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Izvlecek: Varoja (Varroa destructor) je pomemben dejavnik umiranja ¢ebel, zato
njeno u¢inkovito zatiranje predstavlja enega izmed osrednjih problemov ¢ebelarjenja.
Trenutno ¢ebelarji za zatiranje varoje najve¢ uporabljajo sinteticne akaricide. Zaradi
njihovih negativnih u¢inkov na ¢ebele ter kemicnih ostankov v ¢ebeljih pridelkih je
velik trend k vzpodbujanju uporabe naravnih akaricidov. Med naravne snovi s poten-
cialnim akaricidnim delovanjem sodijo eteri¢na olja in njihove aktivne u¢inkovine. Med
njimi se nekatere, kot je timol, Ze dlje ¢asa uporabljajo v ¢ebelarstvu. V tem prispevku
povzemamo dosedanje znanje o mehanizmih toksi¢nosti eteri¢nih olj, s poudarkom na
delovanju na zivéni in imunski sistem, ter o ostalih vplivih na ¢ebele. Ugotavljamo,
da bi lahko bila nekatera eteri¢na olja glede na ugotovljene mehanizme toksic¢nosti
uporabna za zatiranje varoje, vendar pa so njihovi negativni u¢inki na ¢ebele zelo slabo
raziskani. Se posebej so pomembna znanja o njihovem vplivu na imunski odziv, saj so
spremembe le tega navedene kot eden izmed potencialnih moznih vzrokov za upad
¢ebeljih druzin. Med eteri¢nimi olji prevladujejo podatki za timol ter njegove pripravke
(Apiguard®, Api Life VAR®), precej manj pa je podatkov o drugih pogostih aktivnih
uc¢inkovinah eteri¢nih olj. Zaklju¢ujemo, da obstaja potreba po sistemati¢nem testiranju
vplivu akaricidnih eteri¢nih olj na ¢ebele, s poudarkom na dolgotrajnih izpostavitvah
izvedenih po principu aktualnih smernic testiranja strupenosti. Velik izziv za prihodnje
raziskave predstavlja optimizacija nanosa in standardizacija uporabe eteri¢nih olj in
njihovih ucinkovin v ¢ebelarstvu.

Kljuéne besede: akaricidi, eteri¢na olja, Apis mellifera, Zivéni sistem, imunski
sistem, varoja

Abstract: The parasitic bee mite varroa (Varroa destructor) is among the most
serious honey bee pests. Beekeepers utilize a wide range of different synthetic acari-
cides to keep mite populations under control. However, due to documented adverse
impact of synthetic substances, the use of naturally derived acaricides, among these
essential oils, is greatly being promoted. Thymol is already used in beekeeping. We
present a review of the existing knowledge regarding the effects of essential oils on
honey bees Apis mellifera. We focus only on those that have potential acaricide action.
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We discuss their mechanisms of toxic action on the immune and nervous systems. We
conclude that due to their mechanisms of toxicity several essential oils could be used
for varroa mite control, still very little data regarding the negative effects of essential
oils on honey bees are known. In particular, knowing their interferences with the
immune response is important to be able to predict the potential effect on the colony
health. The majority of toxicity data currently exist for thymol and its commercial
preparations under acute exposure (Apiguard®, Api Life VAR®), but the data for a
number of other potential acaricide-related essential oils are missing. We recognize
the need for systematic screening of potential toxicity and sublethal effects of essential
oils with acaricide action on honey bees. Standardised application of essential oils in

honey bee keeping remains a challenging task for the future.

Keywords: acaricides, essential oils, Apis mellifera, nervous system, immune

system, varroa mite

Uvod

Medonosne cebele (4pis mellifera) so eden
kljucnih oprasevalcev in so zato pomembne ne
samo za okolje, temvec tudi ekonomsko. V zadnjih
10-15 letih se med cebelarji in v $irsi skupnosti
pojavlja pere¢ problem nenadzorovanega pro-
padanja cebeljih druzin. Dosedanje raziskave so
pokazale, da je za propad ¢ebeljih druzin krivih ve¢
dejavnikov, kot so: intenzivno kmetijstvo, uporaba
pesticidov, stradanje in slaba prehranjenost ¢ebel ter
predvsem pojavnost virusov in invazivnih vrst kot
so prsice varoja (Varroa destructor), azijski srSen
(Vespa velutina) in mali panjski hros$¢ (4ethina
tumida) (Sanchez-Bayo in sod. 2016). Bolezni
pri ¢ebelah niso ni¢ novega, vendar pa je njihovo
Sirjenje pospesil ¢lovek zaradi nenamernega vnosa
patogenov v nova okolja, v katerih ¢ebele Se niso
razvile odpornosti nanje. Zunanji zajedalec varoja
(Varroa destructor) je prvotno zajedal vzhodno
medonosno ¢ebelo (Apis cerana), po prenosu na
novega gostitelja medonosno cebelo Apis melli-
fera pa se je varoja razsirila skoraj po celotnem
svetu in danes predstavlja groznjo medonosni
cebeli (Rosenkranz in sod. 2010). Domnevajo,
da je varoja glavni dejavnik pri umiranju ¢ebeljih
druzin. PrSica V. destructor je namrec¢ relativno
novi parazit medonosne cebele, zato odnos gos-
titelja in parazita Se ni uravnotezen, poleg tega
¢ebelarji nimajo dolgotrajnih izkusenj z zatiranjem
varoje. Varoja se je v kratkem razsirila skoraj po
vsem svetu. Dandanes je prakticno okuzena ze
vsaka ¢ebelja druzina, z izjemo Avstralije. Brez

rednega zdravljenja lahko vecina ¢ebeljih druzin
v zmernem podnebju propade v obdobju 2-3 let.
Redna zdravljenja povecujejo stroske éebelarstva
in tveganje za kemicne ostanke v ¢ebeljih izdelkih.
Varoja velja za kljuénega povzroditelja upada
Stevila Cebelarjev in zmanjSanega Stevila Cebeljih
druzin v Evropi; skupaj s svetovnim zmanj$anjem
naravnih oprasevalcev, lahko ta prsica e dodatno
zmanj$a uspesnost opraSevanja (Rosenkranz in
sod. 2010).

Ucinkovito zatiranje varoje je zato nedvomno
eden izmed osrednjih problemov Cebelarjenja.
Cebelarji za zatiranje varoje uporabljajo razli¢ne
sinteti¢ne pripravke, razli¢ne nacine nanosa kemi-
kalij in tudi biotehnoloske metode (Dietemann in
sod. 2015). Trenutno so za zatiranje $kodljivcev
in zunanjih parazitov najve¢ v uporabi sinteticne
kemicne spojine, ki hitro zagotavljajo svoj ucinek.
Vecja uporaba sinteti¢nih akaricidov s strani Ce-
belarjev temelji na vedji in hitrejsi u¢inkovitosti,
vendar se le-ti kopicijo in so dolgo obstojni v
cebeljem vosku, na njih prsice razvijejo odpornost,
dokazani pa so tudi negativni ucinki na cebele.
Te ucinkovine so lahko $kodljive tudi za ljudi.
Posledi¢no je na podrocju raziskav s ¢ebelami
velik trend k vzpodbujanju testiranja naravnih
snovi z akaridicnim delovanjem, t.i. naravnih
akaricidov. V Sloveniji je bil leta 2008 uveden
enotni operativni program za zatiranje varoze
cebel, saj je bil v zimskem obdobju 2006/2007
opazen 16 % upad ¢ebeljih druzin. V omenjenem
programu je bilo priporoceno, da se vsako leto
poveca uporaba naravnih zdravilnih u¢inkovin, ki
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vsebujejo organske kisline in eteri¢na olja (Rejski
program za kranjsko ¢ebelo 2010).

Trajnostni princip zatiranja varoze naj bi
temeljil na uporabi akaricidov, ki predstavljajo
visoko u¢inkovitost v boju proti prSicam in nizko
tveganje za Cebele, pa tudi za ¢loveka (Imdorf in
sod. 1999). Zato se kot nadomestilo sinteticnim
akaricidom vse bolj vzpodbuja uporaba akarici-
dov z naravnim izvorom oz. naravnih akaricidov.
V nasprotju s sinteticnimi akaricidi, v ¢ebeljih
pridelkih ostaja manj naravnih pripravkov in pr-
Sice nanje ne razvijejo odpornosti. Med naravne
akaricide sodijo predvsem nekatera eteri¢na olja
ter organske kisline. Vendar pa imajo lahko tudi
naravni akaricidi v dolo¢enih primerih nezelene
ucinke na zdravje Cebel, kar se zgodi predvsem
pri neustrezni uporabi, pri kateri lahko pride do
lokalno presezene za Cebele Skodljive koncentracije
uporabljene snovi.

Ugotavljamo, da so podatki o potencialnih
negativnih vplivih naravnih akaricidov na cebele
pomanjkljivi. Zato smo pripravili pregled obsto-
jecih znanj na tem podro¢ju z namenom spodbude
tovrstnih raziskav v prihodnosti. Osredoto¢ili smo
se predvsem na tista eteri¢na olja, ki imajo dokazan

toksi¢ni u¢inek na varojo. Povzeli smo podatke o
strupenosti teh snovi za ¢ebele, posebej pa smo
se osredotocili na mehanizme toksi¢nosti, s pou-
darkom na ziv¢ni in imunski sistem. Primerjalno
podajamo tudi mehanizme delovanja toksi¢nosti
najbolj uporabljenih sinteti¢nih akaricidov.

Vpliv varoje (Varroa destructor) na
cebele

Varoja (V. destructor) (S. 1) za prezivetje po-
trebuje gostitelja. V razvojnem ciklu parazita samic
obstajata dve loceni fazi. Prva je foreti¢na faza, ki
poteka na odrasli ¢ebeli, druga je reprodukcijska
faza, ki poteka v pokritih satnih celicah trotov,
delavk in matic. Samci in nimfe prsice V. destructor
zivijo kratek ¢as in njihov razvoj poteka izklju¢no
v pokritih satnih celicah. Varoja pije hemolimfo
licink in bub znotraj pokritih celic satovja in od-
raslih ¢ebel (Rosenkrantz in sod. 2009). Simptome
pri Cebelah kot posledica okuzenosti imenujemo
varoza. Cebele varoja prizadene na ve¢ na¢inov.
Najbolj obcutljive so li¢inke v razvoju in bube, saj
se zaradi izgube hemolimfe med ontogenetskim

Slika 1:
biologijo (foto A. Jemec Kokalj).
Figure 1:
of Biology (permanent slide preparation).

500 uym

Prsica varoja Varroa destructor (ventralno). Sliko smo posneli na trajnem preparatu na Oddelku za

Varroa mite Varroa destructor (ventral view). Foto was taken by A. Jemec Kokalj at the Department
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razvojem bistveno zmanj$a njihova teza. lzguba
teze je odvisna od Stevila prSic. V povprecju licinke
in bube delavk izgubijo 7% telesne teze, odrasli
troti pa 11-19%, odvisno od stopnje okuzbe. Zaradi
okuzbe se skrajsa zivljenjska doba delavk, ki prej
zacnejo s pasno aktivnostjo, zmanjSana je tudi
sposobnost u¢enja in navigacije, kar posledi¢no
zmanjs$a uspesno vrnitev pasnih cebel v panj. Troti,
ki so bili okuzeni med njihovim razvojem, imajo
zmanj$ano sposobnost parjenja z maticami (Duay
in sod. 2002) in v okuzenih druzinah je rojenje
okrnjeno (Fries in sod. 2003, Villa in sod. 2008).
Varoja je prenasalka razli¢nih ¢ebeljih virusov,
kot so virus deformiranih kril, virus akutne pa-
ralize, kaSmirski virus ¢ebel in virus meSickaste
zalege (Rosenkrantz in sod. 2009). Domnevajo,
da umiranje cebeljih druzin predvsem posledica
okuzb z virusi, ki jih prenasa varoja, in ne toliko
posledica neposrednega vpliva varoje na ¢ebele.

Vrste akaricidov

Akaricidi, ki se uporabljajo v Cebelarstvu, so
bodisi sinteti¢ni ali pa naravni. Najpogosteje upo-
rabljeni sinteti¢ni akaricidi in njihovi pripravki za
zatiranje varoje v zadnjih 15 letih so: organofosfat
kumafos (CheckMite®, Asuntol®, Perizin®), pire-
troid tau-fluvalinat (Apistan®, Klartan®, Mavrik®),
flumetrin (Bayvarol®) in formamidin amitraz
(Rosenkranz in sod. 2010). Slovenski ¢ebelarji
uporabljajo predvsem flumetrin (Bayvarol®),
amitraz (Varidol®) in kumafos (CheckMite*™).

Med naravne ucinkovine z akaricidnim
ucinkom sodijo predvsem eteri¢na rastlinska olja
ter organske kisline. Rastlinska eteri¢na olja so
kompleksne mesanice diSavnih snovi, pridobljene
iz rastlin z ekstrakcijo vodne pare, suho destilacijo
ali mehansko obdelavo brez ogrevanja (Vigan
in sod. 2010). Glavne sestavine eteri¢nih olj so
monoterpeni in seskviterpeni, ki predstavljajo
priblizno 90 % vseh sestavin, v manj$em delezu
pa so prisotne Se druge sorodne aromatske spojine
(Blenau in sod. 2012). V rastlinah imajo eteri¢na
oljarazli¢ne fizioloske vloge, kot so privabljanje/
odganjanje insektov, za$¢ita pred vro¢ino/mrazom
in kot obramba pred paraziti (Koul in sod. 2008).
Imajo tudi fungicidno in baktericidno aktivnost.
Zaradi teh lastnosti imajo eteri¢na olja dokazano
toksi¢no delovanje na razli¢ne vrste organizmov,

tudi na ljudi (Vigan 2010). Celoten seznam
potencialnih eteri¢nih olj, ki imajo potencialne
akaricidne lastnosti (povzrocijo smrtnost razlicnih
vrst prsic), je zelo obsiren (Imdorf in sod. 1999,
Koul in sod. 2008, Blenau in sod. 2012). Med
najpogostejSe omenjena imena rastlin, iz katerih
so bila proizvedena eteri¢na olja z dokazanim
vplivom na varojo, sodijo: Thymus vulgaris,
Thymus kotschyanus, Eucalyptus camaldulensis,
Salvia officinalis, Origanum vulgare, Azadirachta
indica, Citrullus colocynthis, Cymbopogon citra-
tus, Satureia hortensis, Rosemarinus officinalis,
Lavandula officinalis in Tagetes minuta (Ghasemi
in sod. 2011). Aktivne ucinkovine teh eteri¢nih
olj, s katerimi najveckrat povezujejo akaricidno
aktivnost, so timol, kafra, mentol, karvakrol, idr.
(Imdorf in sod. 1995, Sammataro in sod. 2009,
Blenau in sod. 2012). Imdorf in sod. (1999)
povzemajo testiranja ucinkovitosti razlicnih
ucinkovin eteri¢nih olj na zmanj$anje okuzenosti
Cebel z varojo. Kar 150 razli¢nih eteri¢nih olj in
njihovih u¢inkovin je bilo testiranih v laborato-
rijskih pogojih in le malo se jih je izkazalo za
ucinkovite pri testiranju v panjih, z izjemo timola.
Na ucinkovitost zdravljenja Cebel z eteri¢nimi olji
namre¢ mocno vplivajo precej$nje spremembe
v lokalnih razmerah v okolju in znotraj ¢ebeljih
druzin, predvsem temperatura. Etericna olja so
namre¢ hlapljiva, zato je regulacija koncentracij
ucinkovin pri tretiranju v panju otezena. Poleg
tega so tezave tudi pri standardizaciji vsebnosti
aktivnih u€inkovin eteri¢nih olj, saj je znano, da
je po ekstrakciji etericnega olja iz iste vrste rastlin
vsebnost aktivne u€inkovine lahko razli¢na.
Glede na mrezo predstojnikov agencij za zdra-
vila (angl. Heads of Medicines Agencies; HMA
2015), ki deluje v okviru Evropske komisije, se v
drzavah ¢lanicah EU uporabljajo naslednja etericna
olja, njihove sestavine in komercialni pripravki:
timol (Api Var®, Apiguard® in Thymovar®), ev-
kaliptusovo olje, kafra, levomentol (Apilife Var®)
ter zmesi 3-p-cimenola, 2,4 heksandiojske kisline
in drugih eteri¢nih olj (Mehpatika®). V Sloveniji
Cebelarji uporabljajo pretezno pripravke, ki vsebu-
jejo velik delez timola (Apiguard® in Thymovar®).

Glavne tarce akaricidov pri cebeli

V tem poglavju zelimo najprej na kratko
predstaviti dva glavna fizioloska sistema cebel,
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tj. zivéni in imunski sistem, na katera prven-
stveno delujejo sinteti¢ni akaricidi in eteri¢na
olja z akaricidnim delovanjem. V nadaljevanju
pa smo pripravili pregled obstojecih podatkov
o vplivu dolocenih akaricidov na komponente
omenjenih sistemov. Poleg vplivov eteri¢nih olj
na ¢ebele primerjalno podajamo tudi podatke o
vplivu nekaterih najbolj pogosto uporabljenih
sinteti¢nih akaricidov.

Zivéni sistem cebel

Holinergi¢ni sistem je eden izmed najpo-
membnejSih ekscitatornih sistemov zivénega
sistema Cebel (Bicker 1999, Thany in sod. 2010).
Holinergi¢ni nevroni sintetizirajo ter spro$cajo
zivéni prenasalec acetilholin, ki so ga dokazali
bolj ali manj po celotnem zivénem sistemu.
Acetilholin deluje na dva tipa receptorjev: mus-
karinske in nikotinske, muskarinski so pretezno
presinapti¢ni, nikotinski pa postsinapti¢ni (Thany
in sod. 2010). Muskarinski receptorji so pomembni
za uravnavanje sproScanja acetilholina, saj z ve-
zavo na muskarinske receptorje, zavira nadaljnjo
spro$c¢anje acetilholina, aktivacija postsinapti¢nih
nikotinskih receptorjev pa povzro¢i vzburjenje
postsinapti¢nega nevrona. Acetilholinesteraza
(AChE), na katero inhibitorno delujejo nekateri
akaricidi, je encim, ki povzroc¢a inaktivacijo
acetilholina s hitro hidrolizo v sinapsah (Thany
in sod. 2010). Vec¢ino encima AChE v glavi Ce-
bel najdemo predvsem v sestavljenem ocesu in
ocescih (Kral 1980, Kral in Schneider 1981). V
mozganih pa je prisotna v podro¢ju antenalnih
lobusov ter kaliksov gobastih teles, opti¢nih
lobusih, v nevropilu, ki povezuje obe hemisferi
ter podrocjih znotraj protocerebruma (sprednjih
mozganov) (Kreissl in Bicker 1989, Scheidler in
sod. 1990). Nikotinskih receptorji se v mozganih
Cebel nahajajo predvsem na Kenyonovih celicah
gobastih teles ter nevronih antenalnih lobusov
(Bicker 1999, Nauen in sod. 2000, Deglise in sod.
2002, Wustenberg in Grunewald 2004, Barbara in
sod. 2005, Thany in sod. 2010). Pokazali so, da so
nikotinski receptorji vpleteni v nastanek olfaktor-
nega (vonjalnega) spomina, ki je zelo pomemben
za uspesno usmerjanje cebel na paSo (Cano
Lozano in sod. 1996, 2001). Mozganske strukture
pri ¢ebeli, ki so pomembne za olfaktorno ucenje,

so antenalni lobusi, gobasta telesa, lateralni deli
protocerebruma (sprednjih mozganov) ter subezo-
fagealni ganglij (Mobbs 1985). Prvo procesiranje
olfaktornih informacij poteka v antenalnih lobusih,
zato le-ti po analogiji predstavljajo olfaktorne
bulbuse pri vretencarjih (Hildebrand in Shepherd
1997). Vonjalna informacija se nato prevaja v visje
integracijske centre kot so gobasta telesa ter po
poteh, ki vodijo do subezofagealnega ganglija.
Gobasta telesa so osnovni mozganski center, ki
nadzoruje kompleksa vedenja in so bistvena za
nastanek olfaktornega spomina (Heisenberg 1998,
Menzel 2001). Cebelje gobasto telo je sestavljeno
iz parnih kaliksov (klobukov), pedunkla (peclja)
ter dveh lobusov (reznjev), alfa in beta. Najpo-
membnejsi vhodni informacijski del gobastih teles
predstavljajo kaliksi, kamor prihajajo informacije
iz drugih senzori¢nih podrocij ¢ebeljih mozganov
(Schurmann 1973, Mobbs 1982, Kenyon 1896).
Kenyonove celice, nevroni gobastih teles, hkrati
obdelujejo razli¢ne senzori¢ne informacije ter jih
nato prevajajo v alfa ter beta lobusa, ki predstavljata
glavna izhodna dela gobastih teles (Schurmann
1970, Mobbs 1982, Rybak in Menzel 1993, 1998).

Gama-aminomaslena kislina (GABA) je
osnovni inhibitorni zivéni prenasalec centralne-
ga zivenega sistema ter zivéno-misi¢nih stikov
(Chapman 1998). Pri ¢ebelah je GABA prisotna
v nevropilu, v strukturah, povezane z u¢enjem in
spominom (antenalni lobus — tipalni¢ni rezenj, go-
basto telo ter opticni lobusi— vidni rezenj) (Schéfer
in Bicker 1986, El Hassani in sod. 2009). Z uporabo
protiteles proti GABA so pokazali njeno prisotnost
v lokalnih internevronih, v projekcijskih nevronih
paje prisotnost zivénega prenasalca GABA precej
okrnjena (Bicker in sod. 1985, Meyer in sod. 1986,
Schéfer in Bicker 1986). GABA se v mozganih
¢ebele nahaja v priblizno 5% nevronov. Inhibitorni
GABA internevroni v gobastih telesih vplivajo v
nastanek olfaktornega spomina pri ¢ebeli, tako da
inhibirajo delovanje Kenyonovih celic (Grunewald
1999). Zivéni prenasalec GABA so dokazali tudi
v vidnih projekcijah, predvsem v opti¢nih lobusih
(Schiéfer in Bicker 1986). Pri medonosni ¢ebeli
verjetno obstajata vsaj dve vrsti GABAergi¢nih
receptorjev, na pikrotoksin (antagonist GABA re-
ceptorjev) obcutljivi ter na picrotoksin neobcutljivi
receptorji (Sachse in Galizia 2002).

Oktopamin spada v skupino biogenih ami-
nov (Farooqui 2011). Pri zuzelkah oktopamin
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deluje kot nevrotransmiter, nevromodulator in
nevrohormon in ima zato pomembno vlogo v
razli¢nih fizioloskih procesih. V perifernem ziv¢-
nem sistemu modulira aktivnost letalnih miSic,
perifernih organov in vecine senzori¢nih organov.
V osrednjem zivénem sistemu je vpleten v regu-
lacijo motivacije, desenzibilizacije senzori¢nih
informacij, vzburjenja, iniciacije in vzdrzevanja
razli¢nih ritmi¢nih vedenj, higienskega vedenja
in kompleksnega socialnega vedenja, skupaj z
ucenjem in spominom. Pri ¢ebelah so pokazali
predvsem vpletenost oktopamina v plesno komuni-
kacijo ter pasno aktivnost, uravnavanje iztegovanja
zela ter olfaktorno ucenje (Burrell in sod. 1995,
Hammer in Menzel 1998, Farooqui in sod. 2003,
Schwaerzel in sod. 2003, Barron in sod. 2007).
V mozganih ¢ebel je oktopamin prisoten predvsem
v gobastih telesih in v nevropilu opti¢nih lobusov,
predvsem v meduli ter v nevrosekretornih celicah,
ki inervirajo Zlezo corpora cardiaca (Mercer in sod.
1983, Kreissl in sod. 1994). Cebele imajo samo
eno vrsto oktopaminskega receptorja AmOA1
(Grohmann in sod. 2003). Pri nevrohormonalnem
delovanju oktopamina se le-ta spros¢a v hemolimfo,
transportira v ciljna tkiva in sprozi mobilizacijo
lipidov in ogljikovih hidratov, ter tako omogoci
zuzelkam podalj$ano aktivnost ali pa okrevanje iz
obdobja povecanega povprasevanja po energiji.
Vpliva tudi na mobilizacijo hemocit po bakterijskih
okuzbah. Domnevajo, da posreduje pri celicnem
imunskem odzivu, kot so hemocitna fagocitoza in
nodulacija med bakterijsko okuzbo (Farooqui 2011).

ImunskKi sistem ¢ebel

Imunski sistem Cebel je prirojen in pretezno
nespecificen. Imunski sistem zuzelk predstavlja:
kutikula kot fizikalno-kemijska bariera, humoralna
imunost, celi¢na imunost in vedenjske strategije
za zmanjSanje prenosa bolezni na nivoju druzine.
Humoralno imunost predstavljajo razli¢ne mole-
kule, kot so antimikrobni proteini (AMP), proteini
podobni komplementu in encimske kaskade,
ki uravnavajo tvorbo melanina (Hillyer 2016).
Humoralni odgovor se sprozi s strani vzoréno
prepoznavnih receptorjev ali receptorjev PRR, ki
so odgovorni za prepoznavanje mikroorganizmov
v telesu, kar sprozi sintezo razlicnih AMP (James
in Xu 2012). Sinteza AMP je uravnavana preko

Stevilnih signalnih poti, $tiri so nasli tudi pri ¢ebelah:
Toll (pomembna za imunost ter razvoj), Imd, INK
in JAK/STAT (Evans in sod. 2006). Humoralni
odgovor nastaja lokalno v prebavilih na mestu
vdora mikroorganizmov, nastaja pa tudi sistemsko
v hemocelu, kjer receptorji PRR prepoznavajo
patogene ter inducirajo sintezo AMP v mas¢obnih
telescih ter hemolimfi. Nekateri liticni encimi,
kot so esteraze, karboksilesteraze ter lizocimi
lahko delujejo kot AMP (Hillyer 2016). Celi¢no
imunost predstavljajo odgovori razli¢nih vrst
hemocit po prepoznavanju patogenov, kar sprozi
fagocitozo (bakterije, virusi), nodulacijo (glive,
skupki bakterij) ali enkapsulacijo (mnogoceli¢ni
paraziti). Celi¢na imunost omeji infekcije s st-
rani patogenih organizmov (Evans 2006, Hillyer
2016). Fagocitozo spremlja sinteza melanina ter
melanizacija nodulov ter kapsul. Znacilna je hitra
sinteza in nalaganje melanina na mesto okuzbe in
poskodbe. Klju¢ni encim za sintezo melanina je
fenoloksidaza. Akaricidi lahko vplivajo na ¢ebelji
imunski sistem na vseh nivojih z oslabitvijo hu-
moralnega in celicnega odziva, pa tudi vedenjske
imunosti. Masc¢obno telesce je pri zuzelkah organ
s Stevilnimi metabolnimi funkcijami in je med
drugim glavni organ udelezen v imunskem odzivu
organizma. Celice mas¢obnega telesca, imenovane
oenociti, so odgovorne za produkcijo proteinov,
ki se sprostijo v hemolimfo in sodelujejo pri pre-
poznavanju patogena in pri mehanizmih imunske
obrambe (Hillyer 2016). Tkivo mas¢obnega telesca
je urejeno v tanke sloje celic ob integumentu, v
direktnem kontaktu s hemocelom, bolj pogosto pa
se ga najde v zadku zuzelke (Roma in sod. 2010).

Mehanizmi delovanja sinteti¢nih
akaricidov in eteri¢nih olj na cebele

Vpliv na zZivcni sistem

Pogosto uporabljen sinteti¢ni akaricid kuma-
fos je organofosfat. Organofosfosfati inhibirajo
acetilholinesterazo (AChE) (Fukuto 1990). Ker
je AChE glavna sestavina vecine sinapti¢nih
prenosov v zuzelkah, lahko njeno zaviranje
povzroci splosne motnje v delovanju vseh organ-
skih sistemov (Kreissl in Bicker 1989, Desneaux
in sod. 2007). Amitraz spada med formamidne
akaricide. Formamidi delujejo toksi¢no preko
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agonisti¢nega delovanja na receptor za nevromo-
dulator oktopamin (Evans in Gee 1980, Dudai in
sod. 1987). Naslednji pogosto uporabljen akaricid
tau-fluvalinat je piretroid (Davies in sod. 2007).
Sinteti¢ni piretroidi blokirajo napetostno odvisne
natrijeve kanal¢ke zuzelk v membranah zivénih
celic in s tem blokirajo delovanje zivénih celic
(Davies in sod. 2007).

Tudi eteri¢na olja delujejo toksi¢no predvsem
preko vpliva na zivéni sistem (Blenau in sod.
2012). Ena izmed pomembni tar¢ eteri¢nih olj v
zivénem sistemu so receptorji za biogena amina
oktopamin in tiramin. To so pokazali za eteri¢na
olja, ki vsebujejo eugenol, o-terpineol in cimetni
alkohol (Enan 2001). Toksi¢nost p-cimena, timola,
karvakrola, a-terpineola in karvona pri vinski musici
Drosophila melanogaster je sorazmerna z afiniteto
vezave na tiraminski receptor, kar pomeni, da vse
te snovi delujejo preko tega receptorja (Enan in
sod. 2005). Potrjena je tudi delovanje eugenola,
cimetnega alkohola, transanetola na oktopaminski
receptor ter timola na receptor za tiramin (Blenau
in sod. 2012). Pokazano je bilo, da nekatere snovi
eteri¢nih olj delujejo tudi na GABAergi¢ni zivéni
sistem. Karvakrol, pulegon in timol so pozitivni
alosteri¢ni modulatorji zuzelcjih GABA, recep-
torjev in s tem dodatno ojacajo u¢inek delovanja
zivénega prenasalca GABA (Blenau in sod. 2012).
Tarce nekaterih monoterpenov so tudi TRP ionski
kanal¢ki, ki jih najdemo v senzori¢nih sistemih
zuzelk, kot je vidni sistem, pa tudi na termo-,
mehano- ter proprioreceptorjih (Fowler in Montell
2013). Pokazano je bilo, da karvakrol, timol, eu-
genol, cimetni aldehid, mentol in karveol delujejo
inhibitorno na TRPL ionske kanalCke, ki so del
druzine TRP kanalckov in za katere je znano, da
so pomembuni pri fototransdukciji, medtem ko pa
kafra in borneol stimulirata te kanalcke (Blenau
in sod. 2012).

Vpliv na imunski sistem

Delovanje sinteti¢nih akaricidov na im-
unski sistem Cebel je slabo raziskano. Nasa
prejs$nja Studija ter tudi Studije tujih avtorjev so
pokazale, da kroni¢na izpostavitev akaricidom
tau-fluvalinat, kumafos, amitraz in flumetrin
spremeni izrazanje nekaterih genov pri cebelah,
ki so povezani z imunskim sistemom (Boncris-

tiani in sod. 2012, Garrido in sod. 2013, Cizelj in
sod. 2016).

Boncristiani in sod. (2012) so pokazali vpliv
kumafosa na izrazanje genov, ki so vpleteni v celi¢ni
imunski odziv. Kumafos pri ¢ebelah inhibira gen
Dscam odgovoren za izrazanje higienskega vedenja
¢ebel, ki sluzi za obrambo proti varoji. Ta gen se
izraza v hemocitah, kjer ima vlogo pri prepoz-
navanju in odstranjevanju patogenov. Kumafos
je zmanjsal tudi izrazanje gena basket, katerega
izrazanje aktivira melanizacijo ter protimikrobne
in apoptoti¢ne obrambne mehanizme. Isti avtorji
so pokazali tudi inhibicijo gena za vitelogenin, ki
med drugim stimulira normalno delovanje hemocit
pri imunskem odzivu (Amdam in sod. 2004,
Boncristiani in sod. 2012). Garrido in sod. (2013)
so pri ¢ebelah, tretiranih s kumafosom in flumen-
trinom, ugotovili spremenjeno izrazanje genov za
antimikrobne peptide (AMP), ki so del humuralne
imunosti. V raziskavi Cizelj in sod. (2016) smo
pokazali, da je vpliv kroni¢ne vzpostavitve kuma-
fosa na imunski sistem kompleksen ter odvisen od
razvojne stopnje ¢ebele. Najvecje zmanjSanje smo
opazili pri izrazanju genov li¢ink in sicer za AMP
defensin-1, za signalni peptid Spaetzle in gen za
PGRP-SC protein, odgovoren za prepoznavanje
patogenov. Pri bubah z belimi o¢mi je kumafos
vplival predvsem na gene za AMP: abaecin,
lysozyme-2 in defensin-1. Pri odraslih ¢ebelah
smo po izpostavitvi kumafosu pokazali povecano
izrazanje genov, ki kodirajo AMP in beljakovine,
ki so vkljucene v JAK / STAT in JNK signalne poti
(Cizeljinsod. 2016). Vse te rezultate vplivov aka-
ricidov je zaradi kompleksnosti imunskega sistema
tezko natan¢no pojasniti. Ugotovljeno je bilo tudi,
da akaricida kumafos in tau-fluvalinat ter fungicid
klorotalonil spremenijo sestavo bakterijske flore v
prebavilih ¢ebel in na tak nac¢in morebiti vplivajo
na imunski sistem ¢ebel (Kakumanu in sod. 2016).

Vplivi eteri¢nih olj na imunski sistem cebel
so prakti¢no neraziskani. Boncristiani in sod.
(2012) so ugotovili, da ima kroni¢no tretiranje s
pripravkom Apiguard®, ki vsebuje timol, podobne
ucinke na izrazanje genov imunskega odgovora
(Dscam in basket) kot kumafos. Zaradi podobnih
mehanizmov delovanja sestavin eteri¢nih olj na
organizme lahko pricakujemo, da tudi drugi naravni
akaricidi vplivajo na imunski sistem, za potrditev
pa so potrebne nadaljnje raziskave.
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Drugi negativni vplivi akaricidov na
cebele

Zaradi nacina aplikacije akaricidov v
cebelarstvu so glede u¢inkov najbolj relevantni
rezultati kroni¢nih tretiranj Cebel s subletalnimi
koncentracijami. Nezeleni ucinki subletalnih
koncentracij kumafosa na ¢ebele so zelo dobro
dokumentirani. Tuji avtorji so porocali tudi o
spremembah izrazanja genov za detoksifikacijo
in hormonov, ki sodelujejo pri nastanku razli¢nih
vedenj Eebel, kot je juvenilni hormon IIT (Bon-
cristiani in sod. 2012, Garrido in sod. 2013,
Schmehl in sod. 2014, Chaimanee in sod. 2016).
Subletalni odmerki kumafosa negativno vplivajo
na vitelogenin in hexamerin 70B v ¢ebeljih mat-
icah, kar verjetno zmanjsuje njihovo Zivljenjsko
dobo, reproduktivno zmogljivost in povecuje
oksidativni stres (Chaimanee in sod. 2016). Nivo
izrazanja proteina hexamerin Hsp70 po tretiranju
s kumafosom je bil spremenjen tudi pri li¢inkah
(Gregorc in sod. 2012). Kumafos vpliva tudi na
premer konénega, mesickasto razsirjenega dela
(acinusa) krmilne Zleze in sprozi povecani nivo
programirane celi¢ne smrti (Smodi§ Skerl in
Gregorc 2010). Ugotovljenih je bilo tudi veliko
uéinkov kumafosa na ¢ebele na nivoju celotne
druzine. Kumafos zmanjsa pasno aktivnost ¢ebel
(Schneider in sod. 2009) hkrati pa negativno
vpliva na prenos hrane med pasnimi ¢ebelami in
delavkami ter med ¢ebelami, ki skrbijo za licinke,
kar posledi¢no negativno vpliva na razvoj zalege
(Bevk in sod. 2012). Prav tako se lahko zmanjsa
prenos hrane med pasnimi ¢ebelami plesalkami ter
spremljevalkami, kar pomembno vpliva na usmer-
janje ¢ebel na paso (Farina in Wainselboim 2005).
Matice druzin, ki so bile tretirane s kumafosom,
imajo lahko zmanj$ano telesno tezo, zmanjsano tezo
ovarijev, poleg tega se matice nenavadno vedejo,
njihove li¢inke pa imajo visoko stopnjo umiranja
(Haarmann in sod. 2002, Collins in sod. 2004,
Pettis in sod. 2004). Po tretiranju s kumafosom
je lahko zmanjsana tudi viabilnost spermijev
trotov (Burley in sod. 2008). Akutna letalna doza
kumafosa je odvisna od starosti ¢ebel in znasa 3
to 6 pg na ¢ebelo in je manjsa za stare éebele (van
Buren in sod. 1992).

Anmitraz je formamidni akaricid, ki stimulira
receptor za nevromodulator oktopamin (Evans in
Gee 1980, Dudai in sod. 1987), zato bi lahko vplival

na pasno aktivnost ¢ebel, vendar to ni raziskano.
Pokazana pa je bila njegova akutna toksi¢nost na
celice srednjega Crevesja licink ¢ebel (Gregorc in
Bowen 2000). Akaricid tau-fluvalinat deluje na
napetostno odvisne natrijeve kanalcke in tako ucin-
kovito odstranjuje varojo, vendar je relativno varen
za Cebele, saj ga Cebelji detoksifikacijski encimi
citokrom-P450-monooksigenaze ucinkovito
in hitro metabolizirajo (Johnson in sod. 2010).
Vendar tau-fluvalinat verjetno ni neskodljiv za
Cebele in vpliva na zdravje matic in trotov. Matice,
izpostavljene visokim odmerkom tau-fluvalinata,
so manj$e od neizpostavljenih. Troti, izpostavljeni
temu akaricidu tekom razvoja, bodisi spolno ne
dozorijo in so neplodni ali pa imajo manjso ko-
li¢ino spolnih celic, vendar pa to naj ne bi imelo
vpliva na stevilo njihovih potomcev (Johnson in
sod. 2010). Ne glede na nedvoumno dokazane
negativne ucinke kumafosa in tau-fluvalinata na
Cebele, pa raziskovalci Berry in sod. (2013) po
aplikaciji v subletalnih koncentracij komercialnih
pripravkov Apistan® (tau-fluvalinat) in Check
Mite® (kumafos) v panje niso zaznali negativnih
uc¢inkov obeh akaricidov na cebelje druzine.
Apistan® ali Check Mite® tako nista imela vpliva
na koli¢ino zalege, medu, stopnje pasne aktivnosti,
na ¢as vracanja pasnih ¢ebel nazaj v panj in stopno
okuZzenosti z nosemo.

Ce primerjamo akutne letalne doze najbolj
pogostih sinteti¢nih akaricidov, lahko ugotovimo,
da je izmed zgoraj opisanih akaricidov amitraz
najmanj toksi¢en za Cebele, tau-fluvalinat in
flumentrin pa sta najbolj toksi¢na (Oruc in sod.
2012, Dai in sod. 2017). Namre¢, akutna letalna
doza amitraza je 14.83 pg na li¢inko ¢ebel, kuma-
fosa 2.7 pg na li¢inko in tau-fluvalinata 0.83 pgna
li¢inko, flumentrina pa 0.527 pg na odraslo ¢ebelo.

V primerjavi s sinteti¢nimi akaricidi je za
naravne akaracide znanih bistveno manj podatkov
glede njihove varnosti za Cebele, sploh kar se
ti¢e kronicnih izpostavitev oziroma izpostavitev
subletalnim koncentracijam. V Tabelil smo
zbrali obstojece podatke o strupenosti razli¢nih
eteri¢nih olj z akaricidnim delovanjem za ¢ebele
A. mellifera. Ugotavljamo, da so bile cebele v
vecini dosedanjih Studijah izpostavljene akutno
(4-72 ur) zelo visokim koncentracijam izbranih
testnih snovi. Slednje je vodilo v visoko smrtnost
&ebel. Cebele so bile eteriénim oljem izpostavljene
pod zelo razli¢nimi pogoji. Eteri¢na olja so bila
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bodisi nanesena direktno v petrijevko ali stekle-
no posodo, v vosek, direktno na trup Cebele, v
nekaterih Studijah pa so bile ¢ebele izpostavljene
v panju. Podajanje izpostavitvenih doz je zato
neenotna. Cebele so bile pogosto okuZene, saj
so avtorji vzporedno proucevali tudi vpliv na
zmanjS$anje pojavnosti varoje, zato ti rezultati ne
podajo informacije, kako bi se na testirano snov
odzvale zdrave ¢ebele. Zakljucujemo, da obstaja
potreba po sistemati¢nem testiranju vplivu naravnih
akaricidov na cebele, kjer bi bile cebele le-tem
izpostavljene pod enakimi pogoji in bi bili poskusi
izvedeni po principu aktualnih smernic testiranja
strupenosti, npr. OECD TG 245.

Na voljo je le malo podatkov o subletalnih
ucinkih akaricidnih eteri¢nih olj na cebele
(Boncristiani in sod. 2012). Poleg Ze zgoraj omen-
jenih u¢inkov na imunski sistem (Boncristiani in
sod. 2012) je bilo pokazano, da timol vpliva tudi
na odstranjevanje zalege s strani ¢ebel (Marchetti
in sod. 1984, Floris in sod. 2004), povecuje
umrljivost matic (Whittington in sod. 2000),
zmanjsa fototakso Cebel delavk (Bergougnoux
in sod. 2013) ter preprecuje olfaktorno ucenje:
pogojevanje refleksa iztegovanja proboscisa pri
Cebelah delavkah (Bonnafé in sod. 2016). U¢inke
eteri¢nih olj z akaricidnim delovanjem na ¢ebelo
smo povzeli na Sliki 2.

Spremenjeno izrazanje
genov imunskega odgovora

IMUNSKI SISTEM

Slika 2:

OSTALIVPLIVI

- odstranjevanje zalege s strani ¢ebel
- umrljivost matic

- fototaksa cebel delavk

- olfaktorno ucenje

Zakljucki in nadaljnje smernice

V prispevku smo predstavili obstojeca znanja
o vplivu eteri¢nih olj s potencialnim akaricidnim
delovanjem na medonosno ¢ebelo 4. mellifera.
Ugotavljamo, da je v nasprotju s sinteti¢nimi
akaricidi, podro¢je vpliva akaricidov z naravnim
izvorom precej manj raziskano. Kratkotrajne
Studije so pokazale, da so v dolo¢enih visokih
odmerkih nekatera eteri¢na olja strupena za
¢ebele. Vendar uporaba v ¢ebelarstvu temelji na
nizjih, subletalnih koncentracijah s podaljSanim
tretiranjem. Testiranja subletalnih koncentracij
eteri¢nih olj za zatiranje varoje v laboratoriju so
pokazale visoko akaricidno u¢inkovitost velikega
Stevila eteri¢nih olj ter relativno nizko toksi¢nost
za Cebele, zato so nadaljnje takSne raziskave per-
spektivne. Kot glavni taréi delovanja eteri¢nih
olj na ¢ebele smo izpostavili ziveéni ter imunski
sistem. Se posebej so pomembna znanja o njihovem
vplivu na imunski odziv, saj so spremembe le tega
navedene kot eden izmed potencialnih moznih
vzrokov za slabo zdravje ¢ebel. Med etericnimi
olji prevladujejo podatki za timol ter njegove pri-
pravke (Apiguard®, Apilife Var®), precej manj pa je
podatkov o drugih pogostih aktivnih u¢inkovinah
eteri¢nih olj. Zakljucujemo, da obstaja potreba po
sistemati¢nem testiranju vplivu akaricidnih ete-
ri¢nih olj na ¢ebele, s poudarkom na dolgotrajnih
izpostavitvah izvedenih po principu aktualnih
smernic testiranja strupenosti, npr. OECD TG 245.

- aktivnost AChE
- tiraminski receptor

- dopaminski receptor
- GABA receptor

- TRLP ionski kanalcki

ZIVCNI SISTEM

Povzetek ucinkov nekaterih eteri¢nih olj, ki se uporabljajo za zatiranje varoje, na medonosno ¢ebelo

Apis mellifera. (AChE:acetilholinesteraza; GABA: Gama-aminomaslena kislina).
Figure 2: Summary of the effects of some acaricide essential oils on the honey bee Apis mellifera.
(AChE:acetylcholinesterase; GABA: gamma-aminobutyric acid).
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Velik izziv za prihodnje raziskave predstavlja
optimizacija aplikacije in standardizacija uporabe
eteri¢nih olj in njihovih uéinkovin v ¢ebelarstvu.

Summary

Beekeeping has been recognized as an essential
part of food production in countries with intensive
agriculture. Honey bees (4pis mellifera) are im-
portant pollinators and have great environmental,
agronomic and economic importance. The parasitic
bee varroa mite (Varroa destructor) is among the
most serious honey bee pests and cause substantial
economic losses in beekeeping industry. Effective
varroa mite treatment is therefore a pressing issue
worldwide. Beekeepers utilize a wide range of
different synthetic chemical substances (called
acaricides), and application techniques to keep
mite populations under control. However synthetic
acaricides cause mite resistance, they are persistent
in the wax and have documented adverse effects
on honey bees. Therefore the use of naturally
derived substances is being promoted. One of
these substances with known varroa mite toxic
actions are essential oils. Among them, thymol is
the one with the most frequent use. In this paper
we review the existing knowledge regarding the
effects of essential oils with known acaricide ac-
tions on honey bee A. mellifera. In particularly,
we focus on the mechanisms of toxic action on
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