Acta Agrophysica, 2003, 1(4), 705-710

WPLYW TEMPERATURY I BAKTERII GLEBOWYCH NA ODBUDOWE
UKLADU ODPORNOSCIOWEGO I REPRODUKCJE DZDZOWNIC*

Ewa Olchawa, Barbara Czerny, Barbara Plytycz

Zakiad Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, ul. Ingardena 6,
30-060 Krakéw, e-mail: plyt@zuk.iz.uj.edu.pl

Streszczenie Dendrobaena veneta (Annelida, Oligochaeta, Lumbricidae), draznione
eksperymentalnie pradem (5V) wyrzucaja z przestrzeni celomatycznej okoto 95% celomocytow. Taka
utrata celomocytéw nie wplywa na przezywalno$é zwierzat. W ciagu jednej doby po wyrzucie w
celomie pojawia sig okoto 50% wyjsciowej liczby komorek. Ta liczba nie ulega zmianie u dzdzownic
przeniesionych z temperatury pokojowej do temperatury 10°C, natomiast wraca do normy w ciagu 3-4
tygodni u okazéw trzymanych w 22°C. Koreluje to z niska i wysoka zawarto$cia bakterii w plynie
celomatycznym i probkach gleby w 101 22°C po 6 tygodniach od wyrzutu komérek. Niska temperatura,
lecz nie wyrzut celomocytow, wptywa na obniZenie liczby skladanych kokonéw.

Stowa kluczowe: dzdzownice Dendrobaena veneta, temperatura, celomocyty, ptyn
celomatyczny, kokony

WSTEP

Dzdzownice posiadaja liczne mechanizmy zapewniajace obrong przed
zakazeniem. Oprocz barier anatomiczno-fizjologicznych, obrone przed drobno-
ustrojami umozliwia im system odpornosciowy komorkowy (celomocyty zawieszo-
ne w plynie celomatycznym) oraz humoralny (lizozym, proteazy, uktad profenolo-
ksydazy). W warunkach naturalnych dzdzownice sg narazone na utrate ptynu celo-
matycznego wraz z celomocytami i substancjami rozpuszczonymi, gdyz zostaje on
wyrzucony przez pory w grzbietowej stronie ciata u okazéw podraznionych przez
czynniki chemiczne lub mechaniczne. W warunkach eksperymentalnych taki wyrzut
celomocytéw mozna sprowokowaé dziataniem etanolu lub stabego pradu ele-
ktrycznego [5]. Wiadomo réwniez, ze pula celomocytdw odbudowuje si¢ u Eisenia
Joetidaw ciagu 2 tygodni [3], natomiast u Lumbricus terrestris po 6 tygodniach [3].

*Praca byla czesciowo finansowana przez grant BW/9/12/2002.
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Celem pracy byto zbadanie wptywu temperatury oraz bakterii glebowych na
przezywalno$¢ i reprodukcj¢ dzdzownic Dendrobaena veneta, a glownie na
odbudowe puli celomocytéw po ich wyrzucie przez eksperymentalne draznienie
pradem.

MATERIAL I METODY

Do$wiadczenie przeprowadzono na dorostych osobnikach D. veneta, (pochodza-
cych z Hodowli Dzdzownic Ekargo ze Stupska) przetrzymywanych w temperaturze
22 lub w 10°C (aklimacja do niskiej temperatury przez 2 tygodnie). U czgsci zwierzat
prowokowano wyrzut celomocytéw dzialaniem przez 1 minut¢ pradu statego (5V)
wg Rocha [8]. Zwierzgta draznione jak i nie draznione pradem (kontrolne) umie-
szczono ponownie w glebie i przetrzymywano w temperaturze 22 lub 10°C przez 6
tygodni w okresie luty-marzec. Zwierz¢ta aklimowane do 10°C po wyrzucie celomo-
cytow, umieszczono ponownie w 10°C. W przeciagu 6 tygodni sprawdzano prze-
zywalno$¢ osobnikéw, liczbe wyprodukowanych kokonéw, okreslono liczbe
celomocytow (w hemocytometrze Biirkera) oraz okre§lano poziom bakterii w glebie
i plynie celomatycznym metoda MTT zaadoptowana z prac Plytycz i Seljelida [7]
oraz Olanczuk-Neyman i Jankowskiej [6]. Liczbg celomocytéw pozostatych w jamie
ciata po wyrzucie ptynu celomatycznego oceniano poprzez rozcigcie znieczulonych
uprzednio zwierzat, a nastgpnie pobranie ptynu z celomocytami pipeta Pasteu-
rowska, po czym komorki liczono jak uprzednio. Do opracowania wynikow uzyto
testu t-Studenta wykorzystujac program komputerowy Exel 9.0

WYNIKI I DYSKUSJA

Dziatanie pradu elektrycznego spowodowato wyrzut 422,76+30,36 celomo-
cytow od okazu, co stanowito okoto 95% puli tych komorek. W temperaturze 22°C
juz w ciagu pierwszej doby liczba celomocytéw osiagneta okoto 50% puli wyjscio-
wej (prawdopodobnie na skutek ich uwolnienia z hipotetycznej puli zapasowe;j),
amiedzy 3 14 tygodniem wrocita do normy (prawdopodobnie na skutek proliferacji
indukowanej stymulacja antygenowa) (Rys. 1a). Pojawia sig pytanie, czy proliferacji
ulegaja celomocyty w ptynie celomatycznym, czy tez celomocyty zlokalizowane
w hipotetycznej puli zapasowej, ktéra moze - lecz nie musi - by¢ tozsama z miejscem
ich proliferacji.

U dzdzownic przetrzymywanych w ciggu catego doswiadczenia w 22°C, jak i u
okazéw przeniesionych bezposrednio po wyrzucie komoérek do 10°C, pula
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Rys. 1. Liczba celomocytéw przed (czas 0) oraz po wyrzucie plynu celomatycznego dziataniem 5V
pradu na dzdzownice Dendrobaena veneta przetrzymywane w glebie 0-6 tygodni w temperaturze a)
22°C lub b) 10°C. Grupe kontrolng stanowily dzdzownice nie draznione pradem i przetrzymywane w
tych samych warunkach. Gwiazdki wskazuja istotna réznice w liczbie celomocytow w stosunku do
wartoéci wyjéciowej. # - Roznica statystycznie istotna miedzy grupa kontrolng a badana (p<0,05)
Fig. 1. The number of coelomocytes before (time 0) and after extrusion of coelomic fluid by 5V electric
current from the earthworms Dendrobaena veneta, kept in the soil for 0-6 weeks at a) 22°C or b) 10°C.
Control groups consisted of earthworms without electric shock and maintained at the same conditions.
Asterisk indicate mean values significantly different from the initial number of coelomocytes. # Mean
values statistically significantly different between the control and experimental groups (p<0.05)
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Rys. 2. Zawarto§¢ bakterii (mierzona testem MTT) w glebie oraz w plynie celomatycznym (CF) D.
veneta w 6 tygodni po wyrzucie celomocytéw z jamy ciata. OD - ggsto$¢ optyczna przy 570 nm

Fig. 2. Bacteria content in the soil and coelomic fluid (CF) of D. veneta at 6 weeks after extrusion of
coelomocytes from coelomic cavity. OD - optical density at 570 nm
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celomocytow osiagnela w ciagu pierwszej doby 50% liczby wyjsciowej, lecz - w prze-
ciwienstwie do do$¢ szybko powigkszonej ich liczby w temperaturze pokojowej -
W zimnie utrzymata sig na takim poziomie przez caty okres trwania do§wiadczenia (6
tygodni) (Rys. 1b). Prawdopodobnie wynikalo to z zahamowania proliferacji
komorek w niskiej temperaturze i/lub ze zmniejszonej stymulacji antygenowej, gdyz
6 tygodni po wyrzucie komérek ptyn celomatyczny dzdzownic trzymanych w 10°C
zawieral znacznie mniej bakterii, niz u okazéw trzymanych w 22°C, co korelowato
z zawarto$cig bakterii w glebie (Rys. 2).

W celomie zwierzat zaadoptowanych do 10°C w 24 godziny po wyrzucie poja-
wito sig tylko 30% komérek w stosunku do wartosci wyjsciowej, lecz w ciagu 4-7 dni
liczba komérek osiagneta 50% wyjéciowej puli celomocytéw, podobnie jak u oka-
z6w przeniesionych z ciepta do zimna dopiero po wyrzucie komérek (Rys. 3).
Uwolnienie jeszcze mniejszej liczby celomocytow z puli zapasowej, niz u okazéw
z grupy poprzedniej, moze by¢ spowodowane zahamowaniem ich metabolizmu juz
podczas aklimacji do zimna.

Utrata celomocytow prowadzi do nadmiernego rozwoju bakterii [1], co moze
prowadzi¢ do intoksykacji organizmu i w konsekwencji jego $mierci. Dales i Kalag
[2] wykazali, Ze ptyn celomatyczny pozbawiony celomocytéw stwarza komfortowe
warunki dla rozwoju bakterii, ktorych liczba w ciagu 2 godzin wzrasta dwukrotnie.
Wyrzut ptynu celomatycznego jest naturalnym odruchem obronnym dzdzownic na
uszkodzenia mechaniczne, podraznienia chemiczne oraz atak dra- pieznikéw.
Istnienie puli zapasowej komoérek odpornoéciowych chroni dzdzownice przed
rozwojem infekcji przez wiele dni po wyrzucie ptynu celomatycznego, az do
odbudowy petnej puli tych komarek.
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Rys. 3. Liczba celomocytéw wyrzuconych dziataniem 5V pradu na dzdzownice Dendrobaena veneta
aklimowane i nieaklimowane do temperatury 10°C. # Réznica statystycznie istotna miedzy grupa
aklimowang a nieaklimowana (p<0,05)

Fig. 3. The number of coelomocytes extruded by 5V electric current from earthworms Dendrobaena
veneta acclimated and non-acclimated to 10°C. # Mean values statistically significantly different
between acclimated and non-acclimated groups (p<0.05)
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W opisanych powyzej doswiadczeniach, bez wzgledu na temperaturg i wysoka
lub niska zawarto$é bakterii glebowych, odnotowalismy 100% przezywalno$¢
okazéw. Okazalo sie takze, ze czeSciowa utrata komorek odpornoéciowych nie
powodowata émiertelnosci zwierzat ani tez nie ostabiata ich reprodukeji. Produkcje
kokonow D. veneta jest zalezna od temperatury i jest nizsza w 10 niz w 22°C (Rys. 4).
Podobne rezultaty uzyskali Fayolle i in. [4] badajac wplyw temperatury i pozywienia
na rozmnazanie D. veneta. Stwierdzili oni, iz produkcja kokonow jest istotnie nizsza
w temperaturze 10°C niz w 20 1 25°C.
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Rys. 4. Liczba sktadanych kokonéw przez osobniki D. veneta pozbawione celomocytéw dzialaniem 5V
pradu i przez osobniki kontrolne, przetrzymywane w 10 lub 22°C

Fig. 4. The number of cocoons deposited by D. veneta depleted of coelomocytes with 5V electric current
and respective control animals, kept at 10 or 22°C

WNIOSKI

1. Draznienie pradem (5V) dzdzownic (Dendrobaena veneta) powoduje wyrzut
okoto 95% celomocytow z przestrzeni celomatycznej. W ciggu pierwszej doby po
wyrzucie pojawia si¢ okoto 50% puli wyjéciowej celomocytow.

2. W temperaturze 10°C tempo odbudowy celomocytéw oraz reprodukcja D.
veneta jest wolniejsze niz w 22°C.
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EFFECTS OF TEMPERATURE AND SOIL BACTERIA ON RESTORATION
OF THE IMMUNE SYSTEM AND REPRODUCTION OF EARTHWORMS
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Summary. Dendrobaena veneta (Annelida, Oligochaeta, Lumbricidae), irritated with electric
current (5V) extrude from the coelomic cavity up to 95% of coelomocytes. Such a loss of coelomocytes
does not affect the animal viability. During twenty-four hours after extrusion about 50% of the initial
number of coelomocytes is restored. This number does not changes in earthworms transferred from the
room temperature to 10°C, while is restored to the control level during 3-4 weeks in animals kept at
22°C. This correlates with the low and high bacterial content in the coelomic fluid and soil samples at 10
and 22°C at 6 weeks after cell extrusion. The low temperature, but not coelomocytes loss, causes the
decrease of the numbers of deposited cocoons.

Keywords: Dendrobaena veneta, temperature, coelomocytes, coelomic fluid, cocoons




