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SYSTEM PROTEOLITYCZNY POWIERZCHNI CIALA APIS MELLIFERA W ZACHOWANIU
ZDROWOTNOSCI RODZIN PSZCZELICH

WSTEP

Pszczota miodna (Apis mellifera) zapy-
la wigkszoSC roSlin, zaréwno dzikich jak i
uprawnych, oraz jest producentem miodu,
wosku, propolisu, mleczka i jadu pszczelego.
Jej wiodaca rola w zapylaniu wynika przede
wszystkim z biologii tego gatunku oraz spe-
cyfiki wspotczesnego, poddanego ogromnej
antropopresji, Srodowiska, w tym agrocenoz.
Na przestrzeni ostatnich kilku lat coraz cze-
Sciej mowi si¢ i pisze o efekcie CCD (ang.
colony collapse disorder) (CUMMINS 2007,
Ho i CumMINS 2007, BLANCHARD i wspotaut.
2008, KASPRZAK i ToPOLSKA 2008), ktore-
g0 przejawem jest masowe giniecie rodzin
pszczelich. Straty pszczol w Niemczech, jak
i w catej Europie nie sa nowym zjawiskiem.
Ale dopiero informacje o wysokich stratach
poniesionych w USA zwrocily uwage opinii
publicznej na sytuacje Swiatowego pszcze-
larstwa. Podczas zimy 2006/2007 niektorzy
pszczelarze zaczeli informowal o zatrwaza-
jaco wysokich ubytkach w pasiekach, sicga-
jacych 30-90% populacji pszczol. Apokalip-
sa dotarta ro6wniez do nas. Wedlug Polskie-
go Zwiazku Pszczelarskiego ostatniej zimy
z uli znikne¢to ponad 10% ze 110 miliardow
mieszkajacych u nas pszczot. Objawy u okoto
50% rodzin nie przypominaly zadnych zna-
nych wczesniej — nagle znikniecie pszczot,
czasami niewielka ich liczba wokot ula. W
samej rodzinie pozostawaly wylacznie: mat-
ka i mlode nielotne robotnice. Pomimo za-
pasoOw miodu i pylku w gniezdzie rodzina
pszczela nie mogta wlasciwie funkcjonowacd
bez pszczot lotnych. Taka sytuacja prowadzi
do unicestwienia calej rodziny. Jak wiadomo

ludzie na calym Swiecie zywia sie blisko 100
gatunkami roSlin. Az 90% z nich rozmnaza
sie przez zapylenie, ktorego u 71 gatunkow
dokonuja pszczoty. W konsekwencji efektu
CCD spada produkcyjnos¢ roslin zapylanych
przez te pozyteczne owady, CO moze SpOwWo-
dowac¢ niedobory produktow spozywczych
(GLINSKI i KOSTRO 2007, BUCZEK 2009, RITTER
2009, NEUMANN i CARRECK 2010). Najbardziej
widocznym skutkiem CCD sa ogromne stra-
ty ekonomiczne w produkgcji roslin oleistych,
owocOw i warzyw (BUczek 2009, RITTER
2009). Przyczyny gwaltownego wymierania
pszczol nie sa do konca poznane, ale coraz
wiecej danych wskazuje na polietiologiczny
charakter choroby (KEVAN i wspotaut. 2005,
JOHNSON 2007, JOHNSON i wspotaut. 2009).
Wymienia sie kilkanaScie czynnikéw odpo-
wiadajacych za wystepowanie efektu CCD
(Ryc. 1). O jego wywolywanie posadza si¢
patogeny, tj. bakterie, wirusy, grzyby, roz-
tocza Varroa destructor i pierwotniaki. Za
potencjalne przyczyny efektu CCD uwaza
sie rowniez brak skladnikéw odzywczych w
pokarmie, spowodowany wystepowaniem
monokultur w uprawach, brak roznorod-
nosSci genetycznej w rodzinach pszczelich i
dzialanie antropogenicznych czynnikOw stre-
sowych (GLINSKI i KOSTRO 2007). Ponadto
przypuszcza sie, ze tak duza SmiertelnoS¢ A.
mellifera moze by¢ spowodowana: global-
nym ociepleniem, skladnikami genetycznie
zmodyfikowanych roslin (OLDROYD 2007), a
nawet polem elektromagnetycznym telefonii
komoérkowej (STEVER i wspoétaut. 2006, Ru-
ZICKA 2007). W swiatowej dyskusji nad przy-
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1. Pasozyt Varroa destructor

2. Pasozyt Nosema ceranae

3. Wirus izraelskiego paralizu pszczot

4. Wirus kaszmirski

5. Stresorysrodowiskowe - antropopresja

6. Zmiany klimatyczne — globalne
ocieplenie

7. Brakskladnikow odzywczych—
monokultury

8. Uprawy GMO

9. Srodki ochrony roslin - neonikotynoidy

10. Utrata roznorodnosci genetycznej

11. Fale elektromagnetyczne -
radiotelekomunikacja

Colony Collapse Disorder

Ryc. 1. Potencjalne czynniki wywotujace CCD.

czynami CCD czesto wymienia sie szkodliwe
dzialanie substancji chemicznych zawartych
w Srodkach ochrony roS§lin, szczegolnie po-
chodnych kwasu nikotynowego. Zwiazki te
przenikaja do organizmu pszczoly glownie
droga pokarmowa, wraz z nektarem, pytkiem
i woda, lub przez kutikule, w drodze bezpo-
sredniego kontaktu ze skazong rosling (Husz-
czAa 2002, LIPINSKI 2009). Pomimo wysitku
wielu naukowcoéw i pszczelarzy z calego
Swiata, problem CCD nie zostal jeszcze roz-
wiazany, a przyjmuje on juz wymiar global-
ny. W wielu przypadkach wyzej wymienione,
potencjalne czynniki chorobotworcze, kazdy
z osobna, nie powoduja ztych nastepstw. Dla-
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tego coraz liczniejsze grono badaczy uwaza,
ze za CCD odpowiadaja nie tyle te czynniki
per se, ale raczej ogoOlny spadek odpornosci
pszczot spowodowany postepem cywilizacyj-
nym oraz intensyfikacja rolnictwa i metod
hodowli samych pszczot (poprzez stosowa-
nie akarycydow i gotowych pokarmow). W
tym kontekScie poznawanie mechanizmow i
uwarunkowan odpornoSci/opornosci pszczot,
moze przyczyni¢ sie do zapobiegania efekto-
wi CCD i wielu innych chordb. Zwigkszanie
odpornosci pszczot oznacza tez redukowanie
podawanych im lekoéw, a tym samym podno-
szenie jakoSci produktow pszczelich.

ODPORNOSC PSZCZOLY MIODNE]

Rodzina pszczela tworzy superorganizm,
ktory ma cechy inne niz pojedyncza pszczo-
fa, np. rozmnaza si¢ przez podziatl (roje), jest
stalocieplny, a problemy odpornosSci sa bar-
dziej zblizone do sytuacji epidemiologiczne;j
duzego miasta, gdzie nie fakt zachorowan,
ale czesto$¢ ich wystepowania decyduje o
statusie zdrowotnym.

Charakter i nasilenie odpowiedzi im-
munologicznej na poziomie jednostki u A.

mellifera zalezy z jednej strony od wilasci-
wosci genetycznych patogenu, jego zdolno-
Sci do przekraczania barier anatomicznych
ciala, przeciwstawiania si¢ mechanizmom
odpornosci owada i szybkiego namnazania
sic w jego organizmie, a z drugiej, od sta-
dium rozwojowego pszczoly i wyjSciowego
stanu jej odpornosci (PRABUCKI 1998, GLIN-
SKI 1 JAROSZ 2001, EVANS i wspotaut. 2000,
PLISZCZYNSKI i wspotaut. 2006, CHMIELEWSKI
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ODPORNOSC

WRODZONA NABYTA
wewnetrzna zewnetrzne bariery
_ ochronne
komorkowa !
fizjologiczno-anatomiczne barieryciata

-Fagocytoza

-Inkapsulacja

-Nodulacja

SYSTEM PROTEOLITYCZNY
humoralna | - o o

-Lizozym PROTEAZY INHIBITORY PROTEAZ
-Hemaglutyniny
-Iinkapsulacja EGZOPROTEAZY ]
humoralna
-Uklad ENDOPROTEAZY ]
profenylooksydazy

Ryc. 2. Mechanizmy odpornoSciowe owada.

i wspotaut. 2007). W rozwoju ewolucyjnym
rodzina pszczela wypracowata mechanizmy
obrony indywidualnej i zbiorowej — be-
hawioralnej (specyficzne zachowanie si¢
pszczol), stanowiace ,zapore” przed ataku-
jacymi ja patogenami (BUCZEK i wspotaut.
2007). U pszczot wystepuja odczyny immu-
nologiczne wrodzone (nieswoiste, odpor-
nos¢ fizjologiczna) i indukowane (odpor-
noS¢ nabyta) (Ryc. 2). W odpornosci nie-
swoistej istotne znaczenie maja bariery ana-
tomiczno-fizjologiczne okrywy ciata, uktadu
pokarmowego i oddechowego oraz komor-
kowe i humoralne mechanizmy obrony
wewnetrznej. Rozpoznanie i odroéznienie
skladnikow ,self” od ,non-self” uruchamia
cala kaskade mechanizmow prowadzacych
do likwidacji lub usuniecia patogena z or-
ganizmu (GLINSKI i wspotaut. 2006, BUCZEK
i ZOoN 2008). Wrodzone mechanizmy odpor-
noSciowe u owadow i kregowcow wykazu-
ja podobienstwo pod wzgledem syntezy i
sekrecji biatek o dzialaniu anty-patogennym
(EvVANS i wspotaut. 20006).

Istotnym sktadnikiem zewnetrznej bariery
obronnej owadow jest warstwa biatek na po-
wierzchni ciata. Chronia one organizm przed
inwazja patogenOw. Ostatnio wykazano, ze
u A. mellifera wiele z tych bialek ma aktyw-

noSC proteaz i inhibitorow proteaz (GRzZYW-
NOwICZ i wspotaut. 2009). O ile bariery im-
munologiczne pszczot sa niezle rozpoznane
(GLINSKI i wspoélaut. 2006), o tyle badania
nieswoistego systemu obronnego bialek po-
wierzchni ich ciata sa dopiero we wstepnej
fazie.

Aby doktadnie zrozumie¢ mechanizmy
obronne pszczot, w tym aktywnoS¢ systemu
proteolitycznego, nalezy bra¢ pod uwage:

— ich zlozony rozwoj osobniczy
— kastowosc pszczelej spotecznoSci.

Ad. 1. W dotychczasowych badaniach
porownywano powierzchniowa bariere pro-
teolityczna u matek, robotnic i trutni w roz-
nych porach roku. Zaobserwowano wysokie
aktywnoSci proteolityczne w  Srodowisku
kwasnym (pH = 2,4), obojetnym (pH = 7)
i zasadowym (pH = 11,2) u wszystkich kast
wiosna i w lecie oraz wykazano korelacje po-
miedzy proteazami a ich naturalnymi inhibi-
torami na powierzchni kutikuli (STRACHECKA
i GRZYWNOWICZ 2008, GRZYWNOWICZ i wspoOt-
aut. 2009). Podobna ceche zauwazono na
powierzchni ciala u karaluchOw (CORNETTE i
wspotaut. 2002), mrowek (CURRIE 2001), pa-
jeczakow (Psoroptes spp.) (NISBET i BILLING-
SLEY 2002), zab (ZHAO i wspotaut. 2005) oraz
u ludzi (ToBIN 20006).
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Tabela 1. CzynnoSci wykonywane przez robotnice w zaleznosci od ich wieku.

Czynnosci

Czyszezenie siebie 1 komoérek plastra

Karmienie larw starszych

Karmienie larw mlodszych

‘Wiek robotnicy
w dniach

1-2
3-6
7-14

Odbieranie nektaru, przerabianie go na midd,

zasklepianie komoérek z miodem, magazynowanie

8-14

pylku (ubijanie glowa w komorkach plastra)

Budowa plastrow
Obrona gniazda

Zbieranie zapasow

Ad. 2. A. mellifera jest owadem holome-
tabolicznym, w ktorego rozwoju osobniczym
wyrozniamy nastepujace stadia: jajo, larwa,
poczwarka, imago. W jej rodzinie jest 1 mat-
ka oraz okoto 10-80 tysiecy robotnic, do
3 tysiecy trutni, 4-6 tysiecy jaj, okoto 10 ty-
siecy larw i 20 tysiecy poczwarek. Rozwoj
embriona w jaju ogrzewanym przez robotni-
ce trwa 72-76 godzin, po czym zaczyna si¢
ono ruszaC i jego Scianka peka uwalniajac
ptyn z enzymami, ktore trawia oslonke. Lar-
wa po wygryzieniu pltywa w mleczku zerujac
okoto 6 dni. W tym czasie pszczoly karmiciel-
ki odwiedzaja ja okolo 10 tysiecy razy. Z po-
wodu szybkiego wzrostu larwa nie mieSci si¢
we wlasnym oskorku i musi linie¢ codzien-
nie, przez pierwsze 4 dni. Po okresie inten-
sywnego zerowania komorka larwalna jest
zasklepiana wieczkiem z mieszaniny pytku i
wosku. Larwa oprzedza si¢, wydala szkodli-

15-18
19-21

powyzej 21

we produkty przemiany materii z cewek Mal-
pighiego oraz kal, a nastepnie nieruchomie-
je i staje sie przedpoczwarka. Nastepnie na-
stepuje histoliza, czyli rozpuszczenie tkanek
miesSni, powstaje poczwarka, w ktorej docho-
dzi do przebudowy ukladow i narzadow w
kierunku postaci imago. Pszczelarze te skom-
plikowane stadia dziela na trzy etapy: czerw
odkryty (jajeczka i larwy), czerw zasklepio-
ny (przedpoczwarki i poczwarki) oraz owa-
dy doroste. Pracujaca i najliczniejsza czesS¢
rodziny to robotnice. DzialalnoS¢ robotnicy
mozna podzielic na dwa zasadnicze okre-
sy: prace wykonywane w gniezdzie i prace
poza gniazdem (Tabela 1) (WILDE i PRABUCKI
2008). Kazde stadium rozwojowe A. mellife-
ra charakteryzuje sie odmienna aktywnoscia
systemu proteolitycznego, od wysokich ak-
tywnosci u larw do niskich u pszczot lotnych
(STRACHECKA i GRZYWNOWICZ 2008).

PRZEGLAD PROTEAZ U APIS MELLIFERA

Enzymy proteolityczne (proteazy) sa zaan-
gazowane w zewnatrz- lub wewnatrzkomor-
kowe trawienie bialek oraz uczestnicza w
procesach biologicznych takich jak: aktywacja
zymogenow, uwalnianie hormonow i fizjolo-
gicznie aktywnych biatek z ich prekursorow,
translokacja przez blony, porzadkowanie kom-
pleksow biatkowych oraz aktywacja recep-
torOw (WALTER i CLELIA 1994, BARRETT 1999,
BODE i wspotaut. 1999, OTLEWSKI i wspotaut.
2001, DERAISON 2004). Enzymy te wystepuja
w organizmie pszczoly miodnej w przewo-
dzie pokarmowym, w hemolimfie, w ptynie
wylinkowym oraz w jadzie pszczelim (WALTER
i CLELIA 1994, BARRETT 1999, BODE i wspol-

aut. 1999, LiMAa i wspotaut. 2000, OTLEWSKI
i wspotaut. 2001, MALONE i wspotaut. 2004,
EVANS i wspotaut. 2006). Dotychczas u pszczot
wykryto proteazy serynowe, cysteinowe, aspa-
raginowe oraz metaloproteazy.

Proteazy serynowe (EC 3.4.21.) wykryto
w jadzie pszczelim (LIMA i wspotaut. 2000),
w przewodzie pokarmowym (GIEBEL i wspol-
aut. 1971, MALONE i wspoétaut. 1998), w he-
molimfie (BANIA i POLANOWSKI 1999, OTLEW-
SKI i wspotaut. 2001) oraz na powierzch-
ni ciala pszczol (GRZYWNOWICZ i wspolaut.
2009). Proteazy serynowe sa najliczniejsza
grupa proteaz, ktore spelniaja wiele funkcji
(np. trawienna, regulacyjna, sygnalizacyjna)
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oraz biora udzial w transporcie i degradacji
uszkodzonych bialek (OTLEWSKI i wspotlaut.
2001). Niezwykle istotna funkcja proteaz se-
rynowych, tj. BAEE (ang. benzyolarginine
ethyl ester protease) i PPAE (ang. propheny-
loxidase activating enzyme) u owadow jest
aktywowanie kaskady pro-oksydazy fenolo-
wej (PpO), ktora odpowiada za melanizacje¢ i
sklerotyzacje okrywy ciala oraz wspoluczest-
niczy w procesach immunologicznych [roz-
poznawanie, melanizacja otoczek i guzkow,
melanizacja humoralna, opsonizacja, koagula-
cja krwi, gojenie ran, stymulacja fagocytozy i
enkapsulacji, przySpieszanie degranulacji he-
mocytow ziarnistych, dzialanie bakterioboj-
cze (zwiazane z chinonami powstajacymi w
kaskadzie aktywacji PpO)] (ASGARI i wspot-
aut. 2003, BANIA i POLANOWSKI 1999).
Proteazy cysteinowe (EC 3.4.22.)) znale-
ziono w przewodzie pokarmowym (WALTER
i CLELIA 1994), w jadzie pszczelim (LIMA i
wspotaut. 2000) oraz ostatnio takze na po-
wierzchni ciala pszczot (GRzywWNOWICZ i
wspotaut. 2009). Proteazy cysteinowe zawie-
raja w centrum aktywnym Cys i His. Uczest-
nicza w wielu procesach biologicznych (tra-

wienie w lizosomach, aktywacja proenzy-
mow i pro-hormonow, proliferacja, fertyliza-
cja, apoptoza) (GRZONKA i wspotaut. 2001).

Metaloproteazy (EC 3.4.24.), bedace waz-
na grupa proteaz, wykryto w jadzie pszczelim
(LiMA i wspotaut. 2000) i rOwniez ostatnio
na powierzchni ciala pszczét (GRZYWNOWICZ
i wspotaut. 2009). Metaloproteazy odgrywaja
wazna role zarowno w procesach fizjologicz-
nych, jak i patologicznych ustroju. Biora one
udzial m.in. w procesach gojenia si¢ ran, mi-
gracji i proliferacji komorek, uczestnicza w
odpowiedzi zapalnej i procesach apoptozy i
angiogenezy (LIMA i wspotaut. 2000).

Proteazy asparaginowe (EC 3.4.23.) ziden-
tyfikowano na powierzchni ciata A. mellifera
(GrzywNOWICZ i wspotaut. 2009). Dotychczas
sa one jednak stabo poznane u pszczot U in-
nych organizmow uczestnicza w degradacji
biatek komorkowych i pozakomoérkowych,
wspotuczestnicza w stanach zapalnych (RoOSsz-
KOWSKA-JAKIMIEC i wspotaut. 2008), w apop-
tozie i nekrozie (KOWALSKA 2009), podczas
wirulencji mikroorganizmoéw (KOBIERZYCKA i
CIstO 2005) i trawienia w lizosomach (LEE i
wspotaut. 1998).

PRZEGLAD INHIBITOROW PROTEAZ U APIS MELLIFERA

Owady zabezpieczaja si¢ przed atakiem
patogenow oraz przypadkowym uruchamia-
niem roéznych proceséw komorkowych takze
poprzez synteze inhibitorow proteaz (BANIA i
POLANOWSKI 1999). Inhibitory proteaz odgry-
waja wiodaca role w utrzymaniu homeostazy
poprzez hamowanie aktywnoSci ich enzy-
mow docelowych (GAWLIK i wspotaut. 2005).
Inhibitory z hemolimfy owadéw podzielono
na dwie grupy: inhibitory niskoczasteczkowe
(ponizej 10 kDa), z reguly nalezace do inhi-
bitorow typu Kunitza, oraz inhibitory wiel-
koczasteczkowe (okolo 45 kDa), nalezace do
rodziny serpin (BANIA i POLANOWSKI 1999).

Oprocz podziatu inhibitoréw pod wzgle-
dem masy czasteczkowej, istnieje podzial ze
wzgledu na ich funkcje i zdolnoSci inhibo-
wania okreSlonych typow proteaz. U pszczot
wykryto inhibitory proteaz serynowych, cy-
steinowych i asparaginowych.

Inhibitory proteaz serynowych wystepu-
ja przede wszystkim w hemolimfie. Hamuja
one aktywnoS¢ proteaz pasozytniczych pato-
genow (glownie grzybow), utrudniajac ich
wnikanie do wnetrza ciala owada, a po inwa-
zji pasozyta, blokuja dzialanie jego enzymow
(BANIA i POLANOWSKI 1999). Oprocz tego
serpiny (inhibitory proteaz serynowych) re-
guluja koagulacje, melanizacje oraz synteze¢
anty-mikrobiologicznych biatek (Zou i wspot-
aut. 20006). Inhibitory proteaz serynowych
wystepuja rOwniez w jadzie pszczelim (LIMA
i wspotaut. 2000) oraz w przewodzie pokar-
mowym (MALONE i wspotaut. 1998).

Inhibitory proteaz cysteinowych i aspara-
ginowych zidentyfikowano w jadzie pszczot
(LiMA i wspotaut. 2000). STRACHECKA i GRZYW-
NowiICZ (2008) wykazali obecnosS¢ inhibito-
rOw proteaz asparaginowych i serynowych
takze na powierzchni ich ciata.

PROTEAZY I INHIBITORY PROTEAZ A INNE PROCESY BIOCHEMICZNE TJ. MELANIZACJA,
CHITYNIZACJA 1 SKLEROTYZACJA

Proteazy powierzchni ciata i ich inhibi-
tory sa powiazane z innymi mechanizmami,

tworzac uzupelniajacy sie, zlozony system
barier obronnych. Procesy biochemiczne i



48 ANETA STRACHECKA, JERZY DEMETRAKI-PALEOLOG

genetyczne regulujace aktywnoS¢ proteaz i
inhibitorow proteaz na powierzchni ciala
pszczoly miodnej zwiazane sa z takimi pro-
cesami jak melanizacja, powstawanie chity-
ny i sklerotyzacja (MERZENDERFER i ZIMOCH
2003, EVANS i wspotaut. 20006). Procesy te z
kolei powiazane sa z ochrona A. mellifera
przed patogenami. W wyniku dzialania im-
munogenéw dochodzi do indukcji syntezy
peptydow o aktywnoSci przeciwgrzybiczej.
Kaskada enzymow proteolitycznych prowa-
dzi do uwolnienia biatka Spatzle i polacze-
nia go z receptorem Toll lub Imd, co akty-
wuje cala droge przemian, prowadzaca do
ekspresji genow bialek odpornosciowych.
Melanizacja rOwniez wymaga zaktywowania
drogi Toll i wpltywa na zahamowanie inhi-
bitorow proteaz serynowych (LIGOXYGAKIS
i wspotaut. 2002). U owadow melanizacja
towarzyszy odczynom obronnym. Po uru-
chomieniu tego procesu aktywowana jest
pro-oksydaza fenolowa (ASGARI i wspotaut.
2003) lub odwrotnie, toksyczne chinony
uwolnione po aktywowaniu PpO inicjuja
biochemiczna kaskade biosyntezy melanin
oraz sa kierowane do sklerotyzacji kutikuli
i enkapsulacji (IWANAGA i LEE 2005). Melani-
na odklada sie wokol patogendow zarowno
w otoczkach, jak i w melanotycznych guz-
kach. Sama melanina dziala przy tym Scisle
fungistycznie, hamuje aktywnoS¢ chitynaz
i proteaz patogendw, a prekursor melani-
ny, 5,6-dihydroksyindol, oprécz aktywnosci
fungistycznej, dziala cytostatycznie (EVANS i
wspotaut. 2006). Melaniny, powstate w pro-
cesie ciemnienia oskorka, uszczelniaja okry-
we ciala owada, wchodza pomiedzy tancu-

chy chityny, a tym samym wzmacniaja jej
dzialanie ochronne jako mechanicznej ba-
riery przeciwzakaznej (MERZENDORFER i ZI-
MOCH 2003). Zwiazkiem laczacym melaniza-
cje i sklerotyzacje jest N-acetylodopamina,
ktora wraz z N-f-alanylodopamina jest pre-
kursorem procesu sklerotyzacji (MIESSNER
i wspotaut. 1991). Trojwarstwowy osko-
rek impregnowany chityna i substancjami
ttuszczowymi jest zatem twarda powloka
dodatkowo wspomagana przez system pro-
teolityczny, ktora chroni cialo owada przed
urazami mechanicznymi oraz dzialaniem
enzymow bakteryjnych i grzybiczych (Ba-
NIA i POLANOWSKI 1999). Stosujac grzyby
markerowe (Candida albicans i Aspergil-
lus fumigatus), STRACHECKA i GRZYWNOWICZ
(2008) wykazali, ze im wyzsza jest aktyw-
nos¢ inhibitorowa proteaz, tym lepsze jest
zabezpieczenie pszczol przed patogenami.
AktywnoS¢ tych inhibitorOw zmienia sie
u poszczegodlnych faz rozwojowych w roz-
nych porach roku. Wiosna pszczoty wyka-
zywaly male aktywnoS$ci przeciw entomo-
patogenom i narazone byly na zakazenia
grzybicami. Duzy wplyw na stan zdrowotny
i przezywalnoS¢ rodziny ma dokarmianie
i wilgotnos¢ w gniezdzie w okresie zimy.
Najwyzsza aktywnoScia inhibitorowa pro-
teaz, praktycznie przez caly okres wegeta-
cyjny, charakteryzowaly si¢ robotnice, co
wskazuje na szczegélna ochrone tej kasty
przed patogenami. U matek i trutni aktyw-
nos¢ ta byla wysoka latem, co najprawdo-
podobniej wynika z pozycji i funkcji jaka
petnia one w rodzinie pszczele;j.

CZYNNIKI WPELYWAJACE NA AKTYWNOSC SYSTEMU PROTEOLITYCZNEGO

Na obraz bariery proteolitycznej moze
wplywac¢ wiele czynnikow Srodowiskowych,
w tym cywilizacyjnych (tj. zanieczyszczenie
srodowiska, akarycydy itp.). JesSli rodzina
pszczela funkcjonuje w Srodowisku skazo-
nym, to surowce roSlinne oraz powietrze sa
takze skazone. Cz¢SC zanieczyszczen bedzie
wiec kumulowala si¢ w organizmach owa-
dow (ROMAN 2006). Powoduje to zachwianie
homeostazy oraz zmiany w roznych ukltadach
organizmu. W badaniach wykonanych w
dwoch pasiekach stacjonarnych, zlokalizowa-
nych w rejonach charakteryzujacych si¢ roz-

nym stopniem antropopresji na Srodowisko
wykazano, ze zanieczyszczenie Srodowiska
ma istotny wplyw na stan bariery proteoli-
tycznej powierzchni ciata, a co za tym idzie
na st¢zenie bialek powierzchniowych, aktyw-
noSC proteaz i naturalnych inhibitorow pro-
teaz oraz na aktywnoSC przeciwpatogenna.
Im czystsze Srodowisko tym uklad immuno-
logiczny robotnic lepiej prosperuje i radzi
sobie z inwazja patogenow, stezenie bialek
na powierzchni ciala robotnic jest wyzsze,
podobnie jak aktywnoSci systemu proteoli-
tycznego (STRACHECKA i wspotaut. 2010).
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PODSUMOWANIE

Rozpatrujac czynniki wpltywajace na efekt
CCD i ogolny spadek odpornosci u pszczot
nalezy zwroci¢ uwage na stan bariery pro-
teolitycznej na powierzchni ich ciata, ktorej
aktywnoSc¢ zalezy przede wszystkim od kasty,
stadium rozwojowego oraz stanu zanieczysz-
czenia Srodowiska.

Proteazy asparaginowe, serynowe, tio-
lowe i metaloproteazy sa zaangazowane w

wewnatrz- i zewngtrzkomorkowe trawienie
bialek w wielu procesach biologicznych. Wy-
stepuja w organizmie pszczoly miodnej w
przewodzie pokarmowym, w hemolimfie, w
ptynie wylinkowym, w jadzie pszczelim i na
powierzchni ciala. Enzymy te sa waznym ele-
mentem bariery ochronnej kutikuli pszczol,
ktorej utrzymanie jest niezbedne aby chronic
pszczoly przed patogenami.

SYSTEM PROTEOLITYCZNY POWIERZCHNI CIALA APIS MELLIFERA W ZACHOWANIU
ZDROWOTNOSCI RODZIN PSZCZELICH

Streszczenie

Ostatnio coraz czeSciej mowi si¢ i pisze o efek-
cie CCD (colony collapse disorder), ktorego prze-
jawem jest masowe ginig¢cie rodzin pszczelich Apis
mellifera. Pociaga to za soba ogromne straty ekono-
miczne w produkcji roslin oleistych, owocow i wa-
rzyw. Pomimo wysitku naukowcéw z catego Swiata,
problem masowego gini¢cia pszczot nie zostat jesz-
cze rozwiazany, a przyjmuje on juz wymiar globalny.
Trzeba podkresli¢, ze w wielu przypadkach, poten-
cjalne czynniki chorobotworcze (kazdy osobno) nie
powoduja ztych nastepstw. Dlatego coraz liczniejsze
grono badaczy uwaza, ze za CCD odpowiadaja nie
tyle te czynniki per se, ale raczej ogolny spadek od-
pornosci pszczot spowodowany postepem cywili-

zacyjnym oraz intensyfikacja rolnictwa i metod ho-
dowli. W tym kontekScie poznawanie mechanizmow
i uwarunkowan odpornoSci/opornosci pszczot,
moze przyczynic¢ si¢ do lepszego zapobiegania CCD
i wielu innym chorobom.Waznym sktadnikiem ze-
wnetrznej bariery obronnej Apis mellifera jest war-
stwa biologicznie aktywnych bialek na powierzchni
ciata. Chronia one organizm przed inwazja patoge-
noéw. Ostatnio wykazano, ze wiele z tych bialek ma
aktywnos¢ proteaz i inhibitorow proteaz. A na ich
aktywnoS¢ na powierzchni ciatla pszczot wplyw ma
stadium rozwojowe owada, kasta oraz zanieczyszcze-
nie Srodowiska.

THE BODY SURFACE PROTEOLYTIC SYSTEM OF APIS MELLIFERA IN PRESERVING THE HEALTH
OF BEE COLONIES.

Summary

The CCD effect (colony collapse disorder), mani-
fested in the massive disappearing of bee (Apis mel-
lifera) colonies, has recently become the reason for
much debate and inspired numerous publications.
The phenomenon entails enormous economic losses
in the production of oil plants, fruit and vegetables.
Despite scientists’ efforts worldwide, the problem
of massive dying out of bees has not been solved
yet. Meanwhile, it has assumed global dimensions.
It must be stressed that, in many cases, potential
pathogenic factors (separately) do not have unto-
ward consequences. Therefore, increasingly more re-
searchers think that CCD is not caused by those fac-
tors per se, but rather by a general immunity impair-

ment that stems from the progress of civilization, as
well as intensified agriculture and breeding. In this
context, understanding the mechanisms and condi-
tions of apian immunity/resistance can help better
prevent CCD and numerous other diseases.

An important element of the external protective
barrier of Apis mellifera is the biologically active
protein layer on the body surface. The proteins pro-
tect the organism from pathogen invasions. Recently,
it has been shown that many of those proteins are
characterised by protease and protease-inhibitor ac-
tivity. More specifically, this body-surface activity in
bees depends on the developmental phase and caste
of the insect, as well as environmental pollution.
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