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Pasne cebele v naravi izbirajo sladkost teko€ine, ki jo zauZijejo. Na manini pasi
pijejo kapljice, ki vsebujejo razlicne koncentracije saharoze in drugih sladkorjev.
Raziskovali smo vpliv sladkosti saharoznih kapljic na pasno vedenje ebel. Cebele
smo hranili na umetnem krmis¢u v komori velikosti 40x30x30 cm. Nadzorovali
smo c¢as trajanja poskusa, temperaturo in relativno zra¢no vlago. Pasno aktivnost
¢ebel smo snemali z video kamero Sharp C670 in programom FDS Imaging
Software (FDS Research, Slovenija). Cebelam smo ponudili 4 pL kapljice dveh
razlicnih koncentracij raztopine saharoze, ki so bile naklju¢no razporejene na
stekleni ploséi. Cebele so raje pile kapljice z vi§jo koncentracijo saharoze, izbirale
so kapljice 1 M saharoze pred kapljicami 0,5 M saharoze (n=34) oziroma kapljice
1,5 M saharoze pred kapljicami 0,5 M saharoze (n=33). Ce je bila absolutna
razlika med obema koncentracijama saharoze v poskusu vecja, je bila preferenca
bolj izrazita. HPLC analiza vzorcev kapljic na poskusnih ploscah je pokazala
naraS¢anje koncentracije saharoze zaradi izhlapevanja vode med poskusom.
Hitrost naraS€anja koncentracije saharoze je bila odvisna od temperature in
relativne zracne vlage v komori med poskusom. Koncentracija saharoze v
kapljicah z vi§jo vsebnostjo saharoze je narascala hitreje kot koncentracija
saharoze v kapljicah z niZjo vsebnostjo saharoze.
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In nature honeybee foragers select the sweetness of liquid food they consume.
Honeybees forage on honeydew droplets which contain different concentrations of
sucrose and other sugars. We investigated the effect of sweetness of sucrose
droplets on the foraging behaviour of honeybees. Experiments were conducted
using an artificial feeding place in a 40x30x30 cm chamber with controlled
temperature and relative air humidity. The feeding activity of honeybees was
video recorded with Sharp C670 and FDS Imaging Software (FDS Research,
Slovenija). The bees were offered 4 uL sucrose water solution droplets of two
concentrations, randomly positioned on a glass plate. Honeybees were
preferentially choosing droplets containing 1 M sucrose rather than 0.5 M sucrose
(n=34) and 1.5 M sucrose rather than 0.5 M sucrose (n=33). The preference was
greater if the difference between sugar solution sweetness was larger. HPLC
analysis of samples from droplets revealed a significant increase in sucrose
concentrations as a consequence of evaporation of water from the droplets during
the experiments. The rate of concentration increase was temperature and relative
air humidity dependent. The concentration of solutions with higher contents of
sucrose increased at a higher velocity than concentration of solutions with lower
contents of sucrose.
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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV TEME

Kranjska cebela (Apis mellifera carnica Poll.) je ena izmed Stiriindvajsetih pasem
medonosne cebele (Apis mellifera L.) (Stark, 1998). Medonosne Cebele so socialne
zuzelke, ki Zivijo v skupnosti imenovani &ebelja druzina. Cebele delavke v zaGetnih fazah
zivljenja opravljajo razna dela v panju, v zadnji fazi zivljenja pa preidejo na pasno vedenje

(Winston, 1987).

Pasne Cebele nabirajo sladke tekocine, cvetni prah in vodo ter s tem zadovoljujejo potrebe
celotne druZine po hrani. Glavna vira sladkih tekocin sta medic¢ina ali nektar (nektarna
pasa) in manine kapljice (manina paSa). Nektar ¢ebele nabirajo iz medovnikov cvetnic, ki
oprasSevalce privabljajo tudi z razlicnimi barvami in oblikami cvetov ter z vonji. Manine
kapljice pa so izlocki Zuzelk, ki se prehranjujejo z rastlinskimi sokovi dreves. 1zlocke teh

zuzelk cebele nabirajo na iglicah in listih dreves ter na podrasti pod drevesi.

Na manini paSi cebele nabirajo kapljice sladkih raztopin, ki so precej razli€nih
koncentracij. Koncentracija sladkorjev v maninih kapljicah je eden od mozZnih vzrokov za
spremembe v pasni aktivnosti ¢ebel. Ugotovljeno je bilo, da so v vsebini mednih
zelodckov pasnih ¢ebel visje koncentracije sladkorjev kot v kapljicah mane iz iste paSe, kar
lahko v najve¢ji meri pripiSemo nabiranju bolj izsuSenih kapljic (Poklukar in sod., 1997).
Podobno kot na manini pasi so ¢ebele v poskusih pile posamezne kapljice, razporejene na
plos¢i. Za boljSe razumevanje dogajanja na manini pasi smo v diplomskem delu
raziskovali vpliv prisotnosti sladkornih raztopin dveh razli¢nih koncentracij na vedenje
pasnih cebel. Zanimalo nas je, kak$ne so preference cebel za razlicne koncentracije
raztopin sladkorjev in na kakSen nacin se kazejo te preference. Zanimalo nas je tudi
vedenje Cebel, ki se prvi¢ srecajo z dvema razli¢nima koncentracijama sladkih raztopin na
pasi. Razli¢ne koncentracije sladkorjev v maninih kapljicah so posledica razlicno
koncentriranih izlo¢kov proizvajalcev mane, kot tudi izhlapevanja vode iz kapljic.
Zanimalo nas je, v kak$ni meri se je v nasih poskusih spreminjala koncentracija kapljic

zaradi izhlapevanja in kako to vpliva na ¢ebeljo izbiro.
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1.2 PREGLED OBJAV

1.2.1 Manina pasa

Mana so sladki izlocki listnih usi, kaparjev in Skrzatov, ki spadajo med kljunate zuzelke
(Hemipteroidea, Rhynchota). Proizvajalci mane imajo grajen ustni aparat za sesanje. S
kljuncem prodrejo do sitastih cevk, po katerih se pretakajo rastlinski sokovi, ki jih pri
iglavcih najdemo tik pod lubjem. Pri listavcih so te cevke na spodnji strani listov, kjer

ponavadi najdemo uSice (Rihar, 2003).

Zaradi velikega pritiska turgorja, ki potiska rastlinske sokove v prebavilo prisesane
zuzelke, se pretaka skoznjo znatno vec snovi, kot jih potrebuje za svoje preZivljanje (Rihar,
2003). Rastlinski sok, ki se pretaka po sitastih ceveh, vsebuje 10 do 30% suhe snovi.
Prevladujejo ogljikovi hidrati, preostanek pa sestavljajo minerali, beljakovine, organske
kisline in vitamini. Sesajoce Zuzelke izkoristijo le nekaj odstotkov sladkorjev, ki jih
najdemo v drevesnem soku, ostale izloCijo bolj ali manj predelane skozi zadnji¢no odprtino
v obliki drobnih kapljic. Poleg saharoze vsebuje mana Se fruktozo, glukozo ter nekatere
trisaharide in oligosaharide. V mani prav tako ostane velika vecina rastlinskih beljakovin
in se véasih pojavijo tudi vi§ji alkoholi (Sivic, 1998). SveZa mana je bistra in ima
povprecno vrednost suhe snovi 5 do 18%. Zaradi sprememb v zracni vlagi se pri
izparevanju ob zelo suhem vremenu koli¢ina suhe snovi lahko zveca na 30 do 50%.
Koli¢ina ogljikovih hidratov v mani znaSa 90 do 95% suhe snovi (BozZnar in Senegacnik,

1998).

Manine paSe se pojavljajo neredno, vendar so ob pojavu lahko zelo obilne. Neredno
pojavljanje mane je posledica mnogih dejavnikov, najpomembnejsi je Zivljenjski cikel
zuzelk, ki mano posredujejo. Na razvojni cikel teh Zuzelk vplivajo predvsem rastline
gostiteljice s spremembami sestave rastlinskih sokov, Skodljivci in bolezni, nadmorska

viSina ter klima (Rihar, 2003).

Privla¢nost maninih kapljic za ¢ebele je odvisna od sladkorne sestave kapljic (Poklukar in

sod., 1997). Cebele imajo dobre pase na razli¢nih manah, npr. hrastovi, javorovi in leskovi,
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Se izdatnejsi pa sta v naSih krajih hojeva in smrekova mana (Boznar in Senegacnik, 1998).
Cebele so le ene izmed porabnikov mane, porabijo jo le malo, morda okrog 5%. Vemo
tudi, da mana predstavlja mravljam kar 90% hrane in da se z njo prehranjuje Se stotine vrst

zuzelk (Rihar, 2003).

1.2.2 Pas$na aktivnost ¢ebel

Razvoj strupnih zlez in izlocanje juvenilnega hormona nakazujeta zacetek pasnega obdobja
posamezne cebele (Winston, 1987). Za izraZenost pasnega vedenja morajo obstajati
zunanji motivirajo¢i dejavniki, kot so prisotna zalega, prazno satje in feromoni matice, ter
notranji motivirajo¢i dejavniki za pasno aktivnost, kot sta lakota po pa$i in juvenilni
hormon. Drazljaji, ki vzburjajo ¢ebele k paSni aktivnosti, so novi nektar in cvetni prah v
panju, stiki s pasnimi ¢ebelami, vzorci nektarja, dobljeni pri medsebojni izmenjavi hrane,
pobrencavanje paSnih cebel in drugih paSno vznemirjenih cebel, brencanje plesalk in

zibajoC ples in morda Se kaj (Bozi¢, 1998).

Za pasne Cebele je znacilna specializacija za razli¢na opravila. Delitev dela se spreminja s
spremembo zunanjih okoljskih dejavnikov kot tudi s spremembami v panju (Kolmes,
1985a). Tako se posamezne paSne Cebele specializirajo kot strazarke, zbiralke vode,
izvidniarke ter zbiralke nektarja, peloda ali obojega (Kolmes, 1985b). Cebele, ki se
vracajo z ugodnih pa$, ostalim cebelam v panju posredujejo informacije o prisotnosti,
razpoloZljivosti, kvaliteti, vonju ter oddaljenosti in smeri izvora hrane s plesom in z

izmenjavo hrane (von Frisch, 1965).

PaSne cebele se v prostoru orientirajo predvsem s pomocjo vida. Pri nabiranju nektarja in
peloda na cvetnicah ¢ebele prepoznavajo barve in oblike cvetov. Poleg barv in oblik so pri
nektarnih pasah pomembne Se vonjave in vsebnost sladkorjev v medi¢ini (von Frisch,

1965).

Cebele odkrijejo manino paso najverjetneje po nakljudju, saj za razliko od nektarnih pa3
gozdna pasa ni vezana na posebne vonjave, barve in oblike. Ob ponovnih obiskih manine

pase se tako Cebele orientirajo predvsem s prepoznavanjem znamenj v okolju, do dolocene
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mere pa tudi s pomocjo barv in vonjav, vendar te niso tako specificno vezane na vir sladke

raztopine, kot pri nektarnih pasah.

1.2.3 Zaznavanje sladkih raztopin pri ¢ebelah

Pasne cebele se odzivajo na spremembe v kakovosti virov nektarja. PoviSanje vsebnosti
saharoze povzro€i povecanje Stevila pasnih poletov ene cebele v doloCenem casu,
povecanje volumna nabrane koli¢ine sladke teko¢ine in zmanjSanje verjetnosti, da bo pasna
¢ebela opustila vir hrane. ZviSane koncentracije povecajo verjetnost, da bodo pasne cebele
v panju plesale, in podaljSajo Cas trajanja teh plesov. Na podlagi tega lahko sklepamo, da
Cebele zaznavajo spremembe v koncentraciji sladkorjev nektarja in primerno temu

prilagodijo svoje pasno vedenje in vedenje v panju (von Frisch, 1965).

Cebele zbirajo informacije o prisotnosti in koncentraciji sladkorjev v hranljivih teko¢inah s
pomogjo okusa. Cutilo za okus pri &ebelah najdemo na obustnem predelu, sprednjih nogah
in antenah, ki pogostokrat predstavljajo prvi stik ¢ebel s sladko raztopino. Antene so Cutilni
organi z razli¢nimi tipi kemo- in mehanoreceptorskih senzil, med katerimi sta Whitehead
in Larsen (1976a) prepoznala tudi okuSalne dlacice. Intaktne okuSalne dlacice anten imajo
odzivni prag ve€inoma pri 3 mM raztopini saharoze (Haupt, 2004). Obcutljivost okuSalnih
dlacic na antenah je tako veliko vecja kot pri okuSalnih dladicah na proboscisu, ki se

odzivajo pri 10 mM raztopini (Whitehead 1978, Whitehead in Larsen 1976b).

Mejne koncentracije sladkorjev, ki sprozijo odziv pri posamezni Cebeli, se doloCajo z
dotikom anten s sladkorno raztopino. Ce je koncentracija primerna, se ¢ebela refleksno
odzove z izproZenjem rilcka (ang. proboscis). Ta odziv opisujemo kot PER (ang. proboscis
extension reflex). Koncentracija, pri kateri se posamezna ¢ebela odzove s PER, je mejna
koncentracija, pri kateri ¢ebela zazna sladko tekocino kot primerno hrano. PER odzivnost
posamezne Cebele na raztopine sladkorja je povezana z delom, ki ga paSna ¢ebela opravlja.
Nabiralke vode so najbolj odzivne cebele, kar pomeni, da se s PER odzovejo na najnizje
koncentracije sladkornih raztopin. Nabiralke peloda se odzivajo na nizje koncentracije kot
nabiralke nektarja. Cebele, ki nabirajo oboje, se odzivajo pri vmesnih koncentracijah

(Pankiw in Page 1999, 2000, Page in sod. 1998). Tudi med posameznimi ¢ebelami, ki
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nabirajo nektar, so razlike v PER odzivnosti. Tiste z vi§jo odzivnostjo nabirajo nektar z
manjSimi koncentracijami od cebel, ki so manj odzivne (Pankiw in Page 2000, Pankiw
2003). Lacne cebele se s PER odzovejo pri nizjih koncentracijah kot site ¢ebele (Page in
sod., 1998). Odzivnost na saharozo se tako spreminja s hranjenjem in tudi s paSnimi
izkusnjami (Pankiw in sod., 2001). Kaze se Ze zelo zgodaj v razvoju in vpliva na pasno
vedenje Cebele v kasnejSem obdobju zivljenja. Dve genetski liniji ¢ebel, ki se razlikujeta v
pasnem vedenju, kazeta tudi znacCilne razlike v odzivnosti na saharozo (Pankiw in Page,

1999).

PER odzivnost ¢ebel se spreminja tudi med pasnim obdobjem. Nabiralke peloda kazejo v
mesecu maju najvi§jo odzivnost (PER pri nizjih koncentracijah saharoze), nabiralke
nektarja pa imajo v mesecu juniju in juliju najniZjo odzivnost (PER pri vi§jih
koncentracijah). V mesecu septembru sta odzivnosti nabiralk peloda in nabiralk nektarja

¢ebel na dolocene koncentracije precej podobni (Scheiner in sod., 2003).

1.2.4 Razlikovanje med sladkimi raztopinami razli¢nih koncentracij v poskusih z

izbiro

Primernost razli¢nih koncentracij sladkih raztopin za hranjenje ¢ebel je raziskoval Zze Von
Frisch (1965) s krmilniki, ki so vsebovali razlicne koncentracije saharoze. Najnizjo
koncentracijo sladke raztopine, na kateri se je paslo vsaj nekaj cebel, je dolo€il za mejno
koncentracijo, ki je za ¢ebele Se primerna. NajniZje koncentracije sladkih raztopin, ki so jih
&ebele pile na umetnih krmis¢ih, so bile med 125 mM in 1 M. Ce so bile sestradane, so pile

tudi 63 mM raztopine (von Frisch, 1965).

Pri ugotavljanju preferenc Zivali se pogosto uporabljajo testi z izbiro. Zival ima preferenco
za eno od dveh ali ve¢ moznosti, kadar ji nameni ve¢ ¢asa, jo veckrat izbere ali ima krajSo
latenco pri pristopu. Vendar preference, ki jih zivali kazejo v dolocenem trenutku, niso
stalne. Pri posamezni Zivali se lahko spreminjajo s starostjo, letnimi Casi, tekom dneva ali
zaradi predhodnih izkuSenj. Zivali prav tako spreminjajo svoje preference glede na

razpolozljiv ¢as in energijo (Bateson, 2004).
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Na ¢ebelah je bilo narejenih veliko poskusov, s katerimi lahko do dolo¢ene mere razlozimo
vedenje Cebel na nektarni pasi. Pri vecini teh poskusov so raziskovalci uporabljali umetne
roze, ki so vsebovale raztopine saharoze enakih koncentracij, a so se razlikovale po obliki,
obarvanosti, volumnu vsebovane raztopine ali po dostopnosti raztopine. Shafir (1994) je v
poskusih uporabljal cvetove, ki so se razlikovali po obliki in volumnu razpolozljive
sladkorne raztopine. Ugotovil je, da ¢ebele raje obiskujejo cvetove, ki nudijo vec¢ sladkorne
raztopine. Ce so v poskus dodali e tretjo moznost izbire, so se preference nekoliko
spremenile, ne glede na to, da je bila ta tretja moZnost relativno nezanimiva za Cebele

(Shafir in sod., 2002).

Na podoben naéin so preference pri émrljih raziskovali Keasar in sod. (2002). Cmirlji so se
hranili na dveh tipih umetnih roz, ki sta se razlikovala po obarvanosti in tudi po verjetnosti,
da se bodo po hranjenju ponovno napolnile s sladko raztopino. Na zacetku vsakega obiska
so vse roze vsebovale sladko raztopino enake koncentracije. Tekom zaporednih obiskov so
se ¢mrlji vedno pogosteje hranili na rozah, ki so jim veckrat ponudile sladko raztopino v
predhodnih obiskih. Ce sta bili verjetnosti ponovne napolnitve obeh tipov roz enaki, émrlji

v zaporednih obiskih niso kazali preferenc za enega od obeh tipov umetnih roz.

Cnanni in sod. (2006) so opazovali preference ¢mrljev za enega od dveh tipov umetnih roz,
ki sta se razlikovala v koncentraciji sladkorne raztopine, volumnu raztopine ali v
koncentraciji in volumnu raztopine. Cmrlji so se v zaporednih obiskih vedno pogosteje
hranili na roZah z visjimi koncentracijami sladkorne raztopine tako v primerih, ko so vse
roze vsebovale enake volumne raztopin, kot tudi v poskusih, ko so vsebovale manjsi

volumen raztopine kot roZe z nizjo koncentracijo raztopine saharoze.

Naug in Arathi (2007) sta raziskovala vpliv razlicnih koncentracij raztopine saharoze na
vedenje Cebel v poskusni komori. V komoro sta postavila dva krmilnika, ki sta vsebovala
razliéni koncentraciji raztopine saharoze. Opazovala sta, kolikokrat cebela tekom enega
obiska vzor¢i oziroma poskusi alternativno moznost (raztopino v krmilniku, na katerem ni
pristala pri prihodu v komoro). Cebele so z vsakim zaporednim obiskom manjkrat vzoréile
in mo¢no povedale obisk krmilnika z vi§jo koncentracijo. Ce sta spremenila koncentraciji

raztopin v krmilnikih, so se ¢ebele odzvale s povecanim Stevilom vzorcenj, ki pa se je z
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zaporednimi obiski nato spet hitro zmanjSal. Poskuse sta ponovila tudi s tremi razli¢nimi

koncentracijami saharoze, kar se je izkazalo za nekoliko kompleksnej$o situacijo.

Zaberl (2000) je v diplomskem delu ugotavljala preference Gebel za razliéne koncentracije
sladkorne raztopine. Poskusne cebele so veckrat zaporedno obiskale poskusno komoro,
kjer so se hranile s kapljicami sladkorne raztopine dveh razli¢nih koncentracij. Ce je bila
razlika med koncentracijama zadosti velika, je posamezna Cebela v vsakem zaporednem
obisku popila ve¢ kapljic vi§je koncentracije. Kadar sta bili razliki med koncentracijama
obeh raztopin zelo majhni (npr. 180 g/L in 200 g/L), ¢ebele tudi v ve¢ zaporednih obiskih

niso izbirale kapljic z vi§jo koncentracijo sladkorja.
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2 NAMEN RAZISKAVE IN HIPOTEZA

Namen raziskave je opisati vedenje Cebele na umetnem krmiscu s kapljicami razli¢nih
koncentracij saharozne raztopine. Zanimalo nas je, na kakSen nacin se ¢ebele odzovejo na
prisotnost dveh razlicnih koncentracij raztopine saharoze na krmisc¢u in kako se kaZze

morebitna preferenca posameznih ¢ebel za eno od obeh koncentracij.

Zanimalo nas je, ali Cebele izbirajo med dvema koncentracijama raztopine saharoze in
kako se spremenijo preference Cebel, ¢e poveCamo razliko med obema koncentracijama.
Zanimalo nas je tudi, ali se izbiranje med dvema koncentracijama raztopin z niZjima
vsebnostima saharoze razlikuje od izbiranja med dvema koncentracijama z vi§jima

vsebnostima saharoze.

Predvidevali smo, da se je tekom naSih poskusov koncentracija raztopine saharoze v
kapljicah spremenila zaradi izhlapevanja vode. Zanimalo nas je, v kak$ni meri se je v nasih
poskusih spreminjala koncentracija kapljic zaradi izhlapevanja in kako to vpliva na ¢ebeljo

izbiro.

Z raziskavo smo Zeleli vsaj delno pojasniti pasno aktivnost ¢ebel na gozdni pasi, kjer se

cebele srecujejo z zelo razlicnimi koncentracijami maninih kapljic.

Na$i niCelni hipotezi sta bili, da se cebelje izbiranje med dvema razli¢nima
koncentracijama sladkornih raztopin pri niZjih vsebnostih sladkorjev ne razlikuje od
izbiranja med dvema koncentracijama pri vi§jih vsebnostih sladkorjev in da poviSanje

razlike med koncentracijama ne vpliva na Cebelje izbiranje.
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3 MATERIALI IN METODE

Poskuse smo izvajali na Katedri za nevroetologijo Oddelka za biologijo BiotehniSke

fakultete. Panji s poskusnimi ¢ebelami so bili od mesta poskusa oddaljeni priblizno 100m.

Poskuse s ¢ebelami smo izvedli med 27. julijem in 18. avgustom 2006. V tem casu v
naravi primanjkuje naravnih virov hrane za cebel, saj cvetnice zaradi previsoke
temperature in izsuSenosti zemlje ne izlo¢ajo vecjih koli¢in nektarja. Pomanjkanje hrane v
poletnih mesecih imenujemo brezpasno obdobje cebel. Umetno pripravljeno krmisce lahko

v teh mesecih predstavlja glavno paso cebel.

3.1  OPIS POSKUSA

Cebele smo privadili na pa$o na umetnem krmiséu, ki smo ga postavili na okensko polico
laboratorija za nevroetologijo in je bilo sestavljeno iz krmilnika in raztopine jedilnega

sladkorja.

Poskuse smo izvajali v poskusni komori na posameznih ¢ebelah. Pred zacetkom poskusov
smo Cebele privadili na hranjenje v komori z raztopino saharoze, ki je imela nekoliko vi§jo
koncentracijo kot raztopina na umetnem krmi$¢u pred komoro. Cebele so med privajanjem
lahko prosto letale v komoro in iz komore. S tem smo Cebelam omogocili ¢imbol;

nemoteno hranjenje.

Na stekleno plos€o smo pred zacetkom poskusa nanesli 30 kapljic raztopine saharoze, 15
kapljic z vi§jo in 15 kapljic z nizjo molarnostjo. Uporabljali smo 0,5 M, 1 M in 1,5 M
raztopino saharoze. Opazovali smo tudi hranjenje ¢ebel na plos¢i s kapljicami enake
molarnosti, kar nam je sluzilo kot kontrola. Poskuse smo snemali z video kamero Sharp
C670 in programom FDS Imaging Software (FDS Research, Slovenija) ter spremljali

temperaturo in relativno zracno vlago v komori tekom poskusa.

Spremembe koncentracij raztopin saharoze v posameznih kapljicah ob koncu poskusa smo

preverili s tekoc¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC).
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3.2  PRIPRAVA POSKUSA

3.2.1 Krmilnik za ¢ebele

Krmilnik za ¢ebele smo pripravili iz petrijevke in steklenega kozarca. V dno petrijevke
smo naredili zareze in vanjo postavili kozarec s sladkorno raztopino. Zareze v petrijevki so
omogocale pocasno iztekanje sladkorne raztopine iz kozarca in vstop zraka v kozarec. Rob

petrijevke je ¢ebelam omogocal oprijem med hranjenjem s sladkorno raztopino.

3.2.2 Privajanje ¢ebel na umetno krmisce

S privajanjem ¢ebel na umetno krmisc¢e smo zaceli 19. julija 2006. Krmilnik za ¢ebele smo
postavili v oddaljenost treh metrov od panjev na pokoncno postavljen okvir naklade.
Cebele smo prenasali od panjskih Zrel do krmilnika na petrijevki, premazani s sladkorno
raztopino. Tako smo poskrbeli, da so €ebele hitro nasle ugodno paso na umetnem krmiscu.
Na krmilnik smo prenaSali ¢ebele iz treh razlicnih panjev in s tem vsaj delno zmanjSali
mozne vplive razmer v panjih na hranjenje poskusnih ¢ebel. Ko se je na krmiScu paslo
dovolj cebel, smo ga zaceli postopno prestavljati v smeri mesta izvedbe poskusov. Do
konca dneva smo umetno krmisce prenesli do mesta izvedbe poskusov. Krmilnik smo nato
prestavili na okensko polico laboratorija Katedre za nevroetologijo, kjer so potekali

poskusi.

Zaradi mnozi¢nega obiska ¢ebel smo dodali Se en krmilnik in v naslednjih dneh postopno
zmanjSevali vsebnost sladkorja v raztopini. Na okensko polico smo postavili §e krmilnik z
vodo, da so lahko ¢ebele nadomestile morebitno pomanjkanje vode. Sladkorno raztopino v
krmilnikih in vodo smo vsako jutro zamenjali s sveZima. Dva krmilnika napolnjena z 0,5 L

sladkorne raztopine sta zadostovala za celodnevno paso ¢ebel na umetnem krmiscu.

Ob dezevnih dnevih cebele niso obiskovale krmisS¢a. Takoj, ko je dez ponehal, smo na
krmiscu lahko opazili prve cebele. Mnozi¢nost obiska krmis¢a na okenski polici se je po
konc¢anih padavinah hitro obnovila. Nekajkrat smo v zgodnjih jutranjih urah celo opazili

cebele, ki so na krmiScu prenocile.



11

Bencik K. Izbira sladkosti pase pri kranjski ¢ebeli (Apis mellifera carnica Poll.).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

3.2.3 Priprava raztopin

Raztopine smo pripravljali v laboratoriju Katedre za nevroetologijo na dan poskusa. Med
poskusi smo jih hranili v hladilniku. Pripravljene raztopine smo uporabljali najve¢ dva

zaporedna dneva.

Za pripravo sladkornih raztopin smo uporabili:
- laboratorijsko saharozo (Kemika, Zagreb)
- jedilni sladkor
- med
- vodovodno vodo
- steklovino

- tehtnico

Na umetnem krmi§¢u smo vedno uporabljali raztopino jedilnega sladkorja. Pripravljali smo
jo v steklenih kozarcih z oznagenim volumnom 0,5 L. Cebele smo za&eli privabljati na
umetno krmisce s sladkorno raztopino koncentracije 700 g/L. Zacetni raztopini smo dodali
Se nekaj medu, da smo jo naredili zanimivejSo za Cebele. V naslednjih petih dneh smo
koncentracijo sladkorne raztopine na umetnem krmiScu postopno zmanjSevali, a kljub
temu nismo opazili upada obiska cebel. Pred zacetkom poskusov je bila koncentracija
sladkorne raztopine na krmiScu 110 g/L in tako ni bila konkuren¢na raztopinam, ki smo jih

uporabljali v poskusni komori.

Raztopine za privajanje Cebel na hranjenje v poskusni komori in poskusne raztopine smo
pripravljali iz saharoze. Uporaba laboratorijske saharoze se nam je zdela primernejsa, saj
vsebuje manjSo koli¢ino primesi in za razliko od jedilnega sladkorja nima tako izrazitega
vonja. Za privajanje ¢ebel na hranjenje v komori smo uporabljali raztopino saharoze s
koncentracijo 130 g/L. Ta je bila torej visja kot koncentracija raztopine na krmis$¢u in nizja

od koncentracij vseh treh poskusnih raztopin.
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V poskusih smo uporabljali 0,5 M (171 g/L), 1 M (342 g/L) in 1,5 M (513 g/L) raztopino
laboratorijske saharoze. Raztopine smo pripravljali po naslednjem postopku:

- 0,5 M raztopina: odtehtali smo 1,71 g saharoze

- 1 M raztopina: odtehtali smo 3,42 g saharoze

- 1,5 M raztopina: odtehtali smo 5,13 g saharoze
Odtehtano saharozo smo raztopili v manjSem volumnu vode in nato dopolnili do kon¢nega

volumna 10 mL.

3.2.4 Postavitev komore za izvedbo poskusov

Izdelali smo poskusno komoro v velikosti 40x30x30 cm. Vhod v komoro je predstavljal
tunel z zaporno loputo. Odprtina tunela je bila velikosti 15x15 cm, dolZina tunela pa 33
cm. Na zadnji strani komore je bila odprtina z loputo, namenjena vstavljanju poskusnih
plosc¢ s kapljicami raztopine. Bo¢ne strani komore in tunel za vstop v komoro smo izdelali
1z prozornih polikarbonatnih plos¢. Za dno in vrh komore smo uporabili premi¢ni stekleni
plos¢i, ki sta bili primernej$i za snemanje z vrha komore. Komoro smo zatemnili z
zunanjih strani, razen na vhodu v komoro, na dnu in vrhu komore za snemanje in osvetlitev

ter na zadnji strani komore za opazovanje iz laboratorija.

Poskusno komoro smo postavili na stojalo, nameS¢eno na mizi pred odprtim oknom
laboratorija. Okensko odprtino smo zastrli s stiropornimi ploS¢ami in v viSini komore
izrezali odprtino za vhod v tunel komore. Cebele so tako lahko letele v notranjost

laboratorija samo skozi vhodni tunel komore.

Nad komoro smo postavili video kamero, pritrjeno na stojalu. Komoro smo za namen
snemanja iz spodnje strani osvetlili z dvema Zarnicama in pod njo namestili plosce iz
stiropora, ki so enakomerno razprsile svetlobo iz Zarnic. Postavitev poskusne komore z

osvetlitvijo in kamero je shematsko prikazana na slikah 1 in 2.
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Slika 1: Shematski prikaz postavitve komore z osvetlitvijo in video kamero; pogled iz bo¢ne strani.
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Slika 2: Shematski prikaz postavitve komore z osvetlitvijo in video kamero; pogled iz zadnje strani.
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3.2.5 Privajanje ¢ebel na hranjenje v poskusni komori

Na dan pred zacetkom poskusov smo Cebele zaceli privajati na hranjenje v poskusni
komori. Na dno komore smo postavili stekleno plos¢o in nanjo petrijevko z raztopino
saharoze, ki je imela koncentracijo 130 g/L. V komoro so kmalu priletele prve ¢ebele, saj
je bil vhod v neposredni blizini umetnega krmiS¢a na okenski polici. Posamezne ¢ebele so
poletavale po vhodnem tunelu in notranjosti komore, vendar niso naSle sladkorne
raztopine. Zato smo manjSo petrijevko s sladkorno raztopino namestili $e v tunelu komore,
kjer se je kmalu zacelo pasti nekaj ¢ebel. Te ¢ebele smo prenesli na petrijevko v notranjost
komore in jih pustili, da se nemoteno najedo. Cebele, ki so za tem priletele v komoro, so se
pridruzile ostalim cebelam ob petrijevki. Tekom dneva se je obisk komore Steviléno
poveceval. Hkrati se je na sladkorni raztopini v petrijevki paslo tudi ve¢ kot deset cebel.
Ko se je v popoldanskih urah gneta povecala, smo vhod v komoro zaprli. Cebele so
posedale na zaporni loputi in tunelu ter iskale vhod v komoro. Po dolo¢enem casu so
¢ebele opustile vir hrane v komori. Ob ponovnem odprtju vhoda v komoro je prva cebela
priletela Sele po nekaj minutah. Obisk komore se je Steviléno obnovil po dvajsetih do

tridesetih minutah.

Cebele so se lahko hranile v komori vsako jutro pred zaetkom poskusov. Ko je bil obisk
komore Stevilcen, smo vhod zaprli. Stekleno plos¢o z raztopino saharoze v petrijevki smo
odstranili iz komore in zaceli s poskusi. V eni uri smo naredili poskuse s $tirimi do najve¢
Sestimi ¢ebelami in nato ponovno odprli vhod v komoro za paso. S poskusi smo
nadaljevali, ko se je obisk komore Steviléno obnovil. Komoro smo morali odpreti za paso

dvakrat do Stirikrat dnevno, odvisno od Stevila poskusov, ki smo jih tisti dan izvedli.

Kadar ve¢ dni nismo izvajali poskusov v komori, npr. zaradi deZja, smo morali ¢ebele
znova privajati na hranjenje v komori. Postopek privajanja smo izvedli na prvi son¢ni dan,
na podoben nacin kot pred prvim dnevom izvajanja poskusov v komori. Vendar je

privajanje potekalo krajsi ¢as in smo lahko po nekaj urah zaceli s poskusi.
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3.2.6 Priprava steklenih plos¢ s kapljicami raztopine saharoze

Za poskuse smo na stekleno plosco velikosti 21x18 cm nanesli kapljice raztopine saharoze
dveh razli¢nih koncentracij oziroma molarnosti. Kapljice so bile razporejene v mrezo petih
vrst s Sestimi kapljicami. Razmik med posameznimi kapljicami je bil vedno enak in je
znaSal 3 cm, po diagonali 4,2 cm. Kapljice so bile razporejene nakljuéno in so imele pri
vsaki poskusni cebeli drugacno razporeditev. S tem smo skuSali prepreciti vpliv
razporeditve kapljic na hranjenje cCebel. Nakljune razporeditve kapljic smo izdelali z

racunalniSkim programom Microsoft Office Excel 2003.

Na steklenih ploS¢ah se kapljice tekoCine pogostokrat razlezejo, zato smo uporabili plosce
z rahlimi ugreznitvami na mestu nanosa kapljice. Na ploS¢o naneSena kapljica je tako
imela bolj okroglo obliko in s tem najmanjSo moZzno izpostavljeno povrSino za

izhlapevanje.

Pri poskusih smo na plos¢o nanesli 30 kapljic raztopine saharoze, 15 kapljic vi§je in 15
kapljic niZje molarnosti. Pred zacetkom poskusov smo preverili najprimernej$i volumen
kapljic za hranjenje &ebel. Ce smo uporabili kapljice z volumnom 3 pL, so &ebele popile
vse kapljice vi§je koncentracije. Z uporabo 3 pL kapljic bi tako umetno vplivali na potek in
konec poskusa. Pri hranjenju s 5 pL kapljicami, so ¢ebele popile majhno Stevilo kapljic,
kar pa ni bilo primerno za statisti¢no obdelavo podatkov. Kapljice s tak§nim volumnom je
v poskusih uporabljala Ze Zaberl (2000), vendar so poskusne &ebele v povpre¢ju popile le
10 kapljic sladkorne raztopine. Tako smo se odlocili za uporabo kapljic z volumnom 4 pL.
V tem primeru so Cebele popile zadostno Stevilo kapljic za statisticno analizo, a so na
plosci Se vedno ostale kapljice tako nizje kot tudi vi§je molarnosti. Kapljice sladkornih
raztopin smo na stekleno plo$¢o nanasali s pipeto. Po nanosu kapljic na plos€o smo takoj

zaceli s poskusom.

Pri prijemanju in prenasSanju steklenih ploS¢ smo vedno uporabljali polietilenske rokavice.
Po poskusu smo uporabljene plosce nekaj Casa spirali pod teko¢o vodo in nato Se z
destilirano vodo. Plos¢e smo nato pustili, da so se posusile. Uporabljali smo set desetih

steklenih plos¢.
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3.3  IZVEDBA POSKUSA

Poskuse smo razdelili v $tiri sklope:
1. 15 kapljic 0,5 M in 15 kapljic 1 M raztopine saharoze na plos¢i
2. 15 kapljic 1 M in 15 kapljic 1,5 M raztopine saharoze na plos¢i
3. 15 kapljic 0,5 M in 15 kapljic 1,5 M raztopine saharoze na plos¢i
4

. kontrolni poskusi:

15 kapljic vode in 15 kapljic 0,5 M raztopine saharoze na plosci

30 kapljic 0,5 M raztopine saharoze na plosci

30 kapljic 1 M raztopine saharoze na plos¢i

30 kapljic 1,5 M raztopine saharoze na plos¢i

Prvi sklop poskusov smo izvedli 27., 28. in 29. julija 2006. V poskuse je bilo vklju€enih 34
¢ebel. Drugi sklop poskusov smo opravili 31. julija ter 8. in 9. avgusta na 34 ebelah, z
vmesno prekinitvijo zaradi dezja. Med 16. in 18. avgustom 2006 smo opravili Se tretji

sklop poskusov z izbiro na 33 ¢ebelah.

Pri prvem sklopu kontrolnih poskusov smo na plos¢o nanesli 15 kapljic vode in 15 kapljic
0,5 M raztopine saharoze. S tem smo Zeleli pokazali, da cebele pri hranjenju med
poskusom ne zanima voda ampak le hrana (sladkor). Te kontrolne poskuse smo izvedli 10.
avgusta 2006 na enajstih ¢ebelah. Pri ostalih treh kontrolah smo na ploSce nanesli 30
kapljic raztopine saharoze enake molarnosti. S tem smo Zeleli pokazati, da cebele pijejo
kapljice raztopine saharoze dolocene molarnosti, Ceprav jih v poskusih z izbiro zaradi
prisotnosti kapljic z ve¢jo molarnostjo zavracajo. Kontrolne poskuse z 0,5 M kapljicami
raztopine saharoze smo izvedli na enajstih cebelah 10. in 14. avgusta 2006. Kontrolne
poskuse z 1 M raztopino saharoze smo opravili 15. avgusta na dvanajstih ¢ebelah. V sklop
kontrolnih poskusov z 1,5 M kapljicami je bilo vkljucenih 10 cebel, s katerimi smo

poskuse izvedli 15. in 16. avgusta 2006.

Tik pred zaCetkom posameznega poskusa smo pripravili stekleno plosco s kapljicami
raztopine saharoze in jo postavili v poskusno komoro. Komoro smo osvetlili in odprli

zunanjo loputo na vhodu. V komoro smo spustili eno poskusno ¢ebelo, nato smo vhod
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zaprli in zaceli s snemanjem poskusa. Spremljali smo pitje kapljic in si belezili popite

kapljice in kapljice, ki jih je ¢ebela smo poskusila in zavrnila.

Ko je cebela prenchala s pitjem, vzletela s steklene plosce in se usmerila proti izhodu iz
komore, smo jo ujeli v plasti¢en loncek in jo obdrzali v laboratoriju. Vsak poskus je bil
torej izveden na Cebeli, ki se je prvi¢ srecala s koncentracijami raztopine saharoze, ki so
vi§je kot na umetnem krmis€u in pri navajanju na komoro, in s prisotnostjo kapljic dveh
razliénih koncentracij, med katerimi lahko izbira. S tem smo preprecili, da bi bili nadaljni
poskusi izvedeni na Cebelah, ki so Ze seznanjene z mozZnostmi izbire v poskusu, kar bi
vplivalo na njihove preference (Zaberl, 2000). Cebele, ki smo jih zadrzali v laboratoriju,
prav tako niso mogle posredovati informacij o kakovosti hrane ostalim pasnim ¢ebelam v

panju.

Nekaj ¢ebel ob prihodu v komoro ni pristalo na stekleni plos¢i in ni pilo kapljic, zato smo
jih spustili iz komore. NajbrZ niso bile lacne ali pa se predhodno Se niso hranile v komori.
Pripravljene plos€e s kapljicami nismo ve¢ uporabili, saj se je koncentracija saharoze v

kapljicah najbrz Ze znacilno spremenila zaradi izhlapevanja.

Po kon¢anem poskusu s posamezno ¢ebelo smo prenehali s snemanjem in ugasnili Zarnici.
Z merilnika v komori smo od¢itali temperaturo in relativno zra¢no vlago. S pipeto smo
vzeli 1 pL vzorce za HPLC analizo iz treh kapljic nizZje molarnosti in treh kapljic visje

molarnosti.

Uporabljene steklene ploS¢e smo po vsakem poskusu ocistili in s tem odstranili ostanke
raztopin. Poleg tega smo s CiS€enjem steklenih ploS¢ ter komore skuSali vsaj delno
prepreciti vpliv vonjav in markacij, ki jih ¢ebele pustijo za seboj na povrSinah, kjer se
hranijo (Giurfa, 1993). Ceprav se je vsaka poskusna ebela hranila na &isti stekleni plosci s
kapljicami, nismo imeli nobene kontrole nad tem, kako se je Cebela orientirala na plosci

glede na lastne markacije.
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34  HPLC ANALIZA

Predvidevali smo, da tekom poskusa iz kapljic saharozne raztopine na stekleni plosci
izhlapeva voda, kar lahko znacilno spremeni koncentracijo raztopine saharoze oziroma

razmerje med obema koncentracijama raztopin, s katerima se ¢ebela hrani med poskusom.

Izhlapevanje smo poskuSali zmanjSati s primerno obliko kapljic. V ta namen smo uporabili
steklene plosce z rahlimi ugreznitvami na mestu nanosa kapljice. Kapljice so tako imele
bolj okroglo obliko ter posledicno najmanjSo mozno povrsino za izhlapevanje. Komora je
bila tekom poskusa zaprta. Stalen pretok zraka skozi komoro bi povecal izhlapevanje
kapljic. Predvidevamo, da so na izhlapevanje kapljic tekom poskusa najbolj vplivali ¢as

trajanja poskusa, temperatura ter relativna zracna vlaga v komori.

Po pripravi raztopin za poskuse smo iz njih vzeli pet vzorcev z volumnom 1 pL za HPLC
(ang. high-performance liquid cromatography) analizo. Iz vsake ponovno pripravljene
poskusne raztopine smo vzeli novo serijo kontrolnih (zacetnih) vzorcev. Po konCanem
poskusu s posamezno ¢ebelo smo iz kapljic, ki so ostale na plos¢i, vzeli 1 pL vzorce.
Vzor¢ili smo le kapljice, ki so tekom poskusa ostale nedotaknjene, kar pomeni, da ¢ebela
ni priSla v stik z njimi in jih ni poskuSala. Vzorce treh kapljic visje in treh kapljic nizje
molarnosti smo odpipetirali v 99 pL bidestilirane vode in jih zamrznili do za¢etka HPLC

analize.

HPLC analizo smo izvedli v laboratoriju Cebelarske Zveze Slovenije 28. septembra in 12.
oktobra 2006. Podatke analize smo beleZili s programom Eurochrom HPLC Software

Version 3.05.

100 pL vzorce za analizo smo odtalili in centrifugirali 5 min s 4000 obrati na minuto. Pred
zacetkom analize vzorcev smo injicirali razlicne volumne raztopine saharoze znane
koncentracije (eksterni standard), ki nam je sluzila za izris umeritvene krivulje. Iz
umeritvene krivulje smo lahko nato od¢itali maso saharoze v vzorcih zacetnih raztopin in
kapljic iz poskusov, saj je povrSina signala na kromatogramu sorazmerna vsebnosti

topljenca v mobilni fazi.
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Zaradi velikega Stevila vzorcev smo analizirali le izbrane poskusne vzorce in pripadajoce
kontrolne vzorce. Vzorce kapljic za HPLC analizo smo izbrali glede na cas trajanja
poskusa. V HPLC analizo smo tako vkljucili vzorce kapljic iz poskusov z najdaljSim in
priblizno povpre¢nim Casom trajanja v posameznem poskusnem sklopu. Pogoji HPLC

analize so zbrani v preglednici 1.

Preglednica 1: Pogoji HPLC analize.

Kolona: EC 250/4 NUCLEOSIL Pogoji: Vzorci:
kataloska $t.: 720905.40 Carbohydrate ~ mobilna faza: voda:acetonitril (25:75, v:v) inj. volumen:

dimenzije: 250 X 4 mm pretok: 2 mL/min 40 pL
velikost delcev: 10 pm temperatura: sobna topilo: voda

detektor: RI
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3.5  PASNIIN VREMENSKI POGOJI V CASU IZVEDBE POSKUSA

Poskuse na cebelah smo izvajali v zadnjih dneh meseca julija in prvi polovici meseca
avgusta. V tem Casu je v naravi brezpasno obdobje za Cebele. V bliznji okolici ni bilo
dovolj cvetoc¢ih in medecih rastlin, ki bi zadostile potrebam cebeljih druzin. Zaradi
zmanjSane koli¢ine nektarja v naravi smo brez tezav privabili Cebele na umetno krmisce in
kasneje vzdrzevali paso na umetnem krmiScu tudi z nizkimi koncentracijami sladkornih
raztopin. V mesecu juniju in prvi polovici julija bi imeli s privabljanjem cebel na umetno
krmiS¢e vec tezav. Takrat so ¢ebelam pomembnej$i naravni viri nektarja in cvetnega prahu,

ki ga lahko najdejo v bliznji okolici na mnogih cvetocih zelis¢ih in lesnih rastlinah.

S poskusi smo zafenjali po deveti uri zjutraj in zakljucili najkasneje do 18. ure popoldan.
V prvih §tirih dneh izvajanja poskusov je bilo vreme son¢no in precej toplo. Pred zacetkom
s poskusi se je temperatura Ze dvignila nad 20°C, najvi§ja dnevna temperatura pa je
dosegla 31 do najvec 33°C. Vrocina v popoldanskih urah je povzrocila nemirnost ¢ebel na
krmis¢u. Cebele so sicer prihajale v komoro, ampak so popile le nekaj kapljic ali pa se
sploh niso hranile. Zato smo v vrocih, zadnjih dneh meseca julija s poskusi zakljucili pred

tretjo uro popoldan.

V dezevnih dnevih Cebele niso prihajale na umetno krmisce, zato ni bilo mozno izvajati
poskusov. Zaradi deZja smo poskuse prekinili med 1. in 7. avgustom 2006. Prve §tiri dni v
avgustu je moc¢no deZevalo, temperatura je precej padla. 4. avgusta se najvi§ja dnevna
temperatura ni dvignila nad 16°C. 5., 6. in 7. avgusta je dez delno ponehal in dnevna
temperatura se je dvignila na 24 do 25°C, vendar so bila jutra Se vedno precej hladna (12
do 15°C). S poskusi smo nadaljevali na prvi son¢en dan (8. avgusta) Sele po 14. uri
popoldan, ko se je ozracje dovolj segrelo in je bilo na krmiSc¢u precej cebel. Nekaj
kratkotrajnih padavin je bilo tudi naslednji dan (9. avgusta), vendar Sele po 18. uri, ko smo
s poskusi ze zakljudili. Zaradi dezja smo poskuse prekinili tudi med 11. in 13. avgustom.

Po 14. avgustu 2006 ni bilo ve¢ padavin, zato smo lahko poskuse izvajali nemoteno.

Kljub temu, da je bilo kar nekaj dni dezevnih in neprimernih za opazovanje paSnega

vedenja cebel, so bili ostali dnevi sonc¢ni ali vsaj delno jasni in precej topli. Najvisja
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dnevna temperatura se po 1. avgustu ni ve¢ povzpela nad 30°C in smo tako lahko
nemoteno izvajali poskuse brez prekinitev zaradi vroCine in nemirnosti Cebel. Rahlo
znizanje temperature v mesecu avgustu je vplivalo na zacetek prvih jutranjih poletov Cebel,

zato smo s poskusi zacenjali nekoliko kasneje, okrog 11. ali 12. ure.

PodrobnejSe podatke o temperaturi, relativni zracni vlagi in koli¢ini padavin smo pridobili

1z arhiva avtomatske vremenske postaje Ljubljana Koseze.
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3.6  ZBIRANJE IN OBDELAVA PODATKOV

3.6.1 Zbiranje podatkov

Med poskusom na posamezni ¢ebeli smo si beleZili zaporedje kapljic raztopine saharoze
vi§je in nizje molarnosti, ki jih je ¢ebela popila ali le poskusila in zavrnila. Hranjenje
¢ebele smo snemali z video kamero Sharp C670 in programom FDS Imaging Software
(FDS Research, Slovenija), ki je posnel 5 sliic na sekundo. Program nam je belezil tudi
Cas trajanja poskusa. Posnetke smo primerjali z zabeleZenimi podatki in zaporedje popitih
in zavrnjenih kapljic uredili v preglednico (priloga B). Presteli smo skupno Stevilo popitih
kapljic vi§je in niZje molarnosti, Stevilo vseh popitih kapljic ter Stevilo zavrnjenih kapljic.
Z merilnikom temperature in relativne zra¢ne vlage smo spremljali pogoje v komori tekom

poskusa.

3.6.2 Obdelava podatkov

S Fisherjevim testom (ang. Fisher’s exact test) smo izracunali verjetnosti preferenc
posameznih ¢ebel za eno od obeh raztopin saharoze. Primerjali smo opazovane frekvence
popitih in nepopitih kapljic (kapljice, ki so ostale na poskusni plos¢i po koncu poskusa) ali
pa opazovane frekvence popitih in zavrnjenih kapljic obeh raztopin saharoze. Rezultate

Fisherjevega testa smo zbrali v preglednicah.

Za posamezno poskusno skupino c¢ebel smo izracunali mediano ter prvi in tretji kvartil
popitih kapljic nizje molarnosti, popitih kapljic vi§je molarnosti ter vseh popitih kapljic. Z
Wilcoxonovim testom predznacenih rangov za dvojice meritev (ang. Wilcoxon's matched
pairs signed rank test) smo izracunali verjetnosti preference ebel v posamezni poskusni
skupini za eno od obeh raztopin. En par meritev za Wilcoxonov test sta predstavljala
Stevilo popitih kapljic raztopine saharoze visje molarnosti in Stevilo popitih kapljic nizje

molarnosti pri posamezni ¢ebeli.

Skupna Stevila popitih kapljic ¢ebel med posameznimi poskusnimi sklopi smo primerjali s

Kruskal-Wallisovim testom in Mann-Whitneyevim testom.
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Po HPLC analizi standardne raztopine saharoze smo izrisali umeritveno krivuljo in iz nje
odcitali vsebnosti saharoze v vzorcih kapljic iz poskusov in vzorcih zaetnih raztopin. S F-
testom smo primerjali variance vsebnosti saharoze v kontrolnih vzorcih. Povprecne
vrednosti vsebnosti saharoze v kontrolnih vzorcih smo primerjali s Studentovim t-testom
za enake variance ali s Studentovim t-testom za statisti¢no znacilno razlicne variance.
Predhodno smo morebitne odstopajoce vrednosti po HPLC analizi kontrolnih vzorcev
odstranili iz nadaljne statistiéne analize. Statistiéno znacilne odstopajoce vrednosti

(osamelce) smo prepoznali z Grubssovim testom.

Vsebnosti saharoze v vzorcih kapljic iz poskusov glede na ¢as trajanja poskusa in njihovih
pripadajoc¢ih kontrolnih vzorcev smo izrisali na korelacijskih grafikonih z regresijsko

premico in izracunali korelacijski koeficient R.

Pri zbiranju, urejanju in statisti¢ni analizi podatkov smo uporabljali programa Microsoft
Office Excel 2003 in SigmaStat 3.5. Grafi¢ne prikaze rezultatov smo izrisali v programu

Sigmaplot 8.02.
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4 REZULTATI

4.1 POSKUSI S KAPLJICAMI RAZTOPINE SAHAROZE DVEH RAZLICNIH
MOLARNOSTI

Cebele so v poskusni komori lahko izbirale med kapljicami raztopine saharoze dveh
razli¢nih molarnosti. Preferenco posamezne Cebele za kapljice vi§je molarnosti smo lahko
opazovali z zavraCanjem kapljic nizZje molarnosti. Zavrnjene kapljice je Cebela poskusila in
jih ni popila. Zaradi zavracanja kapljic niZzje molarnosti je Stevilo popitih kapljic visje
molarnosti v veliki vecini primerov vecje od Stevila popitih kapljic niZje molarnosti. Zato
smo za statisti¢no analizo uporabili Stevila popitih in nepopitih kapljic raztopine saharoze
nizje in vi§je molarnosti. Kadar test ni pokazal statisticno znacilnih razlik, cebela pa je
tekom poskusa zavracala kapljice raztopine z niZjo molarnostjo, smo za dodatno analizo

uporabili Se Stevili popitih in zavrnjenih kapljic obeh raztopin.

Za analizo Stevila popitih in nepopitih kapljic obeh raztopin pri posameznih ¢ebelah bi
lahko uporabili y? test, vendar ta ni primeren, kadar so opazovane frekvence, ki jih Zelimo
testirati, prenizke. Nekatere poskusne Cebele so med hranjenjem popile manj kot 10
kapljic, kar je prenizka opazovana frekvenca za uporabo y* testa. Te ¢ebele smo oznacili
drugace (npr. 16a, 17a, 19a in 19b v prvi poskusni skupini), rezultate iz poskusov pa smo

testirali s Fisherjevim testom, ki je bolj natancen pri manjSih opazovanih frekvencah.

Nekatere Cebele so ob koncu poskusa zavracale kapljice raztopin obeh molarnosti.
Predvidevamo, da ¢ebele niso vec€ pile kapljic, ker so bile Ze site. Za konec poskusa smo
tako dolocili zadnjo Se popito kapljico, ne glede na njeno molarnost. Hranjenje brez
zavracanja kapljic nam nakazuje, da cebela ni imela preferenc za eno od obeh raztopin

saharoze.

Cas trajanja posameznega poskusa, pogoji v poskusni komori ter frekvence popitih in
zavrnjenih kapljic so prikazani v prilogi A. Zaporedja popitih in zavrnjenih kapljic vseh

poskusnih ¢ebel so prikazana v prilogi B.
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4.1.1 Poskusi s kapljicami 0,5S M in 1 M raztopine saharoze

S kapljicami 0,5 M in 1 M raztopine saharoze na plosci se je hranilo 34 poskusnih Cebel.

Rezultati Fisherjevega testa za posamezne poskusne ¢ebele so zbrani v preglednici 2.

Preglednica 2: Rezultati Fisherjevega testa za Cebele, ki so izbirale med kapljicami 0,5 M in 1 M raztopine

saharoze. Verjetnosti manjse od 0,05 so statistino znacilne in so zapisane odebeljeno.

verjetnosti (p) verjetnosti (p)
(rezultati testa za popite in  (rezultati testa za popite in

oznaka Eebele nepopite kapljice 0,5 M in  zavrnjene kapljice 0,5 M in

1 M raztopine saharoze) 1 M raztopine saharoze)
1 <0,001 0,005
2 <0,001 <0,001
3 0,449 0,214
4 0,066 <0,001
5 <0,001 <0,001
6 0,494 0,471
7 0,060 0,019
8 0,128 0,078
9 0,128 0,128
10 0,003 0,018
11 1 0,462
12 0,008 0,008
13 0,066
14 0,025 0,003
15 0,009 0,003
16 <0,001 <0,001
16a 0,651
17 0,710 0,462
17a 0,215 0,333
18 0,462 0,090
19 0,002 <0,001
19a 0,598
19b 0,999
20 0,003 <0,001
21 0,008 0,002
22 <0,001 <0,001
23 0,003 <0,001
24 1 0,101
25 0,050 <0,001
26 0,009 <0,001
27 <0,001 <0,001
28 0,025 <0,001
29 0,494 0,092
30 0,021 <0,001

skupaj p<0,05/p>0,05 1717 20/10
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Za 20 od skupaj 34 cebel smo ugotovili statisticno znacilno preferenco za kapljice 1 M
raztopine saharoze. 12 od teh jih je zacelo zavracati kapljice raztopine z nizjo molarnostjo
takoj za tem, ko so popile prvo kapljico ali serijo kapljic viSje molarnosti. Zaporedje
popitih in zavrnjenih kapljic ene od teh cebel je prikazano na sliki 3. Ostale ¢ebele so

zacele zavracati kapljice niZje molarnosti Sele kasneje.

. popita kapljica vi§je molarnosti
O zavrnjena kapljica vi§je molarnosti
B popita kapljica niZje molarnosti
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Slika 3: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 28.

Iz slike je razvidno, katere kapljice je cebela 28 popila in katere poskusila in jih nato
zavrnila. Cebela je Ze po prvih dveh popitih kapljicah 1 M raztopine saharoze zacela
zavracati kapljice z 0,5 M raztopino saharoze. Med poskusom je ponovno zacela piti
kapljice z niZjo molarnostjo, verjetno zato, ker dalj Casa ni naSla nobene kapljice z

raztopino vi§je molarnosti.

Tri Cebele v tej poskusni skupini (Cebela 2, 5 in 27) niso popile niti ene kapljice 0,5 M
raztopine saharoze. Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic ¢ebele 27 je prikazano na sliki

4,
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Slika 4: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 27.

Za 14 cebel nismo ugotovili statisticno znacilnih preferenc za raztopino saharoze visje
molarnosti. Stiri od teh so tekom poskusa pile vse kapljice, tistih z niZjo molarnostjo torej
niso niti enkrat zavrnile. Tri od teh pripadajo skupini ¢ebel, ki so popile manj kot 10
kapljic. Preostalih 10 Cebel je zacelo zavracati kapljice 0,5 M raztopine saharoze Sele proti
koncu poskusa. Takrat so bile frekvence popitih kapljic obeh raztopin saharoze ze prece;j
velike in podobne in so zato vplivale na rezultat statisti¢nega testa. TakSen primer je cebela
18. Na sliki 5 lahko vidimo, da je zaporedno pila kapljice raztopin obeh molarnosti in je
Sele po 14. popiti kapljici prvi¢ zavrnila kapljico 0,5 M raztopine saharoze. Za tem je spila
le Se 3 kapljice 1 M raztopine saharoze. Pri tej ¢ebeli lahko tudi vidimo zavracanje kapljic
ob koncu poskusa, ¢eprav so te visje molarnosti. Podobno sta ¢ebeli 28 in 27 (slika 3 in 4)

ob koncu poskusa zavrnili kapljice raztopine z niZjo molarnostjo.
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Slika 5: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 18.

Po Wilcoxonovem testu se v tej poskusni skupini Stevilo popitih kapljic 1 M raztopine
saharoze statisticno znacilno razlikuje od Stevila popitih kapljic 0,5 M raztopine saharoze

(p<0,001, Z=4,929, n=33).

4.1.2 Poskusi s kapljicami 1 M in 1,5 M raztopine saharoze

V to poskusno skupino smo vkljuéili 34 &ebel. Cebele 33a, 46a, 49a in 57a so v poskusu
popile manj kot deset kapljic. Fisherjev test za ve€ino Cebel ni pokazal statisti¢no znacilnih
razlik med Stevilom popitih kapljic ene in druge raztopine. Rezultati so prikazani v
preglednici 3. Izjema je Cebela 60, pri kateri je zaporedje popitih kapljic vplivalo na izid
testa, saj je med pitjem brez zavracanja kapljic zaporedno nasla ve¢ kapljic 1 M raztopine
saharoze. Fisherjev test je tako pokazal statisticno znacilno razliko med popitimi in
nepopitimi kapljicami 1 M in 1,5 M raztopine saharoze, ¢eprav ¢ebela ni kazala vedenjskih
znakov izbiranja. Rezultati Fisherjevega testa za posamezne cebele je prikazan v

preglednici 3.
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Preglednica 3: Rezultati Fisherjevega testa za Cebele, ki so izbirale med kapljicami 1 M in 1,5 M raztopine

saharoze. Verjetnosti manjse od 0,05 so statisti¢no znacilne in so zapisane odebeljeno.

verjetnosti (p) verjetnosti (p)
(rezultati testa za popite in  (rezultati testa za popite in
nepopite kapljice 1 Min  zavrnjene kapljice 1 M in
1,5 M raztopine saharoze) 1,5 M raztopine saharoze)

oznaka Cebele

31 0,710
32 1
33 1 1
33a 1 1
34 0,462
35 0,462 0,444
36 0,715 0,497
37 0,065 0,353
38 0,466
39 1
40 1
41 1
42 1
43 1
44 0,450
45 0,710
46 1
46a 0,714
47 0,466
48 0,494
49 0,700
49a 1
50 0,301
51 1
52 0,710
53 1
54 1
55 1
56 1
57 0,162
57a 0,713
58 1
59 0,700
60 0,008
skupaj p<0,05/p=0,05 1/33 0/5

Pet cebel v tej poskusni skupini je zavrnilo eno ali najve¢ dve kapljici 1 M raztopine
saharoze tekom hranjenja v poskusni komori. Kapljico so zavrnile ve¢inoma Sele proti
koncu poskusa. Fisherjev test za te ¢ebele ni pokazal statisti¢no znacilnih razlik med Stevili
popitih in zavrnjenih kapljic ene in druge raztopine. Primer je cebela 36 (slika 6), ki je med

poskusom zavrnila dve kapljici raztopine nizje molarnosti.
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Slika 6: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 36.

Ostale ¢ebele so pile kapljice obeh raztopin in niso kazale preferenc. Primer je cebela 47
(slika 7), ki je popila vse zaporedne kapljice. Ob koncu poskusa je zavracala kapljice ne

glede na vsebnost saharoze v njih.

Z Wilcoxonovim testom nismo dokazali statisticno znacilnih razlik med Stevilom popitih
kapljic 1 M in 1,5 M raztopine saharoze (p=0,837, Z=0,218, n=26) v tej poskusni skupini.
Stevilo parov (n) je 26, saj test pri rangiranju ne uposteva parnih vrednosti, katerih razlika
je 0. V tej poskusni skupini je torej 8 ¢ebel popilo enako Stevilo kapljic raztopine nizje in

vi§je molarnosti.
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Slika 7: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 47.

4.1.3 Poskusi s kapljicami 0,5 M in 1,5 M raztopine saharoze

14 cebel v tej poskusni skupini je zafelo zavracati kapljice z niZjo molarnostjo takoj po

tem, ko so popile prvo kapljico ali serijo kapljic vi§je molarnosti.

Za 4 cebele v tej poskusni skupini (63a, 64a, 71 in 78) s Fisherjevim testom nismo mogli
dokazati statistino znacilnih razlik med popitimi in nepopitimi oziroma med popitimi in
zavrnjenimi kapljicami obeh raztopin. Cebeli 64a in 71 tekom poskusa nista zavrnili niti
ene kapljice niZje molarnosti. Cebela 63a je popila manj kot 10 kapljic, ¢ebela 78 pa je po

treh zavrnjenih kapljicah ponovno zacela piti kapljice 0,5 M raztopine saharoze (slika 8).



Bencik K. Izbira sladkosti pase pri kranjski ¢ebeli (Apis mellifera carnica Poll.).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

32

\
os{ o

molarnost raztopine saharoze
|
-~

popita kapljica vi§je molarnosti
zavrnjena kapljica vi§je molarnosti
popita kapljica nizje molarnosti

zavrnjena kapljica nizje molarnosti

1,5+ . l,_.\ l._.__‘_
/ \

® (0O
/

zaporedna $t. kapljice

Slika 8: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 78.

V tej poskusni skupini $tiri ¢ebele niso spile niti ene kapljice 0,5 M raztopine saharoze.

Primer je Cebela 74 (slika 9).
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Slika 9: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic ¢ebele 74.
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Za 29 od skupno 33 cebel je Fisherjev test pokazal statisticno znacilno preferenco za

kapljice 1,5 M raztopine saharoze. IzraCunane verjetnosti so prikazane v preglednici 4.

Preglednica 4: Rezultati Fisherjevega testa za cebele, ki so izbirale med kapljicami 0,5 M in 1,5 M raztopine

saharoze. Verjetnosti manjse od 0,05 so statisticno znacilne in so zapisane odebeljeno.

verjetnosti (p) verjetnosti (p)
(rezultati testa za popite in  (rezultati testa za popite in
nepopite kapljice 0,5 M in  zavrnjene kapljice 0,5 M in
1,5 M raztopine saharoze) 1,5 M raztopine saharoze)

oznaka Cebele

61 1 0,006

62 <0,001 <0,001
63 0,021 0,002

63a 0,651 0,429

63b 0,042

64 0,008 <0,001
64a 0,714

65 <0,001 <0,001
66 0,050 0,001

67 0,021 <0,001
68 <0,001 <0,001
69 0,009 0,001

70 0,139 0,035

71 0,715

72 0,003 <0,001
73 0,002 <0,001
74 <0,001 <0,001
75 0,009 <0,001
76 0,139 0,011

77 0,009 <0,001
78 0,450 0,192

79 0,021 <0,001
80 <0,001 <0,001
81 0,027 0,110

82 <0,001 <0,001
83 <0,001 <0,001
84 <0,001 <0,001
85 0,025 <0,001
86 0,003 <0,001
87 <0,001 <0,001
88 0,002 0,004

89 0,021 <0,001
90 <0,001 <0,001

skupaj p<0,05/p=0,05 25/8 27/3

Wilcoxonov test je pokazal statisticno znacilno razliko med popitimi kapljicami 0,5 M in

1,5 M raztopine saharoze za to poskusno skupino ¢ebel (p<0,001, Z=4,903, n=33).
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4.1.4 Primerjava popitih kapljic med poskusnimi skupinami

Primerjali smo mediane in kvartile popitih kapljic raztopin saharoze nizje in visje
molarnosti vseh treh poskusnih skupin ¢ebel. Vrednosti smo prikazali na vretenastem

diagramu (ang. box-whiskers plot) (slika 10).

1,5M |

kapljice | :l:'—{
itee | L] |

kapljice |

3. poskusna
skupina

n=33
~ 1,5M
§ s kapljice }—i '—{
2L 1M H:I
i kapljice
n=34

M | |
kapljice | |
0,5M
kapljice

1. poskusna
skupina

Stevilo popitih kapljic raztopine saharoze

Slika 10: Vretenast diagram Stevila popitih kapljic raztopine saharoze nizje in visje molarnosti v vseh treh
poskusnih skupinah. Na grafu so izrisani mediana, interkvartilni razmik in dejanski razpon vrednosti. Crka n

oznacuje Stevilo ¢ebel, ki so bile vklju¢ene v poskus.

V drugi poskusni skupini so ¢ebele lahko izbirale med 1 M in 1,5 M kapljicami saharoze.
Ker niso kazale preference za eno od obeh raztopin, sta kvartilna razmika popitih kapljic
raztopin ene in druge molarnosti precej podobna. V prvi in tretji poskusni skupini so ¢ebele
raje pile kapljice raztopine saharoze z vi§jo molarnostjo, zato se znotraj poskusne skupine
kvartilni razmik popitih kapljic vi§je molarnosti precej razlikuje od kvartilnega razmika

popitih kapljic nizje molarnosti. Kvartilna razmika popitih kapljic raztopine visje
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molarnosti prve in tretje poskusne skupine sta precej podobna, enako velja tudi za kvartilna

razmika popitih kapljic nizje molarnosti.
Na sliki 11 so prikazani mediana, prvi in tretji kvartil za skupno Stevilo popitih kapljic v

posameznih poskusnih skupinah. Mediane popitih kapljic vseh treh poskusnih skupin so

enake, prav tako so si precej podobni tudi kvartilni razmiki.
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Slika 11: Stolpi¢ni graf mediane in interkvartilnega razmika vseh popitih kapljic v treh poskusnih skupinah
Cebel. Visina stolpca predstavlja mediano popitih kapljic v posamezni poskusni skupini, interkvartilni razmik

je oznacen z navpicno ¢rto. Crka n oznacuje Stevilo ¢ebel, ki so bile vklju¢ene v poskus.

Stevilo vseh popitih kapljic v treh poskusnih skupinah smo primerjali s Kruskal-
Wallisovim testom, ki ni pokazal statisticno znacilnih razlik (H=0,292, p=0,864, d.f.=2,
N=101). Tudi po Mann-Whitneyem testu med medianami popitih kapljic ni statisti¢éno
znalilnih razlik (P=0,882 za 1. in 2. poskusno skupino; P=0,582 za 2. in 3. poskusno
skupino; P=0,748 za 1. in 3. poskusno skupino).
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4.2 KONTROLNI POSKUSI

4.2.1 Kontrolni poskus s kapljicami vode in 0,5 M raztopine saharoze

Na plos¢o smo nanesli 15 kapljic vode in 15 kapljic 0,5 M raztopine saharoze. Od enajstih
poskusnih ¢ebel ni niti ena pila kapljic vode. Kapljice so sicer poskusale, a so jih vedno
zavrnile. S tem smo zeleli pokazati, da ¢ebele tekom poskusa nimajo preferenc za pitje
vode in da v poskusih nabirajo samo hranljive kapljice. Cebela 107a je spila samo 4
kapljice raztopine saharoze, zato je verjetnost po Fisherjevem testu nekoliko vi§ja.

Rezultati Fisherjevega testa so zbrani v preglednici 5.

Preglednica 5: Rezultati Fisherjevega testa za Cebele, ki so izbirale med kapljicami vode in kapljicami 0,5 M

raztopine saharoze. Verjetnosti manjse od 0,05 so statisti¢no znacilne in so zapisane odebeljeno.

verjetnosti (p) verjetnosti (p)
(rezultati testa za popite in  (rezultati testa za popite in
nepopite kapljice vode in  zavrnjene kapljice vode in
0,5 M raztopine saharoze) 0,5 M raztopine saharoze)

oznaka Cebele

101 <0,001 <0,001
102 0,003 <0,001
103 <0,001 <0,001
104 <0,001 <0,001
105 <0,001 <0,001
106 <0,001 <0,001
107 <0,001 <0,001
107a 0,030 0,0996
108 <0,001 <0,001
109 <0,001 <0,001
110 <0,001 <0,001

skupaj p<0,05/p>0,05 11/0 10/1

Potrebno je omeniti, da je postavitev tega kontrolnega poskusa precej drugacna od ostalih
kontrolnith poskusov in poskusov z izbiro, saj je na plosc¢i le 15 kapljic, ki cebeli
predstavljajo hrano. Ce bi na plo$¢o nanesli 30 kapljic raztopine saharoze in dodatnih 30
kapljic vode, bi bil ta kontrolni poskus primerljiv z ostalimi. Z vsako kapljico, ki jo ¢ebela
popije, se precej zmanjSa verjetnost, da bo nasla tudi naslednjo kapljico hrane. Manjse
Stevilo kapljic raztopine saharoze je v vedini primerov umetno prekinilo poskus. Cebele so
sicer spile 10 do 13 sladkih kapljic, vendar niso nasle Se preostalih kapljic raztopine

saharoze med mnozico nezanimivih kapljic vode in so iz tega razloga prenehale s
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hranjenjem v poskusni komori. Mediana (10) popitih kapljic posameznih cebel v tej

kontrolni skupini poskusov je tako precej manjSa (preglednica 6).

Preglednica 6: Mediana, prvi in tretji kvartil popitih in zavrnjenih kapljic ¢ebel, ki so izbirale med kapljicami

vode in kapljicami 0,5 M raztopine saharoze.

Qi (P=0,25) Q; (P=0,5) Q; (P=0,75)
popite kapljice vode 0 0 0
zavrnjene kapljice vode 8 14 17
popite kapljice 0,5 M raztopine saharoze 10 10 13
zavrnjene kapljice 0,5 M raztopine saharoze 0 0 0

Na sliki 12 je prikazano zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic iz poskusa s ¢ebelo 106. Po

13. popiti kapljici raztopine saharoze je Cebela Se vedno iskala kapljice s saharozo. Ker jih

ni nasla, je odletela proti izhodu iz komore.

molarnost raztopine saharoze
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popita kapljica raztopine saharoze
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Slika 12: Zaporedje popitih in zavrnjenih kapljic cebele 106.
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4.2.2 Kontrolni poskusi s kapljicami raztopine saharoze enake molarnosti

V teh treh sklopih kontrolnih poskusov smo na plos¢o nanesli 30 kapljic raztopine
saharoze enake molarnosti. S tem smo Zeleli pokazati, da ¢ebele pijejo kapljice raztopine
dolo¢ene molarnosti, ¢eprav jih v poskusih z izbiro zaradi prisotnosti raztopin z vecjo
vsebnostjo saharoze zavracajo. Izracunali smo mediano ter prvi in tretji kvartil popitih

kapljic za vse tri sklope kontrolnih poskusov (slika 13).
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Slika 13: Stolpi¢ni graf mediane in interkvartilnega razmika vseh popitih kapljic v treh kontrolnih skupinah
¢ebel. Visina stolpca predstavlja mediano v posamezni poskusni skupini, interkvartilni razmik je oznacen z

navpiéno &rto. Crka n oznaduje Stevilo Gebel, ki so bile vkljutene v poskus.

V kontrolne poskuse z 0,5 M kapljicami raztopine saharoze smo vkljucili 11 ¢ebel, 12 v 1
M kontrolne poskuse in 10 v 1,5 M kontrolne poskuse. S Kruskal-Wallisovim testom smo
testirali Stevila popitih kapljic v vseh treh kontrolnih skupinah ¢ebel. Test ni pokazal

statisticno znacilnih razlik med skupinami (H=3,267, p=0,195, d.f.=2, N=33). Prav tako
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Mann-Whitneyev test ni pokazal statisticno znacilnih razlik med medianami Stevila popitih
kapljic (P=0,088 za 0,5 M in 1 M kontrolno skupino; P=0,947 za 1 M in 1,5 M kontrolno
skupino; P=0,188 za 0,5 M in 1,5 M kontrolno skupino).

Ce smo v Kruskal-Wallisov test vklju¢ili e kontrolo s kapljicami vode in 0,5 M raztopine
saharoze, je pokazal statistiéno znacilno razliko med temi Stirimi skupinami (H=12,515,
p=0,006, d.f.=3, N=44). Vzrok tega je v manjSem razpolozljivem Stevilu kapljic hrane
(samo 15 kapljic raztopine saharoze) v kontrolnem poskusu z vodo. Po Mann-
Whitneyevem testu se tudi mediana Stevila popitih kapljic v kontroli s kapljicami vode
statistiéno znacilno razlikuje od median Stevila popitih kapljic v ostalih treh kontrolnih

skupinah (P<0,05 za vse tri primerjane pare).

S Kruskal-Wallisovim testom smo primerjali tudi Stevila vseh popitih kapljic ¢ebel v treh
poskusnih skupinah in treh kontrolnih skupinah. Kontrolne skupine z vodo nismo vklju¢ili.
Test ni pokazal statistiéno znacilnih razlik med popitimi kapljicami v Sestih poskusnih
skupinah (H=6,384, p=0,271, d.f.=5, N=134). Mann-Whitneyev test je pokazal statisticno
znalilne razlike le med mediano popitih kapljic 0,5 M kontrolne skupine in medianami

popitih kapljic v poskusih z izbiro (P<0,05 za vse tri primerjane pare).
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4.3  HPLC ANALIZA VZORCEV RAZTOPIN SAHAROZE

Po koncanih poskusih smo s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC)
analizirali vsebnosti saharoze v 1 pL vzorcih kapljic raztopine saharoze iz poskusov ter v 1
uL vzorcih kontrolnih (zacetnih) raztopinah. Iz umeritvene krivulje smo odc¢itali dejanske
vsebnosti saharoze v HPLC vzorcih. Glede na volumen analizirane raztopine (40 pL) smo
izraCunali koncentracijo saharoze v naSih vzorcih. Vrednosti koncentracij saharoze v
zaCetnih (kontrolnih) raztopinah so bile precej previsoke, glede na to, da poznamo njihove
dejanske koncentracije (171 g/L, 342 g/L in 513 g/L). Zato smo pri statisticnih analizah
uporabljali le maso saharoze v HPLC vzorcih, ki smo jih od¢itali iz umeritvene krivulje, in
ne preraCunanih vrednosti koncentracij saharoze. Rezultati HPLC analize so zbrani v

prilogi C.

Rezultati HPLC analize kontrolnih raztopin so bili precej variabilni. Iz nadaljne statisti¢ne
analize smo izlocili dva podatka, ki sta po Grubbsovem testu statisticno znac¢ilno odstopala
od ostalih. F-test varianc med 0,5 M in 1,5 M ter med 1 M in 1,5 M kontrolnimi
raztopinami je pokazal statisticno znalilne razlike (P<0,001, F=10,820, d.f.n.=13,
d.f.d.=13; P=0,007, F=4,547, d.f.n.=13, d.f.d.=12). Studentov t-test za statisti¢no znacilno
razli¢ne variance je pokazal statisticno znalilne razlike med povpre¢nimi vrednostmi v
obeh skupinah (P<0,001, t=27,674, d.f.=15; P<0,001, t=12,316, d.f.=18). Variance 0,5 M
in 1 M kontrolnih raztopin po F-testu niso statisti¢no znacilno razlicne (P=0,068, F=2,380,
d.fn.=12, d.f.d.=13), povprecji se po Studentovem t-testu statisticno znacilno razlikujeta

(P<0,001, t=26,960, d.£.=25).

Eden od moZznih razlogov za previsoke vrednosti koncentracij saharoze v zacetnih
kontrolnih raztopinah je, da je HPLC naprava dejansko analizirala ve¢ kot 40 uL od 100
uL vzorca. Dobljene vsebnosti saharoze v vzorcih po HPLC analizi smo delili z
vrednostmi, ki bi jih pricakovali po analizi vzorca z volumnom 40 pL. Tako smo dobili
faktorje, ki nam povedo, za koliko so dobljene vrednosti vsebnosti saharoze previsoke. Te
faktorje smo analizirali s F-testom ter Studentovim t-testom, ki sta pokazala, da med

variancami in povprecji faktorjev ni statisticno znacilnih razlik. Pri 0,5 M zacetnih
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raztopinah so bile dobljene vrednosti po HPLC analizi previsoke za faktor 1,39+0,10, pri 1
M za faktor 1,38+0,08, pri 1,5 M zacetnih kontrolnih raztopinah pa za faktor 1,33+0,11.

Kljub previsokim rezultatom HPLC analize smo primerjali maso saharoze v analiziranih
vzorcih, saj nam vseeno lahko prikaze trend spreminjanja koncentracij raztopin v
kapljicah. Slika 14 prikazuje trend spreminjanja mase saharoze v analiziranih vzorcih iz
treh kontrolnih skupin v ¢asu. Zacetne (kontrolne) raztopine saharoze koncentracije imajo

t=0, vzorci iz poskusov pa €as izhlapevanja enak dolzini poskusa.
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Slika 14: Masa saharoze v HPLC vzorcih iz kontrolnih poskusov. Zadetne raztopine saharoze imajo Cas
izhlapevanja t=0, vzorci kapljic iz poskusov pa Cas izhlapevanja enak dolzini poskusa. S polnimi krogi je
oznacena masa saharoze v vzorcih iz kontrolnih poskusov z 0,5 M raztopino saharoze (¢ebele 112, 104, 111,
103) in njihove pripadajoce zacetne raztopine. Prazni krogi predstavljajo maso saharoze v vzorcih iz 1 M
poskusov (Cebeli 126 in 125), trikotniki iz kontrolnih poskusov z 1,5 M raztopino saharoze (Cebeli 133 in
139). Crte predstavljajo regresijske premice teh vrednosti. Njihove formule so y=0,00699x+0,0947 za 0,5 M
kapljice, y=0,0127x+0,186 za 1 M ter y=0,0205x+0,305 za kapljice 1,5 M raztopine saharoze. Nad

premicami so izpisani pripadajoci korelacijski koeficienti R.
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Poudariti moramo, da so to vzorci kapljic iz razli¢nih poskusov, ki so potekali v razlicnih
pogojih (razli¢na temperatura in relativna zracna vlaga) in jih iz tega razloga ne smemo
neposredno primerjati. Spremembi koncentracij raztopine saharoze kapljic v enakih
pogojih, torej znotraj enega poskusa na posamezni ¢ebeli, lahko vidimo v sledec¢ih grafih

(slika 15, 16 in 17).
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Slika 15: Masa saharoze v HPLC vzorcih iz poskusa s ¢ebelo 8 (t=2:36, T=29°C, RZV=57%) in ¢ebelo 29
(t=4:46, T=29°C, RZV=58%). Zacetne raztopine saharoze imajo Cas izhlapevanja t=0, vzorci kapljic iz
poskusov pa Cas izhlapevanja enak dolzini poskusa. S polnimi krogi je ozna¢ena masa saharoze v vzorcih iz
0,5 M kapljic in njihovih pripadajo¢ih zaetnih raztopin. Prazni krogi ozna¢ujejo maso saharoze v vzorcih 1
M kapljic. Crti predstavljata regresijski premici teh vrednosti. Njuni formuli sta y=0,00791x+0,102 za 0,5 M
kapljice ter y=0,0216x+0,191 za 1 M kapljice. Nad premicama sta izpisana pripadajoca korelacijska

koeficienta R.

Iz slik 14 in 15 je razvidno, da je naras¢anje mase saharoze hitrejSe v kapljicah z vi§jo

zacetno koncentracijo saharoze in pocasnejSe v kapljicah z nizjo zacetno koncentracijo
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raztopine saharoze. To pomeni, da se absolutna razlika med koncentracijama kapljic dveh

raztopin saharoze med poskusom Se povecuje.

masa saharoze v HPLC vzorcu (mg)

W+
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Slika 16: Masa saharoze v HPLC vzorcih iz poskusa s ¢ebelo 60 (t=2:29, T=28°C, RZV=49%) in cebelo 38
(t=5:21, T=29°C, RZV=37%). Zacetne raztopine saharoze imajo cas izhlapevanja t=0, vzorci kapljic iz
poskusov pa ¢as izhlapevanja enak dolzini poskusa. S polnimi krogi je oznac¢ena masa saharoze v vzorcih iz 1
M kapljic in njihovih pripadajocih zacetnih raztopin. Prazni krogi predstavljajo maso saharoze v vzorcih 1,5
M kapljic. Crti predstavljata regresijski premici teh vrednosti. Njuni formuli sta y=0,022x+0,189 za 1 M
kapljice ter y=0,0279x+0,258 za 1,5 M kapljice. Nad premicama sta izpisana pripadajoca korelacijska

koeficienta R.

Narascanje mase saharoze v vzorcih 1 M kapljic je precej podobno v poskusih s ¢ebelama
60 in 38 (slika 16) ter v poskusih s ¢ebelama 8 in 29 (slika 15), saj so bili pogoji v komori
precej podobni. V poskusih s ¢ebelama 126 in 125 pa je temperatura veliko niZja (T=25 in
24°C) in relativna zra¢na vlaga precej visja (61 in 64%), zato lahko vidimo, da masa

saharoze narasca pocasneje.
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Podoben vpliv temperature in relativne zracne vlage na povecevanje mase saharoze v 1 pL
vzorcih iz kapljic lahko vidimo v poskusih s ¢ebelama 8 in 29 (slika 15), kjer je masa
saharoze v vzorcih 0,5 M kapljic naraSc¢ala veliko hitreje kot v poskusih s ¢ebelama 71 in
76 (slika 17). Enako velja za povecevanje mase saharoze v vzorcih 1,5 M kapljic. V
poskusih s ¢ebelama 60 in 38 (slika 16), kjer sta bili temperaturi zelo visoki (28 in 29°C),
relativna zra¢na vlaga pa izrazito nizka (49 in 37%), je bilo naras¢anje mase saharoze v 1

uL vzorcih iz 1,5 M kapljic najhitrejSe.
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Slika 17: Masa saharoze v HPLC vzorcih iz poskusa s ¢ebelo 71 (t=3:59, T=26°C, RZV=61%) in cebelo 76
(t=6:10, T=27°C, RZV=63%). Zacetne raztopine saharoze imajo cas izhlapevanja t=0, vzorci kapljic iz
poskusov pa Cas izhlapevanja enak dolzini poskusa. S polnimi krogi je oznacena masa saharoze v vzorcih iz
0,5 M kapljic in njihovih pripadajocih zacetnih raztopin. Prazni krogi predstavljajo maso saharoze v vzorcih
1,5 M kapljic. Crti predstavljata regresijski premici teh vrednosti. Njuni formuli sta y=0,00511x+0,0931 za
0,5 M kapljice ter y=0,0099x+0,264 za 1,5 M kapljice. Nad premicama sta izpisana pripadajoca korelacijska

koeficienta R.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V poskusih s kapljicami 0,5 M in 1 M raztopine saharoze (1. poskusna skupina) ter v
poskusih s kapljicami 0,5 M in 1,5 M raztopine saharoze (3. poskusna skupina) je ve€ina
poskusnih ¢ebel raje pila kapljice z vi§jo vsebnostjo saharoze. Preferenca za kapljice z
vi$jo vsebnostjo sladkorja se je kazala v zavracanju kapljic saharoze z niZjo molarnostjo in
iskanju kapljic z vi§jo molarnostjo na poskusni ploséi. Cebela je vsako kapljico, ki jo je
nasla na plos¢i, poskusila in sicer tako, da je vanjo pomodila riléek (proboscis). Ce je bila
kapljica vi§je molarnosti, jo je spila. Zavrnjene kapljice je ¢ebela najprej poskusila in jih

nato pustila.

Le nekaj cebel je zacelo zavracati kapljice z manjSo vsebnostjo saharoze takoj, ko so prvi¢
popile eno ali ve¢ zaporednih kapljic saharoze viSje molarnosti. Ostale Cebele so zacele
zavracati kapljice Sele kasneje. Eden od moznih razlogov je koli¢ina kapljic, ki so jih te
¢ebele predhodno popile. Na zacetku hranjenja na plos¢i so cebele lacne in so jim vse
kapljice dovolj dobre. Ko so do dolocene mere site, za¢nejo zavracati kapljice z manjSo
vsebnostjo saharoze, da bi do konca hranjenja s pitjem kapljic privzele ¢im ve¢ saharoze.
Ze Page in sod. (1998) so opazovali, da se sita oziroma predhodno hranjena &ebela odziva
s PER pri vi§jih koncentracijah raztopine saharoze, kot ¢e je lacna. Lacne ¢ebele imajo

tako vecjo odzivnost na saharozo in pijejo tudi niZje koncentracije sladkih raztopin.

Poleg zavra€anja kapljic raztopine saharoze z niZjo molarnostjo med hranjenjem smo pri
vecini Cebel v vseh poskusnih skupinah lahko opazovali tudi zavraCanje kapljic pred
koncem poskusa. Po zadnji popiti kapljici so hodile po plos¢i in poskusale kapljice obeh
raztopin, nato pa so odletele proti izhodu iz komore. Te cebele so najbrz bile Se vedno
motivirane za iskanje in poskuSanje kapljic, ¢eprav so ze bile site. Lahko da so Cebele s
tem preverjale razpoloZzljivost hrane na krmiS¢u. Na to sta opozarjala Ze Menzel in
Greggers (1992), ki trdita, da cebele na pasi ne nabirajo samo hrane, torej energije, ampak
tudi informacije o razmerah in razpolozljivosti hrane na pasi. Za konec poskusa smo tako

dolo¢ili zadnjo popito kapljico in v statisticno obdelavo nismo vkljucili kapljic, ki jih je
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¢ebela pred odhodom le poskuSala. Zavracanje kapljic pred koncem poskusa smo opazili
tudi pri kontrolnih poskusih, v katerih so Cebele pile kapljice raztopine saharoze enake
molarnosti. Te ¢ebele so poskusile eno do najvec dve kapljici. V poskusih z izbiro pa so
¢ebele po zadnji popiti kapljici najveckrat poskusile Se eno ali dve kapljici, najve¢ 7

kapljic.

Cebele so med pitjem kapljic ve¢inoma hodile po ploséi. Ce po ve& poskusenih kapljicah
niso nasle kapljic, ki bi bile zanimive, so odletele na drugo stran plosce in tam nadaljevale
z iskanjem kapljic. Pri nekaterih ¢ebelah smo opazili Se letenje na krajSo razdaljo. Te
cebele so se za krajsi ¢as dvignile nad plos¢o, ponovno pristale le kakSen centimeter proc¢
in nadaljevale s pitjem kapljic. Vendar so popile le Se nekaj kapljic in nato odletele proti
izhodu iz komore. Med hranjenjem na plos¢i so si ¢ebele ve€krat Cistile tipalnice in rilcek.
Nekaj cebel je ob prihodu v komoro "oznacevalo” mesto hranjenja. Te cebele so stale na
mestu, v vhodnem tunelu ali ob stekleni plos¢i s kapljicami, z dvignjenim zadkom in
zamahovale s krili. Ta pojav je opisoval Ze von Frisch (1965) na umetnih krmigéih. Cebele
na ta nacin izlo¢ajo vonjave iz vonjalne zleze na zadku in s tem privabljajo ostale paSne

¢ebele na krmisce.

V prvi poskusni skupini §tiri ¢ebele niso niti enkrat tekom hranjenja zavrnile kapljice 0,5M
raztopine saharoze, v tretji poskusni skupini le dve Cebeli. Te ¢ebele so ve€inoma popile
tudi zelo majhno Stevilo kapljic. Ostale ¢ebele so zacele zavracati kapljice nizje molarnosti
ze na zacetku poskusa ali Sele ob koncu poskusa. Tako lahko vidimo, da se ¢ebele razlicno
odzivajo na razmere na krmisc¢u. Nekaterim sta obe raztopini dovolj dobri, vecina Cebel pa

zavraca kapljice z manjSo vsebnostjo saharoze, ene bolj in druge manj izrazito.

S Fisherjevim testom smo ugotavljali statisticno znacilne razlike med Stevilom popitih in
nepopitih kapljic raztopine saharoze visje in nizje molarnosti. Za analizo smo lahko po
konc¢anem poskusu preprosto presteli kapljice, ki so po hranjenju ostale na plos¢i. V prvi
poskusni skupini ¢ebel z 0,5 M in 1 M kapljicami raztopine saharoze smo pokazali
statisticno znacilne razlike med popitimi in nepopitimi kapljicami obeh raztopin pri 17
&ebelah, v tretji poskusni skupini z 0,5 M in 1,5 M kapljicami pa pri 25 &ebelah. Cebele,

pri katerih test ni pokazal statisticno znacilnih razlik, a so tekom poskusa zavracale
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kapljice nizje molarnosti, smo ponovno testirali. Uporabili smo frekvence popitih in
poskusenih (zavrnjenih) kapljic niZje in visje molarnosti. V prvi poskusni skupini smo s
tem testom pokazali statisticno znacilne razlike Se pri treh ¢ebelah, v tretji poskusni skupini

Se pri Stirih ¢ebelah.

V poskusni skupini s kapljicami 0,5 M in 1,5 M raztopine saharoze torej kaze izrazito
preferenco za raztopino visje molarnosti ve¢ cebel (29), kot v poskusni skupini s
kapljicami 0,5 M in 1 M raztopine saharoze (20). Vecja kot je torej absolutna razlika med
vsebnostima saharoze v kapljicah, izrazitejSe in bolj o€itne so preference posameznih ¢ebel

za kapljice z vi§jo vsebnostjo saharoze.

Testa nista pokazala statisti€no znacilnih razlik pri ¢ebelah, ki so popile premajhno Stevilo
kapljic (manj kot 10). Vecina teh ¢ebel tekom hranjenja tudi ni zavracala kapljic z nizjo
molarnostjo ali pa so pred zadnjo popito kapljico zavrnile eno do najve¢ dve kapljici.
Statisticno znacilnih razlik prav tako nismo mogli pokazati pri nekaterih ¢ebelah, ki so
zadele zavradati kapljice z niZjo molarnostjo Sele proti koncu poskusa. Stevili popitih
kapljic obeh raztopin sta pred zacetkom zavracanja kapljic precej podobni in tako nekaj

zavrnjenih kapljic ob koncu poskusa ne spremeni rezultata statisticnega testa.

Vecina Cebel v poskusih s kapljicami 1 M in 1,5 M raztopine saharoze ni zavracala kapljic
nizje molarnosti. O¢itno sta bili obe raztopini saharoze za njih dovolj dobri. Le 5 ¢ebel v
tej poskusni skupini je tekom poskusa zavrnilo eno ali najve¢ dve kapljici 1M raztopine
saharoze. Na podlagi vedenja ¢ebel na krmiS¢u v komori lahko sklepamo, da v tej poskusni
skupini ¢ebele niso kazale preferenc za raztopino z vi§jo vsebnostjo saharoze. Fisherjev
test prav tako ni pokazal statisticno znacilnih razlik med popitimi in nepopitimi kapljicami

ene in druge raztopine.

Z Wilcoxonovim testom za parne meritve smo pokazali, da v poskusih s kapljicami 1 M in
1,5 M raztopine saharoze ni statisti¢no znacilnih razlik med popitimi kapljicami visje in
nizje molarnosti. V ostalih dveh poskusnih skupinah, kjer so ¢ebele kazale preferenco za
kapljice vi§je molarnosti, se Stevili popitih kapljic raztopine saharoze visje in nizje

molarnosti po Wilcoxonovem testu statisti¢no znacilno razlikujeta.
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Cebele dobro razlikujejo med koncentracijami sladkornih raztopin, ki smo jih uporabljali v
poskusih. S kontrolnimi poskusi smo pokazali, da so bile vse tri raztopine saharoze, ki smo
jih uporabljali v poskusih, dovolj dobre za paso ¢ebel v trenutnih razmerah. V kontrolnih
poskusih z 0,5 M raztopino saharoze cebele niso zavracale kapljic, ¢eprav jih zavracajo,
kadar imajo na voljo Se kapljice z vi§jo vsebnostjo saharoze (poskusi z izbiro). Na
umetnem krmiS¢u pred laboratorijem, ki so ga cebele mnoZi¢no obiskovale, smo
uporabljali raztopino sladkorja s koncentracijo 110 g/L. Vse te raztopine so ocitno

zadovoljevale trenutne pasne potrebe cebel.

Pomembno je poudariti, da opazovane preference pri poskusnih &ebelah niso stalne. Ce bi
poskuse izvajali v drugem obdobju leta, bi najbrz opazili druga¢ne preference. Prav tako bi
lahko nanje vplivale tudi spremembe v pasnih in vremenskih pogojih ter spremembe v
panju (npr. potrebe ¢ebelje druzine). V obdobju treh tednov izvajanja poskusov bi se lahko
pojavile zunanje (vremenski pogoji, pasni pogoji) in notranje spremembe (potrebe cebelje
druZine), ki bi vplivale na motiviranost ¢ebel in s tem spremenile preferenco cebel za
dolo¢ene koncentracije sladkorjev. Predvidevamo, da bi sprememba motiviranosti Cebel
lahko vplivala tudi na koli¢ino popite raztopine oziroma Stevilo popitih kapljic posamezne
Cebele. 1z tega razloga smo testirali morebitne razlike v Stevilih popitih kapljic vseh

poskusnih skupin cebel.

Prva dva sklopa poskusov z izbiro smo izvedli na zacetku, tretji sklop poskusov z izbiro pa
Sele po treh tednih. V vseh treh poskusnih skupinah ¢ebel je mediana popitih kapljic 13,
kar pomeni, da je vecina ¢ebel popila priblizno 52 pL raztopine. Najvec kapljic je popila
Cebela 67 in sicer 19 (skupen volumen 76 pL). To so seveda teoreti¢ni volumni, saj tekom
poskusa kapljice izhlapevajo in se njihov volumen nekoliko zmanj$a. Kruskal-Wallisov
test in Mann-Whitneyev test nista pokazala statisticno znalilnih razlik v Stevilu vseh

popitih kapljic med tremi poskusnimi skupinami.

V kontrolnih poskusih s kapljicami raztopine saharoze enake molarnosti smo testirali
manjSe Stevilo cebel, pa vendar so mediane popitih kapljic precej podobne. Kruskal-
Wallisov test in Mann-Whitneyev test nista pokazala statisti¢no znacilnih razlik med Stevili

popitih kapljic v vseh treh kontrolnih skupinah. Le mediana popitih kapljic v kontrolnem
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poskusu z 0,5 M raztopino saharoze se statisticno znacilno razlikuje od median popitih

kapljic v poskusih z izbiro.

Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da v obdobju treh tednov izvajanja poskusov ni
prislo do sprememb v motiviranosti ¢ebel, ki bi vplivala na koli¢ino popitih kapljic
raztopine saharoze oziroma na spremembe preferenc za dolo¢ene koncentracije sladkornih

raztopin.

V su$nih poletnih mesecih lahko pride do znacilnega pomanjkanja razpolozljive vode v
naravi. Zato smo na umetno krmiS¢e na okenski polici postavili Se dodaten krmilnik z
vodo. Cebele potrebujejo vodo za ohranjanje primernega fizioloskega stanja, kot tudi za
ohranjanje primerne temperature v panju (von Frisch, 1965). Predvidevali smo, da bi lahko
pomanjkanje vode pri ¢ebelah vplivalo na hranjenje ¢ebel v poskusni komori in njihove
preference za sladkorne raztopine. Zejne ebele bi najbrz raje pile kapljice, ki vsebujejo
ve¢ vode (kapljice z manjSo vsebnostjo saharoze). Zato smo izvedli poskuse Se z eno
kontrolno skupino ¢ebel, ki so imele na plos¢i na voljo 15 kapljic vode in 15 kapljic 0,5 M
raztopine saharoze. Cebele so pile le kapljice s saharozo, ne pa tudi kapljic vode. S tem
smo pokazali, da Cebele, ki priletijo v umetno komoro, nabirajo le hranljive kapljice,

kapljice vode pa jih ne zanimajo.

Med poskusom se koncentracija saharoze v kapljicah spreminja zaradi izhlapevanja vode.
Na izhlapevanje kapljic vpliva oblika kapljic, temperatura, relativna zrac¢na vlaga, pretok
zraka ter Cas izhlapevanja. Zanimalo nas je, do kakSne mere se spremeni koncentracija
saharoze v kapljicah in kako to spremeni razmerje med dvema koncentracijama kapljic na
plos¢i. Spremembe koncentracij raztopine saharoze med poskusom ne vplivajo na izbiranje
pri ¢ebelah, saj tekom poskusov nismo opazili, da bi ¢ebele ponovno pile kapljice, ki so jih

na zacetku poskusov zavracale.

Koncentracija raztopine saharoze v kapljicah z visjo vsebnostjo saharoze se je v primerjavi
s kapljicami z nizjo vsebnostjo saharoze hitreje viSala. Tekom poskusa sta se torej
absolutni razliki oziroma razmerje med obema koncentracijama raztopine saharoze na

plosci Se povecevali. To je morda eden od razlogov, da nekatere ¢ebele zacnejo zavracati
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kapljice z manjSo vsebnostjo saharoze Sele ob koncu poskusa. HitrejSe narascanje
koncentracij saharoze v kapljicah z vis§jo vsebnostjo saharoze lahko razlozimo s tem, da iz
vsake kapljice, ne glede na njeno koncentracijo, izhlapi enaka koli¢ina vode. V kapljicah z
nizjo vsebnostjo saharoze je delez vode vecji kot v kapljicah z vi§jo vsebnostjo saharoze.
Pri odvzemu enakega volumna vode iz kapljic se torej koncentracija v kapljicah z visjo
vsebnostjo saharoze bolj poveca kot koncentracija saharoze v kapljicah z nizjo vsebnostjo

saharoze.

Vzrok za previsoke izraCunane vrednosti koncentracij saharoze v zacetnih (kontrolnih)
raztopinah po HPLC analizi je najbrz v volumnu analiziranega vzorca. Glede na rezultate
predvidevamo, da so previsoke vrednosti lahko posledica napake v injicirnem sistemu
HPLC naprave ali napake pipete, s katero smo vzeli vzorce iz kontrolnih raztopin.
Posledica nacina pipetiranja, napake pipete ali napake HPLC naprave so najbrz tudi velike

variance med posameznimi vzorci iste kontrolne raztopine.
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5.2 UPORABNOST METODE ZA NADALJNE RAZISKAVE

V poskusih smo wugotovili znacCilno spreminjanje koncentracij raztopine saharoze v
kapljicah zaradi izhlapevanja. Ena od moZznih reSitev za zmanjSanje razlik v izhlapevanju

med poskusi bi bila uporaba komore s stalno temperaturo in relativno zra¢no vlago.

Namesto steklenih ploS¢ z ugreznitvami bi lahko uporabljali tudi titrske plosce. Primerno
bi bilo povecati Stevilo kapljic na ploS¢i (npr. 48 kapljic raztopine saharoze, 24 nizje in 24
vi§je koncentracije) in obenem zmanjSati volumen kapljic na 3 pL. Tako bi ¢ebele med
posameznim poskusom popile ve¢ kapljic, kar bi povecalo razliko med popitimi in

zavrnjenimi (poskuSenimi) kapljicami in povecalo obcutljivost statistinega testa.

Stetje popitih in nepopitih kapljic na plo§¢i po kon¢anem poskusu se je izkazalo za
primerno metodo, saj ni bistvenih razlik med rezultati statisticnega testa popitih in

poskusSenih kapljic ter med rezultati testa popitih in nepopitih kapljicami.

S tako izpopolnjeno metodo bi lahko raziskovali vpliv primesi v hrani na pasne cebele.
Uporabljali bi lahko kapljice 0,5 M in 1 M ali pa 0,5 M in 1,5 M raztopine saharoze, ki bi ji
primesali testne snovi. Na ta nacin bi lahko opazovali njihov vpliv na paSno aktivnost in
preference pri prvem obisku krmiSc¢a in/ali spremembe v pasni aktivnosti ter preferencah v
ve¢ zaporednih obiskih. TakSen test bi bil primeren za testiranje subletalnih ucinkov

pesticidov, s katerimi se ¢ebele pogostokrat srecujejo na pasi.
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53 SKLEPI

Preferenca posamezne ¢ebele za raztopino saharoze visje molarnosti se kaze z zavraCanjem
kapljic nizje molarnosti in iskanjem kapljic z vi§jo vsebnostjo saharoze na poskusni plos¢i.
Ce ¢ebela pri iskanju dalj ¢asa ne najde nobene kapljice visje molarnosti, zaéne spet piti
kapljice raztopine saharoze niZje molarnosti. Hranjenje brez zavracanja kapljic nam

nakazuje, da ¢ebela nima preferenc za eno od obeh raztopin.

Cebele izbirajo med kapljicami 0,5 M in 1 M raztopine saharoze. Ce razliko med
koncentracijama na krmis¢u pove¢amo (poskusi s kapljicami 0,5 M in 1,5 M raztopine

saharoze), kaze preferenco za raztopino visje molarnosti ve¢ cebel.

Nekatere ¢ebele za¢nejo zavracati kapljice saharoze nizje molarnosti takoj za tem, ko prvic¢
popijejo kapljico ali serijo kapljic viSje molarnosti, ostale ¢ebele pa zacnejo zavracati

kapljice Sele kasneje v poskusu.

Cebele ne izbirajo med kapljicami 1 M in 1,5 M raztopine saharoze. O&itno obe raztopini
zadostujeta potrebam cebel v trenutnih razmerah. Izbiranje med dvema raztopinama
saharoze z nizZjima vsebnostima saharoze se torej razlikuje od izbiranja med dvema

raztopinama saharoze z vi§jima vsebnostima saharoze.

Koncentracija raztopine saharoze se tekom poskusa spreminja glede na cas trajanja
poskusa, temperaturo in relativno zracno vlago v komori med poskusom. Koncentracije
naras¢ajo hitreje pri vi§ji temperaturi in pri nizji relativni zracni vlagi. Koncentracija
kapljic raztopine z vi§jo vsebnostjo saharoze naras¢a hitreje kot koncentracija kapljic

raztopine z niZjo vsebnostjo saharoze.

Metoda je uporabna za nadaljne Studije vplivov pesticidov in ostalih strupov na pasno
aktivnost ¢ebel ter na spremembe v preferencah za razlicne raztopine v ve¢ zaporednih

obiskih.
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6 POVZETEK

Pasne Cebele nabirajo sladke tekocine, cvetni prah in vodo ter s tem zadovoljujejo potrebe
celotne druzine po hrani. Glavna vira sladkih tekocin sta medi¢ina ali nektar (nektarna
pasa) in manine kapljice (manina pasa). Manine kapljice so izloc¢ki Zuzelk, ki se
prehranjujejo z rastlinskimi sokovi dreves. 1zlocke teh zuzelk ¢ebele nabirajo na iglicah in
listth dreves ter na podrasti pod drevesi. Razli¢ne koncentracije sladkorjev v maninih
kapljicah so posledica razlicno koncentriranih izlo¢kov proizvajalcev mane, kot tudi
izhlapevanja vode iz kapljic. Koncentracija sladkorjev v maninih kapljicah je eden od
moznih vzrokov za spremembe v paSni aktivnosti ¢ebel. Preucevali smo vpliv prisotnosti
dveh razlicnih koncentracij saharoze na krmiScu na vedenje pasnih Cebel ter preference

¢ebel za razli¢ne koncentracije saharoze.

Poskuse s ¢ebelami smo izvedli v brezpaSnem obdobju ¢ebel. Vsak poskus je bil izveden
na cebeli, ki se je prvic¢ srecala s prisotnostjo kapljic raztopine saharoze dveh razli¢nih
molarnosti na krmis¢u. Poskusne ¢ebele so se hranile v poskusni komori na stekleni plosci,
na katero smo nanesli 30 kapljic raztopine saharoze z volumnom 4 pL, 15 kapljic z vi§jo in
15 kapljic z nizjo molarnostjo. Kapljice so bile razporejene naklju¢no in so imele pri vsaki
poskusni cebeli druga¢no razporeditev. V kontrolnih poskusih smo opazovali vedenje
¢ebel na plos¢i s kapljicami raztopine saharoze enake molarnosti. Poskuse smo snemali z
video kamero Sharp C670 in programom FDS Imaging Software (FDS Research,

Slovenija) ter spremljali temperaturo in relativno zra¢no vlago v komori tekom poskusa.

Preferenco posamezne cebele za raztopino saharoze vis§je molarnosti smo lahko opazovali
z zavrac¢anjem kapljic raztopine nizje molarnosti. Zavrnjene kapljice je ¢ebela poskusila in

jih ni popila. Site ¢ebele so ob koncu poskusa zavracale kapljice obeh raztopin.

V prvi poskusni skupini so ¢ebele (n=34) izbirale med kapljicami 0,5 M in 1 M raztopine
saharoze. Za 20 cebel smo ugotovili statisticno znacilno preferenco za kapljice 1 M
raztopine saharoze. 12 od teh jih je zacelo zavracati kapljice z nizjo molarnostjo takoj za
tem, ko so popile prvo kapljico ali serijo kapljic visje molarnosti. V drugem poskusnem

sklopu so ¢ebele (n=34) pile kapljice 1 M in 1,5 M kapljice saharoze. Te cebele niso
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zavradale kapljic raztopine z nizjo molarnostjo. Cebelje izbiranje med dvema razliénima
koncentracijama raztopin pri nizjih vsebnostih saharoze se torej razlikuje od izbiranja med
dvema absolutno enako razlicnima koncentracijama pri vi§jih vsebnostih saharoze. Pri
vecji absolutni razliki med koncentracijama obeh raztopin kaze preferenco za raztopino z
vi§jo koncentracijo saharoze vec Cebel. To smo pokazali v tretji poskusni skupini, kjer so
¢ebele (n=33) izbirale med kapljicami 0,5 M in 1,5 M raztopine saharoze. Za 29 ¢ebel smo
pokazali statisti¢no znacilno preferenco za kapljice vi§je molarnosti. 14 od teh jih je zacelo
zavracati kapljice z nizjo molarnostjo takoj po tem, ko so popile prvo kapljico ali serijo

kapljic vi§je molarnosti.

V kontrolnih poskusih s kapljicami raztopine saharoze enake molarnosti so ¢ebele pile vse
kapljice brez zavraCanja. S tem smo pokazali, da so vse tri raztopine saharoze, ki smo jih
uporabljali v poskusih, dovolj dobre za paso Cebel v trenutnih razmerah. S kontrolnim
poskusom s kapljicami vode in 0,5M raztopine saharoze smo pokazali, da Cebele na

krmis$cu i8¢ejo le hranljive kapljice in ne vodo.

V treh poskusnih skupinah se mediane (13) Stevila popitih kapljic obeh raztopin
posameznih ¢ebel ne razlikujejo. Pri kontrolnih poskusih je nekoliko vi§ja le mediana

Stevila popitih kapljic v poskusih z 0,5 M raztopino saharoze (17).

HPLC analiza vzorcev iz zaCetnih raztopin in kapljic po kon€anih poskusih je pokazala, da
med poskusom koncentracija saharoze zaradi izhlapevanja naraSca v odvisnosti od Casa
trajanja poskusa. Hitrosti naraS€anja koncentracij raztopin se razlikujejo med poskusi
zaradi razli¢nih pogojev (temperatura in relativna zracna vlaga) v komori med poskusom.
Znotraj posameznega poskusa absolutna razlika med koncentracijama obeh raztopin zaradi
izhlapevanja nara$ca, saj se koncentracija kapljic z vi§jo vsebnostjo saharoze povecuje

hitreje kot koncentracija kapljic z nizjo vsebnostjo saharoze.
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PRILOGA C

Rezultati HPLC analize raztopin saharoze

zacetna molarnost kontrolna masa saharoze v
HPLC vzorec razt. saharoze (M) raztopina HPLC vzorcu (mg)

0,5 / 0,100294502
vzorci kontrolne 0,5 / 0,082894087
raztopine saharoze 3 0,5 / 0,109836652
(K3) 0,5 / 0,093141437
0,5 / 0,101021984

vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 K;(0,5 M) 0,122921381
iz poskusa (Cebela 8) 0,5 K3 (0,5 M) 0,160058775
0,5 K5 (0,5 M) 0,137480306

vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 K5 (0,5 M) 0,132757575
iz poskusa (Cebela 29) 0,5 K;(0,5 M) 0,126050548
0,5 K5 (0,5 M) 0,132420559

vzorci kontrolne 0,5 / 0,08905507
raztopine saharoze 9 0,5 / 0,095794193
(Ko) 0,5 / 0,097259502

0,5 / 0,09654661

vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 Ky (0,5 M) 0,145607281
iz poskusa (Cebela 103) 0,5 Ko (0,5 M) 0,144761094
0,5 Ko (0,5 M) 0,149103439
vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 Ky (0,5 M) 0,120093154
iz poskusa (¢ebela 104) 0,5 Ky (0,5 M) 0,117890548
0,5 Ky (0,5 M) 0,114585909

vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 Ko (0,5 M) 0,12230133
iz poskusa (¢ebela 111) 0,5 Ky (0,5 M) 0,117669054
0,5 Ky (0,5 M) 0,138136034
vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 Ko (0,5 M) 0,110967067
iz poskusa (¢ebela 112) 0,5 Ky (0,5 M) 0,108791518
0,5 Ko (0,5 M) 0,105021742
0,5 / 0,095792734
vzorci kontrolne 0,5 / 0,101927722
raztopine saharoze 13 0,5 / 0,092456662
(Ki3) 0,5 / 0,087656474

0,5 / 0,087689765

vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 Ki5(0,5 M) 0,110389193
iz poskusa (¢ebela 71) 0,5 K5(0,5 M) 0,11287059

0,5 Ki3(0,5 M) 0,117293973

vzorci kapljic raztopine saharoze 0,5 Ki3(0,5 M) 0,126388493
iz poskusa (cebela 76) 0,5 K5(0,5 M) 0,122825356
0,5 Ki3(0,5 M) 0,124572109




zacetna molarnost kontrolna masa saharoze v
HPLC vzorec razt. saharoze (M) raztopina HPLC vzorcu (mg)

1 / 0,201190357
vzorci kontrolne 1 / 0,190671378
raztopine saharoze 4 1 / 0,282136492
(Ky) 1 / 0,180785049
1 / 0,197247232
vzorci kapljic raztopine saharoze 1 K4(1 M) 0,237641198
iz poskusa (Cebela 8) 1 K4 (1 M) 0,260352491
1 K, (1 M) 0,229461397
vzorci kapljic raztopine saharoze 1 K4 (1 M) 0,283844153
iz poskusa (¢ebela 29) 1 K4 (1 M) 0,301045529
1 K4 (1 M) 0,303761469

vzorci kontrolne 1 / 0,17738306
raztopine saharoze 7 1 / 0,19740241
(K, 1 / 0,205343039
1 / 0,186207012
vzorci kapljic raztopine saharoze 1 K;(1 M) 0,319700183
iz poskusa (Cebela 38) 1 K;(1 M) 0,280012669
1 K;(1 M) 0,333419324
vzorca kapljic raztopine saharoze 1 K; (1 M) 0,243217637
iz poskusa (¢ebela 60) 1 K7 (1 M) 0,239778897
1 / 0,191736406

vzorci kontrolne 1 / 0,16654444
raztopine saharoze 11 1 / 0,180062209
(Kiy) 1 / 0,195667594
1 / 0,187352945

vzorca kapljic raztopine saharoze 1 Ki(1M) 0,227282761
iz poskusa (Cebela 125) 1 Ky (1 M) 0,224651254
vzorci kapljic raztopine saharoze 1 Ky (1 M) 0,222141281
iz poskusa (¢ebela 126) 1 Ky (1 M) 0,219273106
1 K (1 M) 0,225984278

1,5 / 0,23663604
vzorci kontrolne 1,5 / 0,280832728
raztopine saharoze 8 1,5 / 0,27524365
(Kg) 1,5 / 0,263310823

1,5 / 0,27650232
vzorci kapljic raztopine saharoze 1,5 Ks (1,5 M) 0,424305433
iz poskusa (Cebela 38) 1,5 Kg (1,5 M) 0,422748533
1,5 Kg (1,5 M) 0,428644796
vzorci kapljic raztopine saharoze 1,5 Ks (1,5 M) 0,314922023
iz poskusa (¢ebela 60) 1,5 Ks (1,5 M) 0,295714714

1,5 Kg (1,5 M) 0,31013107




zacetna molarnost kontrolna masa saharoze v
HPLC vzorec razt. saharoze (M) raztopina HPLC vzorcu (mg)
1,5 / 0,291756232
vzorci kontrolne 1,5 / 0,387118051
raztopine saharoze 12 1,5 / 0,317782448
(Ki2) 1,5 / 0,268675754
1,5 / 0,316416347
vzorci kapljic raztopine saharoze 1,5 Ky (1,5 M) 0,376096546
iz poskusa (Cebela 133) 1,5 K (1,5 M) 0,387804638
1,5 K, (1,5 M) 0,368123991
vzorci kapljic raztopine saharoze 1,5 Ky (1,5M) 0,375286754
iz poskusa (Cebela 139) 1,5 K, (1,5 M) 0,396515346
1,5 K (1,5 M) 0,423517388
1,5 / 0,261188724
vzorci kontrolne 1,5 / 0,270437096
raztopine saharoze 14 1,5 / 0,248137815
(Kis) 1,5 / 0,25299079
1,5 / 0,269720888
vzorci kapljic raztopine saharoze 1,5 K4 (1,5 M) 0,325442931
iz poskusa (Cebela 71) 1,5 K4 (1,5 M) 0,315066583
1,5 K4 (1,5 M) 0,315758681
vzorci kapljic raztopine saharoze 1,5 K4 (1,5 M) 0,3264395
iz poskusa (Cebela 76) 1,5 K4 (1,5 M) 0,311790313
1,5 K4 (1,5 M) 0,306142234




