ZAKLJU CNO POROCILO
O REZULTATIH OPRAVLJENEGA RAZISKOVALNEGA DELA
NA PROJEKTU V OKVIRU CILINEGA RAZISKOVALNEGA
PROGRAMA (CRP) »KONKUREN CNOST SLOVENIJE 2006 — 2013«

|. Predstavitev osnovnih podatkov raziskovalnega projda

1. Naziv teziga v okviru CRP:
Zootehnika, zivinoreja, vzreja

2. Sifra projekta:
| V4-0484 |

3. Naslov projekta:
ZmanjSevanje vpliva spremenjenih klimatskih pogojm delovanja patogenih |n
nepatogenih dejavnikov na druzine kranjgkbele (Apis mellifera carnica)

3. Naslov projekta

3.1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:
ZmanjSevanje vpliva spremenjenih klimatskih pogoredelovanja patogenih in
nepatogenih dejavnikov na druzine kranjgkbele (Apis mellifera carnica)

3.2. Naslov projekta v angleSkem jeziku:
Reducing the influences of changed climatic coon# and effect of pathogenic and
nonpathogenic factors on carniolan honeybee cadwipis mellifera carnica)

4. Kljuéne besede projekta

4.1. Kljuéne besede projekta v slovenskem jeziku:
kranjskacebela (Apis mellifera carnica), reja, odmiranjetopagija

4.2. Kljuéne besede projekta v angleSkem jeziku:
carniolan bee (Apis mellifera carnica), breedingrtality, pathology
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Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehraR&
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10448 | | Ales Gregorc
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Podpis vodije projekta: Podpis in zig izvajalca:
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okviru CRP
1. Cilji projekta:
1.1. Ali so bili cilji projekta dosezeni?
X a) v celoti
[ ] b) delno
[ ] c) ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

Vsebinska struktura zakljué¢nega pordila o rezultatih raziskovalnega projekta v

1.2. Ali so se cilji projekta med raziskavo spreftien

[ ] a) da
X b) ne

Ce so se, je potrebna utemeljitev:
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2. VVsebinsko pordilo o realizaciji predloZzenega programa dela
Obseg projektnega raziskovanja

V okviru projekta smo imeli zastavljene cilje zamdfanja boljSih pogojev ohranjanja
¢ebeljih druzin, ugotavljanja vpliva patogenih inpatogenih dejavnikov na posamezno
cebelo in nacebeljo druzino, ter ugotavljati vplive na prezieetiruzin v vseh letnih
obdobjih. Pri tem smo dali poudarek ugotavljanjisqnosti spor Nosema ceranagq in
cebeljin virusov vcéebeljih druzinah. Poleg tega je bil cilj projektadobiti ustrezne
raziskovalne rezultate za pristojno ministrstvo¢elelarje in Veterinarsko upravo.
V raziskavi smo uporabili laboratorijske raziskowal metode predvsem v zvezi z
ugotavljanjem patogenov v vzmnem materialu in ugotavljanje razvoja druzin v
poskusnemcebelnjaku. Nadalje so bile v okviru programa prddwe raziskave |v
poskusnih druzinah, in sicer analiza prehranskegana in ugotavljanje vpliva ngebeljo
druzino. Pri tem je bilo predvideno spremljanjeiv@ldodajanja hrane in prdevanja
vpliva kakovosti hrane na razvogbel, kjer se je spremljalo prezivetje druzin irseg
zalege, izvajalo se je determinacijo spor Noserokaziovalocebelje viruse in ugotavljala
stopnja napadenosti s prSico Varroa destructorabbratorijskin poskusih pa je bilo
predvideno raziskovanje okuzbe delavk s sporamieN@asv laboratorijskih pogojih. Rri
tem je bil poudarek na spremljanju razvoj okuzbgperami Nosema, Zivljenjska dopa
cebel. V nértu raziskav je bila uporaba umetne vzrégbelje zalege v inkubatorju |in
izvedba imunohistoloskih preiskav.

Program raziskovalnega projekta je predvideval tadsirjanje rezultatov. V doriain
tuji strokovni literaturi in na razinih strokovnih in znanstvenih s@njih smo pordali o
izvedenih posameznih nalogah iz projekta.

Metodolosko teoretni opis raziskovanja in pridobljeni rezultati

V letu 2009 in 2010 smo izvedli poskuseiebeljih druzinah, ki smo jih spremljali ¢d
poletja 2009 do spomladi 2010. V laboratoriju snpazovali tretirane delavke v kletkah

oziroma vcebelji druzini in umetno vzrejaliebeljo zalego v inkubatorju. Raziskave smo
razdelili na tri sklope:

A) Poskusi Webeljih druzinah:
- Vpliv dodajanja hrane v brezpasnem obdobju

B) Poskusi v kletkah:
- Poskus okuzbe s sporami Nosema ceranae

C) Umetna vzrejgebelje zalege:
- Ugotavljanje vpliva pesticidov na razvoj zalegkaboratorijskih pogojih

! Potrebno je napisati vsebinsko raziskovalno gitwpkjer mora biti na kratko predstavljen progratela z
raziskovalno hipotezo in metodoloSko-teafeti opis raziskovanja pri njenem preverjanju alrasanju vkljuino s
pridobljenimi rezultati projekta.
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A) POSKUSI VCEBELJIH DRUZINAH
Vpliv dodajanja hrane v brezpasnem obdobju

1. Material in metode

V poskusu smo 15 izetanih ¢ebeljih druzin oskrbovali z raziimi dodatki hrane.
vsaki skupini je bilo 5 druzin. Druzine v prvi skaopso prejele po 1 kilogram po&a
Apifonda®, z dodatkom 30 g cvetnega prahu in 1tgminov Muvisel®; druzine druge
skupine so dobile po kilogram pagaApifonda® brez dodatkov, druzine v tretji skupini
pa dodatka hrane niso dobile. Druzinam smo hrawig plodali 20. 7., nato Se 3. 8. in 24.
8. 2009. Vzporedno smo v vsaki skupini druzin dvematicama, per os, dodali spore
Nosema ceranae, eni matici pa spore N. apis. Paratei v vsaki skupini spor nista
dobili in so bile kontrolne. Matice v poskusnih pkuah smo individualno hranili |s
poma:jo mikropipete. Prejele so po 3 pl suspenzije 9@D,sporami N.apis oziroma
60,000 sporami N. ceranae. Druzine smo v jeseprayili na zimsko obdobje tako, gda
smo jih nakrmili s sladkorno raztopino v razmerji.1
Cebele delavke smo v letu 2009 wsbrstiri krat zapored vsak mesec, nato pa smaq pri
vzortenih delavkah s pond mikroskopa ugotavljali prisotnost spor, z uparab
hemocitometra pa datali njihovo Stevilo. Iztrebek matic smo prav takeeigkali ng
prisotnost spor. Vzorce smo uporabili tudi za deteacijo N. apis in N. ceranae ter
ugotavljali prisotnost Stirikebeljih virusov, in sicer ABPV (Virus akutne paraiebel),
BQCV (Virus ¢rnin mattnikov), DWV (Virus deformiranih kril) in SBV (Viru
mesStkaste zalege). Pri vseh druzinah smo v obdobjuanya poskusa spremljali obseg
zalege in odpad varoj na podnici panja.

\"2J

Ugotavljali smo:

. prezivetje druzin v brezpasSnem obdobju

. obseg zalege,

. prisotnost in Stevilo spor Nosema sp. pri poskusgnuzinah,
. determinacija N. apis/ceranae,

. prisotnost virusov (ABPV, BQCV, DWV, SBV),

. odpad varoj pred in po zatiranju z akaricidi.

2. Rezultati

2.1. Prezivetje druzin v brezpasnem obdobju inmgtidajanja hrane
Cebelje druzine, ki so v pretku brezpasnega obdobja prejele gegao v celoti uspedno
prezivele zimsko obdobje. V skupini, ki je poleggpie prejela Se vitamine in cvetni prah,
so od petih prezivele tri druzine, medtem ko jé&uwysni, ki ni prejela nadomestkov, zimo
prezivela le ena od petih druzin.

2.2. Obseg zalege
V spomladanskem obdobju 2009 pred dodajanjem hsanémele najv&§o povrsino
zalege druzine st. 1, 7 in 10. NajslabSi razvokamale druzine St. 14, 3, 4, 11 in 2.
Konec avgusta, po zadnjem, tretiem dodajanju hrgmemela najveji obseg zaleg
druzina St. 9 (dodatek pagg, najslabsi ravoj pa druzina, ki ni prejela hraste3.

Spomladi 2010 sta se najbolje razvijali druzini $tin 10, ki sta prejemali poga,
najslabsi razvoj pa je bil pri druzini brez dodatkane (St. 1), vendar tudi pri druzini|St.

[1°)
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13, ki je prejela hrano s tremi dodatki (cvetnitprpog&o in vitamine) in pri druzini ét.Ji
(pogaa). Mesec dni pozneje je nafyieobseg zalege imela druzina st. 14 (cvetni prah,
poga&a, vitamini).

2.3. Determinacija spor N. apis/ceranae
Determinacijo spor Nosema spp. smo opravili z maeko metodo, PCR. Pri vsgh
druzinah smo ugotovili prisotnost N. ceranae. Zkenanetodo smo pregledali tudi
iztrebke matic, ki pa so bili negativni. Okuzbapeiami N.apis pri maticah ni uspela, [saj
spor v iztrebku nismo identificirali.

2.4.  Prisotnost virusov (ABPV, BQCV, DWV, SBV)

V vzorcih delavk, ki smo jih vzéili konec avgusta 2009, so bili v skupini, ki jeepmalg
pog&o, v skoraj vseh druzinah prisotni vsi Stirje vir@WV, SBV, ABPV in BQCV),
pri maticah sta bila prisotna le dva (DWV in SBVjruse smo ugotavljali z molekularno
metodo PCR. V skupini, ki je prejemala tri dodatkeetni prah, poga in vitamini), je
bilo prisotnih manj virusov v posamezni druzini, dtem ko so bile vse matice iz teh
druzin okuzene z DWV in SBV. V skupini, ki ni dobitlodatne hrane, so bili v druzinah
prisotni trije virusi (DWV, SBV in BQCV), pri matah pa DWV in SBV.

V drugem letu izvajanja projekta letu smo Wdlispomladi delavke in matice v druzingh,
ki so prezivele zimsko obdobje. Ugotavili smo ptsist treh virusov (SBV, ABPV i
BQCYV) pri v&ini druzin, ne glede na dodajanje hrane. Prav saktyije virusi prisotni prj
maticah, kjer pa ni bilo okuzbe z virus@mih mattnikov (BQCV).

>

2.5  Stevilo spor Nosema sp. pri poskusnih druzinah

Pri pregledu zadkov delavk smo ugotovili, da jeolpli okuzenih druzinah naj¥espor
pri delavkah, ki v brezpasnem obdobju niso prejldatne hrangieprav je bilo visok(
Stevilo spor ugotovljenih tudi pri delavkah, ki oibile okuzene in niso prejele hrane| V
avgustu se Stevilo spor pri okuzenih druzinah nigpalo, obratno pa se je pasao pri
neokuzenih, predvsem pri druzinah, ki niso prefgkne. V novembru se je Stevilo spor
povealo pri vseh druzinah. Zimsko obdobje je prezivedem druzin, od tega Stiri niso
bile okuzene in so prejele hrano v preteklem Idlesec dni kasneje so bile spore

manjSem Stevilu prisotne le Se pri dveh druzinahsmko ju prejSnje leto oskrbovali| z
nadomestno hrano.

o

2.6. Odpad varoj pred in po zatiranju z akaricidi
V z&etku avgusta 2009 smo &ebelje druzine vstavili trakove akaricida Apivar®
(amitraz). Oktobra smo @eli izvajati zimsko zatiranje s pripravkom Antiv@mitraz) in
postopek ponovili dvakrat. Po zadnjem zimskem aajir je na dan odpadlo od¢nilo
enajst odraslih prSic Varroa destructor. Druzingekprejela nadomestke hrane (péaj
je imela najveje Stevilo varoj po zadnjem zatiranju, vendar jpasno prezivela zimsko
obdobje.

3. Zakljweek
Iz pridobljenih rezultatov ugotavljamo, da dodagrijrane pozitivno vpliva na raz\oj
druzin v brezpasnem obdobju. V jeseni so druzineolj&ivalne, da uspesSno prezivijo
dolgo zimsko obdobje, spomladi pa so v stanjuhkogaia hiter razvoj.
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Okuzba s sporami Nosema je bila manj pogosta &neje razvitih druzinah, ki so dobile
dodano hrano, bodisi z dodatki ali brez. V zimskebdobju pa vpliv prehrane na
verjetnost okuzbe ni bil ¥eizrazit, saj je v tem obdobju prislo do medsebgfe
okuzevanja med delavkami. Prehradebeljin druzin ima posredni vpliv na razyoj

nosemavosti, pogojno vpliva tudi na sposobnosspesnost prezivetja zimskega obdopja.
Prehranski dodatki niso pokazali posebnega vplarpagjavljanje virusov, saj so bili virusi
prisotni v vseh poskusnih skupinah, tako pri dedédvkot pri maticah.

B) POSKUSI V KLETKAH
Poskus okuzbe s sporami Nosema ceranae pri delavidatkah

1. Material in metode
Poskus v kletkah je potekal na osnovi okuzbe delavknano koncentracijo spor N.
ceranae v dveh razhih ¢asovnih obdobjih (spomladanskem: maj — junij; jeskem:
september - oktober). V posamezni skupini je bkipugenih 30 novoizlezenih delavk, ki
smo jim aplicirali spore N. ceranae. Prisotnogirdg. ceranae v pripravljeni hrani smo
preverili z molekularno metodo PCR.

V prvem poskusu v obdobju maj — junij smo en damist delavkam p/o inokulirali 3
suspenzije spor, vsaka skupina delavk je prejedledajo koncentracijo spor:

. skupina 80,000 sp@égbelo;
. Sskupina 53,000 sp@égbelo;
. skupina 40,000 spaebelo;
. skupina 26,000 spagbelo,
. skupina: kontrolna; sladkorna raztopina.

O WNBE

Drugi del poskusa v obdobju september — oktobéil jeastavljen enako, suspenzija spor
v hrani (3 pl/delavko) je bila glede na skupinoledsja:

. skupina 62,000 spaégbelo;

. skupina 41,000 spaéebelo;

. skupina 31,000 spaéebelo;

. skupina 21,000 spggbelo),

. skupina: kontrolna; sladkorna raztopina.

O WNBE

Vzoréenje
Delavkam v poskusu maj — junij smo 28. maja aiciznano koncentracijo sppr
Nosema, nato smo delavke 6-krat Wzorza histoloSke preiskave in dalali prisotnos
spor v srednjendrevesu. Sposobnost prezivetja delavk je bila §dnnokulaciji, ko smo
tudi zakljwili z vzoréenjem.

23. septembra smo delavkam inokulirali spore, metosmo delavke 6-krat vzoli za
histoloSke preiskave in dalali Stevilo spor. Delavke so zivele 15 dni po té&m,so bile
inokulirane s sporami.

Ugotavljali smo:
. Stevilo spor pri okuzenih delavkah,
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. dolgozivost okuzenih delavk v laboratorijskih pgb,

. pojav celéne smrti in lokalizacija stresnih proteinov (Hsp)celicah srednjed
crevesa.
2. Rezultati

2.1 Dola:anje Stevila spor pri delavkah

Delavke, okuzene v maju, so imele nad 1.000.000 Npsema 5. dan, delavke, okuZz{
konec septembra, pa 12. dan. V vseh okuzenih datald smo jih vzatili v zacetku
junija, so bile 8. dan po okuzbi prisotne sporer lkao preverili s svetlobnil
mikroskopom in s pomigo hemocitometra dolali Stevilo spor pri posamezni delavki.
Najvesje Stevilo spor je imela delavka iz tretje (14X1506) in¢etrte skupine (6,9 x 106
Pri vzokenih delavkah iz skupine, ki smo jim aplicirali wa&j spor med poskusnin
skupinami, 0,8 x 105 spor, smo 8. dan po okuzbtaglo 3,7 x 106 in 0,8 x 106 prisotn
spor. Pri vzatenih delavkah iz poskusa, ki smo ga opravljali daju september
oktober, pa smo ugotovili bistvenodye prisotnost spor v skupini, ki so prejele najeq
Stevilo spor. Iz te skupine je bilo pri prvi delawgotovljeno 23,65 x 106 spor, pri dry
pa 14,90 x 106 spor, iz druge skupine smo pri gelavki ugotovili 1,25 x 106 spor in
drugi 8 x 106 spor. Pri delavkah iz skupine, ki spihoinokulirali z najmanjSo kodino
spor, smo pri zadnjem vamnju ugotovili 0,05 x 106 in 0,10 x 106 prisotisibor.

2.2 Dolgozivost okuzenih delavk v laboratorijskibgojin

Delavke so v kletkah v umetnih pogojih zivele 8 dripomladanskem obdobju okuzbe

jesenskem obdobju so Zivele d&sa, do 15 dni.

2.3 Pojav cetine smrti in lokalizacija stresnih proteinov (Hsp)celicah srednjed
crevesa.

Pri raziskavah smo uporabljali tehnike ApopTag in Situ Cell Death detection Ki
(ISCDDK), s katerimi smo dot@li nivo celéne smrti, ter stresne proteine Hsp 70 in
90, s katerimi smo lokalizirali aktivnost v celicabrednjegacrevesa delavk
spomladanskem obdobju.

3. Zakljweek

V poskusih je uspela umetna okualgdoel s sporami N. ceranae. Pridobljene izkusnj
individualni inokulaciji spor nam bodo koristileipradljnih raziskavah na tem podjo.
Ugotovili smo tudi razlike v dovzetnosti spomladahsn jesenskiltebel, saj se je ples
v gostitelju razvijala hitreje spomladi kot jeserazvoj pa je po p¢akovanju odvisen o
kolicine inokulata. Prezivitvena sposobnost delavk tkkle je bila jeseni daljSa kot
spomladanskihktebelah. Tudi v laboratorijskih pogojih se odrazdgdpivost zimskih
cebel, ki so izlezene jeseni. Zato bi z ustreznimazjevanjem prisotnosti kuzne
materiala v panju lahko prispevali kdjedolgozivosti ¢ebel v zimskem obdobju. Na
n&in bi lahko vplivali tudi na prezivetjéebelje druzine v celoti. Podfje dolgozivost

a
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cebel in vpliv na prezivetje druzin bo potrebno $tartneje raziskati. Poznavanje teh

lastnosti je izjemnega pomena za naSo populacigmjgke ¢ebele v kontinentalne
klimatskem obmgju.

m
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Poskus okuzbe s sporami Nosema ceranae pri deladedelji druzini
1. Material in metode

V posamezni skupini je bilo okoli 100 novoizlezeigbeljinh delavk. Glede na stopnjo
dodanih spor v suspenzijo hrane smo delavke ralzws8 skupine. Delavke v pryi
skupini smo inokulirali s 3ul suspenzije, ki je vsebovala 13,800 spor N. cagan
delavkam v drugi skupini pa 3,450 x 104 spor Nanee. Tretja kontrolna skupina ni hila
tretirana, delavke so prejele le sladkorno razt@pin
Delavke smo ozrdi z markerjem in jih dodali v pravilno razvitéebelje druzine.
Prisotnost spor N. ceranae v hrani smo potrdibmqjo molekularne metode PCR.

Vzoréenje
Vzorcili smo vsak drugi ali tretji dan do 23. dne. Poispamezni delavki, iz vsake skupine
po tri, smo v srednjentrevesu ugotavljali prisotnost spor s pafo svetlobneg
mikroskopa pri 400 x powvavi, s hemocitometrom pa dalb njihovo Stevilo. Zg
imunohistolosSke preiskave smo delavki iz vsake sleipreparirali srednjé€revo, g3
shranili v 10 % formalinu, dehidrirali v seriji akolov (70, 90, 100%), v ksilenu in zali
v parafinski vosek. Z mikrotomom smo narezali 5 famke rezine, jih polozili v topl
kopel, pritrdili na objektna stekla in posusSili. \hadaljevanju smo izvedli
imunohistokemine preiskave, s katerimi smo ugotavljali stopnjbéoe smrti v celicah
srednjegatrevesa in opisali aktivnost in lokalizacijo strdsmroteinov ali "Heat shogk
proteins” (Hsp 70 in Hsp 90).

%

[®)

Ugotavljali smo:

. Stevilo spor pri okuzenih delavkah,

. pojav celéne smrti in lokalizacija stresnih proteinov (Hsp)celicah srednjeda
crevesa.

2. Rezultati

21 Stevilo spor pri okuZenih delavkah
Pri vseh vzorcih delavk iz prve in druge skupineosmgotovili prisotnost spor Nosema.
Ugotovili smo, da so imele delavke v ventrikulu 0MO00 spor 7. dan po &&ni
inokulaciji. Kasneje nismo ugotovili opaznih razliked skupinama delavk, ki so hile
inokulirane z razlino koli¢cino spor. Najvé&ji nivo okuzbe smo ugotovili 23. dan v pitvi
skupini, kjer je bilo v ventrikulu delavke ugotostjih 56,35 x 106 spor.

2.2 Pojav cetine smrti in lokalizacija stresnih proteinov (Hsp)celicah srednjega
crevesa

3. Ugotovitve

V raziskavi smo uporabili dva kita za doéémje celéne smrti. V okuzenih dinkah smd
ugotovili pove&ano celéno odmiranje v srednjerrevesu. Posledica okuzbe se kaze v
pove&anem nekrotinem odmiranju epitelija, ki je ireverzibilen procés v primeru
vecjega obsega prizadetosti povaraudi odmrtje cebele. Spremembe so bile v visoko
prizmatinih epitelnih celicah in v sloju regenerativnihiceFaradi prizadetosti teh celic
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je zmanjSana sposobnost obnavljanja epitelija. Tokializacija heat schock proteinpv
(Hsp), ki je bila manj izrazita v okuzenem tkive, Zn&ilna za tkiva, ki so pod vplivor
delovanja zunanjih dejavnikov. Aktivhost Hsp je mainzrazita v celicah zdravega tkiya,
in ima funkcijo zmanjSevanja delovanja negativnghiwov iz okolja in lahko prispeva k
zmanjSevanju odmrtja celic. NaSi rezultati kazegosubklinEne spremembe v srednjem
crevesu, ki se lahko pojavijo v &stni fazi okuzbe ali delovanja drugih dejavnikoe| n
izkljuc¢uje pa moznosti razvoja sprememb v smeri degenertigva in odmrtjacebele

>

C) UMETNA VZREJACEBELJE ZALEGE
Ugotavljanje vpliva pesticidov na razvoj zalegabdratorijskih pogojih

Odmiranje¢ebeljin druzin, se Zame s slabenjerdebelje druzine. Odmiranje je povezano z
nekaterimi dejavniki (npr. prisotnost varoj, noserebeljih virusov, uporaba akaricidpv
in drugih &inkovin v panju ali v okolici). Cebelar vé&jo zastrupitev opazi na osnqvi
povetanega odmrtja delavk pred in v panju z @mami znaki, kot je sprozen dkk.
Kadar pacebelja druzina slabi postopno, kar se kaze v zreaajju Stevila delavk in
njihovim hitrejSim odmiranjem, je mozno, da se @®z&enja ze v razvojni faziebel.
Cilj naSih poskusov je bil ugotoviti vplive raatih dejavnikov na razvajebelje zalege.
Za ta namen smo uporabili metodo umetne vzrejeyealenkubatorju.

1. Material in metode

1.1 Vzrejni material
Za pridobivanje primernega vzrejnega materiakéinki, smo uporabili pravilno razvito
¢ebeljo druzino na sedmih AZ satih. V ngaii izolator smo vstavili prazen, vendar|ze
uporabljen sat, iz katerega so se ze polegle nda@iat smo dan pred namestitvijo matice
postavili v izolator in ga dodatiebelji druzini, da so ga zasedle delavke. Nasledimj
smo matico vstavili v izolator za okoli deset ua,jd zalegala na satu.

1.2 Priprava hrane z&inke
Licinke, ki smo jih presadili s sata v vzrejne dk@, smo dnevno hranili s pripravljepo
hrano: matini mlecek (50 %) in vodna raztopina (50 %) D-fruktoze (62, D-glukozeg
(12 %) ter kvasni ekstrakt (2 %) (Vandenberg inn&muki, 1987). Sladkorno raztopino
smo filtrirali skozi membranski filter (0,2 pm) o nato dodali hrani. Hrano z&iihke
smo pripravljali sproti pred vsako vzrejno serijojo pred dodajanjem zalegi ogreli na|34
oC.

1.3 Presajanjedink in vzreja
Cetrti dan po prestavitvi matice iz izolatorja, ko Isile licinke stare do 24 ur, smo sat z
vzrejnim materialom prenesli v laboratorij, kjer aricinke presajali v matne lortke s
pripravlijeno hrano (10 ul). Matne lortke smo namestili v 48 kanalne (mikrotiterske)
ploXe za tkivne kulture. V vsak kanal je bil nard&s zvitek bombaza, navlazen z 15,% %
glicerolom. Maténe lortke smo predhodno 20 min dezinficirali, jih po o$us
individualno stehtali (+/- 0,1 mg) ter jih namesW 48 kanalne mikroterske plkos
Mati¢ne lortke smo pred presajanjem segreli v inkubatorju @Xif vanje odpipetira
po 10 ul pripravljene segrete hrane. éetaem obdobju vzreje (hranjenje je trajalo 6 ¢ni)
so bile Iginke v desikatorju, kjer je bila stalna temperat@ea °C in 96 % relativhg
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vlaznost. Nadalje smo bube vzrejali v drugem desika kjer je bila vlaznost nizja, 80
%. Vzrejni material je bil ve&as v temnem prostoru.

V poskusu so bile tri skupinecink: prvi dve skupini sta bili tretirani z akaricitha
kumafos oziroma amitraz, tretjo skupindiik smo tretirali s sistemskim insekticidom
imidakloprid, ¢etrte skupine nismo tretirali in je bila za kontrol

1.4 Hranjenje in tretiranjedink s pesticidi

Hrano smo v termobloku segreli na 34 °C in z njewho hranili IEinke z uporab
mikropipete. Pred hranjenjem smo s stereomikroskopreverili aktivnost tink in sproti
odstranili odmrle.

Sedmi dan vzreje smctinke v maténih lonckih individualno stehtali (+/- 0,1 mg) in jih
polozili na dno kanalov mikrotiterskih plsV tem obdobju razvoja s&inke iztrebljajo
Enajsti dan smo zalego v kanalih prekrili s tankasgo voska (2,5 g) in jo postavili|v
pokortni polozaj.

7

2. Ugotovitve
Po dajanju akaricidov v hranocilnkam smo ugotovili zmanjSano rastitik. Umetna
vzreja ¢ebelje zalege, ki smo jo v laboratoriju razvijalidi v okviru projekta CRR,
omoga@a razvoj obseznega raziskovalnega pddre cebelarstvu. Predvsem raziskave o
delovanju spor Nosema, kar smo izvedli v okvirujgkta, in Stevilna druga odpfta
problemska podiga, ki imajo domnevno velik vpliv na prezivetje poseznetebele al
celotne druzine. V okviru projekta pridobljeni réati omog@&ajo razvoj raziskav za
izboljSanje poznavanja ragtih vplivov na kranjskoé¢ebelo. Sem lahko vklfiimo
razlicne patogene in nepatogene dejavnike. Predstavigmiltati so pomembni za
cebelarsko prakso in poznavanje pomena prehtabelje druzine za njeno prezivetje in
tudi vitalnost, kar bo predvidoma predmet prihokdmaziskav doma in v tujini.
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3. Izkoris ¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. KaksSen je potencialni ponfaezultatov vaSega raziskovalnega projekta za:
a) odkritje novih znanstvenih spoznanj;

b) izpopolnitev oziroma razSiritev metodolosSkaggtrumentarija;

C) razvoj svojega temeljnega raziskovanja;

d) razvoj drugih temeljnih znanosti;

e) razvoj novih tehnologij in drugih razvojnidziskav.

DAL

3.2. Ozndite s katerimi druzbeno-ekonomskimi cilji (po mettmbiji OECD-ja)
sovpadajo rezultati vasSega raziskovalnega projekta:

X a) razvoj kmetijstva, gozdarstva in ribolova - Mklje RR, ki je v osnovi
namenjen razvoju in podpori teh dejavnosti;

[ 1 b) pospeSevanje industrijskega razvoja - vkije RR, ki v osnovi podpira razvoj
industrije, vkljuitno s proizvodnjo, gradbeniStvom, prodajo na debelirobno,
restavracijami in hoteli, b&niStvom, zavarovalnicami in drugimi gospodarskimi
dejavnostmi;

[ ] ¢) proizvodnja in racionalna izraba energije -jutje RR-dejavnosti, ki so v
funkciji dobave, proizvodnje, hranjenja in distrije vseh oblik energije. V to
skupino je treba vklgiti tudi RR vodnih virov in nuklearne energije;

[1d) razvoj infrastrukture - Ta skupina vijije dve podskupini:
* transport in telekomunikacije - Vkijen je RR, ki je usmerjen v izboljSavo
in pove&anje varnosti prometnih sistemov, vKkifw z varnostjo v prometu;
e prostorsko planiranje mest in podezelja - Véd§n je RR, ki se nanaSa na
skupno nartovanje mest in podezelja, boljSe pogoje bivanjaboljSave v
okolju;

[ ] e) nadzor in skrb za okolje - Vkijuje RR, ki je usmerjen v ohranjevanije fizéga
okolja. Zajema onesnazevanje zraka, voda, zemljesmodnjih slojev,
onesnazenje zaradi hrupa, odlaganja trdnih odpanikegvanja. Razdeljen je v
dve skupini:

[ ] f) zdravstveno varstvo (z izjemo onesnaZevanj&lju éuje RR - programe, ki so
usmerjeni v varstvo in izboljSanj#ovekovega zdravja;

[ ] g) druzbeni razvoj in storitve - VKkuje RR, ki se nana3a na druzbene in kulturne
probleme;

[ ] h) splo3ni napredek znanja - Ta skupina zajema KRRrispeva k splosnemu
napredku znanja in ga ne moremo pripisati &ham ciljem;

[ 1) obramba - Vklj¢uje RR, ki se v osnovi izvaja v vojaske nameneglede na
njegovo vsebino, ali na moznost posredne civilneralpe. VKlj&uje tudi
varstvo (obrambo) pred naravnimi nésmi.

% Oznaite lahko vé odgovorov.
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3.3. Kateri smmeposredni rezultativaSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaen potencialni pomen in razvojne cilje?

Neposredni rezultati raziskovalnega projekta smgobni na podru cebelarstva, i
sicer za poznavanje problematike odmiratgheljih druzin. Vzroke odmiranjéebeljih
druzin progujejo Stevile raziskovalne skupine v svetu in trediultati naSega projekta v
raziskovalnih temah razjasnjujejo problemsko pogralelovanja nekaterih patogenih|in
nepatogenih dejavnikov na posamezne osebke éelveljo druzino. Mozni vplivi, ki sm
jih raziskovali na nivojwtebelje druzine, posameztebele ali na cathem nivoju, imaj
velik pomen za naSe raziskave v prihodnje in pa hadcebelarsko prakso. Kvaliteta
prehranetebel v povezavi s prisotnostjo spor Nosema vpliveaosposobnost prezivetja
druzin v zimskem obdobju. Poznavanje pi®wane problematike lahko ob ustreznih
tehnoloskih reSitvah v praksi prispeva k uspeSnajsprezimovanju druzin in zmanjSanju
odmiranja druzin. Pomembne so ugotovitve o pozitiwplivih prehranskih dodatkov na
razvojcebel in prezivetje druzin v zimskem obdobju, terdnagi strani negativni vpliv na
dolgozivost delavk kadar so okuzene s sporami Nasé&tezultati projekta predstavljajo
pomembno osnovo in prestavitev problematike tudilizavne institucije, ki se ukvarjgjo
s cebelarstvom. Problemsko podj® ki se navezuje na prehrarebeljih druzin
poznavanje in praievanje prisotnost patogenov je zelo pomembna razaka i
prakticno uporabna tema ¥ebelarstvu, ki ima potencialno tudi najjevpliv na
neposredno, kratkotao in tudi dolgoréno ohranjanj&€ebeljega fonda v Sloveniji.

3.4. Kaksni so lahkdolgoroéni rezultati vasSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaen potencialni pomen in razvojne cilje?

Poznavanje moznih prehranskih in drugih vplivov debele ima velik pomen tudi
dolgora@no za naSeiebelarstvo, katerega pomemben cilj je poleg pnaekebeljih
pridelkov tudi ohranjanje kranjskeiebele. lzvedeni projekt tudi odpira ngve
interdisciplinarne raziskovalne moznosti na peéfraiebelarstva v okviru temeljnih |n
aplikativnih raziskav, ki bodo imele lahko vpliv nesspesSnejS€ebelarjenje. V okvirl
projekta smo v laboratorijskih raziskavah uporalsiidobne raziskovalne metode|na
podraiju celicne in molekularne biologije, ter jih povezali z peementalnim delom y
poskusnih¢ebeljin druzinah. Uporaba raziskovalne tehnike pmeme v laboratoriju za
cebele nam zagotavlja Se boljSo izksa8je znanja in usposbljenosti v prihodnjih
raziskavah za potrebe naSe znanosti na ppdeebelarstva in z&ebelarsko stroko i
uspesna@ebelarsko prakso. r

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vaSa znanatspoznanja delezna zaznavnega
odziva?
X a) v domaih znanstvenih krogih:;
X b) v mednarodnih znanstvenih krogih;
X c¢) pri dom&ih uporabnikih;
[ ] d) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interesg®h spoznanjih oziroma rezultatin?

Interes po spoznanjih in rezultatih pridobljenitprojektu izrazajo interesne skupine|na
podraiju ¢ebelarstva. V prvi vrsti so téebelarji - rejci ki lahko na osnovi izsledkpv
projekta prilagajaj@éebelarsko prakso moznostifabeljih druzin, da so bolje preskrbljgne
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Z ustrezno hrano, da se zmanjSuje moznost preradsggmnov in tako izboljSa moznosti
prezivetja cebeljin druzin. S tem so povezane tudi razmere nsipjanja klimatskih
okoli&in, saj je podaljSevanje susnih obdobij, obdobgzbhrane zaebele, mogée
nadoknaditi s kakovostno prehransko oskibloel.

Drzavni organi pristojnega ministrstva, ki delujgp@ podrdju cebelarstva, v okvirp
rezultatov projekta lahko dobijo potrebne usmerpiviereSevanju problematik na podyo
cebelarstva, zmanjSevanja odmiranja druzin in vadiim c¢ebeljega fonda kranjske
cebele.

3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjevsk zakljiili $tudij z vkljutenostjo v
raziskovalni projekt?

4. Sodelovanje z tujimi partnerji:

4.1. Navedite Stevilo in obliko formalnega razisélmega sodelovanja s tujimi
raziskovalnimi inStitucijami.

Na podr@ju raziskovalnih vsebin, ki smo jih zasledovali kvou projekta, smq
sodelovali s Honey Bee Research and Extension bédrgrDepartment of Entomology
and Nematology University of Florida, GainesvillésA

Sodelovanje z USDA-ARS Bee Research Lab, Beltswib, USA.

L=

4.2. Kaksni so rezultati tovrstnega sodelovanja?
V okviru sodelovanja smo razvijali raziskovalne tate na podr§u umetne vzreje
cebelje zalege in uporabe metod ugotavljanja sprdmeancekknem in molekularner
nivoju. Za potrebe projekta smo v okviru znanstvenmaziskovalnega sodelovanjg z
omenjenima institucijama razvijali in uporabili mde, ki so ustrezale naSim projektrnim
ciliem.

>

5. Bibliografski rezultati ® :
Za vodjo projekta in ostale raziskovalce v prajpekkupini prilozite bibliografske izpise za
obdobje zadnjih treh let iz COBISS-a) 0z. za meska vede iz InStituta za biomedicinsko
informatiko. Na bibliografskih izpisih ozéite tista dela, ki so nastala v okviru gmjocega
projekta.

® Bibliografijo raziskovalcev si lahko natisnete samspletne strani:http:/mww.izum.si/
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6. Druge referencé vodje projekta in ostalih raziskovalcev, ki izhajgo iz
raziskovalnega projekta:

GREGORC, AleS. The study of lethal and subletfffalces on honeybees. V: Proceedings

of the COLOSS Work Shop New Molecular Tools : ie tBwiss Bee Research Centre

Research Station Agroscope Liebefeld-Posieux ALBern, Switzerland , May 18-2[1,

2009 : Cost Action FA0803. Zagreb: University ofgfeb, Faculty of Agriculture, 200D,

str. 15.

NAKRST, Mitja. Carniolan queens breeding in Slower¥: Standardization of methods
for vitality test : In the Bee Research Station jelnUnije Island, Croatia, May 25-27,
2009 : Cost Action FA0803. University of Zagrebgchly of Agriculture, 2009, str. 17.

SMODIS SKERL, Maja Ivana, VELIKONJA BOLTA, Spela,ABA CESNIK, Helena
GREGORC, Ales. Residues of pesticides in honeyBges (mellifera carnica) bee brepd
and in pollen loads from treated apple orcharddl. Baviron. contam. toxicol., 2009, vol.
83, no. 3, str. 374-377, doi: 10.1007/s00128-9762-0

SMODIS SKERL, Maja lvana, GREGORC, Ales. Heat shpaiteins and cell death |in
situ localisation in hypopharyngeal glands of hdre®y (Apis mellifera carnica) workers
after imidacloprid or coumaphos treatment. Apida@o@010, letn. 41, St. 1, str. 73-86,
graf. prikazi, ilustr., tabele, doi: 10.1051/ap2id09051.

GREGORC, Ales. Ugotavljanje vzrokov zastrupitabel in odmiranja&ebeljin druzin
Slov.c¢ebel., jan. 2009, letn. 111, st. 1, str. 9-11

GREGORC, Ales, KRALJ, Jasna. Colony losses in Si@aeV: Proceedings of the 4th
COLOSS Conference Prevention of honeybee COlony 3€3Sin the Faculty of
Agriculture, University of Zagreb, Zagreb, March43-2009 : Cost Action FA0803.
Zagreb: University of Zagreb, Faculty of Agricuku2009, str. 31.

NAKRST, Mitja. Pomen umetne vzrejéebelje zalege za raziskave debelarstvul
Slovenskicebelar 112, 2010; 1: 5-6.

GREGORC, AleS. Odmiranjéebeljih druzin. Kmé. glas, 14. jul. 2010, letn. 67, St. 28,
str. 8-9, fotogr. [COBISS.SI-ID 3356264]

SMODIS SKERL, Maja Ivana, GREGORC, Ales. Letalni snbletalni vplivi FFS n
posameznodebelo in njena tkiva : predavanje t&belarskem simpoziju, Brdo pri
Lukovici, 28. feb. 2009. 2009.

je2)

SMODIS SKERL, Maja Ivana, VELIKONJA BOLTA, Spela,ABA CESNIK, Helena
GREGORC, Ales. Ostanki FFS v cvetnem prahu : pragi@amnaCebelarskem simpozij
Brdo pri Lukovici, 28. feb. 2009. 2009.

—

* Navedite tudi druge raziskovalne rezultate iz ofj@dinanciranja vasega projekta, ki niso zajetiilibgrafske
izpise, zlasti pa tiste, ki se nanaSajo na prenasja in tehnologije.

Navedite tudi podatke o vseh javnih in drugih ptads/ah projekta in njegovih rezultatov vkijpo s
predstavitvami, ki so bile organizirane izkij za nardnika/nar@nike projekta.
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