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Hemolymfa wely medonosné ve vztahu kvyz& a zdravotnimu stavu
véelstva

Souhrn

Cilem této prace je rozboréeli hemolymfy od wel s fiznou Urovni proteinové a
glycidové vyzivy a iznym zdravotnim stavem. Vysledek prace by mohl popmgswtlit
problematiku spravné vyzivy ¢el a poskytnout vysledky pro analyzu zdravielv V
poslednich letech dochazi k velkym ubignvéelstev a fic¢iny jsou nejasné. Domnivame se,
Ze Kely chované na monofloralnim pylu, tedy v krajim malou k¢tovou diverzitou jsou
entomopatogaim a hife odolavaji paraZiin. Fredpokladame, Ze na nahlém uhyrdelvma

svij podil snizena biodiverzita, tj. masové velkopbdgestovani monokultur.

Do pokusu byla zahrnuté w¢elstva s rozdilnymifistupem k potray Vzorky hemolymfy
byly odebrany cca od 10- tt&l z kazdé skupiny atkrat zopakovany. Prvni odbprobshl u
véel z proletové haly, které byly Ziveny ze svych zioh zasob a na dalSi agip byly dany
ven, kde nily ptistup k jarni pastz DalSi skupinou byly &ely nakrmenyepkovym pylem a
umisgné v izolatoru, aby se zamezilgigiupu Kk jinému druhu pylu. i€ti skupinu tvély
véely, kterym byly dany pylové zasoby ze&elstva umisiného v blizkosti firodni rezervace
s pestrymi siskovymi pongry. Tyto WKely jsme umistily vedle izolatoru, kdeém piistup
k past¢. V experimentu se provedla identifikace diypbemocyi a ucoval se jejich peet.

V hemolymg& jsme rozliSili ¢tyfi typy hemocyt. Jedna se o prohemocyty, plasmocyty,

granulocyty a biiky vietenovitého tvaru.

Statistické zpracovani dat ukazalo vyznamné rozdilyzastoupeni hemodyt V
podminkach proletové haly bylotazre méré granulocyli nez v obou dalSich variantach,
ve variant "venek" je zase fikazre vice plasmocyt Vcely umiséné v izolatoru, raly
oproti ostatnim pokusnym skupinam, ze vSech krévniicirek nejmér plasmocyi.
NejvyrovnarjSi paity hemocylt mély vcely umistné venku a mly pristup k vyvazené
potraw. Na zaklad vysledki Izeftici, Ze z hlediska zdravicel, je vyvazena a plnohodnotna
potrava pro vely nezbytna. Pokud chceme mitelstvo zdravé, bez parazita v dobré
kondici musime vhodh zvolit misto, kam sva d¢elstva umistime, abychom doséahly, co

nejlepsSich vysledk

Kli éova slova:Apis mellifera hemolymfa ¢el, vyziva \&el, hemocyty.



Honeybee haemolymph in relationship to nutrition anl health status of bee
colony

Summary

The objective of this thesis is the analysis of haemolymph by bees with different
levels of protein and carbohydrate nutrition ardifeerent health condition. The result of this
thesis could help explain the issue of proper tiatriof bees and provide results for analysis
of health bees. There is a large colony mortalitiesur in recent years and the reasons are
unclear. We are suppose that bees which are kefiteomonoflordnim pollen, consequently
in the landscape with a small floral diversity akgeakened, they have lower
immunocompetence and they are easily susceptibiisseases, entomopathogenics and less

resistant to parasites.

In this attempt were included three colonies widinying accses to food. The samples
of hemolymph were removed approximately from 10sbfeem each group and repeated five
times. The first sampling was carried out be beesmfthe fly through hall which were
nurtured from their winter stores and the other@asmwere given out,where they had access
to spring pasture. The next group were bees nurtbyerapeseed oil and disposed in the
insulator to prevent access other kinds of pollére third group were bees which were given
pollen stores from colony located near the natasemnve with colorful floral rate. We placed
these bees next to the insulator, where they hadsacto the pasture. Experiment was
perfomed to identify the types of haemocytes anerdened their number. We distinguish
four types of haemocytes in haemolymph. They aasrpbcytes, prohemocytes, granulocytes

and spindle shaped cells.

Statistical processing of the data showed sigmfichfferences in the representation
by haemocytes. In the conditions of the fly throungill was significantly less granulocytes
than in the other two variants, in the variant {Side “ is significantly more plasmocytes. The
bees placed in the insulator had of all blood clelést of plasmocytes. The most balanced
numbers of the haemocytes had bees placed outsitibaal access to a balanced nutrition.
Based on the results we can say that in terms eoh#alth of bees is balanced and a full
nutrition necessary for bees. If we want to haveealthy colony, without parasites and in
good condition we have to appropriately chooseplaee where the colony is placed to get

the best results.



Key words: Apis mellifera, haemolymph of bee, nutrition of bekaemocytes.
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1. UVOD

» V ¢ely jsou jako kouzelna studankdm vic nabiras, tim vic vody se v ni objevuje”

Karl von Frisch

St&i veely medonosné bylo podle paleontologickych néalezéeno fiblizné 25
milionu let, gitom ¢lovek Homo sapiens je na Zemtilplizné 100 000 let. Vzhled tehdejSi
véely se od vzhledu dnesnéely medonosnéiflis neliSil. Nejstarsi kresleny doklad o jejich
existenci pochazi z doby paleolitické aseg 15 000 lety. Jedna se o kresbu z P&vou
jeskyré nachazejici se ve Sp#sku, kterd znazdwuje postavu Zeny, obletované&elami
vytahujici z dutiny ve skéle plast. DalSi objev&rgsba pochazi z roku 1458 p. |. v hrobce
egyptského Slechtice Rekhima. Tato kresba vyobeadw postavy pi odebirani medu z
hlinénych b, pifi cemZ pouZzivaji kol Predpoklada se, z&ovek nejdive vyuzival pouze
med, ktery mu slouZil jako chutna potrava, a aZ imeno pozdji odhalil moznosti vyuZiti
ostatnich welich produki.

V¢ela medonosndApis mellifera ma nejen velky hospotkky vyznam jako vysoce
cereny opylova fady zemddélskych plodin, ovocnych stroina téZz jako produceniady
piirodnich produkt (pyl, med, maté# kaStka, jed aj.), ale je také velice dobrym
bioindikatorem zn&sténého prosedi. Ve s¥tové literatite zatim zcela chybi popis spektra a
funkce leukocyi véel medonosnych. Ro¥# neni nic znamo o variabilithematologickych
parametii, akoliv véeli hemolymfu Ize snadno odebrat z abdomenu poteogié skletné
kapilary. Z €chto divodi jsme se zasftili na toto téma a chili bychom do této problematiky
prispét novymi poznatky.



2. CIL PRACE

Cilem gredkladané diplomové prace jesveni hypotéezy, Ze slozenéeli hemolymfy
u wel s fiznou Urovni proteinové a glycidové vyzivy @aznym zdravotnim stavem se liSi.
Vysledek této prace by mohliippét k vyswtleni problematiky spravné vyzivycel a
poskytnout vysledky pro analyzu zdrawieV a fenoménu Colony Collapse Disorder (tzv.

syndrom zhroucenicelstev).

DalSim cilem je osvojeni si metody @dbb hemolymfy, jeji fixace a barveni,
s naslednym mikroskopickym vyhodnocenim. Nastudbli@ogie el a nastudovani hmyzi

hemolymfy k ziskani &domosti o hemocytech.



3. LITERARNI RESERSE

3.1. Taxonomické Zazeni ¥ely medonosné

V¢ely jsou pravépodobré potomci vos, jejichz evoluce zafma v obdobi Kdy
souwasre se vznikem primitivnich krytosemennych rostlinréfativne kratkém obdobi vyvoje
v¢el, trvajicim asi padesat miliaret, byl nejvyznamgsi prechod z dravého #gobu Zivota
na skir pylu. Z morfologického hlediska se nejvyrggn prenenilo dastni Ustroji

k dokonalejSimu sani nektaru (Michener, 1979).

Odhaduje se, Ze by segad druhii véel mohl blizit aziceti tisiaim (Michener, 2000).
V¢ely jsoutazeny do jednoho rodifpis), ktery obsahuje § druhi: Apis mellifera— véelu
medonosnouA. dorsataa A. laboriosa —vcely velké, indické vely A. ceranaa \ely
trpaslti A. florea (Winston, 1991). Vyznamdel neni jen ve tvorb véelich produkd, ale
véely jsou hlave vyznamnymicleny ekosystéemu. Kdyby ze zémymizely wely, nedoslo
by k opylovani hmyzosnubnych rostlin, coz bglonvliv na zanik spousty druhrostlin.

V neposlednfac je wela dobrym bioindikatorem ztigténého prosedi.

Zarazeni ¥ely medonosné do systému Ziahi dle Pokorného et Sifnera (2004):
Ri%e: Animalia
Kmen: Arthropoda
Podkmen: Tracheata
Nadfida: Hexapoda
Tida: Insecta
Po#da: Pterygota
Rad: Hymenoptera
Celed: Apidae
Rod: Apis
Druh: Apishifera (objevena roku 1758 Carlem Linné).
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3.2. Krevni obh a hemolymfa

Véela medonosnd nemé pravodint dutinu, ale jen smiSenou, tzhaemocoel
(Navrétil et al., 2012)Krevni ol&h ma neuzaseny, to znamend, Ze krevni tekutina protéka
jen srdcem a hlavni cévou. Jejim dggwm koncem se pak vyléva dinich dutin a proudi
volné kolem vSechdnich orgar v hlaw, hrudi a zadé&ku a dostava se i do keetin a Kidel
(Vesely et al., 2003).

Hemolymfa neplini jako u obratlofraikol rozndSeni kysliku k jednotlivym organ.
(Schonfeld, 1955). Pale wely roznasi vyzivné latky, odplavuje Skodlivé zplodlatkové
pieneny k exkrénim orgamm, nadbyténé Ziviny dopravuje hlavn k tukovému &lesu
(Vesely a kol, 2003). Krevngliska neobsahuji krevni barvivo — hemoglobin, ad@zugely
nemaji cervené krvinky, které by #&y vliv na barvu krve. Ta je podmina zbarvenim
hemolymfy a je slabnahrédlé barvy (Schonfeld, 1955). Hemolymfa je sloZzefevazi z
vody, anorganickych soli, sacharjdbilkovin, hormor, lipid, volnych aminokyselin a
makrofag, jako jsou biiky hemocyty (Leta et al., 1996; Hrassnigg et @02 Burmester a
Hankeln, 2007).

Hemolymfa tvei asi ¢tvrtinu hmotnosti celéhoéla wely. Obsahuje krevnigliska
(hemocyty) ve dvou forméach. Jako proleukocyty -akéilbuiky s velkym jadrem, vyskytujici
se hlavié u mladych ¢el, a z nich vznikajici leukocyty — bilé krvinky €gely et al., 2003).
V krvi piezimujicich ¥el bylo v jednom kubickém milimetru nafieno ptimérné 21 000
téchto krvinek (Schonfeld, 1955). Bilé krvinky magh®pnost minavkovitého pohybu, takze
casto méni tvar (Vesely et al., 2003). Maji #stohrantené jadro, tvaravodpovidajici biice.
Leukocyty obsahuji ho@nbuniéné plasmy, skoro pravideinhomogenni. V plasinjsou
nékdy uloZzenaizné velika a fiznotvara granula nebo i kratk&ityky. Tyto zrnkovité tvary
se nalézaji hopji v krvi mladickych el. V krvi létavek jsou vzaeisi (Schonfeld, 1955).
Vyzkumem provedenym ustavem biologie v USA bylokdano, Ze se pet hemocyi liSi
dle vyvojového stadiadel. Wilson - Rich et al. (2008) uvadi §ig hemocyt u larvy okolo
2000 bugk/cm®, kukly asi 4000 buwk/cm® a u dosplé wely klesne na fiblizng 500
burgk/cm®,



3.3. Hmyzi hemocyty

Hemocyty byly poprvé popsany holandskym biologemeda Schwammerdanem v
roce 1758 u VvSi, jako takzvané ,bilé krevninkyl. Konkrétrg¢ se jednalo o veS Satni
jedince, kde maji mezodermalniayed (Dorn, 1978). Do hemolymfy se vyplavuji
z hemopoetickych orgéra formuji se do hszdicovitého tvaru retikularni kiky (Silva et al.,
2002). Neda se vyla@it, Ze po vyplaveni se hemocyty vébln dale netransformuji a
nedochazi ke vzniku jiného typu hikn(Ribeiro and Brehélin, 2006). Vzhledem k velkému
poctu druhi hmyzu a jejich velikosti, zatim nebyly popsanyahiey druhy hemocyttéchto
jedinax (Berger et Slavkova, 2008).

3.3.1. Typy hmyzich hemoadyt

Klasifikace hmyzich hemocdytbyla zaloZzena na morfologickych, cytochemickych a
funkénich vlastnostech, které byly pozorovany poéteimym a elektronovym mikroskopem
(Berger et Slawkova, 2008). Mezi neépstjSi typy hemocyipati prohemocyty,
plasmatocyty, granulocyty, spherulocyty, adipocysly,oenocytoidy. Jejich vlastnosti se
u riznych druli hmyzu mirg liSi (Gupta, 1979; Ribeiro nad Brehélin, 2006§chto Sest
typti hemocyi je popsano déale. Tento popis je obecny a niétzeze je to tak u vSech drlath
hmyzu, u kterych se tyto hky nachazi.

Berger et Slavkova (2008) popsaly prohemocyty zkoumané u énige pospolné
(Pyrrhocoris apterusjako nejmensi hiky v hemolymg. Maji velké jadro (3-13um) které
témet vypliuje buiku a maly pruh basofilni cytoplazmy. Jsou to kulatéalné nebo eliptické
buiky o velikosti 3 - Qum. V pribéhu mitdzy se z nich vyviji plasmocyty a pré&pddobrg i
granulocyty. Pochazeji z kmenovych Bknale v odbornych pramenech je mozné nalézt i
tvrzeni, Ze prohemocyty mohou byt kmenovymiikami.

Dosud byla doke popsana transformace prohemaoaya granulocyty, plasmocyty a
spherulocyty (Lavine and Strand, 2002).

Granulocyty maji iznou velikost a tvar. Jadro je malé a v cytoplaze nachazeji
stejnotvaré acidofilni inkluze. d&které inkluze maji strukturdini charakteristiky



melanosomalnich nebo premelanosomalnich plagtgrger et Slavkova, 2008; Ribeiro
and Brehélin, 2006). Vyzgaji velkym mnozstvim membrandwazanych granuli, které se
mohou povrcho¥ vyménovat v souvislosti s obrannou funkci organismu.r&hgllocytech se
také nachazi bohatat'sendoplazmatického retikula. Granulocyty se vyvigplasmocyi.

V hemolymg jsou hoji zastoupeny, jejich celkovy objem je od 30 do 63Raifa, 1976;
Akai and Sato, 1973).

Spherulocytyjsou ovoidni biiky obvykle menSi nezékteré plasmocyty a&Si nez
prohemocyty. Jsou zastoupeny aZz v mnoZstvi pohgibujise kolem 4%. Cytoplazma
obsahuje velké acidofilni inkluze. \Ekterych gipadech se mohou spherulocyty vyvinout z
prohemocyi (Berger et Slavkova, 2008; Yamashita and lwabuchi, 2001).

Plasmatocyty majitiznou velikost a tvar hla¥nna rozhrani cytoplazmy. &5inou je
nalezneme jako protahlé nebdetenovité biiky o velikosti 4-25um s kulatym nebo
podlouhlym jadrem, které t¥bkolem 40-50% biky. U VétSiny hmyzu jsou zastoupeny vzdy
ve vice nez 28% z celkovéhodbo haemocyt. V cytoplazné se nachazeji basofilni granula,
hrubé endoplazmatické retikulum a Golgiho komplBlasmatocyty jsou pohyblivé bky
schopné fagocytozy. Jsou tedy v prvni linii obrgmgti patogefiim a tedy velmi dlezitou
celularni sloZzkou imunitniho systému. (Berger etvi8kova, 2008; Pech and Strand, 2000;
Gupta, 1979).

Adipocyty jsou hemocyty diznou velikosti. Vyznéuji se pgedevSim ovoidnim
tvarem s granularnimi a lipidovymi slozkami v cyiegpme, kde je mozné viit také drsné
endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex. To kemuje na syntetickou a sekretoriélni
¢innost buiky (Butt and Shields, 1996; Gupta, 1979).

Oenocytoidy maji kulaty tvar, ktery ma vapnéru péiblizné 6-13 um, s excentricky
ulozenym malym jadrem. Cytoplazma je bohata na eBkukteré mohou byt napiné
heterogennim materialem nebo naopak mohou byt zeéladné. V cytoplazénse objevuje
také hladké endoplazmatické retikulum a mitochad®enocyty tvii kolem 4,6% z
celkového rozpétu cirkulujicich hemocyi (Brayner et al., 2005; Akai and Sato, 1977).

U nékterého hmyzu je vSak mozné setkat se sdipthiSnymi typy bugk. Je tomu tak
nagiklad u roduDrosophila— octomilky. Meister and Lagueux (2003) tyto hegtggopsali.
U tohoto druhu hmyzu nalezneni¢ tiypy burek. Jsou jimi plasmocyty, iiStalové buiky a
lamellocyty. Plasmocyty octomilek jsou profesionainfagocyty, gipominajici buky savaé

monocyty/ makrofagy. V hemolymbctomilek jich je piblizné 90 — 95 %. Kistalové buiky



obsahuji enzymy pt#bné pro humoralni melanizaci, které doprowadu imunitnich reakci.
Produkce melaninu t¥b jako vedlejSi produkty cytotoxické volné radikaligteré jsou
pottebné Kk likvidaci patogeén Lamellocyty pedstavuji typ bukk, které rozpoznaji
parazitismus na larvach octomilek a vyiviakési kapsle okolo viglce. Zapouzikni spolu

s metanizaci nakonec parazita usmrti. iNp@E napadeni parazitem se plasmocyty
diferencuji pra¥ do lamellocyl, aby doslo k ochranlarvy.

V hemolym& bource moruSovéhdBombyx moli existuje 5 tyf cirkulujicich
hemocyti, které jsou klasifikovany jako prohemocyty, grawity, plasmatocyty,
spherulocyty a oenocytoidy. VSechny z nich se ggidila humoralni a b#tiné imunit a to
bud’ pifimo, nebo nefimo. Nedavné studie ukazuji, Ze v hematopoetickyrgfanech larev
bource moruSoveho, existuji hlavrprohemocyty a oenocytoidy. Na zalkdadh vitro
pozorovani bylo zji®ho, Ze prohemocyty bource se mohou diferencovagtlaematocyi a
granulocyii. Granulocyty maji schopnost rozpoznat invazi pamdgkteré se pak podrobi
fagocyt6za nebo zapoumhi. Tyto buiky jsou také dlezité pro hojeni ran a mohou se
diferencovat do spherulogyt Ty miZzeme rozpoznat diky obsahu velkych granul v
cytoplazné. Oenocytoidy jsou neftSim typem biiky, které jsou diky své velikosti a take
prihlednosti dote identifikovatelné (Liu et al., 2013).



3.3.2. Hemocyty &ely medonosné

U veely medonosné fizeme leukocyty rozdit do Sesti hlavnich skupin na prohemocyty,
plasmocyty, granulocyty, spherulocyty, oenocytydipahemocyty (Guptal99). Po prohledani
webi Web of Science a Google Scholar bylo nalezeno ivelalé mnoZstvi &deckych praci,
které by k tomuto tématu svym obsaheiisgly. Nejvice informaci o &eli hemolymé uvadi
Sawson et al. (2010), Szymas ardrdszuk (2003) a Zakaria (2007). Jejich vysledloujs
témet shodné. Sawson et al., (2010) ve svém vyzkutiali wiemolymfy pozoroval celkem
Sest tyi hemocyt mezi nimiz byly plasmocyty, granulocyty, prohemggyoenocyty,
coagulocyty a dvoujaderné itky u kterych se domnivaji, Ze jsouciou mezifazi, ktera
predstavuje nedplné b&mné dleni tzv. mitdzu. Zakaria (2007) vyhodnotil hemagcyt
obdobr, jen dvoujaderné hiky ve svém vyzkumu zmény nema a informuje o hikach
vietenovitého tvaru — spindle shaped cells. Szymak Jadreszuk (2003) popsali pouze
plasmocyty, granulocyty a ostatni typy hemdcytaradili ve vyhodnocovani do jedné

spole&né skupiny ,ostatni*.

Z vySe zmignych tymi hemocyt jsme v ndmi zkoumané hemolynpozorovali

pouze 4 typy. Jsou jimi plasmocyty, prohnemocytangrocyty a biiky vietenovitého tvaru.

Obrazeke. 1:

Oenocytoid Sphen-ﬂocyte

Uy Plasmatocyte

Granulocytes
0 Zakaria (2007)
Spindle shaped cell



Obrazeks. 2:

Prohemocyty Plasmocyty Granulocyty

Coagulocyte Oenocyty Dvoujadernéiby

Sawsan et al. (2010)

Prohemocyty (PR) jsougt8inou zaobleného tvaru a malych r@zin Nékteré z nich
mohou byt ovalné nebaetenovité. Jadro vyplje téngt celou buiku a WtSinou je umisino
v jejim stedu. Cytoplazma je kolem jadra v tenké wsse Zetelnymi bazofily. Obsahuje

malé granule, kapky nebo vakuoly (Sawson et alLlp20

Plasmocyty (PL) jsou&sSi nez prohemocyty s pra@mivou velikosti, kulaté, ovalné
nebo wetenovité gkdy i velice nepravidelné. Jadro ma kulaty nebdditty tvar se #etelnym
jadérkem. V biice je centrale umistno. Cytoplazma je bohata bazofilni &@4a vykazovat
drobné vakuoly (Sawson et al., 2010). Szymas addeszuk (2003) popisuje cytoplazmu

plasmocyit jako hyaling neutralni nebo s¥le bazofilni.

Granulocyty (GR) jsou zaoblené eliptickénky s relativié malym jadrem, které je
kulaté nebo podlouhlé a centralamistné. Cytoplazma je charakteristicky zrnita (Sawsbon e
al., 2010).

Coagulocyty (CO) jsou kulaté nebo ovalnénky Jadro je relativh malé,
zaoblenénebo podlouhlé a je centédlamistné. Cytoplazma je charakteristicky nebo

nepravidelg polygonalni (Sawson et al., 2010).

Oenocyty (OE) jsou velké liley zaobleného nebo ovalného tvaru. Ve srovnani s
velikosti buiky, je jadro malé a je umisté excentricky. Vykazuje pmeérna acidophilia a
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odhaluje homogenni cytoplazmu obsahujici jemnaléshcidophilni granula (Sawson et al.,
2010).

3.4. Rehled hemocyit

Druh Typy krevnich buik
hmyzu
PR PL GRA| SPHE ADIP | OE | Kfist. | Lamel.| COA | Vieten.
bunky bunky
Rumenice
pospolna | X X X X
Bourec
moruSovy | X X X X X
Octomilka X X X
Vela
medonosna X X X X X X X X

Vyswvétlivky: PR — prohemocyty, PL — plasmocyty, GRA raigulocyty,

SPHE - spherulocyty, ADIP — adipocyty, OE — oengc@OA — coagulocyty
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3.5. Elektroforetické analyzy

3.5.1. 2D elektroforéza

Dvourozngérna elektroforéza umdhbje rozliSeni az 10 000 proté&in VyuZiva
kombinace dvou metod: isoelektrické fokusace (IBF§lektroforézy v polyakrylamidovém
gelu v gitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Pngt¢sou separovany ve dvou
rozmerech. Nejdive jsou rozdleny podle svého izoelektrického bodu. lzoelektyidkod
(dale pl) je pH roztoku, ip némz je sodet kladnych a zapornych nahbopulovy. Poté
nasleduje separace v druhém rémm Dochazi k provedeni SDS-PAGE, ktera probiha v
elektrickém poli kolmo k prvnimu roz¥ru. V pribéhu SDS-PAGE jsou proteiny rodeény
podle své molekulové hmotnosti. Separované protgeputno zviditelnit pomoci barvicich
nebo znaicich metod (chemickychkei radioaktivnich). Vyslednd ,mapa“ separovanych
proteini je prevedena na informace ve fofrdigitélnich dat a zpracovana pomoci analyzy
obrazu. OdliS& exprimované proteiny identifikované pomoci anal@hbyazu, jsou Wjznuty
a dale analyzovany pomoci hmotnostni spektrome{MS — Mass Spectrometry)

(Westermeier and Naven, 2002).

PrestoZe je dvourozémnd elektroforéza hlavni metodou proteomiky, mé teédkou
fadu nevyhod. Problémy nastavajegevSim s proteiny, které se ve vzorku vyskytuji ve
velmi nizkych koncentracich, dale s velmi zasadityirhydrofébnimi proteiny. Nevyhodou
této metody je mimo jiné i malé vyuZziti automatie&c slozity pribéh samotného procesu

(Westermeier and Naven, 2002).

Rozborem hemolymfy touto metodou se zabyvadeecky tym pracovist
Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Ruzyni pod emidn RNDr. Tomase Erbana, PhD.
Tento vyzkum probihal sg¢asré s rozborem hemolymfy mikroskopickou metodou, ale
vzhledem ke sloz¥Simu pibéhu, nebyly zatim provedeny pokusyigmym gistupem ¥el

k potraw, které jsou publikovany v této praci.
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3.6. Fyziologie travenidel

Travici soustava dely medonosné Apis mellifera slouzi k gijmu a zpracovani
potravy travenim. Déle je kKibva pro vznik medu i kienosu a zpracovani sladiny. Dokaze
odctlit trAdveni potravy a zpracovani sladiny na medeld Fijima wétSinu potravy ve form
roztoku, ktery se zpracovava chemicky. Dochazitkpe#i slozitych latek a jejich nasledné
vsttebavani pomoci #&vni vystelky do hemolymfy. Pomoci enzyndochazi ke gpeni
potravy, jedna se o protézy (chymozin, pepsin,din), karbohydrazy (invertaza, diastaza,

glykogenéaza), esterazy (lipaza) a dalgid#, 2003).

Travici Ustroji ¥ely medonosné se sklada Zé désti. Redni stevo tomodeury
Zaludek fnesenterona zadni sevo fproctodeum Z nich pouze Zaludek vznikl z viiiho
zarodeéneho listu a ma tedy zvlastni zlaznaty epitel,yktenoziuje traveni. Ostatni dwasti
vznikly vchlipenim vijSiho zarodéného listu a maji obdobnou stavbu jako kutikulag®g
et al., 2003)Mesenterorje tedy fivodu entodermalnihgtomodeuna proctodeumpivodu
ektodermalniho (Rada et al., 2009).

Vcela poze potravu Usty, dale pokmgje do hltanu gharyny, jicnu (esophagus
medného véku (ingluvieg, cesla proventriculug, ceslové rourky, mesenteronu
(mesentero)) tenkym stevem {(leum) az do vykalového w&u s rektalnimi zlazami (Rlal,
2003).

3.7. Vyziva el

Prirozenou potravou dely medonosné je med a pyl. Med je potrava bohata n
uhlohydréaty. Pyl je na uhlohydraty chudy, ale jeh&ky na bilkoviny, tuky a soli, kron
dostaténého mnoZzstvi cukr Soli jsou dodavany také ve wod/¢ela @ijima potravu tekutou
i pevnou. Pevnou (pyl) uchopuje a drti kusadly, fmkutou potravu (med, nektar, voda) ji
slouzi sosék (Schonfeld, 1955).
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3.7.1. Nutréni pozadavky

V¢eely ke svému Zivotu vyZzaduiji bilkoviny (aminokyssf), sacharidy (cukry), lipidy
(mastné kyseliny, steroly), vitaminy, mineralnkia{soli) a vodu. JeideZzité, aby tyto Ziviny
byly pro zajiséni optimalni potravy zastoupeny véilém kvalitativnim a kvantitativnim
poneru (Standifer, 1980).

3.7.2. Pyl

Pyl neboli pylovA zrna jsou s&m reprodukni buiky vytvarené v prasnicich
kvetoucich rostlin (DraSar et al., 1978). Pyl jeittbu nejdlezit¢jSi slozkou potravy &el,
zdroj bilkovin, mineral a vitamiri. Obsah bilkovin v pylu se pohybuje kolem 10 - 36%
SlozZeni pylu zavisi na druhu rostliny, ze které pgthazi. Rozdily ve sloZeni pylu jsou proto
ziejmé. Uvadi se, Ze jednocelstvo je schopné zkonzumovat za rok 20— 40 kai pyl
(Standifer, 1980; T#ra, 2006). \¥ely vyzaduji pyl alespp s 20 % bilkovin (Rada et al.,
2009). Dle Handla (1991), Ize obsah vyzivnych latgkylovych zrnech roztit pyly do 3
skupin. Na pyly dobré z vrby, ovocnych stipnkasStafi, birectanu, hacice, maku, jetele a
fepky. Stedni pochazejici z lisky, topolu, olSe, javoru,psha jinych kétin a pyly Spatné
z jehlienatych strom, nagiklad borovice (méhnez 10 %). ¥eldm se Bhem navtvy kvéta
rostlin zachycuji jednotliva pylova zrna na chloighc na ¢éle. Tato pylova zrna dely
rousky, které umidiji na teti par nohou. Pofmeseni do Ulu, fite byt pyl konzumovan a
traven. Pebyte&ny pyl wely stl&i do plast, aby v #m nebyly vzduchové mezery. V takto
uloZzeném pylu probihaji biochemicke &my. Krome enzymi pylovych zrn a enzyinsekret
piidanych do pylu velami se podileji na z&nach vulozeném pylu i ckteré
mikroorganismy, pedevsim kvasinky. Takto uloZzeny a konzervovanysgyhazyvéa plastovy
pyl a pro ¥ely je hlavni zdrojem potravy. Trvanlivost takoeépylu je zn&na. Teprve u
vice nez rok starého plastového pylu pozorujemeupog shizovani vyzivné hodnoty.
Naproti tomu pylové rousky, pokud nejsou zpracovasiglami, ztraceji svou vyzivnou
hodnotu okamZzé (Vesely et al., 2003).
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Tabulka: Slozeni pylu (Tdta, 2006)

Bilkoviny 22% 7 —35%
Voda 16% 6 — 25%
Sporopolenin 15% 4 —-28%
Sacharo6za 11% 5-22%
Tuky 7% 2-14%
Popeloviny 6% 2—-10%
Fruktoza 5% 1-9%
Celuloza 5% 3-7%
Glukoza 4% 1-11%
Skrob 2% 1-8%
Ostatni 3%

Ke konzumaci pylu dochazi jiz po vylihnuti. K n&§i konzumaci pylu dochézi mezi
3. - 9. dnem Zivota. Tento pyl nesfaiiovavaji pro sebe, ale transformuji potravu nankmum
kastku pro larvy. Po 18. dnu Zivota mnozstvi konzumaran pylu klesa a létavky jiz
prakticky nepijimaji zadny pyl (Vesely et al., 2003). Po polkinpylovych zrn prochazeji bez
poruseni mednym ¢&em az do Zaludku, kde je obsah zrn u¥nla obalu. Enzymatickému
trdveni poméhaji do &ité miry i rozdily osmotickych tlakmezi pylem, obsahem medného
vaku i Zaludku. Nktera zrna popraskaji, jindy se obsah vyléva popylevych blanach.
Bilkoviny a dalSi patbné latky jsou po enzymatickém rozloZzeniafsany a transportovany
hemolymfou do celéhcila (Vesely et al., 2003). Z pylu mohowely zuZitkovat 70-85 %
latek (Standifer, 1980). Proteiny se skladaji zreokyselin, které jsou nezbytné pro vyvoj a
rast Wel. NejdilezitéjSi jsou leucin, valin a izoleucin, tyté aminokyseliny Ize povazovat za
limitujici (Rada et al., 2009)S vyjimkou histidinu a nejspiSe i argininu, nemohloyt
aminokyseliny ¥elami syntetizovany a musi byt ziskany z pylu netsgakého jiného
vhodného zdroje bilkovin (Standifer, 1980fi &elSim nedostatku pylu Wipodk dochazi ve
véelstvu ke spdehke pylovych zasob. Po jejich ¥grpani nemohou pokravat v tvorl
krmné kaSiky a to se projevi odstranim otew¥eného plodu. Trpi — li delstvacast&énym
nedostatkem pylu, odchovaji jen omezené mnozstdwpl \Cely vylihlé z hife Zivenych
larev trpi podvyZivou. Nedostatek pylu v pottadosglych el se projevi zkrdcenim jejich
Zivota (Vesely et al., 2003). Analyzami obsahu io#no traktu dos@gych el byla zjiSéna
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pramérna denni konzumace 3,4 — 4,3 mg pyelu. BEhem Zivota dinice je to odhadem
160-180 mg pylu (Rada et al., 2009).

Tabulka: Esencialni aminokyseliny ve vy&iwel (Rada et al., 2009)

Threonin 3,0%
Valin 4,0%
Methionin 1,5%
Leucin 4,5%
Isoleucin %0
Lysin 3,0%
Histidin 1,5%
Arginin 3,0%
Fenylalanin 2,5%
Tryptofan 1,0%

3.7.3. Nektar, medovice, med

3.7.3.1 Nektar

Nektar je sladka tava tvdici se v kétnich nebo mimok&tnich nektariich
hmyzosnubnych rostlinCerstvy nektar obsahuje vodu (15 — 95%), cukry (ssita,
fruktéza, gluk6za a jiné), malé mnoZstvi dusikaty@tek, minerélnich latek, organickych
kyselin. Nektar obsahuje i pylova zraiabunky rostlinnych pletiv (Fidal, 2005). Z cukt je
v nektaru nejvice zastoupen sachardza, glukdzakédra a podle jejich vzajemného pém

roz&lujeme nektary doft skupin:
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* Nektary s pevahou sacharozy,
* Nektary se stejnym porem sacharozy, glukozy a fruktozy,

* Nektary bez sacharézy (Vesely et al., 2003).

Nektar gineseny do ulye prozatimg ukladan do buk plasti. Véely ho z&nou
ihned zpracovavat neustalymiepaSenim z hbiky az do konéného uloZeni v plastu
(Standifer, 1980). Tim, Zecely opakova#s nasavaji nektar do mednéhatkd a ogtne jej
vyvrhuji do burtk, obohacuji koneny produkt dalSim fidavanim enzyrh a v mensi nte i
ZivocisSnymi bilkovinami z hltanovych Zlaz. Zpracovanktaeu v med obstaravaji mladusky
ve st&i 10 - 20 did. Létavka, ktera ffinesla plny véek nektaru, se nezabyva jeho dalSim
zpracovanim a vypraadje nektar pimo do buiky. Kdyz je buika jeSt prazdnda, rozét
kapicku po drié a po stné bunky. ZahuS¢ni nektaru probiha rychle, az skoro do 60%, dalSi
zahu$ovani je zdlouhayjSi. Véela podle odporu v sani poznava, jak mnoho je nekta
zahustn a zraly. Konéného zahusghi nektaru na 80% mladusky stale znovu nasavaji a
pienasSeni nektar z hky do buky, takze med dozravaripzenou cestou ve 3 - 4 dnech
(Mussen, 2008). Nektar, resp. Nektarovy meela travi témt beze zbytku. Nestravitelnych
latek je méa nez 1 % (Vesely et al., 2003).

3.7.3.2. Medovice

Medovice je sladka lepkava tekutina, kterou sbisajely na jehléi, listech a
vétévkach rostlin. Bnaseji ji do ulu a tvid z ni med (Haragsim, 1966). Dlouho s#ile, Ze
tuto medovici produkuje sama rostlina, dnes vSaRkeyiZe ji produkujitzné druhy msSic
(Aphidineg a cervai (Coccined na listnatych nebo jeRhatych stromech. Vznik lesni
medovicové sisky predpoklada velky vyskyt prévtéchto producerit, ktefi svym dastnim
zarizenim napichuji rostlinné sitkovice, kterymi prowdkry obsahujici miza. Obsah clukr
ve stromové v kolisa hem sezény. NejvySSi koncentrace je v daiejwtsi a
nejmohutrjsi asimilace, tzn. v jarnim obdobi (B&h&003). Medovice a z ni vznikly med
obsahuji vySSi procento jinych sachérid ¢asti nebo zcela nestravitelnych. Ty se dostavaji

nezménéné do vykal, a pokud vely mohou létat, vykal se zbavuji. Pouze v zim
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nestravitelné latky z medovicového medtely zatZzuji a za wuitych okolnosti mohou
zpisobit geplréni  vykalovych vak. Obsah trisacharidu melecitozy &kierych
medovicovych medech #pobuje rychlou krystalizaci medu v plastech (Veslgl., 2003).

3.7.3.3. Med

Med je zahug&ny a biochemicky fenmenény produkt nektaru a medovice, ktery slouzi
véelam jako plnohodnotna stast potravy. Jednoduché cukry fruktéza a glukozerékjsou
hlavnimi sloZzkami medu, jsou v organismé&ely lehko rozloZitelné. Rmi spoteba medu
jednim welstvem se odhaduje na 60 — 120 kg (Vesely e2@0.3).
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Slozeni medu: (White and Doner, 2008)

SLOZKA MEDU

<V ETOVY MED

’\/IEDOVICOVY MED

JEDNODUCHE CUKRY [%]

fruktoza 38,2 31,8
glukéza 31,3 26,1
SLOZITE CUKRY [%]

sachar6za 0,7 0,5
ostatni 9,5 22,1
MINERALNI LATKY [mg]

draslik 205 1676
sodik 18 76
vapnik 49 51
hoitik 19 35
zelezo 2,4 9,4
mangan 0,3 4,1
kfemik 9 14
zinek 1,2 2,5
VITAMINY

B1, B2, B3, B5, B6, C - vSe v malém mnoZstvi

OSTATNI

VODA 15-21 %

antioxidanty 2 mmol/kg

tuky 0,015%

pH 3,4 6,1

A déale: pylova zrna, bilkoviny, kyseliny, aminoklisg, barviva, aromatické latk

acetylcholin, adrenalin, peroxid vodiku, ...
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4. MATERIAL A METODY

Veeli hemolymfa pro tuto diplomovou praci byla ziskda z abdomenu cel
medonosnych (Apis mellifera). Vzorky hemolymfy byly odebirany v laboraioh
Vyzkumného ustavudelaského v Dole. Viastni vyzkum byl realizovan v obdold dubna
do srpna 2013. Celkem byla odebrana hemolymfa gdvd&l, které byly rozéleny do tech
skupin s rozdilnymiistupem k potray

4.1. Pokusné varianty

Vzorky byly odebrany cca od 1&el z kazdé skupiny a¢fkrat zopakovany. Prvni
odker probihl u el z proletové haly, které byly Ziveny ze svych ziaolh zasob a na dalsi
odkéry byly dany ven, kde gty piistup k jarni pastt Jako dalSi pokusné skupiny byly
vytvoieny dw véelstva — smetence. Smetence byly udrzovany beZmatdtelstva byla
osazena do jednoho nastavku se sousemi a glycid@asuobami. Jednu zkoumanou skupinu
tvorily vcéely umiseéné v izolatoru, které byly na tzv. monodiehakrmenyrepkovym pylem.
V¢elstvo bylo bez fistupu k jakékoli jiné potravkromeé svych jepkovych* zasob. Vifpad
potieby byl welam dodan cukerny roztok jako zdroj glyicidDalSi elstvo (smetenec) bylo
umisgno vedle izolatoru. Jako zasoby byfmito Welam dany pylové zasoby zeé€elstva
umiseéného v blizkosti firodni rezervace s pestrymit&kovymi pongry a po umisini na
stanovi& mely piistup k jejich pirozené potra¥. OdkEry téchto dvou skupin probihaly

souwasre v jeden den.

4.1.1. Datovy plan odini u zkoumanych skupin a gty vzorki

V¢ely z proletové haly, které byly 14.4 2013 dany warstanovigt

Odkery 12. 4. 2013 17.4. 2013 24. 4. 2013 16. 5. 20128. 5. 2013

Paity veel 13 16 6 11 10
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V¢ely umiséné v izolatoru:

Odkery 10.7.2013 1.8.2013 7.8.2013 14.8.2013 .822013
Pasty veel 11 10 10 11 10

V¢ely umiséné vedle izolatoru:

Odkery 10. 7. 2013 1.8.2013 7.8.2013 14. 8. 2013 . 822013
Paity veel 10 7 11 11 10

4.2. Technika oddru

Zakladni technikou odiou, je punkce mezisegmentalni blany mezi druhyretim
tergitem zkoumaného jedince, pomoci tenké skiénkapilary vytazené nad plamenem ze

skleréné trub&ky o priméru cca 1,8 mm. V&Si pramer kapilary po vytazeni byl 40m.

4.3. Postup odiru

Prvni krok k aspSnému odéru hemolymfy je odchycenicel. Vcely jsme chytali do
klicek, tak aby @i odchytu nebyly nijak zraimy. V¢ely byly v Glu odchyceny nahodra u
Zadné z nich nebylo znamo jeji $té*i odberu hemolymfy je dlezité pracovat rychle a
piesré. Po odchyceni jsmecely uspali oxidem uhditym. Vcely jsme uspéavali jednotléy
Opakovanym uspanim, ale i dlouhym pobytem v klispejené se stresentel dochazi
k ubytku hemolymfy a tim se nepdtadebrat padebné mnozstvi. Pro tento vyzkum bylo od
jedné wely odebrano 10 + 21 hemolymfy. Pokud se v kapi@& objevila Zlutaci hnéda
tekutina tento vzorek nebyl pouzit. S nggi pravépodobnosti doSlo k napichnuti Zaludku a
tato tekutina byla Zaludai ¥ava. Odebirana hemolymfagha z jaracirou barvu, pozgi se
barvila do jantarova. Ihned po odebrani byla hemédynanesena nasté podlozni skéko a
byl proveden rozt, ktery jsme ponechali n&stém a suchém misto zaschnuti. Poté se
barvila podle tzv. panoptického barveni dle Pappenh. Vzorky hemolymfy se od
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jednotlivych el nemichaly. Ro#t byl proveden vrozirech cca 2x2 cm a pod
mikroskopem se prohlizel a vyhodnocoval cely vzoizk., Ze nalezeny pet hemocyi
odpovida 1Qul.

4.4. Panoptické barveni dle Pappenheima

Panoptické barveni dle Pappenheima slouzi k obaikrevnich natri. Pouzivaji se

dvé smesi barviv, které jsou neutrdlni. Prvnim barvivenMay-Grinwald, jedna se o eozinat

azuru 1., ktery je rozpudty v metanolu. Druhym barvivem je Giemsa-Romanavid@na se
0 eozinat metylenové méda o eozinat metylenu azuru rozputho ve srsi stejnych dil

metanolu a glycerolu.

Postup:
1) Fixace krevnich nétu
Krevni natry se fixuji metylalkoholem (metanolem). N&t mizeme do metanolu

vlozit na 3 minuty nebo je ve vodorovné poloze melam pokapat aekat do odpigni.

2) Barveni krevnich néta

Na cely n&ir se nanese barvivo May-Grinwald, které ssdpm n#&edi destilovanou
vodou 1:1 a necha seigobit 2-3 minuty. Barvivo poté slijeme a oplachnematr
destilovanou vodou. Na riitnaneseme barvivo Giemsa-Romanowskyho. Toto bamiusi
byt pred barvenim ri@dkno destilovanou vodou 1:10. Nétpod barvivem fixujeme 15-20
minut. Poté barvivo slijeme a oplachnemeénalestilovanou vodou. Preparat nechame

uschnout na vzduchu.

4.5. Mikroskopovani

Spravie obarvené preparaty maji fialovou barvu aikgumaji @i mikroskopovani
raizné odstiny fialové, modré az gervenou barvu. Pappenheimovo panoptické barveni se

bézr¢ pouziva v hematologii k teni pa&tu hemocyit. Této metody bylo vyuZito i u tohoto
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vyzkumu a vzorky byly hodnoceny pomocié®iného mikroskopu s 1000nasobnym
zvétSenim (10x okular a 100x objektiv) pod imerznirajein.

4.6. Vyhodnoceni vysledk

Vysledky, které jsme ziskali pozorovdnim a vyhamsrom hemolymfy, byly
zpracovany do tabulek v programu Microsoft Officec&. Z nami ziskanych vysletlikse
spaitali pramérné hodnoty a s#modatné odchylky. Na zakladsowtu jednotlivych tyg
hemocyt byly vytvoreny grafy. Ke statistickému zpracovani byl pouzdagram IBM SPSS
8.0, ve kterém jsme vysledky vyhodnotili dvougsdivym T — testem za pouZziti Bonferroniho
korekce.
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5. VYSLEDKY

Pokusy provedené podle metodiky popsané v kapiginesly nasledujici vysledky
shrnuté v tabulkach 1 - 15 a jsou dale vyhodnoceny

V kazdé tabulce je uveden skiéng paiet hemocyi prislusné kategorie, nalezenych v
roztru hemolymfy odebrané od 6 az 1l&Vjedné varianty pokusu (kazdéela na jednom
fadku).

Kazda tabulka je dokreslena souhrnnym grafem, kdeuislé ose je absolutni ¢t
sumy hemocyt nalezeny v kazdé kategorii sumarza vSechny zgtené wely. Pro
posouzeni vysledk je podstatny rozdil mezi kategoriemi viditelny oae rovnobzné,

oznaenécisly 1 — 4.

Na dalSich samostatnych grafeehl — 5 (strana 39 — 44) jsou znazwomw rozdily

mezi variantami.
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Tabulkac. 1

Odheéry vzorki ze dne 12. 4. 2013, vzorky odebrany ¢dl\z proletové haly.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 172 34 74 1
2. 187 19 63 0
3. 165 120 90 0
4. 65 83 275 1
5. 19 109 102 0
6. 142 17 55 2
7. 33 107 180 0
8. 133 34 172 2
9. 182 7 122 0
10. 51 8 34 0
11. 273 3 99 1
12. 22 3 253 0
13. 53 5 106 0
Suma 1497 549 1625 7
Praméer 115,2 42,2 125,0 0,5
Smer. odchylka | 79,8 45,2 74,5 0,8
1800 ‘
1600 !
1400
1200
1000
800
600
400 /\
I\ -
O T T T 1
1 2 3 4
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Tabulkac. 2

Odkery vzorki ze dne 17. 4. 2013, o#lly provedeny u &elstev z proletové haly, které byly

dany ven.
Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 18 23 287 1
2. 23 5 120 0
3. 57 112 138 0
4. 8 192 203 0
5. 54 43 200 0
6. 192 21 130 0
7. 155 18 59 0
8. 229 63 71 0
9. 50 60 139 0
10. Spatr obarveno
11. 23 193 8 0
12. 58 4 228 2
13. 102 103 137 0
14, 11 125 126 0
15. 32 54 34 0
16. 27 36 34 0
Suma 1039 1052 1914 3
Pramér 69,3 70,1 127,6 0,2
Smer. odchylka | 69,2 62,1 78,6 0,6
2000
1800
1600
1400
1200
1000 A IA
800
600
400
200 -
0 - l .
2 3 4




Tabulka¢. 3

Odkery vzorki ze dne 24. 4. 2013, odfbvzorka proveden ze stejnyclte@lstev jako u tabulky

¢. 2. Odchyceno pouze Gel.

Vela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 120 65 115 3
2. 15 142 107 0
3. 27 163 167 2
4. 13 36 67 1
5. 6 29 76 0
6. 12 97 139 0
Suma 193 532 671 6
Praméer 32,2 88,7 111,8 1,0
Smer. odchylka | 43,6 55,4 37,7 1,3
700
600
500
400
300
200 /\
100
-
0 T T T |
1 2 3 4
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Tabulkac. 4

Vzorky odebrany dne 16. 5. 2013, vzorky odelv umistnych za Ustavem; st&jn
jako pedeslé tabulky.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 128 261 255 3
2. 27 90 203 0
3. 112 61 181 1
4. 105 170 130 0
5. 64 181 206 0
6. 52 211 140 0
7. 22 216 219 2
8. 25 123 143 0
9. 41 25 217 3
10. 39 10 253 0
11. 28 47 259 0
Suma 643 1395 2206 9
Praméer 58,5 126,8 200,5 0,8
Smer. odchylka | 38,7 86,0 47,0 1,3
2500
2000 \
1500 A \
1000
500
-
0 1 U T T I
1 2 3 4
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Tabulkac¢. 5

Odhéry provedeny 28. 5. 2013, hemolymfa odebirana &el ¥ proletové haly, které byly

dany ven (stejné jakaedeslé odéry).

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 56 22 155 0
2. 54 93 213 3
3. 103 82 126 0
4. 162 48 83 0
5. 91 97 118 0
6. 46 143 102 0
7. 37 221 179 0
8. 28 47 259 1
9. 44 76 213 0
10. 73 103 116 0
Suma 694 932 1564 4
Praimeér 69,4 93,2 156,4 0,4
Smer. odchylka | 40,2 56,4 57,6 1,0
1600 |
1400
1200
1000 ‘.
800 : / \
600 / \
400
200
-
0 1 T T I
1 2 3 4
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Tabulkac. 6

Vzorky odebrany 10. 7. 2013, hemolymfa odebraselam umistnym v izolatoru, které

nemaji pistup k past¥. Véely byly nakrmenyepkovym pylem— jsou na tzv. monodi&t

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 202 153 107 10
2. 112 98 96 3
3. 48 55 236 0
4. 83 265 241 7
5. 97 176 117 0
6. 186 201 132 1
7. 152 90 102 1
8. 111 86 175 0
9. 69 113 191 0
10. 73 98 115 0
11. 101 121 139 0
Suma 1234 1456 1651 22
Praméer 112,2 132,4 150,1 2,0
Smer. odchylka | 48,8 61,2 52,7 2,3
1800
1600
1400 ,
1200 i
1000
800
600
400
200
-
0 T T T T |
1 2 3 4
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Tabulkac. 7

Odbéry provedeny 10. 7. 2013. K porovnani s hemolym¥dal z izolatoru byly odebrany
vzorky welam na stejném stanovisti — vedle izolatoru, kba¢y normalni gistup na pastvu.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 38 112 96 0
2. 32 244 145 0
3. 71 205 146 1
4. 62 211 297 1
5. 47 93 153 0
6. 85 136 93 1
7. 59 187 113 0
8. 104 67 166 0
9. 77 224 158 0
10. 84 175 136 0
Suma 659 1654 1503 3
Praimeér 65,9 165,4 150,3 0,3
Smer. odchylka | 22,7 60,1 57,5 0,5
1800 ‘
1600 “
1400
1200
1000
800
600 A
400
200
-
0 T T T T 1
1 2 3 4
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Tabulkac. 8

Odbery provedeny 1. 8. 2013 el z izolatoru.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4

1. Spat obarveno
2. 86 43 74 2
3. 142 122 63 0
4. 87 65 26 1
5. 160 131 174 1
6. 27 56 157 0
7. 93 111 105 0
8. 69 52 89 0
9. 115 99 47 2
10. 73 102 123 1
Suma 852 781 858 7
Praméer 94,7 86,8 95,3 0,8
Smer. odchylka | 39,9 33,0 49,4 0,8

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0 1 I T 1
1 2 3 4
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Tabulkac. 9

Vzorky odebrany 1. 8. 2013 odel umistnych vedle izolatoru venku siptupem k pasty

Vzorky se podélo odebrat pouze u 7el.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4

1. 177 82 108 1

2. 189 37 166 0

3. 106 53 172 0

4. 117 58 143 0

5. 128 101 189 0

6. o8 56 163 1

7. 132 88 176 0
Suma 947 475 1117 2
Praimér 135,3 67,9 159,6 0,3
Smer. odchylka | 34,8 22,8 26,7 0,5

1200 ‘
1000 | \

800

600

400 / \

-
0 - . ;
2 3 4
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Tabulka¢. 10

Vzorky odebrany 7. 8. 2013 odel z izolatoru.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 68 83 131 1
2. 110 165 223 0
3. 59 98 106 0
4. 91 110 165 0
5. 66 203 189 2
6. 74 187 201 0
7. 82 162 231 0
8. 103 93 187 0
9. 47 142 196 1
10. 65 173 189 0
Suma 765 1416 1818 4
Praméer 76,5 141,6 181,8 0,4
Smer. odchylka | 19,9 42,8 38,6 0,7
2000 ‘
1800 “
1600 |
1400 “
1200
1000
800 \
600
400
200 p—
0 - ] .
2 3 4

33




Tabulkac. 11

Vzorky odebrany 7. 8. 2013 d@el venku vedle izolatoru.

Vcela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 160 102 156 2
2. 181 93 143 0
3. 132 87 184 0
4. 149 110 93 0
5. 115 76 173 1
6. 201 174 191 0
7. 176 121 86 0
8. 198 135 205 0
9. 143 95 153 0
10. 187 129 174 0
11. 172 136 99 0
Suma 1814 1258 1657 3
Praméer 164,9 114,4 150,6 0,3
Smer. odchylka | 27,7 28,2 41,2 0,6
2000 '
1800 | ‘
1600 !
1400
1200
1000
800
600
400
200 -
0 1 T T I
2 3 4
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Tabulkac. 12

Vzorky odebrany 14. 8. 2013 odet z izolatoru.

Vela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 08 128 135 0
2. 62 76 176 0
3. 54 61 152 0
4. 77 182 208 2
5. 103 131 125 0
6. 41 89 198 0
7. 68 112 202 1
8. 135 57 190 0
9. 94 109 181 0
10. 149 83 179 0
11. 98 115 186 1
Suma 979 1143 1932 4
Praméer 89,0 103,9 175,6 0,4
Smer. odchylka | 33,1 36,2 27,1 0,7
2000
1800
1600
1400
1200
1000 |
800
600
400
200 -
0 - 1 .
2 3 4
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Tabulka¢. 13

Vzorky odebrany 14. 8. 2013 odel vedle izolatoru sifistupem k potray

Vela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 187 87 189 1
2. 145 101 204 0
3. 162 92 176 0
4. 198 108 197 0
5. 134 76 171 0
6. 152 93 242 1
7. 128 115 87 0
8. 111 69 210 0
9. 169 124 152 0
10. 175 79 199 1
11. 158 84 164 0
Suma 1719 1028 1991 3
Praimér 156,3 93,5 181,0 0,3
Smer. odchylka | 25,9 17,1 39,8 0,5
2000 “
1800
1600
1400
1200 ‘
1000 f
800
600
400
200 -
0 I 1 1 I
2 3 4
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Tabulka¢. 14

Hemolymfa odebrana 21. 8. 2013 d@humistnych v izolatoru.

Vela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 67 57 135 0
2. 98 34 192 0
3. 110 78 98 1
4. 72 93 116 0
5. 53 115 127 0
6. 49 84 176 0
7. 87 109 203 0
8. 83 121 110 0
9. 105 65 143 1
10. 79 99 210 0
Suma 803 855 1510 2
Praméer 80,3 85,5 151,0 0,2
Smer. odchylka | 20,6 27,6 41,0 0,4
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
-
0 1 T T I
2 3 4
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Tabulkac. 15

Vzorky odebrany 21. 8. 2013 odel umis&nych vedle izolatoru.

Vela Hemocyty
Bunka
Plasmocyty Granulocyty Prohemocyty | vietenovitého
tvaru
1 2 3 4
1. 45 153 124 0
2. 39 186 105 0
3. 76 200 163 0
4. 58 85 178 0
5. 63 133 201 1
6. 27 203 119 0
7. 104 148 185 2
8. 95 96 139 0
9. 84 165 231 0
10. 56 218 265 0
Suma 647 1587 1710 3
Praméer 64,7 158,7 171,0 0,3
Smer. odchylka | 24,8 44,9 51,6 0,7
1800
1600 g
1400
1200
1000
800
600 A\
400
200
-
0 1 I T 1
2 3 4
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5.1 Vysledky vyhodnoceny programem IBM SPSS 8.0

Vysvétlivky ke grafim:

Flight room = proletova hala
Outdoor = venek

GR = granulocyty

PH = prohemocyty

PL = plasmocyty

SH = buiky vietenovitého tvaru

Graf¢.1 Rozdily v zastoupeni jednotlivych kategorii heytd ve tech pokusnych variantach

Popis variant je v kapitole 4.1. Pokusné variarastr. 19.

Cell
type
300 o’ WGR
@rH
1 - (m
4 WsH
1
L] P (<]
5 1
200 .6 O6
™ o
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c
3 4
o o]
(8]
100+
1, 1 3
2 4 192 461
. A — al -
Isolator Flight room Outdoor
Variant

Barevné sloupcetpdstavuji psty hemocyi, ve kterych je téné vyjadten median.

Jedné se o interkvartilni rozmezi IQR, cozZ je rstedistického rozptylu mezi prvnim igetim
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kvartilem. Uséky znézotiuji minimum a maximum na#enych hodnot, v naSenmyipack

véelich hemocyt.

Na grafu¢.1 je mozné sledovat variabilitu vzarkV proletové hale se pty hemocyi
pohybovaly od par kusaZ po 275 ks jednoho typu kiknu jedné ¢ely. Pra¥ v podminkach
proletové haly byly vykyvy p&ta hemocyt nejwtsi. U el umisténych v izolatoru je mozné
sledovat nej#tSi zastoupeni prohemoéya nejmensi rozptyl @tu hemocyt u plasmocyi.
Venkovni ely maji pd@ty hemocyl vyrovnané, s ptiem burkk od cca 25 po 280 ks.
Vyjimku tvoii pouze biky vietenovitého tvaru, které ve vSech pokusnych vaanbyly

velice ojediilé a jejich péty negekratily hranici 10 ks.

Graf¢. 2 Relativni zastoupeni kategorii

500 Ber

400

3004

Mean Counts

200+

100

1 I
Isolator Flight room Outdoor

Variant

Z grafu je Zejmé, Ze nejgtSi paet hemocyi byl sledovan u &el umisénych na
venkovnim stanovisti sifstupem k firozené a plnohodnotné pottgaviNejmére hemocyt
mely véely z proletové haly, které &h i nejmensi zastoupeni granulogy plasmocyt oproti

dalSim déma zkoumanym skupinam.
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Tabulka¢ 1. T-test budk vyjadiené jako mnoZzstvi a procentické zastoupeni, kdyegou
vSechétyi hemocyl = 100

Buriky Vyjadreni Izolator Proletovka |Venek
GR
ratio 30,6, 26,0, 30,6,
amounts 152, 145, 163,
PH
ratio 42 .9, 49,9, 40,3,
PL
ratio 26,2, 25,1, 29,1,
amounts 1, 1, 0.
SH
ratio 2a 2a 1a
amounts 356, 301, 402,
TOT
ratio 100,0* 100,0* 100,0*

Amounts = suma, celkovy pet hemocyi

Ratio = pordr

Rozdilné indexy wadku znai statisticky vyznamny rozdil na P < 0,05. V taleuje
jasre viditelny rozdil mezi celkovym pidem hemocyt ve vSechitech variantach. Z hlediska
procentického zastoupeni krevnich &kimély véely v proletové hale 49,9 % prohemaicyt
v celkovém poétu nalezenych hemodyt Zarover vsak ntly ze vSech zkoumanych skupin
celkovy pa@et hemocyt nejmensi, nejvice hemodytpak nEly véely na venkovnim
stanovisti. Tyto vely mely ve své hemolyn# nejvice prohemocyt Veely umiséné
v izolatoru nenily ve své hemolyn#f zadny typ buék, o kterych bychom mohli tvrdit, Ze zde

byl statisticky vyznamny rozdil oproti ostatnimédva skupinam.
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Graf¢. 3 Relativni zastoupeni kategorii vztazené nagntac

Graf dophujici predchozi tabulku, kde je celkovy qm vSech bugk v hemolym€ bran jako
100%

100,0%— WGr
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60,0%—

Mean Counts
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20,0%—

0,0% T T T
Isolator Flight room Outdoor

Variant

Z grafu je zejmé, Ze vely v proletové hale maji oproti ostatnim pokusnyamantam
vice prohemocyt a mér granulocyi a plasmocyt. Muzeme také vid u hemolymfy
odebrané &elam z venkovniho stanowSnejvyrovnawjSi zastoupeni hemodyt U téchto

véel Zzadny typ buék nepevazuije.
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Graf ¢ 4 Procentické zastoupeni ldrv procentech

buriky
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Z grafu je zejmé, Ze vely v proletové hale maji oproti ostatnim pokusnyamiantam
vice prohemocyit a mér granulocyi a plasmocyt. U hemolymfy odebrané ¢elam
z venkovniho stanovitmiuZzeme vi@t nejvyrovnawjsi zastoupeni hemodytU téchto el
zadny typ budk negrevazuje. \ely pasobily ze vSech pokusnych skupin nejzdjaa

nejmirrgji.
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Graf¢. 5 Nominélni hodnoty
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V grafu vidime, Ze &ely umistné venku, které gty pristup k girozené, pra¥ kvetouci
potraw, maji nejétsi paet hemocyid. U véel umistnych v proletové hale vidime vyrovnané
hodnoty plasmocyta granulocyt. O €chto Welach nizeme dalgici, Ze nej¢tsi variabilitu

v pactech hemocyt mély u prohemocyi. Zarover mélo toto Welstvo nejméé hemocyt ze
vSech &i pokusnych variant. §&ly umistné v izolatoru, rdly oproti ostatnim pokusnym

skupinam, ze vSech krevnich kmejmeér plasmocyi.
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5.1.1. Dvouvykrovy T — test po Bonferroniho korekci

Variant
Izolator Proletovka Venek
Mean Standard Mean Standard Mean Standard
Deviation Deviation Deviation
GR Counts | 111, 47 81y 67 122, 51
Cell PH Counts | 152, 50 145, 70 163, 45
vPe b counts |91, 36 74, 64 118, 52
SH Counts | 1a 2 1a 1 Oa 1

Hodnoty ve stejnéniadku a sloupci nesdileji stejny index a statistiskyvyraza liSi pri
P < 0,05 za pouziti dvouvylového T - testu. Biky bez dolniho indexu nejsou v testu
zahrnuty. Testy jsou upraveny acemy pro parova porovnani tadé kazdého vniniho

sloupce upraveny pomoci Bonferroniho korekce.

Statistické zpracovani dat ukazalo, Zetégpvelky rozptyl, ktery je u biologickych
meieni tohoto typu obvykly, byly dokumentovany statisy vyznamné rozdily v zastoupeni
hemocyti. V podminkach proletové haly bylogkazre mére granulocy nez v obou dalSich
variantach, ve variaét'venek" je zase fikazre vice plasmocyi Pokud budou tyto vysledky
opakovatelné v dalSich pokusechizmme konstatovat, Ze krevni obrazlse néni podle
podminek, ve kterych se&@istvo naléza. Parametry krevniho obrazely medonosné bude
mozno pouZzit pro diagnostikuipadnych nenormalnich stawcelstev vedoucich k dalSim

komplikacim az po kolapstelstva.
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6. DISKUSE

Vzhledem k faktu, Ze k tématu tykajici se krevniloazu ¥el neni mnoho &deckych
¢lanki ani jinych materidl, je slozité nase vysledky potvrdit vyvratit. K tvrzenim o jaké
typy burek se jednd, je nutné podotknout, Ze gr&vmalému pétu vyzkumi na toto téma
provedenych, je mozné, Ze jednotlivé vyzkumné typozorovaly stejné hiky, pouze
Vv jiném stadiu bugtného dleni a povazuji je za druhy rozdilné. N&s tym vyethae znalosti
hmyzi hemolymfy z kapitoly 3.3.1, i z publikaci @rholym& vcel zmirenych v kapitole

3.3.2, a z dostupnych fotodokumentaci a obkazk

Jiz Schonfeld (1955) uvedl, Ze v krviezimujicich ¥el bylo v jednom kubickém
milimetru napdteno ptimérné 21 000 &chto krvinek. Od tohoto vysledku se naSe pokusy
velice vyrazg lisi. Prezimujici &ely jsme méli umisiny v proletové hale a imérny patet
hemocyti u €chto el byl pouhych 301 ks. Schonfeld (1955) neuvedikkal hemolymfy

bylo weldm odebrano, ani jaky bytgsny postup odini a blizSi specifikace pokusu.

Wilson — Rich (2008) ziskal svym experimentem wjkletykajici se p&u welich
hemocyti. Uvedl, Ze tyto péty jsou u larvy okolo 2000 bak/cm?®, kukly asi 4000 bugk/cm®
a u dosplé wely klesne naifiblizng 500 burk/cm®. V nasem vyzkumu nebylo znaméista
véel, u kterych jsme hemolymfu odebirali. Pod mikasém jsme sledovali cely rart
hemolymfy, ktery odpovidal hmotnosti 10l. Celkové péty burgk v ndmi ziskané
hemolymg byly praimérné u el z izolatoru 356 ks, u¢el v proletové hale 301 ks a del
umisenych venku 402 ks. Zthto vysledk je moZnéici, ze vzhledem k faktu, 7e 1 €m1
ml a 10ul odpovidé 0,01 ml, ndm vysledky nevysly stgjjak uvadi Wilson — Rich (2008).
Vtomto pipad je dilezité podotknout, Ze stgjnjako u Schonfelda (1955) nezndme
prostedi, ve kteréem Wilson — Rich (2008) hemolymfu odahi jak a kde byly vely
umisgny a jaky pistup k potray mély. K ziskani pesrgjSich vysledk a moznosti potvrditi
vyvratit tvrzeni naSéi zminénych autoi, je poteba zopakovat tyto experimenty &ieni ve
stejnych podminkéach.

Sawson et al. (2010) ve své studii uvedl, Ze d&igjvzastoupeni maji v hemolyinf
plasmocyty a granulocyty. Tyto vysledky pouzil ymgni s vyrovnanou potravou, kdyely
mély pristup k polyfloralni potray V tomto gipadt si na zaklad naSich vysledk troufam
nesouhlasit. NaSe vysledky ukazaly u vioddebranych &lam umistnym na stanovisti
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s pristupem k pré¥ kvetouci past nejwtsi podil prohemocyt Tento rozdil nebyl o moc
vyrazrejsi oproti p@tim plasmocyid a granulocyd. Tyto vysledky nizeme vidt v kapitole
5.1 Vysledky vyhodnoceny programem IBM SPSS 8.0afuy. 2 a grafue. 3. Sawson et al.
(2010) déle uvadi, Ze velké zastouperiymaké coagulocyty, které se nam dle popisu ani
fotografii dostupnych ¥lanku nepovedlo v naSich vzorcich charakterizokabme jiz vySe
zmirénych tech typ krvinek jsme v hemolyndf pozorovali biiky vietenovitého tvaru, o
kterych se ve své publikaci zminil Zakaria (20igry tyto hemocyty ozrid za vzacny typ.

S timto tvrzenim se shodujeme i my, jelikoZ jsnietenovité biiky v hemolymé& nachazeli

velmi zidka a ve velice malém, té&inzanedbatelném ptu.

V predeSlych vysledcich je moZzné pozorovat vyznamnéilsomezi p@éty hemocyt

u vSech skupindel.

U skupiny jedna, tj. udel, které byly umisny v proletové hale bylo pkazre mére
granulocyli nez v dalSich dvou skupinach. Tytdely byly casté&né Ziveny zasobami, které
méli pies zimu &asté&né jarni pastvou (pyl ze zlatice préstini, vrby jivy a dalSich jarnich
rostlin). Na této skupthvcel bylo nejvice znatelné, Ze jsodely vyéerpané a nezbyva jim
mnoho sil pro let a i potravy. Kondice #elstva byla podmina i faktem, Ze se jednalo o
zimni wely. U el, které byly nakrmeny monoflor@ntzn. fepkovym pylem a umi&ty
v izolatoru, aby se zabranilo jejichiigtupu kjiné potray kromé svych zasob, byly
Vv nejWwtsSim pa@tu zastoupeny prohemocyty, nejmensi zastoupeni molyenfeé mely
plasmocyty. Tyto vely byly bez matky a nacelstvu byla znatelna Unava a Ubytek Zivotnosti.
NejmensSi vykyvy hemocytmely véely umiséné venku s fistupem k polyfloralni potray
Lze fici, Ze u &chto el byly paity krvinek relativié vyrovnané. Toto &elstvo bylo v piné

sile, mirné povahy a bez jakychkoli znamek nemaoci.

Z hlediska zdravi &l se da na zakladtéto pracetici, Ze gistup k girozené a
plnohodnotné potrav je zaklad. Jak je mozné vidv grafech v kapitole 5. Vysledky,
nejvyrovnarjsi patet hemocyi maji Wely s vyvadZzenym ilimem potravy. B vybéru
spravného stanoviStvéeldm je dlezité znat kétovou diverzitu krajiny — jestli zde kvete
dostaténé mnozstvi a druhrostlin a jaka je dostupnost potravy, abychom zalngbéru
monofloralniho pylu, zajistit selam blizky zdroj vody a znat naklad i powtrnostni
podminky daného mista. DalSim velniieFitym faktorem je zvaZzeni, kolilkcelstev na jedno
stanovist davameci jak daleko jsou stanovidbd sebe. Aby nedochazelo k tomu, Ze na malé
rozloze pozemkuwi na pozemku s malou Eiovou diverzitou umistime velky pet \Kelstev.

Tim by Wely nently dostatek potravy a dochazelo by ke slabnuti sleddému ahynu

a7



véelstev. V odborné literata se uvadi, Zedela je schopna dokdt pro potravu az 5 km,
Z praxe vSak vime, Ze tato vzdalenosZmbyt aZz dvojnasobna. Tato skurtest neni v zajmu
véelaa ani Welstev, nebt dlouhym letem sedely vycerpavaji, dochazi k nadmmé spaitebs
energie a inos nektaru a pylu datglstva je vyznamhimaly. Z tohoto dvodu by ngl byt
kladen velky draz na volbu spravného stanowidtmisti — li ¥elat svoje wely na nevhodh
zvolené misto, tytodely zpravidla Zivéi.
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7. ZAVER

Predkladana diplomova prace se v literarni reSetdpzahmyzi hemolymfou obeén
porovnava iizné druhy hmyzu a jejich hemocyty. DalSi kapitol@u hemolymfa vely
medonosné a vyzivaiel. Diplomova prace byla zaloZzena na rozbatelivhemolymfy u el
siznou uarovni vyzivy. Vyzkum byl realizovan v laba#ith Vyzkumného Ustavu
véelarského v Dole, odkud pochazely i ndmi zkoumarsélyw resp. jejich hemolymfa.
V kapitole 5. jsou vysledky experimentu kompketzverejnény. Cilem prace bylo zjistit vliv
vyzivy na \eli hemolymfu a zdravi ¢el, aby se docililo co nejmensiho Uhyngel
a zamezilo se dalSimtipadnym nenormélnim stam \elstev vedoucich k dalSim
komplikacim aZ po kolapscelstva. Bylo zji&no, Ze ¥ely s gistupem k pestré polyfloralni
vyZivé maji vyrovnhané pay krevnich busk a oproti ¥elstvim krmenym monofloralnim
pylem jsou zdra&Si, mirné a v lepsi kondici. Tudiz je prdelae nezbytné, abyipumiseni
svych \elstev na stanovi§tznal kwtovou diverzitu krajiny, aby deldm zajistil vyvazenou

vyZivu a tim zamezil onemoeni a vysileni svéhocelstva s nasledky uhynu.

» Z veelarstvi nadil jsem se pirodu vice znati a vice milovati, neZ z mnoha knih

ucenych.” (J. A. Komensky)
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9. PRRILOHY

Seznam fFiloh

1. VytazZeni skletné kapilary nad plamenem — foto: Ing. Daliborfiat CSc.

2. OdiEr hemolymfy — foto: Ing. Dalibor Téra, CSc

3. OdkEr hemolymfy — detail — foto: Ing. Dalibor Eia, CSc

4. Hemocyty (granulocyty, plasmocyty, prohemocwydto: Ing. EliSka Vrabcova
5. Hemocyty (plasmocyty, prohemocyty) — foto: IfjSka Vrabcova

6. Hemocyty (plasmocyty, prohemocyty, iy vieten. tvaru = spindle shape cell) — foto:

Bc. Nikola Gratzova
7. Hemocyty - foto: Bc. Nikola Gratzova

8. Hemocyty Il. - foto: Bc. Nikola Gratzova
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Prilohac. 1: VytaZzeni sklefné kapilary nad plamenem

Priloha¢. 2: Odigr hemolymfy
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Priloha¢ 3: Odl#r hemolymfy - detail

Prilohac¢. 4: Hemocyty (granulocyty, plasmocyty, prohemogyty
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Prilohac¢. 5: Hemocyty (plasmocyty, prohemocyty)

Prilohac¢. 6: Hemocyty (plasmocyty, prohemocyty nlay vieten. tvaru = spindle shape cell)
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Priloha¢. 7: Hemocyty

Priloha¢. 8: Hemocyty |l.
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