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Summary

The paper characterizes and discusses the immune response mechanisms of the honey bee, mainly bee
larvae, to infection caused by Paenibacillus larvae, the absolute pathogen of honey bee larvae. A statistically
significant increase in abaecin was found in the youngest larvae during 24 h after infection that is during the
germination of P. larvae endospores and the penetration of vegetative cells into the gut epithelium. Moreover,
P. larvae stimulate the production of defensin — an immune protein of bee larvae. The comparative analysis
of social insects and solitary model insects Drosophila melanogaster and the mosquito Anopheles gambiae
revealed a significant differentiation in the number of genes and their products that play a significant role in
insects’ protection against microorganisms. The comparison of the number of genes responsible for three
stages of immune defense: recognition of foreignness, information transfer and effector activity showed
71 genes in the honey bee, but 209 and 196 genes in the Anopheles gambiae and Drosophila melanogaster,
respectively. These tremendous differences in the number of immune genes between the discussed representa-
tives of insects could be explained by the development of behavioral protective mechanisms in the honey bee,

and probably also by the limited number of honey bee pathogens.

Keywords: Peanibacillus larvae, protective response of the honey bee larvae, behavioral immunity

Ekonomiczne znaczenie pszczoly miodnej, jedynego
sposrod owadoéw spolecznych z rodzaju Apis ,;udomo-
wionego” przez cztowieka przedstawiciela stawonogow,
zaowocowato nie tylko poznaniem fizjologii rodziny
pszczelej 1 doborem najbardziej wydajnych pod wzgle-
dem produkcyjnym gatunkow, ras, odmian, lecz takze ba-
daniem zagrozen ze strony patogenow Jfatwo penetruJ a-
cych pasieki, stwarzajace sztuczne warunki dla zycia tych
owadow. Pojedyncze osobniki i cate rodziny pszczot sta-
nowia doskonaty cel dla wiruséw, bakterii, grzybow, pier-
wotniakow, roztoczy. Zarazki te znajdujq wys$mienite
warunki rozwoju w zmasowanych skupiskach dorostych
owadow 1 ich form rozwojowych (16, 18, 19).

Do zarazkow wywierajacych istotny wplyw na gospo-
darke pasieczna nalezy Paenibacillus larvae, patogen
bezwzglednie chorobotwoérczy dla najmlodszych larw.
Bakteria ta, tworzaca endospory bardzo oporne na czyn-
niki §rodowiska, wystepuje dos¢ powszechme w pasw-
kach 1 nalezy do patogen6éw najgrozniejszych dla zy01a
rodziny pszczelej. Charakterystyke fenotypowa i zrézni-
cowanie genotypu P. larvae przedstawiono w odrebnym
opracowaniu (3).

W warunkach naturalnych pszczoly jako owady spo-
teczne wypracowaly mechanizmy i zachowania zdolne
do zniszczenia lub zahamowania destrukcyjnej dziatal-

nosci ,,znanego” patogena. Czlowiek, ingerujac w zycie
tego owada w celu uzyskania najwickszych korzysci,
obok zamierzonych efektow wzrostu produkcji, przyczy-
nit si¢ jednoczesnie do transmisji ,,nowych” patogenow.
Kontakt z patogenem nieznanym rodzinie pszczelej, nie-
przystosowanej pierwotnie do jego zwalczania czgsto
przybiera w pasiekach rozmiary katastrofalne. Mozna
to obserwowac¢ w przypadku Varroa destructor — rozto-
cza przeniesionego do gatunku Apis mellifera, a takze
rozprzestrzenienia zakazen powodowanych przez bez-
wzglednego patogena P. larvae.

W naturalnych warunkach, w ewolucyjnym procesie
rozwoju pszczoty wypracowaty skuteczne mechanizmy
obrony behawioralnej. Jednym z nich, niewatpliwie naj-
bardziej skutecznym, jest niszczenie i usuwanie z rodzi-
ny zakazonych, chorych, niezdolnych do zycia oraz obu-
martych osobnikéw. Wykorzystane sa bakteriobdjcze
wlasciwosci pokarmu i antagonistycznej flory obecnej
w pokarmie, oporny na proces rozktadu i o wtasnosciach
mikrobobdjczych material uzywany do budowy gniazda
oraz ciagla dbatos$¢ o higieng. Ten typ odpornosci beha-
wioralnej rodziny, powstaly w ewolucyjnym rozwoju
gatunku, podlega takze zmianom przystosowawczym,
rozwijanym w celu minimalizacji strat w przypadku za-
grozenia ze strony patogena (8, 18, 20).
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Niezaleznie od zachowan rodziny jako jednego ztozo-
nego organizmu o wypracowanych systemach obrony
zbiorowej, poszczegdlny osobnik dysponuje indywidu-
alnymi mechanizmami odporno$ci wrodzonej. Jest ona
zwiazana i warunkowana budowa anatomiczna, sekrecja
substancji dziatajacych przeciw drobnoustrojom Jak
wynika z wielu badan, pszczoty, a takze inne owady, wy-
pracowaty réwniez mechamzmy odpornosci nabytej Jako
indywidualnej obrony przed wnikajacym do organizmu
obcym tworem (non-self) — zarazkiem (13, 15, 21, 25).

W odniesieniu do gatunku Apis badania dotyczace
odpornosci nabytej, indukowanej przez patogeny, nabie-
raja coraz wigkszej roli. Poznanie poziomu ekspresji
odpowiedzi immunologicznej ma znaczenie nie tyko
poznawcze, ale rowniez praktyczne dla ukierunkowa-
nej pracy selekcyjnej, zmierzajacej do uzyskania linii
pszczdt odpornych na czynniki infekcyjne. W przedsig-
wzigciu tym bardzo pomocny okazuje si¢ ilosciowy test
reakcji tancuchowej polimerazy — PCR, wykorzystany
do oceny odpornosci owada poprzez okreslenie zmian
ilosciowych w produkcji transkryptow — peptydow i bia-
tek hamujacych rozwdj oraz powodujacych niszczenie
patogena. W procesie tym nast¢puje takze identyfikacja
nowych genow i ich produktéw zwigzanych z kontrola
procesu chorobowego oraz rozwojem reakcji obronne;.
Nie bez znaczenia jest takze mozliwos$¢ szybkiego roz-
poznania czynnika infekcyjnego (11, 12).

W doswiadczeniach modelowych dotyczacych wyste-
powania u owadoéw odpornosci nabytej Wykazano ze
w wyniku stymulacji bakteria E. coli organizm pszczoty
produkuje peptydy o dziataniu przeciwbakteryjnym. Ich
budowa okres§lona na podstawie sekwencji aminokwa-
soOw odpowiada peptydom rozpoznanym takze u muszki
owocowej — Drosophila melanogaster 1 u innych owa-
dow, co moze wskazywaé na uniwersalnos¢ produkowa-
nych substancji obronnych w stosunku do naturalnych
patogenow. Peptydy te w badaniach in vitro wykazuja
aktywno$¢ mikrobobojcza w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich 1 Gram- u]emnych niekiedy 1 grzybow (5-7).

Doswiadczenia z uzyciem P. larvae i czerwiu pszczo-
ty zakazanego droga naturalna (per os) wykonane przez
Evansa (12), pozwolity na bezposrednie poznanie odpo-
wiedzi immunologicznej larwy na infekcj¢ powodowa-
na tym zarazkiem. W doswiadczeniu zatozono oznacze-
nie poziomu transkrypcji czterech sktadnikow peptydoéw
— abycyny (abaecin) 1 defenzyny (defensin) oraz biatka
receptora peptydoglikanu (peptidoglican receptor protein
PGRP-LD) i masquerade rozpoznanych po raz pierwszy
u muszki owocowej (Drosophila melanogaster) (10, 12,
24).

Badania wykazaly istotny wzrost poziomu abycyny
u najmtodszych larw w czasie 24 godz. po zakazeniu, to
jest w okresie kietkowania w jelicie endospor i wnikania
zarazka do komorek nabtonka jelita. Poziom abycyny nie
ulegat zmianom w przypadku zakazen larw starszych, co
zdaje si¢ wskazywac, ze najistotniejsza rol¢ odgrywa
oddzialywanie patogena na komorke, a jest ono coraz
bardziej redukowane wraz z wiekiem larwy.

Wykazano jednocze$nie duze roznice w produkcji tego
peptydu u larw kontrolnych, wskazuje to na zr6znicowa-
nie alleli wsrod cztonkow kolonii, co mozna wiazaé z ge-
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nomem matki i zaptodnieniem przez wielu trutni w okre-
sie godowym. Ma to znaczenie w zroznicowanej wrazli-
wosci czerwiu na infekcje P. larvae wynikajace ze zroz-
nicowanej zdolnosci generowania bakteriobojczych pep-
tydow. Podobnie wykazano stymulujacy efekt patogenu
na produkcje defenzyny drugiego peptydu o dziataniu
przeciwbakteryjnym. Badania te potwierdzaja, ze naj-
w1kaza produkcja peptydu nastepuje w okresie najwigk-
szej wrazliwosci larw na zakazenie. Nie stwierdzono jed-
nak indukcji biatka receptorowego PGRP-LD, konstytu-
cyjnego biatka drozofili oraz biatka masquerade, comoze
wskazywac u pszczoly na utratg genéw produkujacych
te biatka lub wybor innej drogi odpowiedzi immunolo-
gicznej (12, 17, 22).

Oceniajac wrazliwos¢ linii genetycznych pszczoty
w stosunku do infekcji wywotanych przez P. larvae, prze-
analizowano mozliwo$¢ wystapienia wielu mechanizméw
obronnych, zwigzanych gléwnie z odpornoscia behawio-
ralng dojrzatego owada (20). W odniesieniu do mecha-
nizmow odpornosci osobniczej badania homogenizatow
z larw wykazaly, ze juz w organizmie dwudniowej lar-
wy, a wiec w okresie najwickszej wrazliwosci na zaka-
zenie, znajduja si¢ substancje hamujace in vitro wzrost
patogenu. Na maksymalnym poziomie substancje te utrzy-
muja si¢ do czwartego dnia, a u szesciodniowych zaskle-
pionych larw brak jest praktyczme efektu hamujacego.
Wskazuje to, ze juz w najwczesniejszym okresie rozwo-
ju larwa (niezaleznie od inhibitoréw znajdujacych sig
w pokarmie) dysponuje wlasnym, czgsto skutecznym me-
chanizmem obrony humoralnej (23).

Podobne badania wykazaty, ze komorki jelita srodko-
wego dojrzalego owada produkuja substancje hamujace
bardzo aktywnie in vitro wzrost oraz sporulacje zarazka.
Substancje te (lub substancja) niewrazliwe na tempera-
ture¢ nie sg indukowane w wyniku zakazenia P. larvae,
gdyz wystepuja w jelicie pszczot nie majacych kontaktu
z tym patogenem i sa obecne nawet u pszczot glodzo-
nych. Ich struktura chemiczna nie zostata jednak dotych-
czas okreslona (9).

Niezaleznie od substancji o wtasnosciach bakteriobdj-
czych, produkowanych przez komorki przewodu pokar-
mowego o dziataniu miejscowym, w ekstraktach z gto-
wy i tutowia dorostych owadéw oraz w pokarmie produ-
kowanym dla larw matek (royal jelly), metoda analizy
w zelu poliakrylamidowym, zidentyfikowano substancje
hamujace wzrost P. larvae, a takze innych Gram-dodat-
nich laseczek. Badania wykazaty, ze sa to dwa peptydy
z ktorych ten o wigkszej masie czasteczkowej identyfi-
kowany jako rojalizyna (royalisin) wykazuje silne wias-
ciwos$ci hamujace wzrost bakterii Gram-dodatnich. Pep-
tyd o mniejszej masie czasteczkowej, o stabszych wias-
nos$ciach przeciwbakteryjnych byt dotychczas nieidenty-
fikowany. Badania rojalizyny in vitro wykazaty, ze pep-
tyd ten w ciagu 5 minut niszczy catkowicie wegetatywna
postac P. larvae, co w warunkach in vivo w stosunku do
tego patogena i innych Gram-dodatnich bakterii moze
przebiega¢ natychmiastowo. Oceniajac aktywno$¢ sub-
stancji zawartych w pokarmie dla matek oraz w pokar-
mie dla pokolenia robotnic, w stosunku do P. larvae wy-
kazano, ze jest ona silniej wyrazona w pokarmie dla czer-
wiu matki, nie zidentyfikowano wprawdzie substancji
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czynnej, ale, jak sugeruja autorzy, jest to takze bakterio-
bojcza rojalizyna. Wykryto, ze ilo§¢ produkowanych pep-
tydow antybakteryjnych wydaje si¢ wynikac ze zrdzni-
cowania genetycznego pszczol, a takze okazatla si¢ ona
zawsze wyzsza w rodzinach zakazonych P. larvae (1, 4,
9, 14, 25).

Rojalizyna, antybakteryjny peptyd nalezacy do grupy
defenzyn, podobnie jak inne peptydy o wlasciwosciach
antybiotycznych produkowane przez dobrze rozwinigty
uktad obronny pszczoty, apidycyny (apideacins), abycy-
ny (abaecin), hymenoptaecin wystgpujace w hemolim-
fie, wykazuja r6zna aktywnos$¢ w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych. Jednak poza pepty-
dami zawartymi w pokarmie produkowanym dla matek,
w ktoérym zidentyfikowano peptyd rojalizyng 1 okreslo-
no jej dziatanie na P. larvae, poznanie aktywnosci in-
nych polipeptyddéw odpornosciowych w stosunku do tego
patogena wymaga dalszych badan (1, 2, 4).

Identyfikacja genéw proteazy serynowej i ich homo-
logow w organizmie pszczoty, kodujacych, migdzy in-
nymi, biatka wydzielnicze pozwolila na okreslenie, ze
w wyniku stymulacji larwy przez P. larvae, w 48 godzin
po zakazeniu nastgpuje istotny wzrost poziomu transkryp-
tu SP41 i SP6 oraz spadek SP1, SP3, SP19 i serpiny-5.
Zakazanie larw E. coli lub iniekcja ptynu fizjologiczne-
go nie powodowata widocznej reakcji ze strony larwy.
Wynik ten jest o tyle interesujacy, ze wskazuje kierunek
do badan roli tych biatek w rozwoju embrionalnym lar-
wy 1 odpowiedzi immunologicznej Apis mellifera (26).

Analiza porownawcza mechanizmow obronnych Apis
mellifera jako przedstawiciela owadow spotecznych oraz
modelowych owadoéw zyjacych samodzielnie — muszki
owocowej Drosophila melanogaster i komara Anophe-
les gambiae — wykazaly istotne zréznicowane w ilosci
gendw i produktow odgrywajacych znaczaca rolg w obro-
nie organizmu. W zestawieniu ilosciowym liczba genow
odpowiedzialnych za wszystkie 3 etapy procesu obron-
nego rozpoznania, przekazania informacji i dziatania efek-
torowego u Apis mellifera wynosi 71, podczas gdy u Ano-
pheles gambiae i Drosophila melanogaster, odpowied-
nio, 209 1 196 genow, kodujacych odpowiednie substra-
ty. Odnoszac swoje spostrzezenia do Apis mellifera, tak
olbrzymi stan zréznicowania w liczbie genéw odporno-
sciowych autorzy usituja ttumaczy¢ rozwojem behawio-
ralnych mechanizmow obrony u tego gatunku, a takze,
jak si¢ wydaje, ograniczona liczba patogenow. Potwier-
dzenie tych przypuszczen moga przynie$¢ badania innych
grup owadow spotecznych, jak: osy, mrowki i termity
zyjacych w naturalnych srodowiskach (13).

Prowadzone w ostatnim dziesigcioleciu badania me-
chanizméw obronnych stawonogoéw zyjacych zaréwno
samotnie, jak i w zorganizowanych rodzinach przynosza
nowe dane dotyczace ich funkcji na poziomie reakcji
molekularnych. Poznanie genomu poprzez okreslenie
sekwencji DNA owadoéw coraz bardziej przybliza zro-
zumienie istoty reakcji oraz drogi ewolucyjnej przebytej
przez poszczeg6lne gatunki. W odniesieniu do rodzaju
Apis badania te maja nie tylko znaczenie poznawcze, ale
takze moga by¢ wykorzystane do pracy selekcyjnej zmie-
rzajacej do uzyskania odmian pszczot najbardziej korzyst-
nych z punktu widzenia gospodarczego.
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