Protokol
Priprava roztéru hemolymfy

Teorie: Pozorovani bunék hemocytl, hemolymfa u bezobratlych

Cil: ptipravit roztér z jednoho zastupce hmyzu (Zavije¢ voskovy nebo Bourec morusovy) ke
sledovani hemocyti u hmyzu.

Material:

Larvy bource nebo zavijece, kyvety na barveni, barvici souprava Leukodif (Biolatest) nebo
barvici roztoky na barveni podle Pappenheima (roztok May - Griinwald v poméru 1:1 s vodou,
Giemsa barvivo v poméru 1:9 s destilovanou vodou, metylalkohol), podlozni skla, rukavice,
alkohol na ¢isténi skel, nastavitelné mikropipety, Spicky, o¢ni ntiizky, teplotni vodni lazen

Postup prace:

Ustithneme 1 noZku larvy a vytékajici hemolymfu zachytime kapkou na sklicko a kapku
rozetfeme a sklicko s natérem zahiejeme, napf. na topeni. Buiiky 1épe pfilnou ke sklu.

Roztér:
1 ’
Roztéry
1 2 3 4
i

1. prilis tenky a dlouhy

2. dobry

3. prilis kratky, kapka krve byla moc mala

4. ptili$ silny, kapka krve byla moc velka

Ptevzato z http://www.aum.iawf.unibe.ch/hemosurf/Demo_E/Lab/smears_quality.htm



http://www.aum.iawf.unibe.ch/hemosurf/Demo_E/Lab/smears_quality.htm

Barveni podle Pappenheima v kyvetach:

3 min. fixace v kyveté s metylalkoholem

3 min. May - Grunwald 1:1 s vodou (Iépe 2 min.)

15 min. Giemsa - Romanowski 1:9 s vodou

oplachnout ve vod¢, nechat schnout

pozn. sklicka vkladat rubem k sobé do 1 drazky

dalsi varianta barveni

Barveni soupravou Leukodif 200

ponofit 5x1s do fixacniho roztoku €. 1 (metanol), otfit kapky o sténu nadobky
ponoftit 3x1s do ¢inidla ¢.2 (barvivo Eosin), otfit kapky o sténu nddobky
ponoftit 5x1s do ¢inidla €. 3 (barvivo Azur), otfit kapky o sténu nadobky
oplachnout v dest. H20 a necha zaschnout na vzduchu

Budeme provadét jednodussi barveni pomoci berveni Leukodif

Vyhodnoceni: v roztéru z hemolymfy pozorujeme hemocyty a zakreslime



Protokol
Sledovani fagocytarnich schopnosti hemocyti u larev Bource
morusSoveého nebo ZavijecCe voskového.

Teorie: V hemolymf¢ se nachazi tyto typy hemocytii: prohemocyt, plazmatocyt,
granulocyt, eonocytoid, coagulocyt, sferulocyt, adipohemocyt. U Zavijece
fagocytuji plazmatocyt a granulocyt, u Bource jen granulocyt. Cilem bude naudit
se poznavat hemocyty a pozorovat jejich fagocytarni aktivitu.
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Cil: Sledovani fagocytarni aktivity hemocytli, vypocet fagocytirniho indexu a %
fagocytozy

Material: Larvy Bource nebo Zavije€e voskového, roztok skrobovych zrn, fedéni Skrobu:15ml
fyziol. roztoku plus 0,25g Skrobu, fenylthiomocovina, injekéni stikacka - inzulinka, ntzky,
podlozni sklicka, barvici roztoky, eppendorfky, Spicky, nastavitelné mikropipety, mikroskop

Postup:

1.Ustfihneme 1 nozku larvy a vytékajici hemolymfu zachytime kapkou na sklicko a kapku
rozetteme a sklicko s natérem zahfejeme (na topeni)

2.dalsi kapku - 15 pl pfeneseme do eppendorfky obsahujici fenylthiomoc€ovinu, aby se
hemolymfa nesrazila, pfiddme 7 pl roztoku Castic Skrobu a nechdme 20 min kultivovat

3.po kultivaci kapneme kapku hemolymfy stejnym zpisobem na podlozni sklicko a
rozetteme a sklicko s natérem zahfejeme (in vivo zptisob)



4.do dalsi larvy injikujeme 20 pl roztoku inertnich ¢astic, larvy nechame v teple 20 min
kultivovat (larvy pfi injikaci nenatahovat), (in vitro zp.)

5.po kultivaci Castic (Skrobu) v larvé ustfihneme 1 nozku larvy a vytékajici hemolymfu
zachytime kapkou na skli¢ko a kapku rozetfeme a skli¢ko s natérem zahtejeme

6.roztéry barvime barvici soustavou Leukodif nebo podle Pappenheima.
Vysledek a vyhodnoceni: 1. Pozorujeme hemocyty (kreslime a fotime aspon tfi druhy) bez
fagocytdzy a totéz s fagocytdzou. 2. Pocitdme pomér mnozstvi fagocytovanych ¢astic a
mnozstvi fagocytl a vypocitame fagocytarni index (FI)a % fagocytozy zvIast u fagocytozy
s ¢asticemi Skrobu (u in vitro zplisobu)..
FI = (pocet fagocytovanych Castic)/(pocet fagocytujicich bunek)
% fagocytozy = (pocet fagocytujicich bunék)/(celkovy pocet bunck schopnych fagocytozy v
daném prostoru) x 100
1. Roztéry hodnotime pomoci diferencidlniho poctu hemocyti, pti kterém jako
fagocytujici oznacujeme jen ty Castice, které pohltily 3 a vice partikuli.
2. Vypocitame fagocytarni index FI tak, Ze délime pocet fagocytovanych ¢astic poctem
fagocytujicich bunék.
3. Vypocitame % fagocytdzy tak, Ze délime pocet fagocytujicich bunék v daném
prostoru poc¢tem vsech bunék schopnych fagocytézy a ndsobime 100.

Priklad vyhodnoceni:

plasmatocyt |granulocyt neznamy suma
3 3
13,12 1

3

Tabulka: pocty fagocytujicich hemocyti v roztéru hemolymfy hmyzu

FI = pocet fagocytovanych castic / pocet fagocytujicich bunék = X
%F = pocet fagocytujicich bunck / pocet bunék schopnych fagocytozy =x%

Schéma pokusu

METODA Bez fagocyt. (kontr.) Fagocytdza in vivo, in vitro
Kazdy larva kapka [ 1— 15 pl hemol s phenylthio + 5 pl (Skrob)
4 sklo y , —  kultivace —
ze — roztér, barveni

dvojice — roztér [___]barveni

larva + 20 pl (Skrob) —
— kultivace —

— roztér [ ]barveni
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fagocytdza in vitro







