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STRESZCZENIE

Sktadowa odporno$ci wrodzonej pszczoty miodnej, Apis mellifera L., sa elementy komérko-
we zaangazowane w odpowiedzi na zakazajace drobnoustroje i stresy $rodowiskowe. W celu
oceny komérkowych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej u pszczo6t zimujacych okreslono
jakosciowy obraz hemocytow, fagocytozg i liczb¢ Wrighta u owadéw natywnych i u owadéw
indukowanych przez iniekcje do jamy ciata zywych komérek E. coli D31. Badania poréwnawcze,
przeprowadzone w trzech okresach zycia rodziny (zimowanie, okres przed- i po zimowaniu),
umozliwity okredlenie jakoSciowego obrazu hemocytarnego u zimujacych pszczét i wykazaty, ze
dysponuja one sprawng komdrkowa odpowiedzia immunologiczna, reprezentowang przez rozpo-
znanie immunologiczne i fagocytozg. Dwa typy hemocytéw — plazmatocyty (PL) i hemocyty ziar-
niste (GR) — odgrywaja gtéwna rol¢ w komérkowych odczynach immunologicznych.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, odporno$¢ komérkowa, fagocytoza, jakosciowy obraz hemocytéw

WSTEP

Zagrozenie zdrowia zimujacej rodziny pszczoty miodnej, Apis mellifera L., wiaze si¢ z coraz
powszechniejszym wystgpowaniem choréb zakaznych wywotanych przez bakterie warunkowo choro-
botwoércze oraz przez Nosema apis. Czgstotliwo$¢ wystgpowania, przebieg i zejscie tych chordb
w rodzinie zimujacej zaleza w duzym stopniu od dysfunkcji uktadu odporno$ciowego robotnic.

Odpowiedzia pszczoty miodnej na zakazenie jest uruchomienie bardzo precyzyjnych mecha-
nizméw regulacyjnych, nadzorowanych przez rézne populacje komdrek i wydzielane przez nie
mediatory. Zadaniem tych mechanizméw jest uruchomienie odpowiedzi immunologicznej organi-
zmu na infekcje i dziatanie streséw Srodowiska, a takze sterowanie ta odpowiedzia [Glinski
i Jarosz 1995a, b, c, Glinski i Kostro 2001]. Obnizenie sprawnosci odpowiedzi naturalnej i nabytej od-
powiedzi immunologicznej prowadzi w przypadku zakazenia z reguty do choroby i $mierci owada.

Bariery anatomiczno-fizjologiczne jamy ciata pszczoty i biochemiczne $rodowisko jelita
cienkiego skutecznie hamuja rozwdj wigkszosci zakazen. Uszkodzenie tych barier ochronnych
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umozliwia penetracj¢ drobnoustrojow do jamy ciata i szybkie ich rozmnozenie si¢ w hemolimfie.
Po rozpoznaniu jako ,,obce” uruchamiaja one pierwsza lini¢ obrony wewngtrznej jamy ciata owa-
da, w ktérej uczestnicza hemocytarne mechanizmy obrony przeciwzakaznej zwigzane z immuno-
cytami [Janeway 1997, Ottaviani 2005]. Biora w nich udziat gtéwnie plazmatocyty (PL) i hemocy-
ty ziarniste (GR, granulocyty); jest uruchamiona fagocytoza, tworzenie guzkéw i enkapsulacja
[Glinski i Kostro 2001].

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na robotnicach pszczoly miodnej, Apis mellifera L., pochodzacych z pasieki
Oddziatu Pszczelnictwa Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Putawach. Pszczoty pobierano do
badan w odstgpach 2-tygodniowych w 2003 i 2004 r. (rys. 1). Okres zimowania przypadat na miesia-
ce listopad—kwiecien. Badania wykonywano na grupie okoto 200 robotnic po 24-godzinnej aklimaty-
zacji. Kiab byt zawiazany w okresie od 17 listopada 2003 r. do 15 marca 2004 r. Pszczoty pochodzity
z rodzin zdrowych, wolnych od warrozy oraz od zgnilca amerykanskiego i zgnilca europejskiego.
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Rys. 1. Okresy badan, $rednie temperatury w czasie badan (A), temperatura w dniu pobierania
probek (B)

Fig. 1. Periods of study, mean temperatures during the study (A), temperature on the day of sampling (B)

W trakcie badan pszczoly utrzymywano w klateczkach w temperaturze 29°C i wilgotnosci
wzglednej 85%, karmiono je ciastem miodowo-cukrowym [Wiesner i in., 1998]. Parametry natu-
ralnej odporno$ci hemocytarnej okreslono u pszczét robotnic w czasie 0, po 48 i 72 godz. po
aklimatyzacji pszczo6t oraz po 0, 48, 72 godz. po indukcji bakteryjnej przy uzyciu zywych komérek
E. coli D31 z 18 h hodowli bulionowej w ilosci 15 - 10* komérek/2 ul ptynu dla Lepidoptera.
Hemolimfg pobierano z zatoki grzbietowej do probéwek Eppendorfa na tazni lodowej. Zastoso-
wanie tazni lodowej i dodatek krysztatkéw fenulotiokarbamidu (SIGMA) zapobiegalo melanizacji
hemolimfy.
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Jakosciowa formulg¢ hemocytarng (DHC — Differential Hemocyte Count) oznaczono wg Gil-
liam i Shimanuki [1971] oraz Mtynarskiej [1999]. W wynikach podano $rednie z oznaczen wyko-
nanych dla danego okresu badania dla plazmatocytéw (PL), granulocytéw (GR), neutrofiléw,
pyknoleukocytéw, eozynofiléw, hialinocytow.

Warto$¢ indeksu fagocytarnego oznaczono w stosunku do Escherichia coli szczep D31, sto-
sujac do wybarwiania odczynnik Mansona [Grzegorczyk 1966].

Liczbg Wrighta obliczono w preparatach, ktére stuzyty do okreslenia wartosci indeksu fago-
cytarnego. Obliczono procent komérek fagocytujacych ogladajac pod mikroskopem przy powigk-
szeniu 1200x sto hemocytéw [Glinski i Jarosz 1992, Wiesner i in. 1998]. W wynikach podano
warto$ci $rednie i odchylenia standardowe.

WYNIKI

Ocena zasiggu i charakteru tych zmian u pszcz6t robotnic w okresie zimowania opiera si¢
na profilu immunologicznym, w skiad ktérego wchodza hemocytarne odczyny obronne. W
badaniach wykorzystano oznaczanie podstawowych parametréw odporno$ci hemocytarnej
zdrowych robotnic. W celach poréwnawczych oznaczono nasilenie odpowiedzi hemocytarnej
pszcz6t robotnic przed zimowaniem oraz w okresie 2 miesigcy po zakonczeniu zimowania.

U pszcz6t podczas zimowania (grupa B), przed okresem zimowania (grupa A) oraz
po zimowaniu (grupa C) odsetkowy sktad plazmatocytéw (PL), pyknoleukocytéw i hiali-
nocytéw hemolimfy zmienial si¢ nieznacznie i zmiany te nie byly statystycznie istotne
(p<0,05, rys. 2, 3, 4). Natomiast rézZnice statystycznie istotne wystgpowaly w sktadzie
odsetkowym PL migdzy nast¢pujacymi okresami badawczymi (rys. 5): 3.1 14., 6.1 12.,
9.11.,12., 13. W okresie 3. i 6. odsetek PL byl znamiennie nizszy w poréwnaniu z okre-
sem po zimowaniu, natomiast w 9. okresie badan odsetek PL byl znamiennie nizszy niz
w 1. (przed zimowaniem) oraz w 12. i 13. (po zimowaniu).
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Rys. 2. Sktad odsetkowy PL (plazmatocytéw, leukocytow) hemolimfy pszcz6t robotnic (x+SD)
przed zimowaniem (grupa A), w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C). Réznice
statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy A i C w czasie 48 h
Fig. 2. Percentage of PL (plasmocytes, leukocytes) of hemolympth in worker bees (x+SD) before
wintering (group A), during wintering (group B) and after wintering (group C)
Statistically significant differences (p<0.05) between groups A and C in 48 h
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Rys. 3. Sktad odsetkowy pyknoleukocytéw hemolimfy pszczot robotnic (x£SD)
przed zimowaniem (grupa A), w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C)
Fig. 3. Percentage of pyknoleukocytes of hemolymph of worker bees (x+SD) (before wintering
(group A) during wintering (group B) and after wintering (group C)
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Rys. 4. Sktad odsetkowy hialinocytéw hemolimfy pszczo6t robotnic przed zimowaniem (grupa A),
w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C)

Fig. 4. Percentage of hialinocytes of of hemolymph of worker bees before wintering (group A),
during wintering (group B) and after wintering (group C)

W czasie zimowania rodziny (grupa B), a takze po okresie zimowli (grupa C) spadt
statystycznie znamiennie (p<0,05) odsetek eozynofiléw oraz wzrdst odsetek neutrofilow
w poréwnaniu z okresem przed zimowla (grupa A). Nie ulegt zmianie odsetek bazofilow
(GR). Wynosit on w grupie A 1,5+1,1, w grupie B 1,0+0,8 i grupie C 0,7+0,1. Obnizyt
si¢ znamiennie w grupie C, tj. u pszczoét po zimowli (rys. 6, 7, 8).

Roéznice w sktadzie eozynofiléw w poszczegdlnych okresach badan zawiera tab. 1.
Efektem zmian w skladzie tych elementéw komoérkowych hemolimfy sa réznice staty-
stycznie znamienne pomigdzy pszczotami zimujacymi, przed zimowaniem i po zimowaniu.



Tabela 1. Sktad odsetkowy eozynofiéw robotnic pszczoty miodnej, Apis mellifera L. w okresie zimowania oraz 4 tygodnie przed i 8 tygodni po zimowaniu
Table 1. Percentage of eosynophines of worker honey bee Apis mellifera L at wintering and 4 weeks after and 8 weeks before wintering

. Cras .I.’O Okres badania

indukei, h Period of study

Time after

induction 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0 27,843,0(25,042,9 (24,042,322,4+1,1{22,0+2,0|21,6£1,5 [ 24,0£1,0 [ 22,2+1,5 | 22,4+1,5|21,442,1 | 21,8+1,1 | 21,6+0,5|22,8+1,9[20,0+1,6 | 22,6+1,5
48 22,8422 (23,8+1,6|22,8+1,9|20,6+2,5 - 24,842.9(22,342,1(22,041,7|24,7+1,5 - 21,0+0,7(21,842,422,4+1,5|21,4+1,7|23,4+1,1
72 24,6+4,2(23,8+2,2 120,6+1,5|23,0+2,9 - 21,042,9(21,7+2,1 20,8+0,4|20,8+1,9 - 22.241,5(22,2+3,1|21,8+1,5|20,4+1,1(23,0+1,0

Tabela 2. Liczba Wrighta u pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) w okresie zimowania oraz 4 tygodnie przed i 8 tygodni po zimowaniu
Table 2. Wright’s number in honey bee (Apis mellifera L.) at wintering and 4 weeks before and 8 weeks after wintering

. Czas RO Okres badania

1n.dukc.|1, h Period of study

Time after

induction 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0 1,6£0,9 | 1,4+0,5 | 1,4£0,5 | 1,8%1,1 | 1,6+0,9 | 2,2+0,4 | 1,7£0,6 | 2,8+1,3 | 3,0+£0,0 | 2,0+1,4 | 2,2+0,4 | 2,4+0,5 | 1,4+0,5 | 2,2+0,4 | 1,8+0,8
48 2,240,8 | 2,4+1,7 | 2,2+0,8 | 2,4+0,5 - 3,2+1,1 | 3,0£1,0 | 3,0+1,0 | 4,0+1,4 - 3,0+0,7 | 4,4+0,9 | 3,0+0,7 | 3,0£0,7 | 4,6+0,5
72 2,8+0,8 | 2,4+1,1 | 4,6+1,7 | 3,2+0,8 - 5,0+1,0 | 5,0£1,0 | 4,0+1,9 | 5,8+1,1 - 48+1,9 | 5,2+0,8 | 5,2+1,1 | 7,0+0,7 | 6,0+1,4

Kolorem szarym zaznaczono okres zimowania
Grey colour — wintering period
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Rys. 5. Sktad odsetkowy leukocytéw pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) w okresie zimowania oraz 4 tygodnie przed i 8 tygodni po zimowaniu: a — rézni-

ce statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 1., b — réznice statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 2., ¢ — réznice statystycznie
istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 12., d — réznice statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 13., e — réznice statystycznie istotne (p<0,05)

w poréwnaniu z grupa 14.
Fig. 5. Percentage of leukocytes in honey bee (Apis melliferal L.) (p<0.05) as compared with group 1., b — statistically significant differences ((p<0.05) as

compared with group 2., ¢ — statistically significant differences (p<0.05) as compared with group 12., d — statistically significant differences (p<0.05) as

compared with group 13., e — statistically significant differences (p<0.05) as compared with group 14
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Rys. 6. Sktad odsetkowy bazofiléw (GR) w hemolimfie pszcz6t robotnic (x+SD) przed zimowa-
niem (grupa A), w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C). Réznice statystycznie
istotne (p<0,05) pomigdzy grupami A i C w czasie O h
Fig. 6. Percentage of basophiles (GR) in hemolympth of worker bees (x+SD) before wintering
(group A), at wintering (group B) and after wintering (group C). Statistically significant differ-
ences (p<0.05) between groups A and C in O hr
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Rys. 7. Sktad odsetkowy eozynofili w hemolimfie pszczét robotnic (x+SD) przed zimowaniem
(grupa A), w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C). RéZnice statystycznie istotne
(p<0,05) pomigdzy grupami A i B w czasie 0 i 72 h. Rdéznice statystycznie istotne (p<0,05)
pomigdzy grupami A i C w czasie 0172 h
Fig. 7. Percentage of eosinohiles in hemolympth of worker bees (x+SD) before wintering

(group A), at wintering (group B) and after wintering (group C). Statistically significant differ-

ences (p<0.05) between groups A and B in 0 and 72 hrs. Statistically significant differences

((p<0.05) between groups A and C in 0 and 72 hrs
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Robotnice w okresie zimowania i po zimowaniu charakteryzuje statystycznie istotny
wzrost odsetka neutrofiléw (rys. 8). W rodzinie zimujacej wynosi on 6,6£1,0, po zimowaniu
6,2+1,3, a przed zimowaniem 4,0+1,4. Taki stan jest efektem wystapienia statystycznie zna-
miennych réznic w odsetku neutrofiléw w poszczegdlnych okresach badawczych (rys. 9).
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Rys. 8. Skfad odsetkowy neutrofiléw hemolimfy pszcz6t robotnic (x + SD) przed zimowaniem
(grupa A), w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C). R6znice statystycznie istotne
(p<0,05) pomigdzy A i B w czasie 0, 48 i 72 h. Réznice statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy
AiCwczasie0i72h
Fig. 8. Percentage of neutrophiles in hemolympth of worker bees (x+SD) before wintering
(group A), at wintering (group B) and after wintering (group C). Statistically significant
differences (p<0.05) between groups A and B in 0, 48 and 72 hrs. Statistically significant differ-
ences (p<0.05) between groups A and C in 0 and 72 hrs

Po 48 godz. po ekspozycji na zakazenie nastapila zmiana formuly hemocytarnej, po-
legajaca na wzroscie odsetka PL u pszczét po zimowaniu (grupa C, rys. 2) w stosunku do
pszczét z dwoch pozostatych grup (17,3+£1,4; 17,5£2,8; 16,3+1,6) oraz wzrost odsetka
neutrofiléw w hermolimfie pszcz6t zimujacych (grupa B, 6,9+1,0) i po zimowli (grupa C,
6,1£1,6) w poréwnaniu z pszczotami przed zimowaniem (rys. 8). We wszystkich przy-
padkach ten wzrost byl statystycznie znamienny przy wartosci p<0,05.

Analiza zachowania si¢ obrazu hemocytéw w poszczegdlnych okresach badan wykazata
wzrost odsetka PL. w okresie 4. w odniesieniu do okresu 2. i 13., oraz w okresie 12. w porow-
naniu z okresem 2. (rys. 5). Znamienny spadek odsetka pyknoleukocytéw wystapit w grupie 6.,
11.1 13. w poréwnaniu z grupa 1. (rys. 10). Odsetek neutrofiléw wzrést znamiennie w okresie
3.14. badan w stosunku do okresu 15. i w okresie 11. 1 13. w odniesieniu do okresu 1. (rys. 9).

Po 72 godz. po immunizacji utrzymat si¢ wzrost odsetka neutrofiléw u pszcz6t zimu-
jacych (6,6£1,2) i po zimowaniu (6,6£1,0) — rys. 8, natomiast odsetek eozynofiléw obni-
zyt sig¢ u pszczot zimujacych (21,4+2,0) i po zimowaniu (21,9+42,0) w odniesieniu do
pszczo6t przed zimowaniem (24,2+3,2) —rys. 7.

Analize zachowania si¢ typéw hemocytéw w poszczegdlnych okresach badan
w przypadku pyknoleukocytéw ilustruje rys. 10, eozynofiléw tab. 1, neutrofiléw rys. 9.
W przypadku pyknoleukocytéw wystapit spadek odsetka tych komoérek krwi w okresie
12. badania w odniesieniu do 1., w przypadku eozynofiléw — spadek w 3., 8. i 14. okresie
w odniesieniu do 2., a ponadto w okresie 3. do okresu 15. 1 w okresie 14. do 1. Procent
neutrofiléw wzrastal w okresie 4., 8., 9., 11. i 14. w odniesieniu do 2. (rys. 9).
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Rys. 9. Sktad odsetkowy neutrofilow pszczoty miodnej, Apis mellifera L., w okresie zimowania oraz 4 tygodnie po zimowania: a

(p<0,05) w poréwnaniu z grupa 2., b — rdznice statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 15.
Fig. 9. Percentage of neutrophiles in honey bee (Apis mellifera L.) at wintering and 4 weeks after wintering: a — statistically significant differences (p<0.05)

in comparison with group 2., b — statistically significant differences (p<0.05) in comparison with group 15.
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Rys. 10. Sktad odsetkowy pyknoleukocytéw pszczoty miodnej, Apis mellifera L., w okresie zimowania oraz 4 tygodnie przed i 8 tygodni po zimowaniu:

6éwnaniu z grupa 13.
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Fig. 10. Percentage of pyknoleukocytes in honey bee, Apis mellifera L. at wintering and 4 weeks before and 8 weeks after wintering: a — statistically sig-

tatystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 1., b — r6z
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nificant differences (p<0.05) in comparison with group 1., b — statistically significant differences (p<0.05) in comparison with group 13.
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Wartos$¢ $rednia indeksu fagocytarnego u robotnic pszczoty miodnej wahata sig¢ od
1,1+0,2 (grupa A) do 1,4+0,1 (grupa C) komérek bakteryjnych/hemocyt fagocytujacy
w 72 godz. po immunizacji bakteryjnej (rys. 11). Wyrazny wzrost wartosci $redniej in-
deksu fagocytarnego wystapit po 72 h immunizacji u pszczét po zimowli w poréwnaniu
z pszczotami przed i w trakcie zimowli. Statystycznie znamienne réznice w poszczegol-
nych okresach badawczych w odniesieniu do okresu 2. (przed zimowaniem) wystapity
u robotnic w 72 godz. po immunizacji przy wartosci p<0,05 (rys. 12). W kazdym przy-
padku wartos$¢ Srednia indeksu fagocytarnego oscylowata wokot 1 komorki pochtonigtej
przez fagocytujacy hemocyt.
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komérka/hemocyt — cell/hemocyte

Rys. 11. Indeks fagocytarny (komérka/hemocyt) u pszcz6t robotnic przed zimowaniem (grupa A),
w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C). Réznice statystycznie istotne (p<0,05)
pomigdzy grupa A i C w czasie 72 h
Fig. 11. Phagocyte index (cell/hemocyte) in worker bees before wintering (group A), at wintering
(group B) and after wintering (group C). Statistically significant differences (p<0.05) between
groups A and C in 72 hrs

Odsetek hemocytéw aktywnych w fagocytozie pszczét robotnic wynosil $rednio
w czasie 0 od 1,5+0,7 (grupa A) do 2,0+0,7 (grupa C) i nie r6znit si¢ statystycznie istot-
nie pomigdzy grupami. Immunizacja robotnic induktorem biotycznym, jakim sa zywe
komérki E. coli D31, powodowata gwattowny wzrost odsetka hemocytéw zaangazowa-
nych w tym komérkowym odczynie obronnym. Statystycznie istotny wzrost (przy warto-
Sci p<0,05) nastapit juz w 48. godz. po immunizacji we wszystkich trzech grupach, przy
czym byl istotnie wyzszy u pszcz6l w okresie zimowoli i po zimowli w poréwnaniu z
pszczotami przed zimowla, zaréwno po 48 jak i 72 godz. po zadziataniu induktora
(rys. 13). Maksymalne wartosci, ktére wynosity 4,6£1,5 (grupa B) i 5,9+1,2 (grupa C),
osiagat w 72. godz. po immunizacji. Warto$ci $rednie liczby Wrighta dla poszczeg6lnych
okres6w badania zawiera tab. 2.

Najnizsze wartosci $rednie indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta uzyskano
u pszczot przed zimowaniem (grupa A), zaréwno u owadéw niepoddanych indukcji bak-
teryjnej (czas 0), jak po indukcji (48 godz. i 72 godz.).
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Rys. 12. Wartosci $rednie indeksu fagocytarnego (kom/fag) u pszczoty miodnej, Apis mellifera L., w okresie zimowania oraz 4 tygodnie przed i 8 tygodni

po zimowaniu: a — réznice statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 2., b — réznice statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z grupa 13.

Fig. 12 Mean values of phagocyte index (cell/phagocyte) in honey bee, Apis mellifera L., at wintering and 4 weeks before and 8 weeks after wintering:
a — statistically significant differences (p<0.05) as compared with group 2., b — statistically significant differences (p<0.05) as compared with group 13.
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Rys. 13. Odsetek hemocytow fagocytujacych (liczba Wrighta) w hemolimfie pszcz6t robotnic
(x£SD) przed zimowaniem (grupa A), w trakcie zimowania (grupa B) i po zimowaniu (grupa C).
Réznice statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy A i B w czasie 72 h. Réznice statystycznie istotne
(p<0,05) pomigdzy B i C w czasie 48 i 72 h. Rdznice statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy
AiCwczasie48172h
Fig. 13. Percentage of phagocitizing hemocytes (Wright’s number) in hemolymph of worker bees
(x£SD) before wintering (group A), at wintering (group B) and after wintering (group C). Statisti-
cally significant differences (p<0.05) between A and B in 72 hrs. Statistically significant differ-
ences (p<0.05) between A and C in 48 and 72 hrs

OMOWIENIE WYNIKOW

Obecnie modele odpowiedzi immunologicznej owada zaktadaja szybki sposéb reagowania
na zakazenie [Dunn 1986a, b, Lackie 1988]. Odpowiedz hemocytarna jest uruchamiana na
skutek bezposrednich kontaktéw hemocytéw z bakteriami, zarodnikami grzyb6w, jajami paso-
zytéw. Nastgpuje to za posrednictwem czynnikéw preegzystujacych w warunkach naturalnych
w hemocytach lub indukowanych, ktére petia rolg przekaznikéw informacji dla hemocytéw
iinnych tkanek, pobudzajac je do uczestnictwa w odczynach obronnych. Wspétdziataja one
w odczynach obronnych ze sktadnikami odpornosci humoralne;.

Badania wtasne umozliwily ustalenie wybranych parametréw odpornosci komérkowe;j
pszcz6t robotnic w trakcie zimowania w warunkach fizjologicznych. Analiza typéw hemocy-
téw hemolimfy i ich odsetkowego sktadu, oparta na schemacie identyfikacji hemocytéw opra-
cowanym dla pszczoly miodnej w sezonie produkcyjnym (okres aktywny zycia rodziny) [Gil-
liam i Shimanuki 1971], wykazata obecno$¢ w okresie zimowania, przed i po zimowaniu:
plazmatocytéw (PL, leukocyty normalne), leukocytéw ziarnistych (GR, granulocyty, bazofile),
proleukocytéw, neutrofiléw, eozynofiléw, pyknoleukocytéw i hialinocytéw.

Zasadniczo dwa typy immunocytéw, tj. komérki plazmatyczne (PL) i komérki ziarni-
ste (GR, granulocyty), uczestnicza w hemocytarnych odczynach obronnych, odrzucaniu
przeszczepow i cytotoksycznosci komérkowej. Brak istotnych réznic w odsetku PL i GR,
warto$¢ indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta (rys. 14) w czasie zimowania i przed



170 M. PLISZCZYNSKI, M. CHEEMINSKI, K. BIZON

zimowaniem wskazuje na stabilno§¢ hemocytarnych odczynéw obronnych. Natomiast
zaobserwowany spadek eozynofiléw w okresie zimowania, przy réwnoczesnym wzros$cie
odsetku neutrofiléw, mozna wigza¢ z zaburzeniami w gospodarce bialkowej rodziny.
Nasilenie tych zaburzen nie bylo jednak wielkie, poniewaz nie powodowaty one wzrostu
odsetka hemocytéw GR. Szymas$ i Jedruszuk [2003], badajac pszczoly robotnice w lecie,
obserwowali znamienny wzrost odsetku GR, przy jednoczesnym obnizeniu odsetka nie-
ktérych typéw hemocytéw, oraz obnizenie ich aktywno$ci metabolicznej. Mozna przy-
puszczaé, ze zaburzenia w gospodarce biatkowej rodziny wptynegly tez na zmiang jako-
$ciowego obrazu hemocytéw u pszczét w okresie po zimowaniu. Alternatywnym wythu-
maczeniem jest konieczno$¢ zaangazowania GR zaraz po zimowaniu w komoérkowe
odczyny obronne, co moze si¢ wiaza¢ z infekcjami spowodowanymi przez zarazki przy-
noszone wraz z pozytkiem. Przesunigcie obrazu hemocytarnego w zakresie GR u robot-
nic po zimowaniu moze tez mie¢ zwiazek ze zmianami fizjologicznymi zachodzacymi w
ilo$ci 1 jakosci hemocytéw hemolimfy po pojawieniu si¢ w rodzinie mlodych pszczoét
[Pirk i in. 2004]. Autorzy ci obserwowali u pszczét nielotnych zwigkszenie ogdlne;j licz-
by hemocytéw oraz wzrost udziatu niektérych typéw hemocytéw w tworzeniu guzkow
w poréwnaniu ze zbieraczkami, co jest przyczyna spadku ich procentowego udzialu
w jako$ciowym obrazie hemocytarnym hemolimfy.
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Rys. 14. Odsetek plazmatocytéw (PL) i granulocytéw (GR), warto$¢ indeksu fagocytarnego
(IF, kom/fag) i liczby Wrighta (WR, %) u pszczot przed zimowaniem (A), podczas zimowania (B)
i po zimowaniu (C) w rodzinach niepoddanych indukcji bakteryjnej (czas 0)
Fig. 14. Percentage of plasmatocytes (PL) and granulocytes (GR), value of phagocyte indext (IF,
cell/phagocyte) and Wright’s number (WR, %) in bees before wintering (A), at wintering (B) amd
after wintering (C) in families not subjected to bacterial induction (time 0)

U pszczoét w lecie immunizacja zmienia formul¢ hemocytarng. Zmiany te jednak nie
dotycza dwéch gtéwnych typéw hemocytéw (PL i GL) zaangazowanych w komérkowych
odczynach obronnych pszczét w zimie (rys. 14). Nie obserwowano bowiem w okresie
badan mobilizacji tych typdw hemocytéw, ktéra jest nastgpstwem przejscia komdrek
osiadtych (sessile haemocytes) do hemolimfy pod wptywem stymulacji bakteryjnej lub
przyspieszenia podziatéw mitotycznych hemocytéw w stymulowanym organizmie owa-
da. 24 1 72 h po immunizacji u pszcz6t zimujacych i po zimowaniu nastapita mobilizacja
neutrofiléw, a dodatkowo po 72 h spadek odsetka eozynofiléw, ale w odniesieniu do
pszczét przed zimowaniem (tab. 3). Zmiany te nie byty zwiazane z inwazja pasozytnicza,
poniewaz rodziny poddane eksperymentom byly wolne od Varroa destructor. Sama im-
munizacja nie wywotala istotnych zmian w jako$ciowym obrazie hemocytéw zaréwno
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pszczo6t zimujacych, jak i pszczot przed i po zimowaniu. Takie zachowanie sig jako$cio-
wego obrazu krwi mogloby wskazywa¢ na pewien stopien supresji uktadu immunolo-
gicznego w okresie zimowania, tuz przed i po tym okresie. Tylko czg$ciowym potwier-
dzeniem tej sugestii jest brak istotnych zmian w warto$ciach indeksu fagocytarnego po
indukcji bakteryjnej u wszystkich trzech badanych grup pszczét (A, B i C). Indukcja bak-
teryjna zwigkszata istotnie warto$¢ liczby Wrighta zaréwno u pszcz6t w czasie zimowania, jak
i po zimowaniu. Ponadto, ten wzrost byt znamiennie wyzszy u pszcz6t zimujacych i po zimo-
waniu w poréwnaniu z pszczotami przed zimowaniem.

Tabela 3. Zmiany formuty hemocytarnej pszcz6t zimujacych (grupa B), przed zimowaniem
(grupa A), po zimowaniu (grupa C) 72 h po indukcji bakteryjne;j
Table 3. Changes of the hemocytarian formula of wintering bees (group B), before wintering
(group A), after wintering (group C) 72 hours after bacterial induction

Typ hemocytéw Grupa A Grupa B Grupa C

Type of hemocytes Group A Group B Group C
Granulocyty (GR) — Granulocytes -
Eozynofile — Eosinophiles -
Neutrofile — Neutrophiles -
Pyknoleukocyty — Pyknoleucocites -
Hialinocyty — Hialinocytes - -

o e— |
o e— |

Legenda: | — spadek, T — wzrost w odniesieniu do grupy A (przed zimowaniem)
Explanations: | — decrease, 1 — increase in relation to group A (before wintering)

Fagocytoza jest filogenetycznie najstarszym i jednym z najwazniejszych komodrko-
wych odczynéw obronnych, uruchamianym w jamie ciala owada w odpowiedzi na zaka-
zenie. Fagocytoze, ktdra jest procesem wielofazowym, inicjuje rozpoznanie substancji
fagocytowanej jako obcej (non self). Wtasciwosci fizykochemiczne obiektu fagocytowa-
nego, takie jak hydrofobowos¢, tadunek elektryczny, a zwlaszcza obecno$¢ motywéw
strukturalnych patogenéw (pattern recognition molecules), takich jak sktadniki oston
bakteryjnych (LPS, kwasy lipotejchojowe), oraz skiadnikéw $cian bakterii (peptydogli-
kany) lub grzybéw (zymosan), flageliny, lipopropeidéw, N-forrmylowanych peptydéw,
dwuniciowego RNA (genom wiruséw), niemetylowanych sekwencji CpG (genom bakteryjny)
inicjuja fagocytozg¢ po zakotwiczeniu sig¢ do Toll-receptoréw, tj. do receptoréw motywow
strukturalnych patogenéw [Fawcett i Tripp 1994]. W fagocytozie uczestniczq immunocyty,
gtéwnie hemocyty PL i GR [Glinski i Jarosz, 1992, Mullet i in. 1993].

WNIOSKI

Opracowano jakosciowy i ilo§ciowy obraz hemocytéw hemolimfy, obliczono warto$§¢
indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta u zimujacych robotnic pszczoty miodnej i po-
réwnano je z danymi z okreséw przed zimowaniem i po zimowaniu.

Zimujace robotnice pszczoly miodnej dysponuja sprawnym uktadem odporno$ci

przeciwzakaznej, reprezentowanym przez komérkowe mechanizmy obronne. Mechaniz-
mami efektorowymi tej odpornosci jest rozpoznanie immunologiczne i fagocytoza.
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SUMMARY

The innate immune system of the honey bee, Apis mellifera L., consists of cellular compo-
nents involved in response to intruding foreign microorganisms and environmental stress factors.
In order to evaluate the efficacy of the cellular part of the immune defense of the wintering bees
the differential hemocyte count, phagocytosis and Wright's number were examined in native in-
sects and in insects induced by intrahaemocolic injection of live cells of E. coli D31. Comparative
studies in three periods of the bee colony development (wintering, pre- and post-wintering the
periods) enabled to determine the differential hemocyte count of the wintering bees and showed that the
wintering bees possessed an efficient system of cellular immune defense represented by discrimination of
self from non self and phagocytosis. Two types of hemocytes, plasmatocytes (PL) and granular hemo-
cytes (GR) appeared to play the main role in the cellular immune functions.

Key words: honey bee, cellular immunity, phagocytosis, differential hemocyte count



