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ABSTRACT: Results of the investigations of toxicity properties of some social Aculeata
venoms were presented. The action of crude venoms of six aculeate species: Apis mellifera,
Bomhus sp., Vespa crabro, Vespula germanica, Vespula vulgaris, Polistes sp. on human
erythrocytes, larvas of Calliphora sp. and new-born Mus musculus was investigated in order
to determine the hemolytic potency and complete toxicity of different aculeate venoms.
Hemolityc potency was defined by quantity of free hemoglobin released under the influence
of venom. Investigations were realized for concentrating different of venoms and different
time of incubation. The complete toxicity of venoms there was determined by toxical value
DLS (dosis lethaly). Aculeate venoms to appear as a strong toxical substances and their
composition and function depend on constitution and function of the aculeate venom
apparatus.
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1. WSTEP

Od najdawniejszych czaséw ludzi interesowaly zwierzeta jadowite i trujace
zarébwno z powodu wysokiego ryzyka Smierci w przypadku ukaszen i uzadlen,
jak i ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania ich jadu jako surowcow
Srodkow terapeutycznych.

Ochronna funkcja toksycznych zwigzkow rozwineta sie u zwierzat wtornie
z fizjologicznej czynnosci nie zwigzanej z jadowitoscia, jednakze wykorzystanie
Srodkdw chemicznych celem odstraszenia lub zabicia przeciwnika okazato
sie by¢ niestychanie skuteczne, powinno tez by¢ energooszczedne i miec
duzg warto$¢ przystosowawczg.

Istnieje wiele sposobOw tworzenia i uwalniania substancji toksycznych
u zwierzat. Substancje te rdznig sie miedzy sobg sktadem, wiasciwosciami
i stanowig zwykle réznorodne mieszaniny, z ktérych zaledwie kilka frakcji
odpowiada za calg ich toksyczno$é, a pozostate, wielokrotnie mniej aktywne,
jedynie wspdtdziatajg z frakcjami podstawowymi dajac koncowy efekt,
bedacy konsekwencjg dziatania wszystkich sktadnikéw jadu (Ackermann
1948, Bajger 1976, Bamks, Shipolini 1986).

Skiad i wihasnosci chemiczne jadu dosy¢ znacznie roznig sie u poszczegol-
nych rodzin Aculeata (Habermann 1972, Nakajima i in. 1985
O Connor iin 1962). W jadach tych, podobnie jak w toksynach innych
zwierzat jadowitych, wyr6zniono wiele podobnych do siebie, ale jednak
réznych sktadnikow, gtéwnie o charakterze biatkowym (Argiolas, Pisano
1984, Banks i in. 1978, Gaul die i in. 1976, Higashijima i in.
1984, Jentsch 1978, Weber i in. 1986). Stad tez mozna przypuszczac,
ze roznice w aktywnosci toksycznej u poszczeg6lnych przedstawicieli zadtéwek
powinny by¢ zauwazalne, a z uwagi na to, ze aktywnos$¢ ta, zalezna od
sktadu komponentow jadu, jest specyficzna gatunkowo i filogenetycznie
uwarunkowana, réznice te powinny zaleze¢ rowniez, szczegOlnie u grup
o dalszym pokrewienstwie ewolucyjnym, od funkcji i sposobu wykorzystania
aparatu jadowego.

Podstawowy zestaw skladnikéw jadu zadtowek jest dosy¢ podobny do
komponentéw jadéw wezy (tab. I).



Tabela |
Aktywne sktadniki jadéw wybranych zadtéwek (Aculeata) i wezy (Habermann 1972)

Biochemically active constituents of various some aculeate and snakes venoms (Habermann
1972)

Osa i szerszen Weze
Wasp and homet Snakes

Pszczota miodna Trzmiel
Honey bee Bumblebee

Aminy biogenne Biogenic amines

histamina histamina histamina
serotonina serotonina
dopamina dopamina
noradrenalina noradrenalina
adrenalina
tyramina

acetylocholina

Toksyczne biatka i polipeptydy Protein and polypeptide toxins (nonenzymatic)

melittyna bombolityny cardiotoksyna
apamina
MCD-peptyd bombolityna mastoparan
kinina neurotoksyny
Ves-cps
sekapin
tertiapin

fosfolipaza A
(EC 3.1.14)
fosfolipaza B
(EC 3.1.15)
hialuronidaza
(EC 3.2.1.35)

fosfolipaza A

hialuronidaza

Enzymy Enzymes

fosfolipaza A
fosfolipaza B

hialuronidaza

fosfolipaza A

hialuronidaza
i inne (and other)

fosfomonoesteraza fosfomonoesteraza

EC 3.1.3.2)
glukozydaza
(EC 3.2.1.20

2. MATERIAL | METODY

Jad zadtowek pozyskiwano draznigc owada przez uciskanie w okolicy
tutowia i zbieranie wydzielanego z korica odwioka jadu na szkietko zegarkowe.
Po wysuszeniu krystaliczny jad przechowywano w temperaturze okoto 5°C.
Do badan wykorzystywano rowniez jad firmy SIGMA. Zbadano jady
nastepujacych przedstawicieli zadtowek spotecznych: Apis mellifera L.,
Bombus sp. Latr., Vespa crabro L., Vespula germanica Fabr., Vespula
vulgaris L. i Polistes sp. Latr.



2.1. Badanie wiasnosci hemolitycznych jadu

Zjawisko hemolizy erytrocytdw zachodzi pod wptywem wielu czynnikow
fizyko-chemicznych i polega na zniszczeniu bgdz uszkodzeniu btony krwinki
i uwolnieniu zawartej w niej hemoglobiny (Pawelski 1983). W normalnych
warunkach fizjologicznych hemoglobina zostaje uwolniona z erytrocytéw
w procesie ich obumierania.

Prostym sposobem wywotania hemolizy jest umieszczenie krwinek w $ro-
dowisku hipotonicznym (Pawelski 1983). Po przekroczeniu granicy opor-
nosci osmotycznej erytrocytu, nastepuje pekniecie btony komdrkowej i hemo-
globina wydostaje sie na zewnatrz komérki. W roztworach izotonicznych
hemolize mozna wywotaé wykorzystujgc niektore $rodki chemiczne, na
przyktad silne kwasy, tugi, detergenty. Zwigzki te wchodzac w reakcje ze
sktadnikami btony powodujg zanik wiasciwosci poétprzepuszczalnych otoczki.
Hemolize mozna tez wywota¢ zamrazajac krew, gdyz utworzony w krwince
16d rozrywa jej btone.

Jak juz wspomniano poprzednio, wihasnosci hemolityczne majg toksyny
wiegkszosci gatunkéw zwierzat jadowitych, w tym réwniez zgdtéwek. Jednakze
sita tych wiasnosci jest rézna u poszczeg6lnych gatunkdw i, jak mozna
sgdzi¢, zalezna od sktadu komponentéw jadu, a wiec powinna by¢ specyficzna
gatunkowo i uwarunkowana filogenetycznie.

Ludzkie krwinki uzywane do oznaczen pochodzity od zdrowych, przypad-
kowo wybranych pacjentdw zgtaszajacych sie na okresowe badania kontrolne
do Laboratorium Analitycznego ZOZ t6dz-Srédmiescie. Krew pobierano
z zyly tokciowej (vena cubit) w ilosci okoto 5 ml i przenoszono bezposrednio
do probowek zawierajagcych jako antykoagulant heparyne (Pawelski
1983) w ilosci okoto 0,1 mg/ml. Po pieciokrotnym przemyciu krwinek
trzykrotng objetoscig 0,9% roztworu NaCl zbuforowanego 10 mM buforem
fosforanowym o pH 7,4 (PBS) zawieszano je w roztworze PBS, zachowujgc
objetos¢, jakg miata krew petna w probéwce (5 ml). Nastepnie zawiesiny
krwinek pochodzace od kilkudziesieciu oséb mieszano ze sobg. Tak przy-
gotowany materiat wykorzystywano w ciggu 48 godz. do przeprowadzenia
oznaczenia hemolizy pojedynczej probki jadu. W razie koniecznosci prze-
chowywano krwinki w temperaturze okoto 4°C. Wymieszanie krwinek
eliminowato roznice pomiedzy materiatem wykorzystywanym do badan,
przy nastepnych oznaczeniach kolejnych probek jadu.

Przed przystapieniem do dalszych czynnosci oznaczano stezenie hemo-
globiny w wykorzystywanym materiale stosujagc metode cyjanmethemoglo-
binowg (tzw. metode Drabkina - KrawczynAski, Osinski 1967) z wy-
korzystaniem zestawu do oznaczen firmy ,Biomed”. Ponadto oznaczano
kazdorazowo hematokryt wykorzystywanej zawiesiny krwinek i obliczono
liczbe krwinek zawartych w 1 mma3 roztworu.



Krystaliczny jad rozpuszczano w wodzie destylowanej osiggajgc wymagane
stezenie okre$lane na podstawie zawartosci biatka w roztworze oznaczanego
metodg Lowry’ego i wspr. (1951).

Przemyte krwinki odpowiednio rozcieficzano w celu uzyskania odpowied-
niego ich stezenia i po odwirowaniu oznaczano stopien hemolizy w super-
natancie, aby wyeliminowa¢, w dalszych obliczeniach, autohemolize. Stopien
hemolizy oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie pomiaru absorpcji
Swiatta o diugosci 540 nm pochionietego przez uwolniong do roztworu
hemoglobine, wykorzystujgc spektrofotometr marki ,,Specol”.

Do tak przygotowanych préb dodawano jad badanego gatunku zgdtdwek
w zadanych ilosciach, wykorzystujac w tym celu mikrostrzykawki marki
»Hamilton”. W kazdej serii pomiarow dotyczacych badanej prdbki jadu
pozostawiano proby kontrolne, do ktérych jad nie byt wprowadzany, celem
$ledzenia dalszej autohemolizy i uwzglednienia jej w kofncowych obliczeniach.
Préby inkubowano w temperaturze 37°C.

Pomiary wartosci ekstynkcji uwolnionej hemoglobiny dokonywane byly
w roznych punktach czasowych (najczesciej po 60 min, a takze dla niektorych
prob po 15, i 30 min inkubacji) liczonych od momentu podania jadu.
W tym celu kazdorazowo proba zawierajgca krwinki byta odwirowywana,
a w supematancie mierzona byla warto$¢ ekstynkcji. Potem krwinki zostawaty
doktadnie wymieszane i inkubacja byta kontynuowana do kolejnego punktu
pomiarowego.

Oznaczone spektrofotometrycznie wartosci ekstynkcji przeliczono na
wartosci stezenia uwolnionej hemoglobiny w prébach. W tym celu postuzono
sie specjalnie sporzagdzonym wzorcem roztworu hemoglobiny, ktérego stezenie
zostato oznaczone wspomniang juz metodg Drabkina. Wyniki zostaty
poddane opracowaniu statystycznemu (Armitage 1978).

2.2. Badanie witasnosci ogolnotoksycznych jadu

W celu oceny stopnia toksycznos$ci jadu badanych gatunkow zadtowek
wykonano oznaczenia wartoSci DL

Okreslona dawka lub stezenie toksyny wywotuje w organizmie okreslone
reakcje. Dziatanie toksyczne zalezy nie tylko od dawki, czyli ilosci przyjetej
trucizny, ale rowniez od jej rodzaju i czasu narazenia. W badaniach
toksykometrycznych parametr czasu jest parametrem statym i stad, aby
oceni¢ warto$¢ toksyczng badanego jadu, nalezy okres$li¢ zalezno$¢: dawka-
-efekt. Dziataniem okre$lamy zmiany wystepujace u poszczegdlnych osobnikow
wywotane réznymi dawkami wprowadzanej substancji obcej. Moze by¢ ona
mierzona w stopniowej skali intensywnos$ci zmian, a stwierdzane zmiany
mozna odnies¢, u poszczeg6lnych osobnikéw, bezposrednio do wielkosci



narazenia. Tego typu ocena moze okazac si¢ niewystarczajgca w przypadku
pewnego typu reakcji - dziatanie uczulajace, rakotwdrcze itp., poniewaz
powstate odchylenia od stanu prawidtowego - chorobowe - odnoszg sie do
catej populacji, a nie do pojedynczego osobnika, wyrazajgc zaistniate
zmiany w procentach lub podajgc liczbe osobnikow, ktore zareagowaty na
dziatanie toksyczne badanej substancji. Taka zaleznos¢ okresla sie jako
dawka-odpowiedz, a wykresem jej jest zazwyczaj krzywa sigmoidalna (rys. 1).

dose (9)

Rys. 1. Zalezno$¢ dawka-odpowiedz

Fig. 1. Dependence dose-response

W zaleznosci od wywotywanych przez substancje toksyczng efektow
rozroznia sie nastepujace dawki (Gotubie w i in. 1978):

- dawka graniczna, czyli progowa (dosis minima, DM) - ilos¢ substanciji,
ktéra wywotuje pierwsze spostrzegalne efekty biologiczne; ponizej tego
progu substancja nie wywotuje dziatania toksycznego;

- dawka lecznicza (dosis curativa, DC) - wykazuje dziatanie terapeutyczne;

- dawka toksyczna (dosis toxica, DT) - wywotluje objawy zatrucia oraz
odwracalne zaburzenia czynno$ciowe organizmu;

- dawka $miertelna (dosis letalis, DL) - powoduje uszkodzenia nie-
odwracalne i $mier¢ organizmu.

Niektorzy autorzy charakteryzujagc toksyczno$¢ substancji w strefie
dawek Smiertelnych wykorzystujg takie kryteria jak DLO i DL1X0 chociaz



wiadomo, ze ze statystycznego punktu widzenia sg one niedostateczne
i nieuzasadnione (Go tubiew i in. 1978). W wielu pracach niezbicie
wykazano, ze DLO i DL1X to znaczy dawki nie powodujgce w badaniach
Smierci zadnego zwierzecia i wywotujacych Smier¢ wszystkich zwierzat, nie
dostarczajg petnej informacji o toksycznosci badanej substancji i nie sg
jednoznaczne iloSciowo. Biorgc pod uwage zréznicowanie osobnicze i bio-
logiczng zmienno$¢ wrazliwosci na badang substancje u zwierzat wykorzys-
tywanych w oznaczeniu, wielkos¢ DLO i DLID nalezy traktowac nie jako
bezwzgledne, lecz raczej prawdopododobne dawki graniczne dla danej liczby
uzytych w doswiadczeniu zwierzat. Im wieksza bedzie ich liczba w prze-
prowadzonym oznaczeniu, tym wieksze bedzie prawdopodobienstwo, ze
chociaz jedno zwierze zginie (dla DLO lub przezyje (dla DL,,0). W ten
spos6b wraz ze wzrostem liczby osobnikéw wykorzystanych do badan
oznaczone wartosci beda ulegaty stale zmianom (warto$¢ DLO bedzie stale
maleé¢, a warto$¢ DL.oo - odwrotnie, bedzie stale rosngc).

Wielko$cig znacznie lepiej charakteryzujgca ilosciowe okre$lenie toksycz-
nosci trucizn w strefie dawek S$miertelnych jest warto§¢ DLH) tzn. dawka,
przy ktérej ginie (lub przezywa) 50% badanej grupy organizmow (G otu-
biew iin. 1978). Warto$¢ DL®jest obliczana na podstawie prawdopodobien-
stwa zaistnienia badanego zdarzenia. Metoda oznaczenia oparta na analizie
probitowej (Finney 1971), oparta na rozkiadzie normalnym krzywej
dawka-efekt wymaga uwzglednienia réwniez charakterystyki rozrzutu ozna-
czonej wartosci.

Trzeba tu zaznaczy¢, ze rozktad czestotliwosci wystepowania wrazliwosci
u badanych organizméw podawany w skali metrycznej (naturalnej) jest
rozktadem asymetrycznym, jednakze po zmianie skali pomiaru (X = log z,
gdzie z oznacza warto$¢ dawki) rozktad ten przyjmuje cechy rozkiadu
normalnego (Gaussa) (Senczuk 1990), poniewaz

Log z0=m

gdzie z0- oznacza warto$¢ dawki, przy ktorej ginie 50% zwierzat doswiad-
czalnych, to

z,, = 10¢

DLjo = 10ra

Przyjmujac, ze

s - odchylenie standardowe,



to wartos¢ vy, dla ktérej

nazywamy probitem (probability unit) (Finney 1971), ktérych wartos¢
nalezy odczyta¢ z tabel.

Krzywa sigmoidalna obrazujgca zalezno$¢ logarytm dawki-efekt, po
przedstawieniu rzednych w skali probitowej, a nie procentowej, przeksztatca
sie w linie prostg (rys. 2).

Smiertelnos$¢

lethality
Pr. % Pr. %
100 - 7,5 99,4 y .
6,28 90 - 7,0 97,7
584 80 - 6,5 93,3 [
552 70 -6,0 84,1 1,/
'] y=ax+b
525 60 - 55 69,1 Al
500 50 - 5,0 50,0 Jt
4,75 40 - 45 30,9 [

448 30 -4,0 159 / /
416 20 - 35 6,7 / \
372 10 -30 2 $ [/ \

I T R R I I e
m log dawki

log dose

Rys. 2. Efekt transformacji probitowej (Pr - probity)
Fig. 2. Effect of probit transformation (Pr - probits)
Probitowa linia regresji ma postac:
y=ax + b

gdzie a i b sg wspotczynnikami regresji, ktére na podstawie wynikow nalezy
wyliczy¢ metodg najmniejszych kwadratow.



Oczywiscie, ta drogg mozna wyliczy¢ takze DL, i DL% ale, jak juz
powiedziano, wartosci te bedg obarczone duzym btedem.

Do badan wykorzystano larwy muchéwki (Diptera) z rodzaju Calliphora
bedagce w ostatnim stadium larwalnym, a takze 1-2-dniowe noworodki
myszy laboratoryjnej (Mus musculus).

Jad zbierany byt tak samo, jak do badan wiasnosci hemolitycznych.
Przed wykorzystaniem byt rozpuszczany w wodzie destylowanej, w celu
osiggniecia zamierzonego stezenia, okre$lanego na podstawie zawartosci
biatka w roztworze oznaczanego metodg Lowry’ego i wspr. (1951).

Po zwazeniu zwierzat doswiadczalnych (larw lub noworodkéw) wprowa-
dzano do ich organizméw za pomocg mikrostrzykawki odpowiednig ilos¢
jadu, a nastepnie pozostawiano zwierze czekajagc na reakcje. Przezywalnos¢
byta sprawdzana po 24 godz. od czasu przeprowadzenia iniekcji. Jednoczesnie
przeprowadzono kontrolne naktucia wprowadzajgc do organizmu larwy lub
myszy w odpowiednich iloSciach jedynie wode destylowang. Przezywalnos¢
organizméw kontrolnych wyniosta 100%.

Wyniki badan zostaly poddane opracowaniu statystycznemu (Armitage
1978, Senczuk 1990) w celu oznaczenia warto$ci D L3 okre$lajacej wedtug
badan toksykometrycznych stopien toksycznosci danego zwigzku na badany
organizm.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Aby poréwnac aktywnosci hemolityczne badanych jadéw, przeprowadzono
teoretyczne wyliczenia w celu okreslenia wartosci stezenia uwolnionej
hemoglobiny pod wptywem jadu przedstawicieli Apis mellifera pochodzacych
z gniazd potozonych w Swietokrzyskim Parku Narodowym i na terenie
todzi oraz produkcji firmy ,Sigma” (stezenie jadu w prdébach - 0,0001
mg/ml) (tab. 11) oraz pod wplywem toksyn pozostatych gatunkéw badanych
Aculeata (stezenie jadu w probach 0,01 mg/ml) (tab. I11).

Tabela 1l

Warto$ci stezeh uwolnionej hemoglobiny pod wpltywem jadu Apis mellifera
Stezenie jadu = 0,0001 mg/ml

Concentration values of free hemoglobin released under the influence of Apis mellifera venom.
Venom concentration = 0.0001 mg/ml

1 jad S’F"N, 0,175 + 0,052
2. J_ad L_odz _ 0,194 + 0,0061
3. jad firmy ,,Sigma” 0,252 + 0,054



Tabela Il
Wartosci stezern uwolnionej hemoglobiny pod wplywem jadu o stezeniu 0,01 mg/ml oraz
warto$ci DL*, jadu badanych zadtéwek

Concentration values of free hemoglobin released under the influence of venom concentration
= 0.01 mg/ml and DL values of aculeate venom on investigation

Gatunek Hb d1d L)

species mg/ml Mus musculus Calliphora sp.
Apis mellifera 65,400 3,10 £ 041 1550 + 1,47
Bombus sp. 0,846 + 0,065 550 + 1,18 12,30 + 111
Vespa crabro 0,295 = 0,081 8,70 + 1,68 2,70 £ 0,43

10,90 + 2,99 7,60 = 0,76

Vespula germanica 0,239 + 0,025 -
Vespula vulgaris 0,307 £ 0,054
Polistes sp. 0,185 = 0,040 6,60* 10,70 + 1,08

dane z literatury - (Schmidt 1986) (reference data - Schmidt 1986).

Przeprowadzono réwniez porownanie zalezno$ci pomiedzy uwolniong
hemoglobing a okresem inkubacji, czyli czasem dziatania jadu (diagram 1).

Diagram |
c-Hb »
mg/ml stezenie jadu
venom concentration
1,00 Apis mellifera ¢ - 0,002 mg/ml
j:ii;  Bombus sp. ¢ - 0,010 mg/ml
JE Vespa crabro -
0.80 E p ¢- 0,010 mg/ml
0,60
0,40
0,20
0,00 1
t- czas
15 60 G
time

Zmiany stezenia uwolnionej hemoglobiny po czasie dziatania jadu t = 15 i 60 min

Concentration change of free hemoglobin after action time of venom t = 15 and 60 min



Przeprowadzono rowniez oznaczenie aktywnosci hemolitycznej jadu
Vespa crabro pochodzacego od osobnikéw z jednego gniazda, a zbieranego
podczas sezonu (diagram II).

Wyniki badan dotyczgcych ogoélnotoksycznych wiasnosci jadu badanych
gatunkéw zadtowek sa przedstawione w postaci wartosci DL D (dosis lethaly),
ktora charakteryzuje wspdlne dziatanie hemolityczne i neurotoksyczne
toksyny oraz wszystkie inne kompleksowe reakcje wywotane przez pozostate
sktadniki jadu (tab. Ill). Ponadto oznaczono réwniez sezonowe zrdznicowanie
toksyczne jadu Vespa crabro (diagram Il). Wartosci DL zostaly wyznaczone
na podstawie transformacji probitowej (probitowej linii regresji) oraz poddane
analizie statystycznej w celu sprawdzenia zgodno$ci probitow wyliczonych
teoretycznie z ich wartoScig otrzymang doswiadczalnie (test x2 Obliczono
takze odchylenie standardowe otrzymanej wartosci DL3

Diagram Il

c-Hb
mg/ml

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
lipiec sierpien wrzesieri t- min
czas - time

Zmiany warto$ci stezen uwolnionej przez toksyne hemoglobiny i warto$ci DL*, jadu zebranego
od Vespa crabro w okresie letnim od lipca do wrzesnia

Change of concentration values of free hemoglobin released by toxin and DL9 values of
Vespa crabro venom collected on summer time (July-September)



Przy omawianiu wynikéw badan konieczne jest uwzglednienie nie tylko
wynikéw niniejszej pracy, ale réwniez wykorzystanie aktualnej wiedzy na
temat budowy i sposobu dziatania poszczeg6lnych sktadnikéw jadu, w celu
wyjasnienia przyczyn wystepowania obserwowanych roznic w ich aktywnosci
toksycznej. Nalezy réwniez sprobowaé oceni¢, opierajagc sie na uzyskanych
wynikach, warto$¢ przystosowawczg toksyn dla organizméw badanych
zadtowek. Wykorzystanie chemicznych srodkéw w celu odparcia ataku lub
zdobycia pokarmu jest niestychanie skuteczne, a szerokie rozprzestrzenienie
trujacych zwigzkéw i sposobdéw ich wprowadzenia w organizm napastnika
lub ofiary stosowane w Swiecie zwierzat najlepiej $wiadczy o ich wartosci
przystosowawczej. Warto by réwniez sprobowaé przeprowadzi¢ ocene doboru
materiatu i zastosowanej w badaniach metodyki, aby okresli¢ zakres i moz-
liwosci ich wykorzystania w dalszych badaniach interdyscyplinarnych.

Aby porownaé¢ aktywnosci hemolityczne badanych jadéw, konieczne
okazato sie przeprowadzenie szeregu teoretycznych wyliczen, ktére do-
prowadzity do okre$lenia wartosci stezenia uwolnionej hemoglobiny pod
wptywem jadu o stezeniu 0,01 mg/ml po czasie inkubacji réwnym 60 min
(tab. 1V).

Tabela IV

Stezenie uwolnionej hemoglobiny pod wptywem dziatania jadu Apis mellifera po czasie t = 15,
30, 60 min, przy réznych stezeniach jadu

Concentration of free hemoglobin after action time of Apis mellifera venom t = 15, 30, 60
min at difference of venom concentration

Stezenie jadu Stezenie Hb Concentration of Hb
Venom concentr.
mg/m| t = 15 t = 30 t = 60
0,001 0,090 = 0,032 0,109 + 0,036 0,129 = 0,084
0,002 0,477 £0,148 0,612 + 0,201 0,760 + 0,254
0,003 1,773 + 0,389 - —
0,004 2,998 + 0,447 - -

Sledzac proces lizy krwinek pod wptywem dziatania jadu Apis mellifera
mozna stwierdzi¢, ze stopien hemolizy krwinek jest $cisle uzalezniony od
ilosci podanego jadu (tab. 1V). Wartos$¢ stezenia hemoglobiny w supernatancie
szybko wzrasta, nawet przy stosunkowo niewielkich zmianach stezenia jadu.
Na uwage tutaj ponadto zastuguje fakt, ze aktywno$¢ hemolityczna jadu
pszczelego jest blisko stukrotnie wyzsza od jadow pozostatych badanych
gatunkoéw owadow (tab. I11) ijest ona w niewielkim tylko stopniu uzalezniona
od czasu dziatania toksyny, czyli czasu inkubacji (diagram 1). Praktycznie,
dziatanie hemolityczne jadu powodujgce lize okreSlonej liczby krwinek



pojawia sie prawie natychmiast po jego wprowadzeniu i to z bardzo duzg
szybkos$cig i przebiega do czasu jakby pewnego wysycenia erytrocytow
jadem. Potem szybkos¢ tej reakcji gwattownie spada i hemoliza podczas
dalszej inkubacji przebiega z wielokrotnie mniejszg szybkos$cig, niz to miato
miejsce na poczatku. Dziatanie to jest podobne do dziatania bardzo silnego
detergentu, ktory w biyskawiczny sposéb rozpuszcza blone erytrocytu.

Efekty dziatania hemolitycznego jadéw pozostatych badanych przed-
stawicieli zadtéwek sa znacznie bardziej uzaleznione od czasu dziatania
toksyny na krwinke i to zarébwno w przypadku Vespidae, u ktérych
aktywnos$¢ hemolityczna jadu, chociaz wyrazna, nie moze nawet w najmniej-
szym stopniu by¢ przyréwnywana do dziatania jadu pszczelego, jak i innych
przedstawicieli tej samej co Apis mellifera rodziny (Apidae), czyli Bombus
sp. Aktywno$¢ jadu trzmieli w swoim dziataniu litycznym bardzo przypomina
wiasnosci toksyn os, a charakter obserwowanych reakcji sktania do uznania
biatek enzymatycznych za gtdwne zwigzki odpowiedzialne za zaistniate
reakcje. Hemoliza erytrocytow przebiegajgca pod wpltywem dziatania jadu
tych grup zadtowek narasta powoli i stopniowo podczas inkubacji, z tym
ze u trzmieli przebiega troche szybciej niz u Vespidae i osigga wyzsze wartosci.

Obserwowane zaleznosci sa oczywiscie ScisSle zwigzane ze strukturg
badanego jadu. Za tak silne wiasnosci hemolityczne jadu pszczelego jest
odpowiedzialna przede wszystkim melityna (Sessa i in. 1969, Watata,
Gwozdzinski 1992) ijej wysoka w nim zawarto$¢ bliska 50% (Banks,
Shipolini 1986). Peini ona funkcje detergentu, ktéry rozhija btone
komorkowa uwalniajgc w ten sposob hemoglobine. Dziatanie to jest tak
silne, Ze towarzyszace temu reakcje enzymatyczne fosfolipaz i pozostatych
enzymow hydrolitycznych sa praktycznie niezauwazalne (Vaysse i in.
1986). W przypadku pozostatych badanych grup blonkéwek, pomimo ze
wystepujg w ich jadzie biatka o podobnym do melityny charakterze (bom-
bolitin V u trzmieli i mastoparan u os), to jednak z uwagi na znacznie
mniejszg ich zawarto$¢ oraz znacznie stabsze dziatanie (Argiolas, Pisano
1985, Nakajima 1986, Nakajima i in. 1985 Piek 1986), dosyé
wyraznie mozna obserwowac¢ wpltyw wystepujacych tam enzymow na wiasnosci
hemolityczne toksyny. Nawet znany ze swej wyjatkowej toksycznoSci i ze
swego silnego dziatania hornetin z jadu Vespa flavitarsus (Ho, Ko 1986)
nie moze w swym dziataniu réwnac¢ sie z melityna.

Nalezy tu ponadto zauwazy¢, ze aktywno$¢ hemolityczna jadu wyzsza
jest u obu badanych przedstawicieli rodziny Apidae w stosunku do wszystkich
reprezentantéw rodziny Vespidae. Te sytuacje mozna poréwna¢ z podobnymi
uktadami obserwowanymi u innych zwierzat jadowitych, w tym wezy.
Poréwnujac wiasnosci ich jadu stwierdza sie, ze u grup zaliczanych do
bardziej jadowitych i niebezpiecznych, a zarazem bedgcych na wyzszym
szczeblu drabiny ewolucyjnej z racji wyksztatcenia zebéw jadowych typu



solenoglypha (Viperidae i Crotalidae) (Kochva 1978), obserwuje sie wyrazng
przewage wiasnosci proteolitycznych jadu nad ich charakterem neurotok-
sycznym. Ta zalezno$¢ obserwowana rowniez u wielu innych grup (szczego6lnie
widoczna u pajeczakéw), objawiajgca sie silniejszym charakterem hemo-
litycznym jadu u organizméw posiadajacych lepiej udoskonalony i wyspe-
cjalizowany aparat jadowy, Swiadczy o pewnej kierunkowos$ci przystosowan
w zakresie jadowito$ci wsrod zwierzat, dazacej w kierunku wyksztatcenia
jadu o jak najsilniejszych witasnosciach litycznych (Pigulewski 1982,
Sady ko w i in. 1985).

Nie zaobserwowano powazniejszych roéznic w aktywnos$ci hemolitycznej
jadu badanych gatunkéw os. Stwierdzone rdznice sg jednak znamienne
statystycznie i moga Swiadczy¢ o zréznicowaniu gatunkowym w tym zakresie.

Rownie interesujgce wyniki osiggnieto poréwnujac wiasnosci hemolityczne
jadu pszczot pochodzacego z roznych gniazd (pasiek). Dwa z nich pochodzity
z terenu Polski, a trzeci z obszar6w Ameryki Pdéinocnej (jad zakupiony
w firmie ,Sigma”). Toksyny pszczot z Polski mialy bardzo podobne
wartosci aktywnosci hemolitycznej, pomimo ze pochodzity z dwéch zupetnie
réznych gniazd potozonych od siebie w odlegtosci okoto 200 km. Ponadto
dzielita je odlegtos¢ czasowa wynikajgca z okresu, w ktérym zbierany byt
jad. Z pierwszego gniazda polozonego na skraju Swietokrzyskiego Parku
Narodowego jad byt zbierany w sierpniu 1986 r., natomiast z drugiego,
znajdujgcego sie w okolicach todzi, w sierpniu roku 1991. Jad zebrany od
pszcz6t wystepujacych w Ameryce Péinocnej co prawda nieznacznie, ale
jednak wykazuje wyzszg aktywnos$é hemolityczng niz jad dwoch poprzednich
rodzin. By¢ moze jest to zwigzane z wystepowaniem na kontynencie
amerykanskim innych ras pszczoty miodnej.

Stwierdzono interesujgce réznice w aktywnosci hemolitycznej jadu Vespa
crabro pochodzacego od osobnikéw z jednego gniazda, a zbieranego podczas
sezonu w roznym okresie czasu (diagram II, tab. I1l). Warto zwrdcic¢
uwage, ze réznice te, szczegdlnie widoczne w przypadku jadu pobieranego
na poczatku sezonu i pod koniec jesieni, sg znamienne statystycznie i wyzsze
niz stwierdzone pomiedzy badanymi, innymi gatunkami rodziny Yespidae.
Podobne roznice wystgpity podczas badan wilasnosci ogoélnotoksycznych
jadu, i zostang one omowione dalej.

Wyniki badan dotyczacych ogdlnotoksycznych wiasnosci jadu sg przed-
stawione w postaci wartosci DL5) ktdra charakteryzuje wspolne dziatanie
hemolityczne i neurotoksyczne toksyny, oraz wszystkie inne kompleksowe
reakcje wywotane przez pozostate sktadniki jadéw. Wartosci DL oznaczone
na noworodkach myszy (tab. I1l) sg w zasadzie zgodne i porownywalne
z omoéwionymi wynikami dotyczacymi aktywnosci hemolitycznej jadu.
Jednakze tu aktywnos$¢ jadu Apis mellifera nie jest tak drastycznie wyzsza
od toksyn pozostatych btonkéwek, lecz warto$¢ wynoszgca 3,1 mg/kg masy



ciata i tak wymownie Swiadczy o wysokiej toksycznosci jadu tej zadtdwki.
Jest to jeden z najbardziej aktywnych jadéw sposréd badanych toksyn
dziatajacych na wyzsze kregowce. Ta toksyczno$é jest u Bombus sp. wyraznie
nizsza i wynosi okoto 55 mg/kg m.c., a u Vespa crabro zawiera sie
pomiedzy 8,7-10,9 mg/kg m.c. Wartosci te Swiadczag o tym, ze pomimo
og0llnego przeswiadczenia o bardzo wysokiej toksycznos$ci jadu szerszenia,
aktywnos$¢ ta jest nizsza od jadu pszczoty. Jedynie nieliczne gatunki szerszeni
pozaeuropejskich posiadajg wiasnosci toksyczne rowne lub troche silniejsze
niz jad Apis mellifera (np. jad wyjgtkowo agresywnego i niebezpiecznego
szerszenia Vespa tropica, ktérego warto$¢ DL wynosi 2,8 mg/kg m.c.
(Schmidt i in. 1986).

Stwierdzono réwniez, podobnie jak w przypadku reakcji hemolitycznych,
sezonowe zréznicowanie toksyczne jadu Vespa crabro (diagram I1). Wartosé
DL3 jest wyzsza, czyli toksyczno$¢ jadu jest najnizsza pod koniec sezonu,
kiedy gniazdo powoli obumiera.

Ciekawg zalezno$¢ stwierdzono podczas oznaczania DL kiedy wykorzys-
tano do badan larwy muchdéwek z rodzaju Calliphora sp. Otrzymane wyniKki
sg - zdaniem autora - niestychanie interesujgce i $wiadczg o bardzo
wyraznych tendencjach przystosowawczych w ewolucji uktadu jadowego
zadtowek. Jad Apis mellifera okazal sie tutaj najmniej toksycznym jadem
sposrod badanych toksyn, chociaz, jak poprzednio wspominano, byt jedno-
czesnie silnie toksyczny dla organizméw wyzszych kregowcow. Podobny
charakter posiada jad trzmiela, ktdry wykazuje nizsza toksycznos$¢ na
organizm owadéw niz ssakdéw. lInaczej przedstawia sie sytuacja z jadem
Vespa crabro, ktory odwrotnie niz u Apidae okazat sie najbardziej toksyczny
dla larw Calliphora sp., gdzie DL” na poczatku sezonu osiggneta wartosé
2,7 mg/kg masy ciata, a pod koniec 7,6 mg/kg m.c. (tab. Ill). Stosunkowo
niewysoka aktywno$¢ wykazat jad Polistes sp. (10,7 mg/kg m.c.), co moze
by¢ sladem pozostatym po samotniczym trybie zycia, typowym dla wielu
przedstawicieli zadtéwek, u ktorych podczas zdobywania pokarmu dla larw
jad wykorzystywany jest do sparalizowania ofiary, a nie jej zabicia (Steiner

Poréwnujac otrzymane wartosci DL” z wartosciami podanymi na pod-
stawie cytowanej literatury warto zwréci¢ uwage na wyjatkowa zgodnos¢
uzyskanych wynikéow (Schmidt 1982, 1986). Jedynie nieliczne (dotyczace
wspomnianych juz wczesniej gatunkow szerszeni), Swiadczgce raczej o wielkim
zréznicowaniu wiasnosci toksycznych miedzy réznymi gatunkami zadtdwek,
wymagajg zwréocenia uwagi. Dla petniejszego wyjasnienia tego zjawiska
brakuje, niestety, oznaczen DLJX wykonanych na owadach. Na podstawie
wartosci uzyskanych jedynie na organizmach ssakéw trudno jest podejmowaé
préby szerszej interpretacji wystepujacych réznic. Nalezatoby ponadto wzigé
pod uwage dodatkowo i to, ze by¢ moze na obserwowane rdéznice moze



mie¢ wptyw zmienno$¢ sezonowa, a nawet wrecz nie do$¢ doktadnie prze-
prowadzone badania. Jako przykltad mozna podaé¢ wartos¢ DL dla jadu
osy Yespula pensyhanica, ktéra raz zostata podana jako 6,4 mg/kg m.c.,
a innym razem, w tej samej publikacji i przez tego samego autora, jako
10,7 mg/kg m.c. (Schmidt 1986). Trudno jest w tej sytuacji w peni
zaufaé cytowanym w piSmiennictwie wynikom.

Na podstawie dotychczasowych rozwazan nalezatoby stwierdzi¢, ze
obserwowane réznice w warto$ciach DL uzyskanych dla jadéw poszczeg6l-
nych zadtowek, z uwagi na obserwowang tu zmienno$¢ sezonowg charak-
terystyczng prawdopodobnie jedynie dla gniazd jednorocznych, nie sg tak
istotne, jak wykazane rdznice pomiedzy toksycznos$cia jadu skierowang na
organizm zwierzat wyzszych i owadéw. Warto by sie tutaj zastanowi¢ nad
przyczyng tej rdéznicy i sprobowac wyjasni¢ obserwowane zaleznosci.

Progresywna ewolucja rzedu Hymenoptera zwigzana z przejsciem najpierw
z roslinozernego sposobu odzywiania przez pasozytnictwo i drapieznictwo
do antofilii, byta $cisle zwigzana z rozwojem ztozonego instynktu (troski
0 potomstwo), prowadzacego do powstania duzych spotecznosci owadzich.
Towarzyszyly temu oczywiscie skomplikowane zmiany morfologiczne pro-
wadzace do wyksztatcenia skutecznego narzgdu ataku-obrony, a wiec
aparatu jadowego osadzonego na bardziej ruchliwym odwioku (stylik).
U spotecznych Aculeata zmiany zachowah prowadzity w kierunku op-
tymalizacji dziatania spotecznosci dgzacej do jak najsprawniejszego zdobywania
pokarmu dla potomstwa (larw) i skutecznej obrony gniazda przed ewen-
tualnym atakiem z zewngtrz. U Apidae, z racji na ich specyficzng forme
odzywiania sie gtownie pytkiem i nektarem, nastgpito wyksztatcenie na
goleni i stopie tylnych nog specjalnych tworéw - (koszyczek) stuzacych do
zbierania i transportu pytku kwiatowego, a ewolucja aparatu jadowego
poszta w kierunku wykorzystania go jedynie dla dobrej i efektywnej obrony
gniazda. Jest rzecza zrozumiata, ze gdyby tu chodzito jedynie o obrone
przed owadami lub innymi zwierzetami bezkregowymi, to w zupetnosci
wystarczajace bylyby sposoby obrony charakterystyczne dla rodziny Yespidae,
czyli system, nazwijmy to, zaczepno-obronny. Co prawda w wielu sytuacjach
obserwowano, ze szczeg6lnie osy o wiekszych rozmiarach ciata rzadko kiedy
wykorzystujg zgdta do zabicia swojej ofiary, jezeli jest nig inny owad. Za
przyktad moze tu stuzy¢ sposob atakowania pszczoty miodnej przez szerszenie,
ktore zabijgc pszczote postugujg sie jedynie aparatem gebowym, najczesciej
odgryzajac zuwaczkami jej gtowe. Sadzi¢ jednak nalezy, ze nieuzycie tutaj
aparatu jadowego nie $wiadczy o zaniechaniu u Yespidae wykorzystywania
go do zdobywania pokarmu, lecz po prostu roznica wielkosci pomiedzy
ofiarg i napastnikiem nie wymaga wykorzystania zadfa. Jak sgdzi autor na
podstawie wiasnych obserwacji, uzycie zadta przez szerszenia jest w tej
sytuacji nawet wrecz niemozliwe, gdyz pszczola jest po prostu za mata na



to, aby szerszen przytrzymujac ja zuwaczkami i podginajagc odwiok magt
w nig uderzy¢ zadtem. Podobne zjawisko obserwujemy u innych grup
zwierzat jadowitych. Wykorzystanie aparatu jadowego jest polaczone ze
sporym wydatkiem energetycznym i jego uzycie w sytuacji, kiedy jest to
wrecz zbedne i niepotrzebne z punktu widzenia przystosowawczego, jest po
prostu nieoptacalne. Czesto sadzi sie, ze tak charakterystyczne zwierzeta
jadowite, jakimi sg skorpiony i pajgki, uzywajg swojej groznej broni zawsze,
kiedy chca upolowac i zabi¢ ofiare. Ot6z nie ma nic bardziej mylnego nad
to przypuszczenie, gdyz wielokrotnie autor niniejszej pracy obserwowat
ataki tych zwierzat w celu pochwycenia ofiary przeznaczonej na pokarm.
Jezeli tylko przyszia ofiara, i to zardwno przedstawiciel kregowcéw (np.
mysz), jak i bezkregowcow, nie byla zbyt wielka, co grozitoby wyrwaniem
sie jej i ucieczkg, lub wrecz poranieniem napastnika, to omawiane pajeczaki
z zasady nie wykorzystujg systemu jadowego. Zdarza sie nawet, ze w ogole
nie zabijajg ofiary, lecz zaczynajg zjadaC jg jeszcze za zycia. W sytuacji
zagrozenia oraz gdy ofiara jest za duza lub niebezpieczna, a wiec gdy
stworzona sytuacja uzasadnia uzycie aparatu jadowego, jest on wykorzystany
natychmiast i skorpion czy tez pajgk tym sposobem prdébuje btyskawicznie
zabi¢ przeciwnika.

Wracajgc do omawianego przypadku ataku szerszenia na pszczote
nasuwa sie tu pytanie, dlaczego pomimo posiadania tak skutecznego narzgdu
obrony, na rowni przeciez z szerszeniem, pszczota jest tak bezbronna i tak
fatwo ginie z ,jego reki”. Otéz stara sie ona za wszelka cene wbié¢ swoje
zadto w ciato napastnika, jednakze okazuje sie, ze jest ono w tym przypadku
mato skuteczne, gdyz szerszen jest bardzo sprawnym pogromcg. Pojedyncza
pszczota nie ma wiec najmniejszych szans wygrania z pojedynczym szerszeniem.
Co wiecej, kilkadziesigt tych os jest w stanie zniszczy¢ w przeciagu kilku
godzin caly, liczacy kilkadziesiat tysiecy osobnikéw roj, zabijajac dostownie
wszystkie znajdujace sie w nim pszczoly. Nasuwa sie z tego jednoznaczny
whniosek, ze system obronny gniazda pszczelego nie jest nastawiony przeciwko
takiemu agresorowi, gdyz inaczej bytby bardziej skuteczny. Zwréémy teraz
uwage na odmienng sytuacje, gdy gniazdo pszczele jest zagrozone przez
ptaka lub wiekszego ssaka, w tym cziowieka. W takim przypadku atak
pszcz6t jest natychmiastowy i biada S$miatkowi, ktory prébowat zakiocié
spokdj spotecznosci. W podobnej sytuacji skutecznos$¢ obrony gniazda jest
niestychanie wysoka i pomimo, ze w walce tej ginie wiele robotnic (wyrywajac
zadto), catos¢ spoteczenstwa zostaje uratowana. Widzimy wiec, ze system
obronny charakterystyczny dla pszczét jest nastawiony raczej przeciwko
wyzszym kregowcom.

Zadto pszczoty po ukiuciu na przyktad cziowieka zostaje wyrwane z jej
ciata na skutek zakotwiczenia si¢ szczecin zadtowych w skdrze. Razem
z zadlem zostaje wyrwany caly aparat jadowy i unerwiajacy go zwdj



fancuszka brzusznego. Wskutek tego, pomimo wyrwania, zadto jest nadal
czynne, zagiebia sie dalej w rane wstrzykujac dalsze porcje jadu. Poniewaz
owad ginie po utracie zgdta, pozostaje problem biologicznego, a wiec
przystosowawczego charakteru narzadu, ktorego uzycie powoduje $mieré
jego wiasciciela. Z uwagi na to, ze pszczota po uzadleniu innego owada
nie traci zadta, mozna by sadzi¢, ze bron, jakag jest aparat jadowy, byia
pierwotnie skierowana przeciwko innym bezkregowcom i dopiero po poja-
wieniu sie ssakow powstat ten biologiczny paradoks.

W Swietle przedstawionej dyskusji, kiedy okazuje sie jednak, ze ten,
wydawatoby sie mocno kiopotliwy aparat jadowy jest jednak bronig o wysokiej
skutecznosci wiasnie przeciwko ssakom, a mato efektywny przeciwko innym
owadom, nalezatoby na to zagadnienie spojrze¢ troche z innej ptaszczyzny
i potraktowa¢ odrywanie sie zadta jako wybitng ceche przystosowawczg
0 charakterze progresywnym, a zachowanie pszcz6t bronigcych gniazda jako
typowe zachowanie altruistyczne.

Jezeli przyjelibySmy niniejsze rozumowanie jako stuszne, warto by z tego
punktu widzenia zinterpretowac przedstawione wyniki niniejszej pracy. | tu
okazuje sie, ze réwnolegle z przystosowaniem aparatu jadowego do tak
niestychanie specyficznej formy dziatania, pojawito sie i inne przystosowanie
skierowane przeciwko nowemu agresorowi, jakim staty sie ssaki, a mianowicie
wyksztatcenie jadu skierowanego przeciwko uktadowi krwionosnemu u tych
kregowcow. Pojawita sie melityna - peptyd o wybitnej aktywnosci hemo-
litycznej, ktéra wraz z innymi skfadnikami spowodowatla, ze toksyna
produkowana przez Apis mellifera stata sie rzeczywiscie bardzo niebezpieczna
dla wyzszych kregowcow. Melityna jako peptyd o dziataniu litycznym jest
stosunkowo mniej niebezpieczna dla organizmdéw pozbawionych krwinek.

U trzmieli obserwujemy wyrazne nizsze zdolnosci hemolityczne jadu,
a u przedstawicieli Yespidae ta réznica jest jeszcze wyrazniejsza. U os jad,
ktory stuzy jednak gtdwnie w celu ataku i zabicia ofiary, a dopiero
w drugim rzedzie do obrony przed napastnikiem, musiat wykazywac¢ aktywnos¢
skierowang przede wszystkim przeciwko innym owadom. Z uwagi jednak
na rozwdéj zachowan spotecznych i ten drugi aspekt nie mégt pozosta¢ nie
zauwazony. Stad tez wysoka aktywnos¢ jadowa skierowana zarowno przeciwko
owadom, jak i wyzszym kregowcom.

Warto by sie tu jeszcze zastanowi¢, dlaczego w takim razie u trzmieli
1 os spotecznych nie wyksztatcit sie réwniez aparat jadowy, ktorego zgdio
pozostawatoby w ciele napastnika, jezeli, jak to wynika z dotychczasowych
rozwazan, jest to tak optacalne dla spotecznosci. Trzeba tutaj zwrdcic
uwage na pewng bardzo istotng réznice pomiedzy mniej licznymi spotecz-
nosciami os i trzmieli, a bardziej liczebng spotecznoscig pszczét. Strata
cho¢by jednego osobnika w mniej liczebnych spotecznosciach moze byé
bardzo dotkliwa dla catej grupy. Ponadto sg to spotecznosci jednoroczne,



a wiec walka o nie nie wydaje sie by¢ tak istotnym elementem przy-
stosowawczym. Analizujgc wyniki aktywnos$ci toksycznej jadu Vespa crabro
w réznych odstepach czasu podczas jednego sezonu, zwraca uwage fakt, ze
aktywnos$¢ ta wyraznie maleje wraz z zamieraniem calej spotecznosci i, jak
stwierdzit autor, maleje réwniez wyraznie agresywno$¢ robotnic. Mozna
wiec przypuszcza¢, ze walka o przetrwanie spotecznosci przestaje by¢ jej
istotnym celem pod koniec sezonu. Aby to zagadnienie mozna byto w pekni
wyjasni¢, nalezatoby przeprowadzi¢ dalsze badania zmiennnosci sezonowej
aktywnosci biologicznej jadu innych jeszcze gatunkow zadtowek i wiekszej
liczby gniazd.

Na zakonczenie niniejszych rozwazan warto omoéwi¢ pewne aspekty
metodyczne dotyczace przeprowadzonych badan. Zaréwno dobor materiatu
do badan, a wiec wybranych gatunkéw zadtowek, larw, noworodkow myszy
oraz roztworu krwinek ludzkich, jak i wykorzystanych metod i technik
badawczych okazat sie catkowicie wystarczajagcy do wykrycia, zarejestrowania
i prawidtowego udokumentowania badanych zaleznosci. Sposéb pozyskiwania
jadu wykorzystany w niniejszej pracy, pomimo ze byt niestychanie zmudny
i czasochtonny, gwarantowatl jednak absolutng czysto$¢ uzyskanych toksyn.
Proby wykorzystania bardziej wydajnych metod pozyskiwania jadu moga
faczy¢ sie z powaznymi trudnosSciami w otrzymaniu nie tylko czystego jadu,
ale w peini zgodnego z jego naturalnym skiadem (Piek 1986). Popetnienie
tutaj btedu moze doprowadzi¢ do uzyskania wynikéw daleko odbiegajacych
od rzeczywistej prawdy. W pracy Wataty i Kowalczyka (1990)
stwierdzono 108409 razy nizszg aktywnos$¢ hemolityczng jadéw badanych
0s w stosunku do jadu pszczelego, co w efekcie stato sie podstawg do
stwierdzenia praktycznego braku aktywnos$ci hemolitycznej jadu badanych
przedstawicieli Vespidae. Mozna sadzi¢ na podstawie opisu metody zbierania
jadu, ze wymienieni autorzy popetnili btgd w pracy juz na samym poczatku
badan, a polegat on na nieumiejetnym sposobie chwytania owaddw. Jest
rzecza niewatpliwa, ze duza cze$¢ btonkéwek, w tym praktycznie wszystkie
Yespidae, po ziapaniu ich w siatke entomologiczng zgdlg materiat nig
obszyty, pozostawiajagc na nim jad. Ponadto wykorzystanie do zabicia
btonkéwek zatruwaczek zawierajgcych octan etylu, ktéry jest przeciez
preparatem anastetycznym, podobnie jak eter, i wywotuje automatycznie
odruch zadlenia, spowodowat dalsze i catkowite oproznienie aparatu jadowego.
W konsekwencji po jego wypreparowaniu byt on juz po prostu pozbawiony
jadu. Poniewaz stezenie jadu byto oznaczane na podstawie zawartosci biatka
w jadzie, stad tez w konsekwencji to, co wykorzystywano do badan jako
jad, bylo z grubsza rzecz biorgc mieszaning roznych biatek pochodzenia
tkankowego i niewiele miato wspélnego z aktywnos$cig jadowa.

Metoda zbierania jadu zastosowana w niniejszej pracy miata jeszcze
jedng zalete, a mianowicie nie powodowata zabicia zadtowki, od ktorej



pobrano toksyne. W efekcie mozna byto bez problemu uzyskiwa¢ wielokrotnie
potrzebne ilosci jadu z tego samego gniazda.

Zastosowanie wykorzystanej metody oznaczania aktywnosci hemolitycznej
okazato sie by¢ w petni wystarczajace, a metoda dostatecznie czuta. Uzyskane
wyniki poddane opracowaniu statystycznemu wykazaty w wiekszosci przypad-
kéw znamienno$¢ statystyczna.

Oznaczanie wartosci DLM zostatlo wykonane na podstawie standardowej
metody toksykometrycznej okreslania tej wartosci na podstawie transformacji
probitowej (Finney 1971) uznanej przez wiekszos¢ badaczy toksykologow,
stad tez nie wymaga ona tutaj szerszego komentarza.

Podsumowujac dyskusje nalezaloby stwierdzi¢, ze podjete w pracy
badania, pomimo ze uzyskane w nich wyniki wyczerpujagco wyjasnity
postawiony problem badawczy, to jednak powinny by¢ dalej kontynuowane,
a dotychczas osiggniete rezultaty winny wskaza¢ kierunek dalszych, kom-
pleksowych juz badan nad jadami zadtowek spotecznych.
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5. SUMMARY

Results of the investigations of toxicity properties of some social Aculeata venoms were
presented. The action of crude venoms of six aculeate species: Apis mellifera, Bombus sp.,
Vespa crabro, Vespula germanica, Vespula vulgaris, Polistes sp. on human erythrocytes, larvas
of Calliphora sp. and new-born Mus musculus was investigated in order to determine the
hemolytic potency and complete toxicity of different aculeate venoms. Hemolityc potency was



defined by quantity of free hemoglobin released under the influence of venom. Investigations
were realized for concentrating different of venoms and time different of incubation. Concentration
values of free hemoglobin released under the influence of Apis mellifera venom was presented
in Table Il and concentration values of free hemoglobin released under the influence of six
Aculeata venom - Table Ill. In Diagram | was presented concentration change of free
hemoglobin after action time of venom (15 min and 60 min). In Table IV was presented
concentration of free hemoglobin after time of action of Apis mellifera venom (15 min, 30
min, and 60 min) at difference of toxin concentration. The complete toxicity of venoms there
was determined by toxical value DL (dosis lethaly) - Table Ill. In Diagram Il was presented
change concentration values of free hemoglobin released by toxin and DL*, values of Vespa
crabro venom. Aculeate venoms to appear as a strong toxical substances and their composition
and function depend on constitution and function of the aculeate venom apparatus.

Dr Jerzy Nadolski

Muzeum Przyrodnicze
Uniwersytetu £6dzkiego
ul. Kilinskiego 101, 90-011 t6dzZ



