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Ocena parametrow odpornosci komorkowej réznych linii
pszczoly miodnej (Apis mellifera L.)

Evaluation of haemocytic immune parameters of different lineages
of the honey bee (Apis mellifera L.)

Streszczenie. Zbadano parametry odpornosci hemocytarnej czterech réznych linii pszczoly miod-
nej (Apis mellifera L.): augustowskiej (MA), potnocnej (PN) Asta i norweskiej (NRQ). Linie MA,
PN i Asta sa objete krajowymi programami hodowlanymi ochrony zasobow genetycznych pszczot,
a dla linii norweskiej (NQR) jest realizowany program doskonalenia genetycznego pszczét. Oce-
niono nastgpujace parametry odpowiedzi immunologicznej: indeks fagocytarny oraz liczbg hemo-
cytow aktywnych w fagocytozie (liczba Wrighta). Badane parametry dla niepobudzonych immu-
nologicznie pszczot robotnic z czterech linii nie réznily si¢ w sposob istotny. Natomiast immuno-
logiczna odpowiedz hemocytarna byta po indukc;ji istotnie silniejsza u pszczot linii augustowskiej
i Asta w poroéwnaniu z liniag pétnocna i norweska. Warto$¢ indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta
roznila sig istotnie.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, odpornos¢, indeks fagocytarny, liczba Wrighta

WSTEP

W jamie ciata (hemocel) owada sa uruchamiane i realizowane odczyny immunolo-
giczne wrodzone i indukowane, nabyte. Rozpoznanie mikroorganizméw po wniknigciu
do jamy ciata owada jako obce (non-self) uruchamia cata kaskade mechanizméw obron-
nych zwiagzanych z hemocytami (odpornos¢ komoérkowa) oraz z humoralna, wrodzona
i nabyta odpornoscia przeciwbakteryjna hemolimfy [Royet 2004]. Komoérkowe i humo-
ralne mechanizmy odpornosci jamy ciata wspotdziataja ze soba $cisle w hamowaniu
zakazenia jamy ciata przez drobnoustroje. Efektem tych odczyndéw jest likwidacja zaka-
zenia, dzigki czemu jest mozliwe przezycie i rozwdj owada w srodowisku obfitujacym
w mikroorganizmy i pasozyty [Glinski i Buczek 2003].
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Zakazenie w jamie ciata likwiduje fagocytoza, otoczkowanie (inkapsulacja) i nodu-
lacja. Odczyny obronne komoérkowe i humoralne sa skuteczne w zwalczaniu zakazen
wywotanych przez drobnoustroje saprofityczne, mato skuteczne w zwalczaniu zakazenia
jamy ciata wywotanego przez entomopatogenne bakterie i wirusy [Lackie 1988, Glinski
i Jarosz 1995].

Odpowiedz hemocytarna, ktora wraz z lizozymem stanowi druga lini¢ obrony prze-
ciwzakaznej, pojawia si¢ szybko — po kilkukilkudziesi¢ciu minutach [Dustmann 1999].
Charakterystycznym zjawiskiem w komorkowych odczynach obronnych jest hemocyto-
penia, ktora polega na szybkim zmniejszeniu ilosci plazmatocytéw w hemolimfie oraz
na spadku ogoélnej liczby hemocytow krwi owada [Geng i Dunn 1989]. Fagocytoza jest
cecha charakterystyczna wyspecjalizowanych typow komorek krwi i niektorych typow
komorek osiadtych. U pszczoly funkcjg fagocytow pelnia gtéwnie granulocyty ziarniste
(GR) i plazmatocyty (PL) [Glinski i Jarosz 1992].

Dotychczas wykazano, ze efektywnos¢ fagocytozy zalezy od wieku owada, stadium
rozwojowego 1 zjadliwosci zarazka [Xeros 1964, Salt 1970, Ratner i Vinson 1985].
Szczepy bakterii bardziej zjadliwych sa fagocytowane w mniejszych iloSciach anizeli
szczepy stabo zjadliwe lub bakterie saprofityczne, formy szorstkie bakterii (R) sa tatwiej
fagocytowane i niszczone w fagocycie anizeli formy gtadkie (S). Kompleks LPS bakterii
Gram-ujemnych, zwlaszcza komponenta cukrowa, utrudnia lub wrgcz uniemozliwia
fagocytoze.

Efekty fagocytozy nalezy rozpatrywaé w dwoch aspektach: usuwania substancji ob-
cej z hemolimfy oraz hamowania lub likwidacji zakazenia. Ten pierwszy aspekt ma
znaczenie w trakcie przepoczwarzania lub podczas usuwania zmienionych lub uszko-
dzonych tkanek owada, np. w trakcie reperacji ran, usuwania tkanek uszkodzonych przez
toksyny i1 wirusy. Drugi aspekt dotyczy zasadniczo obrony owada przed zakazeniem
przez oczyszczanie hemolimfy z drobnoustrojow.

Nie zawsze sfagocytowane drobnoustroje sa zabijane w fagolizosomie. Same moga
niszczy¢ fagocyty dzigki wytwarzanym zewnatrzkomorkowym proteazom. Po uwolnie-
niu ze zniszczonego fagocytu, moga nawet rozmnaza¢ si¢ w hemolimfie, powodujac
$mier¢ owada. Niekiedy fagocyty roznosza zakazenie w organizmie owada. To zjawisko
obserwuje si¢ w przypadku infekcji niektorymi riktesjami i wirusami, ktére nie sa nisz-
czone w fagolizosomie i moga si¢ nawet rozmnaza¢ w fagocytach.

Fagocytozg u pszczoly, tak jak i u innych owadow, wspomagaja otoczkowanie oraz
humoralne odczyny obronne zwigzane ze wzrostem aktywnosci bakteriolitycznej i bak-
teriobojczej hemolimfy.

MATERIAL I METODY

Pszczoly

Pszczoty pochodzity z rodzin o wyréwnanej sile, wolnych od warrozy, zgnilca ame-
rykanskiego i zgnilca europejskiego. Wykorzystano nastgpujace linie pszczot: augustow-
ska (MA), péinocna (PN) i Asta, objete krajowymi programami hodowlanymi ochrony
zasobow genetycznych, oraz linia norweska (NQR), dla ktorej realizowany jest krajowy
program doskonalenia genetycznego.
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Po indukcji bakteryjnej wykonanej po 24 godz. aklimatyzacji (czas 0) i w czasie 24,
48, 72 1 96 godz. po indukcji oznaczono wartos¢ indeksu fagocytarnego, wielko$¢ liczby
Wrighta. Hemolimfe pobierano z zatoki grzbietowej do probowek Eppendorfa na tazni
lodowej. Zastosowanie tazni lodowej zapobiegalo melanizacji hemolimfy. Wyniki pod-
dano analizie statystycznej (test chi” przy p<0,05 oraz program Statistica).

Indukcja odpowiedzi immunologicznej

Odpornos¢ nabyta indukowano zywymi komoérkami D31 z 18-godz. hodowli bulio-
nowej. Komorki bakteryjne po zawieszeniu w ptynie fizjologicznym wprowadzano mi-
krostrzykawka Hamiltona do jamy ciala przez blong pomigdzy 3. i 4. segmentem odwlo-
ka robotnicy w ilo$ci 15 - 10° komorek E. coli D31 w objetosci 2 ul ptynu dla Lepidopte-
ra. Owady nieimmunizowane oraz owady po immunizacji byly utrzymywane w iden-
tycznych warunkach.

Indeks fagocytarny

Hemolimfg pobrana w ilosci 10 pl z zatoki grzbietowej do silikonowanych probo-
wek po 24 godz. aklimatyzacji lub po 24, 36, 48, 72 i 96 godz. po indukcji bakteryjnej
mieszano z taka sama iloscia 18-godzinnej zawiesiny hodowli bulionowej E. coli D31
(pH 7,2, inkubacja 32°C). Tak otrzymana mieszaning inkubowano przez 30 min w tem-
peraturze pokojowej, delikatnie wstrzasajac co 10 min. Z kazdej probki wykonano na
odthuszczonych szkietkach pig¢ rozmazéw krwi. Po wysuszeniu rozmazu na powietrzu
preparat utrwalono w 96% metanolu przez 5 min i barwiono odczynnikiem Mansona
przez 1 min. Po sptukaniu preparatu woda destylowana i wysuszeniu, ogladano go pod
immersja w mikroskopie §wietlnym o powigkszeniu 1250 razy. W preparatach z rozma-
zu hemolimfy liczono komorki bakteryjne pochlonigte przez 50 fagocytéw. Z tych da-
nych obliczono $rednia liczbeg bakterii sfagocytowanych przez jeden hemocyt robotnicy
pszczoly miodnej. W wynikach podano wartosci $rednie i odchylenia standardowe dla
danej linii pszczot i dla okresu badania.

Liczba Wrighta

Procent hemocytow bioracych udzial w fagocytozie obliczono wykorzystujac prepa-
raty uzyte do okreslenia wartosci indeksu fagocytarnego. W tym celu ogladano 100
hemocytéow w preparatach pod mikroskopem $wietlnym przy powigkszeniu 1200 razy.
W wynikach podano wartosci §rednie [Wiesner i in. 1998].

WYNIKI

Srednie wartosci indeksu fagocytarnego u pszczot robotnic z czterech linii pszezot
w czasie 0, tj. u pszczo6t niezakazonych do jamy ciata zywymi komérkami Escherichia
coli D31, wahaly si¢ w granicach od 0,9 +0,1 do 1,1 +0,2 komoérek bakteryj-
nych/hemocyt. W tym okresie réznice w wartosci indeksu fagocytarnego pomigdzy
badanymi liniami nie r6znily sig statystycznie istotnie (rys. 1).
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Rys. 1. Wartos¢ indeksu fagocytarnego (komorki bakteryjne/hemocyt; x +SD) u pszczot
robotnic Apis mellifera L. linii augustowskiej (A), p6éinocnej (B), Asta (C) i norweskiej (D);
pszczoty nieimmunizowane (czas 0), pszczoty immunizowane (czas 24-96 godz.)
Fig. 1. The value of phagocytic index (bacteria cells’/haemocytes; x £SD) in the worker honey
bees Apis mellifera L. Augustowska lineage (A), northern (B), Asta (C) and Norewgian (D);
non-immunised bees (time 0 h), immunized bees (time 24-96 h)

W nastgpstwie zakazenia zwigkszal si¢ indeks fagocytarny u pszczot robotnic
wszystkich 4 badanych linii. Statystycznie istotny wzrost (p<0,05) wystapit u pszczot
linii augustowskiej (A) w 24, 36 i 48 godz. po zakazeniu w odniesieniu do czasu 0
(przed zakazeniem) oraz w odniesieniu do 72 i 96 godz. po zakazeniu. Maksymalny
wzrost wartosci indeksu fagocytarnego w tej grupie wystapit w 48 godz. po zakazeniu
i wynosil 2,7 +£0,2 komorki bakteryjne/hemocyt (rys. 1).

Natomiast u pszczét z trzech pozostatych linii: pélnocna, Asta i norweska (B, C i D)
statystycznie istotny wzrost warto$ci indeksu fagocytarnego stwierdzono w 36 i 48 godz.
po zakazeniu w poréwnaniu z pozostalymi okresami badania w danej grupie. Maksy-
malne wartosci indeksu fagocytarnego stwierdzono w linii B w 36 i 48 godz. po zakaze-
niu (1,7 £0,2 i 1,7 £0,1), w linii C w 48 godz. (1,7 £0,2), a w linii D w 48 godz. (1,6
+0,2).

Statystycznie istotne réznice (p<0,05) wystapity w wartos$ciach indeksu fagocytar-
nego pomigdzy pszczotami linii augustowskiej (A) i pozostatymi trzema liniami bada-
nymi pszczot (B, C i D). Dotyczyly okresu 24-48 godz. Wtedy warto$¢ indeksu fagocy-
tarnego dla linii augustowskiej (A) byla najwyzsza.

Wartos¢ liczby Wrighta u nieimmunizowanych pszczét wszystkich linii nie rdznila
si¢ statystycznie istotnie (rys. 2). Wahata si¢ od 0,9 +0,2% u pszczoét robotnic linii nor-
weskiej (D) do 1,2 £0,1% u pszczét linii Asta (C).

Zakazenie (immunizacja do jamy ciala zywych komorek (Escherichia coli D31)
spowodowato istotnie statystyczny wzrost (p<0,05) wartosci liczby Wrighta u pszczoét
linii augustowskiej (A) w okresie 24-48 godz. w odniesieniu do pozostatych okreséw
badan w tej linii. Maksymalng warto$¢ liczby Wrighta, wynoszaca 4,7 +0,1%, stwier-
dzono dla okresu 36 godz.
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Rys. 2. Warto$¢ liczby Wrighta (%, x £SD) u pszcz6t robotnic czterech linii pszczoty miodne;j:
augustowska (A), pétnocna (B), Asta (C), norweska (D); pszczoly nieimmunizowane (czas 0),
pszczoly immunizowane (czas 24-96 godz.)

Fig. 2. Value of the Wright’s number (%, x £SD) in four lineages of the honey bee Augustowska
lineage (A), northern (B), Asta (C) and Norwegian (D); non-immunised bees (time 0 h),
immunized bees (time 24-96 h)

Rowniez w przypadku linii Asta (C) statystycznie istotny wzrost wartosci liczby
Wrighta wykazano w okresie 36 i 48 godz. w odniesieniu do pozostatych okresow bada-
nia w tej linii. Warto$¢ maksymalna (3,7 £0,1) stwierdzono dla 48 godz. okresu badania
(rys. 2).

Wartosci liczby Wrighta dla linii pétnocnej (B) i norweskiej (D) nie roznity sig
istotnie pomigdzy soba dla wszystkich okreséw badan. Dla linii potnocnej wahaty si¢
one od 1,1 £0,1% (czas 0, 96 godz.) do 1,4 £0,1% (czas 48 godz.), a dla linii norweskiej
od 0,9 £0,2% (czas 01 96 godz.) do 1,5 £0,2% (czas 36 godz.).

Roznice statystycznie istotne wystgpowaly pomigdzy wartosciami dla okresu
24-48 godz. dla linii A oraz pomig¢dzy warto$ciami dla okresu 36 i 48 godz. dla linii C
i warto$ciami dla wszystkich okreséw linii potnocnej (B) i norweskiej (D) oraz dla okre-
sow 0, 24, 72 196 godz. dla linii pszczot linii Asta (C).

OMOWIENIE WYNIKOW

Badane parametry odpornosci komoérkowej u pszczot natywnych wszystkich czte-
rech linii nie r6znily si¢ istotnie. Dotyczy to zaréwno wartosci indeksu fagocytarnego,
jak i liczby Wrighta. Mozna by przyjac, ze brak réznic w tych parametrach wskazuje na
bardzo podobne, jezeli nie na identyczne nasilenie komorkowej odpornosci przeciwza-
kaznej pszczot niepobudzonych immunologicznie.

Odpowiedz immunologiczna jest efektem glownie aktywacji plazmatocytow (PL)
i granulocytow (GR) do komodrkowych odczyndéw obronnych oraz pobudzenia ciata
thuszczowego (fat body) 1 hemocytéw do produkcji i uwalniania lizozymu do hemolimfy
oraz ciata thuszczowego do produkcji i uwalniania apidycyn [Ottaviani i Franceschi
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1998, Bulet i Stocklin 2005, Ottaviani 2005]. Odczyny komdrkowe zaczynaja dziatad
natychmiast po rozpoznaniu patogenu jako ,,obcego” dla organizmy owada, za$ ich sku-
tecznos¢ jest duza [Boman i Hyltmark 1987]. Nastepstwem zakazenia jest wigc zwick-
szenie aktywnosci immunocytow, czego skutkiem jest wzrost indeksu fagocytarnego
i liczby Wrighta przez uruchomienie kaskady przenoszenia sygnatéw Toll i Imd [Aron-
stein i Salvidar 2005].

Zmiany w parametrach charakteryzujacych odporno$¢ komorkowa pomigdzy bada-
nymi liniami mogg tez by¢ nastgpstwem wrodzonych réznic w aktywnos$ci uktadu oksy-
dazy polifenolowej. Uktad oksydazy polifenolowej jest zaangazowany w rozpoznawaniu
immunologicznym, ultatwia fagocytozg, uczestniczy w melanizacji guzkow i otoczek
oraz w inkapsulacji melanotycznej [Glinski i Jarosz 1995a].

Jedna z przyczyn obserwowanych réznic w wartosci indeksu fagocytarnego moze
by¢ dziatanie opsonizujace lizozymu, ktorego synteza wyraznie wzrosta w dwoch liniach
pszczot (linia augustowska i Asta) w porownaniu z pozostalymi dwoma liniami [Zon
iin. 2007]. Uczestniczy on u owadoéw w fagocytozie immunologiczne;j.

Zakazenie jamy ciala przez bakterie, oprocz hipersyntezy lizozymu, indukuje synte-
z¢ apidycyn z nastgpowym ich uwalnianiem do hemolimfy owada. W komorkach ciata
thuszczowego pojawia si¢ immune RNA [Glinski i Jarosz 1992].

Wigksze wartosci indeksu fagocytarnego, liczby Wrighta, aktywnosci lizozymu
i apidycyn maja istotne znaczenie w odporno$ci przeciwzakaznej pszczoty w chorobach
bakteryjnych, grzybicach i inwazjach pierwotniakow, atakze w likwidacji wtornych
zakazen bakteryjnych spotykanych w inwazjach wywotanych przez krwiopijne roztocza
[Glinski i Kostro 2001, 2004].

WNIOSKI

1. Parametry odpornosci hemocytarnej reprezentowane przez warto$¢ indeksu fago-
cytarnego i liczbe Wrighta pszczoét robotnic linii augustowskiej, potnocnej, Asta i nor-
weskiej rasy $rodkowoeuropejskiej, niepobudzonych immunologicznie nie rdznia si¢
W sposob istotny.

2. Pobudzone immunologicznie pszczotly robotnice linii augustowskiej i Asta cechu-
je wyzsze nasilenie odpowiedzi hemocytarnej w porownaniu z pobudzonymi immunolo-
gicznie pszczotami robotnicami linii potnocnej i norweskiej. Swiadczy o tym zwigkszo-
na warto$¢ indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta.
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Summary. Haemocytic immune parameters of four different lineages of the honey bee (Apis
mellifera L.): augustowska (MA), northern (PN), Asta and Norwegian (NRQ) were examined. The
lines MA, PN and Asta were under the state control of the bee genome protection while for NRQ
was realized a programme of genetic improving. The following haemocytic immune responses
were evaluated: phagocytic index and the number of haemocytes active in phagocytosis (Wright’s
number). The examined parameters for the four lines of non-induced bees did not differ signifi-
cantly. However, the haemocytic immune response was significantly stronger in immunologically
induced worker bees of augustowska and Asta lines in comparison to the worker bees of northern
and Norvegian lines. The values of phagocytic index and Wright's number differed significantly.

Key words: honey bee, immunity, phagocytic index, Wright's number
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