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Siva plesen (Botrytis cinerea) je ena glavnih bolezni jagod, ki jo lahko zatiramo s
fungicidi ali z bioticnimi sredstvi. Za prenos slednjih lahko uporabimo tudi ¢ebele.
Ugotavljali smo vpliv bioticnega sredstva Prestop Mix (PM) s sporami glive
Gliocladium catenulatum na odzivnost na prehranske drazljaje, smrtnost in vedenje
¢ebel v in pred razdelilnikom, name$¢enim na vhodu panja. Vpliv na odzivnost na
prehranske drazljaje smo testirali s klasi¢nim pogojevanjem refleksa iztegovanja
jezicka. Rezultati vpliva niso potrdili. Vpliv na smrtnost smo spremljali Stiri dni v
kletkah v inkubatorju. V primerjavi s kontrolno skupino je bila smrtnost pri
¢ebelah, ki so bile PM izpostavljene samo prvi dan, dvakrat, pri ¢ebelah, ki so bile
PM izpostavljene vsak dan pa Stirikrat ve¢ja. Vedenje ¢ebel v razdelilniku in pred
njim smo spremljali s kamero. PM je zelo spremenil vedenje cebel. Zelo se je
zmanjSalo Stevilo direktnih prehodov razdelilnika, ¢ebele pa so se PM skusale
izogibati. Spremembe so bile najbolj ocitne prvo uro, nato pa so se manjsale.
Predlagamo izboljSavo razdelilnika in spremembo pripravka PM, da bo negativen
vpliv na ¢ebele manjsi, ucinkovitost raznosa pa vecja.
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Grey mold (Botrytis cinerea) is one of the most important strawberry diseases. It
can be suppressed by fungicides or by biocontrol agents, which can be spread by
bees. We examined the impact of the biocontrol agent Prestop Mix (PM) with
Gliocladium catenulatum spores on bees’ response to food stimuli, mortality, and
behavior inside and outside of a dispenser mounted on a hive. We tested effects on
response to food stimuli by classical conditioning of the proboscis extension reflex.
The results did not confirm any effect. We monitored the impact on mortality in
cages in an incubator for four days. Compared with the control group, mortality
was two times higher for the bees that were exposed to PM only on the first day and
four times higher for bees that were exposed to PM every day. We monitored the
bees’ behavior inside and outside the dispenser with a camera. PM drastically
changed the bees’ behavior. There was a significant decrease in number of direct
crossings of the dispenser and bees were trying to avoid PM. Changes were most
obvious in the first hour, and then subsided. We suggest some improvements to the
dispenser and also a change in the preparation of PM in order to decrease the
negative effect on honey bees and also increase the efficiency with which it is
spread.
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dogodkov v petih enominutnih posnetkih v posameznem ¢asu opazovanja.
Podrobnosti poteka poskusa so opisane v podpoglavju 3.3 in Preglednici 2, Stevilo
¢ebel in vedenjskih dogodkov pa je navedeno v Preglednici 4. * = statisticno znacilna
razlika v primerjavi z dnevom brez PM (x%, P < 0.05). ...vvrvnreeresrenneisseeeissiinsenees 44
Sl. 29: Pogostost posameznih vedenj takoj po dodatku Prestopa Mix v razdelilnik v
posameznih dneh izpostavitve sredstvu. Prikazani so podatki za dni, v katerih smo
izvajali snemanje (dan pred izpostavitvijo, prvi, peti, Sesti in osmi dan izpostavitve
¢ebel Prestopu Mix). Delez je izracunan glede na skupno Stevilo vseh vedenjskih
dogodkov v petih enominutnih posnetkih v posameznem ¢asu opazovanja.
Podrobnosti poteka poskusa so opisane v podpoglavju 3.3 in Preglednici 2, Stevilo
¢ebel in vedenjskih dogodkov pa je navedeno v Preglednici 4. * = statisti¢no znacilna
razlika v primerjavi z dnevom brez PM (%, p < 0.05), x = statisti¢no znac¢ilna razlika
v primerjavi s prvim dnevom s PM (XZ, P < 0.05) i 45
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1 UVvOD

Jagode predstavljajo pomemben pridelek po vsem svetu (Jensen in sod., 2013). VV Evropi
kot najvecji pridelovalki jagod je zelo razsirjena ekoloska pridelava. Pri takem nacinu
gojenja je raba fitofarmacevtskih sredstev omejena, kar mnogokrat predstavlja problem pri
zatiranju raznih bolezni (CORE organic Il, 2010). Ena izmed glavnih bolezni jagod je siva
plesen, ki jo je zelo tezko nadzorovati, povzroca pa velike izgube pridelka (Williamson in
sod., 2007). Namesto uporabe klasi¢nih fitofarmacevtskih sredstev, se danes vse bolj uvaja
bioti¢no zatiranje (biokontrola). Gre za uporabo organizmov (tudi mikroorganizmov) kot
bioti¢nih sredstev, s katerimi zatiramo nezelene bolezni in skodljivce.

Prvotne Studije z uporabo bioti¢nih sredstev v obliki Skropiv za zatiranje sive plesni jagod
niso bile preve¢ obetavne. Tezava Skropljenja je, da velik del sredstva ne doseze tar¢nega
mesta (cveta) na rastlini ali pa je pogosto aplicirano v neustreznem razvojnem stadiju
rastline, zaradi ¢esar ni ucinka pri zatiranju bolezni (Yu in Sutton, 1997; CORE organic Il,
2010). Boljsi nacin prenosa bioti¢nih sredstev na rastline je uporaba zuzelk kot uspesnih
opraSevalcev. Med njimi prevladujejo predvsem cebele. Te lahko bioticno sredstvo
pripravljeno v obliki praska poberejo pri izhodu iz panja in ga med paso ob obiskovanju
cvetov prenesejo na ciljne kulture. Tako prispevajo k za$citi rastlin, hkrati pa z
oprasevanjem poskrbijo za vecji donos pridelka.

Cebele so se kot uspesne prenasalke bioti¢nih sredstev izkazale e v mnogih raziskavah.
Uporabljali so jih za prenos razli¢nih sredstev za zatiranje mnogih bolezni rastlin, med
drugim tudi sive plesni jagod (Peng in sod., 1992; Kovach in sod., 2000; Shafir in sod.,
2006; Hokannen in Menzler-Hokannen, 2007). Uspesnost tak$ne strategije biokontrole je
poleg prenasalca odvisna tudi od bioti¢nega sredstva ter samih interakcij med prenasalcem
in sredstvom. Na uspeh ¢ebel pri prenosu bioti¢nih sredstev pa vpliva tudi tip razdelilnika,
ki ga namestimo na panj in v katerem cebele sredstvo poberejo (Mommaerts in Smagghe,
2011).

Pri zatiranju sive plesni kot bioti¢na sredstva preizkuSeno delujejo nekatere glive. Rezultati
raziskave na Finskem kazejo, da je pri zatiranju te bolezni uspesna tudi gliva Gliocladium
catenulatum (Hokannen in Menzler-Hokannen, 2007). Pri izbiri doloCenega bioti¢nega
sredstva za uspeSno zatiranje bolezni pa ni pomembna le ucinkovitost samega sredstva,
ampak je nujna tudi zagotovitev varnosti za ljudi, okolje in prenaSalca. Z naSo raziskavo
smo zato zeleli ugotoviti, ¢e je bioticno sredstvo Prestop Mix, ki vsebuje spore glive
Gliocladium catenulatum, varno za prenasalko kranjsko ¢ebelo (Apis mellifera carnica). V
tem magistrskem delu smo raziskali vpliv omenjenega bioticnega sredstva na 0dzivnost na
prehranske draZljaje, smrtnost in vedenje cebel. Cilj je bil tudi najti morebitne
pomanjkljivosti razdelilnika in predlagati izboljSave.

Z razliénimi poskusi smo testirali hipotezo, da Prestop Mix ne vpliva na odzivnost na
prehranske drazljaje, smrtnost ¢ebel ter vedenje na vhodu panja in je zato za Cebele kot
prenaSalke varno. Med rezultati kontrolnih in tretiranih skupin pri vseh treh poskusih
(odzivnost na prehranske drazljaje, smrtnost in vedenje) torej nismo pri¢akovali razlik.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MEDONOSNA CEBELA Apis mellifera

Medonosna ¢ebela, Apis mellifera je ena izmed najbolj razsirjenih vrst iz rodu Apis.
Naravno je razsirjena v Afriki in ve¢jem delu Evrope, ¢lovek pa jo je zanesel v razli¢ne
dele sveta (Gregori in sod., 2003). Cebele so kot oprasevalci pomembne tako z ekoloskega
kot tudi z ekonomskega vidika. Z oprasevanjem rastlin prispevajo k ve¢ji biotski pestrosti
(Pham-Delégue in sod., 2002), v veliki meri pa vplivajo tudi na proizvodnjo ¢loveske in
zivalske hrane (Augustin, 2008).

2.1.1 Kranjska ¢ebela Apis mellifera carnica

Kranjska ¢ebela A. m. carnica poleg temne Cebele, A. m. mellifera in italijanske ¢ebele, A.
m. ligustica spada med najpomembnej$e podvrste medonosne ¢ebele v Evropi. Pogosto jo
zaradi njene barve imenujemo kar sivka, saj je med evropskimi podvrstami najbolj siva.
Njena izvorna dezela je Slovenija, razsirjena pa je od vzhodnega obrobja Julijskih Alp in
Visokih Tur, prek Panonske nizine in do Karpatov. S prilagajanjem krajevnim razmeram
so nastali Stirje ekotipi kranjske ¢ebele — alpski, panonski, mediteranski in krasko-dinarski,
razlikujejo pa se po morfologiji in usmerjenosti na dolocene pase (Gregori in sod., 2003;
Gregori, 2008).

Kranjsko ¢ebelo odlikuje njena miroljubnost in velik donos medu, nagnjena pa je k rojenju.
Zaradi dobre orientacije se ne zaletava v sosednje panje. Prezimuje v majhnih druzinah in
je zmerna pri koli¢ini hrane, ki jo porabi pozimi. Zanjo je znacilen hiter spomladanski
razvoj. Njena prilagodljivost ji omogoca dober izkoristek razlicnih naravnih pa$nih virov
(Gregori in sod., 2003; Rejski..., 2010).

Slika 1: Kranjska éeela (Apis mellifera carnica)
(vir: http://sl.wikipedia.org/wiki/Slika: Apis_mellifera_carnica_worker_hive_entrance_3.jpg)
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2.1.2 Cebelja druZina

Posamezna cebela ni sposobna ziveti samostojno, prezivi lahko le v cebelji druzini, ki
deluje kot superorganizem. Cebeljo druzino sestavljajo matica, ¢ebele delavke in troti
(Tautz, 2010). Vsaka druzina ima le eno matico, 1000 do 2000 trotov in nekaj deset tiso¢
delavk. Vsak izmed ¢lanov druzine ima svojo vlogo (Brvar, 2008; Tautz, 2010).

Cebelja druzina §teje priblizno 50.000 osebkov v poletnem in 20.000 v zimskem &asu in je
s stalnim menjavanjem svojih ¢lanov prakti¢no nesmrtna. Matica se zamenja na vsakih tri
do pet let, delavke na vsake Stiri tedne do dvanajst mesecev, troti pa zivijo le dva do S§tiri
tedne. V primeru druZzine s 50.000 osebki se tako vsak dan zamenja priblizno 1 % cebel
(Tautz, 2010).

Matica je edina spolno razvita samica v druzini (Tautz, 2010). Njena glavna funkcija je
zalega oplojenih in neoplojenih jajéec. 1z oplojenih se razvijejo ¢ebele delavke in matice,
iz neoplojenih pa troti (Brvar, 2008; Tautz, 2010). Matica ima dobro razvite feromonske
Zleze. S feromoni namre¢ usmerja Zivljenje in delo v ¢ebelji druzini (Brvar, 2008).

Vse delavke so neplodne samice in v svojem zivljenju glede na starost, genetsko ozadje in
potrebe druzine opravljajo razlicne funkcije, kot so ¢iSCenje, gradnja satja, negovanje
zaroda, zraCenje panja in strazenje, v zadnjem obdobju svojega Zivljenja pa izletavajo na
paso (Devillers 2002; Tautz, 2010). Funkcije v panju navadno opravljajo do tri tedne stare
Cebele, starejSe pa se posvecajo pasi (Bozic, 2008).

Troti so v ¢ebelji druzini prisotni od pomladi do jeseni (Gregorc, 2002). Njihova osnovna
funkcija je oploditev matic (Tautz, 2010). Vsak trot se pari samo enkrat, po oploditvi
matice v zraku umre. Preostale trote konec poletja ali na zaetku jeseni delavke na silo
odstranijo iz panja (Gregorc, 2002; Cebelarski...,2008).

2.1.3 Stanje ¢ebel v danasnjem ¢asu (Umiranje ¢ebel)

V zadnjih desetletjih so tako v Evropi kot tudi v ZDA prisotne vecje izgube Cebeljih druzin
(Ellis in sod., 2010; Potts in sod., 2010). Najvecje so predvsem zimske izgube (Guzman-
Novoa in sod., 2010; Dainat in sod., 2012; van der Zee in sod., 2012). V Evropi so te v
zimi 2009-2010 znasale med 7 in 30 % (van der Zee in sod., 2012). Jeseni leta 2006 so
¢ebelarji v ZDA zaceli porocati o izgubah ¢ebeljih druzin, ki so znasale kar od 30-90 %,
simptomi pa se niso ujemali z Ze znanimi, ki so bili navadno vzrok za vecje izgube. Nov
pojav visokih izgub ¢ebeljih druZzin, pri cemer gre za izgubo odraslih ¢ebel iz druzine, pri
tem pa ni opaziti mrtvih ¢ebel v panju ali okrog njega, so poimenovali CCD (angl. colony
collapse disorder) (Naug, 2009; Ellis in sod., 2010).

Glavni vzroki CCD-ja $e vedno niso povsem raziskani, so pa verjetno sorodni tistim, ki
domnevno povzroc¢ajo splosne izgube cebel (Ellis in sod., 2010). To so razni skodljivci in
bolezni, pesticidi in pomanjkanje hrane pa tudi podnebne spremembe (Porocilo..., 2008;
Neumann in Carreck, 2010). Vsi ti dejavniki lahko vplivajo samostojno ali v kombinaciji z
drugimi (Dainat in sod., 2012).
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Med boleznimi je najbolj znana bolezen varoza, ki jo povzroca zajedavska prsica Varroa
destructor. Mnoge $tudije jo navajajo kot glavni vzrok za izgube ¢ebeljih druzin (Genersch
in sod., 2010; Guzman-Novoa in sod., 2010; Dainat in sod., 2012). Med boleznimi ¢ebeljih
druzin, ki jih povzro€ajo glive, je zelo razsirjena nosemavost. Pri medonosni cebeli jo
povzrocata mikrosporidiji Nosema apis in Nosema ceranae (Gregorc, 2008; Evans in
Schwarz, 2011). Pogosti povzrocitelji bolezni so tudi virusi. TakSna sta na primer virus
deformiranih kril (angl. deformed wing virus — DWYV) in virus akutne paralize ¢ebel (angl.
acute bee paralysis virus) (Gregorc, 2008; Genersch in sod., 2010).

Cebele so izpostavljene mnogim kemiénim pesticidom (Pham-Delégue in sod., 2002). Ti
se uporabljajo v intenzivnem kmetijstvu za prepreCevanje Skode, zatiranje ali nadzor
nezelenih vrst rastlin in zivali, ki vplivajo na slabSo kakovost in zmanjSujejo kolicino
kmetijskih pridelkov (Augustin, 2008). V Evropi porocajo o vecjih izgubah ¢ebeljih druzin
lociranih v blizini kmetijskih rastlin tretiranih z neonikotinoidom imidaklopridom (Rortais
in sod., 2005). Poleg neonikotinoidov so za c&ebele nevarne tudi druge skupine
insekticidov, kot so organski fosforjevi estri, nereistoksini in karbamati (Augustin, 2008).
Pesticide iz skupine akaricidov za zatiranje varoje v panje vnasajo tudi cebelarji
(Rademacher in Harz, 2006).

Podnebne spremembe, ki prinaSajo zviSanje temperatur, spremenjen padavinski rezim in
vse ve¢ ekstremnih dogodkov, na cebele vplivajo stresno. Glavne posledice so lahko
namre¢ pomanjkanje zimskih zalog hrane, brezpasna obdobja in vplivi na zivljenjski cikel
cebel, ki se bodo ob neukrepanju le Se okrepile in bodo s¢asoma lahko pomenile enega
izmed glavnih vzrokov za umiranje ¢ebel (Augustin, 2010).

2.2 BIOKONTROLA
2.2.1 Splo$no o biokontroli

Biokontrola ali bioloSka kontrola je nalin zatiranja Skodljivcev z namerno uporabo
njihovih naravnih sovraznikov z namenom zniZevanja Stevilénosti populacije Skodljiveev
(Delfosse, 2005 cit. po De Bach, 1974). Temelji na ekoloskih interakcijah med organizmi,
kot so predacija, parazitizem, antagonizem, herbivorija, patogenost in kompeticija. Gre
torej za uporabo zivih organizmov kot bioti€nih sredstev, s ¢imer Zelimo znizati stopnjo
kemicnega zatiranja (Thomas in Willis, 1998). Pogosto je to najbolj primerna strategija za
zatiranje sploSno razsirjenih Skodljivcev in Skodljivcev, ki imajo potencial, da postanejo
splosno razsirjeni (Delfosse, 2005).

Glede na izvor bioti¢nega sredstva in namen s katerim je sredstvo uporabljeno, lo¢imo
klasi¢no biokontrolo, augumentacijo in ohranjanje. Pri klasi¢ni biokontroli gre za vnos
naravnih sovraznikov v tujerodna obmocja (Sundh in Goettel, 2012). Augumentacija
pomeni povecanje populacije naravnih sovraznikov, kar doseZzemo s periodi¢nim izpustom
le-teh v Zelena obmocja za zatiranje domorodnih ali tujerodnih $kodljivih organizmov (Orr,
2009). Ohranjanje pa vkljucuje predvsem zagotavljanje pogojev, ki ustrezajo naravnim
sovraznikom dolocenih skodljiveev (Sundh in Goettel, 2012).
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2.2.2 Bioti¢na sredstva

Vecina bioticnih sredstev so tako imenovana makrobioticna sredstva, ki vkljucujejo
nevretencarske predatorje, parazitoide in herbivore. Poznamo pa tudi mikrobioti¢na
sredstva, kamor spadajo mikroorganizmi z antagonisti¢no in patogeno aktivnostjo (Sundh
in Goettel, 2012 cit. po Vincent in sod., 2007). Nevretencarje kot bioti¢na sredstva
navadno uporabljamo pri kontroli drugih nevretencarjev ali plevelov. Mikrobioti¢na
sredstva pa lahko uporabljamo za zatiranje zuzel¢jih Skodljivecev, prsic, nematodov,
plevelov, mikroorganizmov, ki so vzrok rastlinskih bolezni in celo vretencarjev. Kot
bioti¢na sredstva se v€asih uporabljajo tudi ekstrakti rastlin, ki vplivajo na vedenje zuzelk
in transgene rastline, ki proizvajajo zuzel¢je strupe (Sundh in Goettel, 2012).

Pri izbiri in uporabi bioti¢nih sredstev moramo biti previdni, saj imajo poleg pozitivnih
lahko tudi negativne vplive tako na taréne kot tudi na netaréne organizme, okolje in
zdravje ljudi (Delfosse, 2005; Thomas in Willis, 1998). Pred dejansko uporabo nekega
bioti¢nega sredstva tezko napovemo njegovo ucinkovitost in stranske ucinke, kar pogosto
predstavlja problem. Prav zato je pred uporabo vsakega sredstva potrebno zagotoviti
minimalno tveganje (Thomas in Willis, 1998).

Poznamo razli¢ne pripravke in s tem povezane nacine aplikacije bioti¢nih sredstev. Pri
zatiranju rastlinskih Skodljivcev in bolezni je pogosta uporaba bioticnih sredstev v obliki
Skropiv (Sutton in Peng, 1993; Lima in sod., 1997; Cota in sod., 2008; Cota in sod., 2009).
PrSenje oziroma Skropljenje rastlin z bioti¢nim sredstvom pogosto ni najbolj ucinkovito. V
primeru kratkozivih rastlin zaradi aplikacije bioti¢nega sredstva v neustreznem c¢asu
razvoja rastlin mnoge ostanejo nezasCitene, poleg tega pa le majhna koli¢ina substrata
doseze tarCo, velik del pa se sprosti v tla in okolico (Yu in Sutton, 1997). Za prenos
bioti¢nih sredstev, ki so pripravljena v obliki praska, lahko uporabljamo tudi ZuZzelke,
predvsem cebele in ¢mrlje (Peng in sod., 1992; Johnson in sod., 1993; Yu in Sutton, 1997,
Cornish in sod., 1998; Jyoti in Brewer, 1999; Kovach in sod., 2000; Dedej in sod., 2004;
Shafir in sod., 2006; Al-Mazra’Awi in sod., 2007; Hokannen in Menzler-Hokannen, 2007;
Albano in sod., 2009; Kapongo in sod., 2008).

2.2.3 Uporaba ZuzZelk pri prenosu bioti¢nega sredstva

Zuzelke pri opradevanju rastlin mnogokrat skupaj s cvetnim prahom prenasajo tudi viruse
ter glivne in bakterijske spore in s tem prispevajo k Sirjenju rastlinskih bolezni (Card in
sod., 2007). Njihovo sposobnost prenosa pa lahko izkoristimo tudi v biokontroli. S
prenosom mikrobnih bioti¢nih sredstev kot so virusi, bakterije in glive, pripomorejo K
zatiranju rastlinskih patogenov in Skodljivcev. Dejavniki, ki vplivajo na uspeSno uporabo
zuzelk za prenos bioti¢nih sredstev (angl. entomovector technology, entomovectoring) so
odnosi med prenasalcem in bioticnim sredstvom, na uspesnost prenosa pa vpliva tudi
oblika priprave bioticnega sredstva in razdelilnik, v katerem prenasalec bioticno sredstvo
pobere. Pomembno je, da izberemo najucinkovitejSe bioti¢no sredstvo, ki ga dolo¢imo na
osnovi ve¢ faktorjev, rastlinske vrste, prenasal¢eve stopnje obiskovanja doloCene vrste
rastlin in njegove sposobnosti uspeSnega prenaSanja mikrobnega bioti¢nega sredstva
(Mommaerts in Smagghe, 2011).



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo. 6
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Uporaba zuzelk v biokontroli je pomembna predvsem z vidika zmanjSanja uporabe
sinteti¢nih pesticidov, ki vplivajo tako na zdravje ljudi kot tudi na okolje, poleg tega pa se
ob pogosto uporabljenih pesticidih Skodljivecem razvije odpornost na le-te. S prSenjem
bioti¢nih sredstev tudi ne dosezemo takSnih ucinkov kot z uporabo zuzelk za njihov
prenos, saj so zuzelke sposobne prenosa sredstva direktno na taréno mesto (cvet). Ceprav
so mikrobna bioticna sredstva (glive, bakterije in virusi) izolirana iz okolja, ZuZzelke
prihajajo z njimi v stik v nenaravnih pogojih, zato je vedno potrebno oceniti varnost
dolo¢enega sredstva za prenasalca (Mommaerts in Smagghe, 2011).

2.2.3.1 Uporaba cebel pri prenosu bioti¢nega sredstva

Cebele so bile kot najpomembnejsi oprasevalci e veckrat uporabljene za prenos bioti¢nih
sredstev za zatiranje mnogih bolezni in Skodljivcev dolo€enih rastlin (Shafir in sod., 2006;
Hokannen in Menzler-Hokannen, 2007). Izkazale so se kot uspesne prenasalke bioti¢nih
sredstev Gliocladium roseum, Gliocladium catenulatum, Trichoderma harzianum T39 in
Trichoderma harzianum 1295-22 za zatiranje sive plesni malin in jagod (Peng in sod.,
1992; Yu in Sutton, 1997; Kovach in sod., 2000; Shafir in sod., 2006; Hokannen in
Menzler-Hokannen, 2007). Uspesnost prenosa bioti¢nega sredstva Trichoderma harzianum
T-22 na jagode je pri ¢ebelah preizkusal Albano s sodelavci (2009). Uporabili so jih tudi za
prenos bioti¢nih sredstev Bacillus subtilis QRD132 za zatiranje monilije borovnic (Dedej
in sod., 2004) in Erwinia herbicola Eh252 za zatiranje hruSevega oziga jablan in hrusk
(Cornish in sod., 1998). Kot prenasalci bioti¢nega sredstva Bacillus thuringiensis so se kot
uspesna alternativa uporabi insekticidov izkazale tudi pri zatiranju son¢ni¢nega skodljivca,
vesce Cochylis hospes (Jyoti in Brewer, 1999).

Cebele biotiéno sredstvo navadno poberejo pri izhodu iz panja. Na panj namestimo
razdelilnik, v katerega na izhodnem delu dodamo Zeleno bioti¢no sredstvo. Ko zapuscajo
panj, so ¢ebele prisiljene preckati del razdelilnika s sredstvom, ki se prime njihovega telesa
in ga prenasajo na paSo (Bilu in sod., 2004). V¢asih se namesto razdelilnikov uporabljajo
razni aplikatorji bioti¢nih sredstev (Jyoti in Brewer, 1999) pa tudi naprave (angl. pollen
insert) namescene na panj, ki ¢ebelam omogocajo, da pri izhodu iz panja poberejo cvetni
prah ali kakSno drugo sredstvo (Cornish in sod., 1998).

Ucinkovitost ¢ebel pri prenosu bioti¢nih sredstev je poleg njih samih odvisna od tipa
naprave, v katero namestimo doloceno sredstvo, bioti€nega sredstva in privlac¢nosti rastlin
za ¢ebele (Kovach in sod., 2000; Bilu in sod., 2004). Razdelilnik (oziroma kakrsnakoli
druga naprava) mora omogocati, da cebele, ki jih uporabljamo kot prenasalce, lahko
doloceno sredstvo na poti skozenj uspeSno poberejo, poleg tega pa ne sme motiti paSnega
vedenja ¢ebel. Pomembno je tudi, da se dolo¢eno bioti¢no sredstvo v njem obdrzi dovolj
dolgo (Mommaerts in Smagghe, 2011), saj bi bilo stalno odpiranje razdelilnika in
dodajanje sredstva za Cebele stresno.

Pri uporabi ¢ebel pri biokontroli pogosto teZzavo predstavlja slabo vreme. V deZevnih dneh
namre¢ Cebele ne izletavajo, oziroma izletavajo zelo slabo, zato so neobiskane rastline bolj
podvrzene okuzbam (Mommaerts in Smagghe, 2011). V tak$nih primerih se lahko
posluzujemo bioticnih sredstev pripravljenih v obliki Skropiv (Yu in Sutton, 1997).
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2.3 VPLIVI FITOFARMACEVTSKIH SREDSTEV NA MEDONOSNO CEBELO

Fitofarmacevtska sredstva (FFS), za katera pogosteje uporabljamo izraz pesticidi, So
anorganske ali organske spojine, ki jih uporabljamo za zatiranje Skodljivcev rastlin,

mikroorganizmov, ki so povzrocitelji mnogih rastlinskih bolezni in plevelov (Macek in
Kac, 1990).

Ker se za zatiranje Skodljivcev uporabljajo razli¢ni tipi FFS v razli¢énih odmerkih in se FFS
razlikujejo glede na obstojnost v okolju, lahko pogosto vplivajo tudi na netaréne
organizme. TakSni so mnogi opraSevalci, med katerimi so najpomembnejSe cebele
(Farooqui, 2013). Pasne Cebele pridejo v stik s pesticidi med nabiranjem cvetnega prahu in
medicine, s ¢imer pa jih lahko prenaSajo tudi v panj (Yang in sod., 2010 ). Tako so
pesticidom pogosto izpostavljene tudi mlajSe ¢ebele v panjih in li¢inke (Pham-Delégue in
sod., 2002).

Ucinki pesticidov so lahko letalni (povzrocijo smrt) in subletalni. Letalni odmerek zaradi
upoStevanja le enega parametra (smrtnosti) in ¢asovno kratkih testov pomeni le delno
oceno Skodljivih ucinkov pesticidov, zato se danes izvaja vse veC raziskav o subletalnih
ucinkih pesticidov na netaréne organizme (Decourtye in Pham- Delegue, 2002; Desneux,
2007; Yang in sod., 2008). Subletalni ucinki so tisti, ki ne povzrocajo smrti organizmov
neposredno, ampak pri ¢ebelah vplivajo predvsem na njihovo vedenje, ucenje, pasno
dejavnost, orientacijo (Thompson in Maus, 2007).

Pri vseh pesticidih, ki se uporabljajo za varstvo rastlin, je potrebno oceniti njihovo
strupenost za Cebele (Devillers, 2002). Lo¢imo akutno in kroni¢no izpostavljenost
organizmov pesticidom. Akutno strupenost dolocenega pesticida ugotavljamo pri enkratni
in kratkotrajni (akutni) izpostavljenosti organizma temu pesticidu. Izmerimo jo kot
odmerek oziroma koncentracijo pesticida, ki povzroc¢i smrt pri 50 % testiranih organizmov
(LDso — angl. lethal dose 50, LCso- angl. lethal concentration 50). Kroni¢no strupenost pa
ugotavljamo pri dolgotrajnejsi (kroni¢ni) izpostavitvi poskusnih organizmov ponavljajocim
odmerkom dolo¢enega pesticida (Pesticide..., 2006).

Testi za ugotavljanje akutne toksi¢nosti fitofarmacevtskih sredstev se navadno izvajajo v
laboratorijih, pri ¢emer so Cebele na razline nacine (kontaktno, oralno) izpostavljene
dolo¢enemu sredstvu (Ramirez-Romero in sod., 2005). Pri akutnih testih smrtnost navadno
belezimo po 24 ali 48 urah. Na ta nacin najhitreje dobimo podatke o letalnih ucinkih
pesticidov, vendar pa laboratorijski testi ne odrazajo vedno dejanskega stanja v naravnih
pogojih (Devillers, 2002; Ramirez-Romero in sod., 2005), zato so zazelena tudi testiranja
na prostem. Ker so ta zaradi spremenljivosti pogojev bolj zahtevna, laboratorijske
raziskave Se vedno prevladujejo (Cluzeau, 2002; Ramirez-Romero in sod., 2005).

2.3.1 Vpliv fitofarmacevtskih sredstev na smrtnost cebel

Zivljenjska doba &ebele delavke je odvisna predvsem od letnega &asa izleganja, ki je v
veliki meri povezan z aktivnostjo delavk in dostopnostjo ter kvaliteto hrane. Tako delavka,
Ki se izleZe v poletnem ¢asu, obi¢ajno zivi od 15 do 38 dni, spomladi in jeseni od 30 do 60
dni, ¢ez zimo pa v povpre¢ju 140 dni, lahko pa tudi 300 dni in ve¢ (Gregorc, 2008).
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Zivljenjsko dobo ¢&ebel pogosto zmanjsujejo razne bolezni in $kodljivei, v veliki meri pa
tudi zastrupitve s pesticidi.

Strupenost fitofarmacevtskih sredstev za cebele navadno izrazamo v mikrogramih ali
nanogramih aktivne snovi na ¢ebelo. Strupenost posameznih pesticidov izrazamo z LDsg
vrednostjo, ki pomeni letalno (smrtno) dozo pesticida, pri kateri v 24 urah umre 50 % cebel
(Augustin, 2008).

Na smrtnost ¢ebel neposredno ali posredno (preko subletalnih u¢inkov) vplivajo mnoga
fitofarmacevtska sredstva. Za Cebele so najbolj toksi¢ni insekticidi, Se posebej skupina
neonikotinoidov. Gre za sistemske insekticide, ki jih rastlina absorbira skozi korenine in
liste, z rastlinskim sokom pa se nato prenesejo po celi rastlini (Augustin, 2008; Hopwood
in sod., 2012). Krupke s sodelavci (2012) je v mrtvih ¢ebelah naSel sledi klotianidina, s
katerim je bila tretirana koruza v pasnem obmocju teh ¢ebel. V gutacijski tekoc¢ini na listih
tretirane koruze z neonikotinoidi so dokazane letalne doze imidakloprida, klotianidina in
tiametoksama. Ceprav gutacijske kapljice ne predstavljajo enega glavnih virov vode za
Cebele, v primeru zauZitja tak$ne tekoc¢ine ¢ebela umre v nekaj minutah (Girolami in sod.,
2009; Hopwood in sod., 2012). Tudi v laboratorijskih testih so dokazali, da sta klotianidin
in tiametoksam za Cebele zelo strupena, tako v primeru zauzitja kot tudi posrednega
kontakta (Laurino in sod., 2011). Subletalni odmerki imidakloprida in tiametoksama tudi
posredno povzrocajo visoko stopnjo smrtnosti zaradi izgube sposobnosti vra¢anja pasnih
¢ebel v panj (Bortolotti in sod., 2003; Henry in sod., 2012).

Poleg neonikotinoidov na smrtnost ¢ebel dokazano vplivajo tudi drugi pesticidi, kot so na
primer diazinon, Karbaril, resmetril (MacKenzie in Winston, 1989), amitraz (\Vandenberg
in Shimanuki, 1990) in deltametrin (Decourtye in sod., 2004).

2.3.2 Vpliv na ucenje
2.3.2.1 Splosno o ucenju cebel

Cebele so v svojem kratkem Zivljenju tekom leta izpostavljene razliénim ekoloskim
razmeram, na katere pa niso genetsko prilagojene (Menzel in Miiller, 1996). Prav zato v
vsakodnevnem ZzZivljenju cebel ucenje igra pomembno vlogo (Abramson, 1997). PaSne
¢ebele, ki i§¢ejo hrano, si morajo zapomniti lokacijo, kjer so hrano nasle, torej se morajo
nauciti pot, ki jih vodi od panja do pase in spet nazaj domov (Scheiner in sod., 2004;
Menzel in Miiller, 1996). Pri orientaciji si pomagajo z raznimi vzorci pokrajine in
nebesnimi znamenji. Na dolgih poteh (razdalje nekaj kilometrov) iskanja hrane se torej
naucijo prepoznati orientacijske tocke v naravi (Menzel in Miiller, 1996; Tautz, 2010).
Poleg lokacije pase se Cebele tudi zelo hitro naucijo, kdaj je v cvetovih medi¢ina in na
kakSen nacin se jih morajo lotiti, da iz njih pridobijo ¢im vec¢ nektarja (Tautz, 2010).

Primer asociativnega ucenja v naravi je pri pasnih ¢ebelah obiskovanje cvetov. Ko ¢ebela v
zameno za obisk cveta prejme nagrado (mediCina, cvetni prah), si zapomni vonj, obliko
oziroma barvo cveta (Menzel in Miiller, 1996; Pham-Delégue in sod., 2002) in bo tako
naslednji¢ vedela, kje bo dobila hrano (nagrado). Pogoj, da se Cebela nauci povezati
karakteristike doloCenega cveta z nagrado je ta, da zazna pogojni drazljaj (vonj, barvo) tik
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pred prejetjem nagrade (nepogojni drazljaj) (Menzel in Miiller, 1996). Dolocen vonj si
¢ebele zapomnijo Ze ob enkratni izku$nji in ga po nekaj pozitivnih izku$njah ne zamenjajo
ve¢ z drugimi. Za prepoznavanje barve in oblike cvetov pa navadno potrebujejo malo vec
¢asa (v vecini primerov zados¢a 3 do 5 pozitivnih izkuSenj) (Tautz, 2010).

2.3.2.2 Metode raziskovanja ucenja ¢ebel

Za raziskovanje ucenja ¢ebel navadno uporabljamo dva pristopa: ¢ebele imobiliziramo ali
pa poskuse izvajamo kar s prosto lete¢imi ¢ebelami. Slednja metoda omogoc¢a simulacijo
naravnih razmer, ucenje pa je pri prosto leteCih Cebelah posledica njihovih lastnih
odloc¢itev, ki jih sprejemajo med paso. V primeru imobilizacije ¢ebel lahko spremljamo
potek ucenja v nadzorovanih razmerah (sami izbiramo drazljaje in dolo¢amo ¢as med
pogojnim in nepogojnim drazljajem), odpovemo pa se opazovanju naravnega vedenja
¢ebel (Mauelshagen in Greggers, 1993; Decourtye in sod., 2004).

V laboratoriju ufenje navadno raziskujemo na imobiliziranih cebelah s klasi¢nim
pogojevanjem PER refleksa (refleks iztegovanja jezicka, angl. proboscis extension reflex),
ki temelji na povezovanju pogojnega in nepogojnega drazljaja (Mauelshagen in Greggers,
1993; Decourtye in sod., 2004). Cebelo najprej izpostavimo vonju (pogojni drazljaj), takoj
zatem pa se s sladkorno raztopino (nepogojni drazljaj) dotaknemo njenih tipalnic, ki so
glavni kemosenzori¢ni organ ¢ebel. Ob dotiku tipalnic s sladkorno raztopino lacna cebela
refleksno iztegne jezicek in ob tem jo s sladkorno raztopino tudi nagradimo. Ko ¢ebelo po
dolocenem Casu zopet izpostavimo vonju, iztegne jezicek, ker pricakuje nagrado. Vonj,
pogojni drazljaj torej poveze s sladkorno raztopino, nepogojnim drazljajem (Bitterman in
sod., 1983; Menzel in Giurfa, 2001; Scheiner in sod., 2003). Poleg vonja pogojni drazljaj
lahko predstavlja tudi mehanski drazljaj (Menzel, 1993). Ceprav opisana metoda
onemogoca izvajanje poskusov v naravnih razmerah, so rezultati pridobljeni s
pogojevanjem s PER refleksom primerljivi s pridobljenimi v raziskavah s prosto lete¢imi
¢ebelami (Mauelshagen in Greggers, 1993; Laloi in sod., 2000).

Pomembno vlogo pri asociativnem ucenju ima obcutljivost na saharozo (Scheiner in sod.,
2001). Saharoza kot ena glavnih komponent medic¢ine (poleg glukoze in fruktoze) (Corbet,
2003) namre¢ sluzi kot nagrada paSnim ¢ebelam ob obiskovanju cvetov (Scheiner in sod.,
2004). Cebele, ki se odzivajo na niZje koncentracije saharoze, so ob¢utljivejse od tistih, ki
se odzivajo na vis§je koncentracije (Page in sod., 1998). Scheiner s sodelavci (1999; 2001;
2003) navaja, da se ¢ebele, ki so na saharozo bolj obcutljive, bolje ucijo. Ugotovili so, da
so nabiralke cvetnega prahu na saharozo obcutljivejSe kot nabiralke medicine (Page in
sod., 1998; Scheiner in sod., 2001; Scheiner in sod., 2003), stopnja obcutljivosti pa se pri
obojih preko sezone spreminja (Scheiner in sod., 2003).

2.3.2.3 Vpliv fitofarmacevtskih sredstev na ucenje

Vpliv FFS na ucenje ¢ebel pogosto ugotavljamo v laboratoriju na podlagi poskusov s
klasiénim pogojevanjem PER refleksa, v nekaterih Studijah pa cebele prosto letajo do vira
hrane kontaminiranega z dolocenim pesticidom (Decourtye in sod., 2004; Ramirez-
Romero in sod., 2005). Pesticidi, ki z eno ali drugo metodo dokazano vplivajo na ucenje
¢ebel, so na primer imidakloprid (Decourtye in sod., 2004) fipronil (Decourtye in sod.,
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2005), deltametrin (Decourtye in sod., 2005; Ramirez-Romero in sod., 2005) endosulfan,
prokloraz (Decourtye in sod., 2005) in kumafos (Bevk, 2012).

Pesticidi pa poleg asociativnega ucenja lahko vplivajo tudi na neasociativno ucenje,
kakrSna je habituacija PER odziva ob ponavljajo¢em draZenju tipalnic s sladkorno
raztopino brez nagrade (Guez in sod., 2001). Stevilo poskusov potrebnih za dosego
habituacije se zaradi pesticidov poveca ali zmanjsa. Vpliv je bil med drugim pokazan za
imidakloprid in njegove metabolite (Guez in sod., 2001; Guez in sod., 2003) ter za
kumafos (Bevk, 2012).

2.3.3 Vpliv na pasno dejavnost
2.3.3.1 Pomen in lastnosti pasnega vedenja

Cebele na svojih pasnih poletih nabirajo cvetni prah, nektar, vodo, propolis in mano
(Menzel, 1993). Delavke, ki nabirajo vecje koli¢ine cvetnega prahu, nabirajo manj
medic¢ine in obratno (Page in sod., 2000). PaSne cebele se odpravijo na paso, kadar je
zunanja temperatura visja od 12 °C (Tautz, 2010). Do zadovoljivega vira hrane lahko
preletijo tudi ve¢ kilometrov (v vecini letajo na paso, ki je oddaljena 2 do 4 kilometre) ter
obis¢ejo vec sto cvetov v enem samem pasnem poletu (Menzel in Miiller, 1996; Tautz,
2010). Pri pasi je za ¢ebele najpomembnejse, da si zapomnijo lastnosti cvetov in lokacijo
pase (Menzel in Miiller, 1996). Cebela, ki odkrije novo paso, posreduje njeno lokacijo
(oddaljenost in smer) ostalim ¢ebelam s plesom, ki ga izvaja na satju. V primeru, da se
pasa nahaja blizu panja (v oddaljenosti priblizno 50 metrov), ¢ebela izvaja krozni ples, Ce
je pasa bolj oddaljena pa njeno lokacijo posreduje drugim cebelam z zibajo¢im plesom
(von Frisch, 1973).

Za izrazenost paSnega vedenja morajo poleg telesne pripravljenosti obstajati motivirajoci
draZljaji, kot so zalega, prazno satje, feromoni matice in lakota po pasi (Bozi¢, 2008).
Obicajno se Cebele iz panjskih v pasne razvijejo pri starosti okrog treh tednov, vendar pa to
vedno ne drzi. Pogosto je starost, pri kateri posamezne delavke opravljajo razli¢ne naloge,
povezana s potrebami Cebelje druZine. V primeru pomanjkanja hrane se mnogo mladih
¢ebel pred¢asno odpravi na paso, opaziti pa je tudi povecano aktivnost Ze obstojecih pasnih
¢ebel (Schulz in sod., 1998; Ament in sod., 2010). Delez ¢ebel, ki se predcasno razvijejo v
pasne, je odvisen tudi od deleza starejSih ¢ebel v ¢ebelji druzini. Vec kot je starejSih, manj
mlajsih se bo predhodno odpravilo na paso (Huang in Robinson, 1996).

Pri odrascanju v pasno cebelo imajo pomembno vlogo hormoni. Eden glavnih je pri
&ebelah juvenilni hormon III. Ceprav je pri pasnih ebelah nivo tega hormona visji kot pri
panjskih pa glede na raziskave juvenilni hormon ne aktivira paSnega vedenja pac pa le
vpliva na njegov zacetek s pospesitvijo razvoja iz panjskih ¢ebel v pasne (Sullivan in sod.,
2000; Schulz in sod., 2002; Bozi¢, 2008). Zelo verjetno pripravi ¢ebele na sprejemanje
draZljajev, ki jih vzburjajo k pasni aktivnosti. To so nov cvetni prah, mana in medicina v
panju, stik s pasnimi c¢ebelami, pobrencavanje paSnih in paSno vznemirjenih cebel, z
medsebojnim izmenjavanjem hrane dobljeni vzorci nektarja in mane, brencanje plesalk in
izvajanje plesa (Bozi¢, 2008).



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo. 11
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

2.3.3.2 Vedenje na vhodu

Poleg pasnih cebel, ki zapuscajo in se vracajo v panj, na vhodu panja lahko opazujemo
Cebele strazarke. Panj strazijo le nekatere Cebele obicajno nekaj ur ali maksimalno nekaj
dni preden postanejo paSno aktivne. Obicajno se sprehajajo po panjski bradi in s pomocjo
anten pregledujejo Cebele, ki poskusajo vstopiti v panj. Zanje je znacilna obrambna drza.
Sprednji par nog je dvignjen, antene so usmerjene naprej, krila so zloZena, ob
pripravljenosti napada pa razprta (Butler in Free, 1952). V panj spuscajo domace ¢ebele in
tiste, ki prinaSajo nektar in cvetni prah, vsiljivce pa odganjajo. Domace Cebele naj bi
strazarke spoznale na osnovi vonja, ki je tipi¢en za posamezno ¢ebeljo druzino (Butler in
Free, 1952; Bozic, 2008).

Ob pomanjkanju paSe se pogosto poveca ogrozenost panja zaradi roparjev, kot so ose ali
cebele iz drugih druzin (Butler in Free, 1952). Panjev pa ne ogrozajo le druge zuzelke,
ampak zalega in med privlaita tudi vecje plenilce, kakrSen je na primer medved
(Stabentheiner in sod., 2002). V primerih, ko je cebelja druzina bolj ogrozena, ima
navadno tudi ve¢je Stevilo strazark (Bozi¢, 2008). Strazarke se z vsiljivcem spopadejo na
razli¢éne nacine, lahko tudi s pikom pa Ceprav s tem Zzrtvujejo svoje zivljenje (Butler in
Free, 1952).

Obcasno na vhodu panja lahko opazimo tudi starejSe Cebele, ki opravljajo higienska dela,
kot so odstranjevanje drobirja, raznih tujkov ter odmrle in bolne zalege iz panja (Bozic,
2008). To vedenje je genetsko doloceno (Spivak, 1996) in je najverjetneje kljucnega
pomena za prepre¢evanje razvoja bolezni, kot so varoza, poapnela zalega in huda gniloba
zalege (Gilliam in sod., 1983; Spivak, 1996; Bozi¢, 2008).

Pri raziskavah vedenja ¢ebel na vhodu si lahko pomagamo s spremljanjem njihove
aktivnosti. Pomemben podatek pri ocenjevanju aktivnosti Cebel je Stevilo cebel, ki
zapus€ajo in se vracajo v panj v doloCenem casu (Struye in sod., 1994). Za Stetje SO
pogosto v uporabi elektronski Stevei, ki temeljijo na infrardeCem zaznavanju gibanja
(Campbell in sod., 2008). V raziskavah vpliva razli¢nih substanc na ¢ebele nam taksni
Stevei omogocajo odkrivanje izgube ¢ebel (Pham-Delégue in sod., 2002). Uporabni so tudi
pri pridobivanju koristnih podatkov o aktivnosti paSnih cebel v razlicnih vremenskih
pogojih. Na ta nacin lahko ugotavljamo, kako na njihovo aktivnost vplivajo razli¢ni
podnebni elementi (temperatura, vlaga, padavine, vetrovi, sonéno sevanje) (Devillers in
sod., 2004). Pri interpretaciji rezultatov moramo upoStevati, da na aktivnost ¢ebel na vhodu
panja vplivajo tudi mnogi drugi dejavniki, kot so razpoloZljivost, raznolikost in lokacija
pasnih virov pa tudi sama stopnja izkuSenosti pasnih Cebel, zdravje Cebelje druzine in
izpostavljenost razlicnim strupom (Struye in sod., 1994; Devillers in sod., 2004; Campbell
in sod., 2008). Stevilo &ebel na vhodu panija je le eden izmed podatkov, ki je pomemben pri
spremljanju aktivnosti ¢ebel in je uporaben v $tudijah o njihovem vedenju (Struye in sod.,
1994).

Pri spremljanju vedenja ¢ebel zunaj in znotraj panja so nam lahko v veliko pomo¢ kamere,
ki jih namestimo na panj. S snemanjem namre¢ ne motimo aktivnosti ¢ebel. Slaba stran te
metode je lahko teZzavno pregledovanje posnetkov, ki so zaradi hitrega gibanja ¢ebel in
spreminjanja svetlobnih razmer tekom dneva lahko nejasni (Campbell in sod., 2008).
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O vplivu pesticidov na vedenje Cebel na vhodu panja je bilo izvedenih zelo malo raziskav.
Predmet raziskav je ve¢inoma le pasno vedenje, ne pa vedenje na vhodu. S stevcem cebel,
ki zapusc¢ajo in se vracajo v panj, so ugotovili, da imidakloprid in deltametrin vplivata na
zmanj$ano aktivnost na vhodu panja (Decourtye in sod., 2004). Opazovanja na vhodu se
nanaSajo tudi na vplive FFS na pasno dejavnost. Tako so dokazali vpliv diazinona,
karbanila in resmetrila na pasno dejavnost ¢ebel (MacKenzie in Winston, 1989). S
pomocjo radiofrekven¢nega Citalca na vhodu panja so ugotovili, da subletalne doze
tiametoksama zmanjsujejo pasni uspeh, saj se mnogo ¢ebel ne vrne iz pase (Henry in sod.,
2012). Podobno v primeru imidakloprida navaja Bortolotti s sodelavci (2003). ZmanjSana
pasna dejavnost je bila potrjena tudi za kumafos (Bevk, 2012).

2.4 SIVA PLESEN Botrytis cinerea
2.4.1 Splo$no o sivi plesni

Botrytis cinerea je glavni patogeni organizem, ki povzroca sivo plesen na mnogih sadnih
rastlinah in zelenjavi (Shafir in sod., 2006) in s tem velike izgube pridelkov po vsem svetu
(Williamson in sod., 2007). Najpogosteje se pojavlja na jagodah, grozdju, malinah, robidah
pa tudi na korenju, brokoliju, solati in fizolu (Williamson in sod., 2007, cit. po Droby in
Licher, 2004). Tezave s to glivo se pojavljajo pri gojenju na prostem in tudi v zas¢itenih
prostorih, saj za okuzbe ne potrebuje veliko vlage (Stampar in sod., 2005). Ker ima
patogen Siroko obmocje gostiteljev, razlicne mehanizme napada in lahko okuzi vse
rastlinske organe v vecini razvojnih stopenj, je sivo plesen tezko nadzorovati (Williamson
in sod., 2007).

Siva plesen jagod poleg plodov napada tudi cvetove, Zivice in razrastiS¢e. Napadeno tkivo
izgubi turgor in nekoliko uplahne, nato se sivo-rjavo obarva, kmalu pa ga obda znacilna
siva prevleka (Stampar in sod., 2005). OkuZba se pogosto pojavi proti koncu cvetenja, nato
pa se v obliki mehke gnilobe iz cvetov razsiri na razvijajoce se plodove (Williamson in
sod., 2007). Blanco s sodelavci (2006) navaja, da siva plesen jagod lahko povzroci kar do
50 % izgub pridelka. Skode pa ne povzroda le med gojenjem, ampak je tudi glavni vzrok
za izgube med skadis¢enjem in transportom jagod (Essghaier in sod., 2009).
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WARK 018 as N LR
Slika 2: Siva plesen jagod (Botrytis cinerea)
(vir: http://en.wikipedia.org/wiki/File: Aardbei_Lambada_vruchtrot_Botrytis_cinerea.jpg)

2.4.2 Zatiranje sive plesni

Najpogostejsi nacin za zatiranje te plesni je kemi¢na kontrola, ki pa ima Stevilne nezelene
stranske ucinke, kot so negativni vplivi na oprasevanje, kaljivost semen in zorenje plodov
(Yi in sod., 2003). Za zmanjSevanje okuzb se obicajno uporabljajo fungicidi, ki pa v
velikih koli¢inah, ki so potrebne za dosego zadovoljivega nadzora bolezni, povzrocajo
tezave, kot so ostanki fungicidov v plodovih (Legard in sod., 2001, 2005), obenem pa se
lahko ob pogosto uporabljenih fungicidih Skodljivcem razvije odpornost na le-te. Danes je
tudi med potrosniki vse veje povprasevanje po sadju, ki je pridelano brez uporabe
kemiénih sredstev (Shafir in sod., 2006). Zaradi vsega naStetega se uporaba raznih
fungicidov skusa vse bolj zmanjSevati (Paavanen-Huhtala in sod., 2000). Leggard s
sodelavci (2005) je dokazal, da lahko tudi z manjs$imi koli¢inami dolo¢enih fungicidov, ki
jih uporabimo v pravilnem ¢asu, dosezemo zadovoljive rezultate pri zatiranju sive plesni
jagod.

2.4.2.1 Fungicidi za zatiranje sive plesni jagod in njihov vpliv na ¢ebele

Fungicidi so fitofarmacevtska sredstva, ki jih uporabljamo za prepreCevanje glivicnih
bolezni na gojenih rastlinah (Augustin, 2008). Tudi v Sloveniji za spopadanje s sivo
plesnijo jagod, ki velja za najnevarnejSo izmed bolezni plodov, uporabljamo mnoge
fungicide. Nekatere neznacilne botriticide, kot sotolilfluanid, klorotalonil in azoksistrobin
obic¢ajno uporabimo vsaj dvakrat od zacetka rasti jagod pa do cvetenja. V obdobju od
cvetenja do obiranja je znaCilna uporaba specifi¢nih botriticidov, kot so fenheksamid,
vinklozolin, ciprodinil in fludioksonil, ki jih nanasamo po potrebi (Lesnik, 2005). Seznam
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registriranih fitofarmacevtskih sredstev (FITO-INFO, 2012) za zatiranje sive plesni jagod
poleg ze naStetih navaja uporabo tudi nekaterih drugih fungicidov, kot so pirimetanil,
iprodion, boskalid in piraklostrobin.

Znano je, da so fungicidi v vecini za Cebele manj nevarni, zato je njihova uporaba na
cvetoCih rastlinah pogosto dovoljena in posledi¢no so njihove sledi pogoste v cvetnem
prahu in nektarju rastlin, ki jih ¢ebele obiskujejo (Kubik in sod., 1999). V Zdruzenih
drzavah Amerike je Johnson s sodelavci (2010) zbral podatke o raziskavah sledi pesticidov
v cvetnem prahu, ki so ga nabirale pasne ¢ebele, v odraslih ¢ebelah, medu in vosku. Vecina
zgoraj omenjenih fungicidov (razen sotolilfluanida in fludioksonila) je bilo prisotnih v
razli¢nih vzorcih voska in cvetnega prahu, sledi nekaterih so bile odkrite tudi v odraslih
¢ebelah in medu. Kubik s sodelavci (1999) navaja podatke o visokih sledeh vinklozolina in
iprodiona v mati¢énem mlecku. Glede na rezultate njegove raziskave so bile vsebnosti
vinklozolina v mati¢nem mlecku kar do 220-krat, sledi iprodiona pa do 132-krat vecje kot
v medu, ki so ga ¢ebele nabirale na ¢eSnjah tretiranih z omenjenima fungicidoma.

2.4.2.2 Bioti¢na sredstva za zatiranje sive plesni jagod

Uspesna alternativna metoda za zatiranje sive plesni jagod je biokontrola (Cota in sod.,
2009). Namesto fungicidov se uporabljajo in za uporabo preizkusajo predvsem
mikrobioti¢na sredstva (Essghaier in sod., 2009). Pri tem so se uspe$no izkazale Ze mnoge
glive. Primer je gliva Clonostachys rosea (uporablja se tudi ime Gliocladium roseum), ki v
¢asu gojenja jagod to bolezen zatira u¢inkoviteje od fungicidov (Cota in sod., 2008, 2009).
Kot antagonist sive plesni jagod se uporablja tudi gliva Gliocladium catenulatum
(Hokannen in Menzler-Hokannen, 2007). Pri nizki in srednji stopnji okuZenosti jagod Sivo
plesen uspesno zatira tudi gliva Trichoderma harzianum T39 (Shafir in sod., 2006).
Uporaba gliv Aureobasidium pullulans L47 in Candida oleophila L66 kot mikrobioti¢nih
sredstev je bolj u€inkovita ob cvetenju jagod kot za preprecevanje gnitja plodov pred ali po
obiranju. Sredstvo A. pullulans L47 se je izkazalo celo uspes$nejse od fungicida
vinklozolina (Lima in sod., 1997). Pri zmanjSevanju $kode, ki jo siva plesen povzro¢a med
skladis¢enjem jagod, je upesna Rhodotorula glutinis, velik potencial pri tem pa ima tudi
Rhodotorula mucilaginosa (Zhang in sod., 2007, 2012). Dommez s sodelavci (2011)
ugotavlja, da so pod laboratorijskimi pogoji pri zatiranju sive plesni plodov jagod uspesne
tudi bakterije Bacillus lentimorbus, Bacillus megaterium, Bacillus pumilis, Bacillus
subtilis, Enterobacter intermedius, Kurthia sibirica, Paenibacillus polymyxa in Pantoea
agglomerans. Kot uporabna bioti¢na sredstva pri zmanjSevanju Skode, ki jo siva plesen
povzroca med skladiS¢enjem jagod pa Essghaier s sodelavci (2009) navaja bakterije iz
rodov Planoccocus, Virgibacillus, Terribacillus in Halomonas.

Robinson-Boyer s sodelavci (2009) ugotavlja, da je kombinacija ve¢ bioti¢nih sredstev pri
zatiranju sive plesni jagod manj uspeSna od uporabe posameznega bolj ucinkovitega
bioti¢nega sredstva.



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo. 15
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

3 MATERIALI IN METODE DELA

Vse poskuse smo izvajali na kranjski ¢ebeli (Apis mellifera carnica Pollman 1879) in sicer
na Nacionalnem inStitutu za biologijo v Ljubljani na Oddelku za entomologijo. Del
poskusov smo opravili v laboratoriju, del pa na prostem.

3.1 ODZIVNOST NA PREHRANSKE DRAZLJAJE

S poskusi odzivnosti na prehranske drazljaje smo zeleli ugotoviti, kako bioti¢no sredstvo
Prestop Mix (z glivo Gliocladium catenulatum) vpliva na zacetno fazo ucenja Cebel.
Poskuse smo izvajali junija in julija 2012. Vse cebele v poskusih so bile pasne cebele
neznane starosti.

3.1.1 Priprava in imobilizacija ¢ebel

Cebele smo najprej na vhodu panja nalovili v plasti¢ne tulce za oznadevanje matic. Za eno
serijo smo nalovili po 11 ¢ebel za vsako skupino (kontrola, Prestop Mix), kasneje smo jih v
poskusu uporabili 10. Ena cebela pri vsaki skupini je vedno predstavljala rezervo, v
primeru, da je bila katera od ujetih za poskuse neprimerna.

V laboratoriju smo ¢ebele iz posamezne skupine zdruzili v plasti¢en tulec. Eno skupino
smo izpostavili Prestopu Mix tako, da smo tulec s ¢ebelami za 15 sekund vstavili v 50-ml
loncek, v katerem je bilo 5 g bioti¢nega sredstva. V stik s sredstvom so prisle preko mreze
na dnu tulca. Nato smo pocakali 15 minut, da so se ¢ebele lahko ocistile in si izmenjale
hrano. Za zagotovitev enakih pogojev pri obeh skupinah so bile kontrolne ¢ebele zdruzene
enako dolgo kot tretirane. Po 15 minutah smo ¢ebele ponovno razdruzili tako, da smo
vsako dali v svoj tulec. Temu je sledila imobilizacija. Cebele smo v steklenih kozar&kih
postavili na ledeno kopel, da so otrpnile. Nato smo jih z lepilnim trakom fiksirali na
kovinske tulce tako, da so lahko prosto premikale tipalnice in obustni aparat (Menzel in
Giurfa, 2001). Po koncani imobilizaciji smo vsaki ¢ebeli ponudili vodo.
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Slika 3: Lonéek z bioti¢nim sredstvom Prestop Mix (Zaplotnik S., 2012)

Slika 4: Tretiranje ¢ebel s Prestopom Mix (Zaplotnik S., 2012)
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Slika 5: Cebele fiksirane na kovinskih tulcih (Zaplotnik S., 2012)

3.1.2 Obcutljivoest na saharozo

15 minut po imobilizaciji je sledil test obcutljivosti na saharozo. Pri tem testu smo
preverjali odzivnost ¢ebel na 10 razli¢nih nara$c¢ajo¢ih koncentracij raztopin saharoze (0, 1,
1.6,2.5,4,6.3, 10, 16, 25 in 40 %), ki smo jih pripravili pred poskusi u¢enja. V 3 minutnih
intervalih smo se s konico zobotrebca namocenega v posamezno koncentracijo raztopine
saharoze dotikali ¢ebeljih anten in preverjali, ¢e je ob tem prislo do PER refleksa. Zaceli
smo z najnizjo in konéali z najvigjo koncentracijo. Cebele, ki se niso odzvale na nobeno od
razli¢nih koncentracij, smo izklju¢ili iz nadaljnjih poskusov.

Po vsaki koncani seriji smo za posamezno cebelo sesteli Stevilo PER odzivov na razli¢ne
koncentracije raztopin saharoze, kar je predstavljalo merilo obcutljivosti na saharozo
(Scheiner in sod., 1999). Cebela, ki se je odzvala le na eno koncentracijo, je dobila konéno
oceno 1, ¢ebela, ki se je odzvala na vseh deset koncentracij pa oceno 10.

3.1.3 Testiranje odziva po enkratnem draZenju s pogojnim drazljajem

Vsako ¢ebelo smo dve uri po imobilizaciji najprej za eno minuto izpostavili zracnemu
toku, ki je bil usmerjen v njene tipalnice (Slika 6). V tem ¢asu se je privadila mehanskega
drazljaja (Kralj in sod., 2006). V tok zraka smo nato za 3 sekunde spustili vonj etericnega
olja limone, 2 sekundi po zacetku izpostavitve vonju pa ¢ebelo nagradili z najvisjo, 40 %
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sladkorno raztopino (Slika 7). Najprej smo se dotaknili tipalnice, nato pa $e jezitka. Ce
cebela ob dotiku tipalnice s sladkorno raztopino jezicka ni iztegnila, smo jo izkljucili iz

poskusa.

LY

Slika 6: Cebela izpostavljena zraénemu toku, Ki je bil usmerjen v njene tipalnice. (Zaplotnik S., 2012)

o

Slika 7: V tok zraka smo za 3 sekunde spustili vonj eteri¢nega olja, nato pa ¢ebelo nagradili s 40 % sladkorno

raztopino. (Zaplotnik S., 2012)
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Nato je sledil test odziva na vonj (Kralj in sod., 2006). Cebelo smo po 1 ali 12 min spet
izpostavili vonju in opazovali, ¢e je ob tem prislo do PER odziva (Slika 8). Pri tistih brez
odziva smo se s sladkorno raztopino ponovno dotaknili tipalnic in preverili odziv na
saharozo. Ce do odziva ni prislo, smo &ebelo izkljuéili iz poskusa. Cebele so bile
izkljucene tudi, ¢e so imele stalno iztegnjen jezicek, ¢e je prislo do PER odziva na zracni
tok ali vonj pred pogojevanjem ali pa na zracni tok po pogojevanju.

Slika 8: PER odziv na vonj po 1 ali 12 min. Cebela, ki je bila po dolodenem &asu zopet izpostavljena vonju
in je povezala vonj z nagrado (sladkorno raztopino), je ob tem iztegnila jezi¢ek. (Zaplotnik S., 2012)

Za dovajanje zranega toka in vonja smo uporabili stimulator Stimulus controler
(proizvajalec: Syntech, Nizozemska) (Slika 9).

Slika 9: Stimulator Stimulus controler za dovajanje zraénega toka (Zaplotnik S., 2012)
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3.2 SMRTNOST

Namen poskusov je bilo ugotoviti vpliv sredstva Prestop Mix na smrtnost ¢ebel. Poskusi so
potekali julija in avgusta 2012, izvajali pa smo jih na paSnih ¢ebelah neznane starosti.

Posamezna serija poskusa za smrtnost je trajala stiri dni. Prvi dan smo na vhodu panja v
plasti¢ne tulce nalovili tri skupine po deset pasnih ¢ebel neznane starosti. Ena skupina je
bila kontrolna (sredstvu ni bila izpostavljena), ena je bila sredstvu izpostavljena samo prvi
(akutno), ena vsak dan (kroni¢no). Cebele iz akutne in kroni¢ne skupine smo tretirali s
Prestopom Mix na enak nacin kot pri u€enju (tulec z desetimi ¢ebelami smo za 15 sekund
vstavili v lon¢ek z biotiénim sredstvom). Cebele smo nato zaprli v kovinske kletke
(dimenzije 7 x 7 x 7cm) in jih postavili v inkubator na 34 °C. Vsak dan smo pregledali
kletke in si zabelezili Stevilo mrtvih ¢ebel. V kletkah so ¢ebele imele ves ¢as na voljo
hrano, in sicer 5 ml 30 % sladkorne raztopine. Skupno smo v poskusih smrtnosti za vsako
od treh skupin testirali po 200 cebel.

Slika 10: Kovinske kletke s ¢ebelami v inkubatorju za ugotavljanje vpliva sredstva Prestop Mix na smrtnost.
(Zaplotnik S., 2012)
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3.3 VEDENIJE CEBEL V RAZDELILNIKU IN PRED NJIM

Poskuse smo izvajali julija in avgusta 2012. S snemanjem vedenja ¢ebel smo ugotavljali,
kako Prestop Mix vpliva na vedenje ¢ebel, preden odletijo na paSo.

Sredstvo smo dodajali v poseben razdelilnik (BeeTreat inoculum dispenser), ki je narejen
tako, da loci ¢ebele, ki panj zapuscajo od ¢ebel, ki se vracajo. V stik s sredstvom praviloma
pridejo samo Cebele, ki panj zapuS¢ajo. Opazovali smo cebele v razdelilniku (v predelu s
sredstvom) in zunaj. Za snemanje v razdelilniku smo uporabljali digitalno mikro kamero
(DigiMicro 2.0 Scale), za posnetke zunaj panja pa fotoaparat (Canon Powershot G12). Da
smo mikro kamero lahko namestili v razdelilnik, smo le-tega nekoliko predelali.
Opazovanja smo izvajali na dveh druzinah. Razdelilnik smo na panj namestili vsaj teden
pred zacetkom poskusa, da so se ¢ebele nanj navadile.

Slika 11: Razdelilnik z mikro kamero, name$¢en na panj (Bevk D., 2012)
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S snemanjem smo zaceli, ko so Cebele zacele intenzivneje izletavati iz panja, na kar je
navadno vplivalo vreme. Obicajno je bil zacetek snemanja med 8.30 in 9.00 uro zjutraj.
Prvi dan smo opazovali vedenje brez bioti¢nega sredstva, naslednje dni pa z bioticnim
sredstvom. Ne glede na to, je bila prva ura snemanja vedno brez Prestopa Mix. Bioti¢no
sredstvo smo dodajali na del razdelilnika, ki ga morajo ¢ebele preckati pri izhodu iz panja.
V razdelilnik smo naenkrat dodali 5 g bioticnega sredstva, ga zaprli in takoj zaceli
(nadaljevali) s snemanjem (Slika 12).

] Slika 12: Odprt razdelilnik z bioti¢nim sredstvom. Na del razdelilnika, ki ga morajo ¢ebele preckati pri
izhodu iz panja, smo naenkrat dodali 5 g bioti¢nega sredstva. (Bevk D., 2012)

Snemanje je potekalo Sest ur dnevno. Vsako uro smo posneli najmanj pet enominutnih
posnetkov v razdelilniku in po dva petminutna posnetka zunaj panja. Ko smo dodali
Prestop Mix, smo po pet enominutnih posnetkov znotraj razdelilnika in po dva petminutna
posnetka izven panja posneli tudi 15 in 30 minut po dodatku bioti¢nega sredstva. V prvi
druzini smo Cebele opazovali tri, v drugi pa pet dni (Preglednica 1 in Preglednica 2). Po
vseh konéanih poskusih smo posnetke pregledali s pomoéjo racunalniskega programa
BS.Player in analizirali vedenje ¢ebel. Najprej smo pripravili seznam vseh vedenj, nato pa
smo v vsakem posnetku presteli ¢ebele s posameznim vedenjem. Nekatere Cebele so
opravile po ve¢ vedenj. TakSne smo zabelezili veckrat, pri vsakem posameznem vedenju
posebej. Cebele pred razdelilnikom je bilo praktiéno nemogoée presteti, zato smo na
zunanjih posnetkih opazovali le prisotnost veden;j, ki kaZejo na spremembo (niso obic¢ajna),
vedenj, ki vplivajo na prenos sredstva na polje in vedenj zaradi katerih se sredstvo vnasa v

panj.



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

23

Preglednica 1: Potek snemanja po dnevih z ali brez Prestopa Mix v razdelilniku. Po posameznih dnevih je

prikazano tudi, kolikokrat je bila posamezna druzina ¢ebel predhodno izpostavljena Prestopu Mix.

Druzina Datum Tretma Predhodna Snemanje
(brez Prestopa Mix — 0/ izpostavljenost
s Prestopom Mix — 1) druZine Prestopu
Mix (dnevi)

1 23.7.2012 0 0 v
1 26.7.2012 1 0 v
1 27.7.2012 1 1 v
2 6.8.2012 0 0 v
2 7.8.2012 1 0 v
2 8.8.2012 1 1 x
2 9.8.2012 1 2 x
2 10. 8. 2012 1 3 x
2 13. 8. 2012 1 4 v
2 14. 8. 2012 1 5 v
2 16. 8. 2012 1 6 x
2 17. 8. 2012 1 7 v

* V preglednici je vidno, da snemanje ve¢inoma ni potekalo po ve¢ dni zapored. Pri prvi druzini nam je to preprecilo
slabo vreme. V primeru druge druZine smo s posnetki 13. in 14. 8. 2012 Zeleli ugotoviti, ¢e so se od zadnjega snemanja,
7. 8. 2012, cebele ze kaj bolj privadile na bioti¢no sredstvo, kateremu so bile izpostavljene tudi v vmesnih dneh, ko
snemanja nismo izvajali. S snemanjem dne 17. 8. 2012 smo zeleli ugotoviti vpliv bioti¢nega sredstva na Cebele po

dolgotrajnejsi izpostavitvi le-temu.
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Preglednica 2: Izpostavljenost poskusnih druzin Prestopu Mix in potek snemanja po urah v posameznem
dnevu. V dnevih s Prestopom Mix smo snemanje izvajali tudi 15 in 30 minut po dodatku bioti¢nega sredstva

v razdelilnik.
Druzina Datum Cas (min) Tretma Snemanje
(brez Prestopa Mix — 0/
s Prestopom Mix — 1)
v razdelilniku Zunaj
1 23.7.2012 -60 0 v v
1 23.7.2012 0 0 v v
1 23.7.2012 15 0 x x
1 23.7.2012 30 0 x x
1 23.7.2012 60 0 v v
1 23.7.2012 120 0 v v
1 23.7.2012 180 0 v v
1 23.7.2012 240 0 v v
1 26.7.2012 - 60 0 v v
1 26.7.2012 0 1 v v
1 26.7.2012 15 1 v v
1 26.7.2012 30 1 v v
1 26.7.2012 60 1 v v
1 26.7.2012 120 1 v v
1 26.7.2012 180 1 v v
1 26.7.2012 240 1 v v
1 27.7.2012 - 60 0 v v
1 27.7.2012 0 1 v v
1 27.7.2012 15 1 v v
1 27.7.2012 30 1 v v
1 27.7.2012 60 1 v v

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2. Izpostavljenost poskusnih druZin Prestopu Mix in potek snemanja po
urah v posameznem dnevu. V dnevih s Prestopom Mix smo snemanje izvajali tudi 15 in 30 minut po

dodatku bioti¢nega sredstva v razdelilnik.

Druzina Datum Cas (min) Tretma Snemanije
(brez Prestopa Mix — 0/
s Prestopom Mix— 1)
v razdelilniku Zunaj
1 27.7.2012 120 1 x x
1 27.7.2012 180 1 v v
1 27.7.2012 240 1 v v
2 6. 8. 2012 - 60 0 v v
2 6. 8. 2012 0 0 v v
2 6. 8. 2012 15 0 x x
2 6. 8. 2012 30 0 x x
2 6. 8. 2012 60 0 v v
2 6. 8. 2012 120 0 v v
2 6. 8. 2012 180 0 v v
2 6. 8. 2012 240 0 v v
2 7.8.2012 - 60 0 v v
2 7.8.2012 0 1 v v
2 7.8.2012 15 1 v v
2 7.8.2012 30 1 v x
2 7.8.2012 60 1 v v
2 7.8.2012 120 1 v v
2 7.8.2012 180 1 v v
2 7.8.2012 240 1 v v
2 8. 8. 2012 -60 0 x x
2 8. 8. 2012 0 1 x x

se nadaljuje



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

26

Nadaljevanje preglednice 2. Izpostavljenost poskusnih druZin Prestopu Mix in potek snemanja po
urah v posameznem dnevu. V dnevih s Prestopom Mix smo snemanje izvajali tudi 15 in 30 minut po

dodatku bioti¢nega sredstva v razdelilnik.

Druzina Datum Cas (min) Tretma Snemanije
(brez Prestopa Mix — 0/
s Prestopom Mix— 1)
v razdelilniku Zunaj
2 8. 8.2012 15 1 x x
2 8. 8.2012 30 1 x x
2 8. 8. 2012 60 1 x x
2 8. 8. 2012 120 1 x x
2 8. 8. 2012 180 1 x x
2 8. 8. 2012 240 1 x x
2 9. 8. 2012 - 60 0 x x
2 9. 8. 2012 0 1 x x
2 9. 8. 2012 15 1 x x
2 9. 8. 2012 30 1 x x
2 9. 8. 2012 60 1 x x
2 9. 8. 2012 120 1 x x
2 9. 8. 2012 180 1 x x
2 9. 8. 2012 240 1 x x
2 10. 8. 2012 - 60 0 x x
2 10. 8. 2012 0 1 x x
2 10. 8. 2012 15 1 x x
2 10. 8. 2012 30 1 x x
2 10. 8. 2012 60 1 x x
2 10. 8. 2012 120 1 x x
2 10. 8. 2012 180 1 x x

se nadaljuje



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

27

Nadaljevanje preglednice 2. Izpostavljenost poskusnih druZin Prestopu Mix in potek snemanja po
urah v posameznem dnevu. V dnevih s Prestopom Mix smo snemanje izvajali tudi 15 in 30 minut po

dodatku bioti¢nega sredstva v razdelilnik.

Druzina Datum Cas (min) Tretma Snemanije
(brez Prestopa Mix — 0/
s Prestopom Mix— 1)
v razdelilniku Zunaj
2 10. 8. 2012 240 1 x x
2 13. 8. 2012 -60 0 v v
2 13. 8. 2012 0 1 v v
2 13. 8. 2012 15 1 v v
2 13. 8. 2012 30 1 v v
2 13. 8. 2012 60 1 v v
2 13. 8. 2012 120 1 v v
2 13. 8. 2012 180 1 v v
2 13. 8. 2012 240 1 v v
2 14. 8. 2012 - 60 0 v v
2 14. 8. 2012 0 1 v v
2 14. 8. 2012 15 1 v v
2 14. 8. 2012 30 1 v v
2 14. 8. 2012 60 1 v v
2 14. 8. 2012 120 1 v v
2 14. 8. 2012 180 1 v v
2 14. 8. 2012 240 1 v v
2 16. 8. 2012 - 60 0 x x
2 16. 8. 2012 0 1 x x
2 16. 8. 2012 15 1 x x
2 16. 8. 2012 30 1 x x

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2. Izpostavljenost poskusnih druZin Prestopu Mix in potek snemanja po
urah v posameznem dnevu. V dnevih s Prestopom Mix smo snemanje izvajali tudi 15 in 30 minut po
dodatku bioti¢nega sredstva v razdelilnik.

Druzina Datum Cas (min) Tretma Snemanje
(brez Prestopa Mix — 0/
s Prestopom Mix— 1)

v razdelilniku zunaj
2 16. 8. 2012 60 1 x x
2 16. 8. 2012 120 1 x x
2 16. 8. 2012 180 1 x x
2 16. 8. 2012 240 1 x x
2 17.8. 2012 - 60 0 v v
2 17.8. 2012 0 1 v v
2 17.8. 2012 15 1 v v
2 17.8. 2012 30 1 v v
2 17.8. 2012 60 1 v v
2 17.8. 2012 120 1 v v
2 17.8. 2012 180 1 v v
2 17.8. 2012 240 1 v v

* Minute od -60 do 240 predstavljajo ¢as snemanja oziroma Cas glede na dodajanje Prestopa Mix v
razdelilnik. Tako - 60 min pomeni snemanje eno uro pred, 0 min uro ob dodatku sredstva v razdelilnik, vse
naslednje minute pa ¢as po dodatku Prestopa Mix v razdelilnik. Nekateri posnetki manjkajo zaradi tehni¢nih
tezav.

3.4 ANALIZA PODATKOV

Za statistiéno obdelavo podatkov smo uporabili program SPSS 14.0 for Windows. Za
ugotavljanje statisti¢no znacilnih razlik smo uporabili test XZ in Mann-Whitneyev U test. V
programu SPSS smo izrisali tudi grafa obcutljivosti ¢ebel na saharozo. Ostale grafe smo
izrisali v programu Microsoft Excel 2010.
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4 REZULTATI
4.1 ODZIVNOST NA PREHRANSKE DRAZLJAJE

V poskusih odzivnosti na prehranske drazljaje smo testirali skupno 809 ¢ebel, od tega jih je
test obcutljivosti uspesno koncalo 585. Kasneje smo jih izlocili Se 140, ker so bile za
poskuse neprimerne (neprimerna odzivnost, smrt). Poskuse je tako uspesno koncalo 445
cebel.

4.1.1 Qdzivnost in obcutljivost na saharozo

Merilo odzivnosti je bil PER odziv vsaj na 40 % saharozo. Od 809 ¢ebel jih je reagiralo
585 (72.3 %). Pri Cebelah, ki so bile kasneje vkljucene v prvi poskus testiranja odziva po
enem pogojnem drazljaju po 1 min, je bil odziv 68.6 %, pri ¢ebelah pri drugem poskusu
testiranja po enem pogojnem drazljaju po 12 min pa 76.0 %. V obeh poskusih je bila
odzivnost ¢ebel, ki so bile izpostavljene bioticnemu sredstvu nekoliko vi§ja, vendar razlike
niso bile statisti¢no znacilne (Preglednica 3).

Preglednica 3: Odzivnost na saharozo pri ¢ebelah, ki so bile nato vkljucene v prvi in drugi poskus testiranja 1
ali 12 min po enem pogojnem drazljaju. Merilo odzivnosti je bil PER odziv na vsaj 40 % raztopino saharoze.

Prvi poskus Drugi poskus
Stevilo &ebel Stevilo ebel s Stevilo &ebel Stevilo ebel s
na zaCetku PER odzivom na zaCetku PER odzivom
Kontrola 195 131 (67.2 %) 208 155 (74.5 %)
Prestop Mix 210 147 (70.0 %) 196 152 (77.6 %)
Skupaj 405 278 (68.6 %) 404 307 (76.0 %)

Merilo obcutljivosti na saharozo je bila vsota PER odzivov na nara$¢ajo¢e koncentracije
saharoze. Vi§ja vrednost pomeni vecjo obcutljivost cebel. Najvi§jo vrednost (10) so dobile
cebele, ki so reagirale na vse koncentracije. V obeh poskusih so bile bolj obcutljive cebele,
ki so bile izpostavljene bioticnemu sredstvu. V prvem poskusu je pri ¢ebelah, ki so bile
tretirane s Prestopom Mix, mediana Stevila odzivov znaSala 7 pri kontrolni pa 6 (p < 0.05,
Mann-Whitney U test; Slika 13). V drugem poskusu je bila mediana v obeh skupinah
nekoliko vi§ja (Prestop Mix 8, kontrola 7; p < 0.01, Mann-Whitney U test; Slika 14).
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Slika 13: Obcutljivost na saharozo pri ¢ebelah, ki so bile nato vkljucene v prvi poskus testiranja po enem
pogojnem drazljaju.* = statisti¢no znacilna razlika v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test,

p <0.05, N = 216).
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Slika 14: Obcutljivost na saharozo pri ¢ebelah, ki so bile nato vkljucene v drugi poskus testiranja po enem
pogojnem drazljaju. * = statisti¢no znacilna razlika v primerjavi s kontrolno skupino (Mann-Whitney U test,
p <0.01, N = 229).

4.1.2 Testiranje odziva po enkratnem draZenju s pogojnim drazljajem (1 min in 12
min)

Pri testiranju odziva po enem pogojnem drazljaju po 1 min je od 264 ¢ebel poskus uspesno
koncalo 105 kontrolnih in 111 cebel tretiranih s Prestopom Mix, skupno torej 216
(81.82 %) Cebel. Prestop Mix ni vplival na odziv eno minuto po pogojevanju. Delez ¢ebel
s PER odzivom je bil pri obeh skupinah skoraj povsem enak (kontrola 51.43 %, Prestop
Mix 51.35 %), tako med skupinama ni bilo statisti¢no znacilne razlike.

Pri testiranju odziva po enem pogojnem drazljaju po 12 min je od 288 cebel poskus
uspesno zakljucilo 229 (79.51 %) cebel, od tega 121 kontrolnih in 108 tretiranih s
Prestopom Mix. V tem primeru je bil pri tretirani skupini odziv 12 min po pogojevanju
nekoliko vecji (kontrola 47.93 %, Prestop Mix 49.07 %), vendar razlike tudi v tem primeru
niso bile statisti¢no znacilne (Slika 15).
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Slika 15: Delez ¢ebel s PER odzivom na pogojni drazljaj 1 in 12 minut po testiranju odziva po enem
pogojnem drazljaju (N; min = 216, Nj, min = 229), ni statisti¢no zna¢ilnih razlik.

4.2 SMRTNOST

Prestop Mix je povecal smrtnost ¢ebel (Slika 16). Prvi dan je v kontrolni skupini umrlo
2.5 %, v preostalih dveh pa 8.0 % oziroma 7.5 %, kar je 3.2-krat oziroma 3-krat vec.
Razlike so statisticno znacilne (kontrola:akutno, xz = 6.081, p < 0.05; kontrola:kroni¢no,
v* = 5.263, p < 0.05).

V nadaljevanju poskusa je bila smrtnost vedno najvi$ja v skupini, ki je bila sredstvu
Prestop Mix izpostavljena kroni¢no. V drugem dnevu je v kontrolni skupini umrlo 2.1 %, v
akutni pa 1.1 % cebel. Delez umrlih ¢ebel je bil v akutni skupini 1.9-krat nizji, vendar
razlike niso bile statisticno znacilne. V kroni¢ni skupini je bila smrtnost 8.1 %, kar je v
primerjavi s kontrolo 3.9-krat ve¢ in tudi stati¢no znailno (3° = 7.332, p < 0.01).

Tretji in Cetrti dan je bila smrtnost v kontrolni skupini 1.1 % in 1.0 %. V akutni skupini je
bila v primerjavi s kontrolno smrtnost tretji dan 2-krat, Cetrti dan pa 3.4-krat vecja, vendar
razlike niso bile statisticno znacilne. Smrtnost je bila najvecja v kronic¢ni skupini, kjer je
bila tretji dan 5.4-krat, Cetrti dan pa 8.1-krat vecja kot v kontrolni skupini (tretji dan,
v’ = 6.544, p < 0.05; &etrti dan, x* = 10.520, p < 0.01).
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Slika 16: Smrtnost po dnevih, * = statisti¢no znag&ilna razlika v primerjavi s kontrolno skupino (y°, p
(kontrola:akutno) ;. ga < 0.05, N = 400, p (kontrola:kroniéno) ;1 ¢an < 0.05, N = 400; % p (kontrola:kroni¢no)
2 dan < 0.01, N = 380; xz, p (kontrola:kroni¢no) 3 gan < 0.05, N = 361; xz, p (kontrola:kroni¢no) 4 gan < 0.01,
N =349).

Ob koncu poskusa, torej po 96-ih urah, je delez smrtnosti pri kontrolnih ¢ebelah dosegel
6.5 %, v akutni skupini 14 % (2.2-krat ve¢), v kroni¢ni pa 26.5 % (4.1-krat ve¢ kot v
kontrolni). Delez umrlih ¢ebel se je med kontrolno in akutno skupino statisti¢no znacilno
razlikoval (y* = 6.115, p < 0.05), prav tako je bila razlika statistiéno znaGilna med
kontrolno in kroni¢no skupino (5° = 29.033, p < 0.001) (Slika 17).
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Slika 17: Kumulativna smrtnost po dnevih, * = statisti¢no znacilna razlika v primerjavi s kontrolno skupino
(7%, p (kontrola:akutno)eg < 0.05, p (kontrola:kroniéno)es < 0.05, N = 400 (200 za posamezno skupino
Cebel)).
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4.3 VEDENIJE CEBEL V RAZDELILNIKU IN PRED NJIM
4.3.1 Vedenje pred razdelilnikom

Zaradi velikega stevila ¢ebel pred panjem smo med pregledovanjem posnetkov belezili le
prisotnost posameznih vedenj, ne pa tudi to¢nega Stevila ¢ebel s posameznim vedenjem.
Rezultati so zato le kvalitativni.

Takoj po nanosu sredstva Prestop Mix v predal so iz razdelilnika letale povsem bele
cebele, kasneje (po eni uri) povsem belih ¢ebel ni bilo, smo pa posamezne cebele, ki so
bile vidno kontaminirane s sredstvom, opazili tudi v naslednjih urah (Slika 18). Zadnjo uro
snemanja navadno ni bilo ve¢ opaziti belih ¢ebel.

Slika 18: Najvec ¢ebel, ki so bile vidno kontaminirane, je bilo takoj po nasutju sredstva v razdelilnik, kasneje
pa jih je bilo vedno manj. (Bevk D., 2012)
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Takoj po aplikaciji je sredstvo zelo ocitno vplivalo na vedenje Cebel, tako tistih, ki so panj
zapuscale, kot tistih, ki so se vracale. Prve pol ure po dodatku bioti¢nega sredstva se je
pred panjem v zraku nabralo veliko €ebel, ki niso pristale. Nekatere bele cebele, ki so
zapuscale panj, so padle na tla (Slika 19). Obicajno jih je bilo 5 do 10, vecina jih je kasneje
zletela, nekatere pa so umrle.

Slika 19: Bela Cebela, ki je po izletu iz panja padla na tla (Bevk D., 2012)

V nekaterih primerih smo kmalu po dodatku sredstva v razdelilnik na izhodu razdelilnika
opazili ¢ebele v pretepu. Zadnji dan snemanja smo pretep na izhodu opazili kasneje (tretjo
uro po dodatku Prestopa). Na izhodu smo vcasih opazili tudi cebele, ki so iz panja
odstranjevale mrtve Cebele. Pri izhodu iz razdelilnika so se nekatere cebele Cistile tako v
dnevih z kot v dnevih brez Prestopa Mix. Prav tako smo v veliki vec¢ini opazovanj opazili
¢ebele, ki na izhodu niso vzletele, ampak so se vrnile nazaj v panj.

V vseh dnevih (z in brez Prestopa Mix) in vseh urah snemanja so nekatere ¢ebele vstopale
v panj tudi na izhodu razdelilnika. Poleg ¢ebel, ki so se vracale iz pase (Cebele, ki so nosile
cvetni prah), so vstopale tudi bele ¢ebele. Mnogokrat so Cebele pristajale na izhodu, a v
panj niso vstopile (so odletele stran).

Predvsem v prvih dneh poskusa so bile ¢ebele po dodatku Prestopa Mix precej agresivne,
kasneje pa se je stanje umirilo.
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4.3.2 Vedenje ¢ebel v razdelilniku
4.3.2.1 Pogostost posameznih vedenj v dneh brez in s Prestopom Mix

S pomocjo videokamere smo opazovali vedenje Cebel v razdelilniku v dneh brez in s
Prestopom Mix. Pogostost vedenj smo prikazali grafi¢no.

Dnevi brez Prestopa Mix predstavljajo kontrolo (K). V teh dneh (in v dneh s Prestopom
Mix v Casu pred dodatkom le-tega v razdelilnik) je bilo prevladujoce vedenje cebel
direkten prehod razdelilnika. V okviru tega vedenja smo upostevali vse Cebele, ki niso
izletele iz razdelilnika ali ga preskocile, ampak so brez ustavljanja, obracanja in hoje po
stenah razdelilnika normalno prehodile del razdelilnika, kamor smo v dneh s Prestopom
Mix (PM) dodajali bioti¢no sredstvo. Rezultati so v dneh s PM pokazali velik upad deleza
¢ebel z direktnim prehodom predvsem v prvi uri po dodatku sredstva (takoj po dodatku PM
Vv primerjavi s prvo uro snemanja 34-krat manjsi, po 15 minutah se za¢ne poveéevati). V
naslednjih urah se je delez pocasi poveceval in se priblizeval delezu v dneh brez Prestopa
Mix (Slika 22).

Po dodatku Prestopa Mix v razdelilnik smo opazili povecanje pogostosti dolo¢enih veden;.
Povecal se je delez ¢ebel, ki niso v celoti prehodile polja s Prestopom Mix, ampak so prej
izletele. Delez se je v zadnjih urah snemanja pocasi zmanjSeval. Po dodatku bioti¢nega
sredstva so Stevilne Cebele polje z njim preskocile. V dneh brez Prestopa Mix je bilo
taks$nih ¢ebel zelo malo (manj kot 3 %), v dneh s PM pa se je delez takoj po dodatku
sredstva dvignil na 26 %, nato pa se pocasi zmanjSeval. Nekatere ¢ebele (15 min po
dodatku sredstva jih je bilo 18 %) so se pri prehodu polja s Prestopom Mix v razdelilniku
obrnile na hrbet (Slika 22).

Slika 20: Cebela, ki se je pri prehodu polja s Prestopom Mix obrnila na hrbet (Zaplotnik S., 2012)
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Opazovali smo tudi, ali se ¢ebele Cistijo. Tako v dneh brez kot tudi v dneh s PM je bilo
takih ¢ebel malo (manj kot 3 %). Takoj po dodatku sredstva je bil delez tak$nih ¢ebel

ey

dneh brez Prestopa Mix (Slika 22).

Prestop Mix je vplival tudi na agresivnost ¢ebel. Najve¢ pretepov delavk smo opazili takoj
po dodatku sredstva (8 %). Kasneje in v dneh brez sredstva so bili pretepi zelo redki (Slika
22).

Slika 21: Tri &ebele v pretepu (Zaplotnik S., 2012)

Poleg opisanih vedenj smo opazili tudi nekatera vedenja, ki so se pojavljala redkeje.
Skupni delezi teh vedenj so prikazani na Sliki 22. Cebele so dlje ¢asa hodile po
razdelilniku, kot da se ne bi mogle odlociti ali naj panj zapustijo ali ne. Nekatere so se
obracale nazaj proti panju. S hojo po stenah razdelilnika do izhoda so se izogibale stiku z
bioticnim sredtsvom. Vcasih so cebele odstranjevale mrtve cebele, ki so lezale v
razdelilniku. Pri mnozici ¢ebel, ki so poskusale ¢im hitreje priti iz panja, je bilo tudi nekaj
takih, ki so lezle ¢ez druge ¢ebele. Nekatere ¢ebele so se dotikale z antenami. Ob ¢elnem
srecanju dveh Cebel je taksno otipavanje pogosto in lahko vodi v medsebojno izmenjavo
hrane (Bozi¢, 2008), kar smo v nekaterih primerih tudi opazili. Opazili smo tudi ¢ebele, ki
so ventilirale s krili (teh nismo $teli). Na ta nacin so zracile panj.
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Slika 22: Pogostost posameznih vedenj v dnevih brez (K) in s Prestopom Mix (PM) v posameznem ¢asu
snemanja. Pogostost posameznega vedenja je izraCunana glede na Stevilo vseh vedenjskih dogodkov.
Zdruzeni so podatki iz obeh druzin. V vsakem snemalnem ¢asu smo poskusali pridobiti po pet enominutnih
posnetkov. Iz razli¢nih razlogov (tehni¢ne tezave, nepregledni posnetki zaradi zaprasene kamere) smo jih v
nekaterih primerih analizirali tudi manj. V prvi vrstici nad vsakim stolpcem je prikazano $tevilo testnih dni, v
drugi stevilo vseh Cebel in v tretji Stevilo vseh vedenj. Ker smo snemanje v ¢asu 15 in 30 minut izvajali le v
dneh s Prestopom Mix, v dneh brez za ta ¢as ni podatkov. Podrobnosti poteka poskusa so opisane v
podpoglavju 3.3 in Preglednici 2.
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4.3.2.2 Pogostost posameznih vedenj v dnevu brez in prvem dnevu s Prestopom Mix

Opazovali smo pogostost posameznih vedenj v dnevu brez in prvem dnevu s Prestopom
Mix v ¢asu od ene ure pred do ene ure po dodatku le-tega v razdelilnik.

V prvem dnevu s PM je takoj po dodatku sredstva v razdelilnik prislo do velikega upada
deleza ¢ebel z direktnim prehodom (8-krat manjsi kot eno uro pred dodatkom PM), kar je v
primerjavi z dnevom brez PM statisticno znacilno ()(2 = 31.479, p < 0.001). Ze po
petnajstih minutah se je pogostost tega vedenja zacela povecevati, vendar je bila eno uro
po dodatku PM razlika med dnevoma $e vedno statisti¢no znacilna (x> = 4.452, p < 0.05)
(Slika 23).
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Slika 23: Pogostost direktnega prehoda v posameznem ¢asu snemanja. Zdruzeni so podatki za prvo in drugo
druzino za dan brez in prvi dan s sredstvom v ¢asu od ene ure pred (- 60 min) do ene ure po (60 min) dodatku
sredstva v razdelilnik. Ker v dnevu brez PM v ¢asu 15 in 30 minut snemanja nismo izvajali, smo za ta ¢as
zaradi lazjega grafi¢nega prikaza dodali niz "ni bilo opazovano". * = statisti¢no znacilna razlika v primerjavi
z dnevom brez PM (x% p < 0.05, N _gomin = 77, N omin = 87, N 60 min = 157).
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Najvec izletov iz razdelilnika je bilo v prvem dnevu s PM prisotnih takoj ob dodatku PM,
ko je pogostost tega vedenja dosegla 30 % in se od kontrolnega dneva, v katerem je bila v
tem Casu tudi najvisja, statisti¢no znacilno razlikovala (y* = 4.566, p < 0.05). Petnajst
minut po dodatku Prestopa Mix je v dnevu s PM precej upadla, nato pa se zacela
povecevati in se tudi uro po dodatku sredstva v primerjavi s pogostostjo izleta v dnevu brez
PM statisti¢no znagilno razlikovala (x> = 8.292, p < 0.01) (Slika 24).
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Slika 24: Pogostost izleta iz razdelilnika v posameznem ¢asu snemanja. Zdruzeni so podatki za prvo in drugo
druzino za dan brez in prvi dan s sredstvom v ¢asu od ene ure pred (- 60 min) do ene ure po (60 min) dodatku
sredstva v razdelilnik. Ker v dnevu brez PM v ¢asu 15 in 30 minut snemanja nismo izvajali, smo za ta ¢as
zaradi lazjega grafi¢nega prikaza dodali niz "ni bilo opazovano". * = statisticno znacilna razlika v primerjavi
z dnevom brez PM (XZ, p <0.05 N _gomin= 77, N gmin =87, N g0min = 157).
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Obracanja na hrbet v dnevu brez PM skoraj ni bilo opaziti. V prvem dnevu s PM se je 15
minut po dodatku sredstva pogostost dvignila na 18 %, nato pa pocasi upadala. V nobenem
¢asu snemanja med dnevoma ni bilo statisticno znacilnih razlik (Slika 25).
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Slika 25: Pogostost obracanja na hrbet v posameznem ¢asu snemanja. Zdruzeni so podatki za prvo in drugo
druzino za dan brez in prvi dan s sredstvom v ¢asu od ene ure pred (- 60 min) do ene ure po (60 min) dodatku
sredstva v razdelilnik. Ker v dnevu brez PM v ¢asu 15 in 30 minut snemanja nismo izvajali, smo za ta ¢as
zaradi lazjega grafi¢nega prikaza dodali niz "ni bilo opazovano". Ni statisticno znacilnih razlik (N _gg min =
77, N g min =87, N go min = 157).



Zaplotnik S. Varnost biotiénega sredstva glive Gliocladium catenulatum za prenagalko kranjsko Gebelo. 42
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Delez ¢ebel s preskokom dela razdelilnika s Prestopom Mix je bil tako v dnevu brez kot
tudi v dnevu s PM precej nizek (v dnevu s PM ni presegel 5 %). V dnevu s PM je bilo tega
vedenja nekoliko ve¢, vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne (Slika 26).
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Slika 26: Pogostost preskoka dela razdelilnika s Prestopom Mix v posameznem ¢asu snemanja. ZdruZeni so
podatki za prvo in drugo druzino za dan brez in prvi dan s sredstvom v ¢asu od ene ure pred (- 60 min) do ene
ure po (60 min) dodatku sredstva v razdelilnik. Ker v dnevu brez PM v ¢asu 15 in 30 minut snemanja nismo
izvajali, smo za ta Cas zaradi lazjega graficnega prikaza dodali niz "ni bilo opazovano". Ni statisti¢no

znadilnih razlik (N ~somin= 77, N gmin =87, N g0 min = 157)
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V dnevu brez PM smo pretep delavk opazili le v ¢asu 60 minut, pa Se takrat v zelo nizkem
delezu. V dnevu s PM se je v ¢asu 0 minut, torej takoj po dodatku Prestopa Mix v
razdelilnik, pogostost tega vedenja povecala na 11 % in se v tem Casu tudi statisti¢no
znacilno razlikovala v primerjavi s kontrolnim dnevom (;* = 8.028, p < 0.01). Po petnajstih
minutah je bilo ¢ebel s tem vedenjem Ze precej manj, eno uro po dodatku Prestopa Mix pa
razlik ni bilo vec.
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Slika 27: Pogostost pretepa v posameznem ¢asu snemanja. Zdruzeni so podatki za prvo in drugo druzino za
dan brez in prvi dan s sredstvom v ¢asu od ene ure pred (- 60 min) do ene ure po (60 min) dodatku sredstva v
razdelilnik. Ker v dnevu brez PM v ¢asu 15 in 30 minut snemanja nismo izvajali, smo za ta Cas zaradi laZjega

graficnega prikaza dodali niz "ni bilo opazovano". * = statistiCno znacilna razlika v primerjavi z dnevom
brez PM (XZ, p< 001, N - 60 min — 77, N 0min — 87, N 60 min — 157)

Med kontrolnim dnevom (dnevom brez PM) in dnevom s PM smo primerjali tudi
pogostost ¢istilnega vedenja. Vedenje je bilo v obeh dneh zelo redko (do 2 %) in ga nismo
grafi¢no prikazali. V nobenem ¢asu snemanja med dnevoma ni bilo statisticno znacilnih
razlik.

4.3.2.3 Dolgotrajnejsa izpostavitev ¢ebel Prestopu Mix

Druga druzina je bila PM izpostavljena dalj ¢asa, zato smo lahko opazovali, ali se vpliv
sredstva po daljSem c¢asu uporabe spreminja. Primerjali smo pogostost vedenj v
posameznih dneh izpostavitve v primerjavi s kontrolnim (prvim) dnem v uri pred in takoj
po dodatku bioti¢nega sredstva v razdelilnik.
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Preglednica 4: Stevilo vseh &ebel in vseh vedenjskih dogodkov v posameznih dneh izpostavitve ¢ebel druge
druzine Prestopu Mix v uri pred dodatkom in takoj po dodatku sredstva v razdelilnik.

Dnevi Pred dodatkom Prestopa Mix Po dodatku Prestopa Mix
izpostavitve ¢ebel | Stevilo Stevilo vseh Stevilo vseh  Stevilo vseh vedenjskih
2. druzine vseh éebel  vedenjskih dogodkov Cebel dogodkov
Prestopu Mix

0 119 127 289 306

1 118 127 71 94

5 83 83 104 120

6 242 249 132 161

8 213 221 177 205

Spremembe smo opazili ze v uri pred dodatkom Prestopa Mix. Pogostost direktnega
prehoda se je nekoliko povecala, pogostost izleta iz razdelilnika pa se je spreminjala, a
tezko govorimo o nekem trendu. Pri ostalih vedenjih sprememb nismo opazili (Slika 28).
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Slika 28: Pogostost posameznih vedenj v uri pred dodatkom Prestopa Mix v razdelilnik v posameznih dneh
izpostavitve sredstvu. Prikazani so podatki za dni, v katerih smo izvajali snemanje (dan pred izpostavitvijo,
prvi, peti, Sesti in osmi dan izpostavitve ¢ebel Prestopu Mix). DeleZ je izracunan glede na skupno Stevilo
vseh vedenjskih dogodkov v petih enominutnih posnetkih v posameznem ¢asu opazovanja. Podrobnosti
poteka poskusa so opisane v podpoglavju 3.3 in Preglednici 2, Stevilo ¢ebel in vedenjskih dogodkov pa je
navedeno v Preglednici 4. * = statisti¢no znaéilna razlika v primerjavi z dnevom brez PM (7, p < 0.05).
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V casu takoj po dodatku Prestopa Mix so bile spremembe Se vecje. Pogostost direktnega
prehoda se je ob dodatku Prestopa Mix zmanjSala. Peti in Sesti dan tega vedenja sploh
nismo zasledili, osmi dan pa, vendar je bil delez ¢ebel z direktnim prehodom $e vedno zelo
nizek (x> = 24.649, p < 0.01). Nasprotno se je povecal delez &ebel, ki so se obrnile na
hrbet ali preskocile razdelilnik, vedenji, ki smo jih v kontrolnem dnevu komajda zasledili.
V primerjavi s prvim dnem izpostavitve se pogostost obracanja na hrbet v naslednjih dneh
ni razlikovala, pogostost preskoka razdelilnika pa je bila statisti¢no znacilno visja kot prvi
dan (y* (8.dan) = 52.479, p < 0.01). Povetal se je tudi deleZ &ebel, ki so izletele iz
razdelilnika (x° (8.dan) = 7.445, p < 0.01). Cis¢enje smo opazili redko, do statistiéne
razlike v primerjavi s kontrolnim in prvim dnem s PM je prislo le osmi dan izpostavitve
Prestopu Mix (primerjava s kontrolnim dnem: y* = 5.445, p < 0.05, primerjava s prvim
dnem: x> = 4.391, p < 0.05). V dnevu brez sredstva tudi nismo opazili pretepa &ebel,
medtem Ko je bil ob dodatku Prestopa Mix prisoten prvi in Sesti dan (Slika 29).
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Slika 29: Pogostost posameznih vedenj takoj po dodatku Prestopa Mix v razdelilnik v posameznih dneh izpostavitve
sredstvu. Prikazani so podatki za dni, v katerih smo izvajali snemanje (dan pred izpostavitvijo, prvi, peti, $esti in osmi
dan izpostavitve ¢ebel Prestopu Mix). Delez je izraunan glede na skupno Stevilo vseh vedenjskih dogodkov v petih
enominutnih posnetkih v posameznem ¢asu opazovanja. Podrobnosti poteka poskusa so opisane v podpoglavju 3.3 in
Preglednici 2, stevilo ¢ebel in vedenjskih dogodkov pa je navedeno v Preglednici 4. * = statisti¢no znacilna razlika v
primerjavi z dnevom brez PM (3, p < 0.05), x = statisti¢no znag&ilna razlika v primerjavi s prvim dnevom s PM (3,

p < 0.05).
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5 RAZPRAVA
5.1 VPLIV PRESTOPA MIX NA ODZIVNOST NA PREHRANSKE DRAZLJAJE

Rezultati so pokazali, da Prestop Mix ne vpliva na odzivnost ¢ebel po enkratnem drazenju
s pogojnim draZljajem in na odzivnost na saharozo, vpliva pa na njihovo obcutljivost, saj
SO tretirane Cebele iztegnile jezicek Ze pri nizjih koncentracijah saharoze. Odziv eno
minuto po pogojevanju je sicer v vecji meri posledica senzitizacije. Predvidevamo, da je
Prestop Mix Cebele senzitiziral, kar pomeni ve¢jo kratkotrajno odzivnost na Stevilne
drazljaje, vklju¢no s pogojnim. Pri odzivu 12 minut po pogojevanju pa ze lahko govorimo
o asociativnem ucéenju. (Menzel, 1999). V naSem primeru, Kjer smo izpeljali samo eno
testiranje pri pogojevanju, odziv 12 minut po pogojevanju verjetno lahko pripisSemo zacetni
fazi asociativnega ucenja.

5.2 VPLIV PRESTOPA MIX NA SMRTNOST

Bioti¢no sredstvo je povecalo smrtnost ¢ebel tako ob akutni kot kroni¢ni izpostavljenosti.
Pri akutni izpostavljenosti je bil u¢inek opazen samo prvi dan, pri kroni¢ni pa vse Stiri dni.
To pomeni, da sredstvo na smrtnost vpliva predvsem znotraj 24 ur po izpostavitvi, potem
pa ucinek upade.

V kontrolni skupini je bila smrtnost 6.5 %. Pri upoStevanju dejstva, da paSne Cebele
obic¢ajno zivijo Se do tri tedne, poskusne Cebele pa so bile pasne ¢ebele neznane starosti,
torej so bile med njimi tudi stare pasne cebele, je taka smrtnost povsem v mejah
pri¢akovanega oziroma celo niZja. Gledano teoreti¢no bi namre¢ pri poskusu, ki bi trajal tri
tedne, morale umreti vse Cebele (Ce bi bila Zivljenjska doba tri tedne). Pri desetdnevnem
poskusu bi tako umrla priblizno polovica €ebel, pri petdnevnem pa Cetrtina. V nasem
primeru, torej v Stiridnevnem poskusu, bi lahko pri¢akovali smrtnost kar slabe cetrtine
¢ebel. Ocitno so razmere v kletki (vsaj za kratko obdobje) za Zivljenje ¢ebel dokaj ugodne
in je bila zato smrtnost razmeroma nizka.

Pomembno vprasanje je, kaj je povzroCilo smrt ¢ebel, gliva Gliocladium catenulatum ali
fizikalne lastnosti sredstva. Domnevamo, da gliva kot taka ne vpliva na smrtnost Cebel,
ampak vec¢ji problem verjetno predstavlja oblika sredstva Prestop Mix. Prasek se namrec
zelo dobro oprime telesa ¢ebel, mogoce zahaja tudi v traheje, ob izpostavljenosti vecjim
kolicinam pa se ¢ebele ne morejo zadostno ocistiti in se verjetno na ta na¢in lahko tudi
zadusijo. Z zamasitvijo dihalnih poti se lahko namre¢ posledi¢no zmanjSa sposobnost dela
telesa, ki ga dihalni sistem oskrbuje s kisikom ali pa pride celo do smrti ¢ebele (Gregorc,
2008).

Ob interpretaciji rezultatov je potrebno upostevati, da so bili odmerki bioticnega sredstva v
poskusu zelo veliki. Taksnim koli¢inam so izpostavljene samo prve cebele, ki preckajo
razdelilnik. Takrat tudi opazimo nekaj Cebel, ki ob izletu padejo na tla in nekatere med
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njimi tudi umrejo, vendar pa smrt manjSega Stevila ¢ebel za samo cebeljo druzino ne
predstavlja vecéje Skode. Obe poskusni druzini sta se med uporabo sredstva in tudi kasneje
normalno razvijali in sta tudi uspesno prezimili. Uporaba sredstva je torej z vidika
prezivetja Cebele druzine, kljub izgubi manjsega Stevila delavk, po nasih opazovanjih
varna.

5.3 VEDENJE CEBEL V RAZDELILNIKU IN PRED NJIM

Ugotovili smo, da ima bioti¢no sredstvo Prestop Mix na vedenje ¢ebel precej vecji vpliv od
pricakovanega in da se mu Cebele poskusajo izogibati.

5.3.1 Vedenje pred razdelilnikom

Dodatek Prestopa Mix je sprozil zelo buren vedenjski odziv ¢ebel, ki je bil izrazit zlasti
prvo uro in prve dni uporabe sredstva. Cebele so hitro letale iz panja, ker so se
najverjetneje sredstvu Zelele izogniti, pri tem pa so ga veliko razpihale iz razdelilnika.
Nekatere ¢ebele z veliko sredstva na sebi so popadale na tla, mogoce zato, ker so bile z
njim preve¢ obteZene ali pa so se duSile oziroma zaradi zaprasenih o¢i niti niso videle, kam
morajo leteti. Znano je, da ¢ebele ob obCutenju nevarnosti postanejo agresivne, kar se je
izkazalo tudi v nasem primeru. Prasek v razdelilniku je za Cebele predstavljal nekaj
neobicajnega in ¢ebele so na to reagirale obrambno. Obrambno vedenje se je pokazalo tudi
do vrstnic v panju, saj je prislo do pretepov. Pogosto se ¢ebele v panj niso vracale ali pa na
izhodu niso zletele in so se vrnile nazaj v panj.

Nekatere izletele cebele, ki so imele na sebi nekaj sredstva, so se takoj vrnile na vhod.
Celo, ko pri izletavanju ni bilo ve¢ belih ¢ebel, je vcasih na vhodu pristala kaka bela
cebela. TakSna se je verjetno vrnila iz paSe, moZno pa je tudi, da je po izhodu iz panja
padla na tla, po dolocenem ¢asu pa si je opomogla in se vrnila nazaj na vhod.

Smiselno bi bilo tudi snemanje na samem vhodnem delu razdelilnika, za kar pa bi
potrebovali Se tretjo kamero. Tako bi videli, kako pogosto se bele ¢ebele s sredstvom
vracajo v panj in ga s tem vanj vnasajo. Vnasajo ga tudi Cebele, ki vstopajo na izhodu
razdelilnika in tako preckajo polje s sredstvom. Prenasanje bioti¢nega sredstva v panj je
nezazeleno, saj spore glive Gliocladium catenulatum tako lahko zaidejo v med.

5.3.2 Vedenje ¢ebel v razdelilniku
5.3.2.1 Pogostost posameznih vedenj v dneh brez in s Prestopom Mix

Prestop Mix je zelo vplival na vedenje Cebel v razdelilniku. V dneh brez Prestopa Mix v
razdelilniku je vecina Cebel razdelilnik direktno prehodila do izhoda. V dneh s Prestopom
Mix pa je bilo videti, kot da se mu &ebele Zelijo izogniti. Stevilne so ob stiku z njim izletele
ali pa so ga Ze prej preskocile. Glede na to, da se je veliko ¢ebel obracalo na hrbet, jim je
verjetno na samem sredstvu drselo. Takoj po dodatku Prestopa Mix v razdelilnik smo
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opazili nekaj ¢ebel v pretepu. Sprememba vedenja je bila najvec¢ja v prvi uri po dodatku
Prestopa Mix v razdelilnik, nato pa se je poCasi zmanjSevala, verjetno zato, ker bilo v
razdelilniku vedno manj sredstva. Le pogostost izleta iz razdelilnika je ostala povecana Se
vec¢ ur po dodatku pripravka.

Pricakovali bi, da se ¢ebele, ki imajo na sebi ve¢ sredstva, tudi pogosteje Cistijo. Rezultati
tega niso potrdili, saj smo v skoraj vseh ¢asih opazovanja (razen pri 120 min) vecji delez
Cebel, ki se Cistijo, opazili v dneh brez Prestopa Mix. Nizji delez Cebel s cistilnim
vedenjem v dneh s Prestopom Mix si razlagamo s tem, da so bile ¢ebele na izhodu zaradi
stika s sredstvom prevec vznemirjene, da bi se Cistile.

5.3.2.2 Pogostost posameznih vedenj v dnevu brez in prvem dnevu s Prestopom Mix

Takoj ob dodatku Prestopa Mix v razdelilnik se je pogostost direktnega prehoda ob¢utno
zmanjala, pogostost ostalih opazovanih vedenj pa povedala. Ze po eni uri se je pogostost
direktnega prehoda precej povecala. Pogostost obracanja na hrbet se je do 15 minut po
dodatku sredstva povecevala, nato pa zacela upadati. Pogostost pretepa je bila povecana
samo takoj po dodatku pripravka, po eni uri pa razlik v primerjavi s kontrolnim dnem ni
bilo vec. Pri izletu iz razdelilnika in preskoku razdelilnika je bil trend drugacen. Pogostost
teh dveh vedenj se je ob dodatku Prestopa Mix najprej povecala, nato zmanjsala, nato pa
znova povecala. Obe vedenji kaZeta na to, da se ¢ebele sredstvu skuSajo izogniti.

5.3.2.3 Dolgotrajnejsa izpostavljenost ¢ebel Prestopu Mix

Rezultati so pokazali, da je vpliv sredstva Prestop Mix na vedenje velik tudi ob ve¢dnevni
uporabi, kar kaze na to, da se ¢ebele nanj ne navadijo in se mu skusSajo izogniti. Pogostost
nekaterih vedenj, kot sta preskok ali izlet iz obmocja s sredstvom, se je po daljsi
izpostavljenosti celo povecala, kar si razlagamo kot prilagoditev, ki omogoca izogibanje
sredstvu.

Ker na vedenje vplivajo tudi drugi dejavniki, kot so dostopnost pase in vreme, vseh
sprememb ne moremo pripisati samo vplivu Prestopa Mix. Vpliv vremena smo skusali
zmanj$ati s tem, da smo opazovali v ¢im bolj stabilnih in primerljivih vremenskih
razmerah. Da so razlike vendarle bile, kazejo Ze razlike v vedenjih pred dodatkom sredstva
v razdelilnik. lzstopa predvsem povecano izletavanje Cebel iz razdelilnika 5. dan, ¢eprav
sredstvo Se ni bilo prisotno. Zakaj je do tega priSlo, ne znamo razloziti. Kljub temu
menimo, da je ve€ina ugotovljenih razlik posledica vpliva pripravka.

Pri interpretaciji in vrednotenju rezultatov vedenja je potrebno upostevati, da poskusi niso
potekali v ¢asu (vremenu), ko bi debele obi¢ajno uporabili za zai¢ito jagod. Ceprav lo¢imo
enkrat rodne jagode, ki cvetijo zgodaj spomladi in veckrat rodne jagode, pri Katerih se
cvetenje ponavlja preko poletja in jeseni, tako v Sloveniji kot v svetu Se vedno prevladuje
pridelovanje spomladanskih ali jesenskih jagod (Koron, 2005). Ker na dogajanje v
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razdelilniku in pred njim verjetno vpliva tudi temperatura, je mozno, da bi bil odziv ¢ebel
pomladi ob nizjih temperaturah nekoliko drugacen. Vpliv temperature na aktivnost cebel se
je pokazal ze v posameznih dneh opazovanja.

5.4 PRIPRAVA CEBEL NA TRETIRANJE S PRESTOPOM MIX

Pred izvajanjem poskusov smo imeli kar nekaj tezav s tretiranjem Cebel z biotiCnim
sredstvom Prestop Mix. Prvotno smo imeli namen dodajati sredstvo v razdelilnik na panju
in ¢ebele med zapuscanjem panja naloviti v plasti¢ne tulce. Zaradi burne reakcije ¢ebel na
sredstvo smo se odlocili, da bomo ¢ebele tretirali v laboratoriju.

Po skuSanju razliénih metod (prehod skozi majhen razdelilnik, nanos s ¢opi¢em) smo se
odlo¢ili za skupinsko tretiranje v tulcu. Tulec s ¢ebelami smo vstavili v lon¢ek s Prestopom
(¢ebele so v stik z njim prisle preko mreze na dnu tulca) in ugotovili, da je ta metoda Se
najbolj podobna naravnim razmeram. Vse ¢ebele so prisle v stik s sredstvom, kasneje pa so
imele tudi Cas, da so se ocistile (kot se lahko o¢istijo preden odletijo iz panja, nekaj spor pa
izgubijo tudi med letom). Na tak nacin so bile ¢ebele izpostavljene razmeroma veliki
koli¢ini sredstva, koli€ini, ki je primerljiva s koli¢ino, ki jo dobijo prve Eebele, ki preckajo
razdelilnik.

5.5 PREDLOGI IN MOZNE IZBOLJSAVE RAZDELILNIKA IN BIOTICNEGA
SREDSTVA

Med analizo zunanjih in notranjih posnetkov se je izkazalo, da razdelilnik na panju ni
najbolj uéinkovit. Cebele so namre¢ vstopale in izstopale tako na vhodu in izhodu in tako
ni prislo do popolne locitve ¢ebel, ki prenasajo bioti¢no sredstvo na paso in tistimi, ki se
vracajo v panj, kar je ena od njegovih funkcij. Posledi¢no je prihajalo do vnosa bioti¢nega
sredstva v panj. Za izognitev taksnim problemom bi razdelilnik morali predelati tako, da bi
uspesno loceval ¢ebele. Moral bi torej omogocati vstop v panj samo na vhodu razdelilnika
in ne tudi na izhodu.

Opazili smo, da se je Prestop Mix v obliki praSka preve¢ oprijemal Cebel in da se je
sredstvo, ki smo ga naenkrat dodali v razdelilnik, zelo hitro porabilo. Morda bi se situacija
izboljSala Ze, ¢e bi v razdelilnik vstavili podlago (»predpraznik«), v kateri bi se sredstvo
bolje obdrzalo. To bi lahko dosegli tudi, ¢e bi sredstvo pokrili z drobno mreZico. Tako bi
Cebele pobrale manj sredstva in bi imele nemoten prehod do izhoda. Problem bi lahko
resili tudi z bolj kompaktno obliko samega praska. Prestop Mix bi bil lahko pripravljen v
obliki tablic, ki bi se vstavljale v razdelilnik. Tako se sredstvo ne bi tako praSilo,
posledi¢no bi bilo tudi obstojnejse ter bi se manj in bolj enakomerno oprijemalo cebel.
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6 SKLEPI

Na osnovi nasih rezultatov sklepamo naslednje:

Bioti¢no sredstvo Prestop Mix ne vpliva na odzivnost na pogojni drazljaj po enkratnem
pogojevanju, poveca pa obcutljivost ¢ebel na saharozo;

Veliki odmerki Prestopa Mix poveéajo smrtnost Cebel tako ob kroni¢ni kot akutni
izpostavljenosti;

Prestop Mix vpliva na vedenje ¢ebel v razdelilniku in pred njim tudi po vec¢dnevni
izpostavljenosti. Cebele se mu skusajo izogibati;

S poskusi smo ugotavljali vpliv bioticnega sredstva kot celote in ne samo njegove aktivne
sestavine glive Gliocladium catenulatum. Prestop Mix na smrtnost in vedenje najverjetneje
vpliva zaradi neustrezne oblike samega pripravka, saj se preve¢ prasi in oprijema Cebel in
ne zaradi delovanja glive same;

Potrebne so izboljsave razdelilnika in oblike bioticnega sredstva. Razdelilnik bi moral v
vecji meri lociti Cebele, sredstvo pa bi se moralo manj oprijemati cebel.
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7 POVZETEK

V Evropi, ki velja za najvecjo pridelovalko jagod, je vse bolj razSirjena ekoloska pridelava,
ki pa omejuje rabo fitofarmacevtskih sredstev. Med drugim jih uporabljajo za zatiranje sive
plesni (Botrytis cinerea), ki predstavlja vzrok za velike izgube pridelka. Kot alternativa
pesticidom se uporabljajo bioticna sredstva, med katerimi prevladujejo glive. Taksno
sredstvo je tudi Prestop Mix, ki vsebuje spore glive Gliocladium catenulatum.

Nacini aplikacij bioti¢nih sredstev so razli¢ni. Pogosta je uporaba Skropiv, kot prenasalce
bioticnih sredstev na jagode pa lahko uporabimo tudi cebele. Sredstvo dodamo v
razdelilnik names$c¢en na panj, ¢ebele pa ga pri izhodu iz panja poberejo ter prenaSajo na
paSo. Kadar se odlo¢imo za tak nacin aplikacije sredstev, je poleg varnosti za ljudi in
okolje nujno zagotoviti tudi varnost za prenasalca. V tem magistrskem delu smo zato
ugotavljali, ¢e je bioti¢no sredstvo Prestop Mix varno za prenasalko kranjsko ¢ebelo (Apis
mellifera carnica). Zanimal nas je vpliv na odzivnost na prehranske drazljaje, smrtnost in
vedenje Cebel. Poleg tega smo zeleli ugotoviti, kakSna je ucinkovitost razdelilnika, ob
morebitnih pomanjkljivostih le-tega pa je bila nasa naloga tudi predlagati izboljsave.

Vpliv na odzivnost na prehranske drazljaje smo preizkusali s klasi¢nim pogojevanjem
refleksa iztegovanja jezicka. Izpeljali smo samo prvo testiranje pri pogojevanju. Cebele
smo imobilizirali in testirali njihovo obcutljivost na saharozo. Kasneje smo jih izpostavili
vonju eteri¢nega olja limone in jih nato nagradili s sladkorno raztopino. Po 1 in 12 min
smo &ebele zopet izpostavili vonju in preverili, &e so se nanj odzvale. Ceprav so bile na
saharozo bolj obcutljive ¢ebele s Prestopom Mix, pa pri odzivnosti na pogojni drazljaj po
enkratnem pogojevanju razlik med kontrolno in tretirano skupino ni bilo.

Vpliv bioti¢nega sredstva na smrtnost smo testirali v kovinskih kletkah, ki smo jih postavili
v inkubator na 34 °C. Posamezna serija je trajala $tiri dni. Poleg kontrolne, smo imeli $e
akutno (sredstvu izpostavljena samo prvi dan) in kroni¢no (sredstvu izpostavljena vsak
dan) skupino. Prestop Mix je povecal smrtnost ¢ebel. Prvi dan jih je v kontrolni skupini
umrlo 2.5 %, v preostalih dveh pa priblizno 3-krat ve¢. V nadaljevanju poskusa je bila
smrtnost vedno najvi§ja v skupini, ki je bila sredstvu Prestop Mix izpostavljena kroni¢no
(do osemkrat vecja kot pri kontroli), medtem ko razlike med akutno in kontrolno skupino
niso bile ve¢ statisti¢no znacilne. Ob koncu poskusa je v kontrolni skupini skupno umrlo
6.5 %, v akutni 14 %, v kroni¢ni pa 26.5 % ebel. Cebele so bile izpostavljene velikim
koli¢inam sredstva, podobnim, Kot jih prejmejo prve ¢ebele, ki preckajo razdelilnik.

Vpliv Prestopa Mix na vedenje ¢ebel v razdelilniku in pred njim smo spremljali s pomocjo
dveh kamer. Primerjali smo dneve brez in s Prestopom Mix. Opazovali smo Sest ur
dnevno, prva ura je bila vedno brez bioti¢nega sredstva. Vsako uro smo posneli vsaj pet
enominutnih posnetkov v razdelilniku in dva petminutna posnetka pred njim. V dneh s
Prestopom Mix smo enako Stevilo zunanjih in notranjih posnetkov naredili tudi 15 in 30
min po dodatku sredstva v razdelilnik. Prestop Mix je najbolj vplival na vedenje Cebel
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takoj po dodatku le-tega v razdelilnik. Panj so zapuscale povsem bele ¢ebele, nekatere so
popadale na tla. Prve pol ure se je pred panjem v zraku nabralo veliko ¢ebel, ki v panj niso
vstopale. Opazili smo nekaj ¢ebel v pretepu. Pogosto so ¢ebele (ki so se vracale iz pase in
tudi tiste, ki so pravkar zapustile panj) pristajale na izhodu, nekatere so v panj vstopile,
druge so odletele stran. V zacetnih dneh poskusa so bile ¢ebele tudi precej agresivne.

V razdelilniku so se ¢ebele na razlicne nacine izogibale preckanju sredstva. Nekatere so po
stiku s sredstvom iz razdelilnika izletele, druge so ga preskocile. Po dolgotrajnejsi
izpostavitvi sredstvu so se Cebele na ti dve vedenji navadile in razdelilnika niso vec
zapuscale z direktnim prehodom. Mnogo cebel se je pri prehodu polja s sredstvom obrnilo
na hrbet, opazili smo tudi nekaj pretepov. Vsa neobi¢ajna vedenja so bila v najvecjih
delezih prisotna predvsem v prvi uri po dodatku Prestopa Mix. V dneh s Prestopom Mix
smo opazili manj ¢ebel s Cistilnim vedenjem kot v dneh brez Prestopa. Opazili smo Se
nekaj drugih, a manj pogostih vedenj. Cebele so hodile po stenah razdelilnika,
odstranjevale mrtve ¢ebele, dalj ¢asa hodile po razdelilniku, se obracale nazaj proti panju,
lezle ¢ez druge cebele. Med nekaterimi ¢ebelami je ob ¢elnem srecanju prislo tudi do stika
z antenami, ki se je vCasih koncal z medsebojno izmenjavo hrane.

Ugotovili smo, da razdelilnik ¢ebel, ki zapuScajo panj in tistih, ki se vanj vracajo, ne loc¢i
povsem. Nekatere ¢ebele so vstopale na izhodu in posledicno bioti¢no sredstvo vnasale v
panj. Za nadaljnjo uporabo priporocamo predelavo razdelilnika tako, da bo ¢ebelam vstop
na izhodu onemogocen. S tem bi zagotovili boljsi izkoristek sredstva, saj ga cebele ne bi
mogle vnasati nazaj v panj, v stik s sredstvom pa bi prisle le tiste, ki panj zapuscajo, cemur
je razdelilnik tudi namenjen.

Poleg izboljSav razdelilnika predlagamo tudi spremembe fizikalnih lastnosti bioticnega
sredstva ali njegove aplikacije. Prestop Mix v obliki praska se je namre¢ zelo oprijemal
Cebel, se prasil, Cebele pa so ga iz razdelilnika tudi zelo hitro razpihale. Za daljSo
obstojnost sredstva v razdelilniku bi vanj lahko vstavili podlago, v kateri bi se sredstvo dlje
obdrzalo. Lahko bi uporabili tudi mrezico, pod katero bi dodajali bioti¢no sredstvo. V obeh
primerih bi verjetno zmanjSali tudi praSenje. Pretirano prasenje in daljSo obstojnost
sredstva bi lahko dosegli tudi z uporabo kompaktnejse oblike samega sredstva.

Domnevamo, da je pokazan vpliv Prestopa Mix na smrtnost in vedenje ¢ebel predvsem
posledica fizikalnih lastnosti pripravka Prestop Mix, zaradi ¢esar se zelo oprijema cebel in
ne posledica vpliva glive Gliocladium catenulatum. Menimo, da kljub vplivu na vedenje in
smrti nekaj osebkov po aplikaciji sredstva v razdelilnik, uporaba Pestopa Mix ne vpliva na
prezivetje Cebelje druzine. Z izboljsanjem lastnosti pripravka in razdelilnika vpliv lahko se
zmanj$amo.
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