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Abstrakt

Colek velky (Triturus cristatus) je u nas silné ohroZenym druhem, o kterém jsou
zaznamy ubytku nejen u nas, ale i po celém svété. Tato bakalarska prace se zabyva
reSerSnim zpracovanim metod stanoveni véku u T. cristatus, jako zastupce ocasatych
obojzivelnikd. Popisuje n€kolik riznych metod, jejich ucinnost a vhodnost pouZiti,
s dirazem zejména na metodu skeletochronologie. Metoda skeletochronologie pak
udava , ze stanoveni véku pomoci velikosti téla od hlavy ke kloace (SVL) muze byt
neptfesné. Mnoho vyzkumi nasvédcuje tomu, ze na velikost téla maji vyznamny vliv
faktory vnéjSiho prostiedi, jako jsou tfeba nadmotiskd vyska, teplota, dostupnost
potravy a predatofi obyvajici stejnou lokalitu. Prace také zminuje metodu, ktera se
zaklada na poctu erytrocytt v krvi. Ta fika, ze s vys$sim v€kem jedince se v krevnim
obéhu vyskytuje vice erytrocytl. Metoda skeletochronologie rozpoznava veék diky
pficnym feztim v diafyze, na kterych se zobrazuji kruhové linie (LAGY), které vznikaji

v zimné, tedy v dobé¢, kdy tito obojzivelnici hibernuji ¢imz jasné stanovy veék jedince.
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Abstract

The Great crested newt (Triturus cristatus) is a highly endangered species in our
country, of which there are records of decline not only in our country but also around
the world. This bachelor's thesis deals with the research of methods for determining
the age structure of tailed amphibians and especially T. cristatus. It describes several
different methods, their effectiveness and suitability, with particular emphasis on the
method of skeletochronology. The method of skeletochronology confirms the
inaccuracy of the method of determining age by body size (SVL). Many studies
suggest that body size is significantly affected by environmental factors such as
altitude, temperature, food availability, and predators living in the same area.
Therefore, body size in different areas does not have the same telling value. The thesis
also mentions a method that is based on the number of erythrocytes in the blood.
According to this method, there are more erythrocytes in the bloodstream as an
individual gets older. The method of skeletochronology identifies age through cross-
sections in the diaphysis, which show circular lines (LAGS), which form in winter, is
at a time when these amphibians hibernate, and thus clearly determine the age of the

individual.
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Uvod

V posledni dobé se setkavame s informacemi o ubytku populaci obojzivelnikii nejen v Cesku,
ale i ve svété (Krasa 2009). Infrattida Caudata, neboli ocasati obojZivelnici, jsou ohrozovani
hned n¢kolika faktory (Krasa 2009). Ve vétsing piipadi za to mize ubytek vhodného prostredi
v disledku naru$ovani pavodniho biotopu a  vysuSovani, ptfipadn¢ odvadéni vodu
z krajiny, takovy biotop pak nema dost zivin a energie na uziveni takové biodiverzity
(Krasa 2009). Dalsim vyznamnym faktorem, ktery ohrozuje stav obojzivelnikl je
Sifeni parazitick¢é houby Batrachochytrium dendrobatidis, ktera zpGsobuje nemoc
zvanou chytridiomykoéza, ktera zapfic¢inuje rohovaténi kiize a znemozni vyménu plynd
ptes kizi. Proti takové nemoci se t€Zce brani a zatim jedinou obranou je vysuSovani
pouzitého odchytového vybaveni v terénu (Campbell et al. 2018). Podle vyzkumu
Weldon et al. (2004) tato houba B. dendrobatidis pochazi z Afriky a rozsifila se diky
trhu s drapatkou vodni (Xenopus laevis). Chytridiomykdza zpusobuje vysokou
mortalitu nejen u ocasatych, ale i u jinych skupin obojzivelnikti (Campbell et al. 2018).
V neposledni fad¢ obojzivelniky ohrozuji i hnojiva, které se smyvaji z pohnojenych
poli v okoli jejich vyskytu (Alford & Richards 1999), ale i napf. liniové stavby jako
jsou dopravni komunikace, dalnice, vlakové traté apod., které zavinuji nejen tbytek
biotopli, ale taky znacnou mortalitu pifi jarni migraci obojZivelnikd k tlnim
(Hlavac 2018). Klimatické zménytaké ptispivaji k Gibytku stanovist’ diky vys$§im
teplotam a vétsimu suchu se ztraceji ptivodni biotopy (Krasa 2009). Obojzivelnici hraji
dilezitou roli v ekosystému, ale i v zivotech nas vSech, aniz bychom si to uvédomili
(Vojar 2007; Zavadil et al. 2011). Mezi vyhody pfitomnosti téchto Zivoéicht je, Ze se
jedna o likvidatory riznych biologickych Skidct (Vojar 2007). T. cristatus je
bioindikator Cistého Zivotniho prostfedi Dalsi vyuZziti maji ve farmakologii, diky jejich
latkdm na povrchu kiize napf. polyglykany (Pietidinen et al. 2009). Bez znalosti
ekologie a biologie nema cenu chranit pfirodu z ditvodu neznalosti pfiin ohroZeni

(Vojar 2007).

VSsichni obojzivelnici jsou poikilotermové, coz znamend, Ze se jejich télesna
teplota méni v zavislosti na okolni teploté (Cogalniceanu et al. 2017). Teplota tak
ovlivituje celou fadu fyziologickych funkci (Witzmann & Soler-Gijon 2010). Pii
vyssich teplotach se zrychluje metabolismus a jsou schopni vyvinout vétsi rychlost

pohybu (Portner 2001). Zivot ¢olkii za¢ind, pfi vylihnuti z vaji¢ek, které nejsou
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chranény zadnou tvrdou skofapkou, jako tfeba u plazi (Székely et al. 2017), ale
rosolovitym obalem (Reinhard et al. 2015), které chrani vajic¢ko, pfed vyschnutim, i tak
potiebuji vSichni obojZivelnici vodu k zivotu (Lukanov & Tzankov 2016). po vylihnuti
se pulci ve vodé¢ zdrzuji piiblizn€é 14 tydnti mezi tu dobu se metamorfuji
(Ngo et al. 2020). Poté vylezou na sou$ a zaCinaji terestricky zivot (Jehle 2000;
Zavadil et al. 2011). Na podzim se stahuji do rGznych dutin stromut, S$kvir mezi
kamenim, ale také napf. do sklepu a stodol, aby ptezimovali (Malmgren et al. 2007,
Zavadil et al. 2011). Kdyz dospéji a ptijde doba rozmnoZovani, stahuji se na jafe do
kaluzi, tini, reten¢nich nadrzi a dal$ich vodnich biotopi (Langton et al. 2001,
Zavadil et al. 2011), kde se samci zbarvi do napadnych abarevnych forem
(Malmgren et al. 2007; Oromi et al. 2014; Arantes et al. 2015; Beser et al. 2017;
Guarino et al. 2019). Poté se samci pusti do tzv. svatebnich tanci, aby pfilakali samice
ke spafeni (Osikowski & Cierniak-Zuzia 2013; Lopez et al. 2017). Oplodnéné vajicka
pak samice nalepi na vegetaci ¢i jiny podklad, kde se wvajicka vyvijeji
(Monello & Wright 2001). Pti kazdé hibernaci ¢olek méné roste a proto se na kostech
objevuji linie pferuseného rustu, tzv. LAGy (Malmgren et al. 2007,
Socha & Ogielska 2010). Tyto kruhovité linie mizeme pozorovat pod mikroskopem
na obarveném pii¢ném fezu kosti v diafyze (Bouragaoui & Nouira 2019). Diafyza je
Cast kosti, ktera se nachazi mezi dvéma metafyzami (M. Comas et al. 2016). Tato
metoda se moznd zd4 jako drastickd ¢i nehumanni, ale diky velké schopnosti

regenerace koncetin je ztrata prstu zivotné neohrozi (Brockes 1997).

1.1  Colek velky (Triturus cristatus)

Colek velky (Triturus cristatus, Laurenti, 1768), je v Ceské republice uvedeny ve
vyhlasce &. 395/1992 Sb. zakona &. 114/1992 Sb. jako silné ohrozeny druh. Colek se
nachazi 1 v II. ptiloze Bernské tmluvy. Ve smérnici EU ho nalezneme v Il. a IV.
ptiloze smémici o stanovistich 92/43/EEC. Dale je uveden v Cerveném seznamu

obojzivelniki a plazii CR. TUCN uvadi tento druh jako malo dotéeny (LC).
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T. cristatus dortsta délky okolo 150 mm (Jehle 2000). Samice jsou obvykle vétsi nez
samci (Sun et al. 2016). Dorzalni strana dospélce je hnédd az hnédocerna
(Rocek 1992). Ventralni strana t€la ma oranzovou az svétle oranzovou barvu
s Cernymi teckami, podle kterych se rozezndvaji jedinci pii zpétném odchytu
(Mazerolle 2015). Samci maji v dobé rozmnozovani vyklenuty vysoky hibetni lem, na
ocasu ma stiibrny pruh (Langton et al. 2001). Kloaka samctl je tmava, az ¢erna,
zatimco Samice maji kloaku svétlou (Rocek 1992). Dal$im rozeznavacim znakem
U samic je na spodni strané ocasu, na kterém ma svétly pruh (Kuzmin 2001). Podle
nékterych vyzkumt vyuzivaji Colci rtizné ukryty, jako jsou napi. mezirky pod
kamenim, nory hlodavcti a dokonce i sklepeni (Jehle 2000). Ukryty ale neslouZi jen
pro prezimovani, slouzi také k ochrané¢ pfed neptiznivymi vlivy a nebo taky pted
predatory (Malmgren et al. 2007). Jelikoz ¢olci stiidaji terestricky a akvaticky zptisob
zZivota, byvaji k nalezeni od jara do podzimu v tinich, reten¢nich nadrzich, vodnich

ploskach apod. (Zavadil et al. 2011). T. cristatus se vyskytuje ve vSech statech stiedni

........

v

Balkané. Nejvychodn&jsi nalezy jsou v Rusku, kde areal T. cristatus zasahuje az
k Uralu (Kuzmin 2001).

Triturus superspecies cristatus

[0 belore 1870« alier 1870

© MNHN/SPN & SEH, 1887 | = eatingt + inroducad

Obr. 1: Vyskyt T. cristatus ve svéte.
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V CR jsou pro ¢olka velkého (Triturus cristatus) biotopové preference spise
nizsi az stfedni nadmotské vysky (Zavadil et al. 2011), ale jsou zaznamy, Ze se muize
vyskytovat iv 800 m n. m. (Zavadil, 1993). Vétsinou v blizkosti listnatého lesa
(Gustafson et al. 2011). T. cristatus se prakticky vyskytuje ostravkovité na celém
tizemi CR, v&tsi zastoupeni maji pak ve vychodnich Cechach, Podbeskydi a Vyso¢ing
(Magat 2012). V CR se také vyskytuji dvé hybridni zény s olkem dunajskym
(Triturus dobrodicus) a ¢olkem dravym (Triturus carnifex), pficemz prvni zéona s T.
carnifex se vyskytuje na Znojemsku a druha s T. Dobrodicus na Bieclavsku
(Macatetal. 2019). Nevyhybaji se lidskému osidleni blizko lokalit
(Kaczmarski et al. 2016). Brzy na jafe opousti T. cristatus své zimovisté a vydava se
do vodniho biotopu, ktery jim slouzi jednak pro reprodukci, ale taky je to ukryt pred

teplem a suchem v letnim obdobi (Mastera 2017).
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Obr. 2: Rozéiteni T. cristatus v CR.

Pii pfechodu do vody se samciim zacnou tvofit vysoké hibetni hiebeny,
ploutevni lemy a také se zbarvi (Moravec 2019). Moravec (2019) také uvadi, Ze pfi
reprodukci se samci, pii pokusu o pfedani spermatoforu, stavi pii¢né pred samice
a vyrazné se vyhrbi, tzv. ,,koc¢i¢i hibet”, vzpiimi ocas vic¢i samici a vibruje. Jejich

potravu tvofi zejména rizné druhy bezobratlych jako ne napf. larva komara (Culex sp.)
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nebo dokonce i larvy obojzivelnikti (Mastera 2017). Larvy T. cristatus metamorfuji
obvykle v ¢ervnu az v ¢ervenci (Moravec 2019). Na konci 1éta se Colci pfesouvaji na
sva zimovi$té, kde preckaji zimu (Malmgren et al. 2007). Jejich mista pro hibernaci
jsou ruzna (Jehle 2000). Zavadil (2011) uvadi, ze predatori ocasatych obojzivelnikt
je mnoho, od vSezravych prasat, kteti redukuji pocty jedincti hlavné Vv terestrické fazi
jejich zivota, az po vodni ptaky, jako je volavka popelava (Ardea cinerea), ¢i ¢ap bily
(Cicconiacicconia). Ve vodach s ptitomnou rybi obsadkou se nevyskytuji viibec nebo
aspon ne v takovém poctu jako bez ni, je to dano tim, Ze ryby jsou pfirozenymi
predatory a konzumuji tyto zivoCichy od vajic¢ek az po dospélce (Wells, 2007). Mezi
tyto predatory se fadi napt. Stika (Esox sp.), okoun (Percasp.), ale tfeba i kapr
(Cyprinus sp.) a cejn (Abramis sp.) a dalsi (Monello & Wright 2001; Jankt1 2017). Jsou

vsak i znamy vyskyty ryb i obojzivelnikti na jednom stanovisti (Baker et al. 2011).

{ 67_' ’EE”-' @2 —_—

EEG 5 DAYS 15 DAYS 3 WEEKS 6 WEEKS 10 WEEKS

EGG LARVA

18 WEEKS 1 YEAR
JUVENILE (YOUNG OF YEAR) IMMATURE

Obr. 3: Ukazka vyvojového stadia Triturus cristatus (Langton et al. 2001, upraveno)
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1.2 Anatomie T. cristatus

Pulci nemaji zadné kosti, pouze chrupavky (Urszan et al. 2015; Székely et al. 2017;
Ngo et al. 2020). Kosti se za¢nou vytvaret az s metamorfozou (Székely et al. 2017)
pricemz se na kosti zndzoriiuje prvni LAG (Cajade et al. 2013; Pifieiro et al. 2019).
Obojzivelnici jsou prvni skupinou, ktera opustila vodu a ptizpisobila se Zivotu na
sousi (Szrek 2020). To ptivedlo mnoho zmén nejenom v jejich ekologii, ale i anatomii
(Szrek 2020). Nejvyraznéjsi zménou oproti vodnim formam, jako jsou ryby je, Ze cela
kostra se stala nosnou jednotkou celého téla (Gao et al. 2018). Dalsi dulezitou zménou
mize byt pfeména ploutvi na kracivé koncetiny (Tomasevi¢ Kolarov 2013). Tito
zivocichové jsou sice prvnimi, kdo obydlel zemi, ale vodu k Zivotu stale potiebuji
(Székely et al. 2017). Voda hraje dileZitou roli v Zivoté obojZivelniki, pravé kvili
rozmnozovani (Woodley 2015). Co se koncetin ty¢e, u obojzivelnikli jsou na piednich
koncetinach 4 prsty a na zadnich 5 prsti (Brum et al. 2019). Na ptednich koncetinach
smérem k trupu jsou Kkosti loket (ulna a radius) a paze (humerus), na zadnich
koncetinach jsou kosti lytka (tibia a fibula) a stehno (femur), které jsou také v zajmu
skeletochronologie ~ (Mednikov ~ 2009;  Vasilyan &  Boéhme  2012;
Mar Comas et al. 2016).  Pulci  nemaji  zadné  kosti, pouze chrupavky
(Urszan et al. 2015; Székely et al. 2017; Ngo et al. 2020). Kosti se za¢nou vytvaret az
s metamorfézou (Székely et al. 2017) pficemz se na kosti znazoriiuje prvni LAG
(Cajade et al. 2013; Pifeiro et al. 2019). Pro samotnou skeletochronologii jsou
podstatné fezy v diafyze (Carranza et al. 2015). V diafyze jsou nejlepsi fezy, kvili
minimalni velikosti medularni dutiny anejvétsi velikosti periostalni kosti
(M. Comas et al. 2016). Existuji pfipady, kdy mizeme na jedinci sledovat tzv.
malformace tzv.abnormality na téle, které jsou zpusobeny napi. UV zéfenim,
antropogennimi vlivy, ale také po zranéni (Macat et al. 2019). Zaznamy uvadéji

polydaktylii ¢i bifurkaci ocasu (Macat et al. 2019).
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Obr. 4: Kostra ocasatého obojzivelnika s ozna¢enim odebranych kosti: 1) 3 ¢lanky
prsta, 2) tibia, 3) femur, 4) radius a ulna, 5) humerus.

1.3 Urceni véku

Existuje  mnoho vyzkuml o stanoveni v€ku wu ocasatych obojzivelnikl
(Guarino et al. 2016). Mén¢ probadanou metodou je pocitani erytrocyta v krvi
(Arikan & Cigek 2014). Dalsi metodou je SVL, kterd je asi nejznaméjsi
(Roitberg & Smirina 2006). SVL funguje na principu méfeni délky téla od Spicky
hlavy po kloaku (Guarino et al. 2019), podle velikosti jedince se uréuje jeho vek
(Santoyo-Brito et al. 2018).

Skeletochronologie je jedna z metod, jak zjistit vék zvitat (Brum et al. 2019). Jedna se
o pficné tezy kosti, které se ziskavaji odnétim c¢lanku prstu ¢i celé koncetiny
(M. Comas et al. 2016; Farasat & Sharifi 2016). Poté se se od kosti odstrani
prebyteéna tkan (Kaczmarski et al. 2016; Brum et al. 2019). Kosti se musi
dekalcifikovat, toho docilime ponofenim kosti do kyseliny dusi¢né (McCreary 2008).
Po dekalcifikaci nasleduje ethanolova tfada, kterd ma za Ukol odvodnit kosti
(Oromi et al. 2014). Nasledné se pouzije fixaéni ¢inidlo a vlozeni kosti do parafinu
(Uziim & Olgun 2009; Pifieiro et al. 2019). Parafin slouzi k lep§imu zachyceni na
fezacce, ktera nateze kosti na 14-16 pm, ale tieba na jiné tloustky (Cajade et al. 2013;
Biilbiil et al. 2018). Po nafezani se odstrani parafin, samotny vzorek se zafixuje
anabarvi (Makovicky et al. 2015). Na nabarvenych fezech jsou vidét LAGY
(McCreary 2008; Uziim & Olgun 2009; Marangoni et al. 2012; Cajade et al. 2013;
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Makovicky et al. 2015; Beser et al. 2017; Kumbar & Lad 2017). LAGy (anglicky Lines
od arrested growth) jsou kruhovité prouzky viditelné na pficném fezu kosti
obojzivelnika (Bouragaoui & Nouira 2019; Pifieiro et al. 2019). Tyto LAGY vznikaji
pii hibernaci ¢i estivaci, kdy obojZivelnici pfi hlubokém spanku zpomaluji sviy
metabolismus a také méné rostou, to se pravé projevuje na kostech téchto zivocicht
(Uziim & Olgun 2009; Kumbar & Lad 2017). Kosti se ziskavaji oddélenim &lanku
nejdelsiho prstu na zadni konceting (Sinsch et al. 2007). Sinsch et al. (2007) také uvadi,
ze nejvhodnéjsi na pozorovani LAGU jsou kosti humerus a femur. Skeletochronologie
je nejvhodnéjsi metoda pro zivocichy zijici v mirnych pasech, kdy vyuzivaji zimni ¢i

letni spanek (Uziim & Olgun 2009).

Obr. 5: pét viditelnych LAGU (Sipky) spole¢né s metamorfozni ¢arou (ML) u
pamloka temného (Kyoko 2002).

Vyhodou této metody je, Ze mizeme urcit piesny vék, a to i bez usmrceni
jedince (M. Comas et al. 2016; Kaczmarski et al. 2016), pokud se odebere pouze
¢lanek prstu, kdyz je zapotiebi jina kost, je tfeba ho usmrtit (M. Comas et al. 2016).
Nevyhodou miize byt napf. to, ze starsi jedinec mohl uz o koncetinu ¢i ¢lanek prstu

piijit a ziskame tak regenerat (Brockes 1997).

Tato bakalarskd prace se zabyva zejména reSerSnim zpracovanim metod
stanoveni v€ku u ocasatych obojzivelniki a zejména T. cristatus. Popisuje nékolik

riznych metod, jejich ucinnost a vhodnost pouziti, s dirazem zejména na metodu
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skeletochronologie. Informace v této praci mohou byt uzite¢né pii dalSich studiich

obojzivelniki a jejich stanoveni véku.



2 Cile prace

1) ResSerSe na téma stanoveni véku u ocasatych obojzivelniku, zejména ¢olka

2)

velkého (Triturus cristatus) s dirazem na pouziti metody skeletochronologie
a) stanoveni véku na zakladé délky t¢la — od hlavy ke kloace (SVL)
b) urceni pfesnosti metody skeletochronologie

c) vhodnost jejiho pouziti

Stanoveni Géinnosti metody skeletochronologie na jedincich ¢olka velkého

(T. cristatus)

a) Vramci fezt riznych typu kosti — rozdilnych ¢lanki prstd, femur, tibia,
humerus, radius a ulna

b) razné sile fezti — 7-50 pm

C) pii pouziti fixaéniho ¢inidla
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3 Metodika

3.1 Zpracovani vzorki kostni tkané u T. cristatus

Jedinci ureni k vyzkumubyli ziskani z pfedeslych vyzkumut ¢i nalezeni mrtvi
Vv blizkosti silnic. Byli umisténi v mrazaku na katedie Ekologie a Zivotniho prostredi
Univerzity Palackého v Olomouci. Pifed zacatkem odebirani vzorki, jsem kazdého
jedince zm¢ftil od Spicky hlavy po koaku (SVL). Z téchto jedincii jsem ziskal 7 druhti
kosti, které jsem oddélil od téla pomoci skalpelu v misté kloubu. Prvni, druhy a tieti
¢lanek nejdelsiho prstu na zadni konceting, lytko (fibula), stehno (femur), loket
(radius a ulna) a pazi (humerus). Na téchto kostech jsem zkusil mnoho rizné tlustych
fezll. Na mikrotomu jsem nastavil tloustku na 7 um a pak jsem zvySoval hodnotu az
na 50 um. U prstd jsou tyto klouby viditelné jako svétlé skvrnky mezi €lanky prsti
(Kumbar & Lad 2017). Ziskané kosti byly vlozeny do eppendorfky s 96 % ethanolem.
Vzorky byly ulozeny do mrazdku pro pozd¢jsi pouziti. Déle byly kosti vyvafeny ve
vode se 100 °C tak, aby pfebytecna mekka tkan odpadla, tim jsem dostal Cisté, bilé
kosti, které jsem vratil zpét do eppendorfky s 96 % ethanolem. Mé metody pro vyzkum
skeletochronologie bylo n¢kolik: s dekalcifikaci a bez dekalcifikace a bez pouziti ¢i
S pouzitim fixa¢niho ¢inidla. Mezi témito metodami je rozdil, ze ¢ast vzorkd pro
dekalcifikaci byly ponoifeny do kyseliny dusi¢né na 90 minut. A s fixa¢nim ¢inidlem
abez. Zde jsem vzorky rozdé€lil na ¢asti 2 ¢asti. Prvni ¢ast jsem dekalcifikoval v 5 %
HNO3 po dobu 90 minut a s druhou ¢asti jsem tento krok vynechal. Nasledné byly
vzorky dany do ethanolové fady pro odvodnéni kosti. Ethanolova fada zac¢inala pti 70
% ethanolu, po 90 min. byly vzorky ptfedany do 80 % ethanolu a na zavér po dalSich
90 min. do 96 % ethanolu ve kterém byly ponechany do dalsiho dne (24 hod). Po
ethanolové fade nasledovala fixace vzorkl do parafinu. Opét u nékterych jsem pouzil
pted parafinovanim Fixaéni ¢inidlo Roti®-Histofix ECO Plus, které mélo za tkol
obalit kost ochrannou vrstvou. Vzorky byly vlozeny do platové nadoby ve tvarech
krychle o rozmérech 14,5x9,5 cm stim, ze jednotlivé krychle mely 1,5%2x1 cm.
Vzorky v parafinu se nasledn¢ fezali na fezacce Microm Ergostar HM 200 na 7-50 um
tlusté prouzky. Hotové fezy se daly do kapky vody na vaficku Prazitherm s 50-60 °C,
kde se srolované prouzky roztdhly. Na nékteré podlozni sklicka byl pouZit lysin pro

lepsi zafixovani.
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3.2 Barveni a pozorovani

Pro odparafinovéani jsem pouzil ROTI®-HISTOL na bazi limonenu. Na podlozni
sklicko se vzorkem jsem nakapal Pasteurovym kapatkem histol. S opakovanim
Vv intervalu 3x10 min. Histol jsem vym¢nil za 96 % ethanol a opét jsem opakoval 3x5
min. nakonec pfisla fada na 70 % ethanol také v intervalu 3x5 min. Pro kazdou
chemikalii jsem pouzil jiné kapatko, aby nedoslo k fedéni ¢i slouc¢eni chemickych
latek. Poslednim krokem bylo uz jen oplachnout vzorky destilovanou vodou
v intervalech 3x5 min. Pro nabarveni vzorku jsem pouzil H&E Fast Staining Kit, ktery
obsahoval Fast Staining H&E roztok 1 a Fast Staining H&E roztok 2. Tato chemikalie
se skladd ze dvou slozek, a to jsou hematoxylin a eosin. Barveni mé kroky:
1) deparafinace, ii) zavodnéni, iii) vlastni barveni, iv) odvodnéni, v) projasnéni a vi)
zamontovani. Barveni probihalo tak, Ze jsem na vzorky nakapal ¢inidlo ¢.1 a po 6 min.
oplachnul kohoutkovou vodou po dobu 10 sec., dalsim krokem byla 0,1 % kyselina
chlorovodikova pro diferenciaci. Poté jsem omyval podlozni skli¢ko se vzorky opét
kohoutkovou vodou po dobu 6 min. Pti tomto kroku se zacaly vzorky postupné
obarvovat do modré az fialové barvy. Nasledovalo ¢inidlo ¢.2, které jsem nechal
pusobit po dobu 30 sec. Kone¢nym krokem celého postupu barveni bylo oplachovani
kohoutkovou vodou také po dobu 30 sec. Veskerou kohoutkovou vodu jsem pokapaval
Pasteurovym kapatkem, abych minimalizoval vyplach vzorku kosti mimo podlozni
skli¢ko. Nabarvené vzorky jsem nechal okapat a ususit, poté jsem pozoroval pod

svételnym mikroskopem typu Olympus CHK2-F-GS.



4. Vysledky

Pro vyzkum jsem pouzil 40 jedincti uhynulych z pfedchozich vyzkumt. Determinoval
jsem pohlavi u vSech jedinct, vzorky pochazely od 17 samic a 23 samct.Pi1 méfeni
velikosti téla (SVL) jsem naméfil nejvyssi hodnotu 80 mm. Nejmensi jedinec méiil 50
mm. Primér vSech naméfenych hodnot je 63,9 mm, SD + 5,2 mm. Primérna velikost
u samic ¢inila 66,5 mm, SD £ 5,1 mm. U samci tato hodnota byla vyrazné mensi 61,9
mm, SD + 4,2 mm (viz Tab. 1). Na platcich pii 7 um se vzorky ztracely a na vzorcich
kolem 50 um se kosti tfistily, coz bylo poznat i podle zvuku, pifi kontaktu s nozem na
mikrotomu. Nékteré vzorky jsem ponechal ve fixaénim ¢inidle. Fixa¢ni ¢inidlo obalilo
kost a m¢lo zarucit nedrceni kosti pii tlaku noze, ale nebyla zaznamenéna zadné zména
S pouzitim €1 bez pouziti fixaéniho ¢inidla. Dohromady bylo téchto vzork 280. Pro

dekalcifikaci bylo pouzito 24 kosti. Bohuzel ani to nepfispélo k lepS§imu vysledku.

Tab. 1: Namétené hodnoty jedinct T. cristatus.

¢islo sex mm ¢islo sex mm
1 F 60 21 M 65
2 F 65 22 F 65
3 M 65 23 M 65
4 F 64 24 F 70
5 M 62 25 F 70
6 M 60 26 M 65
7 M 60 27 M 60
8 M 67 28 M 70
9 F 60 29 M 60

10 F 60 30 M 60
11 M 62 31 M 65
12 F 65 32 M 60
13 M 57 33 F 70
14 F 67 34 M 50
15 F 65 35 M 60
16 F 70 36 F 60
17 M 65 37 F 80
18 M 55 38 F 70
19 M 60 39 M 65
20 F 70 40 M 65
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5. Diskuze

Je znamo hned nékolik zptisobd, jak zjistit vék u obojzivelnikt (Psittacosis 1973).
Nejznaméjsi je asi pomoci SVL - urovani véku podle velikosti t€la od $picky hlavy
po kloaku (Roitberg & Smirina 2006; Guarino et al. 2015; Kanat & Tok 2015). Tato
metoda je neptesna pravé diky vlivu vné&jSich faktorti na jedince (Ngo et al. 2020).
Vyhodou této metody je neinvazni pfistup ke zviratim, ale na ukor piesnosti.
Odchylka stanoveného véku muze byt i nékolik let. Muze se tak stat, ze dva jedinci,
ktefi budou mit stejnou velikost téla, budou mit rozdilny veék. V né€kolika pracich je
zminovan veék se zavislosti na poctu erytrocytd v Kkrvi (Arikan & Cigek 2014).
Erytrocyty patii mezi nejvétsi krevni buiiky u zvifat (Cevik et al. 2006). Nabizi se zde
otazka, zdali nenastdva zavislost obsahu erytrocytl v krvi na nadmotské vysce. Na totu
metodiku je stale malo studii a mohlo by byt zajmem dalSich studii. Existuje i metoda,
ktera vySetfuje wvnitini organy obojzivelnikli, ale tato metoda je nepriikkazna
(Marunouchi et al. 2000). Dalsi metodou je metoda skeletochronologie (Ento & Matsui
2002; Roitberg & Smirina 2006). Dle studie Reinharda (2015) mély samice délku téla
86,7-109,9 mm (pramér €inil 98 mm, SD + 7,6 mm) a byly v priméru 11,1 rokd staré
(5-19 let), velikost samci Cinila 81,8-112,2 mm (v praméru 96,0 mm, SD =+ 8,0 mm)
a rozmezi staii bylo 4-20 let. Ve studii Uzuma & Olguna (2005) méli samci méli délku
téla, od kloaky po hlavu, od 60-82 mm (priimér 72 mm, SD =+ 6,6 mm) a samice mély
délku téla od 55-90 mm (s pramérem 73,7 mm, SD £ 10,3 mm), vék samci ¢inila 5,5,
SD + 1,2 roku a u samic 5,6, SD £ 2,1, nejstarsi juvenil mél 2 roky a vek dospélosti je

odhadovan na 3-4 roky.

Metoda skeletochronologie se mi zda jako jedna z nejpiesnéjsich metod, i kdyz
existuji situace, kdy krouzkové linie (LAGy) nejsou dosti Citelné ¢i se piekryvaji. VEk
se spocita sectenim LAGU, které znazornuji preruSené obdobi rustu. Sinsch (2015)
uvadi ve své praci, Ze u jedinct do 8 let se d& piesné stanovit vek, u starSich jedincl
LAGry ztraci. Aby byla determinace véku co nejptesnéjsi, doporucuji se LAGy pocitat
ve vice pozorovateld, kteti jsou nezavili (Sinsch 2015). Hrozi zde i riziko, Ze starsi
jedinci uz nékdy pfisli o koncCetinu a ziskany vzorek je regenerat, ¢imz zkresli
vysledky. Tato metoda je vhodna pro vSechny adultni savce, obojzivelniky i plazi
mirnych klimatickych past, kde se stiidaji roéni obdobi. Cerpal jsem z mnoha &lankd,

které pochazi pravé z mirnych pasu severni polokoule, jako je napf. Turecko,
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Némecko, Polsko, USA a dalsi, dokonce jsem nasel i ¢lanky z Jizni Ameriky, jako je
Argentina ¢ili tato metoda mé uplatnéni v mnoha statech po celé Zemi. RozliSovat veék
podle délky téla (od kloaky po hlavu) se mi zda nespolehlivé, na velikost téla miize
mit vliv mnoho faktorii, jako napft. rybi osddka — vliv predator, nadmoiska vyska,
chemizmus vody, vegetace ve vodé anebo tfeba pocetnost syntopnich druhti apod.
Také rast po dosazeni dospélosti se vyznamné zpomaluje (Caetano & Leclair 1999).
Tato metoda ma velké vyhody, ale také nevyhody. Vyhodou je napft. to, Ze se jedna
0 presnou metodu zjisténi veéku nejen U ocasatych obojzivelniki. Dale, diky vysoké
regeneraci koncetin obojzivelnikli, se zvife nemusi usmrcovat a chybégjici ¢lanek
znovu doroste. Nejvétsi nevyhodou této metody je nepochybné naruSeni tkani
u zvitete, déle stres a riziko zdnétu rany vytvotené ustipnutim prstu (Clark 1972). Zde
je i moznost malformaci po ztraté¢ tkané a prozitému stresu (Macat et al. 2019).
Skeletochronologie je invazni metoda, kterd ma slozity postup, ve kterém se nesmi
udélat chyba. Dale k nevyhodam ptidavam i v€k ¢olka, coz se zda byt absurdni, ale je
zde 1 moZnost, ze star$i jedinec mohl o ¢lanek prstu ¢i koncetinu pfijit a mohlo by se
jednat o regenerat (Brockes 1997). Také u starSich jedinct jde determinovat vek hiife
(Sinsch 2015).

Obr. 6: Porovnani velikosti erytrocytd u riznych zivocichti: 1) Pteromyzon marinus,
2) Raja sp., 3) Pleuronectes solea, 4) Amphiuma sp., 5) Proteus anguineus, 6) Rana
sp., 7) Testudo graeca, 8) Lacerta sp., 9) Struthio camelus, 10) Gallus gallus, 11)
Lama sp., 12) Elephas sp., 13) Capra sp., 14) Homo sp. (Stephan 1954, upraveno:
Arikan & Cicek 2014)
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Tab. 1: Statistika SVL rodu Calotriton asper obyvajici jezerni biotop a tekouci vody

podle pohlavi (Oromi 2014).

Population Sex n Mean £+ EE Minimum-Maximum

Lake males 55 62.8 +04 54.0-71.0
females 23 629 + 0.8 56.0-70.0
immatures 32 48.6 = 1.1 39.7-60.0

Stream males 21 70.1 £0.5 64.8-74.5
females 45 724 £ 0.5 63.8-78.1

Tab. 2: Statistika véku, SVL a vahy u druhu B. bombina (Biilbiil et al. 2018).

[C;lsarac- Sex n Mean Range SE SD
SVL agd 20 346 283-443 0.9 3.83
Age 20 4.1 2-6 0.3 1.25
SVL QQ 15 349 30.1-38.0 0.7 2.64
Age 15 4.5 3-7 0.3 1.06
SVL agd 35 347 283-443 0.6 334
Age QQ 35 4.2 2-7 0.2 1.19

Note. For abbreviations, see the text; n, number of samples; SD, stan-

dard deviation; SE, standard error.

Tab. 3: Biometrické hodnoty SVL M. caucasica (Beser et al. 2017).

Age, years N Mean Minimum Maximum S.E. S.D.
Males
5 1 59.20
6 7 60.34 574 62.7 0.79 2.1
7 9 63.28 61.0 65.6 047 145
8 7 66.37 64.8 68.1 047 125
9 1 67.69
10 2 70.41 69.8 71.1 0.64 0.9
11 1 74 46
Females
4 4 52.06 51.0 52.6 0.38 0.76
5 9 54.68 51.9 545 0.72 2.18
6 8 59.66 58.1 61.1 037 1.06
7 7 62.96 60.1 65.5 0.8 2.12
8 2 67.60 66.0 69.2 1.61 227

Notes. N, The number of specimens; S.E., standard error; S.D., standard deviation.
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Tab. 4: Pocet jedinct, prumérna dlouhovékost a SVL pro N. kaiseri
(Farasat & Shafiri 2016)

Age (years) SVL (mm)
n Mean + SE Range n Mean + SE Range
Branchial juveniles 4 0.4 4 23.67 = 1.16 20.7-26.9
Metamorph juveniles 8 0.7 - 8 31.78 = 0.58 29.33-33.24
Adult males 27 7.74 = 0.30 4-14 27 54.67 = 0.72 48.8-60.1
Adult females 46 6.81 = 0.58 4-12 46 63.31 = 0.68 54.1-73.8

Tab. 5: Vékova struktura populace (dle skeletochronologic) a délka t¢la u 4
syntopickych druhiiobojzivelniki (Cogélniceanu & Miaud 2003).

Age (years) Body length (mm)
N Mean Mm. Max? SD CV (%) N Mean M. Max? SD CV (%)
Triturus vulgaris
Males 3 — 3 5 — — 4 — 30.0 36.9 — —
Females 14 41 3 6 12 29.7 17 347 309 398 2.09 6.1
Triturus dobrogicus
Juveniles 11 1.7 1 3 0.79 454 10 46.3 38.1 61.8 6.71 145
Males 16 2 4 0.75 235 16 65.0 412 78.1 880 135
Females 21 35 3 5 0.68 195 21 68.9 62.0 848 6.60 9.6
Bombina bombina
Males 13 34 2 3 093 276 13 36.6 303 40.0 295 8.1
Females 20 34 2 5 1.04 312 20 36.8 305 41.0 2.96 8.0
Rana esculenta complex
Juveniles 9 2% 0 4 — 9 469* 321 678 — -
Males 7' st 4 10 — — 7 8155 642 89.0 — —
Females 29 6.7 4 10 1.89 28.28 29 95.6 66.6 118.8 1629 17.1
“Longevity.
*Median.

Skeletochronologie se bézné pouziva jak u obojzivelnik (Arantes et al. 2015;
Campbell et al. 2018), tak u plazti (Borczyk & Pasko 2012; Castanet et al. 2014;
Altunisik et al. 2016). Oromi (2014) se ve své praci zabyva rozdilnostmi mezi
populacemi mloka bradavi¢natého (Calotriton asper), jenz jedna obyva jezero
a druha tekouci vody za uziti metody skeletochronologie. Dle studie Pineira (2019)
zabyvajici se chronologii LAGU a velikosti téla u druhu Argenteohyla siemersi zase
uvadi, Ze kustky ocistil v €isté vodé po dobu 30 minut a poté je nechal v 5 % kyseliné
dusi¢né na 1-3 hodiny, poté byly vzorky zafixovany do parafinu a nafezany rotacnim
mikrotomem na platky tlusté 14-16 pm, pak byly nabarveny Harrisovym
hematoxylinem (Pifieiro et al. 2019). Pideiro et al. (2019) uvadi, ze LAGy byly
pozorovany optickym mikroskopem. Metamorfézni linie byla viditelnd u vSech
vzorki, u dvou vzorki byl pozorovan prvni LAG. Biilbiil (2018) studoval veékovou
strukturu a velikosti v turecké populaci kunky obecné (Bombina bombina). Kosti

nechal v 5 % kyseliné dusi¢né po dobu 2,5 hodiny, nasledn¢ dal vzorky do parafinu

28



29

anafezal platky na 15 pm rotaénim mikrotomem apro platky pak také udélal
hematoxylinovy postup (Biilbiil et al. 2018). Obarvené vzorky jesté pokryl entellanem
a pozoroval na svételném mikroskopu (Biilbiil et al. 2018). Co se tyce vysledkd,
Biilbiil (2018) uvadi 92,5 % vzorku, které odpovidaly zimni linii na prafezu kosti, byla
resorpcni linka u 13,51 %, ale nikdy nebyla potiz s determinaci véku jedince, u 17,14
% byla pozorovana dvojita ¢ara (Biilbiil et al. 2018). Nejstarsi pozorovani jedinci méli
6 a 7 let, vék dospélcu byl 2 let, pozorovan v 74,29 %, 3 roky u 22,86 % a 4 roky
u 2,85 % (Biilbiil et al. 2018). Rozsah véku pozorovanych jedinct byl 3-7 u samic
a 2- 6 u samcu a mezi délkou téla a vékem nebyla zadna korelace. Gustafson (2015)
jehoz prace se zabyvala skeletochronologickym hodnocenim vztahu véku
a parazitismu u skokana lesniho (Lithobates sylvaticus) ve své praci napsal, ze ¢lanky
prsti uchoval v 10 % formalinu s neutralnim pufrem pro minimalni dobu 3 dny, pak
pouzil 3 % kyselinu dusi¢nou a nechal pusobit 5-7 hodin, reakce byla neutralizovana
nahrazeni kyseliny fosfatovym pufrem, tak to nechal po dobu 24 hodin, aby zajistil
neutralizaci. Odstranil pfebytecnou tkan a vlozil kosti do mraziciho gelu, teplota ¢inila
-20 °C a na mrazicim mikrotomu fezal na tloustku 18-20 um, pro obarveni pouzil
hematoxylin dle Ehrlicha, pak pfesunul vzorky do vodni 1azné s destilovanou vodou
na 6-10 minut (Gustafson et al. 2015). Pozorovani jedinci méli vékovy rozdil 4-9 roku
(Gustafson et al. 2015). Rozlisny postup mél Kaczmarski (2016), ve své praci
0 anomaliich v kostech evropské zaby ropuchy obecné (Bufo bufo), ktery
dekalcifikoval 10 % kyselinou mravenci a 4 % formalinem po dobu  2-4 hodiny.
Vzorky byly nasledné oplachnuty ¢istou vodou po ctyfech vyménach po 10 minut, po
dokonceni oplachu byly ulozeny v 80 % ethanolu a vystavény mrazivému mediu, Kosti
krajel na 10 pm mrazicim mikrotomem a ¢lanky prsti byly obarveny 0,05 %
Kresolovou violeti (Kaczmarski et al. 2016). Jedinci byli sbirani uz mrtvi u silnic ze
dvou rozlisnych mist, a to z venkova a z ptiméstské oblasti (Kaczmarski et al. 2016).
V obou populacich pievladaly 3-4 roky stafi jedinci, nejmladsi jedinec byl 2ro¢ni
a nejstarsi mél 7 let pficemZ nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi populacemi
(Kaczmarski et al. 2016). Podobny postup mél i Reinhard (2015) studoval vék
a plodnost u druhu mloka alzirského (Salamandra algira), ktery se ale ve své praci
nezminuje o dekalcifikaci, jeho vzorky byly 7 um tenké. Beser et al. (2017) zminuje
ve své praci o vékové struktute a velikosti téla u mertensiely kavkazské (Mertensiella
caucasica) uchovavani ¢asti kosti v 70 % ethanolu nasledné oplachnuti a nejvétsi kosti

dal na dekalcifikaci do 5 % kyseliny dusi¢né na 1,5-2 hodiny, dekalcifikované kosti
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pak nechal ptes noc v Cisté vodé. Kosti pak nafezal v oblasti diafyzy na 18 pm tenké
prouzky kryostatickym mikrotomem, vzorky byly ponechany v hematoxylinu dle
Ehlricha po dobu 5 minut a nasledné byly vzorky pieneseny do glycerinu na podlozni
sklicko (Beser et al. 2017). Vysledné LAGy sledoval pod mikroskopem, vSechny
vzorky mély pod mikroskopem po obarveni jasné soustiedné kruhovité linie. Beser
(2017) také pozoroval linie po hibernaci a linie po aestivaci. Aestivaéni linie byly vzdy
svétlejsi barvy a blizko hiberna¢nim liniim (Beser et al. 2017). Farasat & Sharifi
(2016), kteti me€li vyzkum na téma starnuti a rast Colka luritanského (Neurergus
kaiseri) zase pouzili metodu, kdy odstranéné kosti vlozili do 70 % ethanolu a pro
dekalcifikaci zvolili kyselinu ethylendiamintetraoctovou, kterou nechali pasobit 24
hodin. Na rotaénim mikrotomu pak natfezali kost na prouzky na 8-10 um a vysledky
pak sledovali na svételném mikroskopu (Farasat & Sharifi 2016). Hodnotili celkem 73
vzorkdl z toho 27 samcl a 46 samic, nNa vzorcich pozorovali siln¢ hematoxylinové
nepravidelné linie, vzorky odebirali dvakrat v roce v hlavnich obdobich: reprodukéni
obdobi (kvéten-Cerven) a obdobi ristu (kvéten-listopad), pticemz vétSinu dospélych
(97,26 %) ziskali v reprodukénim obdobi (Farasat & Sharifi 2016). Mezi dospélci byl
signifikantni rozdil mezi velikosti samic a samci (Farasat & Sharifi 2016).
Uziim & Olgun (2009) ve své praci: vk, velikost a riist ¢olka balkanského (Triturus
karelinii) uvadi, ze kosti napfed oplachoval pod tekouci vodou 24 hodin,
dekalcifikoval 2 hodiny v 5 % kyseling dusi¢né a znova nechal pod vodou asi 12 hodin,
pak fezal na mrazicim mikrotomu na 14-16 um tenké platky, tyto platky obarvoval
hematoxylinem dle Ehrlicha, poté je dal do glycerinu a pozoroval svételnym
mikroskopem. Cogalniceanu & Miaud (2003) pise o vékové struktute a ristu populace
u ctyt syntopickych druhit obojzivelniku obyvajicich luzni nivu. Pouzil pro
dekalcifikaci pouzil 3 % kyselinu dusi¢nou a nechal pusobit 1-4 hodiny, podle toho,
jak byla kost velka, nasledné nechal kosti oplachnout pod tekouci vodou 12 hodin, na
mrazicim mikrotomu nafezal kost v misté diafyzy na 12-16 um tenké platky a tyto
vzorky nabarvil hematoxylinem dle Ehlricha (Cogélniceanu & Miaud 2003).
Pozorovani probéhlo svételnym mikroskopem, kde u jednoho druhu colka byli
nejmladsi dospélci u samceii 1 samic 3 roky, zatimco u druhého druhu byli samci o rok
diiv v dosp€lém stadiu nez samice (Cogédlniceanu & Miaud 2003). Kopecky (2009)
zveiejnil vysledky svého vyzkumu na vékovou strukturu populace ¢olka horského
(Ichthyosaura alpestris) rozmnozujici se v malych periodickych nadrzich. Jeho

uspésnost byla 16 % s komentafem, Ze nedostatecné odstiihavali prsty (Kopecky
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2009). Miaud et al. (2000) mél
Diaz- Paniagua & Mateo (1999) uvadgji uspésnost 95 %. Smirina & Rocek (1976)

uspésnot 42 %, ale tieba

m¢eli dokonce 100 % tspésnost.

Tab. 6: Porovnani dekalcifikace a fyzikalni fixace vzorki.

Autor dekalcifikace/Cas fixace
Oromi (2014) 3% HNO3/5 min. —
Pineiro (2019) 5% HNO3/1-3 hod. parafin
Biilbiil (2018) 5% HNO3/2,5 hod. parafin
Gustafson (2015) 10% formalin/ 72 hod. parafin
10% CH202 + 4% formalin/2-4

Kaczmarski (2016) hod. —
Reinhard (2015) — parafin

Beser (2017) 5% HNO3/2,5-3 hod. —
Farasat & Shafiri (2016) EDTA/24 hod. —
Uzum & Olgun (2009) 5% HNO3/2 hod. —

Cogalnicean (2003)

3% HNO3/1-4 hod.
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Tab. 7: Ukazka nékolik metod skeletochronologie. Autor, fixace, dekalcifikace,
tloustka fezd, barveni (A Protocol for Aging Anurans Using Skeletochronology 2008).

Source' Fixative Decalcifier (type/duration) Section’ Stain (type/duration)
Acker and others. 1986(a) 1-2% trypsin RDO2h 15 pm/r Delafield:s hema./30-35 m
Ash and others, 2003(u) 70% ethanol 3% nitric acid/6-8 h 15 pm/f Ehrlich’s hema /7m
Bastien and Leclair. 1992(a) ns' 3%nitric acid/6 h 16 pm/f Ebrlich’s hema./ ns
Bruce and others. 2002(u) (see Castanet and others. 1996)
Castanet and others, 1996(u) 10%formalin/70% ethanol 3% nitric acid/1-2 h 15 & 20 pov/f Ehslich’s hema /15 & 20 m
Driscoll. 1999(a) Bouins Fluid Bouins Fluid/overnight 7 pm/r Ehrlich’s hema /15 m
Eaton and others. 2005(a) 70% ethanol RDO Rapid Decal’3 h 8 um/r Harris” hema /3-10 m
Eden and others, 2007(u) 70% ethanol 3% nitric acid/ns 20 pnv/f Harris” hema/ ns
Erismis and others, 2002 70% alcohol 5% nitric acid/4 h 10-12 pmv/ns ns/ns
Gibbons and McCarthy, 1983(a) | 10% formol Dilute formol-nitric acid/1-2 d 10-15 pmy/ ns Ehrlich’s hema / ns
Hasumi and Watanabe, 2007 10% formalin 5% formic or nitric acid’24 h+ | 8-16 pm/r Carazzi’s hema. or Jordet Dip-Quick/ns
Hemelaar, 1985(a) (see Hemelaar and van Gelder. 1980)
%?82;3’ and van Gelder, 70% ethanol 5% formic acid/ =1 h 20 pm/f Delafield’s hema /30 m
Khonsue and others. 2002(a) 10% formalin 5% nitric acid/60-90 m 20-22 pvf Hayer’s acid hemalum hema./30 m
1240"3‘1"(’:)’ and Pancharatna, 10% formalin 5% nitric acid/ns 8 pm /s Harris hema /ns
Kusano and others. 1995(a) 10% formalin 5% nitric acid/2-3 h 20 pnv/f Delafield;s hema./30 m
Kusrini and Alford. 2006(a) 4% formalin 10% formic acid/~24 h 10 pm/r Mayer;s hema/ ns
Leclair. 1990(a) (see Leclair and Castanet. 1987)
Leclair and Castanet, 1987(a) 70% alcohol 3% Nitric acid@ h 20 pm/f Ehslich’s hema /25 m

Pfi pozorovani vzorkl pod svételnym mikroskopem, jsem pozoroval pouze malé
fragmenty rozdrcenych kosti. Zacatek vyzkumu jsem zahajoval odnétim koncetin od
téla. Dal$im krokem bylo vyvareni pfebytecné tkdn€é. Mohlo dojit k n¢kolika chybam,
které mohly nastat béhem naslednych krokl. Po vyvateni nasledovala, u nékterych
vzorkt, dekalcifikace v5 % kyseliné dusi¢né po dobu 1,5 hodiny. Mij postup
dekalcifikace se shodoval hned s n¢kolika autory jako je napt. Pifieiro (2019)
a Beser (2017), ktefi taktéz pouzili 5 % kyselinu dusi¢nou po dobu 1,5 hodiny.
NejkratS$i dobu pro dekalcifikaci mél Oromi (2004), ktery pouzil 3 % kyselinu
dusi¢nou po dobu jen 5 minut. Naopak nejdelsi dekalcifikace trvala 5-7 hodin se 3 %
kyelinou dusisnou (Gustafson 2015). Kaczmarski (2016) jako jeden z mala pouzil
10 % kyselinu mravenc¢i smichanou se 4 % formalinem v poméru 1:1 a to po dobu 2-
4 hodiny. Podle Reinharda (2015), ktery nepublikoval zadnou dekalcifikace jsem
nekteré vzorky hned vlozil do parafinu bez dekalcifikace. Dalsim krokem v mém
vyzkumu byla ethanolova tada, kdy si vzorky prosly nékolika kroky s rtiznym
pomérem ethanolu, kvili odvodnéni Kosti. U zadného z nich jsem nevidél tento krok.

Autofi zminuji pfechovavani vzorka v 70 % alkoholu. Nékolik z nich uvadi, Ze m¢li
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n¢jaky krok po dekalcifikaci, jako Kaczmarski (2016), ktery po dekalcifikaci
oplachoval kosti vodou po ¢tyfech vyménach a nasledné je uskladnil v 80 % ethanolu,
pak nechal na vzorky plisobit mrazivé medium. Prace od Besera (2017) informuje
0 ponechani vzorkl v kohoutkové vodé do druhého rana. V tomto bod¢ jsem rozdélil
vzorky, které prosly jinymi postupy. Jeden z postuptl bylo, Ze jsem kosti zafixoval do
parafinu. Stejny postup uvadéji i Pifieiro (2019) a Gustafson (2015). Dalsi postup bylo
ponechani pusobeni fixac¢niho ¢inidla ROTI® Histofix ECO Plus, které mélo obalit
kost a tim snizit Sanci na jeji rozdrceni pfi tlaku noze mikrotomu. VSechny vzorky
ulozené do parafinu jsem nechal vychladnout. Parafinové vzorky s kostmi jsem
pfipevnil na dievénou kostku pomoci skalpelu a kahanu. Fixace na dievénou kostku
jsem provedl kvuli lepSimu pfichyceni na mikrotomu. Mikrotom, ktery jsem pouzil
byl posuvny. Na rozdil od autorii jsem pouzil jiny typ mikrotomu. Posuvny mikrotom
ma niiz ve vertikéalni poloze. Néklon noze se da zménit od 0 ° po 5 °. Vzorek se upevni
do drzaku a posouvanim packou se posouva niiz blize ke kosti. Drtiva vétsina uvadi
pouziti mraziciho mikrotomu, ktery méa ntz horizontdln¢ a vzorek se pfipeviiuje
pomoci mrazicitho plynu. NuZz u mraziciho mikrotomu je V horizontalni poloze
a posouva se pakou do ptulkruhu. Dal§im typem mikrotomu je mikrotom rotacni, ktery
je funkéné podobny posuvnému mikrotomu az na ten rozdil, ze rotaéni mikrotom ma
packu, kterd se toci do kruhu. Vysledné fezy vypadaji jako dlouhy koberec. Rota¢ni
mikrotom uvadi tieba Farasat & Sharifi (2016) ¢i Biilbiil (2018). Co se tloustky fezl
tyCe, kazdy autor uvadi jiné tloustky. Nejtenc¢i hodnoty mél Reinhard (2015), ktery
fezal na 7 pum. Hned po ném nasledoval Kaczmarski (2016) s 10 um. Pifieiro (2019)
a Olgun (2009) uvadéji stejnou hodnotu 14-16 um a nejtslustsi vzorky méli
Beser (2017) a Gustafson (2015), ktefi m¢li vzorky na 18-20 um.

V mé praci jsem experimentoval 1 s tloustkou fezu u vSech casti kosti.
V riiznych postupech je pokazdé uvadéno jinaci hodnota tloustky fezu, v mém piipadé
jsem zkousel fezy na Skdle od 7 pm az po 50 pm. Ve studiich, viz vyse, je uvedeno
nékolik hodnot jako napi. 14-16 um (Beser 2017), 18-20 um (Gustafson 2015) nebo
dokonce 8-10 um (Farasat & Sharifi 2016). Odfezaval jsem na vétsi Skale hodnot, nez
jsou hodnoty v uvedenych praci, to vsak nepomohlo a kost se odstipovala ¢i drtila pii
jakékoli tloust'ce fezu. Je mozné, Ze pouzitd bfitva byla zastarald a nemusela byt tak
ostra jako nova. S nejlepsimi vzorky jsem zkusil odstranit parafin a nasledné nabarvit.

Dal$i moznosti, pro¢ mi vyzkum nevysel je ten, Ze pti odstraniovani parafinu roztokem
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Histolu ¢i barveni se mohly vzorky lehce splachnout s vodou, kterou jsem umyval
podlozni sklicka se vzorky i pies pouziti Pausterova kapatka a opatrného zachazeni.
Poslednim krokem pied samotnym pozorovanim je barveni. Drtivd vétSina autort
uvadi pouziti pfi barveni Ehlrichiiv hematoxylin. Pro moji praci jsem pouzil
hematoxylin-eosin. Na trhu miizeme najit hned nekolik typd hematoxylinu. Beser
(2017), Gustafson (2015) i Olgun (2009) uvadeéji pouziti hematoxylinu dle Ehlricha.
Pifieiro (2019) ve své praci publikoval Harrisiv hematoxylin a prace Biilbiila (2018)
neuvadi zadny urcity typ hematoxylinu. Pod mikroskopem jsem bud’to nenasel zadné
vzorky anebo jsem pozoroval jen malé fragmenty rozdrcené kosti na kterych se nedaly
vypozorovat LAGY. Nebyl zaznamendn zadny rozdil u vzorkl s pouzitim tohoto

¢inidla ¢i bez.
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6. Zavér

V mé praci jsem porovnaval metody pro stanoveni véku u ocasatych obojzivelniki
s diirazem na metodu skeletochronologii. Metoda SVL se ukdzala jako malo piesna.
Pro urcovani véku z krevnich erytrocyti je dle mych soucasnych poznatkit malo
publikaci.. Ze vSech metod se ukédzala metoda skeletochronologie jako nejptesné;si
a casoveé mén¢ narocna oproti jinym metodam. V mé studii nebylo mozné stanovit vék
T. cristatus nejspi§ zddvodu nespravného chemického postupu (problém
v dekalcifikaci a fixaci) anebo tupého noze na posuvném mikrotomu. Pro dalsi
vyzkum bych zvolil jiny typ mikrotomu, jako napf. kryo-mikrotom, ktery by mohl
ulehdit préci se vzorky, které by nepottebovaly fyzikalni fixaci. Dale bych zvolil delsi
¢i odlisny typ dekalcifikace. Jako poslednim bodem bych se zaméfil na ¢lanky prsti
anebo kost femur. Tato prace i pfesto mize poskytnout cenné informace o uréovani

véku U ocastacyh obojzivelniki, zejména jedincu T. cristatus.

35



7. Literatura

Alford RA, Richards SJ. 1999. Annu. Rev. Ecol. Syst. 1999. 30:133-65

Altumsik A, Kalayci TE, Uysal I, Tosunoglu M, Ozdemir N. 2016. Age, adult survival
rate, and adult life expectancy of a Podarcis tauricus population (reptilia: lacertidae)
from saros bay, Turkey. Russ J Herpetol. 23(4):278-282.

Arantes [ da C, Vasconcellos MM, Boas TC V., Veludo LBA, Colli GR. 2015. Sexual
Dimorphism, Growth, and Longevity of Two Toad Species (Anura, Bufonidae) in a
Neotropical Savanna. Copeia. 103(2):329-342.

Arikan H, Ci¢ek K. 2014. Haematology of amphibians and reptiles: A review. North
West J Zool. 10(1):190-2009.

Baker J, Beebee T, Buckley J, Gent T, Orchard D, Teacher A, Bennett A, Bernhard T,
Brady L, Coward D, et al. 2011. Amphibian Habitat Management Handbook.

Bournemouth.

Beser N, Avci A, Ilgaz C, Tuniyev SB, Tuniyev BS, Uziim N. 2017. Age structure and
body size of Mertensiella caucasica (waga, 1876) (caudata: Salamandridae) in a
population from Turkey. Russ J Herpetol. 24(3):202-208.

Borczyk B, Pasko L. 2012. How Precise are Size-Based Age Estimations in the Sand
Lizard (Lacerta Agilis)? Zool Pol. 56(1-4):11-17.

Bouragaoui Z, Nouira S. 2019. Age Determination in the Sand Lizard Psammodromus
algirus (Reptilia; Lacertidae) by Means of Skeletochronology. Curr Herpetol.
38(2):173-179.

Brockes JP. 1997. Amphibian limb regeneration: Rebuilding a complex structure.
Science (80- ). 276(5309):81-87.

Brum AJC, Loebens L, Dos Santos MB, Cechin SZ. 2019. First record of growth rings
for 11 native subtropical anuran species of South America. An Acad Bras Cienc.
91(4):1-7.

Biilbiil U, Eroglu Al, Kurnaz M, Kaya ZM, Ko¢ H, Eroglu SA. 2018. Age structure
and some growth parameters in a population of Bombina bombina (L., 1761) from
Turkey. Russ J Herpetol. 25(3):221-226.

36



Cajade R, Marangoni F, Gangenova E. 2013. Age, body size and growth pattern of
Argenteohyla siemersi pederseni (Anura: Hylidae) in northeastern Argentina. J Nat
Hist. 47(3-4):237-251.

Campbell LJ, Garner TWJ, Tessa G, Scheele BC, Griffiths AGF, Wilfert L, Harrison
XA. 2018. An emerging viral pathogen truncates population age structure in a
European amphibian and may reduce population viability. PeerJ. 2018(11):1-20.

Carranza S, Oromi N, Amat F, Sanuy D. 2015. Sexual dimorphism and age structure
of the Montseny newt (Calotriton arnoldi). Amphib Reptil. 36(3):245-252.

Caetano M. H. & Leclair R. Jr. (1999): Comparitive phenology and demography of
Triturus boscai from Portugal. — J. Herpetol. 33: 192-202.

Castanet AJ, Newman DG, Girons H Saint, Herpetologica S, Mar N. 2014.
Herpetologists > League Skeletochronological Data on the Growth , Age , and
Population Structure of the Tuatara , Sphenodon punctatus , on Stephens and Lady
Alice Islands , New Zealand SKELETOCHRONOLOGICAL DATA ON THE
GROWTH , AGE , AND POPULATION STRUCTU. 44(1):25-37.

Cevik IE, Arikan H, Kaya U, Atatiir MK. 2006. Comparative morphological and
serological studies of three Anatolian Mountain frogs, Rana macrocnemis, R.
camerani and R. holtzi (Anura, Ranidae). Amphib Reptil. 27(1):63-71.

Clarke R. D., (1972): The effect of toe clipping on survival in Fowler’s toad (Bufo
woodhousei fowleri). Copeia 1972: 182-185.

Cogilniceanu D, Bancila RI, Plaiasu R, Rosioru D, Merild J. 2017. Small-scale spatial
and temporal variation of life-history traits of common frogs (Rana temporaria) in
sub-Arctic Finland. Polar Biol. 40(8):1581-1592.

Cogalniceanu D, Miaud C. 2003. Population age structure and growth in four syntopic
amphibian species inhabiting a large river floodplain. Can J Zool. 81(6):1096-1106.

Comas Mar, Reguera S, Zamora-Camacho FJ, Salvado H, Moreno-Rueda G. 2016.
Effectiveness of phalanx skeletochronology to estimate age in living reptiles. PeerJ

Prepr.

37



Comas M., Reguera S, Zamora—Camacho FJ, Salvadé H, Moreno—Rueda G. 2016.
Comparison of the effectiveness of phalanges vs. humeri and femurs to estimate lizard

age with skeletochronology. Anim Biodivers Conserv. 39(2):237-240.

Diaz—Paniagua C. & Mateo J. A. (1999): Geographic variation in body size and life—
history

traits in Bosca‘s newt (Triturus boscai). — Herpetol. J. 9: 21-27.

Ento K, Matsui M. 2002. Estimation of Age Structure by Skeletochronology of a
Population of Hynobius nebulosus in a Breeding Season (Amphibia, Urodela). Zoolog
Sci. 19(2):241-247.

Farasat H, Sharifi M. 2016. Ageing and Growth of the Endangered Kaiser’s Mountain
Newt, Neurergus kaiseri (Caudata: Salamandridae), in the Southern Zagros Range,
Iran . J Herpetol. 50(1):120-125.

Gao J, Li X, Zhang Y, Wang H. 2018. Endochondral ossification in hindlimbs during
bufo gargarizans metamorphosis: A model of studying skeletal development in
vertebrates. Dev Dyn. 247(10):1121-1134.

Guarino FM, Crottini A, Mezzasalma M, Randrianirina JE, Andreone F. 2019. A
skeletochronological estimate of age and growth in a large riparian frog from

Madagascar (Anura, Mantellidae, Mantidactylus). Herpetozoa. 32:39-44.

Guarino FM, Crovetto F, Mezzasalma M, Salvidio S. 2015. Population size, age
structure and life expectancy in a Lacerta agilis (Squamata; Lacertidae) population
from northwest Italian Alps. North West J Zool. 11(2):241-246.

Gustafson DH, Malmgren JC, Mikusinski G. 2011. Terrestrial Habitat Predicts use of
Aquatic Habitat for Breeding Purposes — A Study on the Great Crested Newt
(Triturus cristatus ) . Ann Zool Fennici. 48(5):295-307.

Gustafson KD, Newman RA, Pulis EE, Cabarle KC. 2015. A Skeletochronological
Assessment of Age—Parasitism Relationships in Wood Frogs ( Lithobates sylvaticus )
. J Herpetol. 49(1):122-130.

Harper LR, Downie JR, McNeill DC. 2019. Assessment of habitat and survey criteria
for the great crested newt (Triturus cristatus) in Scotland: a case study on a

translocated population. Hydrobiologia. 828(1):57-71.

38



Hlavac. 2018. Hodnoceni fragmentace krajiny dopravou - metodicka prirucka. AOPK.

Janki M. 2017. Behavioralni odpovéd’ colka obecného ( Lissotriton vulgaris ) v

konfrontaci s pivodnimi a neptivodnimi predatory.

Jehle R. 2000. The terrestrial summer habitat of radio-tracked great crested newts

(Triturus cristatus) and marbled newts (T. marmoratus). Herpetol. J. 10:137-142.

Kaczmarski M, Kolenda K, Rozenblut-Koscisty B, Sosnicka W. 2016. Phalangeal
bone anomalies in the European common toad Bufo bufo from polluted environments.
Environ Sci Pollut Res. 23(21):21940-21946.

Kanat B, Tok CV. 2015. Age structure of Hemidactylus turcicus (L., 1758) (Sauria:
Gekkonidae) from southwestern Anatolia (Mugla, Turkey). Turkish J Zool.
39(3):373-377.

Kopecky. 2009. Vékova struktura populace ¢olka horského ( Mesotriton alpestris )

rozmnoZzujici se v malych periodickych nadrzich. (May 2014).
Krasa A. 2009. Globalni ubytek obojzivelnikii. Ochr ptirody.(5):30-33.

Kumbar SM, Lad SB. 2017. Determination of age and longevity of road mortal Indian
common toad Duttaphrynus melanostictus by skeletochronology. Russ J Herpetol.
24(3):217-222.

Kuzmin SL. 2001. Current State of Triturus cristatus Populations in the former Soviet
Union. :5-22.

Langton T, Beckett C, Foster J. 2001. Great Crested Newt Conservation Handbook.
Froglife, Halesworth.

Lopez JA, Antoniazzi CE, Llanes RE, Ghirardi R. 2017. Age structure, growth pattern,
sexual maturity, and longevity of Leptodactylus latrans (Anura: Leptodactylidae) in
temperate wetlands. Amphib Reptil. 38(3):371-379.

Lukanov S, Tzankov N. 2016. Life history, age and normal development of the
Balkan-Anatolian crested newt (Triturus ivanbureschi) Arntzen and Wielstra, 2013)
from Sofia district. North West J Zool. 12(1):22-32.

39



Macat Z. 2019. Morfolog ickd analyza a aktualizace rozsifeni velkych colkd na

Znojemsku.

Makovicky Peter, Kopecky O, Makovicky Pavol, Matlach R. 2015. The using of
skeletochronology as a screening method for age determination of Alpine newts
(Mesotriton alpestris): A technical report. Acta Univ Agric Silvic Mendelianae Brun.
63(2):439-446.

Marunouchi J., Ueda H. & Ochi O. (2000): Variation in age and size among breeding
populations at different altitudes in the Japanese newts, Cynops pyrrhogaster. —
Amphibia-Reptilia 21: 381-396.

Malmgren JC, Andersson PA, Ekdahl S. 2007. Modelling terrestrial interactions and
shelter use in great crested newts (Triturus cristatus). Amphib Reptil. 28(2):205-215.

Marangoni F, Barrasso DA, Cajade R, Agostini G. 2012. Body size, age and growth
pattern of Physalaemus fernandezae (Anura: Leiuperidae) of Argentina. North West J
Zool. 8(1):63-71.

Mazerolle MJ. 2015. Estimating Detectability and Biological Parameters of Interest
with the Use of the R Environment. J Herpetol. 49(4):541.

McCreary B. 2008. A Protocol for Aging Anurans Using Skeletochronology. U.S.
Geological Survey Open-File Report 2008-1209, 38 pp.

Mednikov DN. 2009. Development of limbs in urodeles and the origin of tetrapod
limbs. Biol Bull. 36(2):148-158.

Miaud C., Guyetant R. & Faber H. (2000): Age, size, and growth of the alpine newt,
Triturus

alpestris (Urodela : Salamandridae), at high altitude and a review of life-history trait
variation throughout its range. — Herpetologica 56: 135-144.

Monello RJ, Wright RG. 2001. Predation by Goldfish (Carassius auratus) on Eggs
and Larvae of the Eastern Long-Toed Salamander (Ambystoma macrodactylum
columbianum). J Herpetol. 35(2):350.

Ngo B V., Lee YF, Ngo CD. 2020. Tadpole survival and metamorphosis in the
granular spiny frog, Quasipaa verrucospinosa (Dicroglossidae, anura, amphibia) in
central vietnam. Russ J Herpetol. 27(2):63-69.

40



Oromi N, Amat F, Sanuy D, Carranza S. 2014. Life history trait differences between
a lake and a stream-dwelling population of the Pyrenean brook newt (Calotriton
asper). Amphib Reptil. 35(1):53-62.

Osikowski A, Cierniak-Zuzia K. 2013. Cloacal Anatomy of the Male Carpathian
Newt, Lissotriton montandoni (Amphibia, Salamandridae), in the Breeding Season .
Zoolog Sci. 30(9):748-753.

Pietidinen M, Francgois P, Hyyryldinen HL, Tangomo M, Sass V, Sahl HG, Schrenzel
J, Kontinen VP. 2009. Transcriptome analysis of the responses of Staphylococcus
aureus to antimicrobial peptides and characterization of the roles of vraDE and vraSR

in antimicrobial resistance. BMC Genomics. 10:429.

Pineiro JM, Cajade R, Courtis A, Ingaramo MDR, Marangoni F. 2019. Chronology of
the LAGs formation and body growth in Argenteohyla siemersi from northeastern
Argentina. North West J Zool. 15(2):152-156.

Portner H. 2001. Climate change and temperature-dependent biogeography: Oxygen

limitation of thermal tolerance in animals. Naturwissenschaften. 88(4):137-146.

Psittacosis E-M. 1973. JO URN A L u REg’LN~~~~~~~~~~~ Tseg. Br Med J.
23(October):229-232.

Reinhard S, Renner S, Kupfer A. 2015. Age and fecundity in Salamandra algira
(Caudata: Salamandridae). Salamandra. 51(1):19-24.

Rocek, Z. (1992): rod Triturus Rafinesque, 1815 — Colek, Mlok, 107-132 pp. Barus
V., Oliva O., Kral B., Opatrny E., Rehédk 1., Ro¢ek Z. Roth P., gpinar Z. & Vojtkova
L.: Fauna CSFR, svazek 25, Obojzivelnici (Amphibia). Academia, Praha, str. 85-87.

Roitberg ES, Smirina EM. 2006. Age, body size and growth of Lacerta agilis boemica
and L. strigata: A comparative study of two closely related lizard species based on
skeletochronology. Herpetol J. 16(2):133-148.

Sinsch U. 2015. Life-History Traits in Amphibians. Herpetol J. 25(January):5-13.

Sinsch U, Leskovar C, Drobig A, Konig A, Grosse WR. 2007. Life-history traits in
green toad (Bufo viridis) populations: Indicators of habitat quality. Can J Zool.
85(5):665-673.

41



Smirina E. M. & Rocek Z. (1976): On the possibility of using annual bone layers of
alpine

newts Triturus alpestris (Amphibia: Urodela), for their age determination. — Vést. Cs.
Spol. Zool. 3: 232-237.

Socha M, Ogielska M. 2010. Age structure, size and growth rate of water frogs from
central European natural Pelophylax ridibundus-Pelophylax esculentus mixed

populations estimated by skeletochronology. Amphib Reptil. 31(2):239-250.

SunY, Xiong J, Lv Y, Zhang Y. 2016. Age, body size, and growth in a population of
the asiatic toad Bufo gargarizans from central China. Russ J Herpetol. 23(1):35-40.

Székely D, Denoél M, Székely P, Cogalniceanu D. 2017. Pond drying cues and their
effects on growth and metamorphosis in a fast developing amphibian. J Zool.
303(2):129-135.

Szrek P. 2020. Comments on distribution and taphonomy of Devonian placoderms in

the holy cross mountains, Poland. Bull Geosci. 95(1):23-39.

Tomasevi¢ Kolarov N. 2013. Heterochrony and limb form variation in crested newts.
J Zool. 290(1):68-79.

Urszan TJ, Torok J, Hettyey A, Garamszegi LZ, Herczeg G. 2015. Behavioural
consistency and life history of Rana dalmatina tadpoles. Oecologia. 178(1):129-140.

Uziim N, Olgun K. 2009. Age and growth of the Southern Crested Newt, Triturus
karelinii (Strauch 1870), in a lowland population from northwest Turkey. Acta Zool
Acad Sci Hungaricae. 55(1):55-65.

Vasilyan D, Bohme M. 2012. Pronounced Peramorphosis in Lissamphibians-Aviturus
exsecratus (Urodela, Cryptobranchidae) from the Paleocene-Eocene Thermal
Maximum of Mongolia. PLoS One. 7(9):1-10.

Vojar J. 2007. Ochrana obojzivelnikti: ohrozeni, biologické principy, metody studia,

legislativni a praktickd ochrana. Biol Conserv. 79:157.

Witzmann F, Soler-Gijon R. 2010. The bone histology of osteoderms in temnospondyl
amphibians and in the chroniosuchian Bystrowiella. Acta Zool. 91(1):96-114.

42



Woodley S. 2015. Chemosignals, hormones, and amphibian reproduction. Horm
Behav. 68:3-13.

Zavadil V, Sadlo J, Vojar J. 2011. Biotopy nasich obojzivelniku a jejich
management. Metod AOPK CR.:91.

43



8. P¥ilohy

Ptiloha 1: Oddélovani konéetin od téla.

Pfiloha 2: Vyvatovani prebytecné tkané.

44
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Ptiloha 5: Odstranéni parafinu pouzitim histolu.



