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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je umoznit snadnou kvantifikaci vybranych charakteristik rybiho
integumentu, konkrétné mnozstvi sekre¢nich bunék v povrchové vrstve pokozky,
mnozstvi epidermalnich melanoforll a schopnost hlenové vrstvy absorbovat
UV zareni. Cilovou skupinou metodiky jsou zejména osoby z veterinarni praxe
aichtyologoveé zabyvajici se problematikou integumentu ryb, a to ve vztahu k jejich
zdravotnimu stavu nebo vyvojové-morfologickym studiim. Uplatnéni mize dale
nalézt i v ramci chovu ¢i ochrany ryb. Pri vybéru druhl ryb k ovéreni byly pre-
ferovany zastupci riznych taxonomickych skupin.

2.Uvod

2.1. Strukturaintegumentu ryb

Hlavni a plvodni funkei kiiZe je izolace a ochrana organismu pred viivy vnéjsiho
prostfedi. BEéhem evoluce vSak prevzala mnoho dalSich vyznamnych funkci, coz
se projevilo i zménami v jeji morfologii. U ryb, jako vodnich organismd, je stavba
jejich funkcei Ize jmenovat od obecné se vyskytuijicich, jako je mechanicka ochrana
téla, také napfiklad vyménu plynd, vyrovnavani osmolarity, zbarveni (Casto
s moznosti rychlych zmeén), sekreci poplachovych a jinak ,informujicich* latek,
produkci hlenu, ochranu proti patogentim, umoznéni orientace v prostredi
pomoci v ni umisténych smyslovych bunék, az po funkce pomeérné raritni jako je
bioluminiscence batypelagickych druhd ryb ¢&i vyZiva potomstva koznim slizem.
KUzZe ryb je tvofena na vnéjsi strané téla pokozkou (epidermis), pod ni lezici Skarou
(dermis), v niz jsou uloZeny Supiny a podkoZim (subdermis). Na hranici mezi
pokoZkou a Skdrou, u nékterych druh( ryb i ve vlastni pokoZce, jsou lokalizovany
pigmentove bunky —melanofory.

Struktura pokozky, tj. jak tloustka, tak i zastoupeni jednotlivych typl bunék,
pripadné kvantita ¢i slozeni hlenu, je u rdznych skupin ¢i druhd ryb rozdina.
Soucasné je vSak tfeba konstatovat, ze pokozka je morfologicky dynamicka tkan
a na jeji aktualni strukture se odrazi fyziologicky stav jedince. Ke zménam dochazi
jak v zavislosti na dospivani, pohlavi, v pribéhu tfeciho obdobi tak i napfiklad
pii stresu zplsobeného nemoci ¢i znedisténim vodniho prostredi. Z toho ddvodu
mUze struktura pokozky, resp. jeji zména prinaset uzitec¢né informace o daném
organismu. Typickym pfikladem jsou vyrazné zmény v obdobi tfeni u kaprovitych
ryb oznaCované jako tfeci vyrazka. Vznik tfecich pupend je soucasné spojen
s vyraznym zesilenim pokozky a zejména absenci sekrecnich bunék, ¢imz je
vyrazné omezena tvorba ochranné vrstvy hlenu.
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Obr. 1.: Schematické znédzoméni pokozky vodnich obratlovct s hlavnimi typy
bunék: E — obecné epidermalni buriky; C — pigmentova burika — melanofor;
P — poharkova sekrec¢ni burika; V — vackovita sekrecni burika; K - kyjovita sekrecni
burika; SM — smyslové buriky; PO — podpdrmé buriky; M — Merkelova burika;
G-—granularniburika, L —lymfocyt; J —jedova burika.

2.2. Tvorbahlenu

Zdrojem hlenového pokryvu ryb jsou buriky pokozky. Pokozka je tvorena
mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem, ktery ale na rozdil od suchozemskych
obratlovcl pii povrchu nerohovati. Jednotlivé bunééné elementy permanentné
vznikaji v dolni ¢asti tvofené pasem cylindrickych zarodecnych bunék. Béhem
svého vyvoje postupuji smérem k povrchu, kde postupné nahrazuji bunky
odumirajici.

Hlenova vrstva na povrchu rybi pokozky je produkovana zejména tzv.
poharkovymi bunkami (viz. Obr. 1 — P). Vyskytuji obvykle v horni ¢asti pokozky,
kde se svymi apikalnimi konci oteviraji na povrch pokoZzky a timto otvorem uvolfiujf
obsah centralni vakuoly. Poharkové sekreCni bunky jsou pritomny prakticky
u v8ech druhd ryb. U skupiny ryb zahrnujici napfiklad ryby lososovité
(Salmoniformes), ostnoploutvé (Perciformes) ¢i hrdloploutvé (Gadiformes) je dale
v mensim mnozstvi pfitomen morfologicky (pravdépodobné ne vSak funkene)
podobny typ sekrenich bunék oznacovany jako vackovité (viz. Obr. 1 = V). Pro
dalsi skupinou ryb, zahrnujici napriklad maloostné (Cypriniformes) a holobfiché
(Anguilliformes), je charakteristicky vyskyt specidlnich sekrecnich bunék, tzv.
bunky kyjovité (viz. Obr. 1 — K). Ty jsou umistény ve stfedni ¢asti pokozky
a nekomunikuji tak za normalnich okolnosti s povrchem. Pokud vSak dojde,
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napriklad pfi Utoku predatora, k poranéni ryby, uvolfiuji do vodniho prostiedi svijj
sekret obsahujici ,poplachové latky“, slouZici ostatnim organismdm v okoli jako
informace o nebezpeci. Dale obsahuiii latky napomahajici lé€bé poranéni. Kromeé
téchto specialnich sekre¢nich bunék se na tvorbé hlenu v mensi mite podili i
nespecializované epidermalni bunky (viz. Obr. 1 — E) pfi svém rozpadu na povrchu
pokozky.

Obr. 2.:

Poharkové sekrecni buriky
(pstruh obecny, dorzalni
cast hlavy) lokalizované pri
povrchu pokozky uvolriujici
svUj obsah, ktery tvoif
dominantni ¢ast hlenové
vrstvy, Alcian blue.

2.3. Davody zjistovaniviastnosti hlenu a zastoupeni melanoford

Mnozstvi a chemické slozeni hlenu na povrchu téla ryby ma nepochybné znacny
vyznam pro dany organismus. Produkce hlenu a jeho slozeni obecné odpovida
druhové prislusnosti, pripadné pohlavi ¢i stavu (tfeci obdobi). Informace o hlenu
daného jedince tak mohou poskytovat fadu informaci jak napfiklad o taxo-
nomickych ¢&i etologickych vztazich a ¢i v neposledni fadé o fyziologickém stavu
organismu.

Tato metodika se zaméfuje na dva samostatné okruhy: moznost jednoduchym
zpUsobem kvantifikovat mnoZstvi povrchovych, tj. aktivnich sekre¢nich
poharkovych bunék jako hlavniho zdroje hlenu a dale posouzeni moznosti hlenové
vrstvy chranitjedince pred UV zafenim.

UV zafeni, jakozto oblast elektromagnetického spektra, se déli na blizké
ultrafialové zafeni o vinové délce 200-400 nm) a daleké ultrafialové zareni
(10-200 nm). Z hlediska biologickych tc¢ink’ UV zéfeni se délina UVA, UVB a UVC.
Asi 99 % UV zafeni, které dopadne na zemsky povrch, je UVA (315-400 nm).
Zpusobuje Ubytek kolagenu a elastinu v dermis, snizuje pruznost a pevnost kiize.

&r
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UVB (280-315 nm) je z prevazné vétSiny absorbovano ozénem ve stratosfére,
resp. ozonové vrstvé. UVB je zhoubné pro Zivé organismy, narusuje bilkoviny
amUzZe vést ke vzniku rakoviny. Pronikd i vodou, ale jen do hloubky nékolika metrd.
UVC (200-280 nm) je zhoubné (karcinogenni) pro zivé organismy, dokaze vSak
proniknout jen nékolika vrstvami bunek. Vzhledem k soucasnym klimatickym
zménam, ovlivilujicim i fadu faktor( vodniho prostfedi, mdze byt ochrana
organismu vici UV zéreni vyznamnym Cinitelem pro vodni organismy.

Jako bariéra vici UV zareni slouzi i pigmentové buriky — melanofory. Kvantifikace
jejich mnozstvi v integumentu byla proto logicky pfic¢lenéna ke sledovanym
znakdim.

3. PoCet sekrecnich bunék a absorpce zareni

3.1. Metoda stanovenipoctu poharkovych sekre¢nich bunék a melanofor

Ke kvantifikaci aktivnich sekre¢nich bunék bylo vyuzito jednak jejich lokalizace
tésné pri povrchu pokozky a dale obvykle dobré barvitelnosti jejich sekretu
Alcianovou modfi (AB), vazici se na mukdzni slozky dominuijici v hlenu ryb.
Aplikace roztoku AB na vzorek pokozky zpUsobi selektivni obarveni poharkovych
bunék lokalizovanych pfi povrchu pokozky, které je nasledné mozné pomoci
mikroskopu zachytit pfi odpovidajicim zvétSeni digitalnim fotoaparatem. U takto
vzniklych snimkU Ize stanovit hustotu povrchovych sekrecnich bunék na jednotku
plochy pokoZzky, pripadné i jejich velikost. Soucasné Ize ze snimk{ obdobnym
zptisobem vyhodnotit pocet, resp. rozlozeni pigmentovych bunék (melanoford),
nachazejicich se na prechodu pokoZzky a Skary.

3.2 Metoda stanoveniabsorpce UV zareni

K méreni schopnosti absorpce hlenu zachycovat UV zareni bylo vyuZito pro tyto
Ucely zkonstruované zafizeni sestavajici ze zdroje UV zareni a méfice UV (HalaCka
aMare$, 2019).

V daném pfipadé bylo pouZito dvou rliznych zarivek (UV — maximalni intenzita
zareni o vinové délce 365 nm, 9W a UVC - 254 nm, 9W) jako zdroje UV zareni
a dvou meéficich zafizeni. V daném pfipadé byl vyuzit meri¢ UV-A/B zareni
typ YK-34UV Lutron (rozsah 290-390 nm; citlivost 0,001-19,99 mW/cm?),
a meric UV-C zafeni, typ UVC-254 Lutron (rozsah cca 254 nm; citlivost
0,001-19,99 mW/cm?). Mezi zdrojem a sondou meéficiho pfistroje je umistén

drzék na posuzované vzorky..
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Obr. 3.: Zafizeni pro méreni UV zareni

zdroje UV svétla revolverovy drzak mérenych vzorki

Meéreny vzorek je umistén do misky z kfemicitého skla propoustéjiciho UV zareni
s okraji o predem definované vySce a prekryt vickem (Obr. 4), coz umoznuje
vymezeni vrstvy méfeného materidlu. V daném pfipadé bylo pouzito kulaté
kifemicité sklo o prdmeéru 30 mm s prstencem o vnitinim préiméru 26 mm a vysce
1,5 mm (tj. minimalni potfebny objem mérené kapaliny cca 2,6 ml).

Obr. 4.:
Miska a vicko z kfemicitéeho skia.

3.3. Zplsoby méreni

K testovani jednotlivych okruhd byli pouziti jedinci néasleduijicich druht ryb: bolen
dravy, hlava¢ &ernousty, hrouzek obecny, karas stfibrity, jelec tloust, mrenka
mramorovana, ouklejka, sekavec sp., plotice obecna a pstruh duhovy.
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3.3.1. Kvantifikace sekrecnich bunék a melanofor

U vzorku kiize sledovaného jedince o velikosti cca 5*5 mm byla pomoci skalpelu
odstranéna co nejvetsi vrstva Skary. Poté byl vzorek ponofen do roztoku
Alcidanové modfi. SloZeni roztoku odpovidalo standardu pouzivaného v histo-
chemickych preparatech (0,1 g Alcianové modFi, 3 ml kyseliny octové, 97 mlvody)
pro selektivni barveni kyselych mukopolysacharidd — dominantni slozky hlenu.
Optimalni ¢as barveni byl experimentalné ovéren ve variantach 5, 10, 20, 30, 40,
50, 60 a80 minut (Obr. 5).

Na zékladé takto ziskanych vysledki Ize doporudit barveni po dobu cca 40-50
minut, kdy jsou sekre¢ni burky, resp. jejich sekre¢ni obsah dostatecné zretelné
ale nedochazik pronikani a usazovanibarviva v epidermalnitkani.

Obr. 5: Intenzita navazani Alcianové modfi na obsah povrchovych
epidermalnich bunéek pstruha duhového v zavislosti na dobe aplikace

(a — kontrola, b - 5; ¢ — 10, d - 20; e — 30; f— 40; g — 50; h — 60; i - 80 minut,
pstruh duhovy, 10x).
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3.3.2. Méfeniabsorpce UV zareni

K odbéru hlenu byla vzhledem k potfebé ziskat vzorek o ur¢itém minimalnim
objemu zvoleno v daném pripadé smyvani. Sledovany jedinec byl na dobu
30 minut vloZzen do plastového sacku s 5 ml vody, ¢imz doSlo k vyluhovani
povrchové vrstvy hlenu (Obr. 6).

Obr. 6:

Odbér hlenu ryby
pomoci roztoku

v plastovém sacku

Takto ziskana suspenze byla nakapnuta do méfici podlozku a méreno bylo snizeni
praniku UV zareni (A-B a C) oproti kontrolnimu vzorku vody.

4. Interpretace vysledk( a metodicka doporuceni

4.1. Kvantifikace povrchovych sekre¢nich bunék a melanoford

Pouzita metoda barveni se ukazala jako vyhovuijici pro kvantifikaci povrchovych
sekreénich bunék s mukdznim obsahem. Ke zhotoveni snimk{ vhodnych
k dalsimu vyhodnocovani se jako optimalni jevi pouziti objektivu s 10-ti nasobnym
zvetSenim.

Obr. 7:

PokozZka

hrouzka obecného,
plotice obecné,
mrenky mramorované,
ouklejky pruhované

a jelce tlousté

s povrchovymi
sekrecnimi burikami
(resp. jejich mukdznim
sekretem) obarvenymi
Alcianovou modii (10x).

10
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Pocet poharkovych bunék na urcité vymezené plose Ize nejobjektivngji urcit
analogicky s napriklad podcitanim krevnich element(. Zapoditaji se vSechny
obarvené bunky ve vymezeném poli a ty, které se dotykaji dvou sousedicich linif
vymezuijicich dané pole. Nezapocitavaji se nejen buriky mimo pole ale i ty, které se
dotykaji druhého paru vymezuijicich linii.

Obr. 8: Princip pocitani elementt

v pravouhlém poli — zapocitaji se
v8echny moadré prvky, cervené prvky
dotykajici se dvou sousedicich linii
¢i mimo vymezené pole nikoliv.

Mnozstvi melanoford Ize sledovat obdobnym zplsobem jako sekrecni buriky.
Ne ve vSech pripadech vsak Ize ziskat snimek zachycuijici s dostatecnou ostrosti
jak povrch pokoZky, tak i jeji bazalni vrstvu (Obr. 9).

Obr. 9: Povrchové sekrecni buriky obsahujici mukdzni, Alcianovou modrf
barvitelny sekret; pstruh potocni, bolen dravy, hlavac ¢ernodsty (10x);

v pripadé hlavace s pomérné tenkou pokozkou a vyskytem melanofort nejen
na rozhrani epidermis/dermis ale i ve viastni pokozZce jsou i sou¢asné pomérne
zretelné i melanofory.

1A
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Vzhledem k tomu, Ze se melanofory nachazeji zejména na spodni asti pokozky je
proto vhodnéjsi zhotovit k jejich kvantifikaci samostatny, na rovinu jejich vyskytu
zaostreny snimek, nejlépe jesté pred barvenim (Obr. 10).

Obr. 10:

Melanofory v kizi
hlavy sekavce sp.

a bolena draveho (10x)
bez aplikace barveni
pfi zaostreni na bazi
POKoZKy.

4.2. Schopnost absorpce UV zareni

Odbér hlenu ,smyvanim“ &i ,vyluhovanim“ do vody se jevi jako vhodny zpUsob
pro méreni absorpce UV zareni na pristroji zde pouzitého typu. Jednak Ize ziskat
vzorek o dostatecném objemu, se kterym lze pomérné dobre manipulovat
(narozdiltfeba od velice viskézniho vzorku hlenu ziskaného ,,setfenim*). Soucasné
nedochdzi k mechanickému poskozeni pokozky ¢i vytlaceni obsahu
epidermalnich bunék a neni tak kontaminovana hlenova vrstva na povrchu
jedince.

Pri méfeni je tfeba zachovat stejnou dobu umisténi ryby do vody a také upravit
mnozstvi vody podle délky ¢i hmotnosti jedince, aby byl vysledek co nejménée
ovlivnén velikosti ryby. | tak budou vysledkem relativni hodnoty a je potifeba
vysledky interpretovat nejen ke kontrole (voda) ale v ramci skupiny ryb
sledovanychv ramci jednoho méfeni.

K proménlivym faktordm bude patfit i typ (méfené spektrum zéreni) a citlivost
pouzitého pfistroje. Vzhledem k tomu, Ze existuiji pristroje méfici i jina nez zde
testova spektra UV zareni, Ize tak charakteristiku adsorbcénich vlastnosti hlenu
dale rozsirit.

V ramci daného testovani bylo pozorovano snizeni prostupu UV zareni v fadech
procent az desitek procent oproti kontrole (Obr. 11), coz lze povazovat
za dostate¢ny rozdil pro nasledné vyhodnocovani. Pokud by byl rozdil pfilis maly,
Ize doporudit bud’ prodlouzeni doby ,vyluhovani“ nebo zvyseni sloupce mérené
kapaliny.

12
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Obr. 11: Absorpce dvou spekter UV zéreni hlenem sledovanych druht ryb.

5. Novost postupli a ekonomické aspekty

Struktura pokozky veetné zastoupeni sekrecnich bunék se standardné uréovana
pomoct histologickych metod. Zhotovent histologickych Fez( vdak trva minimainé
nekolik dni' a vyzaduije specialni vybaveni (zejména mikrotom). Pfedlozena metoda
minimalizuje postup pro kvantifikaci epidermalnich sekre¢nich bunék
a melanoford. Vysledky je mozné ziskat v fadu nékolika hodin a jako vybaveni
postaci prislusné barvivo (Alcianova modf /cena za 1g je cca 200-300 K¢; toto
mnozstvi vystadi na tisice vzorkd/) a béZzné optické zafizeni (binokularni lupa
¢i standardni mikroskop).

13
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Méfeni intenzity jednotlivych typl UV zéfeni se provadi pomoci specidlnich
Sirokopasmovych detektor (radiometr() &i spektroradiometrd. Témito pfistroji se
nasledné méri i schopnost jednotlivych latek snizit prinik UV zéfeni, v pripadé
tekutin pak spektrofotometry za pouziti pfislusnych kyvet. Jedna se o pfistroje
uréené pro praci v interiéru/laboratofi, vzorek méfeného materialu musi byt
dostatecné objemny (fadové ml). Navrhované méfici zarizenije oproti laboratornim
pristrojdm financ¢né pristupné, nejvyssi poloZzkou jsou bézné radiometry v cené
fadoveé tisict korun. Méfeni mlze probihat i v terénu za predpokladu zdroje
elektrického napéti 220V — Ize ziskat vhodnym ménic¢em napriklad z 12V baterie
osobniho automobilu.

6. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Predlozena metodika je urCena pro praktické vyuziti v ramci analyz ¢i studia
integumentu ryb, konkrétné hlenové ochranné vrstvy, a to jak z v ramci chovu ryb,
tak i v ramci vyzkumu a vyuky. Metodika bude uplatnéna ,Smlouvou o uplatnéni
certifikované metodiky“ uzavienou mezi Ustavem biologie obratlovc(i
AV CR, v. v.i.a Mendelovou univerzitouv Brné.

7.Podékovani

Metodika vznikla za finanéni podpory Technologické agenturu Ceské republiky
Programu aplikovaného vyzkumu, experimentalniho vyvoje a inovaci GAMA —
Komercializace vysledk( zoologického vyzkumu — aplikace vyuZitelné v praktické
ochrané piirody TG03010048.
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