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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva morfologickou analyzou chlupt koné, kralika, psa a koCky po-
moci digitalni mikroskopie. Cilem bylo posoudit vyuzitelnost identifika¢nich znak a sesta-
vit prakticky srovnavaci atlas. Pro druhovou identifikaci byl na zaklad¢ vysledkl zvolen typ
meduly a kutikuly. Vystupem prace je digitalni atlas a databaze snimkti umoziujici efektivni
porovnavani vzorkd.

Klicova slova
Digitalni mikroskopie, morfologie chlupli, medula, kutikula

Abstract

This thesis examines the morphological analysis of horse, rabbit, dog and cat hair using
digital microscopy. The aim was to assess the usefulness of identifying characteristics and
to compile a practical comparative atlas. Based on the results, the type of medulla and cuticle
was selected for species identification. The output of the thesis is a digital atlas and a
database of images that enable effective comparison of samples.
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Réd bych podékoval vedouci diplomové prace Ing. Michaele Mikulicové, Ph.D. za odborné
vedeni, ochotu a cenné pfipominky pfi zpracovavani této prace. Podékovani patii také kon-
zultantovi Ing. Michalu Indrovi za pomoc a odborné rady béhem praktické ¢asti prace.






Obsah

NI A 0 10 1) A LR 17
Seznam pouZitych symbolll @ ZKrateK........ceieiieiseinsinssnissinssenssnssssnsssssssssssssssssssssssssass 19
SeZNAM PIION....uueiiniiiiiniiiiiinniinninsninsnissiesssnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 20
UVOU ceiiiniiiiiiecntinninneeinissnicsesssecssessssssssesssassssessssssssssssassssesssassssessssssssssssassssesssssssassns 21
1  Funkce, stavba a vlastnosti zvifecich Chlupii ......cccccevueeseincuincnnssercsiessernsnecssescsnnns 22
1.1 Funkce ochlupeni U ZviTat...........cceeriieiiieiiieiieie e 22
1.1.1 Termoregulacni funkeCe .........oocvvviiiiiiiiiiiie e 22

1.1.2 Ochrannd funkCe ......ccuevieiiiiiiiiieee e 23
1.1.3 Senzorickd fUNKCE.......ooueeiuiiiiiiiiieec e 23

1.2 Stavba ChIupu ZVIFat.........cccveiiieiiiii e 23
1.2.1 Kutikula ChIUPU ...ooviiiiiiiece e 24
1.2.2 KOTteX ChIUPU ..o 25
1.2.3 Medula ChIUPU ....ooeiieie e 25

1.3 Anatomie dermalni CAsti ChIUPU ......ccceeeviiiiiiiiiiiiiceee e 26
1.4 RGStoVY cykIus ChIUPU...cc.oiiiiiiieie e 26
1.4.1 ANAZENNT TAZE ..o e 27

1.4.2 Katagenni fAZ@ .......c.coouiiiiiiiiiciiee s 27
1.43 TelOGENNT TAZE.....ccuvieiieiiieie e 27

1.5  Morfologické typy ChIUpPUl ......cccueeiiiiiiiiiieiee e 28
1.5.1 KIYCT ChIUPY .ottt 28
1.5.2 ChIUupy POASAAY ....eveeeieiiieiieeie ettt ens 28
1.5.3 Specializovang ChIUPY ......c.cocvieiiiiiiiiieieeee e 28

2 Analyza chlupii zvirat ve forenzni a laboratorni praxi........cceceeeeccsecseccsenseecsnnene 29
2.1 Forenzni analyza chluptli..........coooviiiiiiiiiniic e 29
2.2 Sbér, zajisténi a uchovani chlupl..........ccocieviiiiiiiiiiiii e 29
2.2.1 OdBET VZOTKIL ..ottt 30
222 OzZNnaCoOVANT VZOTKI ..c...ovuiiieiiiiiiiieeiesieeeeete et 30
223 Uchovani a skladovani vZorkil............cccevieviniiniininiincieieeeeeeeen 30

23 Metody zkoumani ChIUpt .........c.oooviiiiieiiiiiiei e 30



2.3.1 Makroskopické MeEtody ........cecvieiieriieiiieiieeiieeie et 30
2.3.2 Mikroskopické MEtody .........cccueeviieriieiiieiieeiieeie et 31

2.4  Digitalni mikroskopie pfi analyze chlupii..........cccoeeieiiieiieniiiiiieee, 32
2.4.1 Princip digitalni mikroSkopie.........cccueevvieriiiiiiieiiieiieceeeece e 32
2.4.2 OPHCKE VIASTNOSHL..ccueiieniieciiieiieeie ettt 32
243 Barevné zobrazeni a HDR technologie...........cccceeviiiniiiiieniiiieciceieee 32
2.4.4 Hloubkové skladadni 0brazu..........cccocvevieriiiiinieiiiniinieeceeeeeeeeee 33
24.5 OSVELIENT ...ttt 33

3 Soucasny stav zkoumané problematiky ..........cccecceeveieerirssnicssncssnnssncsssncsanessnssssssssane 34
4  Cile prace a VYZKUMNE OtAZKY .....ceeeverinivnriniserinssnrissnicssnicsssencssssscssssssssssssssssssssseses 36
5 MetodiKa Prace...accccecccneiccssencssnicssnncssssicssssesssssessssssssssesssssossssssssssssssssssssssssssssssssns 37
5.1 Vybér zvitat a 0dbEr VZOTKU.........ceeviiiiiiiieiiiceee e 37
5.2 Oznaceni a uchovani VZOTKU ........cccuevieriiriiniiiiiiienieieeeeeeee e 37
53 Pouzité pristroje @ SOTtWATE. ......ccviviuieeiieciieeie e 40
53.1 Digitalni MIKIrOSKOP ...oevviieiieiiieiieciie ettt 40
532 Rastrovaci elektronovy mikroSKop .........cccceeeeeiiieriieniieniecieeieeieeieeee 42
533 Laserovy skenovaci miKroSKop........c.eeceeeviieiiieniieiiieiieeiecie e 44

54  Postup analyzy pomoci digitdlniho mikroskopu...........ccoceevieiiiiniiniiinieniee. 44
54.1 Analyza povrchu ChlUPU .......oocviiiiiiiiic e 45
54.2 Analyza priifezu chlupu @ morfometrie ...........cocveveieiiieniieeciieieeieeeeeee 46
543 Analyza MedUly ......coocviiiiieiiiiiie e 47
544 ANALYZA DATVY ..ttt ettt 48

5.5  Hodnocené morfologické znaky chluptll ..........cccoveiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeeceeee, 48

6  Vysledky analyzy zvifecich chlupii pomoci digitalni mikroskopie.........cccceeueeeeee. 50
6.1 Struktura KUtiKULY .....coceeiiiiiiie e 50
6.1.1 Porovnani zobrazovacich reZimul..........coceveeneerienienennienieneeeseeseeeeene 50
6.1.2 Struktura kutikuly kofisk€ho chlupti.........cccoeviieiiiiiiiniiiie, 52
6.1.3 Struktura kutikuly krali¢ich chluptl..........cccccoeeiiiiiiiiinie e, 54
6.1.4 Struktura kutikuly psich chIupii..........coooiiviiiiiiniiiee, 57
6.1.5 Struktura kutikuly ko€i€ich chlupti..........ccoceveiieiiiiiiiiii e, 59
6.1.6 Porovnani kutikuldrnich struktur jednotlivych druhdi..........c.ccceeeiieinnnie. 61



6.2  Analyza prifezu ChIUpl.........coooiiiiiiiiiiie e 61

6.2.1 Prifez koniského chlupu...........ccooviiiiiiiiiiiiii e 61
6.2.2 Prifez kraliCiho chlupu.........cociviiiiiiiiiiiiecce e 62
6.2.3 Prifez pstho ChIUPU ......ooviiiiiiiee e 63
6.2.4 Prifez KoCiCTho ChIUPU .....ooviiiiiiiiee e 64
6.2.5 POrovNANT PriFeZUL.....ccueeevieiiieeiieiie ettt ettt 64
6.3 Medula ChIUPT ....oooeiieiieie e 64
6.3.1 Medula konskych chluptli.........coovvieiiiiiiiiiiiic e 65
6.3.2 Medula krali¢ich chluptll .........ccooviieiiiiiiiiie e 67
6.3.3 Medula psich ChIUuptl.........coovieiiiiiiiiiee e 68
6.3.4 Medula koCicich chluptli.........cccuieiiieiiiiniiciieece e 70
6.3.5 Porovnani meduly jednotlivych druhi............coooiiiiiiiiiniiiiiie, 72
6.4  Barva ChIUPU.....ccoooiiiiii e 73
6.5  Navrh postupu pro rychlou analyzu chlupti pomoci digitalni mikroskopie......... 75
7  Vysledky analyzy referencnich vzorkii pomoci rastrovaci elektronové
MIKTOSKOPIE cevvieerriinniiiinrininiensnicnsnicssnncssnicsssnisssssesssssesssssesssssssssssosssssossssssssssssssssssssssssss 76
7.1 Pozorovani kutikuly kotiského chlupu pomoci SEM ........ccccoeeivviiiniiiiiine. 76
7.2 Pozorovani kutikuly krali¢iho chlupu pomoci SEM.........ccccocieiiiniiinieiiieene 76
7.3 Pozorovani kutikuly psiho chlupu pomoci SEM.......c.ccoociiviiiiiieniiiiieiecieenee. 77
7.4  Pozorovani kutikuly koc¢i¢iho chlupu pomoci SEM.........cccoccvieviiiniiinieciiene, 78
7.5  Vysledky analyzy referencnich vzorkd pomoci SEM ........ccccoeviiiiiinieniiennnne, 78
8 Vysledky analyzy referenénich vzorkid pomoci laserového skenovaciho
MIKTOSKOPU . acviiinriiiniiinniiniininnnicnsnicnsnicsssnicsssnisssssesssssesssssesssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssss 79
8.1 Pozorovani kutikuly kotiského chlupu pomoci laserového mikroskopu............. 79
8.2  Pozorovani kutikuly krali¢iho chlupu pomoci laserového mikroskopu.............. 79
8.3 Pozorovani kutikuly psiho chlupu pomoci laserového mikroskopu.................... 80
8.4  Pozorovani kutikuly koci¢iho chlupu pomoci laserového mikroskopu............... 81
8.5  Vysledky analyzy referen¢nich vzorkti pomoci laserového mikroskopu............ 81
9  Vysledky analyzy referenénich vzorki lidskych vIasti......ccccceeveesverccnicssercsnncsnnenns 82
9.1 Pozorovani kutikuly lidsk€ho vIasu...........coeeeeniiiiiiiniiiieec e, 82
9.2  Pozorovani meduly lidského v1asu ..........ccccoeviiiiieiiiniiiiie e &3

93 Porovnani lidského vlasu s chlupy zvifat .........ccccoeeeeviieiieniiniieieceeeeee, 84






Seznam obrazku

Obr. 1: Rozdil mezi letni @ Zimni SISt [6]......eeeciiieeiiieiiiieeiie e 23
Obr. 2: Schématické znazornéni stavby chlupu [3] ....ceoooieiiieiiiiiiiieecee e 24
Obr. 3: Typy Supinovych vzori kutikuly chlupu: (a) nepravidelné vinity typ, (b) pruhovany
typ, (c) mozaikovy typ, (d) uzky kosoctverecny typ, (e) Siroky okvétni typ, (f) protahly

OKVEINT EYP [ 107ttt ettt ettt e st e et eeaaeesbeeesbeeseesnaeenseenens 25
Obr. 4: Druhy meduly [12] ..oooeieieeii ettt 26
Obr. 5: Schéma ristového cyklu chlupu [14] ...c.oooviiiiiie e 27
Obr. 6: Ptipravené oznacené sacky pro odbér vzorki [zdroj: viastni].........cccceevieniienennne. 38
Obr. 7: Ukazka fixace vzorkil na ¢erném podkladu [zdroj: viastni] ........cccceeevveiieniienenne. 39
Obr. 8: Fixace chlupi na zelatinové hmot€ [zdroj: vlastni]..........cceoeveeviienieniiienieniecenne 39
Obr. 9: Softwarové prostredi a ovladaci panel mikroskopu [zdroj: vlastni]..........ccceeeneeee. 41
Obr. 10: Mikroskop s nasazenym objektivem VH-Z100UT [zdroj: vlastni]..........cccoeuneenee. 41
Obr. 11: Mikroskop s nasazenym objektivem VH-Z20T [zdroj: vlastni] ........cccceeervenenee. 42
obr. 12: Rastrovy elektronovy mikroskop [zdroj: vIastni]........ccoceeverieniininieniniinieene, 42
obr. 13: Upevnéni vzorkll na nosice (stubs) [zdroj: v1astni]......cc.ccevcverviienieniiiinienieeienne 43
obr. 14: NapraSovacka pro pokoveni vzorkii Quorum Q150R ES [zdroj: vlastni].............. 43
obr. 15: Laserovy mikroskop Keyence VK-X1000 [zdroj: vIastni].........cccevvererienienennne. 44
Obr. 16: Kolicky pro uchyceni chlupt pfi méfeni prafezu [zdroj: vlastni] ........cccceeeennenee. 46
Obr. 17: Ukazka méteni prafezu chlupl [zdroj: v1astni] ........ccccoeoveeviiniiiinieniieieeieeee 47
Obr. 18: Uprava vzorkli pomoci peroxidu [zdroj: vIastni].........c..ccccovvvveerreerveeesrsinnnnans 48
Obr. 19: Struktura kutikuly ve standardnim rezimu zobrazeni [zdroj: vlastni] ................... 51
Obr. 20: Struktura kutikuly v rezimu odstranéni odleskt [zdroj: vlastni] ...........cccccuvenneeee. 51
Obr. 21: Struktura kutikuly chlupu v rezimu HDR [zdroj: vIastni].........cccceevveviinenienennne. 52
Obr. 22: Struktura kutikuly koniského chlupu (vzorek €. 2, bticho) [zdroj: vlastni]............ 52
Obr. 23: Struktura kutikuly koniského chlupu (vzorek €. 2, zada) [zdroj: vlastni]............... 53

Obr. 24: Struktura kutikuly koniského chlupu (vzorek €. 2, predni noha) [zdroj: vlastni]... 53
Obr. 25: Struktura kutikuly koniského chlupu (vzorek €. 2, zadni noha) [zdroj: vlastni] .... 54
Obr. 26: Struktura kutikuly kréli¢iho chlupu (vzorek ¢. 10, bticho) [zdroj: vlastni]........... 55
Obr. 27: Struktura kutikuly kréli¢iho chlupu (vzorek ¢. 10, zadda) [zdroj: vlastni].............. 55
Obr. 28: Struktura kutikuly kréli¢iho chlupu (vzorek ¢. 10, ptedni noha) [zdroj: vlastni]..56
Obr. 29: Struktura kutikuly kréli¢iho chlupu (vzorek ¢. 10, zadni noha) [zdroj: vlastni].... 56
Obr. 30: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek ¢. 14, bficho) [zdroj: vlastni] ................ 57
Obr. 31: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek ¢. 14, zada) [zdroj: vlastni] ................... 57
Obr. 32: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek €. 14, ptedni noha) [zdroj: vlastni]........ 58
Obr. 33: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek €. 14, zadni noha) [zdroj: vlastni]......... 58
Obr. 34: Struktura kutikuly koc¢i¢iho chlupu (vzorek €. 17, bficho) [zdroj: vlastni] ........... 59
Obr. 35: Struktura kutikuly ko¢i¢iho chlupu (vzorek €. 17, zada) [zdroj: vlastni] .............. 59
Obr. 36: Struktura kutikuly ko¢i¢iho chlupu (vzorek €. 17, pfedni noha) [zdroj: vlastni] .. 60
Obr. 37: Struktura kutikuly ko¢i¢iho chlupu (vzorek €. 17, zadni noha) [zdroj: vlastni].... 60
Obr. 38: Prurez konského chlupu ze zad [zdroj: vlastni].........cccoecveeiiiniiiinieniiieieeieeee 62
Obr. 39: Prurez krali¢iho chlupu z bficha [zdroj: vIastni] .........cccceevieriiienieniieieeieeeene 62

17



Obr. 40:
Obr. 41:
Obr. 42:
Obr. 43:
Obr. 44:
Obr. 45:
Obr. 46:
Obr. 47:
Obr. 48:
Obr. 49:
Obr. 50:
Obr. 51:
Obr. 52:
Obr. 53:
Obr. 54:
Obr. 55:
Obr. 56:
Obr. 57:

Pritez krali¢iho chlupu 2 ze zad [zdroj: vIastni] ........cccceeevierieeiiieniieiieieeeenee, 63
Pritez psiho chlupu z bicha [zdroj: vlastni] .........cccceeviiiiiiniiiiieeeeeeeee, 63
Pritez koci¢iho chlupu ze zad [zdroj: viastni]........cccoevieviienieeiiiiieeeeeeeee, 64
Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, bficho) [zdroj: vlastni] ............. 65
Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, zdda) [zdroj: vlastni]................ 65

Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, pfedni noha) [zdroj: vlastni] ....66
Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, zadni noha) [zdroj: vlastni]......66

Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, bficho) [zdroj: vlastni] .............. 67
Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, zdda) [zdroj: vlastni] ................. 67
Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, pfedni noha) [zdroj: vlastni]......68

Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, zadni noha) [zdroj: vlastni]....... 68

Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, bficho) [zdroj: vlastni].................. 69
Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, zada) [zdroj: vlastni]..................... 69
Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, ptedni noha) [zdroj: vlastni] ......... 70
Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, zadni noha) [zdroj: vlastni]........... 70
Struktura meduly kociciho chlupu (vzorek €. 19, bficho) [zdroj: vlastni]............. 71
Struktura meduly kociciho chlupu (vzorek €. 19, zada) [zdroj: vlastni]................ 71
Struktura meduly kociciho chlupu (vzorek €. 19, pfedni noha) [zdroj: vlastni]....72

Obr. 58: Struktura meduly koci¢iho chlupu (vzorek €. 19, zadni noha) [zdroj: vlastni]......72
Obr. 59: Tmavy chlup (pes, zada) [zdroj: VIaStni] .......cccceevieriiinieeiieieceeee e 73
Obr. 60: Svétly chlup (pes, pfedni noha) [zdroj: v1astni]........ccceeeveerieninieniieninieniecene 74
Obr. 61: Hnédy chlup (kin, pfedni noha) [zdroj: vlastni]........cccceeveerieniniinieniniiinieenne 74
Obr. 62: Porovnani barev (chlup psa — vlevo nahote, chlup kon¢ — vlevo dole, chlup kocky

— vpravo nahote, chlup — kon¢ vpravo dole) [zdroj: vIastni]........cccooceeeeiienieniiinieeieeenne, 75
Obr. 63: Struktura kutikuly koniského chlupu — SEM [zdroj: vlastni] .........cccceeeeveuiennennen. 76
Obr. 64: Struktura kutikuly kréli¢iho chlupu — SEM [zdroj: vlastni] ..........ccceeveveviiennennen. 77
Obr. 65: Struktura kutikuly psiho chlupu — SEM [zdroj: vlastni]........cccocceveevinieninnennne 77
Obr. 66: Struktura kutikuly ko¢i¢iho chlupu — SEM [zdroj: vlastni]........c.ccccveviveniennennen. 78
Obr. 67: Struktura kutikuly koniského chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni].......... 79
Obr. 68: Struktura kutikuly kréli¢iho chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni]........... 80
Obr. 69: Struktura kutikuly psiho chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni] ................ 80
Obr. 70: Struktura kutikuly ko¢i¢iho chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni] ........... 81
Obr. 71: Struktura kutikuly svétlého lidského vlasu [zdroj: viastni] ........ccoeeveeiieniennnnnen. 82
Obr. 72: Struktura kutikuly hnédého lidského vlasu [zdroj: vlastni]........c.cccceeeiieriiennnnnen. 83
Obr. 73: Medula svétlého lidského vlasu [zdroj: vIastni] .........ccceeeiievieniiienieniieieeieeee, 83
Obr. 74: Medula hnédého lidského vlasu [zdroj: viastni].......c.ccceeeiieiiiniiienieniieieeee, 84

18



Seznam pouzitych symbolul a zkratek

CCD Charge-Coupled Device (snimac s ndbojovou vazbou)

CMOS Complementary Metal.Oxide-Semiconductor (polovodicovy obrazovy
snimac)

DNA Deoxyribonucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)

EHT Electron High Tension (urychlovaci napéti elektronového mikroskopu)

HDR High Dynamic Range (vysoky dynamicky rozsah)

RGB Red, Green, Blue (barevny model — ervena, zelena, modra)

SEM Scanning Electron Microscopy (rastrovaci elektronova mikroskopie)

uv ultrafialové zafeni

19



Seznam priloh

Ptiloha A: Digitalni atlas zkoumanych vzorkt Atlas.pdf
Ptiloha B: Kompletni databdze mikroskopickych snimkl a namétenych hodnot Dp-masny
Ptiloha C: Checklist Checklist.pdf

20



Uvod

Mikroskopickd analyza biologickych stop dnes hraje zasadni roli, a to nejen ve forenznich
védach, ale 1 v kriminalistice. Zvifeci srst a chlupy totiz pfedstavuji jeden z viibec nejcasté-
jSich typi stop, se kterymi se odbornici v praxi setkavaji. Schopnost pfesné identifikovat
pavod téchto stop mize poskytnou dilezité informace. Casto miize potvrdit pfitomnost kon-
krétniho druhu zvifete na misté Cinu nebo chlupy prenesené¢ z pachatele. Miize ale také
usnadnit vySetiovani nelegélniho obchodu se zvitaty ¢i pytlactvi.

Tradi¢ni metody zkoumani morfologickych znakt chlupt sice nabizeji vysokou uroven
detailu, maji vSak své limity. Klasickym ptikladem je rastrovaci elektronova mikroskopie.
Poskytuje sice vysoké rozliSeni, ale z hlediska financi, casu i technického vybaveni je pro
rutinni praxi obtizné pouzitelna. S rychlym technologickym postupem se tak do popiedi do-
stava digitalni mikroskopie. Ta predstavuje mnohem dostupnéjsi a uzivatelsky piivétivou
variantu pro detailni vyzkum tohoto typu. Moderni digitdlni mikroskopy navic nabizi pokro-
¢ilé funkce. Patii mezi n¢ naptiklad rezim HDR nebo rizné moznosti osvétleni. Diky digi-
talni mikroskopii se otviraji zcela nové moznosti pro rychlou laboratorni analyzu a tvorbu
ptehledné dokumentace.

Diplomova prace se proto zamétuje na praktické vyuziti digitadlni mikroskopie pro ana-
lyzu chlupt zvitat. Hlavnim cilem je zdokumentovat kli¢ové morfologické znaky u vybra-
nych druhii zvitat. Konkrétné jde o chlupy koné¢, kralika, psa a kocky. Chlupy byly odebirany
vzdy ze Ctyt Casti téla kazdého jedince. Tim je zohlednéna i pfirozena variabilita mezi chlupy
jednoho jedince. Hlavnim vystupem této analyzy je vytvoreni pfehledného digitalniho atlasu
zkoumanych vzorkti. Ten mize v budoucnu dobie poslouzit jako praktickd pomitcka pro
orienta¢ni druhovou identifikaci.

Teoreticka vychodiska nejprve shrnuji poznatky o biologické stavbé a riistu chlupii, de-
tailnéji popisuji jejich jednotlivé morfologické znaky a piedstavuji mikroskopické metody
vyuzivané ke zkoumani chlupl. Prakticka ¢ast se vénuje samotné analyze ptipravenych
vzorkl. Popisuje metodiku ptipravy vzorkd, proces sniméani pomoci digitadlniho mikroskopu
a vyhodnoceni ziskanych dat. Pro ovéfeni spolehlivosti digitalni mikroskopie jsou vysledky
podpoieny referen¢nim méfenim na rastrovém elektronovém a laserovém skenovacim mi-
kroskopu. Nechybi ani srovnani s lidskym vlasem. Ziskané snimky tak poskytuji uceleny
pohled na to, jak mize digitdlni mikroskopie obstat jako nastroj pii zkoumdani zvifecich
chlupd.
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1 Funkce, stavba a vlastnosti zvirecich chlupu

Zviteci chlupy jsou povazovany za vyznamny biologicky material, jimz je v organismu
savcl zajiStovana fada podstatnych funkci. Jejich struktura i vlastnosti jsou formovany dlou-
hodobou adaptaci na zivotni prostfedi dané¢ho druhu a jeho fyziologické potieby. Je proto
kladen diraz nejen na funkéni vyznam ochlupeni, ale téZ na jeho morfologické znaky, jichz
je vyuzivano pii laboratornich a forenznich analyzach [1;2]. Mezi jednotlivymi zivo¢iSnymi
druhy jsou ve funkci ochlupeni shledavany zna¢né odlisnosti, které jsou zrcadleny v rozdilné
struktufe, hustoté 1 typu srsti. Tyto variace jsou podminovany prostiedim, jez je danym dru-
hem obyvano, stejn¢ jako jeho velikosti a naroky na termoregulaci. Pro mikroskopickou ana-
lyzu je pak klicové, Ze funkéni specifika jsou vepsana do morfologickych znakt, ¢ehoz je
mozno vyuzit pfi laboratornim srovnavani [1;3].

1.1 Funkce ochlupeni u zvirat

Ochlupeni je u savcll vniméno jako nedilnd soucast télesného obalu, je nim zajistovéana
ochrana organismu a udrzovéna fyziologicka rovnovaha. Konkrétni funkce ochlupeni se 1isi
druhovou pfislusnosti, prostfedim i zptisobem Zivota dané¢ho jedince. Za hlavni funkce
ochlupeni jsou povazovany piedevsim funkce termoregulacni, ochranné a senzorické, pii-
¢emz mezidruhové odlisnosti jsou odraZzeny v morfologickych vlastnostech srsti [1;3].

111 Termoregulaéni funkce

Za jednu z nejvyznamnéjSich roli ochlupeni je povazovana termoregulace, diky niz je udr-
Zovéana stabilni télesna teplota zvitete. Schopnost zadrZzovani nebo naopak odvadéni tepla je
pfimo ovlivnéna hustotou, délkou a strukturou chlupt. V chladném prostiedi je srst vyuzi-
vana jako izola¢ni vrstva omezujici tepelné ztraty, zatimco v teplejSim prostiedi je jeji izo-
la¢ni funkce uplatiovana pied nadmérnym piehifivanim. V navaznosti na klimatické vlivy
jsou pak u mnoha druht zvifat pozorovany sezoénni zmény srsti, které se projevuji zejména
zménou hustoty podsady a celkové struktury srsti v prubéhu roku (viz obr. 1) [4;5].

Jak je patrné z obr. 1, zimni srst se vyznacuje vys$si hustotou podsady, coz vytvaii sil-
néjsi izolacni vrstvu a omezuje tepelné ztraty z povrchu téla. Letni srst je naopak fidsi
a umoziuje efektivnéjsi odvod prebytecného tepla do okolniho prostiedi. Rozdilna struktura
srsti tak predstavuje vyznamny adapta¢ni mechanismus savct na zmény teplotnich podmi-
nek [4;5].
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Letni srst Zimni srsk

Obr. 1: Rozdil mezi letni a zimni srsti [6]

1.1.2 Ochranna funkce

Ochranné funkce ochlupeni je realizovana vytvofenim mechanické bariéry mezi povrchem
téla a vnéjSim prostredim. Kiize je diky tomu chranéna pted mechanickym poskozenim,
UV zafenim 1 usazovanim necistot. U nékterych Zivocisnych druhii je tento ochranny efekt
dale umocnén specifickou strukturou chlupt, jako je naptiklad jejich zvySena tvrdost, délka
¢i hustota [3].

1.1.3 Senzoricka funkce

Ochlupenim je zprostfedkovana rovnéz senzoricka funkce, realizovana zejména prostiednic-
tvim specializovanych hmatovych chloupki, takzvanych vibrist. Tyto struktury jsou bohaté¢
inervovany, ¢imz je umoznéna detekce mechanickych podnétii, proudéni vzduchu ¢i blizkost
prekazek. Tato schopnost je shledavana klicovou pfedevsim u Zivo€ichi, ktefi jsou aktivni
v noci nebo v prostiedi se snizenou viditelnosti [2].

1.2 Stavba chlupu zvirat

Zviteci chlup je klasifikovéan jako specializovany pokozkovy utvar, formovany procesem
keratinizace bun€k pokozky. Ackoliv je zdkladni stavba chlupu u savct shleddvana obecné
analogickou, jsou mezi jednotlivymi druhy evidovany odchylky v morfologii, tloustce
i vnitini architektuie. Témto rozdilim je pfikladan zna¢ny vyznam zejména v mikrosko-
pické a forenzni analyze, nebot’ je na jejich zdkladé umoznéno spolehlivé rozliseni vzorkt
pochazejicich od odlisnych zivocisnych druhii [1;2].

Z morfologického hlediska je stavba chlupu definovéana tfemi zékladnimi vrstvami: ku-
tikulou, kortexem a medulou (obr. 2). Tyto ¢asti jsou vzajemné odliSovany na zakladé¢ roz-
dilné struktury, slozeni i funkéniho vyznamu. Zakladni stavba zvifeciho chlupu je v mnoha
ohledech srovnatelna se strukturou lidského vlasu. Podstatné odlisnosti jsou vSak pozoro-
vany zejména v piitomnosti, tvaru a kontinuité meduly, ktera je u zvitecich vzorkt zpravidla
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vyraznéjsi. Tyto rozdily jsou dulezité pii srovnavaci analyze biologickych stop, nebot’ je na
jejich zékladé umoznéno odliseni lidského vlasu a zviteciho chlupu [1;2]. Z hlediska dalsi
analyzy je stavba chlupu zvifat zasadni pfedevsim proto, ze jednotlivé strukturdlni znaky
jsou dobie pozorovatelné pomoci digitalni mikroskopie [3;7].

/\ Kutikula

Kortex

Medula

Obr. 2: Schématické znazornéni stavby chlupu [3]

1.21 Kutikula chlupu

Kutikula tvoti vnéjsi vrstvu chlupu a ptedstavuje jeho ochranny obal (obr. 2). Kutikula je
slozena z plochych, Supinové uspotadanych bunck, které se vzajemné piekryvaji. Tvar, ve-
likost a zptisob uspofadani Supin se mohou vyrazné liSit mezi jednotlivymi druhy zvitat, coz
zaroven predstavuje vyznamny identifikacni znak vyuzivany pii mikroskopické ana-
lyze [3;8].

Struktura kutikuly je dobfe pozorovatelnd pomoci digitadlni mikroskopie, pficemz jsou
hodnoceny zejména znaky povrchu chlupu, jako je typ okrajii Supin a jejich pravidelnost.
Tyto znaky byvaji relativné stabilni a mohou vykazovat druhovou specifitu, coz zvysuje je-
jich vyznam pfi srovnavaci analyze chlupt [9].

Riizné zptsoby usporadani Supin kutikuly vytvareji charakteristické vzory, které 1ze pti
mikroskopickém pozorovani rozlisit (viz obr. 3). Rozdily mezi jednotlivymi typy spocivaji
zejména ve tvaru Supin, jejich velikosti a zpsobu prekryvani. Tyto morfologické znaky mo-
hou napomoci k druhovému urceni chlupli nebo k rozliSeni riznych typt chlupi téhoz zvi-
fete [3;9].
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Obr. 3: Typy Supinovych vzori kutikuly chlupu: (a) nepravidelné vinity typ, (b) pruhovany typ, (c)
mozaikovy typ, (d) uzky kosoctverecny typ, (e) Siroky okvétni typ, (f) protahly okvétni typ [10]

1.2.2 Kortex chlupu

Kortex chlupu je oznacovan za hlavni objemovou slozku chlupu a nachézi se pod vrstvou
kutikuly, jak je vidét na obr. 2. Tato vrstva je formovana keratinizovanymi butikami s obsa-
hem pigmentovych zrn, jimiz je determinovéano vysledné zbarveni chlupu. V ramci pigmen-

tace jsou piimo pozorovany variace nejen mezi odlisSnymi druhy, ale i v ramci jednoho
chlupu [11].

1.2.3 Medula chlupu

Medula chlupu tvofi centralni ¢ast vlasového stvolu, coz je patrné i na obr. 2. Medula je na
zakladé své celistvosti klasifikovana jako kontinualni, fragmentova, preruSovana nebo zcela
chybéjici (viz obr. 3). V pfitomnosti ¢i absenci meduly a jejim tvaru a kontinuité jsou mezi
jednotlivymi zivocisSnymi druhy vyrazné odliSnosti. Zatimco u zvifeci srsti je tato vnitini
struktura zpravidla siln¢ vyvinuta, v ptipadé lidského vlasu je ¢asto fragmentovana ¢i zcela
chybi. Medula vykazuje ze vSech tii vrstev chlupu nejvyssi miru variability, a to jak mezi
jednotlivymi druhy, tak i mezi riznymi typy chlupt u stejného jedince [3;8].
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Obr. 4: Druhy meduly [12]

1.3 Anatomie dermalni ¢asti chlupu

Jako dermalni ¢ast chlupu je definovan usek chlupu ukotveny v kiizi, v némz jsou soustie-
dény struktury nezbytné pro ruast, vyzivu a celkovou fixaci. Jelikoz jsou vSak vzorky nejcas-
téji zajisStovany bez kotfenové zony, neni tato oblast pti bézném laboratornim a forenznim
zkoumani zpravidla k dispozici. I ptesto je popis dermalni ¢asti chlupu v odbornych pracich
uvadeén, nebot’ skrze ni je dokreslovan kontext potiebny pro pochopeni vzniku a vyvoje ce-
1€¢ho chlupu [1;13].

Dermalni ¢ast chlupu je tvofena pfedevsim vlasovym folikulem, jenz je charakterizovan
jako zanofteni pokozky do hlubsich vrstev kiize. Ve spodnim useku folikulu je vlasova ci-
bulka, v niz probih4 intenzivni bunééné déleni spolu s keratinizaci. Do této oblasti je zahr-
novana také dermalni papila, jejimz prostfednictvim je cestou krevniho zasobeni zajistovan
ptivod Zivin a kysliku [1;13].

Z hlediska forenzni a laboratorni analyzy chlupi ma dermalni ¢ast omezeny vyznam,
nebot’ bez piitomnosti kofinku neni mozné hodnotit znaky spojené s ristovou aktivitou
chlupu nebo provadet analyzy vyzadujici geneticky materidl. Z toho diivodu je v této praci
pozornost soustfedéna predevSim na epidermalni ¢ast chlupu, kterd poskytuje dostate¢né
mnozstvi morfologickych znakl vyuzitelnych pro mikroskopickou analyzu [3;7].

1.4 Rustovy cyklus chlupu

Rist chlupu je chapén jako dynamicky proces, uskuteciiovany v nékolika na sebe navazuji-
cich fazich, které jsou souhrnné oznacovany jako rtustovy cyklus. Tento déj je regulovan
biologickymi a hormonalnimi mechanismy, pficemz jeho prib&h se muze lisit v z&vislosti
na druhu zvitete, véku jedince, zdravotnim stavu, anebo také vnéjSich podminkach. Znalost
rastového cyklu chlupu je diilezitd zejména pro pochopeni variability vlastnich chlupt, se
kterymi se pracuje v laboratorni a forenzni praxi. Z hlediska laboratorni a forenzni analyzy
je ristovy cyklus chlupu vyznamny piedevsim tim, ze ovliviiuje vlastnosti chluptl, se kte-
rymi je déale pracovano. Ruzné faze rastového cyklu se mohou promitat do rozdilti ve struk-
tufe a mechanickych vlastnostech chlupti, coz je tteba zohlednit pii jejich mikroskopickém
hodnoceni [2;7].
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Ristovy cyklus chlupu je standardné ¢lenén do tii fazi: anagenni, katagenni a telo-
genni viz obr. 5. Jednotliva stadia jsou vzajemné odliSovéana délkou trvani, intenzitou bu-

vvvvv

v téchto konkrétnich fazich evidovana zna¢na variabilita [1;13].

ANAGENNI FAZE KATAGENNI FAZE TELOGENNI FAZE

Obr. 5: Schéma rastového cyklu chlupu [14]

1.4.1 Anagenni faze

Anagenni faze pfedstavuje aktivni fazi ristu chlupu, béhem niz dochazi k intenzivnimu bu-
néénému déleni v oblasti vlasové cibulky. Chlup je v tomto obdobi pevné fixovan ve foli-
kulu, pfi¢emz je zaji§tovano jeho postupné prodluzovani. Casovy tsek trvani této faze je
mezi jednotlivymi druhy zvifat zna¢né proménlivy a je jednim z faktort ovlivitujicich délku
a hustotu srsti [7;13].

1.4.2 Katagenni faze

Jedna se o prechodnou fazi, béhem niz dochéazi k postupnému ukonceni rastu chlupu. Bu-
nécna aktivita ve vlasovém folikulu se snizuje a chlup se postupné oddéluje od vlasové pa-
pily. Tato faze je relativné kratka a jeji trvani je u vétSiny savcli omezeno na nékolik dni az
tydna [3;13].

143 Telogenni faze

Tato faze je oznaCovana za klidové stadium ristového cyklu, v jehoz pribéhu je chlup uvol-
nén z vazby ve vlasovém folikulu, a mize tak byt snadno odstranén mechanickym zptso-
bem. Proces aktivniho riistu je v tomto obdobi zcela zastaven. U fady druhli zvifat miZze
dochazet k synchronizaci telogenni faze u vétSiho poctu chlupti, coz se projevuje sezonnim
linanim [3;13].
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1.5 Morfologické typy chlupt

Zvitect srst neni formovana jednotné, ale je slozena z nékolika morfologicky i funkéné spe-
cifickych kategorii. Tyto typy chlupti se li§i svou délkou, tloustkou, strukturou i umisténim
na téle zvifete. Rozdéleni chlupti podle morfologickych znakt je dilezité nejen z biologic-
kého hlediska, ale téz pro ucely mikroskopické a forenzni analyzy, protoze mohou byt u jed-
notlivych typl v ramci laboratorniho hodnoceni detekovany odlisné vlastnosti [3;15].

Z morfologického hlediska jsou u savcl nejcastéji rozliSovany kryci chlupy, chlupy
podsady a specializované chlupy. Zastoupeni jednotlivych typii chlupti se mize liSit mezi
druhy zvifat, ale také mezi riiznymi oblastmi téla téhoz jedince. Tyto rozdily jsou vyznamné
zejména pii porovnavani vzorkl chlupi odebranych z riznych ¢asti téla [3].

1.5.1 Kryci chlupy

Povrchova vrstva srsti je formovana tzv. krycimi chlupy, které jsou zpravidla delsi, silng;si
a mechanicky odolngj$i ve srovnani s ostatnimi druhy chlupi. Jejich prostfednictvim je za-
jistovana primarni ochrana téla pfed mechanickymi poSkozenimi i negativnimi vlivy okol-
niho prostiedi. Z mikroskopického hlediska jsou tyto struktury charakterizovany vyrazngjsi
kutikulou a ¢asto pln¢ vyvinutou medulou [13;16].

1.5.2 Chlupy podsady

Tato vrstva chlupii se nachdzi pod krycimi chlupy a vytvaii hustou izola¢ni vrstvu srsti. Tyto
chlupy jsou obvykle kratsi, jemnéj$i a mén¢ pigmentované. Z hlediska mikroskopické ana-
lyzy mohou chlupy podsady vykazovat redukovanou nebo zcela chybéjici medulu, coz je
vyznamny znak pii jejich rozliSeni od krycich chlupti [13;16].

1.5.3 Specializované chlupy

Specializované chlupy jsou pfizplisobeny specifickym funkcim. Typickym ptikladem jsou
vibrisy (hmatové chlupy), které jsou siln€ inervované a umoznuji zvifeti vnimat mechanické
podnéty z okolniho prostiedi. Dal$imi ptiklady mohou byt ochranné $tétiny nebo chlupy pfi-
zpiisobené extrémnim podminkam prostiedi. Tyto chlupy ¢asto vykazuji atypickou morfo-
logii a vyrazné se li§i od béznych krycich a podsadovych chlupt [13;16].
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2 Analyza chlupt zvirat ve forenzni a laboratorni praxi

Analyza chlupt je v laboratorni a forenzni praxi fazena mezi tradiéni metody zkoumani bi-
ologickych stop. JelikoZ mlize byt tento materidl pfenesen mezi objekty, osobami ¢i zvitaty
pfimym i nepfimym kontaktem, je jeho vyskyt ¢asto zaznamenavan na mistech ¢inu nebo na
pfedmétech souvisejicich s vySetfovanou udalosti. I pfesto, Ze ve vzorcich neni vzdy obsazen
geneticky material vhodny pro DNA analyzu, jsou z nich ziskdvany cenné morfologické po-
znatky, jimiz je napomahéno pfii identifikaci pivodu [17;18].

Analyza zvitecich chlupti mé ve forenzni praxi specifické postaveni, nebot’ umoziuje
prokézat ptitomnost zvifete nebo kontakt mezi zvifetem a ¢lovékem. Tyto informace mohou
byt vyznamné naptiklad pfi vySetfovani nasilnych trestnych €ind, pytlactvi, tyrani zvirat
nebo pfi analyze stop pfi vloupéani. V laboratorni praxi je proto kladen diraz predev§im na
mikroskopické hodnoceni morfologickych znakt chlupti [17;18].

2.1 Forenzni analyza chlupu

Forenzni analyza chlupt je zaméfena na hodnoceni morfologickych znakt s cilem urcit pi-
vod chlupu a piipadné jej porovnat s referencnimi vzorky. Chlupy jsou povazovany za nezi-
vou biologickou stopu, kterd mtize poskytovat informace o druhu zvifete, typu chlupu a né-
kdy i o misté¢ jeho pGvodu na téle. Vysledky analyzy jsou zpravidla vyhodnocovany
v kontextu ostatnich stop nalezenych na misté ¢inu [17;18].

Zakladni metodou forenzni analyzy je mikroskopické porovnavani, pii némz jsou sle-
dovany znaky kutikuly, kortexu a meduly. Hodnoceny jsou rovnéz pigmentace, tloustka
chlupu, typ meduly a celkovy vzhled chlupu. Tyto znaky jsou porovnavany s referen¢nimi
vzorky, pficemz vysledkem neni absolutni identifikace, ale ur¢eni miry shody ¢i neshody
mezi vzorky [9;18].

V ptipadé zvitecich chlupii je forenzni analyza zpravidla zamétfena na uréeni druhu zvi-
fete, nikoli na ztotoznéni konkrétniho jedince. Tato identifikace je realizovana na zakladé¢
souboru morfologickych znak, jez jsou pro dany druh typické. Piesnost ureni zavisi na
kvalité vzorku, zkuSenostech hodnotitele a dostupnosti a kvalité referencnich materialti
[8;17].

Z hlediska diikazni hodnoty je nutné zduraznit, ze vysledky forenzni analyzy chlupt
maji indikaéni charakter. Ziskané poznatky jsou z tohoto diivodu zpravidla interpretovany
v kombinaci s dal§imi diikazy, jako jsou biologické stopy, mechanické stopy nebo svédectvi.
Spravné vyhodnoceni vyzaduje opatrnost a jasné vymezeni limit pouzité metody [18].

2.2 Sbér, zajisténi a uchovani chlupt

Spravny sbér, zajiSténi a uchovani chlupt jsou ve forenzni a laboratorni analyze vnimany
jako klicové kroky, protoze kvalitou odebraného vzorku jsou piimo ovliviiovany mozZnosti
jeho nasledného zkoumani. V rdmci analyzy chlupii jsou rozliSovany nadhodné (stopové)
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vzorky a referencni vzorky odebrané od znamého jedince. Nevhodny zpiisob odbéru nebo
skladovani mtze vést k mechanickému poskozeni chlupu, kontaminaci vzorku nebo znehod-
noceni morfologickych znakl dilezitych pro mikroskopickou analyzu. Z tohoto diivodu je
kladen dtraz na dasledné dodrzovani standardizovanych metod pro manipulaci s biologic-
kymi stopami [17;19].

221 Odbér vzorku

Odbér mize byt provadén riznymi zplisoby v zavislosti na ucelu analyzy a dostupnosti
vzorku. V laboratorni praxi se rozliSuje odbér chlupi s kofinkem a bez kotinku. Pfi odbéru
vzorki je dilezité dbat na to, aby chlupy nebyly mechanicky poSkozeny a aby nedoslo ke
kontaminaci vzorku s cizim materidlem. Standardizace odbéru, véetné uréeni mista a zpt-

sobu ziskani vzorku, je nezbytna pro moznost nasledného porovnani jednotlivych vzorka
[19].

2.2.2 Oznacovani vzorku

Kazdy odebrany vzorek musi byt jednoznacné oznacen, aby byla zajisténa jeho identifiko-
vatelnost po celou dobu zpracovani. Oznaceni by mélo obsahovat informace o druhu zvitete,
misté odberu na tele, datu odbéru a identifikaci vzorku. Spravné znaceni je zasadni pro za-
branéni zameéné vzorki a pro zachovani piehlednosti pfi laboratornim zpracovani [19].

223 Uchovani a skladovani vzorku

Archivace vzorki je realizovand metodikou, jejimz prostfednictvim je minimalizovano ri-
ziko jejich mechanického poskozeni ¢i kontaminace. Pro kratkodobé skladovani jsou vhodné
suché a Cisté obaly, které umoziuji zachovani morfologickych znak chlupi. Je doporuceno
uchovavat chlupy v papirovych obalech nebo oznacenych obalkéch, pticemz je tfeba zabra-
nit ptisobeni vlhkosti a ptimého svétla [19].

V ptipadé¢ kratkodobého uchovani, naptiklad v fadu n¢kolika tydni, nedochézi pti do-
drzeni vhodnych podminek ke zménam morfologickych znakt chlupt, které by ovlivnily
analyzu. Z tohoto diivodu je mozné vzorky uchovavat po omezenou dobu bez nutnosti spe-
cidlnich konzervac¢nich postupti [17;19].

2.3 Metody zkoumani chlupt

Zkoumani chlupii v laboratorni a forenzni praxi je zaloZeno na kombinaci né€kolika metod,
které se 1iSi svou naro¢nosti, pfesnosti i informacni hodnotou. Volba konkrétni metody zavisi
na typu vzorku, Gcelu analyzy a dostupném vybaveni. V praxi jsou nejcastéji vyuzivany
makroskopické a mikroskopické metody, které umoziuji hodnoceni morfologickych znak
bez nutnosti destruktivniho zadsahu do vzorku [17].

2.3.1 Makroskopické metody
Makroskopické metody predstavuji zakladni stupent zkoumani chlupt a jsou zaméfeny na
hodnoceni znaki pozorovatelnych pouhym okem nebo s vyuzitim lupy. Hodnoti se zejména
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celkovy vzhled vzorku, tj. barva, délka, tvar, charakteristické rysy a pfipadné mechanické
poskozeni chlupu. Makroskopické metody slouzi predev§im k orienta¢nimu posouzeni
vzorku a k jeho pfedbéznému tiidéni. Makroskopické hodnoceni nelze samostatné vyuzit
pro stanoveni celkovych zavéri, predstavuje vSak vyznamnou dil¢i fazi analyzy, kterda mize
poskytnout dilezité informace pro volbu dalsiho postupu zkoumani [15].

2.3.2 Mikroskopické metody

Mikroskopické metody predstavuji klicovy ndstroj pro analyzu chlupti ve forenzni a labora-
torni praxi. Pomoci téchto metod je mozné provadét podrobné hodnoceni morfologickych
charakteristik vzorkd, které zahrnuji strukturu kutikuly, charakteristiku kortexu, typ a konti-
nuitu meduly, pigmentaci a primér chlupu. Tyto znaky jsou dillezité pti srovnavani vzorkl
a ur¢ovani jejich ptivodu. Mikroskopicka analyza dovoluje identifikovat také jemné rozdily
mezi druhy ¢i jednotlivei. Dulezitost mikroskopickych metod spociva v jejich schopnosti
zachytit detaily, které nejsou vidét pouhym okem. Timto zptisobem poskytuji diilezité infor-
mace pro forenzni vySetfovani i biologicky vyzkum. [16;20].

V mikroskopické analyze chlupt je vyuzivano n¢kolik druhit mikroskopickych technik,
které jsou rozliSovany podle oblasti jejich vyuziti i principem zobrazeni. Svételna mikrosko-
pie je jednou z nejcastéjSich a umoziuje zakladni porovnani struktury chlupu, zejména me-
duly, pigmentace a uspofadani vnitinich vrstev. Vyhodami této metody jsou jednoduchost,
dostupnost a rychlost analyzy. Nevyhodou je naopak jeji nizsi rozliSovaci schopnost, coz
mize byt limitujici pfi hodnoceni velmi jemnych morfologickych znakt, naptiklad struktury
kutikuly [17;20].

Dalsi technikou je polariza¢ni mikroskopie, kterd je zaloZena na interakci polarizova-
ného svétla s analyzovanym vzorkem. Polarizacni metoda umoziuje zvyraznéni optickych
vlastnosti chlupu, zejména uspofadani vlaken a vnitini struktury, které nejsou vzdy zfetelné
pii pouziti svételné mikroskopie. Tato metoda je tedy vyuzivana spiSe jako doplnkova
a muze piispét k lepSimu pochopeni struktury chlupu a k ptesnéj§imu vyhodnoceni nékte-
rych znakt [2;21].

Pokrocilej$i metodou pii analyze chlupi je rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM),
kterd umozinuje detailni zobrazeni povrchu chlupu. Pomoci skenovaci elektronové mikro-
skopie je mozné pozorovat jemné struktury kutikuly, véetné tvaru a uspotadani Supin, coz
ma vyznam zejména pii druhovém urceni chlupu. SEM poskytuje vyrazng vyssi rozliSovaci
néjsi ptipravu vzorku [22].

V soucasnosti je stale Castéji vyuzivana digitalni mikroskopie, kterd kombinuje principy
svételné mikroskopie s modernimi technologiemi pro digitalni zdznam a zpracovani obrazu.
Umoziiuje nejen porovnani vzorku, ale také jeho dokumentaci, archivaci a naslednou ana-
lyzu pomoci softwarovych néstrojii. Vyhodou je moznost provadét méteni piimo v obraze
a snadné sdileni vysledkd, coz je vhodné naptiklad pii tvorbé databazi nebo pravé atlast
chlupa [21].
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2.4 Digitalni mikroskopie pfi analyze chlup
Digitalni mikroskopie je moderni zpiisob mikroskopického porovnavani, ktery kombinuje
optické principy s digitalnim zpracovanim obrazu. Na rozdil od optickych mikroskopi, kde
je obraz pozorovan piimo ptes okular, je zde obraz snimén pomoci obrazového senzoru
a zobrazovan na monitoru. Tento pfistup umoziuje pohodlné pozorovani, ale také snadnou
archivaci, sdileni a naslednou analyzu dat. Digitalni mikroskopie je vyuzivana v fad¢ obort,
vcetné primyslu, biologie ¢i forenznich véd [20;21].

Vyznam spociva pfedevsim v moznosti kombinovat pozorovani, méfeni a dokumentaci
v ramci jednoho systému. Moderni systémy navic umoziuji pracovat s velmi Sirokym roz-
sahem zvétSeni a poskytuji kvalitni obraz v redlném case [23].

241 Princip digitalni mikroskopie

Zakladnim prvkem digitalniho mikroskopu je obrazovy senzor, nejcastéji typu
CCD (Charge-Coupled Device) nebo CMOS (Complementary Metal-Oxide-Semicon-
ductor), ktery zajiStuje pfevod optického signdlu na elektricky signal. Tento signdl je na-
sledn¢ digitalizovan a zpracovan do vysledného obrazu, ktery je zobrazen na moni-
toru [20;22,23].

Obraz vznik4 dopadem svétla na jednotlivé fotodiody senzoru, které¢ zaznamenavaji in-
tenzitu svétla a prevadi ji na elektricky signdl. Elektricky signal je nasledné digitalizovan
a poté upraven pomoci digitalnich algoritmi, které zajist'uji spravnou hodnotu jasu, kon-
trastu a barev. Pro ziskani barevného obrazu je pfed senzorem umistén barevny filtr RGB,
ktery umoziiuje zaznamenavani jednotlivych barevnych slozek. Vyhodou tohoto feSeni je
moznost dalSiho zpracovani obrazu, naptiklad zvétSeni, upravy kontrastu nebo méteni vy-
branych parametrt [23].

24.2 Optické vlastnosti

Optické vlastnosti ovliviiuji kvalitu obrazu a patii sem ptedevsim rozliSeni a hloubka os-
trosti. RozliSeni ndm udava schopnost mikroskopu zobrazit jemné detaily a je ddno poctem
pixeld obrazového senzoru a vlastnostmi optické soustavy. Vyssi rozliSeni umoziuje pres-
néjsi analyzu pozorovaného objektu [23].

Hloubka ostrosti piedstavuje rozsah vzdalenosti, ve kterém je objekt zobrazen ostfe.
Tento parametr je dalezity hlavné pii pozorovani nerovnych nebo prostorové slozitych ob-
jektd, jako jsou naptiklad Supiny kutikuly. Plati vSak, ze s rostoucim rozliSenim dochazi ke
snizeni hloubky ostrosti, coz piedstavuje urcity kompromis mezi detailnosti a rozsahem za-
ostieni [23].

243 Barevné zobrazeni a HDR technologie

Barevné zobrazeni je dano schopnosti senzoru zaznamenat rizné odstiny barev. Tuto schop-
nost vyjadfuje barevna hloubka, ktera urcuje pocet moznych barevnych kombinaci. Napfi-
klad u 8bitovych systémil je mozné zobrazit vice nez 16 milionl barev, coz je dostate¢né pro
vétSinu béznych aplikaci [24].

32



4

umoziuje zachytit $irs$i rozsah jasu a barev. Princip je zaloZen na spojeni nékolika snimkt
s riiznou expozici do jednoho vysledného obrazu. Diky tomu lze zobrazit detaily jak ve velmi
svétlych, tak 1 ve velmi tmavych oblastech obrazu. Technologie je velmi ptfinosna pii pozo-
rovani lesklych nebo nizko kontrastnich materiall, kde by pii bézném snimani dochazelo ke
ztraté detailt [24].

244 Hloubkové skladani obrazu

Technologie hloubkového skladani obrazu fesi problém s malou hloubkou ostrosti, kdy je
zaostfena pouze ¢ast objektu. Hloubkové skladani kombinuje vice snimkt potfizenych s riz-
nym zaostfenim do jednoho vysledného obrazu. Vysledny obraz je ostry v celé své hloubce,
coz umoziuje detailni analyzu. Na princip hloubkového skladani navazuje tvorba 3D mo-
delti. Pomoci metod, 1ze v rozdilu zaostfeni urcit vysku jednotlivych bodi objektu a vytvofit
jeho 3D model [25].

2.4.5 Osvétleni

Osvétleni je dulezitou soucasti pii ziskdvani kvalitnich mikroskopickych obrazi. V digitalni
mikroskopii se vyuZzivaji rizné druhy osvétleni v zavislosti na pozorovaném objektu. Za-
kladni déleni zahrnuje prochdzejici a dopadajici svétlo. Prochazejici osvétleni se pouziva pro
transparentni objekty, zatimco dopadajici osvétleni slouzi k pozorovani povrchu neprihled-
nych objektii [26].

Specialni typy dopadajiciho osvétleni, jako koaxidlni nebo difuzni osvétleni, umoziiuji
optimalizovat podminky pozorovani. Koaxialni osvétleni je vhodné pro lesklé povrchy, pro-
toze zajistuje pfimy odraz svétla do objektivu. Naopak difuzni osvétleni svétlo rozptyluje
a minimalizuje vznik stinil a odleskii. Moderni digitalni mikroskopy umoziuji také regulaci
intenzity a sméru osvétleni, coz umoziuje pfizpisobit pozorovani konkrétnimu vzorku
a zvyraznit dilezité detaily [26].
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3 Souéasny stav zkoumané problematiky

Forenzni zkoumani zvitecich chlupii se dlouhodobé¢ opird o mikroskopické hodnoceni mor-
fologickych znakd chlupového stvolu. Tato metoda se v odborné literature uvadi jako za-
kladni néstroj pro rozliSeni druhi a orienta¢ni identifikaci ptivodu chlupu. Hodnoceni se ob-
vykle zaméfuje na strukturu kutikuly, charakter meduly a pigmentaci kortexu [15;18].

Béhem poslednich let je v§ak v odbornych ¢lancich stale Castéji poukazovano na po-
tiebu systematického a standardizovaného ptistupu k hodnoceni téchto znak, a to zejména
s ohledem na biologickou variabilitu mezi jednotlivymi druhy, plemeny i oblastmi téla. Va-
riabilita morfologickych znakd mtze v nékterych piipadech komplikovat jednozna¢né za-
véry, coz vedlo k rozsifeni vyzkumu smérem ke kvantifikaci znakl a k vyuziti modernéjSich
zobrazovacich metod [10;15].

V experimentalni praci [27] zamétené na forenzni identifikaci domdcich druhi zvifat
byla provedena srovnavaci histologickd analyza chlupti n€kolika savcii, konkrétné koné,
osla, psa a kocky, s pouzitim svételné mikroskopie. Na zékladé vzorku kutikuladrnich Supin,
typu a priméru meduly a pigmentace byly identifikovany charakteristické znaky pro jednot-
livé druhy, pficemz naptiklad u osla byl pozorovan odli$ny typ Supin v porovnéni s ostatnimi
druhy zvirat. Studie rovnéz potvrzuje, ze rizné druhy vykazuji vyrazné rozdily ve struktufe
meduly a kutikuly, které mohou slouzit jako rozdilové markanty pro druhovou identifikaci,
a zdlraziuje potiebu tvorby referen¢nich databazi pro forenzni praxi.

Komparativni mikroskopické hodnoceni lidskych a zvitecich chlupt bylo provedeno ve
studii vydané v roce 2022, kde byla k analyze morfologickych znakii chlupového stvolu po-
uzita stereomikroskopie [28]. Pozornost byla zamétena piredevsim na hodnoceni charakteru
meduly, uspofadani kutikularnich Supin a celkové struktury chlupu s cilem stanovit spoleh-
livé rozdilné znaky mezi lidskym a zvifecim chlupem. Bylo zjisténo, Ze nékteré znaky,
zvlasté typ meduly a jeji rozsah v poméru k celkové Sitce stvolu, prestavuji vyznamné roz-
liSovaci znaky. Studie soucasné potvrzuje, ze mikroskopicka analyza ziistava prakticky vy-
uzitelnou metodou ve forenzni praxi, pficemz presnost identifikace zavisi na systematickém
hodnoceni vice strukturalnich znakl soucasné.

Vyznam kvantitativniho hodnoceni morfologickych znakl je zdGraziiovan ve stu-
dii [29]. Vedle kvalitativniho popisu kutikuly a meduly byly do zkouméni zahrnuty také
morfometrické analyzy, konkrétné¢ stanoveni medularniho indexu (pomér $itky meduly
k celkové §itce stvolu). V zavéru bylo uvedeno, Ze aplikace méfitelnych parametrii piispiva
k vyssi objektivité¢ hodnoceni a umoziuje presnéjsi druhové rozliSeni. Soucasné bylo upo-
zornéno na mozny vliv mista odbéru a individudlni rozdily, pfi¢emz je kladen diraz na praci
s odpovidajicim mnozstvim vzorki a dodrZeni jednotného postupu.

V ramci rozsahlého vyzkumu v roce 2020 [30] byla zhodnocena oblast analyzy a inter-
pretace chlupti. Analyze byly podrobeny postupy pouzivané v riiznych laboratofich pii mi-
kroskopickém zkoumani, pficemz diraz byl kladen zejména na zptisoby dokumentace, in-
terpretaci morfologickych znakli a formulaci zavéra. Mezi jednotlivymi pracovisti byly
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zjistény rozdily jak v metodickych postupech, tak v terminologii pouZivané pro popis zjisté-
nych strukturalnich znaki. Z tohoto diivodu je v zdvéru zdiiraznéna potieba vyssi miry stan-
dardizace a sjednoceni pfistupu, ¢imz by byla zajiSténa srovnatelnost vysledkit mezi labora-
tofemi.

Dalsi ze studii [31] byla zaméfena na identifikaci vybranych druhti na zakladé morfo-
logickych znakli pozorovanych pomoci svételné mikroskopie a skenovaci elektronové mi-
kroskopie. Byly hodnoceny typy kutikularnich Supin, charakter meduly a profil chlupového
stvolu. Clanek uvadi, Ze jednotlivé druhy vykazuji specifické kombinace znaki, které umoz-
nyji jejich druhové rozliSeni. Soucasné je zdliraznéna vyznamnost jednotného postupu a do-
kumentace pozorovanych vzorkt, aby bylo mozné vytvofit srovndvaci soubor pro identifi-
kacni ucely.

Moznost vyuziti morfologické analyzy jako prvotniho screeningového kroku pfi forenz-
nim hodnoceni byla popsana ve studii zaméfené na identifikaci Zivoc¢isnych kozeSin [32].
Byla provedena mikroskopicka analyza struktury chlupu s diirazem na charakter meduly,
uspotadani kutikuly a celkovy morfologicky profil. Z ¢lanku vyplyva, ze morfologické ana-
lyza ptedstavuje casove i ekonomicky efektivni metodu prvotniho tfidéni vzorkd, ptfi€emz
v piipadé nejednoznaénych vysledkli miize byt doplnéna dalSimi analytickymi metodami.
Soucasné byla zdiraznéna potieba systematického zaznamenavani mikroskopickych znaki
a jejich porovnavani s referenénimi databazemi.

V [33] byla provedena analyza chlupt velbloudt s vyuzitim skenovaci elektronové mi-
kroskopie doplnéné o prvkovou analyzu, pti¢emz byla soucasné provedena morfologicka
meéfeni. V ramci ¢lanku byly hodnoceny povrchové struktura chlupu, charakter meduly
a dalsi morfologické znaky v zavislosti na véku zvifete. Bylo zjisténo, Ze morfologické pa-
rametry mohou vykazovat rozdil v souvislosti se stafim jedince. Je kladen diraz na vyznam-
nost kombinace pozorovani a méfeni pro objektivnéj$i hodnoceni znakl chlupi.

V dostupném online zdroji [12] je prezentovana obrazova galerii mikroskopickych
snimki chlupt riznych druhi zvifat. Tento zdroj poskytuje zdkladni prehled o morfologic-
kych znacich chlupl. Zejména struktury kutikuly, charakteru meduly a celkovém profilu
chlupu. Tato stranka muize byt vyuzita jako podplrny materidl pfi orientaénim porovnavani
vzorkil mezi jednotlivymi druhy.

Z provedené reSersSe vyplyva, ze mikroskopické analyza zvitecich chlupt je ve forenzni
praxi dlouhodobé€ pouzivanou metodou druhového rozliSeni. Za kli¢ové identifika¢ni znaky
jsou ve vSech studii opakované oznaceny struktura kutikuly, charakter meduly, pigmentace
a celkovy profil stvolu. Ve vétSin€ praci je vSak zdiiraznénd biologicka variabilita, ktera
mize komplikovat jednoznacnost interpretace nalezli. Soucasny vyzkum proto klade diraz
na jednotny popis markantli, zavadéni méfitelnych parametrti a sjednoceni hodnoticich po-
stupt. I pies existenci studii zamétenych na konkrétni druhy ¢i morfometrii dosud chybi
ucelené, systematicky a sjednocené zpracované digitalni soubory pro rychlé srovnani. Pravé
absence ptrehledného digitalniho atlasu a standardizované metodiky digitalni mikroskopie
tak definuje prostor pro navazujici vyzkum.
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4 Cile prace a vyzkumné otazky

Hlavnim cilem diplomové prace je provést analyzu chlupt vybranych druhii zvifat pomoci
digitalni mikroskopie a na zéklad¢ ziskanych vysledka vytvofit ptehledny digitalni atlas ana-
lyzovanych vzorkd.

Za ucelem naplnéni hlavniho cile byly stanoveny nasledujici dil¢i cile:

1.

Provést odbér vzorkli chlupli u vybranych druhti zvifat z predem definovanych
télnich oblasti.

Zajistit spravné oznaceni, evidenci a uchovani odebranych vzorkt

Provést mikroskopickou analyzu morfologickych znaki chlupti pomoci digitalni
mikroskopie.

Realizovat morfometricka méfeni vybranych parametrti (napf. pramér chlupu,
Sitka meduly).

Provést mezidruhové srovnani analyzovanych vzorki.

Systematicky zdokumentovat pozorované markanty a vytvofit digitalni obrazo-
vou databazi.

Navrhnout standardizovany postup rychlé analyzy chlupti pomoci digitalni mi-
kroskopie.

Na zakladé dil¢ich cilti byla formulovéna vyzkumna otazka:

Jaké morfologické znaky chlupti vybranych druhti zvifat jsou vyuzitelné pro je-
jich vzajemné rozliSeni pfi pouziti digitalni mikroskopie?

Pro podrobnéjsi zkoumani problematiky byly déle stanoveny dil¢i vyzkumné otazky:
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Do jaké miry se lis§i morfologické znaky chlupt mezi jednotlivymi druhy zvitat?
Je prumér chlupu vhodnym identifikaénim znakem ve srovnani s ostatnimi mor-
fologickymi znaky?



5 Metodika prace

Tato kapitola popisuje postup prace od sbéru vzorkl az po jejich naslednou analyzu. Meto-
dika je zamé&fena na jednotlivé kroky zpracovani vzorkd, jejich ptipravu pro méfeni a zptsob
vyhodnoceni sledovanych morfologickych znakti. V ramci prace byly analyzovany chlupy
4 vybranych druht zvifat, pficemz u kazdého druhu bylo hodnoceno 5 jedincti. Vzorky byly
odebirany ze 4 riiznych ¢asti téla, aby bylo mozné posoudit variabilitu morfologickych znakl
nejen mezi jednotlivymi druhy, ale i v rdmci jednotlivce. Pro Gcely srovnani byly do analyzy
zatazeny také tfi vzorky lidskych vlast.

Postup prace zahrnoval sbér vzorkil, jejich piipravu pro mikroskopické pozorovani
a vlastni analyzu. V pribéhu prace byly testovany rlizné zplisoby snimani vzorkd, ptfi¢emz
findlni metodika byla zvolena s ohledem na kvalitu ziskanych dat a moznosti dostupného
technického vybaveni.

5.1 Vybér zvirat a odbér vzorku

Vzorky chlupt byly odebirany od ¢ty vybranych druhii zvitat, konkrétné psa, kocky, kralika
a kong, pficemz u kazdého druhu bylo analyzovano pét jedinct. Tento zptisob umoznil ziskat
dostatecny pocet vzorki pro analyzu. Odbér chlupt byl provadén stfthanim co nejblize k po-
vrchu kiize, coz vedlo k tomu, Ze nebyl zachovéan kotinek chlupu. Tento postup byl zvolen
s ohledem na hlavni cil préace, kterd je zaméfena na morfologické znaky chlupt, nikoliv na
analyzu kofenové ¢asti chlupt.

Vzorky byly odebirany ze 4 rtiznych casti téla, konkrétné ze zad, bticha, ptedni a zadni
koncetiny. Tato odbérova mista byla zvolena s cilem zachytit pfipadnou variabilitu morfo-
logickych znakl v rdmci konkrétniho jedince v zavislosti na umisténi chlupu. Z kazdého od-
bérového mista bylo odebrano vétsi mnozstvi chlupti, zpravidla v fadu desitek kust, aby byla
zajiSténa dostatecnd zasoba vzorki pro piipadné opakovani méteni. Odbér byl provadén za
suchych podminek, aby nedochazelo k ovlivnéni kvality vzorkd vlhkosti, kterd by mohla
negativné ovlivnit jejich nésledné zpracovéani nebo skladovani.

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo pfevazné o doméci zvifata, bylo predpokladano, ze
jejich srst je v relativné dobrém hygienickém stavu. Z tohoto divodu nebyla provadéna
zadna specialni ocista vzorkd ptimo pti odbéru. Bezprostiedné po odbéru byly ke kazdému
vzorku zaznamenany zékladni informace o daném jedinci, aby byla zajisténa jejich jedno-
znacnost pii dal$im zpracovani.

5.2 Oznaceni a uchovani vzorku

Thned po odbéru byly jednotlivé vzorky chlupti systematicky oznaceny a ulozeny tak, aby
byla zajisténa jejich ptehlednost a jednoznacna identifikace pti dal§im zpracovani. Pro ucho-
vani byly vyuzity samostatné uzaviratelné plastové sacky, které byly pfipraveny pfed samot-
nym odbérem. Kazdy sacek byl oznacen podle odbérového mista (napt. zada, bficho, pedni
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a zadni noha), coz umoznilo ptehledné tfidéni vzorkd pfimo pfi jejich sbéru a minimalizo-
valo riziko jejich zamény viz obr.6.

Obr. 6: Pfipravené oznacené sacky pro odbér vzorki [zdroj: vlastni]

Pro kazdy soubor vzorki byl soucasné ptipraven jeden vétsi uzaviratelny sacek, do kterého
byly nésledné vloZeny ¢tyfi mensi sdcky odpovidajici jednotlivym odbérovym mistim. Vétsi
sacek, zachyceny rovnéz na obr. 6, slouzil zaroven jako nosi¢ identifikacnich udajii o zvifeti,
pfi¢emz na n¢j byly zaznamenany informace o druhu, plemeni, véku a pohlavi jedince.
Timto zptisobem bylo dosazeno ptehledného seskupeni vzorkt a jejich jednoznaéné ozna-
¢eni v ndvaznosti na konkrétniho jedince.

Evidence vzorkt byla dale vedena v textovém dokumentu, ve kterém byly vzorky sys-
tematicky oznaceny a ocislovany (vzorek ¢.1-20). Ke kazdému vzorku byly pfifazeny za-
kladni tidaje o zvifeti, cozZ umoznilo piehledné usporadani. Dale byla ke kazdému zviteti
zajiSténa fotografie, a to bud’ vlastnim pofizenim, nebo jejim zaslanim od majitele zvitete.
Fotografie byly vyuzity pfi tvorbé digitalniho atlasu chlupii, kde slouzi jako dopliujici vizu-
alni informace k jednotlivym vzorkim.

Vzorky byly uchovany v ptehledné organizované slozce, kde byly rozdéleny do jednot-
livych skupin podle druhu zvitete. Uchovani probihalo pii pokojové teploté a byl kladen
daraz na suché prostiedi bez svétla, aby nedochazelo k negativnimu ovlivnéni vzorkd.

Béhem pfipravy byly chlupy fixovany na podkladovy material, konkrétné ¢erny tvrdy
papir, za ucelem jejich stabilizace pfi mikroskopickém pozorovani pomoci digitalniho mi-
kroskopu. Postup spocival v umisténi chlupu na tvrdy papir a jeho nésledné uchyceni pomoci
izolepy (viz obr. 7).
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Obr. 7: Ukazka fixace vzorkl na ¢erném podkladu [zdroj: viastni]

V prib¢hu prace se vSak ukdzalo, Ze tento zptsob fixace vzorkil nebyl zcela vyhovujici. Pti
mikroskopickém snimani dochéazelo k pohybu chlupli, coZz negativné ovlivnilo stabilitu
vzorki a kvalitu ziskanych snimkti. Soucasné nebylo dosazeno dostatecné homogenniho po-
zadi. Na zaklad¢ téchto zjisténi byla metodika ptipravy vzorki pro digitalni mikroskop upra-
vena. Bila Zelatinova folie byla nejdiive lepidlem ve spreji pfilepena na sklicko a poté do
zelatinové hmoty umistény chlupy. Timto bylo docileno pevnéjsiho uchyceni chlupt a sou-
Casné vytvoieno homogenni pozadi, které bylo vhodnéjsi pro mikroskopické snimani. Jed-
notlivé vzorky byly pfimo oznaceny na skli¢ku, tim byla zajiSténa identifikace pro opako-
vané zkoumani vzorka (obr. 8).

Obr. 8: Fixace chlupd na zelatinové hmoté [zdroj: vlastni]
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Pii manipulaci se vzorky byla vyuzita plastova pinzeta, kterda umoznila pfesnéjsi uchopeni
jednotlivych chlupt a sou¢asné minimalizovala riziko jejich mechanického poSkozeni.

5.3 Pouzité pristroje a software

Tato kapitola popisuje piistroje a softwarové vybaveni vyuzité pii mikroskopické analyze
chlupti. Hlavni ¢ast pozorovani a dokumentace vzorkl byla provadéna pomoci digitalniho
mikroskopu, ktery umoznil detailni snimani vzorkl pfi riiznych zvétsenich. Pro doplnéni a
srovnani ziskanych vysledkt byly u vybranych referencnich vzorkt dale vyuzity rastrovaci
elektronovy mikroskop (SEM) a laserovy skenovaci mikroskop. Nasledujici podkapitoly po-
pisuji jednotlivé pouzité piistroje a jejich vyuziti v ramci analyzy.

5.3.1 Digitalni mikroskop

Pro mikroskopickou analyzu chlupt byl vyuzit digitalni mikroskop VHX-X1 od spole¢nosti
Keyence. Mikroskop je vybaven vysoce citlivym CMOS snimacem s rozlisSenim 4K, ktery
umoziuje detailni zobrazeni. Zatizeni umoziluje pozorovani v Sirokém rozsahu zvétSeni
a nabizi pokrocilé funkce pro Uipravu obrazu a jeho naslednou analyzu. Soucasti mikroskopu
je tidici jednotka a softwarové prostredi, které umoziuje nejen snimani obrazu, ale také na-
slednou tpravu a analyzu. Software poskytuje funkce pro méteni, upravu kontrastu, jasu
a barevnosti, stejné jako pokrocilé zobrazovaci rezimy, naptiklad HDR nebo odstranéni od-
leskti. Ovladani mikroskopu bylo provadéno pomoci ovladaciho panelu (obr. 9), ktery umoz-
niuje pfesné nastaveni ostfeni, regulaci osvétleni a pohyb motorizovaného stolku ve vSech
smérech.
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Obr. 9: Softwarové prostredi a ovladaci panel mikroskopu [zdroj: vlastni]

V ramci analyzy byly pouzity 2 vyménné objektivy. Objektiv VH-Z100UT byl pouzit pro
detailni pozorovani a dosahuje zvétseni 100x—1000x. Mikroskop s timto objektivem lze vi-
dét na obr. 10.

Obr. 10: Mikroskop s nasazenym objektivem VH-Z100UT [zdroj: vlastni]

Druhy pouzity objektiv VH-Z20T umoziiuje mensi zvétSeni (20x—200x) a je vybaven prs-
tencovym osvétlenim, které zajiSt'uje rovnoméerné nasviceni vzorku, poptipad€ moznost zvo-
lit smér, ze kterého je vzorek nasvicen. Mikroskop s timto objektivem je vidét na obr. 11.
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Obr. 11: Mikroskop s nasazenym objektivem VH-Z20T [zdroj: vlastni]

5.3.2 Rastrovaci elektronovy mikroskop

Pro srovnavaci a detailni analyzu povrchové struktury chlupt byla pouzita rastrovaci elek-
tronova mikroskopie (SEM — Scanning Electron Microscopy). Méteni bylo realizovano po-
moci mikroskopu ZEISS Evo MA15 (viz obr. 12), ktery umoznuje ziskat vysoce detailni

snimek povrchu pfi vysokém zvétSeni a rozliSeni.
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obr. 12: Rastrovy elektronovy mikroskop [zdroj: viastni]
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Pfed samotnym métfenim bylo nutné vzorky chlupti upravit tak, aby byly vhodné pro analyzu
v elektronovém mikroskopu. Z kazdého sledovaného druhu (kiin, kralik, kocka, pes) byl vy-
bran jeden referencni chlup odebrany ze zad vybraného jedince. Vzorky byly upevnény na
standardni nosice (tzv. stubs), jak je vidét na obr. 13.

obr. 13: Upevnéni vzorkl na nosice (stubs) [zdroj: vlastni]

Nasledné byly vzorky pokoveny tenkou vrstvou zlata pomoci naprasovacky Quorum Q150R
ES (viz obr. 14). Pokoveni bylo provedeno za ucelem zvysSeni elektrické vodivosti vzorkil
a eliminaci jejich nabijeni béhem pozorovani. Tloustka nanesené vrstvy zlata byla 3 nm.

obr. 14: Naprasovacka pro pokoveni vzorkii Quorum Q150R ES [zdroj: vlastni]

Na snimcich pofizenych pomoci SEM bylo soucasné zaznamenano i pouzité nastaveni mi-
kroskopu. Méfeni byla provedena pii urychlovacim napéti (EHT) v rozmezi 10—15 kV. Pra-
covni vzdalenost se pohybovala v rozmezi 7-12 mm. Pro snimani byl vyuzivan detektor
sekundérnich elektronti, ktery je vhodny pro zobrazovani povrchi. Zvétseni bylo voleno in-
dividuélng¢ podle charakteru vzorku.
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5.3.3 Laserovy skenovaci mikroskop
Pro analyzu povrchové struktury chlupu byl vyuzit mikroskop Keyence VK-X1000
(viz obr. 15), ktery umozniuje kombinaci optického a laserového snimani povrchu.

obr. 15: Laserovy mikroskop Keyence VK-X1000 [zdroj: viastni]

Princip tohoto mikroskopu je vyuziti kombinace optické mikroskopie a laserového skeno-
vani. Opticka cast umoziuje klasické zobrazeni vzorku, naopak laserovy paprsek slouzi
k detailnimu sniméani povrchové struktury. Odrazené svétlo je nédsledné detekovano a zpra-
covano do vysledného obrazu. Tato kombinace umoziuje ziskat detailni snimek struktury
s presnéj$im zobrazenim povrchovych nerovnosti. Vyhodou oproti SEM mikroskopu je
mensi naro¢nost na piipravu vzorkd, které neni nutné pokovovat [21].

Vzorky chlupt byly pfipevnény jednoduchym zpiisobem, kdy byl chlup fixovan izo-
lepou na podlozni sklicko. Pozorovani bylo provadéno pti zvétSeni 20x, které bylo zvoleno
jako dostatecné pro zachyceni potfebnych snimkt. PouZzity mikroskop umoziuje $iroky roz-
sah zvétSeni od 2,5x az po 150x. Pfi méfeni byla vyuZzita kombinace optického a laserového
snimani, coZ umoznilo zvyraznéni povrchové struktury. Méteni probihalo za stabilnich pod-
minek a nastaveni mikroskopu bylo pouzito stejné pro vSechny vzorky.

5.4 Postup analyzy pomoci digitalniho mikroskopu

Po ptipravé vzorkl néasledoval presun k mikroskopické analyze vzorkt pomoci digitalniho
mikroskopu. Jednotlivé vzorky byly postupné umistovany na pracovni plochu a fixovany
tak, aby byla zajiSténa stabilita pii pozorovani a pofizovani snimkii. Pfed snimanim bylo
vzdy provedeno nastaveni zdkladnich parametrl, zejména zvétSeni, typu a intenzity osvét-
leni a ostfeni. V priibéhu byly vyuzivany rizné zobrazovaci rezimy dostupné v softwaru mi-
kroskopu, jejich volba zavisela na konkrétnim typu hodnoceného znaku.

Mikroskopické analyza byla provadéna podle jednotlivych typli hodnocenych znakd.
Nejprve byla u vSech vzorkli nasnimana jejich vnéjsi struktura, nasledné bylo provedeno
méteni prifezu chlupu a poté hodnoceni charakteru meduly. Sniméni barvy chlupu bylo re-
alizovano az v zavérecné fazi, a to z divodu nutnosti vymény pouzivaného objektivu.
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Pti hodnoceni struktury kutikuly bylo u kazdého vzorku pofizeno vice snimki za vyuZiti
riznych zobrazovacich rezimt, konkrétné standardni rezim, HDR a rezim pro odstranéni
odleskii. Tento postup umoznil nésledny vybér nejvhodnéjsiho snimku pro zobrazeni kuti-
kuly v atlasu. Naopak pti hodnoceni dalSich znak, jako byl pramér chlupu, charakter me-
duly a barvy, byl ve vétSin€ ptipadl vyuzivéan standardni zobrazovaci rezim. V piipad¢ hod-
noceni barvy chlupu bylo soucasné pouzito jednotné nastaveni osvétleni, aby byly zajistény
srovnatelné podminky snimani a nedochézelo k ovlivnéni vysledného odstinu vlivem zmény
intenzity svétla.

Bylo zjisténo ze kvalita vysledného obrazu je vyrazné ovlivnéna zejména zplisobem
osvétleni a stabilitou vzorku. Z tohoto diivodu bylo nutné jednotlivé parametry priibézné
optimalizovat s ohledem na provadéné meéteni. Mikroskopickéd analyza byla zaméfena na
hodnoceni konkrétnich morfologickych znakt chlupi, jako byla struktura kutikuly, primér
chlupu, charakter meduly a barva. Pro kazdy z téchto znakti byl zvolen specificky postup
a nastaveni mikroskopu, které je podrobné popsano v nasledujicich podkapitolach.

541 Analyza povrchu chlupu

Kutikula byla hodnocena pomoci horniho osvétleni, které umoziuje zvyraznéni povrcho-
vych struktur chlupu. Pro snimani bylo pouzito zvétSeni 600x, které poskytlo dostatecny
detail pro pozorovani jednotlivych kutikularnich Supin. Pro kazdy vzorek bylo pofizeno vice
snimki v riiznych zobrazovacich rezimech, konkrétné ve standardnim rezimu, rezimu od-
stranéni odleski a HDR. S ohledem na 4 odbérova mista a 3 pouzité zobrazovaci metody
bylo u kazdého jedince potizeno 12 snimkli zamétenych na strukturu kutikuly. Tento postup
umoznil ndsledny vybér nejvhodnéjsiho zobrazeni pro detailni analyzu povrchové struktury
chlupu.

Pozornost byla vénovana také zptisobu uchyceni vzorki. Plivodné byly chlupy fixovany
na podklad z ¢erného papiru, avsak tento zptisob se ukazal jako nevhodny, zejména z diivodu
pohybu vzorku pfi pozorovéni. Z tohoto divodu byla nasledné pouzita bild Zelatinova
hmota, ktera zajistila lepsi fixaci chlupu a lep$i podminky pro pozorovani.

Po pofizeni snimkl byla provedena jejich dodate¢na tiprava pomoci dostupného soft-
waru mikroskopu, konkrétné snizeni jasu a zvyraznéni struktury, ¢imz bylo dosazeno lepsi
Citelnosti sledovanych znaki. Tyto Gpravy byly provadény pouze v rezimu HDR, ktery tyto
tipravy umozituje. Upravy byly provadény u viech vzorki se stejnym nastavenim, aby byla
zachovana jejich srovnatelnost.

Pti snimani kutikuly bylo soucasné zjisténo, ze kvalita zobrazeni je vyrazné€ ovlivnéna
pritomnosti odleskt a celkovym odrazem svétla od povrchu chlupu. I pies snahu o odstranéni
téchto nezddoucich odrazli se nepodafilo tento jev zcela odstranit, a to zejména s ohledem
na dostupné technické vybaveni. Tento faktor byl proto zohlednén pti vybéru nejvhodnéjsich
snimki pro dalsi analyzu.
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5.4.2 Analyza prarezu chlupu a morfometrie

Stanoveni priméru chlupu bylo provadéno na zékladé mikroskopického pozorovani piic-
nych fezli chlupii. Pro ziskani téchto fezli byly jednotlivé chlupy mechanicky upraveny po-
moci ostrého odlamovaciho noze, pficemz byl kladen diraz na co nejkolmé;jsi provedeni
fezu vzhledem k podélné ose chlupu. Nasledné byly chlupy uchyceny pomoci plastovych
kolickd, které umoznovaly jejich stabilni fixaci v poZzadované poloze (viz obr. 16). Diky
tomuto zpusobu uchyceni byla zajisténa lepsi manipulace se vzorkem a rovnéz to umoznilo
ptesnéjsi zobrazeni prufezu chlupu.

Obr. 16: Kolicky pro uchyceni chlupt pfi méfeni prirezu [zdroj: vlastni]

Sniméni prifezu bylo realizovano pii zvétSeni 1000x v kombinaci s hornim osvétlenim.
Zobrazovany prifez chlupu byl néasledné méfen pomoci méficich néstroji dostupnych
v softwaru mikroskopu, kde bylo mozné urcit vzdalenost mezi dvéma zvolenymi body, jak
je vidét na obr. 17.
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Obr. 17: Ukazka méreni prafezu chlupt [zdroj: vlastni]

Samotné méfeni prifezu bylo realizovano tak, ze u kazdého vzorku byly urceny hodnoty
nost, Ze prifez chlupu neni pravidelné kruhovy, ale mize vykazovat ur¢itou nepravidelnost
nebo ovalny tvar. U kazdého chlupu bylo provadéno celkem pét opakovani méfeni, a to jak
Excelu a nésledné z nich byla vypoctena smérodatna odchylka, ktera slouzila k vyjadieni
variability méfeni a omezeni vlivu neptesnosti pfi uréovani méticich bodd.

543 Analyza meduly

Pro pozorovani vnitini struktury chlupu (meduly), bylo pouzito mikroskopické snimani za
pomoci spodniho osvétleni. Tento typ osvétleni umoziuje priichod svétla skrz chlup, ¢imz
dochazi ke zvyraznéni vnitinich struktur. Vzorky byly pro toto méfeni pfipravovany umis-
ténim chlupi na podlozni sklicko, na které byl ndsledné aplikovan glycerol. Glycerol slouzil
jako optické médium, protoze diky svému indexu lomu, ktery je blizky indexu lomu chlupu
1 indexu lomu mikroskopického sklicka, snizuje lom a rozptyl svétla na rozhranich jednotli-
vych prostiedi a umoziuje tak ziskat obraz s lep§im kontrastem a ostrosti. Po aplikaci gly-
cerolu byl chlup ptekryt krycim sklickem.

U nékterych vzorki, zvlastné u silngjSich a tmavé pigmentovanych chlupid, nebylo
mozné medulu dostatecné zobrazit pomoci standardniho postupu. Z tohoto diivodu bylo
u vybranych vzork pfistoupeno k jejich tprave pomoci technického peroxidu vodiku o kon-
centraci 30 %, ve kterém byly chlupy ponechény po dobu jedné hodiny. Namoceni chlupti
v peroxidu je vidét na obr. 18.
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Obr. 18: Uprava vzork(i pomoci peroxidu [zdroj: vlastni]

Po ukonceni procesu byly vzorky oplachnuty destilovanou vodou a vysuseny. Nasledné byly
opét pripraveny na podlozni sklicko s pouzitim glycerolu a kryciho sklicka. Tato uprava ve-
dla k ¢aste¢nému zesvétleni a naruSeni povrchové struktury chlupu, coz vedlo k lepSimu pri-
chodu svétla a tim i lepSimu zobrazeni meduly. Samotné snimani bylo realizovano ve stan-
dardnim rezimu bez dodate¢nych uprav obrazu.

544 Analyza barvy

Hodnoceni barvy chlupti bylo provadéno pii zvétSeni 200x. Pro toto sniméni byla pouzita
odli$na optika, konkrétné objektiv VH-Z20T (viz obr. 11 v kapitole 5.3). Tento objektiv je
vybaven prstencovym osvétlenim, které umoziuje rovnomérné nasviceni vzork a tim i vér-
n¢jsi zobrazeni jeho barevnych vlastnosti. Snimani bylo provadéno ve standardnim rezimu
pti zachovéni jednotného nastaveni osvétleni a parametrii obrazu pro vSechny chlupy. Postup
byl zvolen z diivodu zajisténi srovnatelnosti mezi jednotlivymi snimky a eliminaci vlivu
proménlivych podminek na vysledné barevné zobrazeni.

V priibéhu sniméni bylo zjisténo, Ze u nékterych chlupt dochdzi vlivem intenzity osvét-
leni k prosviceni chlupu, coz miize ovlivnit vysledné vnimani barvy. Tento problém byl zpii-
soben kombinaci mensi tloustky chlupu a intenzity dopadajiciho svétla. S ohledem na tento
problém bylo nutné ptistupovat k hodnoceni barvy s odstupem a zohlednit vliv osvétleni pti
interpretaci vysledkl. Snimky byly déle pouzity pro urceni barvy srsti.

5.5 Hodnocené morfologické znaky chlupt

V ramci prace byly u jednotlivych vzork hodnoceny vybrané morfologické znaky chlupi.
Tyto znaky byly zvoleny s ohledem na jejich vyznam pii druhové identifikaci a moznosti
jejich pozorovani pomoci pouzitého digitdlniho mikroskopu.
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Hodnoceny byly nasledujici znaky:
e struktura kutikuly, zahrnujici charakter povrchovych Supin chlupu,
e tvar a velikost prifezu chlupu, véetné jeho rozméra,
e charakter meduly, zejména jeji pfitomnost, vyvinutost a charakter,
e barevné vlastnosti chlupu pii jednotnych podminkéch osvétleni.
Znaky byly nasledné vyuzity pro vzdjemné porovnani jednotlivych vzork v ramci
praktické ¢asti prace.
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6 Vysledky analyzy zvirecich chlupi pomoci digitalni
mikroskopie

V této kapitole jsou prezentovany vysledky mikroskopické analyzu chlupti pomoci digitalni
mikroskopie. Vysledky jsou clenény podle jednotlivych hodnocenych morfologickych
znakd, konkrétné struktury kutikuly, prafezu chlupu, charakteru meduly a barvy. Uvedeny
jsou pouze reprezentativni ukazky jednotlivych druhi a vzorkd, které ilustruji jejich charak-
teristické znaky. S ohledem na rozsah pofizenych snimku a ziskanych dat neni v této kapi-
tole obsazena kompletni dokumentace vSech analyzovanych vzork.

Kompletni sada snimkl v systematickém uspofadéani je obsazena v digitalnim atlasu
chlupty, ktery je pfiloZen jako elektronickd ptiloha k praci (pfiloha A). Atlas umoziluje de-
tailni srovnani jednotlivych vzorki a doplituje zde prezentované vysledky.

6.1 Struktura kutikuly

Struktura kutikuly je jeden z kli¢ovych morfologickych znakl chlupu a je vyuzivana pti mi-
kroskopickém hodnoceni. V rdmci prace byla pozornost zaméfena na zpiisob zobrazeni ku-
tikularnich Supin a jejich néasledné porovnani mezi jednotlivymi vzorky. Nejprve bylo pro-
vedeno porovndni ruznych zobrazovacich rezimil, které umoznilo vybér rezimu
nejvhodnéjsiho pro zobrazeni kutikuly. Nésledné byly prezentovany vysledky analyzy kuti-
kuly u jednotlivych druht.

6.1.1 Porovnani zobrazovacich rezim

Snimani struktury kutikuly bylo provedeno ve tfech zobrazovacich rezimech dostupnych
v softwaru digitdlniho mikroskopu. Konkrétné se jednalo o standardni rezim, rezim pro od-
stranéni odleskd a rezim s vysokym dynamickym rozsahem (HDR). Cilem bylo porovnat
a vyhodnotit vliv jednotlivych rezimt na kvalitu zobrazeni povrchové struktury chlupu.

Pro kazdy vzorek byly pofizeny 3 snimky, vzdy v jednom z uvedenych rezimu. S ohle-
dem na 4 odbérova mista a 3 pouzité zobrazovaci rezimy bylo u kazdého jedince potizeno 12
snimkil zobrazujicich strukturu kutikuly. Timto postupem bylo dosazeno pfimého porovnani
jednotlivych rezimi za stejnych podminek snimani. Pro pofizeni snimk v jednotlivych re-
zimech bylo vyuzito jednotné ptiblizeni, konkrétn€ 600x a na vSech obrazcich se jedna o to-
tozny chlup, ktery pochazi ze zad koné¢.

Ve standardnim rezimu bylo dosazeno zakladniho zobrazeni chlupu, struktura kutikuly
byla mén¢ vyrazna a jemné detaily nebyly dostatecné ostré, jak je vidét na obr. 19.
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Obr. 19: Struktura kutikuly ve standardnim rezimu zobrazeni [zdroj: viastni]

Rezim odstranéni odleskii umoznil potlaceni svételnych odrazli na povrchu chlupu, coz ve-
dlo k mirnému zpiehlednéni struktury. Soucasné v§ak dochazelo k ztmaveni obrazu a k cel-
kovému snizZeni kontrastu barev (viz obr. 20).

Obr. 20: Struktura kutikuly v rezimu odstranéni odlesk? [zdroj: vlastni]

Nejvyraznéjsiho zobrazeni struktury bylo dosazeno v rezimu HDR, kde doslo ke zvyraznéni
povrchovych detaili chlupu a lep§imu rozliSeni jednotlivych kutikuldrnich Supin, jak je pa-
trné na obr. 21. V tomto rezimu byla struktura nejlépe Citelna. Na zakladé tohoto porovnani
byly pro dalsi hodnoceni struktury kutikuly vyuzity snimky potizené v rezimu HDR.
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Obr. 21: Struktura kutikuly chlupu v rezimu HDR [zdroj: vlastni]

6.1.2 Struktura kutikuly kofiského chlupt
Hodnoceni struktury kutikuly z koniského chlupu (vzorek €. 2) bylo provedeno na zaklade 4
odebranych vzorkl z riznych casti téla (bficho, zada, predni a zadni noha). Na vSech snim-
cich byla pozorovana Supinaté struktura kutikuly odpovidajici mozaikovému typu dle uve-
dené klasifikace v teoretické ¢asti prace.

U vzorku z oblasti bficha byla struktura méné zietelna, jednotlivé Supiny byly htlife
ohranic¢en¢ a celkovy charakter kutikuly byl méné zietelny, Mozaikovy typ kutikuly je zde
patrny pouze omezeng (viz obr. 22).

Obr. 22: Struktura kutikuly koniského chlupu (vzorek €. 2, bricho) [zdroj: vlastni]
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Vzorek z oblasti zad vykazoval vyrazngjsi strukturu, jednotlivé Supiny byly Iépe patrné a
jejich uspotadani odpovidalo mozaikovému typu (viz obr. 23).

50um

Obr. 23: Struktura kutikuly kofiského chlupu (vzorek €. 2, zada) [zdroj: vlastni]
Struktura kutikuly z oblasti pfedni nohy vykazuje nepravidelné uspotadani s dobte viditel-
nymi hranicemi Supin, které rovnéz odpovida mozaikovému typu (obr. 24).

T b
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Obr. 24: Struktura kutikuly kofiského chlupu (vzorek €. 2, predni noha) [zdroj: vlastni]
Poslednim posuzovanym vzorkem je vzorek chlupu ze zadni nohy koné (obr. 25). Tento
vzorek ma misty méné zietelnou strukturu, avSak typ kutikuly ziistava stejny jako
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u predchozich vzorki a jedna se tedy o mozaikovy typ. Z obr. 25 je dale patrné, Ze na rozdil
od dfive analyzovanych vzorki pfirozené tmavych chlupi se jedna o ptirozené svétly chlup.

Obr. 25: Struktura kutikuly konského chlupu (vzorek €. 2, zadni noha) [zdroj: vlastni]

Celkové lze konstatovat, Ze nehled¢ na odbérové misto a pfirozenou barevnost vykazuji
vSechny vzorky koniského chlupu stejny mozaikovy typ struktury. Jednotlivé zhorSené po-
zorovaci rysy mohou byt dany kvalitou snimku nebo také ovlivnény poskozenim chlupu.

6.1.3 Struktura kutikuly krali€ich chlupt
Struktura krali¢iho chlupu byla hodnocena u vzorku ¢. 10 na zaklad¢ vzorkl odebranych ze
4 riznych casti téla (bficho, zada, predni a zadni noha). Na vSech sledovanych snimcich byly
pozorovany Supiny kutikuly odpovidajici pruhovanému typu.

U vzorku z bticha je kutikula méné zietelnd, jednotlivé Supiny jsou hiite rozlisitelné,
ale 1 pfesto je ziejmé ze se jednd o pruhovany typ kutikuly (viz obr. 26). Tyto zhorSené
pozorovaci podminky budou pravdépodobné piimo souviset s velikosti zkoumaného chlupu.
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Obr. 26: Struktura kutikuly krali¢iho chlupu (vzorek €. 10, bficho) [zdroj: vlastni]

4

jsou dobie viditelné a struktura odpovidala pruhovanému typu, jak je patrné z obr. 27.

Obr. 27: Struktura kutikuly krali¢iho chlupu (vzorek €. 10, zada) [zdroj: vlastni]
Vzorek odebrany z piedni koncetiny vykazoval stejny charakter struktury, ptfi¢emz jednot-
livé Supiny byly pomérné dobfe Citelné a jednalo se o pruhovany typ (obr. 28).
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Obr. 28: Struktura kutikuly krali¢iho chlupu (vzorek €. 10, predni noha) [zdroj: viastni]
U vzorku ze zadni koncetiny je struktura misty méné zietelnd, avsak zlstal zachovan stejny
typ struktury jako u piedchozich vzorku (obr. 29).

Obr. 29: Struktura kutikuly krali¢iho chlupu (vzorek €. 10, zadni noha) [zdroj: vlastni]
Na zavér Ize konstatovat, ze kutikula krali¢iho chlupu odpovidéa pruhovanému typu s mirnou
variabilitou, ktera je zavisla na mist¢ odbéru a kvalité snimku.
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6.1.4 Struktura kutikuly psich chlupt

Struktura psiho chlupu je hodnocena u vzorku €. 14 na zékladé odebranych vzorkt ze 4 riiz-
nych ¢asti téla (bricho, zada, pfedni a zadni noha). Na vSech 4 snimcich byly pozorovany
Supiny kutikuly odpovidajici mozaikovému typu.

Pro vzorek z oblasti bficha je z obr. 30 patrné, ze kutikula je mén¢ ztetelnd, jednotlivé
Supiny jsou htife rozliSitelné, ale i pfesto je ziejmé, ze se jednd o mozaikovy typ. Tyto zhor-
Sené pozorovaci schopnosti mohou byt zplisobeny jak kvalitou snimku, tak i vlastnostmi
chlupu.

Obr. 30: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek €. 14, bricho) [zdroj: vlastni]
Pti pozorovani vzorku odebraného ze zad byla struktura vyraznéjsi, jednotlivé Supiny jsou
dobfte viditelné a jejich uspotadani odpovida mozaikovému typu (obr. 31).

Obr. 31: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek €. 14, zada) [zdroj: vlastni]
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Vzorek odebrany z ptedni nohy m¢l strukturu méné vyraznou, jednotlivé Supiny jsou hiie
zietelné, presto lze rozeznat jejich nepravidelné uspotfadani odpovidajici mozaikovému typu
(obr. 32).

Obr. 32: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek €. 14, predni noha) [zdroj: vlastni]
U vzorku ze zadni nohy je struktura opét zietelnéjsi, jednotlivé Supiny jsou dobie rozlisitelné
a rovnéz odpovidaji mozaikovému typu (obr. 33).

Obr. 33: Struktura kutikuly psiho chlupu (vzorek ¢. 14, zadni noha) [zdroj: vlastni]
Lze tedy konstatovat, ze u vSech sledovanych ¢asti téla psa byl pozorovan mozaikovy typ
kutikuly, pfi¢emz nejlépe byla tato struktura patrna u vzorkll ze zad a zadni koncetiny.
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6.1.5 Struktura kutikuly ko¢i¢ich chlupt

Struktura koci¢iho chlupu byla hodnocena u vzorku €. 17 na zaklad¢ 4 odebranych vzorkl
z riznych ¢asti téla (bficho, zada, predni a zadni noha). Na vSech sledovanych mistech byly
pozorovany Supiny kutikuly odpovidajici nepravidelné vinitému typu.

Pti pozorovani snimku odebraného z oblasti bficha byla kutikula méné¢ zietelnd, jednot-
livé Supiny vSak jsou pfi bliz§im pozorovani patrné. Struktura pisobila jemné¢, misty méne
vyrazné, coZ muze souviset s mensi tloustkou chlupu nebo kvalitou zobrazeni. Pfesto bylo
zachovano nepravidelné€ vinité uspotradani Supin (viz obr. 34).

Obr. 34: Struktura kutikuly koci¢iho chlupu (vzorek €. 17, bricho) [zdroj: vlastni]

Pti srovnani vzorku ze zad byla struktura kutikuly vyraznéjsi. Jednotlivé Supiny byly 1épe
rozlisitelné a jejich nepravidelny prab¢h byl zietelnéjsi. Celkovy charakter povrchu chlupu
odpovidal stejnému typu jako u ptedchoziho vzorku (obr. 35).

Obr. 35: Struktura kutikuly koci¢iho chlupu (vzorek €. 17, zada) [zdroj: vlastni]
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Vzorek z ptedni nohy vykazoval kutikulu dobte patrnou, pticemz Supiny vykazovaly podob-
nou velikost 1 tvar jako u ptfedchoziho pozorovani. Struktura je dobie patrnd a zobrazena na
obr. 36.

Obr. 36: Struktura kutikuly koci¢iho chlupu (vzorek €. 17, predni noha) [zdroj: vlastni]

Podobné charakteristiky byly pozorovany i u vzorku ze zadni nohy, kde byla kutikula misty
mén¢ zietelna, avsak stale dobte identifikovatelnd. Struktura odpovida ostatnim pozorova-
nym vzorklim. Struktura ze zadni nohy je vidét na obr. 37.

Obr. 37: Struktura kutikuly koci¢iho chlupu (vzorek €. 17, zadni noha) [zdroj: vlastni]

Celkové lze konstatovat, Ze u vSech sledovanych vzorki koci¢iho chlupu byl pozorovan ne-
pravidelné vlnity typ kutikuly. Rozdily mezi jednotlivymi ¢astmi téla se projevovaly piede-
v§im ve viditelnosti a kontrastu Supin, coz miZze byt ovlivnéno jak velikosti chlupu, tak
1 kvalitou zobrazeni nebo chlupu.
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6.1.6 Porovnani kutikularnich struktur jednotlivych druht

U kong byl ve vech piipadech pozorovan mozaikovy typ kutikuly. Supiny byly pomérné
vyrazné, dobfe rozliSitelné a nepravidelné uspotadané. Kutikula tohoto typu pisobila ve
srovnani s ostatnimi druhy citeln¢ a byla nejlépe patrna.

Struktura kutikuly kralika byla charakteristickd pravidelnéj$im uspofadanim Supin,
které odpovidalo pruhovanému typu. Supiny byly orientovany podél podélné osy chlupu
a vytvarely pravidelny, liniovy vzor. V nékterych ptipadech byla struktura méné patrna, coz
mohlo byt zpisobeno mensim prifezem chlupu.

Chlupy psa vykazovaly mozaikovy typ kutikuly, podobné jako chlupy koné. Ve srov-
nani s koniskym chlupem byla struktura méné vyrazna a Supiny lehce jemnéjsi. Presto bylo
mozné dobfe rozlisit vzajemné uspotradani Supin a urcit jejich typ.

U kocky byl identifikovan nepravidelné vinity typ kutikuly. Struktura byla relativné
jemna, avsak ve vétsin¢ pfipadii dobfe pozorovatelna.

Pfi vzajemném porovnani Ize konstatovat, ze jednotlivé druhy vykazuji odlisné typy
struktury kutikuly. U kon¢ a psa byl pozorovan mozaikovy typ, u kréalika byl dobfte viditelny
pruhovany typ a u kocky typ nepravidelné vlnity. Rozdily mezi jednotlivymi druhy zvifat
mohou byt ovlivnény jak vlastnostmi chlupu (napft. jeho tloustkou, funkei nebo typem srsti),
tak i kvalitou potizenych snimk. I pies tyto vlivy vSak byly mezi jednotlivymi druhy pozo-
rovany patrné rozdily, které umoziiuji jejich vzajemné odliSeni na zéklad¢ struktury kutikuly.

6.2 Analyza priiezu chlupu

V této kapitole byla hodnocena morfologie prafezu chlupli vybranych zivocicht, konkrétné
koné, kralika, psa a kocky. Kapitola obsahuje pouze vybrané reprezentativni snimky zobra-
zujici typické znaky prufezh chlupi jednotlivych druh. Hodnoceni bylo provedeno na za-
kladé¢ mikroskopickych snimki pfi zvétSeni 1000x a doplnéno o méfeni jednotlivych roz-
meért prifezti. U kazdého druhu bylo analyzovano pét jedincl, pficemz vzorky byly
odebrany ze Ctyt riiznych ¢asti téla (bficho, zada, predni a zadni noha).

Me¢fteni zahrnovalo stanoveni dvou hlavnich rozmért prifezu chlupu (minimalni a ma-
ximalni primér). Kazdé méfeni bylo pro jednotlivy chlup opakovéno 5x a z namétenych
hodnot byla nasledné€ vypocitana smérodatna odchylka. Veskeré naméfené hodnoty byly za-
znamenany do tabulky v programu Microsoft Excel, kterd je soucasti elektronické ptilohy
prace (pfiloha B). Cilem bylo popsat velikostni rozdily mezi jednotlivymi druhy, ale hlavné
také identifikovat pfipadné morfologické znaky vyuzitelné pro jejich vzéjemné rozliSeni.

6.2.1 Prirez konského chlupu

Na zakladé provedenych méfeni bylo zjisténo, ze chlupy koné dosahuji relativné velkych
priméra, zpravidla v rozmezi pfiblizné¢ 60-110 pm. NejvétSich hodnot bylo dosazeno
u chlupti z pfedni a zadni nohy, zatimco chlupy z oblasti zad a bficha byly mensiho priméru.
Z morfologického hlediska se prifez konského chlupu vyznacuje pfevazné ovalnym az
mirné kulatym tvarem (viz obr 38).
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Obr. 38: Prurez koriského chlupu ze zad [zdroj: vlastni]

6.2.2 Prirez krali¢iho chlupu

U kralika byla zaznamendna vyrazn€ vyssi variabilita naméfenych hodnot. Primér chlupu
se pohyboval od ptiblizné 20 pm az po zhruba 100 um v zéavislosti na konkrétnim jedinci
a lokalité¢ odbéru. Zasadnim zjisténim vSak nebyla samotna velikost, ale tvar prifezu. Na
rozdil od ostatnich druhti mély chlupy krélika vyrazn¢ nepravidelny az deformovany tvar
prafezu. Struktura piisobi méné kompaktné, coz je patrné na obr. 39.

s
_. B} )

Obr. 39: Prurez krali¢iho chlupu z bficha [zdroj: vlastni]
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Tento rozdil je jesté vyraznéjsi na druhém snimku, kde je patrna znacné nepravidelnost tvaru
prafezu, kterd se u ostatnich zkoumanych druhti nevyskytovala (viz obr. 40).

Obr. 40: Priifez krali¢iho chlupu 2 ze zad [zdroj: viastni]

6.2.3 Prurez psiho chlupu

Pro psa byl zaznamenan Siroky rozsah hodnot prifezu chlupti, od 20 um do 115 pm. Tato
variabilita je pravdépodobné ovlivnéna rozdilnou velikosti a typem srsti jednotlivych je-
dinct, kterd bude piimo zavisla na plemeni. Tvar prafezu byl ve vétSin€ pripadi pomérné
pravidelny, pfevazné kruhovy az mirné ovalny, jak ukazuje obr. 41.

[1]83,71 |

(2]72,64pm)

Obr. 41: Priifez psiho chlupu z bficha [zdroj: vlastni]
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6.2.4 Prirez kocic¢iho chlupu

U kocky se prumér chlupu pohyboval v rozmezi 25-90 um. Variabilita byla niZ8i nez u psa,
coz muze souviset s mensi rozdilnosti velikosti jedincii ve srovnani se psy. Tvar prifezu byl
pfevazné kruhovy az mirn€ ovalny, jak je vidét na obr. 42.

[1)72,60um

{2]73,47um]

Obr. 42: Priifez koci¢iho chlupu ze zad [zdroj: vlastni]

6.2.5 Porovnani priirezu

Samotny pramér chlupu vyjadieny v délkové mife se ukézal jako nedostatecné spolehlivy
identifikacni znak, jelikoZ dochazelo k vyraznému piekryvu hodnot velikosti mezi druhy, a
také k vyrazné variabilité v rdmci jednotlivych druht. Zasadnim rozliSovacim znakem se
ukdzal tvar prifezu chlupt. Zatimco pro kocku, psa a koné byl prifez relativné pravidelny
(ovalny az kruhovy), u krélika byl tvar prifezu nepravidelny, az deformovany. Tento znak
umoznuje spolehlivé odliseni krali¢iho chlupu od ostatnich sledovanych druht, a to 1 v pfi-
padech, kdy se jednotlivé druhy piekryvaji z hlediska velikosti priméru. Nelze nicméné roz-
liSit kocku, psa a koné. Z vysledkt tedy vyplyva, ze samotna velikost prafezu neni dostacu-
jici pro urceni druhu a pro identifikaci je tedy vhodné velikost prifezu zkombinovat
s dal$imi znaky (napf. struktura kutikuly, typ meduly).

6.3 Medula chlupt

V této kapitole byla hodnocena struktura meduly chlupu na zakladé¢ mikroskopickych
snimki pofizenych digitadlnim mikroskopem pfti zvétSeni 800x. Nékteré chlupy bylo potieba
zesvétlit peroxidem, jak je popsano v metodice prace, konkrétné v kapitole o pfipravé
vzorkll. Pro dosazeni lepSiho zobrazeni vnitini struktury chlupu bylo vyuZzito podlozni
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sklicko v kombinaci s pouzitim glycerolu a kryciho skli¢ka. Tento postup umoznil zobrazeni
vnitini struktury a jeji nasledné vizualni hodnoceni. U kazdého druhu zvitete byly analyzo-
vany vzorky odebrané ze Ctyf riznych Casti t€la stejn¢ jako u struktury kutikuly (bficho,
zada, ptedni a zadni noha). V této kapitole jsou uvedeny pouze vybrané vzorky (od kazdého
druhu jeden jedinec). Kompletni soubor obrazki pro kazdého jedince je soucasti atlasu, ktery
je ptilozen v elektronické ptiloze k této praci.

6.3.1 Medula konskych chlupu

U vzorkil z chlupti koné byla struktura meduly hodnocena na zéklad¢ potizenych snimka
z riznych ¢asti téla. U chlupu odebraného z oblasti bficha byla medula ztfeteln¢ patrna, tvo-
fena tmavsim, relativné souvislym pruhem ulozenym ve stiedni ¢asti chlupu (viz obr. 43).

25um

Obr. 43: Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, bficho) [zdroj: vlastni]

Vzorek odebrany ze zad mél medulu rovnéz dobie patrnou, piicemz jeji struktura ptisobila
vyraznéji a misty i kompaktnéji nez u chlupu odebraného z bticha. Medula tvoti Gtvar pro-
bihajici podél osy chlupu (viz obr. 44).

Obr. 44: Struktura meduly koniského chlupu (vzorek €. 2, zada) [zdroj: vlastni]

65



Naopak u chlupti odebranych z ptedni a zadni nohy nebyla medula ve sledovanych snimcich
vubec pritomna, jak je vidét na obr. 45 a obr. 46. Tato anomalie se objevila u v§ech pozoro-
vanych chlupti pochazejicich z ptedni a zadni nohy bez ohledu na konkrétniho jedince.

25pum

Obr. 45: Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, predni noha) [zdroj: viastni]

25um

Obr. 46: Struktura meduly konského chlupu (vzorek €. 2, zadni noha) [zdroj: vilastni]
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6.3.2 Medula kralic¢ich chlupt

Pro vzorky krali¢ich chlupt byla struktura meduly hodnocena na zaklad€ snimki z riznych
¢asti téla. U chlupu odebraného z oblasti bficha byla medula dobfe patrna, pfi¢emz méla
charakter kontinudlni struktury tvofené pravidelnym uspotfadanim segmentt (viz obr. 47).

Obr. 47: Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, bricho) [zdroj: vlastni]
Podobny charakter byl pozorovén i u chlupu ze zad, kde medula byla rovnéz kontinuélni,
misty s vyrazngj$i segmentaci jednotlivych ¢asti (viz obr. 48).

Obr. 48: Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, zada) [zdroj: vlastni]

Chlup odebrany z ptedni nohy vykazoval stejnou formu struktury jako chlupy odebrané
z bficha a zad. Medula byla ptitomnd, avsak mén¢€ vyrazna a jemné&;jsi, pfi¢emz jeji charakter
byl stale kontinuélni (viz obr. 49).
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Obr. 49: Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, predni noha) [zdroj: vlastni]
Naopak u chlupu ze zadni nohy byla medula pferuSovana, tvoiend oddélenymi ¢astmi bez
souvislého pritbéhu (viz obr. 50).

Obr. 50: Struktura meduly krali¢iho chlupu (vzorek €. 7, zadni noha) [zdroj: vlastni]

6.3.3 Medula psich chlupu

Pro vzorky chlupii psa byla medula hodnocena na zaklad¢ snimkl pofizenych z riznych
¢asti té€la. U chlupu odebraného z oblasti bficha byla medula vyrazné vyvinutad a zaujimala
podstatnou ¢ast celkového priméru chlupu. Jeji charakter odpovidal kontinudlnimu typu (viz
obr. 51).
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25um

Obr. 51: Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, bricho) [zdroj: vlastni]
Podobny charakter byl pozorovan i u chlupu ze zad, kde byla medula rovnéz vyrazna a sou-

visla po celé sledované délce chlupu (viz obr. 52).

25um

Obr. 52: Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, zada) [zdroj: vlastni]
U chlupu odebraného z pfedni nohy byla medula pfitomnd, avSak méné vyraznd, coz mohlo
byt zplisobeno snimkem, ktery je pofizen u konce chlupu. Piesto ji bylo mozné rozeznat a

urcit, ze se jedna o kontinualni typ (viz obr. 53).
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Obr. 53: Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, predni noha) [zdroj: vilastni]

Chlup odebrany ze zadni nohy mél medulu rovnéz pfitomnou, velmi vyraznou a zabirala
stejné jako u chlupu z bficha vyraznou ¢ast chlupu. Stejné jako u predchozich vzorkl se
jedné o kontinuélni typ meduly (viz obr. 54).

Obr. 54: Struktura meduly psiho chlupu (vzorek €. 14, zadni noha) [zdroj: vlastni]

6.3.4 Medula ko¢icich chlupti

U vzorkl chlupt kocky byla struktura meduly hodnocena na zdklad€ snimkt z riznych ¢asti
téla. Na chlupu odebraném z bticha byla medula vyrazn¢ vyvinuta a zaujimala velkou cast
vnitiniho prostoru chlupu. Struktura odpovidala kontinualnimu typu (viz obr. 55).
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25pum

Obr. 55: Struktura meduly kocic¢iho chlupu (vzorek €. 19, bficho) [zdroj: vlastni]
Chlup ze zad mé¢l medulu rovnéz velmi vyraznou, souvislou a dobfe patrnou po celé délce
chlupu. I v tomto ptipad¢ se jedna o kontinualni typ (viz obr. 56).

25um

Obr. 56: Struktura meduly kocic¢iho chlupu (vzorek €. 19, zada) [zdroj: vlastni]
Chlup odebrany z pfedni nohy m¢l medulu pfitomnou a misty bylo mozné vidét jemnou
segmentaci, celkove se vSak stale jedna o kontinudlni typ (viz obr 57).
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25um
Obr. 57: Struktura meduly kocic¢iho chlupu (vzorek €. 19, predni noha) [zdroj: vlastni]
U chlupu ze zadni nohy byla medula rovnéz pfitomna, souvisla a vyrazna, bez preruSeni (viz
obr. 58).

- .
Sy

25um

Obr. 58: Struktura meduly kocic¢iho chlupu (vzorek €. 19, zadni noha) [zdroj: vlastni]

6.3.5 Porovnani meduly jednotlivych druht
Pii porovnani meduly mezi jednotlivymi druhy (kin, kralik, pes, kocka) byly pozorovany
rozdily jak ve zplisobu uspofadani, tak v jeji vyraznosti v ramci chlupu.

U koné byla medula mén¢ vyrazné a ve vétsing ptipadd nebyla souvisla po celé délce
chlupu. Casto puisobila spise fragmentované anebo mohla byt misty hiife patrna, v piipadé
chlupti z ptedni a zadni nohy Uplné chyb¢la.
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Kralik mél medulu velmi vyraznou a charakteristickou svou strukturou, ktera byla tvo-
fena pravidelné uspofadanymi segmenty. Tento typ meduly byl vyrazné odli§ny od ostatnich
sledovanych druhti a dobte identifikovatelny.

Pes mél medulu ve vSech sledovanych lokalitach ptevazné kontinudalni. Jeji vyraznost
se lisila v z&vislosti na misté odbéru, pravdépodobné v souvislosti s velikosti chlupu a roz-
dily mezi plemeny, avSak celkové si zachovéavala kontinualni tvar bez vyrazného ¢lenéni.

U kocky byla medula rovnéz kontinudlni, avSak ve srovnani se psem byla vyraznéjsi
a lisila se ¢asti kterou zabirala v poméru k celé Sifce chlupu. V nékterych ptipadech bylo
mozné pozorovat naznaky jemné fragmentace, ty vSak nenarusili celkovy kontinualni dojem.

Z hlediska mezidruhového srovnani lze fict, Ze nejvyraznéjsi a strukturalné nejodlis-
néj$i medula byla pozorovana u kralika. Naopak u psa a ko¢ky rozhodoval pomér vizudlni
Sitky meduly oproti celkové $ifce chlupu.

6.4 Barva chlupu
V této kapitole jsou uvedeny reprezentativni vzorky pro hodnoceni barvy chlupt. U jednot-
livych chlupti byl zohlednén druh zvitete, ale i misto odbéru. Hodnoceni bylo zaméteno na
odstin chlupu a jeho rovnomérnost v pribéhu celé délky.

U tmavého chlupu (pes, vzorek ze zad) byla pozorovéna vyraznd, témef cerna barva,
ktera byla rovnomérné rozloZena po celém chlupu bez zetelnych zmén odstinu (viz obr. 59).

e e

200pm

Obr. 59: Tmavy chlup (pes, zada) [zdroj: vlastni]
Svétly chlup (pes, pfedni noha) mél nizky obsah pigmentu, coz se projevilo bilym zbarve-
nim. V priubéhu délky chlupu nebyly patrné vyraznéjsi zmény odstinu (viz obr. 60).
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Obr. 60: Svétly chlup (pes, predni noha) [zdroj: vlastni]
Pro hnédy chlup (kun, pfedni noha) byla pozorovana stfedn¢ intenzivni hnéda barva s mir-
nymi zménami odstinu podél délky chlupu (viz obr. 61).

200um

Obr. 61: Hnédy chlup (kin, pfedni noha) [zdroj: vlastni]

Pro ovéteni zachovani stejnych podminek snimani byl vyuzit néstroj pro porovnani vice
snimkll v ramci pouzitého softwaru. Na zakladé tohoto porovnani bylo ovéreno, ze nedoslo
ke zmén¢ intenzity osvétleni, coz bylo ovéfeno na zékladé shodného odstinu pozadi jednot-
livych snimkii. Soucasné toto porovnani umoznilo pfimé vizualni porovnani zbarveni jed-
notlivych chlupt (obr. 62).
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Obr. 62: Porovnani barev (chlup psa - vlevo nahore, chlup koné - vlevo dole, chlup kocky — vpravo
nahore, chlup — koné vpravo dole) [zdroj: vlastni]

Na zéklad¢ provedené¢ho porovnani lze fict, Ze zbarveni chlupt se 1isi zejména odstinem a
jeho rovnomérnosti v pribéhu chlupu. Tmavé chlupy vykazovaly jednotlivé zbarveni bez
vyrazngjSich zmén. U hnédych chlupt byly pozorovany mirné¢ zmény odstinu. Jednotné na-
staveni osvétleni umoznilo objektivni porovnani jednotlivych vzorkl bez zkresleni zpiiso-
beného zménou zobrazovacich podminek.

6.5 Navrh postupu pro rychlou analyzu chlupl pomoci digitalni

mikroskopie
Na zaklad¢ ziskanych poznatki béhem experimentalniho méfeni byl vytvoien ndvrh postupu
pro rychlou a jednotnou analyzu chlupii pomoci digitalni mikroskopie. Postup zahrnuje pfi-
pravu vzorkl pro pozorovani kutikuly, meduly, priiezu i barvy chlupu. Jednotlivé kroky
byly sestaveny tak, aby umoznily rychlé a opakovatelné vyhodnoceni zédkladnich morfolo-
gickych znakl. Kompletni checklist postupu je uveden v elektronické piiloze C.
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7 Vysledky analyzy referenc¢nich vzorki pomoci
rastrovaci elektronové mikroskopie

Pomoci rastrové elektronové mikroskopie byly analyzovany referencni vzorky chlupt jed-
notlivych druhd, konkrétné koné, kralika, psa a kocky. Pro kazdy druh byl zvolen jeden
chlup odebrany ze zad od vybraného jedince.

7.1 Pozorovani kutikuly koriského chlupu pomoci SEM
Na snimku kotiského chlupu byla pozorovana struktura odpovidajici mozaikovému typu.
Jednotlivé Supiny byly pravidelné uspofadané, s mirnym piekryvanim (viz obr. 63).

Obr. 63: Struktura kutikuly kofiského chlupu — SEM [zdroj: viastni]

7.2 Pozorovani kutikuly kraliéiho chlupu pomoci SEM
U kréli¢iho chlupu byla pozorovana struktura odpovidajici pruhovanému typu kutikuly
(viz obr. 64). Supiny byly zietelné odd&lené, pravideln& uspoiadané.

76



Obr. 64: Struktura kutikuly krali€iho chlupu — SEM [zdroj: vlastni]

7.3 Pozorovani kutikuly psiho chlupu pomoci SEM

Psi chlup vykazoval styl kutikuly odpovidajici mozaikovému typu (viz obr. 65). Jednotlivé
Supiny vykazovaly variabilitu ve tvaru i velikosti a jejich uspofddani nebylo zcela pravi-
delné.

Obr. 65: Struktura kutikuly psiho chlupu — SEM [zdroj: vlastni]
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7.4 Pozorovani kutikuly koc€i€iho chlupu pomoci SEM

Na snimku koc¢i¢iho chlupu byla pozorovana jemna struktura kutikuly odpovidajici nepravi-
deln¢ vInitému tvaru (obr. 66). Jednotlivé Supiny nebyly tak pravidelné¢ uspotadané jako
u mozaikového typu a jejich priibéh je vice nepravidelny.

Obr. 66: Struktura kutikuly koci¢iho chlupu — SEM [zdroj: vlastni]

7.5 Vysledky analyzy referenc¢nich vzorki pomoci SEM

Analyza referenc¢nich vzorki pomoci SEM umoznila detailni zobrazeni povrchové struktury
chlupti. Ve srovnani s digitadlni mikroskopii byly ziskané snimky vyrazné detailnéjsi a umoz-
novaly piesngjsi identifikaci jednotlivych Supin kutikuly a jejich uspotfadani. Prestoze ra-
strovaci elektronovd mikroskopie poskytuje vyrazné vyssi rozliSeni i detail povrchovych
struktur, bylo zjisténo, ze pro ucely této prace nebyla takto vysoka mira detailu nezbytna.
Struktura kutikuly byla jiz dostate¢né zfetelna pii pouziti digitdlniho mikroskopu, ktery
umoznil spolehlivou interpretaci jednotlivych typu kutikuly.

Vysledky ziskané pomoci SEM odpovidaly pozorovanim provedenym pomoci digital-
niho mikroskopu. U vSech sledovanych druhti byly potvrzeny stejné typy kutikuly, kon-
krétné pruhovany typ pro kralika, mozaikovy typ pro koné¢ a psa a nepravidelné vlnity pro
kocku. Pozorovani pomoci SEM tedy slouzilo jen jako ovéfovaci metoda, kterd potvrdila
spravnost interpretace pozorovanych vysledkti pomoci digitalniho mikroskopu.
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8 Vysledky analyzy referenc¢nich vzorkt pomoci
laserového skenovaciho mikroskopu

Pomoci laserového mikroskopu byly analyzovany 4 referencni vzorky chlupti, konkrétné se
jednalo o jeden chlup od kazdého druhu (kiin, kralik, pes a kocka). Ve srovnani s digitalni
mikroskopii bylo dosaZzeno mirn¢ lepSiho kontrastu struktury, avSak celkova trovein detailu
byla niz$i nez u rastrové elektronové mikroskopie.

8.1 Pozorovani kutikuly koriského chlupu pomoci laserového

mikroskopu
Na snimku koniského chlupu byla pozorovéana kutikula odpovidajici mozaikovému tvaru (viz
obr. 67). Jednotlivé Supiny byly zietelné po celé délce chlupu. Struktura pasobila kom-
paktné, pfi¢emz okraje Supin nebyly ostré. V nékterych castech bylo mozné pozorovat mirné
rozdily v kontrastu, které souvisely s nerovnosti povrchu chlupu.

Obr. 67: Struktura kutikuly kofiského chlupu - laserovy mikroskop [zdroj: vlastni]

8.2 Pozorovani kutikuly krali€iho chlupu pomoci laserového

mikroskopu
U krali¢iho chlupu byla velmi vyrazna a dobte pozorovatelna struktura odpovidajici pruho-
vanému typu kutikuly (obr. 68) Jednotlivé Supiny byly pravidelné usporadany v podélném
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sméru chlupu. Ve srovnani s ostatnimi druhy byla struktura vyraznéjsi, coz umoznilo snad-
nou identifikaci typu kutikuly.

Obr. 68: Struktura kutikuly krali¢iho chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni]

8.3 Pozorovani kutikuly psiho chlupu pomoci laserového

mikroskopu
Psi chlup mél strukturu mozaikového typu (viz obr. 69). Jednotlivé Supiny vykazovaly vari-
abilitu ve tvaru i velikosti, pfi¢emz jejich usporadani stale odpovidalo mozaikovému typu.
V nékterych Castech byla struktura méné vyraznd, coz mohlo souviset s velikosti chlupu
nebo jeho povrchovymi vlastnostmi.

Obr. 69: Struktura kutikuly psiho chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni]
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8.4 Pozorovani kutikuly koc¢i¢iho chlupu pomoci laserového
mikroskopu

U kocic¢iho chlupu byla pozorovéna struktura kutikuly odpovidajici nepravidelné vinitému

typu (viz obr. 70). Jednotlivé Supiny nebyly pravideln€ usporadané a jejich priibéh byl na-

hodny.

Obr. 70: Struktura kutikuly ko€i¢iho chlupu — laserovy mikroskop [zdroj: vlastni]

8.5 Vysledky analyzy referenc¢nich vzorki pomoci laserového

mikroskopu
Analyza pomoci laserového mikroskopu potvrdila vysledky ziskané ptfi pozorovani digital-
nim mikroskopem 1 rastrovym elektronovym mikroskopem. U vSech sledovanych druht
byly identifikovany stejné typy kutikuly, coz potvrzuje zjisténé vysledky.

Ve srovnani s rastrovym elektronovym mikroskopem poskytuje laserovy mikroskop
dou laserového mikroskopu je, Ze neni nutné pokovovat vzorky jako u rastrového elektro-
nového mikroskopu.

V porovnani s digitdlnim mikroskopem byly ziskané snimky mirn¢ kvalitnéjsi a v né-
kterych ptipadech umoznovaly lepsi zvyraznéni povrchové struktury diky vyuziti laseru. Di-
gitalni mikroskopie vSak i pfesto zlstava pln¢ dostacujici metodou pro zakladni identifikaci
typt kutikuly. Laserovy mikroskop tak Ize stejné jako rastrovy elektronovy mikroskop vyu-
zit pro doplitkové porovnani vzorki a ovéfeni ziskanych vysledk.
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9 Vysledky analyzy referen¢nich vzorku lidskych viast

Pro porovnani byly analyzovany dva lidské vlasy, konkrétn¢ jeden hnédy a jeden svétly.
Pozorovani bylo provedeno pomoci digitdlniho mikroskopu, ktery byl hlavnim v této praci
a byla nim provedena i méteni zvitecich chlupl popsand v kap. 6. Vzorky lidskych vlast
byly ptipraveny za stejnych podminek jako chlupy zvifat. U obou vzorkil byla pozorovana
struktura kutikuly a meduly.

9.1 Pozorovani kutikuly lidského viasu

Na prvnim snimku (obr. 71) byla pozorovéana jemna relativné pravidelna struktura kutikuly.
Jednalo se o svétly vlas, jak je patrné z obrazku, a jednotlivé Supiny na sebe navazovaly.
Struktura ptisobila kompaktné, pfi¢emz povrh vlasu se oproti zvifecim chlupim jevil rela-
tivné hladky.

Obr. 71: Struktura kutikuly svétlého lidského vlasu [zdroj: vlastni]
U hnédého vlasu (viz obr. 72) byla pozorovana podobna struktura kutikuly jako u svétlého
vlasu. Supiny kutikuly byly pravidelng uspofadané a navazovaly na sebe.
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Obr. 72: Struktura kutikuly hnédého lidského vlasu [zdroj: vlastni]

9.2 Pozorovani meduly lidského viasu

Pti porovnavani meduly svétlého vlasu nebyla medula vyrazné (viz obr. 73). V nékterych
¢astech vlasu bylo mozné pozorovat slaby a prerusovany vyskyt. Tento znak odpovida vlast-
nostem lidskych vlasi, kdy medula neni tak vyvinuta jako u zvitecich chlupti.

25um

Obr. 73: Medula svétiého lidského vlasu [zdroj: viastni]
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U hnédého vlasu byla medula pozorovana ve form¢ malych ptrerusovanych tseku (viz obr.
74). Medula nebyla souvisla po celé délce vlasu a jeji vyskyt byl nepravidelny. Struktura
meduly byla lehce vyraznéjsi nez u svétlého vlasu, stale vSak nelze fict, Ze by se jednalo o
souvislou medulu, kterd je typicka pro zviteci chlupy.

Obr. 74: Medula hnédého lidského vlasu [zdroj: viastni]

9.3 Porovnani lidského vlasu s chlupy zvirat

Porovnavani lidskych vlast se zvifecimi chlupy ukazalo rozdily jak ve struktute kutikuly,
tak v pfitomnosti a vyvinutosti meduly. Kutikula lidskych vlasi byla jemnéjsi, pravidelngjsi
a celkoveé méné vyraznd nez u zviteci chlupti. Kutikula u zvitat dale vykazovala charakteris-
tické znaky umoziujici druhové rozliSeni zvitat. Jest¢ vyraznéjsi rozdil byl patrny v pozo-
rovani meduly. U lidskych vlast byla medula malo vyvinuta a pferusovand, zatimco u zvi-
tecich chlupt byla medula vyrazna a souvisla. Tyto rozdily hraji roli pfi rozliSeni, zda se
jedné o lidsky vlas nebo zvifeci srst.
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Zaver

Hlavnim cilem diplomové prace bylo provést podrobnou analyzu chlupti vybranych druhii
zvifat a na zéklad¢ ziskanych dat sestavit piehledny digitalni atlas. Prace je zaméfena na
Ctyfi druhy konkrétné koné, kralika, psa a kocku. Aby byla zajisténa reprezentativnost dat,
bylo od kazdého druhu zahrnuto pét jedinct, pfi¢emz vzorky byly odebirany ze Ctyt riznych
casti téla (bricho, zada, ptedni a zadni noha). Tento piistup umoznil sledovat nejen morfo-
logické rozdily mezi druhy, ale také variabilitu chlupli v rdmci jedince. Vysledkem je roz-
sahly soubor vzorkd, ktery poslouzil jako zaklad pro nasledné mikroskopické hodnoceni.

Prakticka ¢ast prace byla rozdé€lena na piipravu vzorkl pro nékolik typli pozorovani,
konkrétné kutikuly, meduly, barevnych znakt a prifezu. Pro hlavni analyzu byl pouzit digi-
talni mikroskop Keyence VHX-X1. Ten umoznil nejen rychlou fotodokumentaci pfi riznych
zvétSenich, ale 1 pfesné méfeni minimalnich a maximalnich prifezi. Namétené hodnoty byly
nasledné zpracovany do tabulky v programu Microsoft Excel.

Vysledky analyzy poskytly odpovédi na vSechny stanovené vyzkumné otazky. Jako
nejspolehlivéjsi rozliSovaci znak se ukazala medula piesnéji jeji vnitini struktura a Sitka.
Vyznamnym dopliiujicim znakem byla také kutikula, jejiz povrchova struktura vykazovala
mezi druhy rozdily. Naopak prameér chlupu se jako samostatny identifika¢ni znak neosvéd-
¢il, nebot’ se namétfené hodnoty u vétsSiny druhti vzajemné prekryvaly. Jedinou vyjimku pted-
stavoval kralik, jehoz specificky a nepravidelny tvar prifezu umoznil snadné a jednoznacné
odliSeni od ostatnich skupin.
vysledky pozorovani do prakticky vyuzitelné podoby a obsahuje dokumentaci vSech analy-
zovanych subjekti. U kazdého zvitete jsou k dispozici Ctyfi typy mikroskopickych snimku
doplnéné o strucny popis a konkrétni namétené hodnoty. Atlas tak nefunguje pouze jako
obrazova ptiloha, ale jako samostatny nastroj, ktery mize byt pouzit k orientacni identifikaci
chlupi ve vyuce ¢i praxi.

Vedle samotného atlasu vznikla v pocitaci laboratorniho mikroskopu také databaze
snimki. Tato digitalni databdze umoziuje budouci archivaci, softwarové srovnavani nebo
dalsi rozSifovani o nové vzorky a Zivoc¢isné druhy. Prace tak vytvaii pevny zaklad pro nava-
zujici vyzkumy ¢i budovani rozséhlejsi srovnavaci databaze.

Pro ovéteni vysledkl byly vybrané referenéni vzorky podrobeny také snimani po-
moci Rastrovaci elektronové mikroskopie a laserové skenovaci mikroskopie. I kdyz tyto
metody nabizeji detailnéjsi pohled na povrchové struktury, potvrdilo se, zZe jsou na pouZziti
metoda pro béznou morfologickou analyzu, coz jen potvrzuje jeji vhodnost pro tvorbu po-
dobnych typt atlasti.

Na zéklad¢ praktickych zkuSenosti byl vypracovan navrh postupu pro rychlou ana-
lyzu chlupii. Tento metodicky pfinos zahrnuje kroky od ptipravy vzorku az po efektivni sle-
dovani klicovych znakt, coz usnadni opakovatelnost méteni v budoucnu.
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Zavérem lze fict, ze vSechny stanovené cile diplomové prace byly splnény. Prace
pfinesla uceleny soubor dat a praktickych nastrojt, které najdou vyuziti ve vyuce nebo fo-
renznim zkoumani chlupt. Prokazalo se, Ze digitalni mikroskopie je efektivnim nastrojem
pro studium morfologie chlupt a vytvotfeny atlas ptedstavuje funkéni zaklad pro dalsi od-
bornou ¢innost v této oblasti.
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