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ZAKLJUCNO POROCILO CILINEGA RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

A. PODATKI O RAZISKOVALNEM PROJEKTU

1.0snovni podatki o raziskovalnem projektu

Sifra projekta |V1-1129

Naslov projekta | Kumulativni in sinergijski ucinki razli¢nih kemikalij na Cebele

Vodja projekta |11169 Janko Bozic

Naziv teziséa v |3.01.03 Kumulativni in sinergijski ucinki razli¢nih kemikalij na
okviru CRP Cebele

Obseg

raziskovalnih ur 722

Cenovni razred |A

Trajanje 10.2011 - 09.2012
projekta
Nosilna 481 Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta

raziskovalna
organizacija

Raziskovalne 105 Nacionalni institut za biologijo
organizacije - 1360 KMETIJSKO GOZDARSKA ZBORNICA SLOVENIIJE
soizvajalke KMETIJSKO GOZDARSKI ZAVOD NOVA GORICA

1540 Univerza v Novi Gorici

Raziskovalno 1 NARAVOSLOVIE
podrocje po 1.03  Biologija

sifrantu ARRS  |1,03.01 Zoologija in zoofiziologija
Druzbeno- 02. Okolje

ekonomski cilj

2.Raziskovalno podrocje po sifrantu FOS!

Sifra 1.06
- Veda 1 Naravoslovne vede
- Podrocje 1.06 Biologija

3.Sofinancerji

Sofinancerji

1. |Naziv Ministrstvo za kmetijstvo in okolje

Naslov Dunajska 22, 1000 Ljubljana
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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA
4.Povzetek raziskovalnega projekta2

SLO

Pregled virov jasno kaze na realno interakcijo posameznih kemicnih snovi v
delovanju na cebelo in ¢ebeljo druzino. V problem se poleg pesticidov iz
kmetijstva vkljucujejo tudi sredstva za zatiranje ¢ebeljih bolezni, predvsem
varoe in same cebelje bolezni, tako virusna, bakterijska, glivicna obolenja,
kot tudi zajedavec. Predvsem so izpostavljeni virusi, varoa in Nosema
cerrana. Imamo vec novejsih raziskav, tudi domacih, o interakciji kemikalij in
¢ebeljih bolezni, vendar z Se ne zanesljivimi in jasnimi mehanizmi delovanja.
Podobna je zgodba tudi o sinergisti¢nih ucinkih kemikalij, kjer je jasnih
nacinov delovanja relativnho malo. Najmocnejsi znani sinergisjki ucinki se
pojavijo takrat, ko je blokiran sistem za razgradnjo strupov (P450) z relativno
nestrupeno snovjo, ki povzrodi ucinkovito delovanje drugega strupa
neposredno na njegovo osnovno tarco. Zaenkrat obstojeca znanja dopuscajo
le oceno prisotnosti sinergisticnega delovanja, ki pa jo je potrebno pri vsaki
vrsti posebej preverjati. Medonosna Cebela je tako poseben primer, poleg
tega pa tudi niso izkljucene posebnosti med posameznimi podvrstami
medonosne ¢ebele. Tako se pod vprasaj postavljajo Ze osnovne raziskave
cistih snovi ali posameznih FFS pripravkov na strupenost za ¢ebele. Posebej
so zanimivi zakljucki obdelave patentnih raziskav, ki kazejo na zavedanje
proizvajalcev o sinergisti¢nih ucinkih, vendar le ti niso posebej preverjani na
neciljnih organizmih, Se zlasti ne v obicajni rabi v kmetijstvu in ¢ebelarstvu.
To zahteva posebno previdnost tako pri dajanju dovoljenja za promet, kot
tudi pri delo svetovalne sluzbe za uporabo FFS.

Za uspesnejsSe preprecCevanje morebitnih sinergisti¢nih u¢inkov kemikalij
predlagamo okrepitev kontrole izvajanja preventivnih ukrepov in pravilne
rabe FFS v kmetijstvu in kemikalij v ¢ebeljih panjih, vecjo previdnost pri
registracijskih postopkih, okrepitev monitoringa okolja ter povecanje Stevilo
raziskav.

ANG

Overview of sources clearly shows the real interaction of individual chemical
substances in the operation action to the bee and the bee family. In addition
to the problem of pesticides in agriculture, research includes means of bee
diseases control, especially varroa itself and by viral, bacterial, fungal
diseases, as well other parasites. We have several recent studies, including
domestic, of the interaction of chemicals and bee diseases, but the
mechanisms of action are not reliable and clear. A similar story is also about
the synergistic effects of chemicals, where clear modes are relatively few. The
strongest known synergistic effects occur when the system is blocked for the
detoxification by P450 with a relatively non-toxic substance that causes the
effective operation of another poison directly to its principal target. So far
existing knowledge permits only the evaluation of the presence of synergistic
effect. Honey Bee is a special case, but the specificities between honeybees'
subspecies cannot be excluded. Especially interesting conclusions processing
patent research, showing an awareness of producers of synergistic effects,
but they are not specifically reviewed on non-target organisms, especially not
in common use in agriculture and beekeeping. This requires special care in
providing such authorization, as well as the work of advisory services for
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pesticides use.

To effectively prevent the potential synergistic effects of chemicals we
suggest the increase of the control of the implementation of preventive
measures and proper use of pesticides in agriculture and chemicals in hives,
greater caution in registration procedures, strengthening the environmental
monitoring and the increase the amount of research.

5.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela na raziskovalnem projektu?

Delo je potekalo po stirih fazah. V prvi fazi smo zbirali primarne in
sekundarne vire in iskali moznosti klasifikacije in rangiranja ugotovljenih
ucinkov. V drugi fazi smo kodirali zbrane raziskave za zapis v skupno bazo
zbranih rezultatov. V tretji fazi smo po pregledu podatkov ugotovili
premajhno ujemanje metod dela in podanih rezultatov, da bi podali klasi¢no
meta analizo. Rezultati so povzeti in tabelari¢no predstavljeni in ovrednoteni.
Priprava zaklju¢nega porocila in ureditev zbirk podatkov je bila zadnja faza
projekta.

Primarne in sekundarne vire smo zbirali z Google scholar in v manjsi meri
tudi z drugimi iskalniki (WebOfScience,...). Zbrane vire smo skupaj urejali s
programskim orodjem Zotero. Delne povzetke in pripravo teksta za osnutek
koncénega porocila smo zbirali v skupnem internetnem delovis¢u preko
sistema elektronske ucilnice in uporabo wikijev (Moodle) in razpredelnice s
pomocjo GoogleDocs. Ker so raziskave sinergisti¢nih ucinkov na ¢ebelah
relativno redke, smo raziskavo razsirili tudi na druge nevretencarje,
predvsem insekte, da smo evidentirali mozne mehanizme in jih interpolirali
na medonosno c¢ebelo.

Posebej so bile obdelane patentne objave z orodjem PatentScope na WIPO
portalu. Po pri¢akovanju ni patentov, ki bi se nanasali na sinergisticen
negativen ucinek pesticidov na ¢ebele, zato pa smo posebej analizirali
patente, ki obravnavajo zatiranje zuzelk.

Tekom projekta smo zbrali blizu 400 znanstvenih prispevkov s projektnega
podrocja ter Se enkrat toliko navezujocih prispevkov. Podrobna analiza
patentov je izloCila 286 patentov po letu 1981, ki se nanasajo na sinergisti¢no
delovanje pri zuzelkah, s tem, da gre za sinergisti¢no delovanje, ki vkljucuje
tudi kemikalije le za okoli 80 patentov, posebej pa so izvzeti patenti, ki bi
lahko pomenili tudi groznjo za ¢ebelo in posebej tisti, ki so relevantni glede
na sredstva, ki so dovoljena v Sloveniji ali vsaj EU.

Pregled virov jasno kaze na realno interakcijo posameznih kemic¢nih snovi v
delovanju na c¢ebelo in ¢ebeljo druzino. Rezultate povzemamo po posameznih
poglavijih. V problem se poleg pesticidov iz kmetijstva (poglavje Poljske
kemikalije) vklju€ujejo tudi sredstva za zatiranje Cebeljih bolezni (poglavije
Panjske kemikalije), predvsem varoe in same Cebelje bolezni, tako virusna,
bakterijska, glivicna obolenja, kot tudi zajedavec. Med pansjkimi kemikalijami
so posebej izpostavljeni akaricidi, ki se uporabljajo za zatiranje varoje. Zaradi
moznih primerjav smo posebj obdelali mehanizme delovanj kemikalij pri
nevretencarjih in posebej pri ¢ebelah. Preudili smo mozne sinergijske ucinke
kemikalij, kakor tudi viogo bolezni in parazitov. Predvsem smo izpostavili
viruse, varojo in nosemo (Nosema cerrana). Imamo vec¢ novejsih raziskav,
tudi domacih, o interakciji kemikalij in Cebeljih bolezni, vendar z Se ne
zanesljivimi in jasnimi mehanizmi delovanja. Podobna je zgodba tudi o
sinergisti¢nih ucinkih kemikalij, kjer je jasnih nacinov delovanja relativno
malo. Najmocnejsi znani sinergisjki ucinki se pojavijo takrat, ko je blokiran
sistem za razgradnjo strupov (P450) z relativho nestrupeno snovjo, Ki
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povzroci uc¢inkovito delovanje drugega strupa neposredno na njegovo
osnovno tarco. Zaenkrat obstojeca znanja dopuscajo le oceno prisotnosti
sinergisticnega delovanja, ki pa jo je potrebno pri vsaki vrsti posebej
preverjati. Medonosna Cebela je tako poseben primer, poleg tega pa tudi niso
izklju¢ene posebnosti med posameznimi podvrstami medonosne c¢ebele. Tako
se pod vprasaj postavljajo Ze osnovne raziskave Cistih snovi ali posameznih
FFS pripravkov na strupenost za cebele. Posebej so zanimivi zakljucki
obdelave patentnih raziskav, ki kazejo na zavedanje proizvajalcev o
sinergisti¢nih ucinkih, vendar le ti niso posebej preverjani na neciljnih
organizmih, Se zlasti ne v obicajni rabi v kmetijstvu in ¢ebelarstvu. To
zahteva posebno previdnost tako pri dajanju dovoljenja za promet, kot tudi
pri_delo svetovalne sluzbe za uporabo FFS.

Ze prvi pregled virov je nakazoval, da so sinergisti¢ni ucinki razlicnih
kemikalijpri ¢ebelah relativno slabo raziskani. Znanstvena radovednost je
pripomogla, da so se razsikovalci spustili v razlicne vidike medsebojnih
mehanizmov. Tudi, ko pogledamo SirSe na vse zuzelke, dobimo skromen
nabor poznanih in pojasnjenih mehanizmov sinergisticnega delovanja. Lahko
bi rekli, da se v teh raziskavah odseva tudi podedovanost napak raziskav
posameznih aktivnih snovi in njihove interpretacije. V veliko pomoc pri
doslednem zbiranju toksikoloskih podatkov so skupni standardi in navodila, ki
lahko pripomorejo k zadostnemu telesu rezultatov po primerljivi metodologiji,
da so mogoce tudi meta analize. Nas pregled virov in povzetki podpirajo tudi
vecino zaklju¢kov H.M.Thompson (2012). Zaradi relativho skromnega nabora
raziskav potencialnih sinergisti¢nih uc¢inkov, smo raziskavo razsirili Se na
druge nevretencarje. To je lazje pripeljalo do identifikacije mehanizmov za
sinergisti¢no delovanje kemikalij. Posebej smo podrobno predstavili mesta
delovanja pri ¢ebeli, predvsem pesticidov, ki lahko prizadanejo Zivcni sistem
(priloga A). Nekoliko SirSe so predstavljena poglavija o sinergizmu pri ¢ebelah
(priloga B). Z analizo patentov smo opozorili na zavedanje proizvajalcev FFS,
da so mozne razlicne interakcije, ki pripeljejo do razlicne stopnje sinergizma.
Tudi skozi patente se vidi velika vrstna specifi¢nost, kar onemogoca
postavljanja splosnih pravil. To pa zahteva tako vecjo previdnost pri izdajanju
dovoljen, kakor tudi pri svetovanju rabe FFS. V praksi se Se vedno pojavlja
tako napacna raba FFS in sredstev za zdravljenje Cebel, kakor tudi uporaba
nedovoljenih in praviloma tudi nevarnih kemikalij, kar vsako leto na novo
spoznavamo ob podrobnih analizah primerov zastrupitve ¢ebel. Akutne
situacije je Se mozno kolikor toliko pojasniti, kroni¢no izpostavitev razli¢cnim
kemicnim snovem ob prisotnosti ¢ebeljih bolezni in vplivu podnebnih ter
pasnih pogojev pa je tezje identificirati.

Za uspesnejsSe preprecCevanje morebitnih sinergisti¢nih u¢inkov kemikalij
predlagamo 4 sklope priporocil:

a) Okrepitev kontrole izvajanja preventivnih ukrepov in pravilne rabe FFS v
kmetijstvu in kemikalij v Cebeljih panjih.

Zal indpekcijski pregledi in analize le ob zastrupitvah ¢ebel ne morejo
bistveno vplivati na vecino uporabnikov. Prevetriti je potrebno tudi sistem
izobrazevanja tako uporabnikov FFS kot tudi ¢ebelarjev. Relativho pogoste
krsitve, ki so bile zaznane ob inSpekcijskih pregledih nakazujejo na to, da
izobrazevanje ne doseze zadostne prakti¢ne vrednosti. Vecji delez
sonaravnega kmetijstva in Cebelarstva bi tudi pripomogel k splosSno
previdnejsi rabi kemicnih sredstev.

b) Veclja previdnost v registracijskih postopkih

V registracijskih postopkih preverjati ali so testirali morebitne mozne
interakcije z drugimi sredstvi in posledi¢no povecana strupenost za netarcne
organizme. Moznost uporabe patentnih baz za zahtevo posebnih deklaracij ali
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ustreznih testiranj. Proizvajalci bi morali preveriti tudi mozne interakcije z
drugimi sredstvi in delovanje na netaréne organizme. Cebela je eden od
nujnih netarénih organizmov, ki morajo biti vkljuceni v taka testiranja

c) Okrepiti monitoring okolja

Nadaljevati z monitoringom okolja z vzoréevanjem peloda in drugih ¢ebeljih
pridelkov. Monitoring s ¢ebelami je potrebno spraviti v veckratno
funkcionalnost. Gre za splosno varstvo okolja, zdravje ljudi in zdravje Cebel.
d) Raziskave

Uvesti raziskave sinergisti¢nih uc¢inkov kemikalij, ki se dejansko pojavljajo v
okolju na netarcne organizme kot del monitoringa stanja v okolju. Poiskati
moznosti za spodbujanje bazi¢nih raziskav mehanizmov sinergisticnega
delovanja in preuciti morebitne posebnosti kranjske ¢ebele proti drugim
podvrstam.

6.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

Tekom projekta smo uspeli obdelati pricakovani volumen znanstvenih in
patentnih objav. Glede na naravo rezultatov objavljenih v pregledanih virih
smo ugotovili, da ne bo mogoca klasicna meta analiza rezultatov, ker niso
reprezentirani v zadostni meri v primerljivih oblikah. Vseeno smo uspeli s
primerjavo virov pripraviti SirSe strokovno porocilo, ki obsega 37 strani teksta
vklju¢no s tabelami. Poleg tega smo pripravili Se dva dodatka, prilogi, ki
posebej pojasnjujeta sinergisti¢ne procese pri Cebeli in posebej mehanizme
delovanja na zuzelke, predvsem na centralni ziv¢ni sistem. V Casu projekta je
bil tudi zagovarjano doktorsko delo sodelavca na projektu Danila Bevka, ki se
je navezovalo na vsebino projekta. Klju¢na so stiri priporodila, ki smo jih
navedli v zgornjem porocilu. Kljub Stevilnim tujim zbirnim porocilom, ki so
bila objavljena proti koncu izvajanja nasega projekta, smo z nasim pregledom
dodali nekoliko vecjo Sirino, poleg tega pa opozorili na pomembno
sprenevedanje proizvajalcev ob hkratnem patentiranju sinergisti¢nih ucinkov
na Skodljivih Zuzelkha, podobnih ucinkov pa niso preverili na ¢ebelah. Pri
registraciji pesticidov je tako potrebno uvesti posebne previdnostne ukrepe
vezane na potencialne sinergisti¢ne ucinke.

7.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine2

Sodelavka na projektu Jasna Kralj je zal zaradi hude bolezni nas
zapustila v drugi polovici izvajanja projekta. Njeno delo so na
Nacionalnem institutu za biologijo uspesno prevzela Danilo Bevk in
Spela Schrader. Tako je nakako tudi nase delo izvenelo kot posvetilo
nasi raziskovalki Cebel. Ne glede na dogajanje v projektni sestavi pa
nismo spreminjali vsebine projekta, kakor tudi ne nacina dela.

8.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupinet

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID 2503759 Vir: COBISS.SI

Izgube gospodarskih ¢ebeljih druzin v Kanadi, Kitajski, Evropi, Izraelu in

Naslov  |sto Turdiji, za zimi 2008-9 in 2009-10

ANG

Managed honey bee colony losses in Canada, China, Europe, Israel and
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Turkey, for the winters of 2008-9 and 2009-10

V splosnem svetovnem porocilu so podani tudi podatki za Slovenijo, ki jih je

i sLo
Opis zbrala in prispevala Jasna Kralj.

In general World report are posted also data from Slovenia, which were

ANG
collected and contributed by Jasna Kralj.

Bee Research Association; Journal of Apicultural Research; 2012; Vol. 51,
no. 1; str. 100-114; Impact Factor: 1.531;Srednja vrednost revije /
Medium Category Impact Factor: 1.185; WoS: IY; Avtorji / Authors: van
der Zee Romée, Kralj Jasna

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni Clanek

2. |COBISS ID 2500175 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo |Kumafos vpliva na prenos hrane med delavkami medonosne Cebele

ANG Coumaphos affects food transfer between workers of honeybee Apis

mellifera
V prispevku so prikazani inovativni pristopi poskusov izmenjave hrane med
Opis si0 Cebelami v kletkah, ki so omogodili ugotavljanje subletalnih uc¢inkov dobro

poznanega akaricida za zatiranje varoje. Zmanjsan prenos je bil zaznan v
obmocju koncentracij, ki se pojavljajo v panju.

In the paper are reported innovative experiments for trophalaxis. They
ANG |found out sublethal effects of well know acaracide on reduction of food
transfere in the concentration range found in the hive.

Institut National de la Recherche Agronomique;Arbeitsgemeinschaft der
Institute fir Bienenforschung e.V; Apidologie; 2012; Vol. 43, no. 4; str.
Objavljeno v |465-470; Impact Factor: 2.266;Srednja vrednost revije / Medium Category
Impact Factor: 1.185; A': 1; WoS: IY; Avtorji / Authors: Bevk Danilo, Kralj
Jasna, Cokl Andrej

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
3. |COBISS ID 2351867 Vir: COBISS.SI

FotokatalitiCna degradacija z imobiliziranim TiO2 treh izbranih

Naslov SLO o
neonikotinoidov

Photocatalytic degradation with immobilised TiO [sub] 2 of three selected

ANG BN L
neonicotinoid insecticides

Prispevek je pomeben s staliS¢a moznosti razgradnje ostankov

Opis SLO S L .
P neonikotinoidov in njihove usode v naravi.

Contribution is impotent for potential degradation and fate of neonicotinoids

ANG |, .
in environment.

Pergamon Press.; Chemosphere; 2012; Vol. 89, iss. 3; str. 293-301;
Impact Factor: 3.206;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact
Factor: 1.978; A': 1; WoS: JA; Avtorji / Authors: Zabar Romina, Komel
Tilen, Fabjan Jure, Bavcon Kralj Mojca, Trebse Polonca

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
4. |COBISS ID 2465019 Vir: COBISS.SI

Primerjalna strupenost imidakloprida in njegovega transformiranega

Naslov SLo o - 2 .
produkta 6-kloronikotinska kislina na netarcne vodne organizme

Comparative toxicity of imidacloprid and its transformation product 6-

ANG S - : ;
chloronicotinic acid to non-target aquatic organisms

Poznavanje delovanja na netaréne organizme, Se zlasti morebitnih
Opis sLo |razgradnih produktov je lahko v SirSi uporabi insekticida pomembno za
morebitne ukrepe za varovanje naravnega okolja

Knowledge of non target activity is important in the case of potential
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impact of insecticide or degradable products to prepare proper

ANG . .
environmental protection measures.

Academic Press.; Pesticide biochemistry and physiology; 2012; Vol. 104,
issue 3; str. 178-186; Impact Factor: 1.713;Srednja vrednost revije /
Objavljeno v [Medium Category Impact Factor: 1.185; A': 1; WoS: CQ, 1Y, UM; Avtorji /
Authors: Malev Olga, Sauerborn Klobucar Roberta, Fabbretti Elsa, Trebse

Polonca
Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
5. [COBISS ID 3525242 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo [Vedenjski odziv kopenskih izopodov na piretroide v prsti in hrani

Behavioural response of terrestrial isopods (Crustacea:Isopoda) to

ANG
pyrethrins in soil or food

Prispevek pokaze na vplive piretroidov na netaréne organizme, izopode.

Opis SLo . . . .
Pomemben je za razumevanje mehanizmov delovanja

Contribution showed non target effect of pyrethrins on terrestrial animals.

ANG
It is important for understanding mechanisms of action.

Gauthier-Villars; European Journal of Soil Biology; 2012; Vol. 51; str. 51-
55; Impact Factor: 1.578;Srednja vrednost revije / Medium Category
Impact Factor: 1.44; WoS: GU, XE; Avtorji / Authors: Zidar Primoz, Hribar
Monika, Zizek Suzana, Strus Jasna

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

9.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupine?

Druzbeno-ekonomski dosezek

1. |COBISS ID 758903 Vir: COBISS.SI

Vpliv akaricida kumafosa na pasno dejavnost, socialno vedenje in ucenje

Naslov SLO v ) .
medonosne Cebele Apis mellifera L.

Effect of acaracide coumaphos on foraging activity, social behavior and

ANG learning of honeybee.

Doktorsko delo je nastajalo vzporedno s projektom. V njem so prikazani

Opis SLO sy . . L . Y
razlicni mozni mehanizmi delovanj kumafosa na cebelo.
ANG PhD study was developed along of our research project. Some mechanism
of coumaphos action was clarified in this work.
Sifra D.09 Mentorstvo doktorandom
Objavljeno v |[D. Bevk]; 2012; X, 83 f.; Avtorji / Authors: Bevk Danilo
Tipologija 2.08 Doktorska disertacija

10.Drugi pomembni rezultati projektne skupineg

Clani projektne skupine smo tudi aktivno sodelovali v razli¢nih delovnih telesih ministrstva za
kmetijstvo in okolje v zvezi s strokovnim delovanjem v Cebelarstvu.

11.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine?

11.1.Pomen za razvoj znanosti®

SLO

S projektom smo povezali vec raziskovalnih laboratorijev v skupno analizo znanj na podrocju
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sinergisti¢nih ucinkov kemikalij na Cebele. S skupnim delom so nastali tudi sinergisti¢ni ucinki v
nasem delovanju in razumevanju problematike. Zaradi razlicnih osnovnih temeljnih znanj smo
tako pridobivali nova znanja in poglede. Vrednost samih zbranih rezultatov pa je v nacrtovanju
novih poskusov, ki bodo lahko postopoma razloZili razli¢ne identificirane potencialne mehanizme
sinergisticnega delovanja kemikalij na Cebele. Tovrstne raziskave sicer dajo neposredne
odgovore za problem odmiranja Cebel, po drugi strani pa so raziskovani mehanizmi SirSe
prisotni v zivem svetu in ne na koncu deloma tudi navezujejo na zdravje cloveka.

Sodelavci na projektni skupini so v minulem letu objavili ve¢ odmevnih znanstvenih prispevkov.
Jasna Kralj, Danilo Bevk in Nadrej Cokl so neposredno prispevali z objavama k prepoznavanju
znanstvene utemeljenosti problematike odmiranja Cebel. Sodelavki Bavcon Kralj Mojca in
TrebSe Polonca sta prispevali nova spoznanja k razgradnji kemikalij v naravi, sodelavec Primoz
Zidar pa k razumevanju delovanja piretroidov na kopenske zivali.

Tekom tekocega leta priCakujemo, da bomo skupaj objavili Se prispevke, ki se bodo neposredno
navezali na zbrane rezulatate v enolethem projektu in tako dodatno opozorili znanstvenike na
problematiku neraziskanosti specifi¢nosti sinergisti¢nih ucinkov pri ¢ebeli.

ANG

Project connected several labs in joint analysis of knowledge in the field of synergistic effects of
chemical on honey bees. Joint work also generated synergistic effects in our way of work and
scientific view of the topic. We achieved new facts and views of research problem due to
different foundations in knowledge. Value of obtained results is in generation of new research in
a way to further better explain synergistic effects, especially to deliver direct evidences for
mechanisms of action.. This type of research is trying to explain honeybee lose, but on the
other hand investigated mechanisms are present in wider animal world even important for
human health.

Members of project team have been published several research reports connected with research
topic of the project. They contributed new bids to the knowledge of honey bee losses as well to
the mechanism of action of pesticides in general.

We are planning additional joint scientific contributions based on the results of the project
during current year.

11.2.Pomen za razvoj Slovenijel!

SLO

Projekt je bil namenjen k pojasnitvi moznih sinergisti¢nih ucinkov na ¢ebelo in moZnost
obstojaa le teh v nasi domaci praksi rabe kemikalij v kmetijstvu in ¢ebelarstvu. Glede na Siroko
paleto moznih sinergisti¢nih ucinkov, dejansko obstaja mozZnost takega delovanja na Cebele. V
sklepnem poglavju predlagamo 4 ukrepe, ki lahko bistevno pripomorejo k zmanjsanju
zastrupljanja Cebel. S porocilom smo dali mozna izhodisS¢a za pripravo tako ustreznih pravnih
ukrepov, kakor tudi podpore za bodoce razsikave. Klju¢no sporocilo je, da se mora drzava
zavzeti za ustreznejSe postopke registracije zascitnih sredstev in zdravil in najti nacin za
moznost posebnega previdnostnega nacela v kolikor obstaja utemeljen sum na moznost
sinergisticnega delovanja. Pomemben predlog ukrepov je tudi usmerjen v monitoring okolja s
Cebelami, ki je lahko kljucen element sploSnega monitoringa okolja tako s staliS¢a zdravja ljudi
kot nadzora dogajanja v naravi.

ANG

The main goal of the project was explanation of potential synergistic effects of chemical on
honeybee and potential existence of such effects in our practice of use of chemicals in
agriculture and beekeeping. There are several such potential effects. Due to findings we
proposed 4 measures to reduce poisoning of honeybees. We posted proper foundations to
establish adequate legislative measures for reduction of honeybee poisoning. The main
message of our findings is that the State has to be more careful during registration of new
pesticides in agriculture. The main problem is that when is a reasonable doubt for honeybee
safety due to potential synergistic effect, such effect have to be tested in different conditions
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which mimics natural situation of honeybee colony. The second very importer message is that
we need to established effective monitoring of environment with bees, which is also important
for general monitoring as well for human health.

12.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine.

12.1.Vpetost raziskave v domace okolje
Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?
v domacih znanstvenih krogih
pri domacih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?12

| Cebelarska zveza Slovenije

12.2.Vpetost raziskave v tuje okolje
Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v mednarodnih znanstvenih krogih

pri mednarodnih uporabnikih

Navedite Stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini

raziskovalnimi institucijami:13

|COLLOS - EU mrez raziskovalcev za raziskave izgub Cebeljih druzin. (NIB) |

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja:1%

| 1. znanstveni dosezek |

13.Izjemni dosezek v letu 20121z

13.1. Izjemni znanstveni dosezek

van der Zee Romée, Kralj Jasna et. al, Managed honey bee colony losses in... Journal of
Apicultural Research; 2012; Vol. 51; str. 100-114

Jasna Kralj je sodelovala pri pripravi povzetka raziskav odmiranja Cebeljih druzin na razli¢nih
kontinentih. Delo je bilo objavljeno v ¢asu, ko se je s tezavo prebijala iz dneva v dan v boju s
svojo boleznijo, a vseeno zavzeto skrbela za potek nasega projekta o sinergisti¢nih ucinkih
kemikalij na Cebele. Tudi SirSa svetovna raziskava odmiranj je opozarjala na dodatne faktorje
poleg Cebeljih bolezni, ki prispevajo k odmiranju ¢ebel v novejsi zgodovini. Jasnino znanstveno
delo se je zacelo v Ljubljani, nato pa se je kalila v tujih laboratorijih Kanade, ZDA in Nemcija.
Zal ji je bolezen preprecila nadaljevati dobro zastavljeno raziskovanje mehanizmov odmiranja
Cebel, ki pa jih sedaj uspesno raziskuje njen doktorant Danilo Bevk. Skozi odkrivanje
skrivnostnega sveta zivljenja ¢ebel bomo Se naprej ohranjali lep spomin na Jasno.

13.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

C. IZJAVE
Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in tocni
e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za potrebe
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ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS

e so vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki

so z vsebino zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

e bomo sofinancerjem istoCasno z zaklju¢nim porocilom predloZili tudi elaborat na zgoscenki (CD),
ki ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.

Podpisi:
zastopnik oz. pooblasc¢ena oseba in vodja raziskovalnega projekta:
raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani, Biotehniska Janko Bozic
fakulteta
Z1G
Kraj in datum:  [Ljubljana [14.3.2013

Oznaka prijave: ARRS-CRP-ZP-2013-02/5

1 Opredelite raziskovalno podrocje po klasifikaciji FOS 2007 (Fields of Science). Prevajalna tabela med raziskovalnimi
podrodji po klasifikaciji ARRS ter po klasifikaciji FOS 2007 (Fields of Science) s kategorijami WOS (Web of Science) kot
podpodrodji je dostopna na spletni strani agencije (http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/preslik-vpp-fos-wos.asp).

Nazaj

2 Napisite povzetek raziskovalnega projekta (najvec 3.000 znakov v slovenskem in angleSkem jeziku). Nazaj

3 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite klju¢ne
ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultate in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s
tujimi partnerji. Najve¢ 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

4 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikost pisave 11).
Nazaj

Sv primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v
predlogu raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjSanja sestave projektne skupine v
zadnjem letu izvajanja projekta, napisite obrazlozitev. V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najve¢ 6.000
znakov vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

6 Navedite znanstvene dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS
kodo doseZzka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter
podatek, ali je dosezek uvrscen v A" ali A'. Nazaj

7 Navedite druzbeno-ekonomske dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

Druzbeno-ekonomski rezultat iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja
ter podatek, ali je dosezek uvrscen v A" ali A'.

Druzbeno-ekonomski dosezek je po svoji strukturi drugacen kot znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka
je praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek druzbeno-ekonomskega dosezka praviloma ni povzetek bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je
dosezek sklop vel rezultatov raziskovanja, ki je lahko dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato
ni enoznacen izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr. prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih
raziskovalnih nalogah, ali ustanovitev podjetja kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

8 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) v primeru,
da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 8 in 9 (npr. ker se ga v sistemu COBISS ne vodi). Najve¢ 2.000
znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

9 Pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja. Nazaj

10 Najved 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
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11 Najve¢ 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
12 Najvec 500 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
13 Najveé 500 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
14 Najvec 1.000 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaij

15 Navedite en izjemni znanstveni dosezek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v
letu 2012 (najveC 1000 znakov, vkljuéno s presledki). Za dosezek pripravite diapozitiv, ki vsebuje sliko ali drugo
slikovno gradivo v zvezi z izjemnim dosezkom (velikost pisave najmanj 16, priblizno pol strani) in opis izjemnega
dosezka (velikost pisave 12, priblizno pol strani). Diapozitiv/-a prilozite kot priponko/-i k temu porocilu.

Vzorec diapozitiva je objavljen na spletni strani ARRS http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/, predstavitve dosezkov za
pretekla leta pa so objavljena na spletni strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/ Nazaj

Obrazec: ARRS-CRP-ZP/2013-02 v1.00
B4-40-E0-98-8B-DA-34-C2-53-0A-E2-BE-43-8B-D4-74-2A-95-3F-90
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Abstract (ENG):

The work was done in four phases. In the first phase, we collected primary and secondary sources
and looking for potential classification and ranking of the observed effects. In the second phase, we
coded the collected findings to be stored in a common database of collected results. In the third
phase, we reviewed the data found. Insufficient matching methods and results did not allow us to
perform a classical meta-analysis. The results are summarized and presented in tables and
evaluated. Preparation of the final report and layout databases is the last phase of the project.
Primary and secondary sources were collected with the Google Scholar and to a lesser extent, in
other search engines (WebOfScience, ...). Collected sources were edited together with bibliographic
tool Zotero. Partial summary and preparation of the text of the draft and final report were collected
in a common internet site via electronic classrooms and the use of wikis (Moodle) and tables using
GoogleDocs. Since research synergistic effects on honeybees are relatively rare, we have expanded
our research on other invertebrates, especially insects, we recorded potential mechanisms and
interpolated on honey bee.

In particular, there have been treated patents published by the WIPO with tool PatentScope. As
expected, there are no patents that are related to the synergistic negative impact of pesticides on
bees, so the patents dealing with insect control were especially analyzed. During the project we
collected almost 400 scientific papers from the project area and twice as many posts which are
linked. After detailed analysis of patents dated after 1981, 286 patents related to the synergistic
effect in insect were eliminated, taking in consideration that there is a synergistic effect, which
includes chemicals for only about 80 patents, especially patents are excluded, which may constitute
a threat to the bee, and especially those that are relevant in terms of resources that are allowed in
Slovenia or at least in the EU.

Overview of sources clearly shows the real interaction of individual chemical substances in the
operation action to the bee and the bee family. In addition to the problem of pesticides in
agriculture, research includes means of bee diseases control, especially varroa itself and by viral,
bacterial, fungal diseases, as well other parasites. We have several recent studies, including
domestic, of the interaction of chemicals and bee diseases, but the mechanisms of action are not
reliable and clear. A similar story is also about the synergistic effects of chemicals, where clear
modes are relatively few. The strongest known synergistic effects occur when the system is blocked
for the detoxification by P450 with a relatively non-toxic substance that causes the effective
operation of another poison directly to its principal target. So far existing knowledge permits only
the evaluation of the presence of synergistic effect. Honey Bee is a special case, but the specificities
between honeybees' subspecies cannot be excluded. Especially interesting conclusions processing
patent research, showing an awareness of producers of synergistic effects, but they are not
specifically reviewed on non-target organisms, especially not in common use in agriculture and
beekeeping. This requires special care in providing such authorization, as well as the work of
advisory services for pesticides use.

To effectively prevent the potential synergistic effects of chemicals we suggest the increase of the
control of the implementation of preventive measures and proper use of pesticides in agriculture and
chemicals in hives, greater caution in registration procedures, strengthening the environmental
monitoring and the increase the amount of research.

Key words: honey bee, colony loss, CCD, pesticides, plant protection products, hive chemicals, bee
diseases, parasites, environment effect, synergism, interaction
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Povzetek

Delo je potekalo po Stirih fazah. V prvi fazi smo zbirali primarne in sekundarne vire in iskali
moznosti klasifikacije in rangiranja ugotovljenih u¢inkov. V drugi fazi smo kodirali zbrane
raziskave za zapis v skupno bazo zbranih rezultatov. V tretji fazi smo po pregledu podatkov
ugotovili premajhno ujemanje metod dela in podanih rezultatov, da bi podali klasi¢no meta analizo.
Rezultati so povzeti in tabelari¢no predstavljeni in ovrednoteni. Priprava zaklju¢nega porocila in
ureditev zbirk podatkov je zadnja faza projekta.

Primarne in sekundarne vire smo zbirali z Google scholar in v manj$i meri tudi z drugimi iskalniki
(WebOfScience,...). Zbrane vire smo skupaj urejali s programskim orodjem Zotero. Delne povzetke
in pripravo teksta za osnutek kon¢nega porocila smo zbirali v skupnem internetnem deloviscu preko
sistema elektronske ucilnice in uporabo wikijev (Moodle) in razpredelnice s pomoc¢jo GoogleDocs.
Ker so raziskave sinergisti¢nih uc¢inkov na ¢ebelah relativno redke, smo raziskavo razsirili tudi na
druge nevretencarje, predvsem insekte, da smo evidentirali mozne mehanizme in jih interpolirali na
medonosno ¢ebelo.

Posebej so bile obdelane patentne objave z orodjem PatentScope na WIPO portalu. Po pricakovanju
ni patentov, ki bi se nanasali na sinergisti¢en negativen uc¢inek pesticidov na ¢ebele, zato pa je smo
posebej analizirali patente, ki obravnavajo zatiranje zuzelk.

Tekom projekta smo zbrali blizu 400 znanstvenih prispevkov s projektnega podrocja ter Se enkrat
toliko navezujocih prispevkov. Podrobna analiza patentov je izlocila 286 patentov po letu 1981, ki
se nanasajo na sinergisti¢no delovanje pri ZuZelkah, s tem, da gre za sinergisti¢no delovanje, ki
vkljucuje tudi kemikalije le za okoli 80 patentov, posebej pa so izvzeti patenti, ki bi lahko pomenili
tudi groznjo za Cebelo in posebej tisti, ki so relevantni glede na sredstva, ki so dovoljena v Sloveniji
ali vsaj EU.

Pregled virov jasno kaZe na realno interakcijo posameznih kemi¢nih snovi v delovanju na ¢ebelo in
¢ebeljo druzino. V problem se poleg pesticidov iz kmetijstva vkljucujejo tudi sredstva za zatiranje
¢ebeljih bolezni, predvsem varoe in same ¢ebelje bolezni, tako virusna, bakterijska, glivicna
obolenja, kot tudi zajedavec. Predvsem so izpostavljeni virusi, varoa in Nosema cerrana. Imamo
ve¢ novejsih raziskav, tudi domacih, o interakciji kemikalij in ¢ebeljih bolezni, vendar z Se ne
zanesljivimi in jasnimi mehanizmi delovanja. Podobna je zgodba tudi o sinergisti¢nih u¢inkih
kemikalij, kjer je jasnih na¢inov delovanja relativno malo. Najmoc¢nejsi znani sinergisjki u€inki se
pojavijo takrat, ko je blokiran sistem za razgradnjo strupov (P450) z relativno nestrupeno snovjo, ki
povzroci ucinkovito delovanje drugega strupa neposredno na njegovo osnovno tar¢o. Zaenkrat
obstojeca znanja dopuscajo le oceno prisotnosti sinergisti¢nega delovanja, ki pa jo je potrebno pri
vsaki vrsti posebej preverjati. Medonosna Cebela je tako poseben primer, poleg tega pa tudi niso
1zklju€ene posebnosti med posameznimi podvrstami medonosne ¢ebele. Tako se pod vprasaj
postavljajo Ze osnovne raziskave Cistih snovi ali posameznih FFS pripravkov na strupenost za
Cebele. Posebej so zanimivi zakljucki obdelave patentnih raziskav, ki kazejo na zavedanje
proizvajalcev o sinergisti¢nih u¢inkih, vendar le ti niso posebej preverjani na neciljnih organizmih,
Se zlasti ne v obi¢ajni rabi v kmetijstvu in ¢ebelarstvu. To zahteva posebno previdnost tako pri
dajanju dovoljenja za promet, kot tudi pri delo svetovalne sluzbe za uporabo FFS.

Za uspesnejSe prepreevanje morebitnih sinergisti¢nih u¢inkov kemikalij predlagamo okrepitev
kontrole izvajanja preventivnih ukrepov in pravilne rabe FFS v kmetijstvu in kemikalij v ¢ebeljih
panjih, ve¢jo previdnost pri registracijskih postopkih, okrepitev monitoringa okolja ter povecanje
Stevilo raziskav.
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Uvod

V tem tekstu so zbrani povzetki raziskav razli¢nih virov, ki so bila ve¢inoma zbrana na skupnem
internetnem deloviscu (glej zgoraj). Ta tekst je delovna verzija zakljuénega porocila, ki bo zdruzen s
posebnim porodilom, ki ga je pripravila sodelavka iz NIBa Spela Schrader in predstavitve
mehanizmov delovanja, ki jih predstavila sodelavka Oddelka za biologijo, Gordana Glavan.
Pri¢akujem, da bomo poleg zdruZevanja tekstov v celovito poroc€ilo Se dodali informacije in analize,
ki bodo utrdili relevantnost nasih zaklju¢kov glede na dejansko rabo kemikalij v kmetijstvu in
cebelarstvu.

Poljske kemikalije - cebele

Obcutljivost Cebel na insekticide je definirana in razvrScena v §tiri skupine: visoko strupeni (LD50
0,001 - 1,99 ug/¢ebelo), strupeni (LD50 2,0 - 10,99 ug/cebelo) in relativno nestrupeni (LD50 > 11,0
ug/Cebelo) (EPA)

Med tem, ko so ¢ebele nedvomno izpostavljene razliénim poljskim pesticidom, je njihova relativna
obcutljivost na FFS-je v primerjavi z ostalimi Zuzelkami predmet razprav (Hardstone in Scott
2010). V studiji so preucili 62 insekticidov, katerih ucinke so primerjali glede na vrsto zuzelke.
Cebele delavke se niso izkazale kot posebno obdutljivejse, éeprav se po skupinah insekticidov kaze
doloc¢ena dovzetnost.

V primeru karbamatov belezijo enako obcutljivost A. mellifera v primerjavi z drugimi vrstami,
¢eprav so ¢ebele najbolj obcutljive na bendiocarb, s povpre¢nim LD50 za 2,64 ve¢jim (razpon 1,00-
4,28) ug/g v primerjavi s povprecno LD50 od 24,3 (razpon 8,09-52,2) ug/g pri drugih treh vrstah.
Najmanj obcutljive na karbamate so se izkazale vrste kot so hisna muha (Musca domestica L.) in
macja bolha (Ctenocephalides felis Bouche). V skupini neonikotinoidov se je A. mellifera v treh
primerih (dinotefuran, imidakloprid in nikotin) od petih aktivnih snovi izkazala kot najbolj
obcutljiva vrsta. Najmanj obcutljiva vrsta se je izkazala v primeru organoklornih insekticidov, kjer
A. mellifera kaze najmanjSo dovzetnost na endosulfan in metoksiklor. Za endosulfan je LD50 za
Cebele 120 ug/g, za ostale zuzelke pa v povprec¢ju 1,83 ug/g, v primeru metoksiklora pa LD50 za
Cebele 236 ug/g, za ostale zuzelke pa v povprecju 11,4 ug/g. V primeru organofosfatov se je
najvecja obcutljivost izkazala v primeru azinfos-metila in forata; najmanjSa pa v primeru
bromofosa, mipafoksa, naleda in sulprofosa. Sicer pa je obcutljivost cebel v primeru organofosfatov
primerljiva z obcutljivostjo ostalih vrst zuzelk. Enako opazajo v primeru piretroidov. Vecjo
dovzetnost cebel se kaze v primeru novejsih insekticidov, kot je spinosad (Hardstone in Scott 2010).

Laboratorijske Studije odmerka in odziva nam obic¢ajno povedo obcutljivost organizma na
kemikalijo v razli¢nih enotah v odvisnosti od nacina aplikacije (kontaktno, oralno,...). Za cebele je
vrednost LD50 obicajno v enotah ug/Cebelo ali ug/g (masa cebele).V starejsi Studiji iz leta 1994
(Helson, Barber, in Kingsbury 1994) so proucevali obcutljivost posameznih vrst ¢ebel (4pis
mellifera (delavke), Andrena erythronii (zenske), Megachile rotundata (zenske), in Bombus
terricola (delavke)) na 6 insekticidov (permetrin,mexacarbate, aminocarb, fenitrotion, karbaril in
triklorfon). Vse insekticide so povrSinsko nanaSali na prsni kos cebel. Obcutljivost ¢ebel na
insekticide je bila po sledec¢em vrstnem redu od najbolj strupenega proti najmanj: permetrin,
meksakarbat, aminokarb, fenitrotion, karbaril in triklorfon. Prav tako so se vrste razlikovale od
najbolj obcutljive proti najmanj A.mellifera, A. erythronii, M. rotundata, in B. terricola.

V kombinirani Studiji strupenosti fungicidov na ¢ebele so preucevali razliko v strupenosti glede na
nacin apliciranja, oralno ali kontaktno (Ladurner idr. 2005). Kontaktna in oralna izpostavljenost
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A. mellifera in O. lignaria benomilu in iprodionu ni imela bistvenega u¢inka na smrtnost obeh vrst.
Propikonazol je akutno strupen in povzroc¢a zapoznele u€inke strupenosti na obe vrsti. Kaptan
mocno ogroza vrsto O. lignaria (Ladurner idr. 2005).

Poleg razli¢ne vrstne in podvrstne obcutljivosti na kemikalije, obstajajo velike razlike tudi v
obcutljivosti glede na razvojni stadij ¢ebele. Vpliv na larve, njihov razvojni stadij in ostale
zapoznele u¢inke so Studirali v primeru dimetoata in fenoksikarba (Aupinel idr. 2007).

V sploSnem se pri insekticidu racuna razmerje med LD50 za Skodljiv organizem in LD50 za cebele,
ki naj bi bilo ¢im manjse, kar bi posledi¢no pomenilo ¢im manjsi vpliv na koristne organizme. To ne
velja za diafentiuoron, saj Ze pri koncentraciji, ki povzro€a 1% smrtnost ¢ebel, povzro€a vedenjske
motnje pri iskanju hrane in doma (Stanley idr. 2010). Studija akutne strupenosti (laboratorijski testi)
spinosada na Cebele, kaze, da je spinosad zelo strupen za ¢ebele delavke le v najslabSem moznem
scenariju. V terenskih studijah ugotavljajo, da so ostanki spinosada varni pri pasnih ¢ebelah
delavkah kot tudi ni neZelenih uc¢inkov na prezivetje matic (Miles 2003). V iskanju aktivne snovi, ki
bi bila za ¢ebele najmanj nevarna pa so se avtorji (Li idr. 2010) usmerili tudi v Studij strupenosti
opticno aktivnih kemikalij, vendar pa v primeru fipronila (kiralni fenilpirazolni insekticid) ne
ugotavljajo statisticnih razlik med enantiomerami in racematom.

Zadnjih nekaj let se Studije usmerjajo v sinergijske u¢inke poljskih pesticidov. Sinergija je namrec
opredeljena kot dokazano vecja strupenost zmesi komponent, kot je vsota strupenosti posamezne
komponente. Ze dvajset let je znano, da meganice piretroidnih insekticidov in fungicidov izzovejo
sinergijske u¢inke pri ¢ebelah (Colin in Belzunces 1992; Edward D Pilling in Jepson 1993). Ce se
mesanice uporabljajo za cvetoce rastline, lahko kaj kmalu prizadenejo tudi ¢ebele. Podoben poskus
so izvedli v Veliki Britaniji (H. Thompson in Wilkins 2003), kjer so testirali sinergizem v
kombiniranih kemijskih zmeseh, ki vsebujejo dva obicajna piretroida alfa-cipermetrin in lambda-
cihalotrin ter 6 fungicidov (iprodion, karbendazim, prokloraz, klorotalonil, flusilazol, difenkonazol,
propikonazol in tebukonazol). Najvisje poviSanje toksicnosti (znizanje LD50) je bilo opazeno v
kombinaciji lambda-cihalotrina in prokloraza, ki je kar 6.7 — krat povi$ano strupenost. Sest od
osmih fungicidov so povisali toksi¢nost lambda-cihalotrina in trije alfa-cipermetrina. Sinergizem so
Studirali tudi v kombinaciji neonikotinoidi in fungicidi (Iwasa idr. 2004). DMI-fungicidi v
laboratorijskih Studijah mocno povecajo strupenost acetamiprida in tiakloprida in to najvec kar za
1.141-krat. Poleg tega so primerjali strupenost nitro-substituiranih neonikotinoidov z ciano-
substituiranimi. Laboratorijski testi kazejo najvecjo strupenost nitro-substituiranih neonikotinoidov
z LD50: 18 ng / ¢ebelo za imidakloprid, 22 ng za klotianidin 30 ng za tiametoksam, 75 ng za
dinotefuran in 138 ng za nitenpyram. Ciano-substituirani neonikotinoidi so pokazali precej nizjo
stopnjo strupenosti z LD50: 14,6 m g / Cebela za acetamiprid in 7,1 za tiakloprid. Piperonyl
butoksid, triflumizol in propikonazol povecajo strupenost acetamiprida 6,0-,244- in 105-krat;
tiakloprida 154-, 1.141- in 559-krat; vendar imajo minimalen vpliv na imidakloprid (1.70, 1.85
in1.52-krat). Strupenost imidakloprida pa so Studirali tudi v kombinaciji z njegovimi razpadnimi
produkti {Suchail, 2001}. Izmerjena akutna toksi¢nost (LD50) imidakloprida je bila 60 ng / ¢ebelo
po 48 urah in 40 ng / ¢ebelo po 72 in 96 h. Od Sestih razpadnih produktov imidakloprida sta le dva
pokazala strupenost primerljivo imidaklopridu (5-hydroxyimidacloprid in olefin) (Suchail, Guez, in
Belzunces 2001).

Testiranje sinergisti¢nih u¢inkov poljskih kemikalij se vsaj delno pokriva tudi z opisi v patentih
(glej poglavje Analiza patentov...)

O posameznih skupinah pesticidov, njihovih razgradnih produktih ter morebitni strupenosti le teh,
lahko preberete v zbranih virih Se posebej pa priporocamo:

Primer meta-analize za imidakloprid: (Cresswell 2011).
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Blacquiere idr. (2012) izCrpen povzetek o neonikotinoidih: realne koncentracije, toksi¢ne doze,
subletalni ucinki, ocena tveganja.

Panjske kemikalije

Splosno - pregled akaricidov

Konec sedemdesetih let prejSnjega stoletja se je v evropskih ¢ebelnjakih pojavila zajedalska prsica
Varroa destructor. Mocno okuzZene druZine so zacele umirati. Proti koncu osemdesetih je postala
dostopna zadovoljiva kontrola varoe s pomocjo razli¢nih akaricidov, ki so se izkazali z mo¢no
strupenostjo za prsico ter nizko strupenostjo za ¢ebele (Rosenkranz, Aumeier, in Ziegelmann 2010).

Pripravke so sprva vnasSali v panje v obliki prahu, sprejev ali aerosola, vendar je bilo njihovo
delovanje izjemno kratkotrajno, saj so jih pregovorno Ciste Cebele iz panja Cimprej odstranile;
enkratno Skropljenje tudi ni doseglo velikega deleZa varoj, ki so se razvijale v pokriti zalegi
(Koeniger in Fuchs 1988). Kasneje so razvili pripravke v obliki oblozenih plasti¢nih trakov, ki jih
¢ebelarji namestijo v panju in iz katerih se aktivna snov pocasi izloca ve¢ tednov. Nekaj tedenska
terapija je ucinkovitej$a, saj prizadene mlade varoje, ki prihajajo iz celic mladih ¢ebel, preden se
uspejo ponovno razmnoziti. Na ta nacin lahko v mesecu in pol zdesetkamo populacijo varoj. V
takSni obliki ¢ebelarji uporabljajo pripravek Apivar z u€inkovino amitraz, sinteti¢na piretroida tau-
fluvalinat v pripravku Apistan (v Ameriki najbolj uporabljan akaricid, pri nas ni dovoljen) in
flumetrin v pripravku Bayvarol, ter organofosfatni insekticid kumafos v pripravku Check mite +.
Uporablja se tudi pripravke v obliki raztopin, ki se poSkropijo po satju. V kmalu so se razvile varoe,
ki so bile na posamicne sinteticne akaricide odporne, kar je bistveno zmanjSalo njihovo uporabnost
(Milani 1999). Prilagoditev sicer ni popolnoma pojasnjena ali gre dejansko za genetsko prilagoditev
ali zgolj fenotipsko spremembo zaradi prisotnosti ostankov sredstev v panju.

Panjski pesticidi se v panju nalagajo v vosku, medu in cvetnem prahu, zato so jim ¢ebele
izpostavljene kroni¢no v vseh fazah razvoja. Raziskave subletalnih toksi¢nih u¢inkov na ¢ebele
(Rinderer 1dr. 1999; Sylvester idr. 1999; Weick in Thorn 2002; Haarmann idr. 2002; Jeffery S. Pettis
idr. 2004; Collins idr. 2004; Burley, Fell, in Saacke 2008) in sinergisti¢nih vplivov (Johnson,
Pollock, in Berenbaum 2009; Mao, Schuler, in Berenbaum 2011) zbujajo sum, da so ¢ebelarski
pesticidi eden od pomembnih faktorjev slabse kondicije ¢ebeljih druzin in njithovega povecanega
umiranja (glej tudi Wu (2010).

Tako zaradi odpornosti varoj kot tudi zaradi ostankov sinteti¢nih akaricidov, ki se nabirajo v
Cebelarskih izdelkih se vedno bolj spodbuja uporaba akaricidnih eteri¢nih olj (timol) in organskih
kislin (mravljin¢na kislina, oksalna kislina).

Pregled akaricidov
Akaricidi:

« AMITRAZ 200pg/kg (v pripravku Apivar) amidin; Ceprav ni topen v mascobah se v
Cebeljih pripravkih razgradi in ga ni najti. V 30 % slovenskih medov so nasli
razgradne produkte amitraza v nizkih koncentracijah. Deluje kot agonist
a2adrenoreceptorja (ojaca adrenergicen odziv) in inhibira monoamin oksidazo
(ta razgrajuje serotonin, norepinefrin, epinefrin..).

+ KUMAFOS 100pg/kg (coumaphos) (v pripravkih Perizin, Check-Mite+) organofosfat,
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inhibira delovanje Ach esteraze.

* TAU-FLUVALINAT (fluvalinate) je sinteticni piretroid (v pripravku Apistan);
piretroidi ohranjajo Na kanalcke na nevronih odprte in tako povzrocijo paralizo;
enostavno prehajajo skozi kutikulo zuzelk; sesalci imajo dovolj encimov, da jih
sproti razgradijo, so pa toksicni za koristne ZuZelke in razlicne vodne organizme -
tako nevretencarje kot ribe; novejsi so vedno bolj toksicni tudi za sesalce. Ceprav
v Sloveniji ni registriran, prisoten v 10% testiranih medov (Kandolf in Augustin 2008).
V med zaide le pri dolgotrajni oziroma premocni uporabi.

» Flumetrin (v pripravku Bayvarol) sintetic¢ni piretroid.

» Timol (thymol) (pripravki: Apilife VAR, Apiguard (Slo), dovoljen pripravek v
ekoloskem cebelarjenju) - monoterpenski fenol pridobljen iz etericnega olja
timijana. Deluje na GABA receptorje in spreminja lastnosti celicne membrane
{Priestley, 2003}.

» Mlecna kislina

« Mravljicna kislina EKO, ucinkovitost odvisna od casa uporabe, lahko presega 90%,
skoduje zalegi in cebelam; ob tretiranju spomladi spremeni okus medu.

+ Oksalna kislina EKO ,ucinkovita, kadar ni zalege; ¢ebelam lahko v vecjih
koncentracijah skoduje, v medu se koncentracija ne poveca nad naravno prisotne
koncentracije

AMITRAZ

Spada v skupino formamidinov. Deluje kot agonist a2 - adrenoreceptorja (ojaca adrenergi¢en
0dziv) in inhibira monoamin oksidazo (ta razgrajuje serotonin, norepinefrin, epinefrin..) in
sintezo prostaglandinov (Tarallo idr. 2009). Kot delni agonist naj bi deloval na na G-protein
vezane receptorje, ki so obc¢utljivi na oktopamin ( Chen et al., 2007 po Meyer idr. 2012).

V cebelarstvu se uporablja amitraz v pripravku Apivar 200ug/kg za zatiranje varoje in trahealnih
prsic Acarapis woodi (Rennie).

LDy, 2,55 ug/Cebelo, LCy, 1636 ug/l (Santiago idr. 2000).

Vandenberg in Shimanuki (1990) sta opisala nizko u¢inkovitost amitraza v obliki aerosola in na
plasti¢nih trakovih pri uni¢evanju trahealnih prsic ter njegovo visoko toksi¢nost za ¢ebele. Floris
idr. (2001) so opisali 70 - 87% ucinkovitost proti varoji in minimalno povecano smrtnost cebel le v
prvem od Sestih tednov terapije.

Amitraz sprozi programirano celi¢no smrt v epitelnih celicah srednjega ¢revesa ¢ebeljih li¢ink (A
Gregorc in Bowen 2000). Opisana je povecana smrtnost 1 - 3 dni starih licink ¢ebele (Bath, 1999,
po »A Review of Treatment Options for Control of Varroa Mite in New Zeland, 2001«).

Poroc¢ajo odpornost varoj na Amitraz (Elzen idr. 2000).
V veterinarstvu se proti klopom in uSem uporablja pripravek s kombinacijo amitraza in
metaflumizona (Tarallo idr. 2009) (»case report« in reference). Metaflumizin je semikarbazonski

insekticid in zavira prehodnost natrijevih kanalckov podobno kot pirazolinski insekticidi
(wikipedija). Nekateri ¢ebelarji so v preteklosti sami pripravljali listi¢e na osnovi pripravkov Mitac
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in Tactic. Zaradi umika v uporabi kot FFS (med drugim zaradi karcinogenosti), je sedaj amitraz
tezje dostopen ( v letu 2009 je bil najden na mrtvicah ¢ebel pri inSpekcijskem pregledu).

Kumafos

Kumafos je organosfosfatni insekticid, ki so ga sprva uporabljali proti klopom na govedu in ovcah .
1985 so ga v preparatu Perezin prilagodili za uporabo v panjih proti prSicam iz rodu Varroa (Ritter
1985), ki napadajo medonosno ¢ebelo Apis mellifera. Perezin se sistemsko Siri po panju s pomocjo
trofilakse in je malo toksicen za ¢ebele. Pomrle naj bi le tiste Cebele, ki pesticid pojedo kot prve in
so zato izpostavljene veliko ve¢jim odmerkom, kot je priporoceno.

LDy za tri dni stare ¢ebele je priblizno 6 ug, medtem ko je za 8 ali 14 dni stare ¢ebele pol manjsa

(priblizno 3 ug) (Buren idr. 1992). Bistveno vecjo koli¢ino kumafosa cebele prenesjo ob kronicnem
hranjenju z blago raztopino Perezina, saj ga razgrajujejo s pomocjo encimov za detoksifikacijo
(Buren idr. 1992). Detoksifikacija poteka s pomocjo encimov citokrom P450 oksigenaz. Dokazano
je sinergisti¢no delovnaje kumafosa s fluvalinatom, ki ga razgrajujejo isti encimi (Claudianos idr.
2006; Mao, Schuler, in Berenbaum 2011) (Sinergizem pri ¢ebelah).

Weick in Thorn (2002) nista odkrila subletalnih u¢inkov kumafosa na zaznavo vonja in olfaktorno
ucenje ¢ebel delavk ob nanosu 0,1%, 1% ali 10% raztopine kumafosa na kutikulo, niti ob injekciji
0,07% raztopine kumafosa v heksanu v glavino kapsulo®.

Zato pa kumafos $kodi razvoju matic in trotov. Ce so matiéniki izpostavljeni kumafosu, jih ¢ebele
unicijo ali pa se v njih razvijejo manjSe matice z manjSimi jajéniki (Haarmann idr. 2002). Mati¢niki
so zgrajeni iz novega voska, zato se v njih med terapijo akumulira $e ve¢ kumafosa. Ce je v vosku
100 mg kumafosa na kg voska, kar je mejna dovoljena koncentracija v Ameriki, cebele zavrnejo
polovico vseh mati¢nikov (Jeffery S. Pettis idr. 2004). Matice, ki so vzgojene v takSnem okolju, so
lazje (Collins idr. 2004). Le tretjina tak$nih matic po $estih mesecih $e vedno vodi druzino. Ce so
priporoceni terapiji kumafosa med razvojem izpostavljeni troti, so njihove semencice slabse
viabilne od samega zacetka, drasti¢no njihova uporabnost upade po Sestih tednih shranjevanja
(Burley, Fell, in Saacke 2008). Pri li¢inkah cebel, ki jih hranijo s kumafosom, se poveca delez celic
podvrzenih nacrtovani ali nekroticni celicni smrti (Ales Gregorc in Ellis 2011).

Koncentracije kumafosa v vosku:

Wallner 1999: 2 -15 mg/kg voska v Evropi (citirano po Collins idr. (2004)

Nasr in Wallner 2003: 23 - 45 mg/kg voska v Severni Ameriki (Collins idr. 2004)

Chauzat in Faucon (2007) povprec¢no 793 ug/kg; max. 4113 ug/kg (Francija, 2002/2003)

Van Buren idr. (1992) opisuje,

(a) kaj se zgodi s kumafosom, ko ga ¢ebele pojedo. 2-3% zauzite koli¢ine se po Stirih urah znajde v
hemolimfi, slaba polovica se izlo¢i, dobra polovica pa se 15 minut po hranjenju nahaja v medenem
zelodcku in se lahko preko trofilakse (medsebojnega hranjenja ¢ebel) razsiri v druzini. Po kateri
poti kumafos vstopa v hemolimfo ni znano. Ce vstopa &ez steno medenega Zelodéka, se izogne
detoksificirajocim encimom v srednjem Crevesu.

(b) Koli¢ina hemolimfe je pri cebelah, ki so jedle kumafos, vecja.

(c) Kot starejsSo raziskavo o kroni¢ni toksi¢nosti ve¢ pesticidov za ¢ebele navajajo Fiedler (1987).
Vec o detoksifikaciji v (Johnson, Pollock, in Berenbaum 2009; Mao, Schuler, in Berenbaum 2011)

2 Glej doktorsko disertacijo Danila Bevka (2012), kjer je ugotovil tudi vpliv na ucenje, pasno aktivnost in izmenjavo
hrane. Glej tudi razpravo spodaj pri »Sinergizem med pesticidi in boleznimi oziroma paraziti«.
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(e) Ker kumafos ocitno vpliva na vzdrzevanje homeostaze v srednjem Crevesu, so preverili, ali so z
Nosemo okuzene ¢ebele obcutljivejse na kumafos. Taksnega sinergisticnega ucinka ob relativno
blagi nosemavosti niso zaznali. Nosemavost lahko mo¢no poveca obcutljivost na druge pesticide,
kot sta pokazala Alaux idr. (2010) za imidakloprid in Aufauvre idr. (2012) za fipronil in thiacloprid.
Drugace pa prisotnost kumafosa poveca obolevnost za nosemavost Wu idr. (2012).

Tau-fluvalinat

Tau-fluvalinat je piretroidni insekticid:

www.epa.gov/oppsrrdl/REDs/taufluvalinate red.pdf

V Ameriki je bil prvi€ registriran 1983, 1990 pa prvic za uporabo v ¢ebelnjakih. 1994 se iz
fluvalinata preimenuje v tau fluvalinat, ko od 4 stereoizomer za¢no uporabljati le eno, ki izkaze
insekticidno aktivnost. Od 1997 je registracija v lasti Wellmark International. Priporocena terapija
obsega 1 trak Apistana na pet satnic za 6 do 8 tednov. Po zacetku uporabe v ¢ebelnjakih so se
pojavile na fluvalinat odporne varoe (Milani 1999; Trouiller 1998).

LDy, (akutna, 48 ur) 12 ug/Cebelo

(http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/en/Reports/608.htm#none).
LDy, 9,45 ug/Cebelo (http://www.beeccdeap.uga.edu/documents/CAPArticle2.html)

LDy, 0,97ug/Cebelo; LC,, 1601 ug/l (Santiago idr. 2000)

V raziskavi J S Pettis idr. (1991) niso zaznali negativnih vplivov tau-fluvalinata v pripravku
Apistan na prezivetje delavk in matic, niti na prezimitveno uspeSnost matic. Povecala se je smrtnost
delavk - spremljevalk matice.

Tau fluvalinat dokazano vpliva na razvoj spolnih osebkov. Matice, ki so gojene med terapijo s
priporocenimi odmerki fluvalinata, se razvijajo normalno, medtem ko so odrasle matice pri visjih
odmerkih manj$e (Haarmann idr. 2002), pri zelo visokih odmerkih pa se sploh ne razvijejo (Collins
idr. 2004). Ker se fluvalinat akumulira v vosku, so ¢ebele tekom razvoja lahko izpostavljene precej
vecjim koli¢inam, kot je terapevtsko predpisano. Pri koncentraciji 1000mg tau-fluvalinata/kg voska
le priblizno Cetrtina matic uspesno zakljuci razvoj. Tiste, ki dorastejo, so normalno velike. Pri
licinkah, ki so jih krmili s fluvalinatom, se poveca delez celic, ki so podvrzene programirani ali
nekroticni celi¢ni smrti v srednjem Crevesu. Povecanje ni zelo veliko in obstaja moZznost, da je
reverzibilno in ne vpliva na smrtnost li¢ink (Ales Gregorc in Ellis 2011).

Tudi smrtnost med troti, ki so tekom razvoja izpostavljeni terapiji s tau-fluvalinatom, je vecja kot v
kontrolnih druZinah, vendar manj$a kot v druZinah, ki so mo¢no okuZene z varojo (De Guzman idr.
1999). Troti so manjsi kot v kontrolnih druzinah. Merjenje teze semenskih veziklov in Stevila
spermatozojev ni dalo konsistentnih rezultatov. Priporo¢ena uporaba tau fluvalinata ne vpliva na
viabilnost semencic trotov, ki so jo kontrolirali Se Sest tednov po odvzemu (Burley, Fell, in Saacke
2008), niti na paritveno uspesnost trotov (Sylvester idr. 1999).

Relativno nizko toksi¢nost tau-fluvalinata za ¢ebele pripisujejo uspesni detoksifikaciji s pomocjo
citokrom P450 oksigenaz (Johnson idr. 2006) in sicer poddruzine CYP9Q teh encimov (Mao,
Schuler, in Berenbaum 2011). Ce se &ebela isto¢asno kot s tau-fluvalinatom sre¢uje z drugimi
pesticidi, ki se razgrajujejo s pomocjo istih encimov, pride lahko do sinergizma pri ¢ebelah.
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Flumetrin

Flumetrin je sinteti¢ni piretroid z znatno manjSo toksi¢nostjo za cebelo kot za prSico in se je zacel
uporabljati kot panjski akaricid zelo zgodaj.

LDy, 0,05 ug/Cebelo, LCs, 46,87 ug/l (Santiago idr. 2000)

Timol

Nacin delovanja timola ni povsem pojasnjen. Spreminjal naj bi lastnosti celicnih membran in
deloval na poveceval odzivnost GABA receptorjev na osnovni transmiter GABA podobno, kot to
po¢no mnogi analgetiki (Mehanizmi delovanja - nevretencarji). Timol se uporablja v pripravku
Apiguard in je najpomembnejSa uc¢inkovina pripravka ApiLife VAR.

Timol je moc¢no toksicen za varoo zZe pri koncentraciji Sul/l zraka, medtem ko je za cebele toksicen
pri koncentracijah visjih od 15ul/l zraka (Imdorf idr. 1995). Koli¢ina uc¢inkovine, ki evaporira, je
mocno odvisna od temperature, zato je doziranje zelo zapleteno. Nekatere raziskave porocajo
povecano smrtnost odraslih ¢ebel, druge za izklju¢no odkrito zalego (Mattila idr. 2000).

Uporaba pripravka ApiLife VAR v priporocenih odmerkih med razvojem trotov ne vpliva na
viabilnost semencic (Burley, Fell, in Saacke 2008).

Mehanizmi delovanja - nevretencarji

Splo$ni mehanizmi delovanja insekticidov

Pregledni ¢lanek Raymond-Delpech idr. (2005) sistemati¢no prikaze ionotropi¢ne receptorske
beljakovine, ionske kanalcke in acetilholin esterazo (encim, ki uravnava koli¢ino Zivénega
prenasalca Acetilholin), ki so tar¢e razli¢nih skupin insekticidov. Neonikotinoidni insekticidi
delujejo na nikotinske (holinergi¢ne) receptorje (nAChR). Povzrocajo dolgotrajno aktivacijo
nikotinskih receptorjev, kar lahko vodi v povecano vzdrazenost Ziv¢nih celic in smrt. nAChR
blokira tudi cartap in spinozad.

Fenilpirazolni pesticidi se veZejo na receptorje za ziveni prenasalec y-amino maslena kislina
(GABA), ki so klorovi kanal¢ki in blokirajo vezavo endogene GABA ter s tem njithovo aktivacijo,
kar lahko vodi v pove€ano vzdraZenost Zivénih celic in smrt (Gunasekara idr. 2007). Inhibira tudi

CI" kanalcke, ki jih odpira glutamat (Raymond-Delpech idr. 2005). Delno blokira tok, ki ga
povzroca acetilholin (deluje na nAChR?) (Barbara idr. 2005).

Tudi timol, monoterpenski fenol iz timijanovega eteri¢nega olja, deluje na GABA receptorje. Pri
nizkih kocentracijah potencira delovanje GABA na ionotropicne GABA receptorje zuzelk. VezZe se
na Se neznano vezavno mesto na receptorju in s tem spremeni njegovo alosteri¢no strukturo. Tako
omogoc¢i mocnejsi u€inek nizkih koncentracij GABA. Maksimalnega odgovora na GABA ne
spremeni. Pri visokih koncentracijah timol deluje kot agonist GABA. Njegovo delovanje je
neodvisno od drugih znanih ligandov GABA receptorja (benzodiazepini, B-karbolini (?),
barbiturati, propofol, loreclezole in steroidi), sinergisticnega ucinka niso odkrili
(Priestley idr. 2003).
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Timol tudi spremeni lastnosti celi¢cne membrane, npr. njeno stabilnost (Singh, 1980; Manabe et
al., 1987 - citirano po Priestley idr., 2003) in prepustnost (Doliwa et al., 2001 - citirano po
Priesteley idr., 2003).

DDT, piretrini in sinteti¢ni piretroidi, delujejo predvsem na napetostno odvisne natrijeve kanalcke
zuzelk v membranah zivenih celic (Davies idr. 2007). Pravilno delovanje teh kanalc¢kov je
bistvenega pomena za normalen prenos zivénih impulzov. Po vezavi insekticidov je ta proces
moten, kar vodi v paralizo in morebitno smrt.

Piretrini in sinteti¢ni piretroidi spremenijo delovanje napetostno odvisnih Na* kanal¢kov tako, da se
upocasni tako aktivacija kot deaktivacija kanalcka. PodaljSa se ¢as trajanja natrijevega toka v celico
skozi prizadete kanal¢ke. Ce ¢as podalj$anja toka skozi prizadete kanaltke zados¢a, da se pri
neprizadetih kanalckih Ze konca refraktarna faza, lahko podaljSani tok sproZi nov akcijski potencial
- tako nastanejo vlaki akcijskih potencialov. V hiperekscitabilnem stanju lahko celica nekaj ¢asa
deluje relativno normalno. Ko Na-K ¢rpalka ne zmore ve¢, se membranski potencial postopno zniza
(Ray in Fry 2006). Elektri¢na aktivnost zamre. Tako piretroidi povzrocijo zacetno povecano
vzdraznost v Zivénih tkivih, ki ji sledi paraliza oz. neodzivnost.

PodaljSanje casovne konstante kanalcka (normalno 0,5 ms) je lahko krajSe (<10 ms) pri piretrinih in
sinteticnih piretroidih iz 1. razreda ali daljSe (> 10 ms) pri sinteti¢nih piretroidih iz II. razreda, kar
moc¢no vpliva na ucinek ucinkovitost pesticida (Ray in Fry 2006). Piretrini in sinteti¢ni piretroidi Zze
pri zelo nizkih koncentracijah (1073M) vplivajo na fosforilacijo proteinov, ki je lahko eden izmed
naéinov delovanja na Na* in druge kanal¢ke. Poleg napetostno odvisnih Na* kanal¢kov piretroidni

insekticidi lahko modulirajo tudi delovanje napetostno odvisnih Ca>* (Soderlund in Bloomquist
1989) in vplivajo na mnoge druge procese v organizmu; kateri od teh vplivov so neposredni Se ni
povsem jasno.

Piretroidi zavirajo tudi delovanje GABA receptorjev, ionotropne glutamatne receptorje in
napetostno odvisne Ca2 + kanalcke (Narahashi idr. 2007). Vplivajo tudi na delovanje ATPaz ter
znotrajceli¢nih signalnih poti z modulacijo fosforilacije proteinov, kar lahko vodi do programirane
celi¢ne smrti (Enan in Matsumura 1993; Desaiah idr. 1975; Rashatwar in Matsumura 1985).

Za piretroid tipa II deltametrin so ugotovili, da neposredno spodbuja aktivnost protein kinaze C /
fosfoinozitidne znotrajceli¢ne signalne poti pri podgani pri zelo nizkih koncentracijah. To povzroci
povecanje znotrajcelicne koncentracije inozitol 1,4,5-trifosfata (IP3) ter kalcija, kakor tudi
povecanje splosne in specifi¢ne proteinske fosforilacije v sinapsah (Enan in Matsumura 1993).
Deltametrin pri miskah povzroca tudi povecanje sprosc¢anja nevrotransmiterjev, kot je dopamin,
skupaj s pove€anim intrasinaptosomalnim kalcijem in povecano fosforilacijo proteinov. Vse te
ugotovitve nakazujejo, da so beljakovine, ki vplivajo na sinapti¢en prenos ter so uravnavane s
kalcijem, glavni cilji delovanja piretroidov tipa II.

Piretroidi delujejo tudi na holinergi¢ni sistem, saj posredno vplivajo na nivo acetilholinesteraze.
Predlagan mehanizem: Deltamethrin aktivira G protein, ki aktivira PI-PLC (glycosyl
phosphatidylinozitol-specific phospholipaze C), ki spreminja na membrano vezano AChEsterazo v
prosto (Badiou, Meled, in Belzunces 2008).

Cypermethrin povzro¢i hipoglikemijo; moZno da preko spremenjenega izlo¢anja nevro-hormonov
(Bendahou, Fleche, in Bounias 1999). Predlagan potek dogodkov:
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=> spremenjena elektri¢na aktivnost preko Na kanal¢kov

=> indukcija izlo¢anja nevrohormonov iz organa corpora allata

=> spremenjen metabolizem lipidov (pomembno tudi za imunsko kompetenco)
=> spremenjeno razmerje sladkorjev; aktivnost ATPaz in AchEsteraz.

Tudi amidinski insekticidi delujejo na napetostno odvisne Na kanalcke. Vezejo se na isto vezavno
mesto, kot mnogi lipofilni nevrotoksini. Davies idr. (2007) navaja mozne sinergisti¢ne u¢inke med
amidinskimi insekticidi, piretroidnimi in dihidropirazolnimi insekticidi (Zlotkin 1999). Tudi
oxadiazini povzro¢ijo blokado Na" kanal¢kov na analogen nacin, kot tetrodotoksin, vendar se na
kanal¢ek vezejo na drugo mesto (Raymond-Delpech idr. 2005).

Organofosforni in karbamatni insekticidi inhibirajo acetilholinesterazo (AChE), encim, ki katalizira
hidrolizo zivénega prenasalca acetilholin (ACh) (Fukuto 1990). Ker je AChE glavna sestavina
vecine sinapti¢nih prenosov v zuzelkah, lahko njeno zaviranje povzroci splosne motnje v delovanju
vseh organskih sistemov (Desneux, Decourtye, in Delpuech 2007; Kreissl in Bicker 1989).

Fenitrothion (organofosfat) povzroc¢i hipoglikemijo in zmanjSano ATPazno aktivnost (Bendahou,
Fleche, in Bounias 1999). Tudi tu je predlagano sistemsko delovanje preko nevrohormonov.

Oksalat - nastanek kisikovih radikalov (predvsem v mitohondijih), aktivacja PLA2, kar sprozi
kaskado lipidne signalizacije, posledica katere je hitra sprememba delovnja mitohnodrijev (poskusi
na celi¢ni kulturi ledvic psa (Cao idr. 2004). Prisotna tudi arahidonska ksl idr. masc¢obne kisline -
pomembni igralci v imunskem odzivu.

Vpliv pesticidov na biokemijo ZuZelk

Metabolna odpornost Zuzelk na pesticide

Metabolna odpornost zuzelk na pesticide je posledica delovanja treh vec¢jih skupin encimov: P450
monooksigenaz, karboksilesteraz in glutation S-transferaz (GSTs).

P540 monooksigenaze lahko metabolizirajo Stevilne substrate in katalizirajo ve¢ oksidativnih
reakcij. Obstaja veliko razli¢nih izooblik encimov P450, ki sodelujejo pri presnovi razli¢nih
substratov. Monooksigenaze zuzelk imajo veliko funkcij, med drugim vplivajo na rast, razvoj,
hranjenje in varovanje pred ksenobiotiki (snovi tujega izvora), vklju¢no z odpornostjo na pesticide
in toleranco do rastlinskih toksinov. Monooksigenaze zuzelk metabolizirajo endogene snovi kot so
juvenilni hormon, ekdisteroidi, feromoni ter njihovi analogi ter eksogene snovi kot so rastlinske
alelokemikalije (snovi, ki jih rastlina sprosca v okolje), insekticidi in promutageni. Detoksifikacija s
strani monooksigenaz P-450 je eden od pomembnejSih mehanizmov za rezistenco zuzelk na
insekticide (Claudianos idr. 2006).

Glutation transferaze (GST) metabolizirajo insekticide s katalizo dehidrokloriranja ali s konjugacijo
z reduciranim glutationom (Enayati, Ranson, in Hemingway 2005). Pri konjugaciji z reduciranim
glutationom GST katalizira reakcijo konjugacije: ena molekula reduciranega glutationa in ena
molekula drugega substrata se zdruzita v tioester. Ta konjugacija sc€iti celicne komponente, Se
posebej DNK., nastanejo pa tudi vodotopni produkti, ki se lazje izlocijo iz telesa.
Dehidrokloriraneje je pomemben mehanizem za odstranjevanje toksi¢nosti DDT-ja. Po odstranitvi
kloridnih atomov iz DDT-ja nastane manj toksi¢en DDE. Ostali organokloridni insekticidi npr.
Lindan, se metabolizirajo s konjugacijo z reduciranim glutationom. Glutation transferaze so
vkljucene tudi v znotrajceli¢ni transport, biosintezo hormonov in zasc¢ito pred oksidativnim stresom.
Poleg tega sodelujejo pri odstranjevanju razli¢nih strupenih kisikovih prostih radikalov, ki nastanejo
zaradi delovanja pesticidov. Povisano aktivnost gluation transferaz povezujejo z rezistenco proti
vsem skupinam insekticidov. Virusne okuzbe modulirajo aktivnost GST, istocasno lahko
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sinergijsko delovanje parazitov in pesticidov (Gui idr. 2009).

Esteraze metabolizirajo insekticide, ki vsebujejo esterske vezi, kot so piretroidi, karbamati,
organofosfati in analogi juvenilnega hormona (Sogorb in Vilanova 2002). Esteraze deluejo tako, da
hidrolizirajo estrske vezi. Dve glavni skupin esteraz, ki sodelujejo pri hidrolizi organofosfatov so
fosfotriesteraze in karboksilesteraze.

ImunskKi sistem

Povezava na povzetek iz knjige Nancy E. Beckage: Insect immunology
Imunski sistem nevretencarjev je preprost. Sestavljen je iz fagocitioznih celic, celic, ki so podobne

naravnim ubijalkam (NK celicam), ter humoralne imunosti (molekule vnetnega odziva: citokini idr.
informacijske molekule, protibakterijski proteini..), nimajo pa "uéljivega" imunskega sistema, ki ga
pri vretencarjih predstavljajo limfociti. Kljub relativni preprostosti se kompleksno odziva na motnje
v notranji homeostazi, saj je podvrzen zivéni in hormonalni regulaciji, slednja pa je mo¢no vezana
na reproduktivni cikel nevretencarjev in na prehranjenost.

Kemikalije iz okolja lahko na imunski sistem vplivajo neposredno kot inhibitorji encimov, ki
omogocajo delovanje imunskih celic, kot modulatorji prenosa informacij znotraj imunskega sistema
ali povzrocajo oksidativno skodo imunskim celicam. Posredno lahko vplivajo na imunski sistem
preko spremenjenega delovanja zivénega sistema ali preko kroni¢no spremenjenega metabolizma
(T. Galloway in Handy 2003). Pri tem lahko pride do mocnejSega ali do oslabljenega odziva
imunskega sistema. Zato imunotoksi¢nost definirata kot negativni vpliv na imunski sistem ali
njegove dele ne glede na to, ali je le ta zaznaven kot zmanjSanje odpornosti zivali na patogene.

Raziskave na nevretencarjih povzemata T. S. Galloway in Depledge (2001). V raziskavah so
zastopane predvsem ekonomsko zanimive morske skoljke, tunikati, polzi, tudi raki, od kopenskih
nevretencarjev pa deZzevniki. Merjeni parametri so: Stevilo celomskih celic oz. Stevilo celic v
hemolimfi, aktivnost serinskih proteaz, lizosomska aktivnost, citotoksic¢na aktivnost NK- podobnih
celic, fagocitoza, sinteza protibakterijskih peptidov, sinteza citotoksi¢nih proteinov, nastajanje
prostih radikalov, kot tudi odziv na okuzbe z bakterijami, opazovanje celjenja ran ali zavrac¢anje
tujih vsadkov.

Giron-Pérez (2010) povzemata vpliv onesnazenja na funkcije imunskega sistema pri Skoljkah.
Razli¢ni viri onesnazenja povzroc¢ajo v€asih nasprotujoce si spremembe v imunskem sistemu.
Raziskani vpliv pesticidov se kaze v pove€ani smrtnosti hemocit in v zmanjSani fagocitozni
aktivnosti ter zmanjSani produkciji protibakterijskih encimov pri preostalih hemocitah (Gagnaire
idr. 2006, 2007, po Giron-Perez 2010} .

Mehanizem imunotoksi¢nosti organofosfatnih pesticidov sta povzela T. Galloway in Handy (2003).
Primarna tar¢a organofosfatov je encim acetilholin esteraza, ki spremeni delovanje zivénega sistema
in posredno vpliva na imunski sistem. Prav tako so tar¢e organofosfatov serinske hidrolaze in
razli¢ne esteraze. Organofosfati so reaktivne in labilne molekule, ki lahko direktno poskodujejo
celi¢ne membrane, proteine ali DNK.

Aktivacija imunskega sistema je sama po sebi energetsko drag proces. Tudi ¢e se imunski odziv

sprozi z za zival neSkodljivimi agensi, lahko ob pomanjkanju hrane ze sama aktivacija imunskega
sistema povzro¢i mo¢no povecano smrtnost - ¢mrlji (Moret in Schmid-Hempel 2000). Zunanji
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paraziti delujejo zaviralno na imunski sistem. Pri ¢ebele s hudo okuzbo z varojami je pogosta
mocna okuzba z DWV (deformed wing virus), ki je pri polovici varoznih ¢ebel Ze simptomatsko
prisotna z okvarjenimi krili. Druga polovica varoznih ¢ebel je izredno dovzetna za nadaljne okuzbe
in ima znizano ekspresijo proteinov, ki sodelujejo v imunskem odzivu (Yang in Cox-Foster 2007).

Mehanizmi delovanja - &ebele’

Splosno Mehanizmi delovanja - nevretencarji

Dejavniki, ki vplivajo na toksi¢nost pesticidov na cebele

Ceprav v splosnem velja, da so medonosne ¢ebele zelo ob&utljive na insekticide, so pri njih
precejs$nje razlike v toleranci do posameznih insekticidov (Johnson idr. 2006). Na primer Sirok
spekter toksi¢nosti razli¢nih piretroidnih spojin za cebele je Se vedno v veliki meri nepojasnjen,
vendar gre verjetno za iste mehanizme, ki povzro€ajo odpornost Skodljivcev na piretroide. Ti
mehanizmi vkljucujejo razlicne vedenjske odgovore, stopnjo penetracije skozi kutikulo, ob¢utljivost
tarcnega mesta delovanja pesticida in / ali metabolno detoksifikacijo.

Gilbert in Wilkinson sta predlagala, da na obc¢utljivost medonosne ¢ebele na insekticide vpliva tudi
njihova telesna zgradba. V delu prebavil, ki mu pravimo medna golSa, ki sluZi za zbiranje zauzite
medicine, primanjkuje mikrosomalnih oksidaz. Zato lahko skupaj s hrano zauziti insekticidi
prodrejo skozi stene prebavil v notranjost telesa, ne da bi prisli v stik z encimi za detoksifikacijo
(Gilbert in Wilkinson 1974). Poleg tega odrasle ¢ebele ne vsebujejo veliko mascob. Ker je za
telesne mascobe znano, da igrajo pomembno vlogo pri razstrupljanju kot tudi pri privzemanju
insekticidov, je lahko izredno nizek nivo mascobe delno odgovoren za visoko obcutljivost ¢ebel na
insekticide (S.J. Yu, Robinson, in Nation 1984).

Trditve o posebni obcutljivosti Cebel so spodbudile avtorja Hardstone in Scott (2010) k
sistemati¢nemu primerjanju razpolozljivih toksikoloskih podatkov za 62 pesticidov. Ugotovila sta,
da so ¢ebele podobno obcutljive na pesticide kot druge Zuzelke - na nekatere pesticide obcutljivejSe,
na druge manj obcutljive (glej clanek v mapi Poljske kemikalije).

Vpliv pesticidov na biokemijo medonosne ¢ebele (Apis mellifera)

Vpliv pesticidov na fiziologijo ¢ebel so najveckrat raziskovali preko ugotavljanja aktivnosti
posameznih encimov v ¢ebelah, bodisi po ali med izpostavljanjem pesticidom (Desneux, Decourtye,
in Delpuech 2007). Gre za encime, ki so neposredno ali posredno povezani z biokemi¢nim
mehanizmom delovanja posameznega pesticida.

Bendahou, Fleche, in Bounias (1999) navajajo vpliv cypermethrina (piretroid) in fenitrothiona
(organofosfat) na presnovo sladkorjev. Injekcija obeh pesticidov sprozi v ¢ebeli znizanje nivoja
krvnih sladkorjev (glukoze predvsem pri cypermethrinu, trehaloze pri obeh - v obeh primerih z
razlicnim ¢asovnim potekom (razli¢en mehanizem?)), kar je lahko za ¢ebelo nabiralko usodno.
Sprememba je drugotne narave, saj do nje verjetno pride preko (pri obeh substancah) razlicnega
vpliva na zivéno signalizacijo, posledi¢no spremenjeno delovanje nevrosekretornih celic in
spremenjeno hormonsko regulacijo. Nasproten ucinek imajo razgradnji produkti amitraza (Cascino
idr. 1989).

U¢inki pesticidov na ¢ebele in encimi za detoksifikacijo

3 Mehanizmi delovanja pesticidov na ¢ebel, predvsem centralni zivéni sistem so $e posebej predstavljeni v prispevku
Gordane Glavan (priloga A)
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Ucinek pesticidov na ¢ebele ugotavljajo tudi preko nivoja encimov za metabolno detoksifikacijo v
¢ebeli (Johnson idr. 2006).

Podatki v literaturi v zvezi s sposobnostjo detoksifikacije pesticidov pri medonosni ¢ebeli so
pomanjkljivi in v€asih celo nasprotujoci. Rezultati genske analize medonosne ebele Apis mellifera
kazejo, da imajo le-te za priblizno polovico manj genskih zapisov za encime P450 monooksigenaze,
karboksilesteraze in glutation S-transferaze, kot jih nasli pri vrstah vinska musSica Drosophila
melanogaster in komarju Anopheles gambiae (Claudianos idr. 2006). Ker so to najpomembne;jsi
encimi za detoksifikacijo pesticidov, avtorji domnevajo, da je lahko njihova manjSa pestrost vzrok
za relativno veliko obcutljivost medonosne Cebele na insekticide. Po drugi strani pa je Yu s
sodelavci pokazal, da je aktivnost encimov za detoksifikacijo, kot so glutation S-transferaze,
esteraze, epoksid hidrolaze, DDT-dehidroklorinaze, v ¢revesju medonosne ¢ebele na podobni ravni
v primerjavi z ostalimi Zuzelkami, razen mikrosomalnega encima citokrom P-450, ki obstaja
pretezno v neaktivni obliki P-250 (S.J. Yu, Robinson, in Nation 1984). Zato domnevajo, da
kapaciteta detoksifikacije pri medonosni ¢ebeli verjetno ni razlog za visoko obcutljivost na
insekticide.

Insekticidi povecujejo aktivnost razliénih detoksifikacijskih encimov, vklju¢no z mikrosomalnimi
oksidazami, glutation S-transferazami, karboksil esterazami in DDT dehidroklorinazami (Terriere
1984; Simon J Yu in Hsu 1993; Hanson idr. 2002). Povecajo lahko tudi gensko ekspresijo
detoksificirajo¢ih encimov, npr. piretroid fluvalinat poveca ekspresijo dolocenih oblik citokrom
P450 oksigenaz (Mao, Schuler, in Berenbaum 2011).

Po hranjenju ¢ebel s subletalnimi odmerki razli¢nih insekticidov v laboratorijskih pogojih, je samo
piretroidni insekticid (akaricid) permetrin bistveno povecal aktivnost glutathione S-transferaze v
medonosni ¢ebeli, na druge pomembne encime pa ni imel uc¢inka (S.J. Yu, Robinson, in Nation
1984). Ker je ta transferaza pomembna za razstrupljanje organofosfornih insekticidov, bi povecanje
aktivnosti tega encima pri ¢ebelah v naravnem okolju lahko izboljSalo prezivetje ¢ebel. Po drugi
strani pa so ugotovili, da izpostavljenost ¢ebel subletalnim odmerkom organofosfatnega insekticida
malationa zavira aktivnost esteraz v ¢revesju Cebel, kar lahko povzroci da so ¢ebele bolj dovzetne
do nekaterih insekticidov. To se predvsem tisti, ki vsebujejo esterske vezi, kot so piretroidi,
organofosfati in analogi juvenilnega hormona in jih esteraze lahko hidrolizirajo. Insekticidi
metoksiklor, karbaril in diflubenzuron v subletalnih odmerkih niso imeli nobenega vpliva na
aktivnost omenjenih encimov. Relativno slaba odzivnost detoksifikacijskih encimov na insekticide
bi lahko bil eden izmed razlogov za vecjo obcutljivost medonosne ¢ebele na insekticide, res pa je,
da vseh insekticidov niso testirali. Ceprav v splosnem velja, da so medonosne &ebele zelo obéutljive
na insekticide, so precejSnje razlike v toleranci do posameznih piretroidnih insekticidov

Piretroidi , kot so ciflutrin in lambda-cihalotrin, so zelo strupeni za ¢ebele , toksi¢nost tau -
fluvalinata pa je dovolj nizka , da upravicuje njeno uporabo za nadzor parazitske prsice. Zakaj pride
do teh razlik so preverili na nivoju encimov za detoksifikacijo (Johnson idr. 2006). Znano je, da
encimi iz vseh treh pomembnih skupin encimov za detoksifikacijo, citokrom P450
monooksigenaze, karboksilesteraze ali glutation S-transferaze, razgrajujejo piretroidne insekticide.
V raziskavi so uporabili inhibitor encimov citokrom P450 monooksigenaz piperonilbutoksid (PBO),
inhibitor encimov karboksilesteraz S,S,S-tributilfosforotritioat (DEF) in inhibitor encimov glutation
S-transferaz dietil maleat (DEM). Preverili so vpliv omenjenih inhibitorjev na toksi¢nost treh
piretroidnih insekticidov ciflutrin , lambda-cihalotrin in tau - fluvalinate na medonosno ¢ebelo z
uporabo testa LD50. Ugotovili so, da pretretiranje ¢ebel z inhibitorjem encimov citokrom P450
monooksigenaz piperonilbutoksidom (PBO) mo¢no poveca toksi¢nost vseh treh piretroidnih
insekticidov, medtem ko sta imela ostala dva inhibitorja DEF in DEM manjsi u¢inek na toksi¢nost
omenjenih insekticidov. PBO je izjemno povecal toksi¢nost tau - fluvalinata, kar kaze na ¢ebele
tolerirajo tau - fluvalinat zaradi mo¢ne sposobnosti detoksifikacije s pomocjo encimov citokrom
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P450 monooksigenaz. Raziskava je vsekakor pokazala, da so najpombnejsi encimi za
detoksifikacijo piretroidnih insekticidov v medonosni ¢ebeli citokrom P450 monooksigenaze.
Pomembnost citokrom P450 monooksigenaz za detoksifikacijo piretroidnega insekticida lambda-
cihalotrina v ¢ebelah so pokazali tudi preko uporabe inhibitorja mikrosomalnih monooksigenaz P-
450 fungicida proklaza ter analize metabolitov lambda-cihalotrina (Edward D Pilling idr. 1995).

Iwasa idr. (2004) ugotavlja, da so neonikotinoidni insekticidi z nitro skupino (npr. imidacloprid) za
cebele bistveno bolj strupeni kot tisti s ciano skupino (npr. acetamiprid ali thiacloprid). Strupenost
slednjih se moc¢no poveca ob dodatku inhibitorjev P-450 oksidaz, kar kaze na to, da relativno
neobcutljivost ¢ebel nanje posledica oksidativne detoksifikacije s pomocjo P-450 oksidaz.
Inhibitorji esteraz in glutation transferaz nimajo opaznega vpliva na strupenost neonikotinoidnih
insekticidov, zato je vloga teh encimov pri detoksifikaciji neonikotinoidnih insekticidov manj
verjetna.

Vpliv pesticidov na fizioloske funkcije ¢ebele

Pogosto so ciljno mesto pesticidov vzdrazna tkiva zuzelk, kjer se vezejo na receptorske beljakovine,
ionske kanalcke ali motijo delovanje encima acetil-holin esteraza.

Patch-clamp meritve disociiranih nevronov iz mozgan odrasle ¢ebele delavke so pokazale manjse

Na™ tokove in zniZzanje vzdraznosti celic po uporabi piretroidnih insekticidov fluvalinata,
deltametrina ali bifentrina . Matice, ki so jedle bifentrin, so zalegale neurejeno in po vec¢ jajcec v
isto celico (Zhou idr. 2011).

Papaefthimiou in Theophilidis (2001) predlagata so¢asno delovanje piretroidnega insekticida

deltametrina na treh mestih: 1. vpliva na spro§¢anje oktopamina iz Zivénih kon¢icev (preko Ca”*
kanalckov??), 2. odpre natrijeve kanalcke, 3. blokira presledkovne stike (gap junctions). Ob
aplikaciji deltametrina (0,01 - 1 uM) na in vitro preparat srca ¢ebele so zaznali tri Casovno loCene
spremembe Vv ritmu in zmanjSano mo¢ kontrakcije. Velikost vseh sprememb je bila odvisna od doze
deltametrina.

Spremembe v frekvenci bitja srca:

1. Frekvenco bitja srca se je takoj povecala . To bi bilo lahko posledica sprostitve oktopamina
iz sinapti¢nih koncicev, ki ozivCujejo srce Cebele.

2. Znotrajceli¢ni potencial miokardialnih celic se po nekaj minutah zmanj$a z -55 mV na -40
mV, kar sovpada z dodatnim povecanjem frekvence sréne aktivnosti. Povecano

depolarizacijo membrane pripisunejo povedani prepustnosti za Na* ione. Deltametrin naj bi
uc¢inkoval na manjSo skupino natrijevih kanal¢kov, ki jih potem vzdrzuje v spremenjenem
odprtem stanju.

3. Po priblizno 5 minutah se frekvenca za 10 do 15 minut zniza, nakar se pojavijo aritmije, ki
so lahko posledica slabega prenasanja signalov zaradi blokade presledkovnih stikov. U¢inek
je odvisen od doze. Frekvenca srca se skoraj normalizira, ¢e deltametrin speremo s
preparata.

Prvo predlagano taréno mesto za deltametrin so tako Na kanalcki. Drugo predlagano taréno mesto
deltametrina so od Ca odvisni proteini, ki v sinapsah sodelujejo prenasanju signalov, tretje GABA
receptorji. (ni podatkov za ¢ebelo, v diskusiji kot mozna dodatna tarca, reference na lignje in
vretenéarske preparate). Cetrto predlagano mesto so presledkovni stiki.

Moc¢ srénih kontrakcij Cebel se po zastrupitvi z deltametrinom za kratek ¢as poveca, potem pa
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ireverzibilno zniza. Povecanje moci sr¢nih kontrakcij lahko pojasnimo z vplivom oktopamina,
medtem ko blokada presledkovnih stikov lahko povzroci asinhrono kré¢enje miokardialnih vlaken in
SibkejSe delovanje srca.

Ucinek azolnega fungicida prochloraz na delovanje srca je Se moc¢nejsi. Mo¢ srénih kontrakceij se
ireverzibilno zmanjsa, frekvenca srénih utripov se mo¢no zmanjsa, ob odstranitvi prochloraza
ponovno nekoliko poveca, vendar ostane neenakomerna. TaksSen ucinek na in vitro preparat
Cebeljega srca pripisejo blokadi komunikacije med miokardialnimi celicami preko presledkovnih
stikov. Isto tar¢no mesto deltametrina in prochloraza pojasnjuje tudi moc¢no sinergisticno delovanje
obeh substanc na in vitro preparat cebeljega srca.

Velika toksicnost prochloraza za ta preparat se ne sklada z majhno toksicnostjo za cel organizem.
Ocitno zadostne koli¢ine kemikalije v normalnih razmerah ne dosezejo sr¢ne misice.

2, 4 - dichlorophenoxyacetilna kislina (2,4 D = sinteti¢ni avksin; herbicid) prav tako zmanjsa
frekvenco bitja srca in moc¢ kréenja miSi¢nih vlaken, ter vpliva na sinhronizacijo aktivnosti srénih
vlaken. Predlaganih mehanizmov delovanja pri razli¢nih organizmih: motnje ionskega transporta,
celi¢nega dihanja in metabolizma, ter spremenjeno strukturo celicnih membran. Papaefthimiou idr.
(2002) poleg tega, predlagajo tudi vpliv na presledkovne stike.

Histoloske spremembe pod vplivi pesticidov

Delovanje pesticidov lahko zaznamo s pomoc¢jo imunohistoloskih tehnik.

Tako insekticidi in akaricidi (fluvalinat, imidacloprid, kumafos, klorpirifos, amitraz, oksalna in
mravlji¢na kislina ter rotenon), kot tudi fungicidi (myclobutanil, chlorothalonil) in herbicidi
(simazine, glyphosate), povzrocijo povecano celicno smrt celic v hitro obnavljajocih se tkivih
cebeljih licink - v srednjem Crevesu, jajénikih in hipofaringealnih Zlezah (A Gregorc in Bowen
2000; Ales Gregorc, Pogacnik, in Bowen 2004; AleS Gregorc in Smodi$ Skerl 2007; Ales Gregorc
in Ellis 2011).

Z metodo histokemijskega citokrom-oksidaznega barvanja, ki se uporablja za ugotavljanje
aktivnosti posameznih regij centralnega zivénega sistema, so uporabili za Studijo vpliva nikotinoida
imidakloprida na mozgansko aktivnost medonosne cebele (Armengaud idr. 2000). Ugotovili so, da
visoka koncentracija imidakloprida aktivira dolo¢ene predele mozganov ¢ebele, za katere je znano,
da vsebujejo nikotinske receptorje.

Acetilholin ter acetilholin esteraza pri ¢ebelah ter kemikalije, ki nanjo delujejo

Acetilholinesteraza (AchE) je pomemben encim, odgovoren za hitro hidrolizo acetilholina v
holinergi¢nih sinapsah, kar omogoc¢a natanc¢en nadzor in moduliranje sinapticnega prenosa. Ve€ina
ACHhE pri Cebelahje prisotne v glavi je predvsem v sestavljenem ocesu in ocescih (Karl Kral 1980;
K. Kral in Schneider 1981). Cebelja AChE , kot pri drugih ZzuZelkah , se pojavlja v dveh lo¢enih
molekularnih oblikah, hidrofilni in amfifilni, ki predstavljata 3-6 % oziroma 94-97 % celotne
mozganske aktivnosti AchE. Pogostejsa amfifilna oblika je pripeta na celicno membrano preko
glikofosfatidilinozitola, na katerega deluje fosfatidilinozitol specificna fosfolipaza C in tako
amfifilno AchE spremeni v topno, hidrofilno obliko (L P Belzunces, Toutant, in Bounias 1988).

Acetilholin ( ACh)je nevrotransmiter, ki je prisoten v ve¢jem delu mozgan Cebel Apis mellifera.
Poskusi acetilholinesteraznega histokemi¢nega barvanja so pokazali, da se encim AchE nahaja v
razli¢nih regijah mozganov vklju¢no z opticnimi lobusi, antenalnimi lobuli , interhemisfernimi
povezavami, alfa - lobuli in kaliksi gobastih teles (Kreissl in Bicker 1989).

Biokemijska identifikacija nikotinskih holinergi¢nih receptorjev ( nAChR) opravljenih na
homogenatu mozgan Cebele kaze na visoko afiniteto vezave antagonista nikotinskih receptorjev
bungarotoksina ( BTX ) (Zhi-Yong Huang in Knowles 1990). Vezavne Studije z BTX in
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imunocitokemijske Studije so pokazale lokalizacijo nAChRs in AChE v istih mozganskih regijah
(Kreissl in Bicker 1989; Scheidler idr. 1990). Injekcije antagonista nikotinskih receptorjev
mekamilamina v mozgane ¢ebel so pokazale, da je holinergi¢ni sistem vklju€en v spominske
procese pri ¢ebelah. Injekcije povzrocijo razli¢ne vedenjske ucinke, ki so odvisne od mesta
injiciranja ( Cano Lozano et al. , 1996, 2001). Vbrizganje mekamilamina v kaliks gobastih teles je
povzroc¢ilo moc¢no oslabitev sposobnosti vohalnega uc¢enja. Po injiciranju omenjenega antagonista v
alfa - lobul gobastih teles je priSlo do moten;j priklica vohalnega spomina, kar kaze vpletenost
nAChR v nastanek in priklic spomina (V. C. Lozano idr. 1996; V. Lozano, Armengaud, in Gauthier
2001). Poleg tega je nikotinski holinergi¢ni sistem vkljucen tudi v proces habituacije pri refleksu
iztegovanja jezicka (proboscis refleks) pri ¢ebelah (David Guez idr. 2001; D. Guez, Belzunces, in
Maleszka 2003).

Ugotovili so, da aktivnost AchE ne zmanjSujejo samo organofosfatni ter karbamatni insekticidi, ki
neposredno inhibirajo AchE, ampak posredno tudi piretroidi.

Pokazali so, da piretroid deltametrin posredno zmanjSuje membransko obliko in poveca topno
obliko AchE pri ¢ebelah, saj ima omenjeni u¢inek le in vivo, in vitro pa tega u¢inka nima (Badiou,
Meled, in Belzunces 2008). Znano je, da piretroidi modulirajo signalne poti (Rossignol 1991), med
drugim se lahko vezejo na podenote G proteinov in uravnavajo njihovo interakcijo zdrugimi
podenotami istih G proteinov. Pri ¢ebelah Apis mellifera je AChE zasidrana v membrano preko
glikozil fosfatidilinozitola ( GPI) , ki pa je obcutljiva na delovanje od glikozil fosfatidilinozitol
specifi¢ne fosfolipaze C ( GPI — PLC), ki pretvarja membranski encim v hidrofilnega (Luc P.
Belzunces idr. 1990). Domnevajo, da deltametrin vpliva na razmerje topna/membranska oblika
AchE z neposrednim vplivom na znotrajceli¢ne signalne poti (Badiou, Meled, in Belzunces 2008).

Za deltametrin so ugotovili, da neposredno spodbuja aktivnost protein kinazne C / fosfoinozitidne
znotrajceli¢ne signalne poti pri podgani pri zelo nizkih koncentracijah. To povzro€i povecanje
znotrajcelicne koncentracije inozitol 1,4,5 -trifosfata ( IP3) ter kalcija , kakor tudi povecanje splosne
in specifi¢ne proteinske fosforilacije v sinapsah (Enan in Matsumura 1993).

Deltametrin pri miskah povzroc¢a tudi povecanje spros¢anja nevrotransmiterjev, kot je dopamin ,
skupaj s povecanim intrasinaptosomalnim kalcijem in povecano fosforilacijo proteinov (Kirby,
Castagnoli, in Bloomquist 1999). Vse te ugotovitve nakazujejo, da so beljakovine, ki vplivajo na
sinapticen prenos ter so uravnavane s kalcijem, glavni cilji delovanja piretroidov tipa II (Enan in
Matsumura 1993).
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Sinergizem pri ¢ebelah
SINERGIZEM MED PESTICIDI

Uspeli smo najti le 17 primarnih ¢lankov o sinergisti¢nih vplivih pri medonosni ¢ebeli na zelo
razli¢nih pesticidih in izvedb poskusov. Pestra narava znanstvenih prispevkov je tako onemogocila
statisticno izvedbo meta-analize, zato so poskusi podani opisno in med seboj primerjani predvsem
glede moznih mehanizmov. Nekaj zgodnjih referenc (od 1929 dalje), ki opredeljujejo sinergisticno
delovanje pesticidov, je navedenih v ¢lanku Colin in Belzunces (1992).

Ucinkovitost pesticidov ob hkratnem delovanju se lahko veckratno poveca, kadar dva razlicna
pesticida razgrajujejo isti encimi. Opisan je bil tudi navidezni sinergizem med pyperonil butoxidom
in piretroidnimi insekticidi, ko ena snov vpliva na uspesnost vnosa toksi¢ne snovi v organizem, ter
ne na njeno ucinkovitost znotraj organizma. Druga mozZnost sinergisti¢nega delovanja je, da dva
razli¢na pesticida v organizmu delujeta na isto taréno mesto na drugacen nacin.

Na mozno sinergisticno delovanje insekticidov in fungicidov v koncentracijah, ki se uporabljajo na
poljs¢inah kot cisternske mesanice, opozarja nemsko porocilo iz leta 1985 (Kuhn, Reinhilde 1985),
ki ugotavlja mocno povecano toksi¢nost in znatno smrtnost ¢ebel v vseh preizkuSenih
kombinacijah.

V svoji disertaciji Chaney ni ugotovil sinergizma med permetrinom in fluvalinatom {(Chaney
1988), medtem ko so Ellis, Siegfried, in Spawn (1997) pokazali znizano LD50 pri kombinaciji
fluvalinata in sinteti¢nega piretroidnega insekticida bifentrina (faktor 2), medtem ko povecanje
smrtnosti ob soCasni uporabi fluvalinata in carbarila ali fluvalinata in metil parathiona ni bilo
statisticno znacilno. Mozno dolgotrajno sinergisti¢no delovanje opisujejo tudi avtorji, ki raziskujejo
prisotnost ostankov tako panjskih kot poljskih pesticidov v satju in njihov negativni vpliv na razvoj
¢ebel ter njihovo Zivljensko dobo (Wu, Anelli, in Sheppard 2011).

Najvec porocil o sinergizmu pri ¢ebelah pripisujejo preobremenjenosti detoksifikacijskih encimov
citokrom P-450 monooksigenaznega sistema.

Sinergizmi med razli¢nimi pesticidi lahko pri ¢ebelah potekajo preko inhibicije encimov za
detoksifikacijo. Tak sinergizem so ugotovili za imidazolni fungicid prokloraz, za katerega je znano,
da inhibira encime P-450, in povecuje toksicnost piretroidnega insekticida lambda-cihalotrina
(Edward D Pilling idr. 1995). V $tudiji so uporabili in vitro preparate ¢ebeljega Crevesja, ki so ga
inkubirali z radioaktivno oznacenim piretroidom lambda-cihalotrinom. Analiza je pokazala, da je iz
lambda-cihalotrina nastal prevsem metabolni produkt, ki nastane po delovanju mikrosomalnih
monooksigenaz P-450. Po tretiranju ¢ebeljega s fungicidom proklorazom so ugotovili, da je iz
lambda-cihalotrina nastal predvsem metabolit, ki ne nastaja zaradi delovanja mikrosomalnih
monooksigenaz P-450. Sklepali so, da prokloraz inhibira encime monooksigenaze P-450. Z in vivo
poskusi na ¢ebelah pa so pokazali odsotnost pricakovanih metabolitov lambda-cihalotrina v izlockih
cebel, ¢e so Cebelam dajali prokloraz. Tako so dokazali, da prokloraz z inhibicijo encimov
monooksigenaz P-450 podaljSa metabolizem, detoksifikacijo ter izlo¢anje lambda-cihalotrina ter
tako poveca toksicnost piretroidov v ¢ebelah.

Izmerjeni podatki kot modelski izracuni kaZejo, da verjetno obstaja interakcija sinergistov tudi na
drugem nivoju.

1. Za 75% povecano smrtnost ¢ebel ob socasni uporabi drugace subletalnih koncentracij
fungicida prochloraz in piretroidnega insekticid deltametrina opiseta Colin in Belzunces
(1992). V kolikor skropijo z eno substanco pred drugo, je smrtnost v primerjavi s posamic¢no
substanco povecana, vendar bistveno manjsa kot ob soCasni uporabi. Podatki ne podpirajo
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predpostavke, da je glavni vzrok za sinergizem oviran metabolizem deltametrina.

2. Na podlagi modela izraunajo, da teorija o zaviralnem delovanju prokloraza na metabolizem
deltametrina ne pojasni eksperimentalno izmerjenih podatkov o smrtnosti ¢ebel (Chalvet-
Monfray idr. 1996).

3. Imidazolni fungicid prokloraz zavre metabolizem, detoksifikacijo in ekskrecijo
piretroidnega insekticida lambda cihalotrin tako, da inhibira "mikrosomalno oksidacijo"
(Edward D Pilling idr. 1995). Drugi preiskuseni azolni fungicidi so izkazali manjsi
sinergisti¢ni u¢inek (E. D Pilling 1992).

4. Sinteti¢ni piretroidni akaricid tau-fluvalinat deluje moc¢no sinergijo z inhibitorjem P-450
oksidaze PBO, medtem ko blokada esteraz ali glutation S-transferaz ne poveca njegove
strupenosti. Iz tega sklepajo, da je nizka strupenost tau-fluvalinata odvisna od P-450
oksidazne detoksifikacije (Johnson idr. 2006).

5. Za Cebele, ki so bile predhodno izpostavljene organofosfatnemu insekticidu kumafos, je tau-
fluvalinat 2.1x - 32x bolj toksi¢en. Ce so predhodno izpostavljene fluvalinatu, je kumafos 3 -
4x bolj toksicen (Johnson, Pollock, in Berenbaum 2009). Ker je toksi¢nost fluvalinata
odvisna od aktivnosti P-450 oksidaz, sklepajo, da le te sodelujejo tudi pri detoksifikaciji
kumafosa.

6. Tau-fluvalinat razgrajujejo encimi iz druzine CYP9Q citokrom P450 oksigenaz. Kumafos se
veze v isti kataliti¢ni Zep, Ceprav na nekoliko drugo mesto (Mao, Schuler, in Berenbaum
2011). Fluvalinat lahko tudi spodbudi ekspresijo ene izmed oblik encima CYP9Q. Taks$na
sprememba ekspresije encimov iz skupine P450 oksigenaz je bila opisana pri ve¢ zuzelkah,
ki so razvile odpornost na piretroidne insekticide. Posebno pri polinatorjih je to naravni
odgovor organizma na aktivne snovi rastlin, ki jih oprasujejo, in so po zgradbi lahko
podobne insekticidom.

Analiza skupne koli¢ine ostankov kumafosa in fluvalinata v vosku satov mrtvih in $e Zivih druzin,
je pokazala, da je imelo le 3,5% zivih druzin skupno koncetracijo vecjo od 3500 ppb, medtem ko je
bilo tako moc¢no onesnazenih 40% satov odmrlih druzin (Wu 2010). Ta raziskava kvalificira
sinergisti¢no delovanje panjskih pesticidov, ki preobremenijo sistem detoksifikacije, kot enega
moznih pomembnih vzrokov za propad ¢ebeljih druzin.

Raziskava strupenosti vecjega Stevila neonikotinoidnih insekticidov (acetamiprid, thiacloprid s
ciano skupino in imidacloprid, nitenpyram clothianidin, dinotefuran ter thiamethoxam z nitro
skupino) je pokazala vecjo strupenost neonikotinoidov z nitro skupino. Vendar se strupenost
neonikotinoidi s ciano skupino izredno poveca ob dodatku azolnih fungicidov in PBO, ki inhibira P-
450 oksidazo. Iz tega sklepajo, da je oksidacija s pomocjo encimov citokrom P-450 oksidaz
pomembna za proces detoksifikacije neonikotinoidov s ciano skupino (Iwasa idr. 2004){}.

Z detoksifikacijo so povezani tudi membranski transportni proteini. Omogocajo prehajanje
pesticidov ¢ez celicne membrane s pomoc¢jo ATP. ABC transporterji so najbolj raziskana skupina
takSnih molekul in so udelezeni v izlo¢anje kumafosa, tau-fluvalinata in treh razli¢nih
neonikotinoidnih pesticidov (imidakloprida, acetamiprida in thiacloprida). Toksi¢nost vseh se
poveca ob blokadi transportnih molekul z zdravilom verpamil, toksi¢nost kumafosa in tau-
fluvalinata pa tudi ob aplikaciji antibiotika oksitetraciklina, ki se v ZDA uporablja za zdravljenje
¢ebel (Hawthorne in Dively 2011).

Ob socasni uporabi fungicidov procloraza in difenokonazola drugac¢e neucinkovite koncentracije
piretroidnega insekticida deltametrina mo¢no zmanjSajo zmoznost ¢ebel, da uravnavajo telesno
temperaturo (Vandame in Belzunces 1998). Avtorja domnevata, da je pri tem bistven proces na

.....
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Tudi raziskava ucinka piretroidnega insekticida deltamethrina in azolnega fungicida prochloraz na
delovanje izoliranega srca Cebele (in vitro), je pokazala sinergisti¢no delovanje obeh substanc.
Toksi¢nost deltamethrina se ob prisotnosti prochloraza poveca ve¢ kot 100x, medtem ko se
toksi¢nost prochloraza ob prisotnosti deltamethrina poveca 10x. Avtorji kot mozen mehanizem
sinergisti¢nega delovanja utemeljujejo blokado presledkovnih stikov v srcu (Papaefthimiou in
Theophilidis 2001), saj so bili prav ti dokazano tar¢no mesto obeh substanc pri razli¢nih zivalih in
na razli¢nih preparatih. Presledkovni stiki so klju¢ni za sinhronizacijo elektricne aktivnosti srca,
tako pri zuzelkah kot tudi pri vretencarjih®.

Sinergizem med pesticidi in boleznimi oziroma paraziti

Pesticidi povecajo obcutljivost ¢ebel za infekcije s paraziti. MoZna je tako vecja obcutljivost
okuzenih ¢ebel za pesticide, kot tudi povecana dovzetnost pesticidom izpostavljenih ¢ebel za
infekcije.

Drescher in Schneider (1988) sta raziskovala vpliv zajedanja prSice varoje na mascobno telesce, ter
sinergisti¢ni vpliv varoje in Thiodana (endosulfan), varoje in Perizina (kumafos) ter varoje in obeh
pesticidov skupaj. Zimske Cebele, ki jih v ¢asu preobrazbe zajedajo prsice, imajo ob izleganju
manjSe celice v masc¢obnem telesu in v njih je manj proteinskih zrn. Kot odrasle ¢ebele so bolj
obcutljive na Thiodan, medtem ko Perezin v preiskusani koncentraciji ni prispeval k poviSani
smrtnosti niti v kontrolni niti v poskusni (zajedani) skupini. So¢asna aplikacija obeh pesticidov je
dodatno povecala smrtnost v obeh skupinah. Poskus potrjuje navedbe Wahl in Ulm (1983), ki sta
raziskovala vpliv podhranjenosti na obc¢utljivost na pesticide.

Cebele, ki so okuZene z virusom CPV (chronic paralysis virus), so bolj ob&utljive na sinteti¢ni
piretroid cypermethrin (LD, 0,06 ug/¢ CPV okuZene ¢ebele kroni¢no proti 0,21 akutno -

neokuzene ¢ebele) (Bendahou, Bounias, in Fleche 1997). CPV je za ¢ebele problematic¢en v
zgodnjem poletju, ko se zmanjSa vsebnost lipidov v ebelah, spremeni se sestava celi¢nih membran
in virusi lazje prodrejo iz ¢revesja v hemolimfo ter do centralnega Zivenega sistema. Avtorji
postavijo hipotezo, da cypermethrin dodatno poveca prehodnost membran in tako ojaca uc¢inek
okuzbe. IstoCasno piretroidi suprimirajo imunski odziv, saj zmanj$ajo koncentracijo lizosomov in
zmoznost fagocitoze.

Cebele, ki so okuzene z Nosemo- znotrajceliénim praZivalskim parazitom - pomrejo pri nizjih
koncentracijah pesticidov DDT ali organofosfata trichlorfon (Ladas 1972). Okuzene cebele so
podvrzZene energetskemu stresu in potrebujejo ve¢ hrane (Mayack in Naug 2009). U¢inek se Se
poveca, ¢e so iztoCasno izpostavljene pesticidom neonikotinskemu insekticidu imidaklopridu
(Alaux idr. 2010), tiaclopridu (Vidau idr. 2011) ali fenilpirazolnemu insekticidu fipronilu (Aufauvre
idr. 2012). V kombinaciji nosemavost in subletalne koli¢ine pesticidov povecujejo smrtnost cebel,
ne glede na to, kateremu stresorju so izpostavljene najpre;j. Pri relativno blagi nosemavosti in
izspostavljenosti kumafosu van Buren idr. (1992) niso zaznali sinergijskega delovanja.

Jeffery S Pettis idr. (2012) so za veC tednov ¢ebelje druzine izpostavili subletalnim koli¢inam
imidakloprida. Zalega iz teh druZzin je v laboratoriju v veliko ve¢jem obsegu zbolela za
nosemavostjo, kot kontrolne ¢ebele. Vendar na terenu v izvornih druzinah izpostavljene druzine
niso postale bolj okuzene. V terenskem poskusu so Wu idr. (2012) zaznali ve¢jo nosemavost ¢ebel,
ki so se razvijale v satju z vec¢ pesticidnimi ostanki. Dodatna inokulacija s sporami noseme ni imela

4 Vec¢ o raziskavah na srcu glej zgoraj v »Vpliv pesticidov na fizioloske funkcije cebele«
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vpliva na razsirjenost nosemavosti. Nosemavost tako odslikava zdravstveno kondicijo ¢ebel.

Kot mozen mehanizem povecane smrtnosti ¢ebel, ki so izpostavljene pesticidom in okuzbi z
Nosemo, so Alaux idr. (2010)Alaux raziskovali vpliv nosemavosti na stanje imunskega sistema.
Stevilo hemocit se ni razlikovalo med razli¢nimi skupinami, iz ¢esar sklepajo, da niti imidakloprid,
niti nosemavost, niti oboje skupaj niso prizadeli celi¢ne imunosti ¢ebel. (V preglednem ¢lanku
Holmstrup idr. (2010) je imidakloprid omenjen v skupini redkih pesticidov, ki ne prizadanejo
imunskega sistema.) Tudi aktivnost encima fenoloksidaza, ki je klju¢ni encim v nevretencarskem
imunskem odgovoru, je ostala nespremenjena. Spremenila se je aktivnost encima oksidaza glukoze.
Ta encim iz podZrelnih Zlez pripravlja peroksid iz glukoze, s katerim ¢ebele razkuzujejo hrano za
licinke in med, kar prispeva k sterilizaciji hrane za druzino in preprecuje Sirjenje bolezni na nivoju
druzine.

VPLIV OKOLJA NA OBCUTLJIVOST NA PESTICIDE

Holmstrup idr. (2010) (obsezen pregledni clanek v mapi Drugo) , ki obravnava sinergizme med
naravnimi stresorji (vro¢ina, mraz, susa, pomanjkanje kisika, LAKOTA, OKUZBE) in
kemikalijami, vendar ne omenja ¢ebel. Posebej za cebele relavantni podpoglavji LAKOTA in
OKUZBE navaja kot izredno slabo raziskani. Vpliv na imunski sistem je prisoten zelo pogosto. 1z
istega evropskega projekta NoMiracle izhaja tudi meta analiza podatkov iz 61 raziskav o vplivu
okoljskih faktorjev na toksi¢nost razlicnih polutantov, ter na njihov medsebojni vpliv (Holmstrup
idr. 2010). Priblizno v vsakem drugem primeru zunanji parametri vplivajo na toksi¢ni u¢inek na
organizme.

Wahl in Ulm (1983) opisujeta vpliv okolja, kvalitete hrane in prehranjenosti, starosti in sezone na
obctuljivost ¢ebel na pesticide. Izbrala sta pesticide, tako herbicide kot fungicide in insekticide, ki
so deklarirani kot neproblemati¢ni za Cebele, in preverjala smrtnost v razlicnih skupinah, kot tudi
LD50 v posamicnih primerih. Ugotovita, da:

- koli¢ina in kvaliteta peloda, ki ga ¢ebela zauzije v prvih dneh po izleganju vpliva na Zivljenjsko
dobo in na obcutljivost na pesticide;

- obcutljivost ¢ebel je najvecja v zgodnji pomladi in se kasneje v letu zmanjsuje;

- obcutljivost mladih ¢ebel je vecja, kot obcutljivost starejsih cebel,

- na obcCutljivost vpliva fizioloSko stanje ¢ebele, ki je odvisno od razmer v bivaliS¢u (prisotnost
zalege...).

Ugotavljata, da kvalitetna preskrba s proteini v zgodnji odrasli dobi zmanjsa obcutljivost na
pesticide. Pesticidi, ki v priporo¢enih odmerkih obic¢ajno ne povzrocajo povecane smrtnosti cebel,
so lahko pri slabse prehranjenih ¢ebelah vzrok pomorov (npr. moznost pri fungicidu Cupravit, ter
pri insekticidu Thiodan 35). Posebej skrbni bi morali biti pri spomladanskem tretiranju polj, saj so
takrat cebele najbolj obcutljive.

Medrzycki idr. (2010) so ugotavljali vpliv temperature na obCutljivost ebel na organofosfatni
pesticid dimethoat. Li¢inke se pri niZji temperaturi razvijejo na videz normalno. Ce jih izpostavijo
dimethoatu, le ta nanje deluje pocasneje, LD, za podhlajene li¢inke je 28x visji. Iz podhlajenih

licink se izleZe enako Stevilo odraslih ¢ebel, kot iz li¢ink, ki so gojene ob normalni temperaturi 34,5
st. C. Vendar so te odrasle ¢ebele nevitalne in imajo izrazito skrajSano zivljenjsko dobo. Zelo so
dovzetne za zastrupitev z dimethoatom. Drugi avtorji so ugotavljali negativni uc¢inek nizje
temperature tekom razvoja na razvoj v bubi, ples ¢ebel, spomin in uéenje.
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Sinergisti¢ni in kumulativni u¢inki kemikalij na ZuZelke v patentnih bazah

Raziskava je bila narejena s pomoc¢jo WIPO baze in orodjem PatentScope
(http://patentscope.wipo.int/search/en). Pri preizkuSanju gesel za iskanje, se je najbolje obnesla
kombinacija besed »sinergistic effect insect« na osnovni strani patenta, v povzetku in trditvah. Z
izlo¢itvijo besede »effect« smo dobili Se nekaj relevantnih zadetkov. Med zbranimi 288 zadetki od
leta 2081 do danes smo identificirali 138 relevantnih patentov, med njimi smo posebej analizirali 73
patentov, ki se nanaSajo na Zuzelke in 4 kot primer, ki se nanasajo samo na glive. Dodatne
podrobnosti o aktivnih snoveh smo najprej preverjali na:
http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/index.cfm?event=activesubstance.selection&a=1

(EU baza),

nato pa relevantnost za Slovenijo na:

http://spletni2.furs.gov.si/FFS/REGSR/index.htm

Dodatno smo si pomagali glede zgradbe in delovanja kemikalij s:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/

in http://www.alanwood.net/pesticides/.

Splosne informacije smo iskali tudi s splo$nim iskalnikom (Google).

Rezultati pregleda patentov:

Vecina patentov je pri svetovnem patentnem uradu PCT (126), velik del Se pri evropske m uradu
(EPO, 78). Vecino patentov ima v lasti BASF (78, +16 povezane druzbe), na drugem mestu je Bayer
Cropscience z 18 patenti.

V zacetni fazi so bili patenti povezani s kombinacijami s piperonil butoksidom (PBO), kasneje Se
snovi s podobnim delovanjem, postopoma pa kombinacije razli¢nih pesticidov, ki se medsebojno
dopolnjujejo, oziroma povecujejo ucinkovitost. Veliko je kombinacij, ki vkljucujejo razli¢ne
fungicide in razli¢ne insekticide. Kot primeri delovanja so najpogosteje navedeni neonikotinoidi ali
drugi insekticidi, ki delujejo na AcH sistem. V patentih smo posebej iskali najvecji sporocen
sinergisti¢ni ucinek, ki je imel v testu ve¢ kot 50% ucinek. Porocanja uc¢inkovitosti niso povsem
dosledna in nekatere tabele nakazujejo celo na grobo oceno in ne na izmerjene vrednosti. Opaziti je,
da pri vlaganju patentov ne sledijo priporocilom o testiranjih, ampak bolj uteceni praksi preverjanja
obstoja sinergisti¢nih uc¢inkov. Ve¢inoma sinergizem racunajo po Colby {1967}. Formula je
postavljena na predpostavki da drugo sredstvo deluje na prezivelem delezu in tako doda k celoviti
ucinkovitosti. Pricakovan skupen ucinek je tako: X+Y — X*Y/100 (vrednosti izrazene v %). Niso
redki primeri, ko posamic¢ne snovi v preizkusenih koncentracijah nimajo smrtnega ucinka, ob
meSanju pa propade ve¢ kot 50% osebkov. Pove€anje smrtnosti pri sinergijskem delovanju smo
zabelezili kot faktor povecanja glede na izracunano ucinkovitost. V kolikor je bila izraCunana
ucinkovitost 0%, smo za sinergisticni u¢inek v tabeli navedli faktor 99 (matemati¢no neskon¢no
povecanje).

V literaturi sicer pogosto navajajo povecanje ucinkovanja insekticida kot razmerje med
koncentracijo brez sinergizma in koncentracijo s sinergizma ob primerljivi u€¢inkovitosti. Tudi tu ni
prave doslednosti. Za jasnejSo razlago bi potrebovali SirSe testiranje razli¢nih koncentracij snovi, ki
lahko delujejo sinergisti¢no. Seveda tudi ni vseeno kateri je taréni organizem. Pri nekaterih pride
sinergizem bolj do izraza kot pri drugih. Najvecji u¢inki so zabelezeni za listne usi. [zumitelji v
patentih ne podajajo morebitnega sinergijskega uc¢inka na netar¢ne organizme kot je medonosna
cebela.

CRP-V1-1129: SChem2Bee 23/35


http://www.alanwood.net/pesticides/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/
http://spletni2.furs.gov.si/FFS/REGSR/index.htm
http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/index.cfm?event=activesubstance.selection&a=1
http://patentscope.wipo.int/search/en

Tabela 1: PatentScope analiza za podro¢je AOIN (fitofarmacevtska sredstva):

Countries Date No
Name No 2002 14
PCT 126 2003 6
European Patent Office 78 2004 4
Mexico 17 2005 3
Republic of Korea 15 2006 11
Israel 13 2007 16
South Africa 11 2008 34
Russian Federation 3 2009 28
ARIPO 1 2010 26
Japan 1 2011 18
Kenya 1 2012 13
Main Applicant
Name No
BASF SE 76
BAYER CROPSCIENCE AG 18
SYNGENTA PARTICIPATIONS AG 10
THE DOW CHEMICAL COMPANY 6
JANSSEN PHARMA CEUTICA N.V. 6
BASF AKTIENGESELLSCHAFT 6
BASF CORPORATION 5
BASF Aktiengesellschaft 5
COMMONWEALTH SCIENTIFIC AND INDUSTRIA
4
AMERICAN CYANAMID COMPANY 4

Podatki iz patentov nas opozarjajo, da je potrebno natan¢no preiskati moznosti sinergizma za
klju¢ne netarcne organizme, predvsem za snovi, ki se dejansko pojavljajo hkrati v okolju. Pri tem je
potrebno opozoriti, da zaenkrat ve¢inoma proizvajalci ne kombinirajo kemi¢nih snovi za hkratno
tretiranje gliviénih obolenj in S8kodljivih zZuzelk, je pa pogosta praksa meSanja sredstev v Skropilnih
napravah. Pri¢akovati je, da povecano delovanje na racun sinergizma tako insekticidov kot
fungicidov, spodbudi uporabnike k tovrstni praksi, predvsem zaradi vec¢je ekonomske ucinkovitosti.
Poudarjeni pripravki v tabeli (zadnja kolona s komentarji) so potencialno najbolj resna groznja v
naSem okolju. Seveda pa ne poznamo dejansko sinergijskih u¢inkov na ¢ebele. Ni izklju¢no, da se
bodo pojavile Se nove kombinacije. Novejsi patenti Ze nakazujejo usmerjenost v bolj specificne
insekticide in kombinacije za sinergijsko delovanje, kar bo lahko tudi zmanjSalo strupenost za
netaréne organizme. Kot smo zapisali drugje, je mogoca za dolo¢ene receptorske mehanizme razviti
zelo specificne agoniste ali antagoniste, ki prizadanejo le specificne vrste organizmov. Zanimivi so
tudi patenti, ki kombinirajo rabo FFS z gensko spremenjenimi organizmi, kar tudi poveca
specifi¢nost za tar¢ne organizme preko prehrane. Posebej je Se poudariti Bayerjev patent, ki
vkljucuje tudi nestrupene snovi (n.p. olja), ki lahko bistveno povecajo ucinkovitost osnovnega
sredstva, predvsem na racun olajSanja dostopa do tarénih mest. Glavno sporocilo iz patentov pa je,
da proizvajalci FFS poznajo moznost sinergisjkih u¢inkov na katere pa posebej ne opozarjajo, Se
manj pa jih ne testirajo za netaréne organizme.
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Tabela 2: Izbrani primeri obdelanih patentov

Vrsta ilf |Osnovni Dodatni1 Dodatni2 Patenti Leto |Sinl [Opombe
Spodeptora eridania |i benzoyl urea piperonyl-butoxide EP0091756 1983| 600
i Avermectin piperonyl butoxide EP0125155 1984
i |pyrethroid piperonyl-butoxide WO01986003374 | 1986
neuronal sodium
channel
i antagonist arylpyrrole W02000054592 | 2000| 5,6|arylpyrroli niso dovoljeni
Ostrinia nubilalis i protein cry protein W02001000841 | 2000| 4,4
Aphis gossypii i pyridaben Kresoxim-methyl W02001022818 | 2001| 1,4
nucleopolyhedrosis
Helico verpa zea i Bt toxin virus W02001050865 | 2001
fenoxycarb nima Sl dovoljenja, v
i fenoxycarb lufenuron EP1642501 2006 postopku
Diabrotica flonicamid za usi, arylpyrazole je
undecimpun i 1 -arylpyrazole [flonicamid W02006045522 | 2006 lahko tudi fipronil (v postopku!)
i, f |carbamate 1 -arylpyrazole EP1696728 2006 Sirok patent BASF
Diabrotica virgifera |i clothianidin fipronil W02006100227 | 2006 3|fipronil v postopku v Sl
i x hidrazone insekticidi W02006128863 | 2006 9|veliko variant
anthranilamid dela na ryanodine
receptor, notrajceliéni Ca kanali,
Anthonomus grandis|i imidacloprid anthranilamid W02007017433 | 2007| 999|Coragen (chlorantraniliprole)
veliko variant, ni podatkov o nacinu
delovanja, Sirok spekter organizmov
i insecticides malonodinitrile W02007122163 | 2007| 999|(metabolizem?)
sicer vec variant, a-cipermetrin
strupen za Cebele, triazid je sinteticni
Heliothis virescens |i X triazid alpha-cypermethrin EP1893020 2007| 11,5|pirotroid
Myzus persicae i X-sulfonamid fipronil W02008031712 | 2007| 999|\ve¢ kombinacij, tudi cipermetrin
Coragen (malo strupen za ¢ebele),
prochloraz(Octave, monilija),
Anthonomus grandis|i anthranilamid prochloraz pyraclostrobin |{W 02008034787 | 2007| 999 |pyrac.Bellis, fungicid
Pyrenophora teres  |f clothianidin Fluoxastrobin W02008092819 | 2008 999|fluox. Niv slo
na krom pirju! BASF
Ceratitis capitata i clothianidin Metaflumizone W02008095870 | 2008| 999|Alverde(Metaflumizone)
Myzus persicae i aminothiazole thiamethoxam fipronil W02008104503 | 2008| 999
Spodoptera fenamidone gre iz prometa (za
frugiperda i Fenamidone clothianidin X EP2096918 2009| 99|vinograde — perinospora)
Myzus persicae i aminothiazole neonicotinoids W02009118297 | 2009| 99|nove kombinacije in preference
i neonicotinoidi olja etc. W02009123907 | 2009 Bayer, Ze navadne oljne kisline do 5%
Fosetyl na bu€ah in hmelju,
thiacloprid (Bis caya) na ogrséici,
Plutella xylostella |i fosetyl-Al thiacloprid X EP2250899 2010/ 30|krompirju, Zita
propamocarb-
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i,f |boscalid X EP2363023 2011 boscalid je v Bellisu (hruske)
Myzus persicae i steroid bifenthrin Abamectin WO02011147952 | 2011| 999
Altemaria solani f |steroid Pyraclostrobin W02011147953 | 2011
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Drugo

Podatkovna baza, http://www.pesticideinfo.org/Search_Ecotoxicity.jsp nam omogoca vpogled v
strupenost posameznih pesticidov (aktivnih snovi) po skupinah insektov. Podatki so zbrani

kot LC50. Skupine so organizirane v podenote, kot so: dvozivke (caudata (moceradi in pupki),
Anura (zabe in krastace); Apoda (¢rvi); skupina Annelida (segmentirani ¢rvi, vkljuéno z dezevniki
in njihovi sorodniki, pijavke, morski ¢rvi, ogorcice); vodne rastline (vse razen fitoplanktona),
skupina Cnidaria, ki vkljuuje meduze, korale in vetrnice; skupina Crustacea, ki vkljucuje rakce in
kozice; skupina Echinoderm (morski nevretencarji, morske zvezde, kumare in jezki), skupina rib;
skupina Nematodes (ogorc€ice, trakulje, gliste); skupina Fungi (glive); skupina Insekti (vecina
zuzelk); poleg tega pa Se zooplankton, fitoplankton, Skoljke, ... Podatkovna baza je primerna za
iskanje podatkov o strupenosti posameznih snovi ne pa tudi sinergisticnih uc¢inkov. 1z samih
podatkov o strupenosti ne moramo sklepati na sinergisti¢ne uc¢inke. Nekoliko ve¢ podatkov lahko
pridobimo z iskanjem v sledecih bazah:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/
in http://www.alanwood.net/pesticides/.

Teh baz smo se posluzevali tudi pri vrednotenju patentov.

Razprava in priporocila

Ze prvi pregled virov je nakazoval, da so sinergistiéni u¢inki razli¢nih kemikalijpri Eebelah
relativno slabo raziskani. Znanstvena radovednost je pripomogla, da so se razsikovalci spustili v
razli¢ne vidike medsebojnih mehanizmov. Tudi, ko pogledamo $irSe na vse zuzelke, dobimo
skromen nabor poznanih in pojasnjenih mehanizmov sinergisticnega delovanja. Lahko bi rekli, da
se v teh raziskavah odseva tudi podedovanost napak raziskav posameznih aktivnih snovi in njihove
interpretacije (Standeven 2012). V veliko pomoc pri doslednem zbiranju toksikoloskih podatkov so
skupni standardi in navodila(Anon. 2010a, Anon. 2010b), ki lahko pripomorejo k zadostnemu telesu
rezultatov po primerljivi metodologiji, da so mogoce tudi meta analize. Nas pregled virov in
povzetki podpirajo tudi vecino zaklju¢kov H. M. Thompson (2012). Zaradi relativno skromnega
nabora raziskav potencialnih sinergisti¢nih u¢inkov, smo raziskavo razsirili Se na druge
nevretencarje. To je lazje pripeljalo do identifikacije mehanizmov za sinergisticno delovanje
kemikalij. Posebej smo podrobno predstavili mesta delovanja pri ¢ebeli, predvsem pesticidov, ki
lahko prizadanejo zivéni sistem (priloga A). Nekoliko SirSe so predstavljena poglavja o sinergizmu
pri ¢ebelah (priloga B). Z analizo patentov smo opozorili na zavedanje proizvajalcev FFS, da so
mozne razli¢ne interakcije, ki pripeljejo do razli¢ne stopnje sinergizma. Tudi skozi patente se vidi
velika vrstna specifi¢nost, kar onemogoca postavljanja sploSnih pravil. To pa zahteva tako vecjo
previdnost pri izdajanju dovoljen, kakor tudi pri svetovanju rabe FFS. V praksi se $e vedno pojavlja
tako napacna raba FFS in sredstev za zdravljenje ¢ebel, kakor tudi uporaba nedovoljenih in
praviloma tudi nevarnih kemikalij, kar vsako leto na novo spoznavamo ob podrobnih analizah
primerov zastrupitve ¢ebel. Akutne situacije je Se mozno kolikor toliko pojasniti, kronicno
izpostavitev razlicnim kemi¢nim snovem ob prisotnosti ¢ebeljih bolezni in vplivu podnebnih ter
pasnih pogojev pa je tezje identificirati.

CRP-V1-1129: SChem2Bee 26/35


http://www.alanwood.net/pesticides/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/
http://www.pesticideinfo.org/Search_Ecotoxicity.jsp
http://pouk.bf.uni-lj.si/mod/wiki/view.php?id=5922&page=links/Drugo

Za uspesnejSe preprecevanje morebitnih sinergisticnih u¢inkov kemikalij predlagamo 4 sklope
priporocil:

a) Okrepitev kontrole izvajanja preventivnih ukrepov in pravilne rabe FFS v kmetijstvu in
kemikalij v ¢ebeljih panjih

Zal indpekecijski pregledi in analize le ob zastrupitvah ¢ebel ne morejo bistveno vplivati na ve¢ino
uporabnikov. Prevetriti je potrebno tudi sistem izobraZevanja tako uporabnikov FFS kot tudi
cebelarjev. Relativno pogoste krsitve, ki so bile zaznane ob inSpekcijskih pregledih nakazujejo na
to, da izobrazevanje ne doseze zadostne prakticne vrednosti. Vecji delez sonaravnega kmetijstva in
Cebelarstva bi tudi pripomogel k splosno previdnejsi rabi kemi¢nih sredstev.

b) Vecja previdnost v registracijskih postopkih

V registracijskih postopkih preverjati ali so testirali morebitne mozne interakcije z drugimi sredstvi
in posledi¢no povecana strupenost za netar¢ne organizme. Moznost uporabe patentnih baz za
zahtevo posebnih deklaracij ali ustreznih testiranj. Proizvajalci bi morali preveriti tudi mozne
interakcije z drugimi sredstvi in delovanje na netaréne organizme. Cebela je eden od nujnih
netar¢nih organizmov, ki morajo biti vkljuceni v taka testiranja

¢) Okrepiti monitoring okolja

Nadaljevati z monitoringom okolja z vzorcevanjem peloda in drugih ¢ebeljih pridelkov. Monitoring
s ¢ebelami je potrebno spraviti v veckratno funkcionalnost. Gre za splosno varstvo okolja, zdravje
ljudi in zdravje cebel.

d) Raziskave

Uvesti raziskave sinergisti¢nih u¢inkov kemikalij, ki se dejansko pojavljajo v okolju na netar¢ne
organizme kot del monitoringa stanja v okolju. Poiskati moznosti za spodbujanje bazi¢nih raziskav
mehanizmov sinergisticnega delovanja in preuciti morebitne posebnosti kranjske ¢ebele proti
drugim podvrstam.

Viri:

Pripadajoca dokumentacija je dosegljiva na spletu v spodaj navedenih spletnih aplikacijah.
Dostop do dokumentacije je omejen na sodelujoce partnerje v projektu.

Dodeljevanje dostopa je v pristojnosti vodje projekta Janka BoZzica.

— podatkovni bazi citirane literature Schem2Bee v spletni aplikaciji Zotero;

— na spletni strani Biotehniske fakultete ePouk http://pouk.bf.uni-lj.si/ — S2Bee v

spletni aplikaciji Moodle so ¢lanki v pdf formatu in s hiperlinki povezana besedila

(wiki-ji), ki povzemajo relevantno vsebino ¢lankov;

Zbrana so tudi vmesna poro€ila in drafti sodelavcev na projektu. Med drugim:

A) Shema delovanja pesticidov na medonosno ¢ebelo Apis mellifera (pripravila Gordana Glavan)
B) Kumulativni in sinergijski u¢inki razli¢nih kemikalij na éebele (prispevek pripravila Spela
Schrader — NIB).
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