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Streszczenie. Pszczota miodna jest ciagle narazona na atak roznych saprofitycznych i patogennych
drobnoustrojéw, pasozytniczych pierwotniakéw i wyzej uorganizowanych pasozytéw oraz pasozy-
tujacych roztoczy. W odpowiedzi na zakazenie i zranienie w jamie ciala pszczoty zostaja urucho-
mione réznorodne procesy w celu zniszczenia czynnika, ktdry si¢ do niej przedostal. Po przetama-
niu zewngtrznych barier ochronnych inicjuje on odpowiedZ immunologiczng. Odpowiedz humo-
ralna obejmuje syntezg i uwalnianie do hemolimfy licznych bialek o dziataniu przeciwbakteryj-
nym, w$réd nich lizozymu i apidycyn o dziataniu na bakterie Gram-dodatnie lub Gram-ujemne.
Gwattowny wzrost poziomu apidycyn stwierdzono u 4 linii pszcz6t. Jednakze byl on statystycznie
istotnie wyzszy u pszcz6t robotnic linii augustowskiej i Asta. Takze aktywno$¢ bakteriolityczna
typu lizozymu byla wyzsza w hemolimfie tych dwéch linii pszczét w poréwnaniu z pszczotami
linii péinocnej i norweskie;j.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, odporno$¢, lizozym, apidycyny

WSTEP

Humoralne odczyny obronne pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) sa zwiazane
z obecno$cia w hemolimfie polipeptydéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, gtow-
nie przeciwbakteryjnym. R6znig si¢ one czasem pojawienia oraz mechanizmem dziata-
nia. Aktywnos$¢ bakteriolityczna typu lizozymu wystgpuje zaréwno w hemolimfie
pszczoly niepobudzonej immunologicznie, jak réwniez u pszczét zakazonych. W hemo-
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limfie owada niezakazonego nasilenie aktywnosci bakteriolitycznej lizozymu jest niskie.
Natomiast silnie wzrasta w nastgpstwie zakazenia [Glinski i Jarosz 1995a, Glinski i Ko-
stro 2001].

Zakazenie indukuje pojawienie si¢ w hemolimfie polipeptydéw odporno$ciowych
(immune proteins) typu apidycyn, abycyny i hymenoptecyny. Pojawiaja si¢ one po kilku,
kilkunastu godz. po zakazeniu, osiagajac maksymalny poziom po 24-48 godz., a nastgp-
nie ich aktywno$¢ zanika po okoto 96 godz. [Casteels i in. 1989, 1990, Boman 1998] .

Sposréd czynnikéw humoralnych odpornosci przeciwzakaznej okreslenie aktywnosci
bakteriolitycznej typu lizozymu oraz poziomu apidycyn znalazto zastosowanie w ocenie
nasilenia odpornosci przeciwzakaznej pszczoét i trzmieli [Glinski i Jarosz 1995a].

Celem niniejszych badan bylo okreslenie stanu odpornosci przeciwzakaznej linii
pszczét hodowanych na okreslonym terenie i objetych krajowymi programami hodowla-
nymi ochrony zasobéw genetycznych lub krajowym programem doskonalenia genetycz-
nego. Uzyskane wyniki mozna wykorzysta¢ przy wyborze linii pszcz6t do hodowli.

MATERIAL I METODY

Pszczoly

Charakter i nasilenie odpornosci oceniono i poréwnano u 4 linii pszczoty miodnej na
podstawie odpowiedzi humoralnej pszczo6t robotnic w okresie letnim. W kazdym przy-
padku badano pszczoly pochodzace z 10 rodzin w 3 okresach badawczych w odstgpach
2-tygodniowych (14-15 maja, 1-2 czerwca, 1415 czerwca).

Badania przeprowadzono z 3 liniami pszczél Apis mellifera mellifera L. objetymi
krajowymi programami hodowlanymi ochrony zasobdw genetycznych: augustowska,
péinocna, Asta, oraz z liniag norweska, dla ktérej realizowany jest krajowy program do-
skonalenia genetycznego.

Indukcja odpornosci

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 blong pomigdzy 3.1 4. segmentem od-
wloka robotnicy w iloéci 15 - 10° komérek E. coli D31 w objetosci 2 ul ptynu dla Lepi-
doptera. Owady nieimmunizowane oraz owady po immunizacji byly utrzymywane
w identycznych warunkach.

Aktywnos¢ bakteriolityczna typu lizozymu

Aktywno$¢ bakteriolityczng typu lizozymu oznaczono dla kazdej linii pszcz6t nie-
poddanych indukcji (zakazeniu) oraz zakazonych Escherichia coli D31 po 24 godz.
aklimatyzacji (czas 0). Poziom aktywno$ci bakteriolitycznej lizozymu w hemolimfie
pszczot robotnic oznaczono metoda basenikowo-dyfuzyjna wg Mohriga i Messnera
[1968]. Szalka Petriego do iloSciowego oznaczania aktywnosci lizozymu zawierata 10 ml
0,066 M buforu Sorensena, 100 mg agarozy (Sigma) i liofilizat komérek Micrococcus
luteus (Sigma) w ilosci 0,75 mg/ml jako substrat dziatania lizozymu. W celu zahamowa-
nia wzrostu bakterii pochodzacych z otoczenia, do podloza dodano 30 ng oksytetracykli-
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ny/ml. W podlozu agarozowym wycinano baseniki o $rednicy 2,7 mm, ktére wypelniano
hemolimfa w ilo$ci 5,0 pl. Strefy bakteriolizy oceniano po 24 godz. inkubacji w 28°C.

Stezenie lizozymu w badanej hemolimfie obliczono z krzywej kalibracyjnej: y =
exp(a + bx), sporzadzonej dla nastgpujacych stgzen lizozymu bialka jaja kurzego (EWL):
125,0, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81, 3,9, 1,95, 0,98, 0,49 pg/ml i wyrazono w pg/ml hemo-
limfy w przeliczeniu na aktywno$¢ lizozymu bialka jaja kurzego (EWL; EC.3.2.1.17). Na
osi odcigtych odktadano logarytm stgzenia lizozymu standardowego, a na osi rzednych
Srednice w mm strefy bakteriolizy. Dla kazdej serii oznaczen aktywnosci lizozymu spo-
rzadzono krzywa kalibracyjna ze $wiezo przygotowanych rozcienczen lizozymu biatka
jaja kurzego (EWL). W wynikach podano $rednie z odchyleniami standardowymi
z wykonanych oznaczen.

Aktywnos¢ apidycyn

Aktywno$¢ bakteriobéjcza hemolimfy pszczoét robotnic uwarunkowang obecnoscia
apidycyn oceniono metoda basenikowo-dyfuzyjna w warstwie agaru odzywczego wobec
Escherichia coli D31, jako drobnoustroju indykatorowego opornego na streptomycyng
[Jarosz 1994]. Hodowlg E. coli D31 w bulionie odzywczym z fazy wzrostu logarytmicz-
nego zawieszono w agarze wilosci 3 - 10° komérek bakteryjnych na 10 ml podtoza.
W celu zahamowania wzrostu obcej mikroflory, do podioza dodano 100 pg/ml siarczanu
streptomycyny. Przygotowane w ten sposéb podloze w ilosci 8 ml wylewano do szalek
Petriego o $rednicy 10 cm. Po zastygnigciu agaru wycinano baseniki o $rednicy 3 mm,
ktére nastgpnie wypetniano badana hemolimfa w ilo$ci 5 pl i inkubowano w 28°C przez
24 godz. Stgzenie apidycyn w hemolimfie wyrazono w stosunku do syntetycznej cekro-
piny A Hyalophora cekropia z wykre§lonej krzywej kalibracyjnej dla stgzen: 100, 50,
25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 0,78 pg/ml, podajac na osi x stgzenie cekropiny, za$ na osi y
wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu drobnoustroju indykatorowego wyrazonej w mm
[Glinski i Jarosz, 1992]. Wyniki poddano analizie statystycznej testem chi” przy p < 0,05
oraz programem Statistica.

WYNIKI

Natywny (czas 0) poziom aktywnosci lizozymu w hemolimfie linii augustowskiej,
péinocnej, Asta i norweskiej wahat si¢ w granicach 8,9 +0,1 png EWL/ml (B i D) do 11,2
+0,3 ng EWL/ml (C). Wartosci aktywnosci lizozymu dla poszczegdlnych linii w czasie 0
nie r6znity sig istotnie statystycznie (rys. 1).

Immunizacja jamy ciata pszczoét robotnic zainicjowata hipersynteze lizozymu. Wy-
stapil statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost aktywnosci lizozymu w okresie 24—72 godz.
w poréwnaniu z okresem 0 oraz 96 godz. dla kazdej linii pszczét.

Aktywno$¢ lizozymu hemolimfy osiagala wartos¢ maksymalng 43,4 +0,2 pg
EWL/ml w 48 godz. po immunizacji dla linii augustowskiej, 40,7 £0,2 ng EWL/ml dla
okresu 48 godz. dla linii Asta, 30,2 £0,3 png EWL/ml dla okresu 36 godz. dla linii pé6t-
nocnej i 31,0 £0,2 pg EWL/ml dla okresu 48 godz. dla linii norweskiej.

Wartosci aktywnosci lizozymu dla okresu 36 i 48 godz. dla linii augustowskiej (A)
réznia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) od analogicznych okreséw dla linii pétnocne;j
(B) i norweskiej (D). Nie réznia si¢ natomiast od wartosci uzyskanych dla linii Asta (C)
dla tych samych okreséw badania.
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Rys. 1. Aktywno$¢ bakteriolityczna typu lizozymu hemolimfy pszczét robotnic nieimmunizowa-
nych (czas 0) oraz immunizowanych do jamy ciata Zywymi komérkami E. coli D31
(czas 24-96 godz.); linia augustowska (A), péinocna (B), Asta (C), norweska (D)
Fig. 1. Bacteriolytic activity of haemolymph lysozyme (ug EWL/ml) in non-immunized (0)
and immunized worker bees with a suspension of live cells E. coli D31 (24-96 h); augustowska
(A), northern (B), Asta (C), and norwegian (D) lineages
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Rys. 2. Poziom apidycyn w hemolimfie pszcz6t nieimmunizowanych (czas 0) i immunizowanych
(czas 24-96 godz.) linii augustowskiej (A), pétnocnej (B), Asta (C) i norweskiej (D)
Fig. 1. Level of apidaecins (ug cekropin A Hyalophora cekropia/ml) in non-immunized (0)
and immunized worker bees with a suspension of live cells
E. coli D31 (24-96 h), augustowska (A), northern (B), Asta (C), and norwegian (D) lineages
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Wartosci dla okresu 36 i 48 godz. dla linii Asta (C) réznig si¢ statystycznie istotnie
(p <£0,05) od wartosci dla tych samych okreséw badania dla linii pétnocnej (B) i norwe-
skiej (D) —rys.1.

W hemolimfie pszczét natywnych (czas 0 godz.) wszystkich czterech linii nie
stwierdzono aktywno$ci apidycyn. Zakazenie jamy ciata zywymi komérkami E. coli D31
zainicjowato syntez¢ apidycyn. Maksymalne miana pojawily si¢ w 72 godz. badania i
wynosity odpowiednio u pszczét linii augustowskiej 420,1 +1,4, péinocnej 155,2 3,2,
Asta 391,1 +2,2 i norweskiej 147,0 4,4 pg cekropiny A Hyalophora cekropia/ml. Na-
tomiast w 96 godz. poziom apidycyn w hemolimfie byt bardzo niski i wahat si¢ od 0,9
+0,1 (linia B) do 1,3 +0,1 (linia C).

W przypadku wszystkich czterech badanych linii pszcz6t wystgpowaty réznice istot-
nie statystycznie (p < 0,05) pomigdzy poziomem apidycyn w okresie 24—72 godz. i okre-
sem 96 godz. (rys. 2).

Poziom apidycyn dla pszcz6t robotnic z linii augustowskiej (420,1 £1,4) i linii Asta
(391,1 £2,2) dla 72 godz. nie réznity sig statystycznie istotnie. Byl on natomiast istotnie
wyzszy (p < 0,05) w poréwnaniu z warto$ciami stwierdzonymi w analogicznym okresie
dla linii péinocnej (155,2 £3,2) i norweskiej (147,0 £4.,4) —rys. 2.

W poszczegdlnych liniach pszczét dla okresu 36-73 godz. byt istotnie wyzszy w po-
réwnaniu z okresem 24 godz.

Statystycznie wyzszy poziom (p < 0,05) apidycyn wystgpowal takze pomigdzy okre-
sem 48 godz. (77,8 *1,4 oraz 94,2 +2,3), a okresem 24 i 36 i 96 godz. dla linii pétnoc-
nej (B) oraz dla linii norweskiej (D) — rys. 2.

OMOWIENIE WYNIKOW

W kraju duzo uwagi poswigca si¢ doskonaleniu pszczét i ich przystosowaniu do r6z-
nych warunkéw zimowania oraz do lepszego wykorzystania warunkéw klimatyczno-
rozwojowych do wiosennego rozwoju rodziny. Dziatania hodowlane szty w kierunku
uzyskania pszczét zdolnych do utrzymania dobrej kondycji w zmieniajacym si¢ Srodowi-
sku. I tak np. w tym celu dwie linie augustowska i kampinoska zachowano w pierwotnej
formie w rejonach naturalnego ich wystgpowania, za$ lini¢ pétnocna i Asta udoskonalo-
no, zachowujac najcenniejsze cechy pszczét rodzimych.

Zastosowanie w badaniach wlasnych dwéch modeli eksperymentalnych — jednego o
niepobudzonym uktadzie odpornosciowym (pszczoty natywne) oraz drugiego o ukladzie
odpornosciowym pobudzonym zakazeniem jamy ciala robotnic przez zywe komorki
Escherichia coli D31 umozliwilo oceng nasilenia i poréwnanie odpowiedzi humoralne;j
wrodzonej i nabytej pszcz6l w stanie zdrowia i w infekcji [Boman i Hultmark 1987,
Glinski i Jarosz, 1990a, Glinski i Jarosz 1995, Dustman 1999].

Polipeptydy i biatka odpornosciowe pszczotowatych, ktére sa warunkiem istnienia
humoralnej naturalnej (lizozym) i nabytej (apidycyny) odpornosci cechuja si¢ réznorod-
no$cia. Jednakze efekt ich dziatania jest w zasadzie dwuptaszczyznowy [Casteels-Josson
i in. 1993]. Obejmuje zahamowanie wzrostu, wzglednie dzialanie béjcze na bakterie.
Aktywacja immunologiczna, ktérej nastgpstwem jest hipersynteza lizozymu oraz synteza
de novo apidycyn, abycyny i hymenoptecyny u pszczoty miodnej obejmuje wspdtdziata-
nie hemocytéw z komérkami produkujacymi polipeptydy i biatka odpornosciowe, gtow-
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nie z komérkami ciata tluszczowego, oraz regulacj¢ tych mechanizméw na poziomie
komérkowym przy uzyciu biatek szlakéw sygnalowych, jakimi sa hemokiny, oraz na
poziomie molekularnym — na etapie transkrypcji [Casteels i in. 1993, Glinski i Jarosz
2001]. Hemokiny, bedace odpowiednikami cytokin krggowcéw, biora udzial w wigkszo-
$ci proceséw biologicznych w organizmie owadéw.

Badane parametry odpornosci humoralnej u pszcz6t natywnych wszystkich czterech
linii nie r6znity si¢ istotnie. Zakazenie jamy ciata pszcz6t robotnic przez bakterie induku-
je, oprécz hipersyntezy lizozymu, syntezg apidycyn z nastgpowym ich uwalnianiem do
hemolimfy owada. W komoérkach ciata ttuszczowego pojawia si¢ immune RNA [Glinski i
Jarosz 1992].

W badaniach wyrazne réznice dotyczyly aktywnosci bakteriolitycznej lizozymu u
robotnic o pobudzonym uktadzie immunologicznym, o czym §wiadczy zaréwno staty-
stycznie istotny (p < 0,05) wzrost aktywnosci bakteriolitycznej typu lizozymu, jak i po-
ziomu apidycyn w hemolimfie robotnic z linii augustowskiej i Asta .

Z badan wilasnych wynika, ze w charakterystyce linii pszczoty srodkowoeuropej-
skiej powinna by¢ uwzgledniona ocena stanu odporno$ci przeciwzakaznej jamy ciatla,
ktéra jest jednym z fragmentéw odpornosci przeciwzakaznej. Ta ocena powinna
uwzglednié, oprécz wartosci indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta, aktywnos¢ bakte-
riolityczna hemolimfy typu lizozymu oraz poziom apidycyn.

WNIOSKI

1. Aktywno$¢ bakteriolityczna hemolimfy typu lizozymu natywnych pszczét robotnic
linii augustowskiej, péinocnej, Asta i norweskiej, rasy srodkowoeuropejskiej nie rézni
si¢ w sposoéb istotny.

2. Pobudzone immunologicznie pszczoly robotnice linii augustowskiej i Asta cechu-
je wyzsza aktywnos¢ bakteriolityczna hemolimfy typu lizozymu i wyzszy poziom apidy-
cyn anizeli pszczét robotnic linii péinocnej i norweskiej.
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Summary. The honey bee during its life is subject to a nearly continual challenge by different
saprophytic and pathogenic microorganisms, protozoan and metazoan parasites and parasitic
mites. In response to infection and injury a variety of immune processes have evolved to suppress
invaders that have succeeded in reaching the haemocoel. When the outer protective barriers are
broken the invader encounters the internal immune responses active in the coelomic cavity of the
bee. Cell-free immune responses involve synthesis and release of several antibacterial immune
proteins, among them lysozyme and apidaecins capable of killing Gram-negative or Gram-positive
bacteria. A sharp increase of the levels of apidaecin occurred in the four lineages of the bees.
However, a statistically significantly higher level of apidaecins was noted in the augustowska and
Asta worker bees. Also, the antibacterial level of haemolymph lysozyme was significantly higher
in these two lineages of bees after infection in comparison to northern and norwegian worker bees.
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