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Metodu a techniku urcovani zralosti ovocytu podle polohy jadra u jesetrovitych druhit navrhl
Truskov (1964) a vylepsil Kazanskii a kol (1978). Postupy pouzivané v praxi se lisi pouze
technickym provedenim a pouZitou pozorovaci technikou. V této technické pozndamce bude
popsana aplikace pocitacové analyzy pro vyhodnocovani polohy jadra z digitalnich fotografii
rezit biopticky odebranych ovocytit fixovanych v Sérove roztoku, kterou pouzivame na
pracovisti VURH JU k méreni polohy jadra ovocytii u jesetera sibirského, jesetera malého,
Jjesetera hvezdaného, jesetera ruského.

Biopticky odebrané ovocyty se fixuji po dobu minimalné 24 hodin v Sérové roztoku (nejlépe
Cerstvé pripraveném). Fixované ovocyty se pred dalsim zpracovanim proplachnou vodou a
Jjednotlivé ovocyty se rozriznou ziletkou v roviné podélné osy.

Vizualizace: Uspésné a presné stanoveni zralosti ovocytu jeseterovitych metodou urcovdni
polohy jadra je zavislé na co nejlepsi vizualizaci jadra, ktera je dana zpusobem fixace (fixace
varem (Kazanskii a kol 1978) nebo v Sérové roztoku, ), kvalitou rezu a osvétlenim rezu pri
mikroskopovani.

Pripravené rezy se pozoruji pod stereomikroskopem (Zeiss STEMI 2000-C), ke kterému je
adaptérem Olympus MI2000 pripojen digitalni fotoaparat Olympus Camedia C2000 ZOOM
napojeny na videomonitor. Pro dobrou vizualizaci se rezy jiker pozoruji pod hladinou vody (v
petriho misce) s oboustrannym bocnim nasvicenim (pomoci svételného zdroje Zeiss KL1500
Electronic se dveéma flexibilnimi svetlovody). Optimalni nastaveni bocniho osvétleni
nastavime podle obrazu snimaného digitalnim fotoapardtem a zobrazeného na videomonitoru.
Zaostreny preparat s dobre znatelnym jadrem se vyfotografuje digitalnim fotoapardtem a
fotografie se nakopiruji na HDD pocitace.

Meéreni: Pro meéreni polohy jadra ovocytu z digitalniho snimku pouzivame software na
analyzu 2D obrazu Microlmage 4.0 od firmy Olympus. V rezimu manudlniho méreni pomoci
nastroje LENTGH se oznaci a zméri nejprve podélna délka ovocytu a potom vzdalenost okraje
jadra od vnitiniho okraje ovocytu (obr.1). Vysledné 2 hodnoty se exportuji pres schranku
Windows do sesitu MS Excel, kde se vypocitd index polarizace jadra (vzdalenost jadra od
okraje ovocytu, L2*100/priimér ovocytu, L1).

Pro urychleni prace je cely postup méreni, ukladani a exportu dat zapsan v podobé maker
(jazykem Visual Basic), jimz jsou v nastrojovém listé prirazena uzivatelské tlacitka, takze lze
celé méreni oviddat pouze 4 tlacitky (ikonami), napr: tlacitkol vyvola dotaz na vybér skupiny
snimkii, po jejichz zadani je aktivovan rezim manuadlniho méreni a findlné je zvolen ndstroj
meéreni délky. Tlacitkem 2 zvétsime obraz, aktivujeme moznost upravy kontrastu, jasu atd.
Pomoci mysi oznacime hranicni body mérenych vzdalenosti a stiskem tlacitka 3 namérend
data vyexportujeme, zméreny snimek uzavieme, zvolime dalsi snimek z vybrané skupiny. Po
prepnuti do Excelu aktivujeme stiskem tlacitka 4 makro, které vlozi namerena data do tabulky
a vypocte index polarizace jadra.



Experimentalni porovndani metod Pro objektivni porovnani metod (prezentované pouzivajici
analyzu obrazu s klasickou metodou pouzivajici mereni okularovym mikrometrem a vypocet
polarizace pomoci PC nebo kalkulacky) bylo pouzito 60 rezit ovocytii. Kazdy byl méren 3x a
to obéma metodami. Ze 3 méreni byl vypocten prumeér a variacni koeficient, dale celkovy
prumeér za metodu a prumérna hodnota variacniho koeficientu. Primeérné hodnoty byly
porovnany parovym T-testem. Behem zpracovani byl sledovan cas potrebny pro zméreni 60
Jjiker (Ix), pricemz cas zahrnoval dobu méreni a dobu pro vyporet ukazatele polohy jadra,
nezahrnoval ¢as na pripravu rezii. (viz Tabulka 1)

Vyhody: Pouziti digitalniho snimani, prenosu a zpracovani obrazu ma oproti klasickému
zpusobu, tj. méreni pomoci okuldarového méritka stereomikroskopu, popr. pouze odhad
vzddalenost, radu vyhod. Je to moznost upravy digitalniho obrazu pred merenim, tzn. digitalni
zaostreni, uprava kontrastu a jasu obrazu, dale vyssi presnost, moznost archivace snimkii a
opakovaného méreni dalsich parametru ¢i zaslani snimkii k vyhodnocent po internetu.
Popsany postup vyuzivajici bézné dostupné digitalni techniky urychluje zpracovani vétsiho
poctu vzorkii ovocytii, zvySuje presnost stanoveni polohy jadra a tim i presnost stanoveni
pripravenosti jikernacek k vyteru.

Modifikace: Uvedeny postup ma samoziejmé mnoho ruznych modifikaci, napr. pouziti
mikroskopické CCD kamery misto fotoapardtu a snimani obrdzkii pomoci framegrabberu
pocitace, nebo jen pouziti prenosného TV prijimace jako videomonitoru a méreni primo na
obrazovce nebo ze zdznamu na videokazeté.
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Obr . 1: Rez fixovanym oocytem jesetera sibifského (Acipenser baerii), vpravo se
zvyraznénym jadrem a s vyznacenim méfenych vzdalenosti L1 - primér ovocytu a L 2 -
vzdalenost jadra od okraje ovocytu




Tabulkal: Pokusné porovnani zpracovani vzorki prezentovanou technikou a klasickou
technikou ( méteni fezt okuldrovym mikrometrem a vypocet polarizace pomoci PC nebo
kalkulacky)

Analyzou Klasicky
celkova primérnéd hodnota polarizacg 18,46 18,89
primérny variacni koeficient 1,92 4,04
primérna diference -0,43
prikaznost rozdilu parovym t testem neprukazny
¢as potiebny pro zpracovani 62 min | 90 min




