41 1,55
LPRO 24 6,28 3,86 9,15 5,29 2,82 1,68
LPC 24 19,18 14,18 23,34 9,16 9,89 3,14
LPRA 24 59,47 45,15 78,27 33,12 136,67 11,69

Pozn.: zluté zvyraznén maximalni efekt, zelen¢ zvyraznén efekt minimalni
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Tabulka 19 Tabulka s primérnymi hodnotami urcitych morfometrickych parametri konzervaci
formalin s moiskou vodou (F)

FP=F Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Primér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 24 108,53 76,80 143,65 66,85 698,07 26,42
LS 24 88,61 64,96 119,79 54,83 384,66 19,61
DINTOC 24 7,06 3,56 10,35 6,79 5,79 2,41
LPRD 24 43,57 22,05 64,43 42,38 273,94 16,55
LPRV 24 38,16 21,05 52,53 31,48 157,42 12,55
LPRP 24 22,29 19,11 29,33 10,22 10,21 3,20
DINT 24 17,59 6,00 28,76 22,76 70,18 8,38
DV-A 24 21,13 19,24 25,06 5,82 2,86 1,69
LA 24 17,35 7,48 35,21 27,73 119,20 10,92
AA 24 16,51 11,58 24,36 12,78 20,53 4,53
LH 24 22,12 19,21 28,81 9,60 10,02 3,17
DPD 24 23,62 8,24 40,95 32,71 130,18 11,41
DPD2 0

LD 24 20,72 11,92 36,01 24,09 96,16 9,81
LD2 0

DIOC 24 6,33 5,40 7,90 2,50 0,43 0,66
LPRO 24 5,64 4,30 8,14 3,84 0,94 0,97
LPC 24 22,28 12,32 30,73 18,41 54,83 7,41
LPRA 24 58,38 40,85 73,69 32,84 165,92 12,88

Pozn.: zluté zvyraznén maximalni efekt, zelené zvyraznén efekt minimalni

Tabulka 20 Tabulka s primérnymi hodnotami uréitych morfometrickych parametra konzervaci
destilovanou vodou (W)

FP=W Popisné statistiky (Velikosti ryb)

Proménna N platnych Pramér Minimum Maximum Rozpéti Rozptyl Sm.odch.
LT 2 97,16 83,45 110,87 27,42 375,93 19,39
LS 2 78,94 67,86 90,02 22,16 245,53 15,67
DINTOC 2 6,77 4,64 8,90 4,26 9,07 3,01
LPRD 2 35,28 23,07 47,49 24,42 298,17 17,27
LPRV 2 33,08 21,58 44,58 23,00 264,50 16,26
LPRP 2 21,21 21,07 21,34 0,27 0,04 0,19
DINT 2 14,75 6,52 22,97 16,45 135,30 11,63
DV-A 2 20,24 20,21 20,27 0,06 0,00 0,04
LA 2 10,04 8,67 11,40 2,73 3,73 1,93
AA 2 13,02 12,43 13,60 1,17 0,68 0,83
LH 2 21,16 20,96 21,36 0,40 0,08 0,28
DPD 2 21,75 11,91 31,58 19,67 193,45 13,91
DPD2 0

LD 2 24,06 13,32 34,79 21,47 230,48 15,18
LD2 0

DIOC 2 6,22 6,02 6,41 0,39 0,08 0,28
LPRO 2 6,11 5,33 6,88 1,55 1,20 1,10
LPC 2 19,02 14,21 23,82 9,61 46,18 6,80
LPRA 2 53,78 43,52 64,03 20,51 210,33 14,50
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Barus et al., (1995) popisuji jednotlivé plastické znaky v procentualnim vyjadieni

vzhledem k celkové délce ¢i hlavé ryb. K porovnani hodnot byly ke kazdému druhu vybrany

pouze nékteré casti. V tabulkach (Tabulka 21-24) nize jsou shrnuty pouze nékteré vybrané

hodnoty, které byly u Barus et al., (1995) popsany.

Tabulka 21 Tabulka s ur¢itymi morfometrickymi parametry v procentualnim zastoupeni u jezdika

obecného (Gymnocephalus cernuus) ze skupiny M

Plasticky znak LA LPC
Barus et al., (1995) 28 -35% 9-14% 17-24%
1.méreni (pred zatatkem konzervace) 10,20 % 17,57 %
2. méreni 10,11 % 17,49 %
8. méreni 9,70 % 17,10 %

Tabulka 22 Tabulka s uréitymi morfometrickymi parametry v procentualnim zastoupeni u okouna

fiéniho (Perca fluviatilis) ze skupiny B

Plasticky znak LPRV LH

Barus, Oliva a kol. 264-36% 31,2-40% 25,2 -38%
1.méreni (pred zac¢atkem konzervace) 30,99 % 27,50 %

2. méreni 30,87 % 27,65 %

8. méreni 29,16 % 25,11 %

Tabulka 23 Tabulka s ur¢itymi morfometrickymi parametry v procentualnim zastoupeni u oukleje

obecné (Alburnus alburnus) ze skupiny F

Plasticky znak LD LPRA
Barus, Oliva a kol. 21,3-334% 10-13% 60— 70 %
1.méfeni (pred zac¢atkem konzervace) 12,81 % 56,74 %
2. méreni 13,49 % 58,36 %
8. méreni 11,31 % 57,96 %
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Tabulka 24 Tabulka s ur¢itymi morfometrickymi parametry v procentualnim zastoupeni u cejna
velkého (Abramis brama) ze skupiny C

Plasticky znak LH LD DIOC
Barus, Oliva a kol. 181-25% 12-31% 21,3-33,4%
1.méreni (pred zatatkem konzervace) 18,59 % 11,48 % 28,76 %

2. méieni 18,90 % 12,20 % 30,97 %

8. méieni 17,80 % 11,17 % 25,46 %
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6 Zavér a doporuceni pro ichtyologickou praxi

V pokusu je zahrnuto 6 konzervacnich a fixacnich metod (skupiny A — F) +2 (skupiny M,
W) a 4 druhy ryb (Abramis brama, Alburnus alburnus, Gymnocephalus cernuus a Perca
fluviatilis).

Porovnani G¢inkd jednotlivych konzervac¢nich metod a ¢inidel prezentuje rozdilné vlivy
na sledované morfometrické ukazatele. U vSech vybranych parametri doslo ke zméné
ve velikosti (délky, vzdalenosti, vysky apod.) a to nejen v ptipadé¢ méteni danych parametra
ve velikosti bez uziti konzervacniho ¢inidla a prvnim ¢i jiném méfeni (nasledujicim méfenim
1 - 8), ale i zméné pii samotném uziti konzervacnich zpisobt (skupin M, A — F, W).

Z vysledkt prace je evidentni, Ze destilovand voda je nejméné vhodnou metodou a Ize ji
pouzit pro nejkrat§i moznou dobu, po 4 dnech jiZz nebylo mozné vzhledem ke stavu ryb ani

meéieni provést.

Na zakladé¢ pozorovani béhem jednotlivych meéfeni je patrny vyraznéjsi efekt zmén
ve velikosti parametrti u skupin s ethanolem nezli u formalinu, kde jsou vzorky v nejlepsim
stavu. U skupin vzorka, ve kterych je pfimichana moiska sul, je evidentni jakysi pokryv soli,
coz ma podle subjektivniho pozorovani vliv na oko ryb (zvySené zapadnuti) a dale na celkové

vyrazng€j$i vyblednuti vzork.

Lze piedpokladat, Ze dalsi vyhodnoceni zmén jednotlivych parametrti vzhledem k metodg,
ukaze na adekvatni signifikantni zmény (statisticky vyznamné) nékterych ze sledovanych
ukazateli, na které pak ma konzervatni metoda nejvyraznéjsi efekt. To znamena, Ze
konzervacni Cinidlo ma signifikantni vliv na pokles morfometrickych ukazateli. Neni vSak
jasné jednoznaéné, respektive nelze zatim z vysledkll usuzovat, Zze se vzrustajicim ¢asem
(delsi konzervaci a fixaci) dochazi k postupné vyraznéjsi zmeéné, tedy k vétSimu efektu ¢&i

naopak.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze v dalsi praci (diplomové praci) se bude muset na tento stav
reagovat nejen navySenim vzorkd, ale také i doplnénim druhového spektra ryb v provadéném

pokusu.

Pfi vlastnim méfeni jednotlivych ukazateli je dilezit¢ zejména déavat pozor, aby byla
konzervacni ¢inidla spravné ptfipravena. Podcenit by se neméla ani pfiprava predem
vybranych parametrti, které budou sledovany. Prace je pomérn¢ ¢asové narocna, proto je

adekvatn€ obtizné analyzovat najednou mnoho druht ryb a soucasné¢ mnoho konzervacnich
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¢inidel, a pfipadné K tomu mit jesté ruzné velikostni kategorie. Je vhodné mit na pomoc

zapisovatele, kdy se proces méteni vyrazné urychli.
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