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Streszczenie

Niniejsza praca koncentruje si¢ na komérkowych reakcjach obronnych owadéw
zachodzacych pod wplywem infekcji patogennym grzybem. Analizie poddane zo-
staly trzy gatunki owadéw -+ dwa wrazliwe na infekcje grzybowe (Dendrolimus pi-
ni, Galleria mellonella) 1 jeden niewrazliwy (Caliphora erythrocephala). Celem
pracy bylo przeanalizowanie zmian w ukladzie hemocytarnym wybranych gatun-
kow owadow zarazonych grzybem Conidiobolus coronatus oraz opracowanie wa-
runkow do hodowli in vitro hemocytéw owadéw. Dodatkowo podjete zostaly proby
uzyskania frakcji odrgbnych klas hemocytéw. Kultury in vitro poszczegdlnych klas
hemocytow stanowi¢ bedg model doswiadczalny przysztych badan.

W hemolimfie larw G. mellonella 1 D. pini wyodrebniono 5 klas hemocytow:
prohemocyty, plazmatocyty, granulocyty, oenocyty oraz sferulocyty, a u C. erythro-
cephala oprocz wyzej wymienionych klas stwierdzono wystepowanie dodatkowo
trombocytoidow. Podczas prawidlowego rozwoju owadéw liczebnos¢ poszczegdl-
nych klas hemocytow podlegata charakterystycznym zmianom.

Zarazenie grzybem Conidiobolus coronatus powodowato u badanych gatunkéw
owadow zmiany 1losciowe hemocytow, przejawiajace sie znacznym spadkiem li-
czebnosci plazmatocytow u silnie zarazonych owadéw. Infekcji towarzyszyly zmia-
ny w morfologil 1 wlasciwosciach hemocytéw. Nasilonej mikozie towarzyszyly
zmiany apoptyczne plazmatocytéw oraz dezintegracja granulocytow. Jak wykazaly
badania, tylko cze¢s¢ larw G. mellonella oraz D. pini byla w stanie przeciwstawic sie
zarazeniu grzybem C. coronatus. Przyczyng niewydolnosci odpowiedzi immunolo-
gicznej byto prawdopodobnie wydzielanie przez grzyb w trakcie infekcji toksycz-
nych metabolitow. Metabolity uwalniane przez C. coronatus do medium wywoly-
waly takze zaburzenia w procesie adhezji plazmatocytéw do podtoza w hodowlach
hemocytow in vitro oraz przyczynialy si¢ do zwigkszonej degranulacji granulocy-
tow. Ekspozycja larw C. erythrocephala na zarodniki grzyba nie prowadzita do za-
razenia, nic miata tez zadnego wplywu na ich uktad hemocytarny. Jednakze wpro-
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wadzenie niewielkiej nawet ilosci zarodnikéw grzyba bezposrednio do hemocelu
larw wywolywalo silng infekcje prowadzacg do ich Smierci. Hemocyty zarazonych
w ten sposéob larw ulegaly znieksztalceniu 1 dezintegrac)i.

Hodowla pelnej puli hemocytow jest bardzo trudna, nie tylko ze wzgledu na ko-
niecznos¢ dobrania odpowiednich warunkéw (imitujgcych srodowisko hemolimty),
ale réwniez z powodu niestabilnosci pewnych klas oraz indukcj¢ procesu melaniza-
cji poza organizmem owada. Warunki zastosowane w tej pracy pozwalaja na diugo-
trwalg (do 28 dni) hodowle in vitro hemocytéw C. erythrocephala, dlatego prawdo-
podobnie mozliwe bedzie wyprowadzenie z nich lini1 komérkowych. Zapropono-
wane warunki hodowli hemocytéw D. pini s3 odpowiednie do prowadzenia hodow-
li 0 Srednim czasie trwania (do 14 dni), co w potgczeniu z mozliwoscig pobudzenia
prohemocytéw oraz plazmatocytéw D. pini przez Con A do podzialow mitotycz-
nych takze stwarza szans¢ wyprowadzenia z nich lini komérkowych. Z kole1 wa-
runki hodowli zastosowane dla hemocytow G. mellonella, sg odpowiednie do
utrzymywania jedynie krotkotrwatych (nie przekraczajgcych 7 dni) hodowli.

Rozdzialy hemocytéw prowadzone metodami wirowania w gradiencie Percollu,
metoda wykorzystujacg réznice w adhezji odmiennych klas hemocytow do nici
nylonowych lub witdkien szklanych, umozliwily otrzymanie nast¢pujgcych
czystych frakcji komoérek: plazmatocytow C. erythrocephala, plazmatocytow G.
mellonella oraz sferulocytéw G. mellonella. Czyste frakcje komorkowe bedg w
przysztosci uzyte do badan nad czynnikami biorgcymi udzial w interakcjach
pomigedzy hemocytami w ramach zintegrowanych reakcji obronnych owadow.




