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Odpowiedz hemocytarna Apis mellifera mellifera L.

Haemocytic response of the honey bee (Apis mellifera mellifera L.)

Streszczenie. Pszczola miodna jest eksponowana na dziatanie pasozytéw i patogendéw z wielu
grup taksonomicznych, takze bakterii, wiruséw protistéw i grzybéw. Dzigki dlugotrwatym bada-
niom choréb pszczoty miodnej uzyskano duza wiedzg o relacjach gospodarz — patogen, w tym o
odpowiedzi komérkowej. Celem badan nad pszczotami jest uzyskanie linii odpornej na wystgpuja-
ce masowo choroby. Stad tez cenne sa badania nad odpornoscia naturalng i nad indukowang réz-
nych linii Apis mellifera mellifera L. Stwierdzono, ze warto$ci indeksu fagocytarnego i liczby
Wrighta niepobudzonych immunologicznie pszczét robotnic linii augustowskiej, péinocnej Asta i
norweskiej sa bardzo podobne. Natomiast u immunologicznie pobudzonych pszczét robotnic linii
augustowskiej i Asta warto$¢ tych wskaznikéw hemocytarnej odpornosci byta istotnie wyzsza
anizeli u pszcz6t linii péinocnej i norweskiej.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, odporno$¢, indeks fagocytarny, liczba Wrighta

WSTEP

W ostatnich latach poznano struktury i funkcje odpornosci pszczoty miodnej, szcze-
g6lnie mechanizmy odporno$ci przeciwzakaznej, i profil immunologiczny. Wiedzg tg
wykorzystano w ocenie wptywu choréb na organizm, a takze w sterowaniu uktadem
odporno$ciowym w celu zwigkszenia skuteczno$ci jego dzialania za posrednictwem
immunostymulatoréw chemicznych oraz immunostymulatoréw pochodzenia biologicz-
nego [Glinski i Chmielewski 1996, Buczek 1998, Glinski i in. 2000, 2002, Sokét 2003,
Pliszczynski 2005, Oles-Bizon 2006].

W jamie ciala owada zostaja uruchomione i sa realizowane odczyny immunologicz-
ne wrodzone i nabyte. Rozpoznanie mikroorganizméw po wniknigciu do jamy ciata owa-
da jako obce (non-self) aktywizuje szereg mechanizméw obronnych zwiazanych z hemo-
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cytami oraz z humoralna wrodzong i nabyta odpornoscia przeciwbakteryjna hemolimfy
[Glinski i Jarosz 1995].

U pszczoty miodnej odpowiedZ komérkowa realizuja hemocyty w procesie fagocy-
tozy, otoczkowania (incapsulation), nodulacji, odrzucania przeszczepéw i cytotoksycz-
nosci komérkowej [Glinski i Kostro 2001]. Odpowiedz hemocytarna, ktéra wraz z lizo-
zymem stanowi druga lini¢ obrony przeciwzakaznej pojawia si¢ szybko, po kilku, kilku-
dziesigciu minutach po zakazeniu [Dustmann 1999].

Rasy i linie pszczot réznia si¢ wieloma cechami, ktére sa wykorzystywane w hodow-
li. Wyrazne réznice dotycza takich cech jak: agresywnos¢, trzymanie sig¢ plastrow, dobry
lub zty przebieg zimowania, nasilenie rozwoju rodziny na wiosng, produkcyjnos¢, skton-
nos¢ do rojki, dlugos¢ jezyczka oraz podatnos$¢ na choroby czerwia i pszczoét.

Réznice we wrazliwosci na choroby powinny znajdowaé odbicie w stanie odpornosci
przeciwzakaznej. Jednak dotychczas jedynie fragmentarycznie badano i poréwnywano
nasilenia odpornosci przeciwzakaznej pomigdzy rasami, bardzo rzadko pomigdzy liniami
pszczol.

W niniejszych badaniach okre$lono stan odpornosci hemocytarnej linii pszcz6t ho-
dowanych na okre§lonym terenie i objetych krajowymi programami hodowlanymi ochro-
ny zasobéw genetycznych pszczét lub krajowym programem doskonalenia genetycznego.

MATERIAL I METODY

Charakter i nasilenie odpornosci oceniono i poréwnano u 4 linii pszczoty miodnej
(Apis mellifera mellifera L.) na podstawie odpowiedzi komdrkowej u pszczét robotnic w
okresie letnim. W kazdym przypadku badano pszczoty pochodzace z 10 rodzin w 3 okre-
sach badawczych w odstgpach 2-tygodniowych (14—15 maja, 1-2 czerwca, 1415 czerw-
ca). Badania przeprowadzono z nastgpujacymi liniami pszczét: augustowska, pdinocna,
Asta, objetymi krajowymi programami hodowlanymi ochrony zasobéw genetycznych
pszczdt, i linia norweska, dla ktérej realizowany jest krajowy program doskonalenia
genetycznego.

Nasilenie odpowiedzi immunologicznej ocenione na podstawie wartosci indeksu fa-
gocytarnego i wielkosci liczby Wrighta oznaczono dla kazdej linii pszcz6t niepoddanych
zakazeniu (czas 0) i w czasie 24, 48, 72 1 96 godz. po zakazeniu (indukcji) do jamy ciala
Escherichia coli D31. W trakcie badan pszczoty byty utrzymywane w klateczkach w tempera-
turze 29°C i wilgotnosci wzglednej 85%. Karmiono je ciastem miodowo-cukrowym.

INDUKCJA ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE]

Odporno$¢ nabyta indukowano zywymi komérkami E. coli D31 z 18 godz. hodowli
bulionowej. Komorki bakteryjne po zawieszeniu w plynie fizjologicznym wprowadzano
mikrostrzykawka Hamiltona do jamy ciala przez btong pomigdzy 3. i 4. segmentem od-
wloka robotnicy w ilosci 15 - 10° komérek E. coli D31 w objgtosci 2 ul ptynu dla Lepi-
doptera. Owady nieimmunizowane oraz owady po immunizacji byly utrzymywane
w identycznych warunkach.
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Indeks fagocytarny

Hemolimfg pobrana z zatoki grzbietowej w ilosci 10 pl do silikonowanych probéwek
po 24 godz. aklimatyzacji lub po 24, 36, 48, 72 i 96 godz. po indukcji bakteryjnej mie-
szano z taka samg iloscia 18-godzinnej zawiesiny hodowli bulionowej E. coli D31 (pH
7,2; inkubacja 32°C). Tak otrzymana mieszanine inkubowano przez 30 min w temperatu-
rze pokojowej, delikatnie wstrzasajac co 10 min. Z kazdej prébki wykonano na odttusz-
czonych szkietkach pi¢¢ rozmazéw krwi. Po wysuszeniu rozmazu na powietrzu preparat
utrwalono w 96% metanolu przez 5 min i barwiono odczynnikiem Mansona przez 1 min.
Po sptukaniu woda destylowang i wysuszeniu preparat ogladano pod immersja w mikro-
skopie $wietlnym o powigkszeniu 1250 razy. W preparatach z rozmazu hemolimfy liczo-
no ilo$¢ komérek bakteryjnych pochtonigtych przez 50 fagocytéw. Z tych danych obli-
czono $rednig liczbe bakterii sfagocytowanych przez jeden hemocyt robotnicy pszczoty
miodnej. W wynikach podano warto$ci $rednie i odchylenia standardowe dla danej linii
pszczét i dla okresu badania.

Liczba Wrighta

Procent hemocytéw bioracych udziat w fagocytozie obliczono wykorzystujac prepa-
raty uzyte do okreSlenia wartosci indeksu fagocytarnego. W tym celu ogladano 100 he-
mocytéw w preparatach pod mikroskopem $§wietlnym przy powigkszeniu 1200 razy.
Wyniki stanowig warto$ci srednie [Wiesner i in. 1998]. Celem zobiektyzowania poddano
je analizie statystycznej (testach chi® przy p < 0,05 oraz programem Statistica).

WYNIKI

Srednie wartosci indeksu fagocytarnego u pszczét robotnic z czterech linii w czasie
0, to jest u pszczo6l niezakazonych do jamy ciata zywymi komérkami Escherichia coli
D31, wahaly si¢ w granicach od 0,9 +0,1 do 1,1 +0,2 komérek bakteryjnych/hemocyt. W
tym okresie réznice w wartosci indeksu fagocytarnego pomigdzy badanymi liniami nie
réznity sig statystycznie istotnie (rys. 1).

W nastgpstwie zakazenia zwigkszal si¢ indeks fagocytarny u pszczét robotnic z
wszystkich 4 badanych linii. Statystycznie istotny wzrost (p < 0,05) wystapit u pszczét
linii augustowskiej (linia A) w 24, 36 i 48 godz. po zakazZeniu w poréwnaniu z poziomem
przed zakazeniem (czas 0) oraz 72 1 96 godz. po zakazeniu. Maksymalny wzrost warto$ci
indeksu fagocytarnego w tej grupie wystapit w 48 godz. po zakazeniu i wynosit 2,7 +0,2
komorki bakteryjne/hemocyt (rys. 1). Natomiast u pszczét z trzech pozostatych linii:
potnocnej, Asta i norweskiej (linia B, C i D) statystycznie istotny wzrost wartosci indek-
su fagocytarnego nastapit w 36 i 48 godz. po zakazeniu, w poréwnaniu z pozostalymi
okresami badania w danej grupie. Maksymalne wartoéci indeksu fagocytarnego stwier-
dzono w linii B w 36 i 48 godz. po zakazeniu (1,7 £0,2 i 1,7 £0,1), w linii C w 48 godz.
(1,7 £0,2), a podobnie w linii D (1,6 +0,2).

Statystycznie istotne réznice (p < 0,05) wystapity w warto$ciach indeksu fagocytarnego
pomigdzy pszczotami linii augustowskiej (linia A) i pozostatymi trzema liniami (B, C i D).
Dotyczyly one okresu 24-48 godz. Wtedy warto$¢ indeksu fagocytarnego dla linii augu-
stowskiej (A) byla najwyzsza (rys. 2). Warto$¢ liczby Wrighta u nieimmunizowanych
pszczot wszystkich linii nie réznita sig statystycznie istotnie (rys. 2). Wahata si¢ ona od 0,9
+0,2% u pszcz6t robotnic linii norweskiej (D) do 1,2 +0,1% u pszcz6t linii Asta (C).
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Rys. 1. Wartos¢ indeksu fagocytarnego (komoérki bakteryjne/hemocyt; x £SD) u pszczét robotnic
Apis mellifera mellifera L. linii augustowskiej (A), pétnocnej (B), Asta (C) i norweskiej (D);
pszczoty nieimmunizowane — czas 0, pszczoty immunizowane — czas 24-96 godz.

Fig. 1. Value of phagocytic index (bacterial cells/haemocytes, x +SD) in worker bees Apis mel-
lifera mellifera L, lines: augustowska (A), northern (B), Asta (C) and norwegian (D); bees non-
immunized — 0 and immunized — 24-96 h
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Rys. 2. Warto$¢ liczby Wrighta (%, x £SD) u pszcz6t robotnic czterech linii augustowskiej (A),
péinocnej (B), Asta (C), norweskiej (D); pszczoty nieimmunizowane (czas 0), pszczoty immu-
nizowane — czas 24-96 godz.

Fig. 2. Value of the Wright's number (%, x +£SD) in the worker honey bees augustowska (A),
northern (B), Asta (3) and norwegian; bees non-immunized — 0 and immunized — 24-96 h
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Zakazenie (immunizacja do jamy ciala zywych komérek Escherichia coli D31 spo-
wodowala istotnie statystycznie wzrost (p < 0,05) wartosci liczby Wrighta u pszczét linii
augustowskiej (A) w okresie 24-48 godz. w poréwnaniu z pozostalymi okresami badan
w tej linii. Maksymalna warto$¢ liczby Wrighta (4,7 £0,1%) stwierdzono po 36 godz.

Réwniez w przypadku linii Asta statystycznie istotny wzrost wartos$ci liczby Wrighta
stwierdzono w okresie 36 i 48 godz. w poréwnaniu z pozostalymi okresami badania w tej
linii. Warto§¢ maksymalng (3,7 £0,1) stwierdzono po 48 godz. (rys. 2).

Wartosci liczby Wrighta dla linii pétnocnej i norweskiej nie réznily si¢ istotnie po-
migdzy soba dla wszystkich okreséw badan. Dla linii pétnocnej wahaty si¢ 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 0196 godz.) do 1,5 £0,2% (czas 36 godz.).

Réznice statystycznie istotne wystgpowaly pomigdzy warto$ciami okresu 24—
—48 godz. dla linii A oraz pomigdzy wartosciami okresu 36 i 48 godz. dla linii C
i wartosciami wszystkich okreséw dla linii pétnocna i norweska oraz okreséw 0, 24, 72
196 godz. dla linii Asta.

OMOWIENIE WYNIKOW

Stan odpornosci owada znajduje odzwierciedlenie w zachowaniu si¢ hemocytéw
oraz polipeptydéw i biatek odpowiedzialnych za odporno$¢ naturalng oraz zaangazowa-
nych w odpornosci wynikajacej ze stresu i zakazenia. Zaburzenie homeostazy zapoczat-
kowuje bowiem ciag zdarzen, ktérych celem jest przywrdcenie zmienionej réwnowagi
wewngtrznej organizmu. U owadéw o przeobrazeniu zupelnym zakazenie indukuje od-
powiedz immunologiczna, ktéra wiaze si¢ ze zmiang jakosciowej formuly hemocytarne;j,
wzrasta aktywnos¢ bakteriolityczna typu lizozymu, zmienia si¢ zaréwno liczba hemocy-
tow aktywnych w fagocytozie, jak i ilos¢ komoérek bakteryjnych pochtanianych przez
pojedyncze fagocyty. W hemolimfie pojawiaja si¢ nowe czynniki obrony przeciwbakte-
ryjnej, ktérymi u pszczoty miodnej sa apidycyny, abycyna i hymenoptecyna. Te zmiany,
ktére odzwierciedlaja zaangazowanie uktadu hemocytarnego oraz czynnikéw humoral-
nych w odczynach immunologicznych sg wykorzystywane do oceny nasilenia odpornosci
przeciwzakaznej. Jej nasilenie odgrywa decydujace znaczenie w podatnosci na choroby
zakazne. Znajomos¢ tych parametréw obrazuje stan odpornosci komérkowej i humoral-
nej pszczoly [Glinski i Kostro 2001, Pliszczynski 2005, Pliszczynski i in. 2006].

Badane parametry odporno$ci komdrkowej u pszczo6t natywnych wszystkich czterech
linii nie réznity sig istotnie. Dotyczy to zarowno wartosci indeksu fagocytarnego, jak i
liczby Wrighta. Mozna przyja¢, ze brak réznic w tych parametrach wskazuje na bardzo
podobne, jezeli nie na identyczne, nasilenie hemocytarnych odczynéw odpornosciowych
pszczét niepobudzonych immunologicznie. Nastgpstwem zakazenia jest zwigkszenie
aktywnos$ci immunocytéw, czego efektem jest wzrost indeksu fagocytarnego i liczby
Wrighta przez uruchomienie kaskady przenoszenia sygnaléw Toll i Imd [Aronstein i
Saldivar 2005].

Zmiany w parametrach charakteryzujacych odpornos¢ komérkowa wystepujace po-
migdzy badanymi liniami moga tez by¢ nastgpstwem wrodzonych réznic w aktywnosci
uktadu oksydazy polifenolowej. Uklad ten jest zaangazowany w rozpoznawaniu immuno-
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logicznym, ufatwia fagocytozg, uczestniczy w melanizacji guzkéw iotoczek oraz
w inkapsulacji melanotycznej [Glinski i Jarosz 1995].

Jedna z przyczyn obserwowanych réznic w wartosci indeksu fagocytarnego moze
by¢ dzialanie opsonizujace lizozymu, ktérego synteza wyraznie wzrosta w dwéch liniach
pszczét (linia augustowska 1 Asta) w poréwnaniu z pozostatymi dwoma liniami [Zon i in.
2007]. Uczestniczy on u owadéw w fagocytozie immunologicznej. Pewna rolg w tym
procesie z pewnoscia odgrywaja tez hemokiny, ktére jako substancje sygnalowe uczest-
nicza w kontaktach pomiedzy hemocytami.

WNIOSKI

1. Parametry odpornosci hemocytarnej pszczdét robotnic linii augustowskiej, pétnoc-
nej, Asta i norweskiej rasy srodkowoeuropejskiej, niepobudzonych immunologicznie nie
r6znia si¢ w sposéb istotny.

2. Zakazenie robotnic linii augustowskiej i Asta zwigksza warto$¢ indeksu fagocy-
tarnego i liczby Wrighta w poréwnaniu z pszczotami robotnicami linii pdinocnej
i norweskiej.

3. W ocenie linii pszcz6t rasy srodkowoeuropejskiej objetej krajowym programam
hodowlanym ochrony zasobéw genetycznych lub krajowym programem doskonalenia
genetycznego nalezy uwzgledniaé stan hemocytarnej odpornos$ci przeciwzakazne;j.
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Summary. Honey bees face significant parasites and pathogens across many taxonomic groups,
including bacteria, viruses, protists, and fungi. Thanks to longstanding research on honey bee
diseases, much is known about host-parasite interactions involving cellular immune responses of
honey bees. A longstanding goal for bee research is to breed bees that are resistant to these pests.
Hence, studies on non-inducible and inducible immune responses of different linkeages of the Apis
mellifera mellifera L. are valuable. It was found out that the values of phagocytic index and
Wright's number of augustowska, northern, Asta and norwegian naive worker bees are very simi-
lar. On the contrary, in immunologically induced augustowska and Asta worker bees the value of
these parameters of haemocytic immunity was significantly higher than in the northern and norwe-
gian bees.

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



