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Clovek se uci le na dva nacina:

eno je branje,

drugo pa je druZenje s pametnejsimi od sebe.
(Will Rogers)

V spomin dr. Janezu Poklukarju (1960 -2004)

Na tretjem, zdaj Ze tradicionalnem znanstvenem posvetovanju o ¢ebelah in Cebelarstvu Poklukarjevi
dnevi 2018, se je predstavilo ve¢ kot dvajset novih strokovnih in znanstvenih prispevkov s podrocja
Gebelarstva. Slovensko akademsko &ebelarsko drustvo (SACD), ki je naslednik Sekcije za &ebelarstvo pri
drustvu kmetijskih inZenirjev in tehnikov, tako nadaljuje delo dr. Janeza Poklukarja in mnogih, ki so se
druzili in nesebi¢no zdruzili moc¢i za dobrobit in napredek slovenskega ¢ebelarstva.

Nova znanja in spoznanja referentov iz Slovenije in tujine kazejo, da bo ¢ebelarjenje v naSem in SirSem
evropskem, ne nazadnje tudi svetovnem prostoru, v prihodnosti e bolj zahtevno. Po eni strani zaradi
podnebnih sprememb, po drugi zaradi novih bolezni in Skodljivcev, po tretji zaradi vse bolj negotovih
¢ebeljih pas itd.

Prispevki, zbrani v tokratnem zborniku, v nadaljevanju sku$ajo odgovoriti na katerega izmed omenjenih
izzivov, seznanjajo o novostih in dobrih praksah na podro¢ju ¢ebelarstva in znanja o opraSevalcih na
slovenskem in v sosednjih drZavah.

Organizacijski odbor posveta

-’-i‘Lu k-_h.-.\'




PROGRAM POSVETOVANJA

Cetrtek, 4. oktober 2018

7:45 Registracija, Kava

9:00 Pozdravni nagovori

SEKCIJA 1 Moderatorja: Janko BoZi¢ & Janez Presern

. . . Cetrt stoletja po predstavitvi predloga razvojnega projekta »OBNOVA IN

9:20 Marjan Papez RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELARSTVA«

940 Peter Kogmus KalSQ lahkcj s pomocjo Svetovnega dne ¢ebel zagotovimo boljSe pogoje za
preZivetje cebel?

10:00 Matej Mandelj Razvoj — Hi$a kranjske ¢ebele v ViSnji Gori

10:20 Irfan Kandemir Cebelarjenje v Turdiji: trenutni razvoj

10:40 Damjana GrobelsSek  Predstavitev Slovenske Cebelarske akademije

11:00-11:20  Odmor za kavo

SEKCIJA 2 Moderatorja: Danilo Bevk & Peter Kozmus

11:20 Darja Solar Primer dobre prakse: mlada prevzemnica Cebelarske kmetije

11:40 Mojca KoroSec Zaznava arome medu med mladimi potro$niki

12:00 Spela Zarnik Kak.sne SO mozngstl prldob{vanja matl.cnega mlecka in hkratnega vzrejanja
matic z uporabo istega vzrejnega gradiva

- T - ” X

12:20 Matja? Deelak Med kot .Zdr.’:.l.VﬂO, ne sl.ad%lo. (Blo.)vkeml.] ski oznace\{alc.l \% Tedu za potrel?e
standardizacije, preverjanje avtenticnosti ter ugotavljanja uc¢inka na zdravje

12:40 Lazo Dimitrov chna ekc?nf)mskega v.ppva zimskih izgub druZin v Avstriji, CeSki Republiki
in Republiki Makedoniji

13:00-14:00  Kosilo

SEKCIJA 3 Moderatorja: Ajda Moskri¢ & Vlasta Jencic

14:00 Anton Gradisek Anghza t'e131per‘ature satja z Zale?go v gnezdih ¢mrljev in spremljanje dnevne
aktivnosti ¢rmljev z uporabo mikrofona

14:20 Danilo Bevk Razumevanje pomena opraSevanja in pestrosti oprasSevalcev

14:40 Cecilia Costa Vpeljava r.nerlt.ev lastnosti odpornosti proti varojam v lokalni vzrejni program
za A. m. ligustica

15:00 Ajda Moskric Izolficqa dfidnlne iz pelnvaz1vn1h bioloskih virov pri maticah kranjske cebele
(Apis mellifera carnica)

15:20 Gordana Glavan Negativni uéinki srebrovih nanodelcev na kranjsko ¢ebelo

15:40 Laura Simenc Prvi dokaz prisotnosti virusa Lake Sinai pri ¢ebelah in ¢mrljih v Sloveniji

16:00-16:20  Odmor za kavo

SEKCIJA 4 Moderatorja: Vlasta Jenci¢ & Metka Pislak Ocepek

. . . Preizkus VarroMed®-a v juzni Evropi za zatiranje Varroa destructor v

16:20 Jorge Rivera Gomis druzinah medonosne ¢ebele (Apis mellifera)

16:40 Ivan Toplak Medonosna Cebela in ¢mrlji se okuZujejo z istimi virusnimi sevi

17-00 Lucija Fvokelj Prlsotnf)st prazwgh iz '('1.ruzme Trypanosomatidae pri medonosni ¢ebeli v
Osrednjeslovenski regiji

17:20 Jerica Vrecek Sulgaj  Huda gniloba ebelje zalege — izzivi na terenu
Sladkor v prahu kot nov medij za diagnostiko virusov medonosne ¢ebele

17:40 Marco Pietropaoli (Apis mellifera) v sklopu dobre Cebelarske prakse po sladkornem testu za
detekcijo varoje

18:00 Giovanni Formato Dobra ¢ebelarska p.rak.sa: prvi poskus definicije, klasifikacije in ocenjevanja
na mednarodnem nivoju

18:20-18:30  Zakljucek posveta




PROGRAM

Thursday, 4" October 2018

7:45 Registration, Coffee
9:00 Welcome talks
SECTION 1 Chairs: Janko Bozi¢ & Janez PreSern
920 Marjan Papes Quarter of century after the presentation of the proposgl of developing project
»Improvement and development of Slovenian beekeeping«
9:40 Peter Kozmuis How can we ensure better conditions for the survival of bees by means
) ‘ of the World Bee Day?
10:00 Matej Mandelj Development — House of Carniolan bee in ViSnja Gora
10:20 Irfan Kandemir Beekeeping in Turkey: current developments
10:40 Damjana GrobelSek  Presentation of Slovenian Beekeeping Academy
11:00-11:20  Coffee break
SECTION 2 Chairs: Danilo Bevk & Peter Kozmus
11:20 Darja Solar Good practice example: young acquirer of the beekeeping farm
11:40 Mojca Korosec Perception of honey aroma among young consumers
12:00 Spela Zarnik Whgt are the possibilities (?f s1mu1tapeous rojal jelly production and queen
rearing from the same grafting material
‘Honey — from sweetener to remedy’ Standardization of honey using (bio)che-
12:20 MatjaZ DeZelak mical markers for its authentication, determination of origin, and assessment
of health-related effects
. . Economic impact assessment of honey bee winter colony losses in Austria,
12:40 Lazo Dimitrov Czech Republic and the Republic of Macedonia
13:00-14:00 Lunch
SECTION 3 Chairs: Ajda Moskri¢ & Vlasta Jenci¢
14:00 Anton Gradisek Ana1.y51§ of temp.erature.: in coml?s w1tl.1 brood in the nests of bumble bees and
monitoring of daily activities using microphone
14:20 Danilo Bevk Understanding the value of pollination and pollinator diversity
14:40 Cecilia Costa Introducing me.asuren.lent O.f varroa resistance traits in a local breeding pro-
gramme for Apis mellifera ligustica
15:00 Ajda Moskric Isola‘Flon of genetic tra1t§ from.nonlnvas1.ve biological sources in queens of
Carniolan honey bee (Apis mellifera carnica)
15:20 Gordana Glavan Negative impacts of silver nanoparticles on Carniolan honey bee
15:40 Laura Simenc First proof of virus Lake Sinai presence in bees and bumble bees in Slovenia
16:00-16:20  Coffee break
SECTION 4 Chairs: Vlasta Jenc¢i¢ & Metka Pislak Ocepek
. . VarroMed® performances in Southern Europe for Varroa destructor control in
16:20 Jorge Rivera Gomis . ) . . .
honeybee (Apis mellifera) colonies during winter
16:40 Ivan Toplak Honey bees and bumble bees are infected with the same strains of viruses
17-00 Lucija Fvokelj Presence qf Protozoa, family Trypanosomatidae, in honey bee in Central Slo-
venian region
17:20 Jerica Vrecek Sulgaj  American foulbrood — challenges in the field
Powder sugar as new matrix for diagnosis of honeybee (Apis mellifera) viruses
17:40 Marco Pietropaoli in the context of the Good Beekeeping Practice of the varroa infestation level
assessment
18:00 Giovanni Formato Good Beekeeping Practices: first attempt of definition, classification and eva-

luation at the international level

18:20-18:30

Conclusion



POGRAM - POKLUKARJEVI DNEVI 2018 - ZAGREB

Petek, 5. oktober 2018

745 — Odhod z avtobusom izpred Kmetijskega instituta Slovenije, Hacquetova ulica 17, Ljubljana

10:00 Prihod gostov na Zavod za biologiju i patologiju riba i pcela (Vajalnica Zavoda)

10:10 — 10:20 Pozdravni nagovor Predstojnika Zavoda

10:25 - 10:30 Pozdravni nagovor Dekana Veterinarske fakultete

10:35 - 10:55 I. Tlak Gajger (predstavitev delovanja Zavoda za biologiju i patologiju riba i pela in aktivnosti
Laboratorija za bolesti pcela — APISlab-a)

11:00 — 11:45 (v dveh skupinah) Ogled APISlab-a, Ogled Zavoda

11:45 - 12:00 Odmor

12:00 — 12:30 I. Tlak Gajger, V. Jen¢i¢, M. Smodi§ Skerl (Povijesni prikaz znanstveno-struénih aktivnosti sura-
dnickih hrvatsko-slovenskih institucija na podrucju pcelarstva)

12:30 — 12:45 Razprava

13:00 — 15:00 Kosilo, Restavracija ,,Kod VukuSié¢a*

15:00 — 17:00 Vodeni ogled Zagreba

17:00 — Povratek v Ljubljano

Lokalni organizacijski odbor:

Predsednik: Ivana Tlak Gajger

Clani: E. Gjuréevié, K. Matanovi¢




PROGRAM - POKLUKAR'S DAYS 2018 - ZAGREB

Friday, 5" Oct 2018

745 — Bus departure, Agricultural institute of Slovenia, Hacquetova ulica 17, Ljubljana

10:00 Arrival of guests to Department for Biology and Pathology of Fish and Bees

10:10 — 10:20 Welcome talk: Head of Department

10:25 - 10:30 Welcome talk: Dean of Veterinary faculty

10:35 - 10:55 I. Tlak Gajger (Introduction of Department for Biology and Pathology of Fish and Bees, and
Laboratory for bee diseases — APISlab)

11:00 — 11:45 (in two groups) Visit of APISlab, Visit of Department

11:45 - 12:00 Break

12:00 — 12:30 I. Tlak Gajger, V. Jen¢i¢, M. Smodig Skerl (Historical display of scientific — expert activities of
collaboration of croatian — slovenian institutions in the field of beekeeping)

12:30 — 12:45 Discussion

13:00 — 15:00 Lunch at the Restaurat ,,Kod Vukusica“

15:00 — 17:00 Guided tour of Zagreb City Center

17:00 — Departure to Ljubljana

Local organising committee:

President: Ivana Tlak Gajger

Members: E. Gjurcevié, K. Matanovié
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POKLUKARJEVI DNEVI 2018
COBISS tipologija 1.09

CETRT STOLETJA PO PREDSTAVITVI PREDLOGA
RAZVOJNEGA PROJEKTA
»OBNOVA IN RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELARSTVA«

Marjan PAPEZ!

Izvlecek

Cebelarska in tudi §ir$a javnost zaznavata v zadnjih petindvajsetih letih dinami¢no dogajanje v slovenskem ebelarstvu, ki pa
se ni zgodilo samo od sebe. V veliki meri je posledica temeljitega, sistemati¢nega dela in sistemskega razmisljanja, ki ga je
konec osemdesetih let prejSnjega stoletja zacela Sekcija za ¢ebelarstvo pri Drustvu kmetijskih inZenirjev in tehnikov Slovenije,
dokoncala pa v maju 1992 z javno predstavitvijo. Predlog razvojnega projekta »OBNOVA IN RAZVOJ SLOVENSKEGA
CEBELARSTVA« je med sedmimi izbranimi nalogami, s katerimi bi odgovorili na vprasanje, kaj storiti, da se bo izboljsal
polozaj v Cebelarstvu, in izpostavili vzpostavitev znanstvenega in visokoSolskega vrha, svetovalne sluzbe ter mocne cebelarske
organizacije. Ocenjujemo, da je bilo v letu 1992 v Cebelarstvu iz javnih in drustvenih virov v celoti zaposlenih 12 ljudi, delno
pa se je s Cebelarstvom poleg drugih dejavnosti ukvarjalo Se 11 ljudi. Po nam dostopnih podatkih je dandanes v cebelarstvu iz
javnih virov in ¢lanarine v okviru Cebelarske zveze Slovenije v celoti financiranih 39 ljudi, delno pa $e 32. Po dobrega Cetrt
stoletja lahko reCemo, da je ¢ebelarstvo kadrovsko mocno, in da je ta cilj izpolnjen.

Kljucne besede: Dusan Kresal, razvojni projekt, slovensko ¢ebelarstvo, znanstveni in visokosolski vrh, Zveza ¢ebelar-
skih drustev Slovenije/Cebelarska zveza Slovenije

QUARTER CENTURY AFTER THE PRESENTATION OF PROPOSED
DEVELOPMENTAL PROJECT »RECONSTRUCTION AND DEVELOPMENT OF
SLOVENIAN BEEKEEPING«

Abstract

Beekeeping and the general public has seen a number of diverse and dynamic events in Slovenian beekeeping in the past
twenty-five years, which did not happen on its own.

A large part of it is a result of a through, systematic work and systematic thinking, which has started at the end of 1980s, and
then became public in May 1992, by the Section for Beekeeping at the Society of Agricultural Engineers and Technicians of
Slovenia. Proposal of the development project »RECONSTRUCTION AND DEVELOPMENT OF SLOVENE BEEKEE-
PING« has been one of seven selected tasks that would answer the question how to improve the position of beekeeping,
stressed the importance of establishing scientific and higher education establishments, advisory service and strong beekeepers
organisation.

It is estimated that in 1992 there were 12 full-time employed people in beekeeping from public and associations sources,
while 11 people worked in beekeeping part time in addition of other activities. According to available data, there are now 39
people who are fully founded from public sources and membership fees within Slovenian Beekeepers Association, and 32
more partly founded. After a good quarter of a century we can say, that beekeeping has strong personnel and that the goals
have been accomplished.

Key words: Dusan Kresal; development project, Slovenian Beekeping; Science and higher education estabilishments,
Slovenian Beekeepers Association

! Univ. dipl. inz. kmetijstva — smer Zivinoreja, Cesta 5. maja 21, 1370 Logatec, marjan.papez@t-2.si




Prepoznavnih zadnjih petnajst let

Cebelarska javnost zaznava v zadnjih petindvajsetih letih
zelo dinami¢no dogajanje v slovenskem Gebelarstvu. Sir$a
javnost je zacela (ponovno) bolj prepoznavati in priznavati
vecstranski pomen Cebelarstva po svetovnem cebelarskem
kongresu Apimondia leta 2003 v Sloveniji.

Te spremembe se niso zgodile same od sebe. Na eni strani
je tu delo Stevilnih predanih cebelark in Cebelarjev, ki vla-
gajo veliko energije v razvoj in promocijo (!) ¢ebelarstva,
na drugi strani pa primeren posluh drzave, ki tako skozi
drzavna kot evropska denarna sredstva izdatno podpira Ce-
belarstvo. Ocenjujemo, da je bilo ¢ebelarstvu namenjeno
toliko pozornosti in posluha le Se v ¢asu Marije Terezije.

Zacetki preporoda segajo v leto 1989

Da bi bolje razumeli vso to Zivahno brencanje v panjih
in izven njih, se moramo vrniti tri desetletja nazaj, ko se
je skupina Cebelarskih zanesenjakov zacela izven obsto-
jecih Cebelarskih struktur samoiniciativno sestajati in se
ukvarjati z nezavidljivim poloZajem v ¢ebelarstvu konec
osemdesetih let prej$njega stoletja.

Ta skupina je bila Sekcija za cebelarstvo pri Drustvu
kmetijskih inZenirjev in tehnikov, ki je predhodnica
Slovenskega akademskega Cebelarskega drustva (SACD).
Sekcija je bila ustanovljena 28. oktobra 1989 in je imela
sedez na katedri za sadjarstvo na agronomskem oddelku
Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. O ustanovitvi
sekcije je porocal tudi Slovenski ¢ebelar (12/1989).

OB USTANAVLJANJU SEKCIJE ZA CEBELARSTVO PRI
DKITS
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Slovenski cebelar je v decembrski stevilki leta 1989 obja-
vil notico o ustanovitvi Sekcije za cebelarstvo pri Drustvu
kmetijskih inZenirjev in tehnikov.

Z agronomsko Sirino nad ¢ebelarske tezave
Gonilna sila Sekcije je bil Dusan Kresal. Kot mladoleten
domobranski vojak je prezivel Teharje, kljub temu pa je

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

v Casu komunizma zaradi strokovnih, organizacijskih in
moralnih odlik opravljal ve¢ odgovornih sluzb v sloven-
skem kmetijstvu in gospodarstvu (Metalka), med drugim
je bil v zacetku osemdesetih let glavni republiski kmetij-
ski inSpektor. Takratni sekretar za kmetijstvo Ivo Marenk
je dejal, da ga je zaposlil, ker »se je odlocil zanj na pod-
lagi njegove strokovnosti in cloveskih sposobnosti, ostale
zgodbe ga niso zanimale.« Po izobrazbi je bil diplomirani
inZenir agronomije z obilo izkuSenj ter strokovne in du-
hovne Sirine, kar mu je pri vodenju Sekcije prislo Se kako
prav.

Cebelaril je v nakladnih panjih in bil uéenec prof. dr.
JoZeta Riharja, hkrati pa tudi njegov sodobnik. Zaradi
doslednega zastopanja svojih nacel in pogledov na priho-
dnost Cebelarstva, ki ga je vedno videl znotraj kmetijstva,
je prislo do nesoglasij z vodstvom takratne Zveze cebelar-

skih drustev Slovenije (ZCDS) in v zvezi ni bil zaZelen.

=

Dusan Kresal je svoje bogato znanje in izkusnje nesebi-
¢no delil s Cebelarji.

Velika stiska cebelarjev konec osemdesetih let
Polozaj v cebelarstvu konec osemdesetih let prejSnjega
stoletja v Sloveniji je bil vse prej kot roznat. Ustanovitev
sekcije konec leta 1989 je bila spontan odziv na zelo teZak
polozaj in nemoc v ¢ebelarstvu, ki je nastal zaradi kadro-
vsko podhranjene, s tem tudi slabo ucinkovite cebelarske
organizacije, Se bolj pa zaradi pomanjkanja posluha drZa-
ve do Cebelarskih tegob. Okolis¢ine so bile alarmantne:

* drzava se je komaj omembe vredno ukvarjala s cebe-
larstvom,

* slabo organizirana krovna cebelarska organizacija
Zveza Gebelarskih drustev Slovenije (ZCDS) je ob
skromni profesionalni kadrovski zasedbi (tajnik zveze
in urednik Slovenskega ¢ebelarja) komaj zagotavljala
osnovni servis ¢lanom,

ni bilo sistemati¢nega dela v Cebelarstvu,
*  prenos znanja je bil pomanjkljiv,
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»  (Cebelarstvo so pestile bolezni: varoza, huda gniloba in
poapnela zalega,

* zaradi razpada Jugoslavije so prevaZevalci izgubili
pasisca v Slavoniji, Gorskem Kotarju, Liki itd.

* nekontroliran uvoz cenenega medu in zato tudi nizke
odkupne ter prodajne cene medu itd.

Sekcija je tako analizirala polozaj Cebelarstva in po metodi

sistemskega inZeniringa evidentirala teZave v Cebelarstvu.

Nanizali so 82 tezav, opravili vzro¢no posledi¢no analizo

in podali usmeritve ter ukrepe za izboljSanje ¢ebelarstva.

Predlog razvojnega projekta »Obnova in
razvoj slovenskega cebelarstva«.

Ze omenjen dinami&ni razvoj Eebelarstva je v veliki meri
posledica temeljitega, sistemati¢nega (in prostovoljnega)
dela Sekcije. Ta je v zimah 1989, 1990 in 1991 proucevala
polozaj slovenskega Cebelarstva. Delala je po metodi sis-
temskega inZeniringa in na osemdesetih straneh je nastal
predlog razvojnega projekta »OBNOVA IN RAZVO]
SLOVENSKEGA CEBELARSTVA.

Projekt je temeljito povzel takratno stanje v slovenskem
Cebelarstvu. Na podlagi analize ugotavljanja in preuceva-
nja tezav so bili narejeni cilji, strategija razvoja ter prica-
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Naslovnica predloga razvojnega projekta OBNOVA IN
RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELARSTVA, ki je eden
klju¢nih dokumentov za velik napredek slovenskega Cebe-
larstva v zadnjih Sestindvajsetih letih.
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V predlogu razvojnega projekta OBNOVA IN RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELARSTVA je bila opravljena temeljita

analiza stanja v slovenskem Cebelarstvu okrog leta 1990.




kovane ovire. Predstavljeni so bili najpomembne;jsi ukrepi
kot minimum za zacetek izvajanja projekta, na koncu pa
so bili predstavljeni organizacijski ukrepi za uresniCitev
projekta. To je bil prvi tovrsten dokument v slovenskem
¢ebelarstvu in na njem temelji njegov preporod. Tako
celovitega dokumenta ni imela takrat nobena druga
kmetijska panoga, res pa je tudi, da nobena druga pa-
noga kmetijstva v tistem casu ni bila tako zapostavlje-
na.

ZCDS se ni zavedala pomena projekta

Projekt je bil pripravljen marca leta 1992. Odbor za ce-
belarstvo pri Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in
prehrano (!) ga je obravnaval 22. aprila 1992, javno pa je
bil predstavljen na BiotehniSki fakulteti 5. maja 1992. Za
objavo so ga na podlagi skupnih ugotovitev poleg Dusa-
na Kresala in prof. dr. JoZeta Riharja pripravili (takrat)
mag. Franci étampar, Janez Firm, Vito Zupet in Da-
mjan Meolic.

Posveta oziroma predstavitve se je udeleZilo ve¢ kot sto
ljudi. Med udeleZenci je spodbudil intenzivno razpravo,
saj je na predstavitvi razpravljalo 19 udeleZencev, nakna-
dno pa je prispelo Se 15 pisnih odzivov.

Pigal pdmevl nn prediog rarvonsga pr-
Jekta Odaopa fa razeof sloremskego Sohe-
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1 Jnvornik

m Saddond dols Dulars Kresaln v slovenskem febolartim

Seznam ljudi, ki so razpravljali na predstavitvi ali so se
na dokument pisno odzvali

Zanimivo (in hkrati Zalostno) je bilo, da je takrat tako
odmevnemu dogodku Slovenski ¢ebelar 6/1992 namenil
zgolj pol strani. V zvezi s predlogom razvojnega projekta
»OBNOVA IN RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELAR-
STVA« je SC poroéal le e v stevilki 6/1993, v porocilu
0 ob¢nem zboru aprila 1993, pa Se to na izrecno zahtevo
delegatov priblizno desetih ¢ebelarskih drustev, ki so Ze-
leli pozitivne spremembe v ¢ebelarstvu. Kot receno, zveza

projekta ni vzela za svojega, zato so se spremembe doga-

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

jale pocasneje, kot bi se lahko.

Zanimivo je, da je tudi Zveza Cebelarskih drustev Slove-
nije 22. aprila 1992 na petih straneh pripravila dokument
Smernice za nadaljnji razvoj slovenskega cebelarstva.
Kot kaZe, tudi tega dokumenta sama ni vzela resno, saj o
njem ni bilo zaslediti nobenega prispevka v Slovenskem
Cebelarju v prihodnjih letih.

Kot zanimivost naj navedemo, da je bila Cebelarska zveza
Slovenije do projekta Se leta 1997 zadrZana. Takrat je bil
v Kmeckem glasu prispevek na to temo, v katerem so bile
izjave dr. Janeza Poklukarja, mag. Mire Jenko Rogelj,
Viktorja Kreka, mag. Mal¢i Boznar, Janka Pislaka,
UroSa Vidmarja in Dusana Kresala. Izmed vpraSanih
le takratni tajnik zveze Milan Runtas projekta ni Zelel

komentirati.
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Odmevni predstavitvi projekta, kjer se je zbralo vec kot

sto udelezencev (praktic¢no vsi, ki so tisti ¢as kaj pomenili

v Cebelarstvu), je Slovenski Cebelar junija 1992 namenil

komaj pol strani.
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Ministrstvu je bil projekt zelo uporaben
pripomocek

Ce se je na eni strani Sebelarska organizacija distancira-
la od projekta, je bilo povsem drugace na Ministrstvu za
kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano (MKGP). Ze dovolj
zgovorno je dejstvo, da je ministrstvo Sekciji za izdela-
vo predloga, ki ga samo ni narocilo, naknadno namenilo
sredstva v viSini takratnih 500.000 tolarjev.
Predlog razvojnega projekta je bil osnovni pripomocek
vsem uradnikom na ministrstvu, ki so se vsaj malo ukvar-
jali s podro¢jem cCebelarstva. Ker je predlog razvojnega
projekta jasno opredeljeval stanje in nujne ukrepe, je s
tem Ze sam po sebi spodbujal k proaktivnemu pristopu. Po
proucitvi dokumenta je ministrstvo pricelo z izvajanjem
Stevilnih dejavnosti za ponovni zagon Cebelarstva.
K temu je gotovo pomembno prispeval tudi Dusan Kresal
sam, saj je imel kot nekdanji glavni republiski kmetijski in-
Spektor odprta vecino vrat na ministrstvu in drugih ustanovah.
Viktor Krek, sekretar na MKGP, je v zvezi dogajanjem
v 90-ih letih na ¢ebelarskem podrocju leta 2004 povedal:
»Projekt (beri: Kresal) nam je na ministrstvu razsiril po-
gled na pomen cebelarstva za celotno kmetijstvo in
ohranitev rodovitnosti naravnega okolja. Pomembno je
prispeval k odloc¢itvi, da je ministrstvo zacelo vrsto dejav-
nosti, ki jih do tedaj sploh ni izvajalo, oziroma se je lotilo
prenove obstojecega stanja:
* reorganizacija ONS,
e ustanovitev veterinarske svetovalne sluZzbe,
* ugotavljanje kakovosti ¢ebeljih pridelkov,
*  priprava pravilnika o medu,
* poudarek izobrazevanju in usposabljanju cebelarjev
itd.

»Projekt je bil tisti sproZilec, ki je prinesel veliko novih
zamisli in sveZega vetra v ¢ebelarstvo, panoga je zopet
zacela pridobivati pomen, ¢ebelarji in tudi strokovni

delavci pa samozavest in ponos.«

S tako samozavestjo je v Cebelarski prostor devetdesetih
let prejSnjega stoletja vstopil mlad doktorant Janez Po-
klukar. S svojimi znanstvenimi, strokovnimi, organizacij-
skimi, prakti¢nimi in ¢loveskimi odlikami je prepricljivo
zastopal interese Cebelarstva na Stevilnih podrocjih, seve-
da pa mu je bilo v veliko pomo¢ sodelovanje z Dusanom
Kresalom v okviru Sekcije, kasneje tudi v okviru SACD.

Kadrovska zasedba leta 1992 in 2018

Ce povzamemo: projekt je bil temelj za vzpostavitev
znanstveno-strokovnega Cebelarskega vrha in svetovalne
sluzbe ter mocne cebelarske organizacije. Zelo preprost

kazalnik je (ocenjeno) Stevilo ljudi, ki so delali na tem

podrocju leta 1992, in ki delajo v letu 2018 ter so ali so bili
v celoti ali delno financirani iz javnih sredstev oziroma iz
Clanarine Cebelarjev.

Kot je razvidno iz preglednice, je bilo v zacetku leta 1992
zaposlenih 12 ljudi, vendar je pri tem treba pripomniti, da
je bilo od tega Stevila sedem veterinarjev specialistov za
zdravstveno varstvo Cebel, ki so bili na zaCetku strokov-
nega delovanja in so se v marsi¢em Se ucili ¢ebelarstva.
Ce jih odstejemo, ostane pet zaposlenih v Eebelarstvu.
Na Kmetijskem institutu Slovenije Janez Poklukar in
Marjan Kokalj, na ZCDS urednik Slovenskega ebelar-
ja Janez Miheli€ ter tajnik zveze Milan Runtas in po
reorganizaciji opazovalno-napovedovalne sluzbe Se Pavel
Zdesar.

Ob drugih obveznostih so se s ¢ebelarstvom ukvarjali Se
na posameznih oddelkih Biotehniske in Veterinarske fa-
kultete, kmetijskem ministrstvu in kmetijskih Solah. Glede
na majhno Stevilo dejavnih v ¢ebelarstvu ne ¢udi, da je bil
polozaj v panogi takrat zaskrbljujoc.

Slika v letu 2018 je povsem drugac¢na. Po nam dostopnih
podatkih je sedaj iz javnih sredstev in Clanarine financira-
nih 39 Jjudi v celoti, poleg delno Se 32. Izrazito so se okre-
pili na Kmetijskem inStitutu Slovenije, javna svetovalna
sluzba (ki je leta 1992 seveda Se ni bilo in je zacela delo-
vati leta 2005), kmetijsko ministrstvo, pa tudi na srednjih
kmetijskih oziroma biotehniskih Solah je Cebelarstvo spet
dobilo primerno pozornost.

TRETJA ZLATA DOBA SLOVENSKEGA
CEBELARSTVA?

Menimo, da so Stevilke v veliki meri sad projekta OB-
NOVA IN RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELAR-
STVA

Stevilo ljudi, ki jih financiramo iz javnih in druStvenih
sredstev, je spodbudno in tako pozornost (in sredstva)
je Cebelarstvu namenjala verjetno zgolj cesarica Marija
Terezija. To je bilo v Casu, ki ga Tita Porenta v knjigi
Veliki ljudje slovenskega ¢ebelarstva imenuje prva zlata
doba slovenskega cebelarstva z Glavarjem, Goli¢nikom,
Jonkejem in JanSo na elu. Obdobje izpred priblizno 150
let pa druga zlata doba, ki jo zastopajo Rothschiitz, Am-
brozi¢, Lakmayer, Jager in drugi.

Cetudi ne omenjamo pomembnih imen sodobnikov, lahko
Cebelarsko dogajanje v tretjem tisoCletju opredelimo kot
zelo zZivahno, dinamic¢no in spodbudno, k ¢emur je brez
dvoma prispeval tudi Predlog razvojnega projekta »OB-
NOVA IN RAZVOJ SLOVENSKEGA CEBELARST VA«
iz leta 1992, ki je nastal pod vodstvom DuSana Kresala.
Kako uspesni bi Sele bili, e bi Cebelarska organizacija
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Preglednica 1: Primerjava Stevila ljudi, ki so delali na podrocju cebelarstva leta 1992 in 2018 in so ali so bili v celoti
ali delno financirani iz javnih sredstev oziroma iz ¢lanarine Cebelarjev

Ustanova 1992 2018
V celoti Delno V celoti Delno
Kmetijski inStitut Slovenije 2 0 6 3
Biotehniska fakulteta UL 0 3 2 8
Veterinarska fakulteta UL (vklju¢no NVI) 7 2 10 3
ZCDS CZS (vkljuéno ONS; STRP) 3 1 6 2
Javna svetovalna sluzba v ¢ebelarstvu / / 8 0
MKGP in organi v sestavi 0 3 5 6
Nacionalni inStitut za biologijo 0 0 1 0
Kmetijske/biotehniske Sole 0 2 0 9
Kmetijsko gozdarska zbornica Slovenije / / / 1
Slovenska cebelarska akademija (KIS) / / 1 0
SKUPAJ 12 (5) 11 39 32

projekt Ze leta 1992 uradno vzela za svojega in bi z roko v
roki delovala skupaj s Sekcijo za Cebelarstvo pri DKITS.
Tega Zal ne moremo ugotoviti, saj nimamo vzporednega
sveta.

Kakorkoli: ali lahko dandanes recemo, da smo v
tretji zlati dobi slovenskega Cebelarstva? Oziroma,
kaj moramo Se storiti, da bomo? Na vprasanje mora
imeti v prvi vrsti odgovor priblizno 70 ljudi, ki danes
v celoti ali delno delajo v ¢ebelarstvu.

Dusan Kresal pri svojih cebelah na Kamnem pri Sentru-
pertu na Dolenjskem




POKLUKARJEVI DNEVI 2018

LITERATURA

FIRM, Janez: Pomen navzocnosti Cebelarjev v kra-
jevnih medijih in organih, Slovenski ¢ebelar 6/1993,
str. 175-176.

JENKO, Mira: Organizirana sluzba za zdravstveno
varstvo Cebel, Slovenski ¢ebelar 2/1992, str. 36/37.
KRESAL, Dusan: Ob ustanavljanju sekcije za cebe-
larstvo pri DKITS, Slovenski ¢ebelar 12/1989, str 374.
KRESAL, Dusan: O poapneli zalegi, tokrat malo dru-
gace, Slovenski Cebelar1/1992, str. 13—16.

KRESAL, Dusan, RIHAR, JoZe, STAMPAR, Fran-
ci FIRM, Janez, ZUPET, Vito, MEOLIC, Damjan:
Obnova in razvoj Slovenskega cebelarstva, predlog
razvojnega projekta, BiotehniSka fakulteta, Agrono-
mija, Katedra za sadjarstvo in vinogradnistvo, Zveza
kmetijskih inZenirjev in tehnikov, Sekcija za cebelar-
stvo, 1992, 88 str.

KRESAL, Dusan: Porocilo o raziskovalnem in stro-
kovnem delu prof. dr. JoZeta Riharja slovenskemu
¢ebelarstvu za danes in jutri (strokovno srecanje Ce-
belarjev ob njegovi 80-letnici). Slovenski cebelar,
5/1994, str. 141-144.

KRESAL, Dusan: Zaklju¢no porocilo o delu komisije
za pripravo predloga pravilnika o kakovosti medu in
Cebeljih pridelkov. MKGP, 19. 11. 1997, interno gra-
divo, 3 str.

MIHELIC, Janez: Posvet o strategiji razvoja sloven-
skega Cebelarstva, Slovenski ebelar 6/1992, str. 180.
MIHELIC, Janez: Nekaj najpomembnejsih ugotovi-
tev in sklepov delegatov na 42. redni letni skupscini
Zveze Cebelarskih drustev Slovenije, Slovenski cebe-
lar, 6/1993 str. 161-166.

MIHELIC, Janez, Cene medu v trgovinah in na drob-
no na trgu, Slovenski ¢ebelar 4/1995, str. 123.
PAPEZ, Marjan: Je pet let po sprejemu strategije ¢e-
belarstvo na razpotju? Kmecki glas 7/1997, str. 4.
PAPEZ, Marjan in sod: Sadovi dela DuSana Kresala
v slovenskem cebelarstvu, Brdo pri Lukovici, Sloven-
sko akademsko Cebelarsko drustvo, 2004, 54 str.
PAPEZ, Marjan in sod: Sadovi dela dr. Janeza Poklu-
karja v slovenskem cebelarstvu, Brdo pri Lukovici,
Slovensko akademsko Cebelarsko drustvo, 2014, 76
Str.

POKLUKAR, Janez: Pet let dela sluzbe za ebelar-
stvo pri Kmetijskem institutu Slovenije Slovenski ce-
belar12/1989, str. 359-363.

POKLUKAR, Janez, KRESAL, DuS$an. Pridelava in
poraba medu v Sloveniji. Sodobno kmetijstvo, ISSN
0350-1655, 1996, let. 29, §t. 9, str. 374-376.
POKLUKAR, Janez, ROME, Rudolf, BAJC, Martin,

-

CETINA, Miroslav, GREGORC, Ales, HRASTELJ,
Marko, KOZMUS, Peter, LUZAR, Peter, RONCE-
VIC, Borut, TOMEC, Anton, ZAGAR, Masa. Razvoj
slovenskega cCebelarstva: smernice za obdobje 2004—
2009. Brdo pri Lukovici: Cebelarska zveza Slovenije,
2004, 54 str.

PORENTA, Tita, in sod: Veliki ljudje slovenskega ce-
belarstva, CZS in Cebelarski muzej Radovljica, 2018,
182 str.

RESOLUCIJA o za$liti kranjske cebele, Uradni
list RS s§t. 18/2014 http://www.pisrs.si/Pis.web/
pregledPredpisa?id=RESO98

RUNTAS, Milan: Izrac¢un povprecne proizvodne cene

medu za prelevmansko zascito, Slovenski Cebelar,
12/1992, str. 20-22.

SCHLAMBERGER, Vlado: Svetovanje v cebelar-
stvu, MKGP, 26. 2. 1998; interno gradivo, 1 str.
SKOK, Marjan: Vsi ¢ebelarji smo Zveza Cebelarskih
drustev Slovenije, 7/8 1993, str. 201-202.
SMERNICE za nadaljnji razvoj slovenskega cebelar-
stva, Zveza Cebelarskih drustev Slovenije, 22. 4. 1992,
interno gradivo, 5 str.

STRATEGIJA za izvajanje resolucije o strateskih
usmeritvah razvoja kmetijstva in zivilstva do leta
2020, Ministrstvo za kmetijstvo in okolje, 2014, str.
149-153.




3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

COBISS tipologija 1.09

KAKO LAHKO S POMOCJO SVETOVNEGA
DNE CEBEL ZAGOTOVIMO BOLJSE POGOJE
ZA PREZIVETJE CEBEL?

Peter KOZMUS'

Izvlecek

Cebele so pomembne opraSevalke, ki zagotavljajo hrano, prehransko varnost, trajnostno kmetijstvo, biotsko razno-
vrstnost ter s tem pomembno doprinesejo k blaZitvi podnebnih sprememb in ohranjanju okolja. Zascita Cebel tako
dolgoroc¢no prispeva k zmanjSevanju lakote in revscine ter ohranjanju zdravega okolja. Znanstvene Studije potrjujejo,
da so Cebele v zadnjem obdobju vse bolj ogroZene in nas s tem nagovarjajo k spremembam. Zaradi Stevilnih groZenj s
katerimi se soocajo Cebele, lahko le s skupnim prizadevanjem poskrbimo za ohranitev ¢ebel in njihovega Zivljenjskega
prostora. V tej smeri nam bo v prihodnje v veliko pomoc, v letu 2017 razglasen svetovni dan Cebel, s pomocjo katerega
bomo javnost uspesneje obvescali, da so Cebele pomembne, da so ogroZene in kaj moramo vsi skupaj narediti, da bodo
Cebele uspesneje prezivele.

Kljué¢ne besede: Cebele, oprasevalci, oprasevanje, svetovni dan Gebel

HOW CAN WE ENSURE BETTER CONDITIONS FOR THE SURVIVAL
OF BEES BY MEANS OF THE WORLD BEE DAY?

Abstract

Bees are important pollinators that provide food, food security, sustainable agriculture, biodiversity, and thus contribute
significantly to reduce climate change and preserving the environment. Bee protection in the long term contributes to
the reduction of hunger and poverty and the preservation of a healthy environment, as well as biodiversity. Scientific
studies confirm that in recent years bees have been increasingly endangered and have been urging us to change. Due to
the many threats faced by bees, we can only take care of conservation of bees and their habitat by working together. In
the future, the World Bee Day will be of great help to us, which will give us better communicate with public that bees
are important, that they are at risk and what we must all do together so that bees would survive in the future.

Key words: Bees, pollinators, pollination, world bee day

! Dr., Cebelarska zveza Slovenije, Brdo pri Lukovici 8, 1225 Lukovica
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STANJE CEBEL

V zadnjem obdobju so ¢ebele vse bolj ogrozene. To potr-
jujejo Stevilne raziskave in nedavna porocila svetovno pri-
znanih organizacij (porocilo ZdruZenih narodov, porocilo
Svetovne zveze za varstvo narave [UCN, porocilo nevlad-
ne okoljske organizacije Greenpeace). [IUCN porocilo iz
leta 2015, ki je opravilo prvo celostno oceno evropskih
Cebeljih vrst, navaja, da skoraj 10 % cebel grozi izumrtje,
dobrih 5 % jih je verjetno ogroZenih, za skoraj 57 % vrst
nimamo podatkov.

Stevilo oprasevalcev po vsem svetu upada, po drugi strani
pa nara$¢ajo potrebe po oprasevanju, Se zlasti v drZzavah
v razvoju. Razvoj dogodkov so raziskovalci imenovali
»kriza oprasSevalcev«.

Zaradi intenzivnega kmetijstva je cvetocih rastlin na tra-

vnikih vse manj. Posledicno imajo cebele in ostali opra-
Sevalci na voljo vse manj virov hrane.

POMEN CEBEL

Da bi lahko nahranili narascajoce svetovno prebivalstvo,
potrebujemo vedno vec hrane, ki mora biti raznolika,
uravnoteZzena in kakovostna.

Cebele zagotavljajo visoko kakovostne proizvode (med,
mati¢ni mlecek in cvetni prah) kot tudi drugih izdelkov,
ki jih uporabljamo v zdravstvu in drugih panogah (Cebelji
vosek, propolis in ¢ebelji strup). Poleg tega je vloga cebel,
kot oprasevalk e pomembnejia. Cebele in ostali oprase-
valci opraSujejo skoraj tri Cetrtine vseh rastlin, s katerimi
proizvajamo hrano.

Trajnostno kmetijstvo

V preteklih petdesetih letih se je kolic¢ina pridelkov, od-
visnih od opraSevalcev (kot so sadje, zelenjava, semena,
ore¢ki in oljnice), povetala za trikrat. Cebele imajo po-
membno vlogo pri obsegu kmetijske proizvodnje. U¢inko-
vito opraSevanje povecuje koli¢ino kmetijskih pridelkov,
izboljSuje njihovo kakovost in povecuje odpornost rastlin

proti $kodljivcem.

Kulturne rastline, ki so odvisne od oprasevanja, so po-
memben vir prihodkov kmetov, predvsem majhnih in dru-
zinskih kmetij v drzavah v razvoju. Milijonom ljudi zago-
tavljajo delovna mesta in dohodek. Po oceni mednarodne
Studije Medvladne znanstvene platforme o biodiverziteti
in ekosistemskih storitvah iz leta 2016 je letna svetovna
proizvodnja hrane, ki je neposredno odvisna od opraseva-
nja, vredna med 235 in 577 milijard USD.

Cvetoci travniki nudijo cebelam bogat vir hrane in ugod-

ne pogoje za razvoj.

Biotska raznovrstnost in varovanje okolja

Cebele imajo pomembno vlogo pri ohranjanju ekolodkega
ravnovesja in biotske raznovrstnosti v naravi. Zagotavljajo
eno najbolj prepoznavnih ekosistemskih storitev — opra-
Sevanje, zaradi katere je pridelava doloCene hrane sploh
mogoca. S tem varujejo in skrbijo za ekosisteme, Zivalske
ter rastlinske vrste in tako prispevajo h genetski ter biotski
raznovrstnosti.

Cebele so tudi pokazatelj razmer v okolju. Njihova
prisotnost, odsotnost oziroma Stevilénost nam sporoca,
kdaj se z okoljem nekaj dogaja in da je treba ukrepati.
Z opazovanjem razvoja in zdravstvenega stanja Cebel je
mogoce ugotoviti spremembe v okolju in pravocasno
izvesti potrebne varstvene ukrepe.

RAZGLASITEV SVETOVNEGA DNE CEBEL
Zaradi SirSega pomena Cebel je Cebelarska zveza Sloveni-
je leta 2014 podala pobudo, da 20. maj postane svetovni
dan &ebel (SDC). Pobudo je leta 2015 podprla Vlada Re-
publike Slovenije, septembra 2015 pa tudi APIMONDIA,
ki je najvecja Cebelarska organizacija na svetu. Celoten
postopek razglasitve je bil dolgotrajen in je obsegal Ste-
vilne korake, v katere so bili vkljueni Stevilni organi med
katerimi sta glavnino dela opravilo Ministrstvo za kmetij-
stvo, gozdarstvo in prehrano ter Cebelarska zveza Slove-
nije.
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KRONOLOGIJA POMEMBNEJSIH DOGODKOV POVEZANIH
Z RAZGLASITVIJO SVETOVNEGA DNE CEBEL

Leto 2014

Datum Dogodek

15.9.2014 Rojstvo ideje za svetovni dan Gebel (predsedniku Cebelarske zveze Slovenije Bostjanu Nocu se ob po-
sluSanju radia porodi ideja o svetovnem dnevu cebel)

26.9.2014 Pisna podpora ministra za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano mag. Dejana Zidana, da si bo Ministrstvo
za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano prizadevalo za uresnicitev pobude o svetovnem dnevu cebel.

6.10.2014 Predsednik Republike Slovenije Borut Pahor podpre idejo o svetovnem dnevu ¢ebel.

Leto 2015

Datum Dogodek

25.2.2015 DrZavni Svet Republike Slovenije podpre pobudo o razglasitvi svetovnega dneva cebel.

15.3.2015 ApiSlovenija — predstavitev pobude cebelarski javnosti.

2.4.2015 Vlada Republike Slovenije je na pobudo Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano sprejela
pobudo Cebelarske zveze Slovenije, da se 20 maj razglasi za svetovni dan Gebel.

16.4.2015 Predstavitev pobude v Evropskem parlamentu poslancem Odbora za kmetijstvo in razvoj podeZelja.

11.5.2015 Predstavitev pobude ministrom na Svetu EU za kmetijstvo in ribistvo.

20.5.2015 Ustanovitev in 1. sestanek projektne skupine za usklajevanje aktivnosti iskanja podpore za pobudo,
da se pri Organizaciji zdruzenih narodov vlozi predlog Republike Slovenije za razglasitev svetovnega
dneva Cebel.

9.6.2015 Predstavitev pobude generalnemu sekretarju Apimondia.

10.6.2015 Predstavitev pobude generalnemu direktorju Organizacije zdruzenih narodov za prehrano in kmetijstvo
(FAO) Joséju Grazianu da Silva in predsedujo¢im drzZavam regionalnih skupin FAO.

15.-20.9. APIMONDIA podpre pobudo 20. maj za svetovni dan ¢ebel na 44. mednarodnem kongresu, Daejeon,

2015 JuZna Koreja.

16.9.2015 Pobuda v nagovoru predsednik Vlade Republike Slovenije dr. Mira Cerarja na 70. zasedanju generalne
skupscine Organizacije zdruZenih narodov (OZN), New York.

24.10.2015 | Predstavitev pobude na Dnevu odprtih vrat v palaci narodov ob 70. obletnici Organizacije zdruzenih
narodov (OZN), Zeneva, Svica.

21.10.2015 | Predstavitev pobude udeleZzencem 11. konference Coloss, Brdo pri Lukovici.

Leto 2016

Datum Dogodek

3.12.2015- | Predsednik CZS za namen promocije SDC obis¢e 204 ebelarskih drustev. Slogan obiskov je: Svetovni

20.4.2016 dan cebel zdruzuje Slovence in povezuje svet!

4.-6.5.2016 | Predstavitev pobude na FAO Evropski regionalni konferenci, Turcija.

20.5.2016 Obisk generalnega direktorja Organizacije zdruZenih narodov za prehrano in kmetijstvo (FAO) Joséja
Graziana da Silva v Sloveniji in okrogla miza »Cebele in trajnostni razvoj«, Ljubljana.

20.5.2016 Okrogla miza »World Bee Day: To Bee or Not To Bee«, New York.

13.6.2016 Predstavitev pobude na Tednu ¢ebel v Evropskem parlamentu, Bruselj.

16.9.2016 Pobuda v nagovoru predsednik Republike Slovenije Boruta Pahorja na 71. zasedanju generalne skup-
$¢ine Organizacije zdruZenih narodov (OZN), New York.

26.-30.9. Predstavitev pobude na Odboru za kmetijstvo Organizacije zdruZenih narodov za prehrano in kmetij-

2016 stvo (FAO), Rim (1. korak formalnega postopka v okviru FAO) in predstavitev paviljona Cebelji svet.

13.10.2016 | Slavnostna otvoritev paviljona Cebelji Svet na Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano.

5.-9.12.2016 | Predstavitev pobude na Svetu Organizacije zdruZenih narodov za prehrano in kmetijstvo (FAO), Rim,
Italija (2. korak formalnega postopka v okviru FAO).
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Leto 2017

Datum Dogodek

3.7.7.2017 Konferenca FAO je dokon¢no potrdila resolucijo in sprejela odlocitev, da se resolucija predloZi v ob-
ravnavo in sprejem na Generalno skups¢ino OZN v New York-u-

17.11.2017 | Resolucija je bila soglasno sprejeta na plenarnem zasedanju 2. Odbora Generalne skupsc¢ine OZN. 115
drzav, vklju¢no s Slovenijo, se je pridruZilo resoluciji v vlogi kosponzoric.

20.12.2017 | Generalna skups¢ina Organizacije zdruZzenih narodov (OZN) je v New York-u soglasno sprejela reso-
lucijo, s katero je 20. maj razglasila za svetovni dan Cebel.

i
"

sebelar, _

Slovenska delegacija v New York-u nekaj minut po razglasitvi svetovnega dne Cebel.

PRAZNOVANJE SVETOVNEGA DNE
CEBEL

Osrednje praznovanje prvega SDC je bilo v letu 2018 v
rojstnem kraju Antona Jan3a v ob&ini Zirovnica na Go-
renjskem. Praznovanja se je udeleZilo vec¢ kot 5000 obi-
skovalcev med katerimi je bilo najvec cebelarjev. Prazno-
vanja sta se udelezila tudi generalni direktor Organizacije
zdruzenih narodov za prehrano in kmetijstvo (FAO) José
Graziano da Silva in predsednik mednarodne cebelarske
organizacije APIMONDIJA. Slednji je v nagovoru Slo-
venskim ¢ebelarjem dal pomembno priznanje za opravljen
trud da je 20. maj postal svetovni dan Cebel.

Namen svetovnega dne cebel

Namen SDC pa ni le praznovanje. Seveda smo lahko po-
nosni in veseli, da smo s pobudo za razglasitev svetovnega
dne cebel uspeli, vendar je namen razglasitve svetovnega
dne cebel Sirsi.

Glavni namen svetovnega dne Cebel je izboljSanje pogojev
za prezivetje Cebel in ostalih oprasevalcev. V te spremem-
be je potrebno poleg politike in cebelarjev vkljuciti tudi
$irSo javnost, pri Gemer nam je lahko SDC v veliko po-
moc. Predvsem §irSo javnost pa tudi politi¢ne odlocevalce
je potrebno o pomembnosti cebel najprej celostno infor-
mirati. Zato je prvi korak v smeri izboljSanja pogojev za
preZivetje Cebel povecati osvesCanje javnosti o pomemb-




nosti ¢ebel. S tem bo javnost bolje motivirana pripravljena

delovati v njihovo reSitev oz. odpravo tezav.

Tveganja, s katerimi se soocajo ¢ebele, so odvisna od do-

locene regije na svetu in posamezne drZave, ki izvajajo

politike, ki imajo vpliv na kmetijstvo. Kljucna tveganja

so naslednja:

* uporaba ¢ebelam nevarnih pesticidov;

* intenzivno kmetijstvo;

* uporaba gensko spremenjenih rastlin;

* globalne klimatske spremembe;

*  prisotnost nepristnega medu na trgu;

» globalizacija in prenos oz. §irjenje novih ¢ebeljih bo-
lezni in Skodljivcev.

Vzporedno z informiranjem javnosti in politike o tvega-

njih, s katerimi se sooCajo Cebele in ostali opraSevalci,

moramo podati tudi predloge, kaj lahko ljudje in politika

naredi za izboljSanje pogojev za preZivetje Cebel.

Kaj lahko ljudje naredimo za ¢ebele

Na vpraSanje: Kaj potrebujejo Cebele za nemoten razvoj

in obstoj? je mozen zelo kratek odgovor. Primerno mesto

za bivanje in neoporeCen vir hrane. V praksi je to tezje

zagotoviti. Vecjo tezavo predstavlja zagotavljanje vira ne-

oporecne hrane preko celotne sezone. Na sploSno moramo

v prihodnje za boljSe preZivetje Cebel opraviti naslednje

naloge:

* uporaba moderne tehnologije Cebelarjenja, ki zmanj-
Sujejo vplive globalnih klimatskih sprememb;

* zmanjSanja uporabe ¢ebelam nevarnih pesticidov;

*  sajenje medovitih rastlin, dreves na javnih in zasebnih
povrsinah;

*  sejanje travnikov in njiv z medovitimi rastlinami;

* uzivanje lokalno pridelanega medu;
* moralna podpora Cebelarjev.

Ajda v pozno poletnem cCasu cebelam nudi odlicen vir
nektarja in cvetnega prahu.
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PRILOZNOSTI SVETOVNEGA DNE
CEBEL

Cas pred, med in po obelezitvi SDC, moramo &ebelarji in
strokovni delavci s podrocja Cebelarstva dobro izkoristiti.
V tem obdobju imamo na voljo ve¢ medijskega prostora,
za objavo prispevkov v razli¢nih Casopisih in revijah, za
sodelovanje v radijskih in televizijskih oddajah, mozno je
tudi razdeljevanje informativnih letakov, brosur... Poleg
tega lahko v tem cCasu organiziramo razlicne dogodke,
akcije v Solah ali drugih javnih in zasebnih ustanovah v
katerih moramo poudarjati:
e daso Cebele pomembne,
* daso Cebele ogroZene in
®  kaj moramo narediti v prihodnje, da pogoje za njiho-
vo preZivetje izboljSamo.
To so tri glavne tocke, ki jih moramo predstaviti Sir-
§i javnosti in politiénim odloevalcev. Ze v prvem letu
praznovanja SDC smo ugotovili, da so &ebele v javnosti
prepoznane kot pomembne, ve¢ dela pa nas Caka pri in-
formiranju ljudi o resitvah, da trenutno stanje izboljSamo.
Verjamem, da je €as za spremembe pravi in da nam bo pri
tem v veliko pomo¢& SDC.
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RAZVOJ - HISA KRANJSKE CEBELE V VISNJI GORI

Matej MANDEL]!

Izvlecek

Kranjska c¢ebela, na katero smo Slovenci upravi¢eno ponosni, je v rojstnem kraju dobila svoj dom. Zgodilo se je z od-
kritjem obeleZja kranjski cebeli v Visnji Gori, ob prvem praznovanju svetovnega dneva cebel v Sloveniji, meseca maja
2018. Skozi sodobno oZivitev delovanja Emila Rotschiitza (1836-1909) iz viSnjanske Podsmreke, ki je ponesel takrat
novo in neimenovano pasmo ¢ebel v svet, skrbimo za celovito negovanje in Sirjenje poznavanja in varovanja kranjske
Cebele ter nasploh pomena Cebel za krog Zivljenja na naSem planetu. V novo nastajajocem Domu kranjske cebele, bo na
nov sodoben in interaktiven nacin predstavljeno slovensko ¢ebelarstvo in kranjska Cebela. Zamisel je tudi, da bi bil na
novo postavljeni ¢ebelnjak v Visnji Gori slovenski »paradni ¢ebelnjak«.

Kljucne besede: Dom Kranjske ¢ebele, Obcina Ivanéna Gorica, Visnja Gora, Emil Rotschiitz, kranjska ¢ebela, obelezje.

DEVELOPMENT - HOUSE OF THE CARNIOLAN BEE IN VISNJA GORA

Abstract

The Carniolan Honey Bee, which Slovenes are justly proud of, has been given a home in its place of birth. It was inaugu-
rated with the unveiling of a monument to the Carniolan Honey Bee in Vis$nja Gora, as part of celebrations of World Bee
Day in May 2018. Emil Rothschiitz (1836-1909) from Podsmreka near Visnja Gora, took a hitherto unknown species of
bee out into the world. Today we carry on his work, nurturing and spreading knowledge of the Carniolan Honey Bee. In
doing so, we draw attention to the importance of bees in the life circle of our planet. In the newly emerging Home of the
Carniolan Honey Bee, beekeeping in Slovenia and Carniolan Honey Bee will be presented in a new modern and interac-
tive way. The idea is also that a newly-established apiary in Visnja Gora becomes a Slovenian »representative apiary«.

Key words: Home of the Carniolan Honey Bee, Municipality of Ivan¢na Gorica, Visnja Gora, Emil Rotschiitz, Carni-
olan honey bee, monument.

! Mag.upr.ved, Cebelarska zveza Slovenije
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Leta 1857 je dr. Philip Rothschiitz v ¢lanku z naslovom
Aus Unterkrain zapisal: »Obstaja pa ena pridna in utrjena
Cebela, taka je kranjska.« Njegovo delo je nadaljeval sin
Emil. Kranjska ¢ebela, ki jo imenujemo Se kranjica, kranj-
ska sivka ali le sivka, je dobila ime po dezeli Kranjski,
v katero je spadalo tudi obmocje danasnje Dolenjske. Na
tem podrocju se je skozi evolucijo kranjska cebela ustali-
la. Slovenci in slovenski ¢ebelarji smo nanjo upraviceno
ponosni, saj jo odlikujeta mirnost in pridnost. Prav zaradi
svojih dobrih lastnosti je priljubljena po vsem svetu.

ZAKA]J VISNJA GORA

Zgodovinska dejstva

Letos februarja je minilo 150 let od ustanovitve prvega
Kranjskega trgovskega Cebelnjaka na gradu Podsmreka pri
Visnji Gori. Ustanovili so ga ¢ebelarji druZine Rothschiitz
z baronom Emilom na ¢elu. Na §iroko so odprli trgovi-
no s kranjsko ¢ebelo in neposredno vplivali na ohranjanje
njene Cistosti. To je bil ¢as prvega podrobnega opisa in
poimenovanja kranjske cebele, njenega Sirjenja po Evropi
in svetu, priznanja, in kar je najpomembnejSe, vpisa kot
samostojne podvrste v zoolosko sistematiko medonosne
Cebele — Apis mellifera carnica, Pollmann 1879.

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Cebelarji druzine Rothschiitz imajo pionirsko vlogo pri
poimenovanju, uveljavitvi, Sirjenju in priznanju kranjske
¢ebele. DruZina Rothschiitz je v 19. stoletju delovala prav
na bliznjem gradu Podsmreka, kjer je z naprednim cebe-
larjenjem in trgovanjem poskrbela, da si je kranjska cebela
uspesno utirala pot v svet. Njen najbolj vidni predstavnik
je kot Ze receno Emil Rothschiitz. Slednji je eden najbolj-
Sih evropskih Cebelarskih strokovnjakov svojega Casa, ki
je prebival in deloval v gradu Podsmreka pri ViSnji Gori.
Prav zato je Obcina Ivanc¢na Gorica vso to dedis¢ino, ki so
jo zapustili nas8i predniki, prepoznala kot svojo priloZnost
in predvsem odgovornost.

TRENUTNA SITUACIJA

Postavitev ucnega cebelnjaka

S slovesno otvoritvijo Cebelnjaka Kranjske &ebele in par-
ka medovitih rastlin 10. maja 2018, se je v Visnji Gori
zacela Cebelarska zgodba, ki je bila povezana z uvodom v
praznovanje prvega Svetovnega dne Cebel in 540-letnice
pridobitve mestnih pravic Visnje Gore. Njegova postavi-
tev je del nastajajoCega obelezja kranjski cebeli v Visnji
Gori, ki bo v povezavi z bodoco HiSo kranjske cebele v
stavbi nekdanje Sole zanimiv turisti¢ni produkt in u¢na
ustanova.

Ve by
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Slika 1. Dogodek ob postavitvi temeljnega kamna obeleZja kranjski cebeli. Foto: Gasper Stopar.
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Slika 2. Dogodek ob slovesni otvoritvi ucnega cebelnjaka.

Ob¢ina Ivanéna Gorica je skupaj s Cebelarsko zvezo Slo-
venije in SID banko v starem mestnem jedru uredila park
medovitih rastlin s ¢ebelnjakom Kranjske cebele. Z njim
se Zeli poudariti tesno povezanost Visnje Gore s Kranjsko
Cebelo (sivko), kot eno najbolj prepoznavnih cebeljih vrst
v Evropi.

Na dan otvoritve u¢nega cebelnjaka, je bila v knjiZnici
Ivan¢na Gorica predstavljena knjiga z naslovom Kranj-
ska Cebela in Cebelarji druZine Rothschiitz, katere avtor
je prof. dr. Andrej Salehar. Knjiga vsebuje zakladnico
novih informacij in raziskovanj ter tako predstavlja naSo
pomembno dedis¢ino.

Postavitev spominskega obeleZja

Slovesno odkritje spominskega obelezja Kranjski cebeli
je potekalo v petek, 18. maja 2018, v sklopu praznovanja
prvega Svetovnega dne Cebel, ki ga je pripravila Obcina
Ivanéna Gorica v sodelovanju s Cebelarsko zvezo Slove-
nije.

Prireditve se je udeleZilo preko tiso¢ domacih in tujih go-
stov. Zupan Dugan Strnad je ponosno povedal, da se je
praznovanje Svetovnega dne ¢ebel zacelo prav v domovini
Kranjske cebele v Visnji Gori. Kot je dodal, bo po odkri-
tju obeleZja Kranjske cebele in odprtju u¢nega cebelnjaka
sledila obnova starega mestnega jedra s prenovo nekdanje

Foto: Gasper Stopar.

stare Sole v HiSo kranjske cebele z interaktivnim muze-
jem. Kot veliko Zeljo je izpostavil, da v ViSnjo Goro pri-
peljejo del programa Slovenske cebelarske akademije, ki
je bila pred kratkim ustanovljena. Poudaril je Se, da HiSa
kranjske cebele ne bo namenjena zgolj obiskovalcem,
Zabnega Zivljenja v starodavnem mestu, ki letos praznuje
540-letnico pridobitev mestnih pravic.

Slovesnega odkritja obeleZja v Visnji Gori se je udelezil
tudi predsednik mednarodne Cebelarske zveze Apimon-
dia, gospod Philip McCabe. V svojem nagovoru ni skrival
navduSenja nad Slovenijo: »V Cast mi je, da sem tukaj,
saj je bil svetovni dan Cebel vasa ideja. Vedno recem, da
so Slovenci najboljsi ebelarji«. Izpostavil je tudi pomen
Cebel in drugih opraSevalcev za Zivljenje ljudi, vpliv pod-
nebnih sprememb in bolezni ¢ebel, ter pomen upostevanja
dobrih cebelarskih praks.

Opis obelezja kranjski cebeli

Pomenu in sporocilnosti primerno se je avtor odlocil za
ikonografsko upodobitev Cebele znotraj obeleZja. Glavni
simbol obelezja je skelet kranjske Cebele delavke v nerja-
veci kovini. Zakaj? Visoko ucinkovit sistem instinktivne-
ga delovanja celotnega Cebeljega roja kot enega organizma
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Slika 3. Dogodek ob slovesnem odkritju obeleZja kranjski cebeli. Foto: Gasper Stopar.

je ljudem precej tuj. Prav to nam avtor pribliZza z izvirno  Pohodni terasasti venec obelezja v posebni obdelavi be-
matrico, ki vsakemu omogoci oblikovanje osrednje skulp-  tonske osnove iz Sestkotnih elementov predstavlja hibrid
ture obeleZja, podobno kot instikt vodi ¢ebele k skupnemu  ¢ebeljega in CloveSkega sveta. Nam znane imitacije ka-
rezultatu. mnitega obzidja, stolpa, krone ali zmagovalnega podija, ki

Slika 4. Spominsko obeleZje v Visnji Gori v 3D pogledu. Foto: Arhiv Obcine Ivancna Gorica.
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Slika 5. Izgled zunanjosti Hise kranjske Cebele. Foto: Arhiv Obcine Ivancna Gorica.

v Cebeljem svetu pomenijo opojni cvet, razvojne celice in
polno satovje, nas profilno spomnijo na simbol slovenstva
- Triglav in simbol lokalne destinacije Prijetno domace.
Druga terasa nosi 12 zgodovinsko najpogosteje upodo-
bljenih motivov slovenskih panjskih kon¢nic. Podobe so
enobarvni posnetki izvirnih konénic, ki jih hrani Cebe-
larski muzej v Radovljici. Dodana je ikonografija dele-
Znikov in skladna svetlobna ter zvo¢na tehnika. Za polno
doZivljanje je obelezje dostopno, kar ga organsko umesti
v ostale funkcije prostora.

Ostali podatki o obeleZju: investitor — Obcina Ivan¢na
Gorica, avtor — Robert Kuhar, kovinski elementi — Doli-
nox d.o.0., motivi panjskih kon¢nic — iz zbirke poslikanih
panjskih kon&nic, ki jih hrani Cebelarski muzej Radovlji-
ca — izbor pripravila mag. Tita Porenta, kustosinja — mu-
zejska svetnica, Zvocni posnetek panja kranjskih cebel:
Rok Borstnik s.p.

Mednarodno tekmovanje mladih c¢ebelarjev

Slovenija, ki je zZe od vsega zacCetka sodelovala na vseh
tekmovanjih, je letos vlozila uradno kandidaturo za orga-
nizacijo tekmovanja v Sloveniji. V ponedeljek, 17. 9. 2018,
je predsednik ICYB g. Jifi Pize dodelil potrditev kandi-
dature. Podpisali smo listino, s katero je Cebelarski zvezi
Slovenije (CZS) zaupana organizacija Mednarodnega tek-
movanja mladih cebelarjev v letu 2020 v Sloveniji, ki bo
Ze 11. po vrsti.

V pripravah na kandidaturo se je CZS povezala z ob&ino
Ivan¢na Gorica, ki bo ob¢ina gostiteljica in soorganiza-
torica tega dogodka, ki poleg osrednjega tekmovalnega

dela vkljucuje tudi izobrazevalni in druzabno-kulturno-
-turisti¢ni program. Obcina Ivancna Gorica kot izvorni
kraj kranjske cebele (grad Podsmreka pri ViSnji Gori)
nudi odli¢ne turisti¢ne in izobraZevalne moznosti kot tudi
zadostne nastanitvene zmoZnosti za tekmovalne ekipe iz
razlicnih drZav iz ve¢ celin. Nas$ cilj je 50 drzav udele-
Zenk tekmovanja. Vsaka ekipa sestoji iz treh tekmovalcev
in dveh spremljevalnih oseb. Skupaj z organizacijskim
osebjem bo v Casu tekmovanja navzocih do 300 oseb, kar
pomeni, da bo Zivahno kot v panju.

CILJI ZA PRIHODNOST

Obnovitev stare Sole

Objekt je delno podkleten, s pritlicno etazo, 1. nadstropje
in podstresje. V kleti je vstopni hodnik z dvema prostoro-
ma, ki sta namenjena kurilnici v velikosti 24 m? in 32 m?,
ter hodnik 12 m? V pritli¢ju so tri uéilnice v velikosti 55
m?, 67 m? in 44 m?, prostori kuhinje 20m? in sanitarij 17
m?, ostalih 40 m? zajemajo hodniki. ViSina prostorov je
3,8 m. Tudi v nadstropju so tri u€ilnice velikosti 50 m?, 61
m? in 36 m?, hodniki v izmeri 30 m?, dve pisarni po 18m?
in 11 m? ter 6 m? sanitarij. ViSina prostorov je 4 m. Tloris
podstresja je 267 m2. Ostre§je je vezano s tremi gredami,
ki so med seboj oddaljene 214 cm. Objekt po vsej verje-
tnosti nima narejenega venca.

Opravljena je bila analiza obstojece zgradbe in SirSe ter
ozje okolice. Ideja obnove stavbe je, da bi se v njej uredili
prostori z vabljivo ponudbo.

Predlogi vsebin po prostorih: v kleti bo prostor za kotlov-
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Mevy

Slika 6. Izgled notranjosti in leZiS¢ na podstresju. Foto: Arhiv Obcine Ivancna Gorica.

nico in shrambo, v pritli¢ju bo muzej Cebelarstva 1, turi-
sti¢no informativna tocka, sanitarije, gostinski prostor in
manjSa kuhinja, ve¢namenska dvorana za izobraZevanja,
delavnice in predavanja. V nadstropju bo muzej cebelar-

ZAKLJUCEK

stva 2, 3 in 4, Cebelji panj, razstavni prostor, kjer bi se
menjale predstavitve in razstave. V objektu so predvideni
tudi nastanitveni prostori za 55 oseb.

Kranjska cebela in srednjeveska Visnja Gora sta simbol
slovenske marljivosti in trdoZivosti, slovenskega ponosa in
prijetne domacnosti.

Celoten projekt zajema prenovo starega mestnega jedra v
Visnji Gori, obelezje kranjski ¢ebeli ter popolno prenovo
stare Sole v Vi$nji Gori, ki smo jo poimenovali HiSa kranj-
ske Cebele. Vse vsebine v njej bodo posvecene kranjski
Cebeli, hisa bo med drugim pomenila tudi vstopno turi-

LITERATURA

sticno toc¢ko v obcino. Znotraj se bo nahajal Se Turisti¢no
informacijski center, kavarna, razstavni prostori, hostel in
tisto, kar je najpomembnejse, muzejsko doZivetje kranjske
Cebele. Hisa kranjske Cebele bo hiSa dozivetij. Med dru-
gim tudi sodoben muzej, ki bo nudil §iroko polje informa-
cij o posebnostih in pomenu kranjske cebele.

«  Salehar, A. (2017): Kranjska &ebela in &ebelarji drui-
ne Rothschiitz — knjiga.

+  Salehar, A. (2018): Kranjska Gebela in Gebelarji druZi-
ne Rothschiitz. Casnik Delo 21. februar 2018.

*  http://www.ivancna-gorica.si/Obcina-Ivancna-Gori-
ca/




POKLUKARJEVI DNEVI 2018
COBISS tipologija 1.12

CEBELARJENJE V TURCIJI:
TRENUTNI RAZVOJ

Irfan KANDEMIR!

Izvlecek

Turc¢ija ima najvecje Stevilo podvrst medonosne ¢ebele v Evropi in Srednjem Vzhodu (Apis mellifera anatoliaca, A. m. ca-
ucasica, A. m. meda, A. m. syriaca) in lokalno prilagojenih populacij (Thrace, Yi8ilca, Zonguldak, Mugla itd.). V osrednjo,
nacionalno Tursko Eebelarsko zvezo je vkljugenih 81 lokalnih Eebelarskih zvez. Stevilo &ebeljih druzin od ustanovitve Repu-
blike nenehno narasca, trenutno pa turski cebelarji oskrbujejo ve¢ kot sedem milijonov ¢ebeljih druZzin. Letna pridelava medu
se giblje okrog 100 tisoc ton, v povprecju pridelajo turski cebelarji od 15 do 16 kilogramov medu na ¢ebeljo druzino. Glede
na podnebje, geografsko lego in paSne vire je letina precej pod pri¢akovanji Cebelarjev. V Zelji po izboljSanju donosov medu
so Stevilne lokalne zveze pricele izvajati projekte z namenom opisa, selekcije in ohranjanja lokalno prilagojenih medonosnih
¢ebel. Na tem podrocju sta pionirsko vlogo odigrala dva projekta, financirana s strani vlade, pet pa se jih je Ze zakljucilo
(Y1gilca, Thrace, Mugla, Egejsko in Crno morje). Trenutno sta dve podvrsti v programu zaicite, ve¢ razli¢nih populacij pa
je Ze ohranjenih z dovoljenjem Ministrstva za prehrano, kmetijstvo in Zivino. V teh populacijah se sedaj vrsi selekcija na vec
Zelenih lastnosti (visoki donosi medu, odpornost na bolezni, hiter spomladanski razvoj, mirnost in zmanj$ana rojivost). Od-
brane Cebelje druzine se uporablja za vzrejo matic z Zelenimi gospodarskimi lastnostmi. Trenutno sta v teku tudi dva projekta,
katerih glavni cilj je vzpostaviti konkurencno ¢ebelarstvo v Turciji. Prvi je EU projekt, “My Bee, My Honey, My Honeycomb«
(Moje Cebele, moj med, moj medeni sat), drugi pa je ravnokar prijavljen na ministrstvo, imenovan »National Beekeeping
Project« (Nacionalni cebelarski projekt), katerega glavni cilj je razvoj ¢ebelarstva v Turciji. Nedavni napredek v razvoju cebe-
larstva bo velikega pomena za prihodnost turSkega Cebelarstva.

Kljucne besede: cebelarstvo, éebelarjenje v Turciji, ohranjanje, selekcija

BEEKEEPING IN TURKEY: CURRENT DEVELOPMENTS

Abstract

Turkey has the highest honey bee subspecies diversity in Europe and in the Middle East consisting of many subspecies (Apis
mellifera anatoliaca, A. m. caucasica, A. m. meda, A. m. syriaca) and locally adapted populations (Thrace, Yigilca, Zongul-
dak, Mugla etc). A total of 81 city Beekeeping Associations are placed under the umbrella of Turkish Beekeeping Association.
The colony number continuously increased since the establishment of the republic and now more than seven million bee hive
present in Turkey. However the total honey yield is around 100 thousand tons, an average of 15-16kg per colony. Based on
the climate, geography and the floral sources, the yield is much lower than the beekeepers expectation. Currently to increase
the yield several city Beekeeping Associations are started their local honey bee projects to characterize, select and conserve
locally adapted honey bees. Two government granted projects became the pioneer of these local projects and already five
were completed (Yigilca, Thrace, Mugla, Aegean and Black Sea). Currently two subspecies are under conservation and also
several other populations are conserved with the permission from the Ministry of Food, Agriculture and Livestock. From these
stocks several characteristics (High honey yield, disease resistant, fast spring build up, not aggressive, not swarming) are now
under selection. Some selected breeding stocks are now used for queen production. Two projects are also underway about the
Turkish Beekeeping. One is an EU project namely »My Bee, My Honey, My Honeycomb« with the main goal to promote

! Department of Biology, Faculty of Science, Ankara University
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competitive beekeeping sector in Turkey and the other one is just applied to the Ministry about »National Beekeeping Project«
for the development of beekeeping in Turkey. These recent developments in Beekeeping will have a profound effect in Turkish
beekeeping in the next years.

Key words: beekeeping, beekeeping in Turkey, conservation, selection
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PREDSTAVITEV DELOVANJA SLOVENSKE
CEBELARSKE AKADEMIJE:
VIZIJA, POMEN IN POSLANSTVO

Damjana GROBELSEK'

Izvlecek

Slovensko ¢ebelarsko akademijo (SCA) opredeljuje Zakon o kmetijstvu ZKme-1E in je namenjena neformalnemu izo-
braZevanju o slovenskem nacinu ebelarjenja. SCA je del Kmetijskega intituta Slovenije (KIS) in se nahaja v Ljubljani
na sedeZu instituta. SCA je nastala kot odgovor na povpraSevanje tujcev glede slovenskega bogatega znanja o ebelar-
stvu. Sestavlja jo predstojnik akademije in programski odbor s predstavniki KIS, trije predstavniki ¢ebelarjev, ki jih pre-
dlaga Cebelarska zveza Slovenije, predstavnik javne svetovalne sluzbe v &ebelarstvu, predstavnik Univerze v Ljubljani,
Biotehniske fakultete, predstavnik Univerze v Mariboru, Fakultete za kmetijstvo in biosistemske vede, predstavnik
Univerze v Ljubljani, Veterinarske fakultete, Nacionalnega veterinarskega instituta, predstavnik srednjih Sol, izvajalk
izobrazevalnih programov s podroc¢ja kmetijstva, predstavnik ministrstva, predstavnik ministrstva, pristojnega za izo-
braZevanje, predstavnik ministrstva, pristojnega za zunanje zadeve. SCA je inovativna s svojim tematsko osredotodenim
pristopom, ki spodbuja kandidate h kreativnemu misljenju. Cilji Slovenske ¢ebelarske akademije so izboljSanje znanja
na podrocju ¢ebelarstva v mednarodnem prostoru, povecanje promocije Slovenije, slovenskega Cebelarstva in turizma,
izboljSanje zaposlitvene moZnosti, izboljSava ozaveScenosti o pomenu Cebel in oprasevanja.

Kljucne besede: Slovenska ¢ebelarska akademija, ¢ebelarstvo, tematsko osredotocen pristop izobraZevanja, kranjska
sivka, Kmetijski inStitut Slovenije, promocija Slovenije, Cebele

PRESENTATION OF SLOVENIAN BEEKEEPING ACADEMY:
VISION, IMPORTANCE AND MISSION

Abstract

The Slovenian government has decided to set up the beekeeping academy of Slovenia (BAS) to serve mainly foreign learners
with Slovenian beekeeping knowledge. The BAS is part of the Agricultural Institute of Slovenia (AIS) and is located at hea-
dquarters of AIS in Ljubljana. The establishment of the academy is defined by law (ZKme-1E). The aim of the Academy is to
respond to the interests in knowledge about Slovenian beekeeping that has been shown from abroad. The BAS consists of the
head of academy and programming committee, which includes representatives of the: AIS, the Ljubljana faculties of biotech-
nology, Veterinary medicine, as well as the Maribor Faculty of Agriculture and Life Sciences, representatives of beekeepers,
public advisory service in beekeeping, representative of secondary schools, Ministry of education, science and sport, Ministry
of agriculture, forestry and food, Ministry of foreign affairs. BAS is a pioneer in providing an innovative approach in leader-
ship development, an innovative approach with Problem Based Education (PBE). By practising critical and creative thinking,
students will be equipped to consider the impact of bees, based on social, environmental and economic criteria. The mission
of BAS is to spread extensive knowledge of Slovenian beekeeping, spreading the ecological way of thinking and lifestyle, pro-
moting Slovenia and knowledge of Slovenian beekeepers and endemic breed of Slovenian bee (Apis mellifera carnica) in the
world and integrating different disciplines in a common mission of spreading quality knowledge about bees and beekeeping.

Key words: Beekeeping academy of Slovenia, beekeeping, problem based education, Carniolan bee, Agricultural insti-
tute of Slovenia, promotion of Slovenia, bees

! Dr. vet. med., predstojnica Slovenske ¢ebelarske akademije, Kmetijski institut Slovenije, Hacquetova ulica 17, Ljubljana,
damjana.grobelsek@kis.si
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UVOD

Dejstvo, da smo Slovenci ¢ebelarski narod, kjer ima cebe-
larjenje poseben status kmetijske dejavnosti, botruje zave-
danju o pomenu ¢ebel in skrbi, da je znanje o Cebelarjenju
na visoki ravni.

Cebelarstvo v Sloveniji uZiva mednarodno priznanje za-
radi svoje tradicije ter posebnosti. Avtohtona podvrsta
Cebele Apis mellifera carnica, znana tudi pod imenom
kranjska sivka, je druga najbolj razsirjena vrsta Cebele na
svetu. SCA odgovarja na povprasevanje tujcev po sloven-
skem znanju o &ebelarjenju. SCA bo s svojimi aktivnostmi
pripomogla k spodbujanju razvoja cebelarstva po svetu in
tudi v drZavah v razvoju ter s tem pripomogla k promociji
Slovenije v tujini.

Slika 1: A. mellifera carnica; vir Eva Cukjati

DELO SLOVENSKE CEBELARSKE
AKADEMIJE

PREVZEM IZVEDBE PILOTNEGA PROJEKTA
CEBELARJENJE V BANGLADESU

Z vzpostavitvijo delovanja SCA, so na akademijo presle
aktivnosti povezane z izvedbo pilotnega projekta Cebe-
larjenje v BangladeSu. Projekt je bil zasnovan na podlagi
povprasevanja po bogatem slovenskem znanju na podro-
¢ju Cebelarjenja s strani najvecje nevladne organizacije
BRAGC, ki si prizadeva za razvoj in pomoc¢ revnejSim dr-
Zavam.

Cilj projekta je razvoj Cebelarstev, ki bodo pripomogla k
izboljSanju kvalitete Zivljenja revnim bangladeskim dru-
Zinam, saj bodo s prodajo ¢ebeljih pridelkov vplivali na
druZinski proracun. Prav tako je cilj projekta izboljsati
in dvigniti na visji nivo celotno tehnologijo ¢ebelarjenja
v BangladeSu. Slovenska cebelarska akademija je pro-
jekt prevzela v fazi priprav na prakti¢no izvedbo, ki bo
potekala ob prisotnosti potujotega ugitelja SCA, ki bo v

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Slika 2: raziskovalno delo na Mengeskem polju

Bangladesu pouceval skupine izbranih kandidatov, kateri
bodo kasneje svoje znanje $irili na ostale zainteresirane
bangladeske druZine.

Strokovnjaki Kmetijskega instituta Slovenije v sodelova-
nju s strokovnjaki Nacionalnega veterinarskega instituta,
UL VF in CZS, so pripravili natanéno opredeljen program
izvedbe projekta vklju¢no z nabavo osnovne cebelarske
opreme ter Cebeljimi druZinami in plemenskimi matica-
mi za nadaljnjo vzrejo. Program zajema terensko analizo
podrocja kjer se bo projekt prakti¢no izvajal in trenutnega
stanja na podroc¢ju Cebelarjenja, analizo tveganja izvedbe
projekta in zdravstvenega varstva ¢ebel, analizo reje matic
in ¢ebeljih druZin, marketinSko analizo in natan¢no ¢asov-
no opredelitev posameznih faz projekta.

Slika 3: A. mellifera ligustica - Cebelarjenje v Bangladesu
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IZDELAVA CELOSTNE PODOBE SCA

Z zatetkom ustanovitve SCA se aktivno izvaja priprava
celostne podobe SCA, ki zajema izdelavo logotipa SCA
in spletne strani.

Slevenska

cebelarska Akademija

Slika 4: logotip SCA

Logotip SCA povezuje akademsko znanje na visoki ravni
s simbolom akademskega klobuka, kranjsko sivko — po-
nos slovenskega ¢ebelarjenja in lipov list kot simbol slo-
venskega naroda.

PROMOCIJA SCA

Promocija SCA se prienja z vzpostavitvijo spletne strani
in nadaljevala z aktivno udelezbo na Znanstvenem posve-
tu o Cebelah in Cebelarstvu na Poklukarjevih dnevih ter
ekskurzijo na Zagrebski veterinarski fakulteti.

V septembru 2018 je bilo v sodelovanju s CZS izvedeno
srecanje z ustanoviteljico aktivnosti ACT for Bees, ki jo
od leta 2016 izvaja Avstralija. Konec septembra 2018 bo
SCA gostila predstavnike najvedje Eebelarske druZine v
Teheranu, ki se bodo na sedezu SCA — KIS mudili po pri-
porogilu slovenske veleposlanice v Iranu. SCA bo sodelo-
vala na Jesenskem kmetijsko — obrtnem sejmu v Komendi.
Pricele se bodo vse aktivnosti povezane z izvajanjem
usposabljanj uciteljev prve generacije.

PRAVNA PODLAGA
Zakon o kmetijstvu (Uradni list RS, $t. 45/08, 57/12, 90/12
—7ZdZPUVHVVR, 26/14, 32/15, 27/17 in 22/18)

CILJI
Cilji Slovenske ¢ebelarske akademije so naslednji:
1. izboljSanje znanja na podrocju Cebelarstva v medna-
rodnem prostoru:
e prakticno poucevanje zainteresirane javnosti
tako doma kot v tujini, povezovanje razli¢nih

strok v skupno poslanstvo Sirjenja kvalitetnega

Slika 5: raziskovalno izobraZevalno delo

znanja o Cebelah in Cebelarjenju, sodelovanje z
domacimi in tujimi strokovnjaki z razli¢nih po-
drocij in prakti¢na uporaba SirSe mreZe znanja
2. povecanje promocija Slovenije, slovenskega Cebelar-
stva in turizma:
* Sirjenje bogatega, vec kot dvesto let starega zna-
nja o Cebelarjenju na slovenskem,
e promocija Slovenije in njene raznolikosti narave
v svetu.
e promocija znanja slovenskih ¢ebelarjev in avtoh-
tone pasme Cebele, kranjske sivke, v svetu.
3. izboljSanje zaposlitvene moZnosti
e izvedba izobrazevalnih projektov za drzave v ra-
zvoju (potujoci ucitelji)
4. izboljSa ozavescenost o pomenu Cebel in opraSevanja
e Sirjenje ekoloskega nacina razmisljanja in Zi-
vljenjskega stila, spostovanje Zivih bitij

POSLANSTVO IN VIZI1JA: Zivijenje z naravo, inovati-
vnost, kreativnost, brezmejnost

Osnovno vodilo SAC je »Ziveti naravno s &ebelarsko aka-
demijo.« Izhajajo¢ iz narave, podaja SAC na prvo mesto
ekoloske vrednote in pomen sobivanja z darovi in ne-
skon¢nimi moznostmi, ki jih ¢loveku tako za osebni, kot
za poslovni razvoj ponuja narava. SAC kot pionirska izo-
brazevalna ustanova na podrocju neformalnega izobraze-
vanja Cebelarjenja ponuja inovativen pristop k podajanju
znanja, ki je tematsko osredotocen (Problem based edu-
cation).Ponuja kreativen pristop interaktivnega ucenja in
brezmejno Sirjenje znanja.




PROGRAM

VSEBINSKI PROGRAM

Slovenska cebelarska akademija:

e organizira in izvaja neformalna izobraZevanja na
podrocju Cebelarstva ter pri tem sodeluje z izobraZe-
valnimi ustanovami in drugimi pravnimi in fizicnimi
osebami, ki delujejo na podrocju cebelarstva v Repu-
bliki Sloveniji in v tujini,

* skrbi za skupno promocijo izobrazevalnih ustanov
Republike Slovenije na podrocju ¢ebelarstva in Sirje-
nje novih znanj v nacionalnem in mednarodnem okvi-
ru v povezavi z raziskovalnim in razvojnim delom na
podrocju cebelarstva

* organizira in izvaja neformalna izobraZevanja za dr-
Zave v razvoju

*  organizira in izvaja izobraZevanja za izvajalce izobra-
Zevanj

1. Informativni posvet Slovensko Cebelarjenje od A
do Z

Slovenska cebelarska akademija nudi neformalna izo-

brazevanja s podrocja Cebelarjenja, ki je zasnovano kot

inovativen, problemsko osredotocen program »Problem

based education« (PBE). IzobraZevanje se pri¢ne z infor-

mativnim posvetom Slovensko &ebelarjenje od A do Z,

ZAKLJUCEK

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Slika 6: umetno osemenjevanje matice, vir KIS

ki predstavlja predhodno stopnjo nadaljnjega tematskega
izobraZevanja PBE. Posvet je oblikovan kot teoreti¢ni del
splosnega pregleda slovenskega Cebelarjenja, ki ga kan-
didatom predstavijo strokovnjaki SCA. Del posveta je
raz$irjena, k specifi¢nim temam usmerjena razprava, ki je
podlaga za nadaljnjo izbiro ustreznega nivoja programa.
2. Cebelar zacetnik (podrobni opis v katalogu)

3. Cebelarski mojster (podrobni opis v katalogu)

4. Cebelarski ucitelj (podrobni opis v katalogu)

Slovenska cebelarska akademija prinasa moZnost povezo-
vanja razli¢nih strok v skupno poslanstvo Sirjenja kvali-
tetnega znanja o Cebelah in Cebelarjenju na slovenskem,
sodelovanje z domacimi in tujimi strokovnjaki z razli¢nih

podrocij in prakti¢na uporaba SirSe mreZe znanja. S svojim
delovanjem si bo SCA prizadevala k Sirjenju zavesti vseZi-
vljenjskega ucenja, k povezovanju posameznih slovenskih

regij in pospeSevanju razvoja turizma.

Poglavitni cilj je sooblikovati ¢ebelarja s Sirokim, uporab-
nim znanjem, temeljnimi vrednotami Zivljenja z naravo,
globalnim pogledom na ¢ebelarjenje v svetovnem merilu,
ki bo s ponosom izkazoval pridobljeno znanje na Sloven-
ski ¢ebelarski akademiji.
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PRIMER DOBRE PRAKSE: MLADA
PREVZEMNICA CEBELARSKE KMETIJE

Darja Solar!

V nasi druzini Solar Ze vec kot 35 let &ebele predstavljajo
osrednjo vlogo, zato z njimi ravnamo skrbno in preudar-
no, saj nam le tako lahko zagotavljajo kakovostne pridel-
ke in inovativne storitve. Smo eno redkih cebelarstev v
Sloveniji, ki ohranja lectarstvo. Spomnimo naj, da je bil
neko¢ lect dodana vrednost ¢ebelarjev in cenjeno ter dra-
goceno ljubezensko darilo, ki so ga fantje podarjali dekle-
tom. Danes pa se lect uporablja predvsem kot poslovna in
spominska darila ali okras na novoletnih jelkah.

Od samega zacetka Cebelarjenja, v naSi pekarni nasta-
jajo iz kakovostnega medu, tudi diSece medene dobrote
razli¢nih oblik. Prepri¢ani smo, da se zavest o naravnih
proizvodih dviguje in s tem tudi skrb za zdravje in zdrav
nacin Zivljenja, zato smo na domacem dvoriscu, obstojeci
Cebelnjak s 20 panjskimi enotami preuredili tako, da ne
sluzZi samo kot varen dom druZinam kranjske cebele, am-
pak omogoca tudi posamezniku vzpostavitev dobrega psi-
hofizi¢nega pocutja kot priloZnost za pocitek, sprostitev
in oddih od vsakodnevnih obremenitev in stresnih stanj v
Zivljenju.

Sem Darja Solar, mlada prevzemnica Gebelarske kmetije,
porocena, mamica Stirih deklic, po izobrazbi diplomirana
ekonomistka, smer racunovodstvo. Z druZino Ze trinajsto
leto Zivimo na Strmci v ob¢ini Lasko, ob neposredni bli-
7ini ¢ebelnjaka na domacem dvoriicu z 20 AZ panji, kjer
se lahko dodobra opazuje cebele, ki so me s svojo delav-
nostjo, vztrajnostjo in mogocnostjo popolnoma osvojile.
Vesela sem, da imam mentorja z ve¢ kot 35-letnimi izku-
Snjami v Cebelarstvu. To je moj tast-Cebelarski mojster in
z njegovo pomocjo sem pridobljeno znanje iz knjig zacela
pred leti uporabljati v praksi. Svoje poznavanje Cebelarje-
nja sem nadgradila tako, da sem junija 2016 pridobila cer-
tifikat o nacionalni poklicni kvalifikaciji - ¢ebelarka. Leto
prej sem obiskovala tecaj apiterapije, kjer sem si pridobila
znanja na podrocju pridobivanja, shranjevanja in pravilne
uporabe Cebeljih pridelkov. Z zagovorom zaklju¢ne na-

loge na temo imunskega sistema sem uspes$no zakljucila
izobraZevanje in postala apiterapevtka. Ker so me cebele
s svojo mogocnostjo tako osvojile, sem po dvanajstih letih
dela v racunovodstvu dala odpoved in se odlocila, da se
podam na novo Zivljenjsko pot. Sedaj sem Ze drugo leto
nosilka in usmerjevalka razvoja ¢ebelarstva, lectarstva in
apiturizma Solar z ve& kot 35 letno tradicijo, kar mi je v
veliko zadovoljstvo.

Avgusta 2016 sem uspeSno oddala vlogo za dodelitev
nepovratnih sredstev za sofinanciranje iz podukrepa 6.1
Pomoc za zagon dejavnosti za mlade kmete. Sama vloga
je morala biti do predpisanega roka vsebinsko popolna z
obveznim dodatkom, to je poslovnim nacrtom za obdobje
treh let. Iz poslovnega nacrta sem obvezne mejnike Ze iz-
polnila in si zadala obvezne in neobvezne cilje, katere mo-
ram realizirati v treh letih od datuma prejete pozitivne od-
locbe. Izbrala sem predvsem obvezne cilje, ki prispevajo h
gospodarskemu razvoju kmetije in prispevajo k doseganju
horizontalnega cilja. Med neobvezne cilje v poslovnem
nacrtu sem si zadala ohranitev obsega proizvodov, trZzenje
kmetijskih proizvodov, sodelovanje in dvig kakovosti pro-
izvodov, ter vkljucitev v izobraZevanje.

Veliko ciljev iz poslovnega nacrta je Ze udejanjenih. In
sicer, ob oddaji vloge je imela kmetija Solar 62 &ebeljih
druzin na treh razli¢nih lokacijah; danes imamo preko 120
gospodarskih ¢ebeljih druzin na sedmin razlicnih lokaci-
jah. Z nakupom novih panjev in Cebeljih druzin smo tako
povecali pridelavo medu. Posodobili smo tudi prostor za
tocenje medu in polnjenje v kozarce, sam prostor pa je
namenjen tudi izdelavi in pakiranju razli¢nih medenih iz-
delkov. Ne manjkata tudi skladiS¢na prostora za razli¢no
embalaZo, pokrove in nalepke. NajnovejSo naloZbo pred-
stavlja nakup hladilnice za hrambo ¢ebeljih pridelkov in
satja. Posodobili smo tudi sanitarni prostor. Ciljev in idej
ne zmanjka. Obenem skuSamo slediti tudi trendom na trgu
in predvsem zadovoljstvu strank. Eden izmed teh vecjih

! Cebelarstvo, lectarstvo in apiturizem Solar, darja.solar@siol.net




zastavljenih in doseZenih ciljev je, da smo v nasih novih
prostorih na domacem dvoris€u odprli vrata prijetnega
prostora, kjer bodo nasim strankam Se naprej dostopni
medeni izdelki. V preteklem letu sem se udelezila tecaja
angleskega jezika, predvsem zaradi laZjega sporazumeva-
nja s tujimi gosti na naSem cebelarskem turizmu. Letos pa
sem se izobraZevala za preskusevalca medu, kjer sem si
raz$irila znanje o sortah medu.

Pri nas doma so gostje vedno dobrodosli, lahko se pre-
pustijo vonju sveZih medenjakov in degustaciji cebeljih
pridelkov. Z veseljem bomo prikazali tudi izdelavo in kra-

Senje lecta. V Cebelnjaku na domacem dvoriscu si gostje
lahko izbolj$ajo svoje psihofizi¢no pocutje. Predstavljamo
se na sejmih in raznih kulturnih prireditvah po Sloveniji.
Tokrat sem se z veseljem in ponosom odzvala povabilu k
sodelovanju s predstavitvijo na Poklukarjevih dnevih.

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu
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ZAZNAVA AROME MEDU MED MLADIMI POTROSNIKI

Mojca KOROSEC', Barbara SITAR?, Jasna BERTONCELJ?

Izvlecek

Aroma Zivila pomembno vpliva na njegovo sprejemljivost. Pri zaznavi arome sodelujejo gustatorni in olfaktorni recep-
torji, za opis zaznanih lastnosti arome pa v senzori¢ni analizi uporabljamo strokovne enoznacne izraze — opisnike. V
predstavljeni raziskavi smo ugotavljali, kako aromo razli¢nih vrst medu opisujejo oziroma zaznavajo mladi potro$niki.
Senzori¢ni panel je sestavljalo 90 Studentov BiotehniSke fakultete, ki so ocenjevali tipicne vzorce sedmih vrst medu:
akacijevega, lipovega, cvetlinega, kostanjevega, hojevega in gozdnega medu ter medu oljne ogrscice. V senzori¢ni
analizi medu smo uporabili dve metodi opisne analize in sicer metodo CATA (slo. Oznaci vse kar ustreza) in Flash pro-
filing (slo. Hitro profiliranje). Stopnjo ugajanja vzorca so potrosniki ocenili z 9-to¢kovno hedonsko lestvico. Rezultate
preskusov z opisnima metodama smo primerjali s strokovnimi opisi senzori¢nih lastnosti obravnavanih vrst slovenskega
medu. Manjse Stevilo opisnikov arome medu, ki so jih identificirali potro$niki pri opisovanju vzorcev z metodo Flash
profiling, je bilo primerljivo z opisi v strokovni literaturi, med tem ko je bilo Stevilo oznaCenih opisnikov, ki so jih v
vzorcih medu zaznali potro$niki pri preskusu z metodo CATA, pri¢akovano vecje. Rezultati ocenjevanja vSecnosti vzor-
cev medu razli¢nih vrst so pokazali, da je bil potrosnikom najbolj vSe¢ akacijev med, najmanj vSecen pa je bil med oljne
ogrscice. Sklepamo lahko, da potroSniki zaznavajo razlike v aromah razli¢nih vrst medu, vendar svoje zaznave pogosto
opisujejo z drugimi izrazi.

Kljucne besede: vrste medu, potro$niki, opisna senzori¢na analiza, v§e¢nost

PERCEPTION OF HONEY AROMA AMONG YOUNG CONSUMERS

Abstract

The aroma of food significantly influences its acceptability. Gustatory and olfactory receptors are involved in the
perception of the aroma, and in the sensory analysis, professional, unique terms - descriptors are used to describe the
perceived aroma attributes. In the present study, we determined how young consumers describe or perceive, respective-
ly, the aroma of different types of honey. The sensory panel consisted of 90 students of the Biotechnical Faculty, who
evaluated typical samples of seven types of honey: acacia, linden, rape, multifloral, chestnut, fir and forest honey. In the
sensory analysis of the honey, two methods of descriptive analysis were used, namely the CATA method (Check All
That Apply) and Flash profiling. At the end, panellists assessed the liking of each sample by a 9-point hedonic scale.
The results obtained with descriptive methods were compared with expert sensory profile of the seven honey types of
Slovenian honey. A smaller number of honey aroma descriptors identified by consumers when using the Flash profiling
method, was comparable to descriptions in the literature, while the number of checked descriptors in the CATA test
was, as expected, higher. The results of hedonic scoring of the samples have shown that consumers were most fond of
acacia, while rape honey was the least liked sample. We can conclude that consumers perceive differences in the aromas
of different types of honey, but they often describe their perceptions with other terms as professionals

Key words: honey types, consumers, descriptive sensory analysis, liking
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3 Izr. prof. dr., Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Jamnikarjeva 101, Ljubljana




UVOD

Botanicna pestrost medu se odraza v njegovih fizikalno-
-kemijskih, senzori¢nih in mikroskopskih lastnostih. Poi-
menovanje botani¢nega izvora medu dovoljuje tudi zako-
nodaja v primeru, ko med izvira pretezno z ene botani¢ne
vrste in odraZa za to vrsto znacilne lastnosti (Pravilnik o
medu, 2011). PotroSniki med cenijo kot tradicionalno sla-
dilo in domace zdravilo, vendar pa nekatere vrste medu
cenijo bolj kot druge. Poleg vecjega zaupanja lokalno pri-
delanemu medu kot tujemu, se tudi raje odlocajo za znane
vrste medu (Pocol in Bolboaca, 2013; Stolzenbach in sod.,
2013). Podobno kot velja za druge Zivilske izdelke, na
sprejemljivost in v§e¢nost medu pri potro§nikih pomemb-
no vplivajo senzori¢ne lastnosti, ki jih potro$nik zaznava
7 opazovanjem, vonjanjem in okusSanjem.

Analiza senzori¢nih lastnosti medu se uporablja tudi v
procesu vrednotenja kakovosti tega cebeljega pridelka in
ugotavljanju skladnosti z oznac¢bo njegovega botani¢nega
izvora. Za ta namen je potrebno dobro poznavanje metod
senzori¢nega vrednotenja in senzori¢nih lastnosti medu.
V evropskem prostoru so metode in terminologija na po-
drocju senzori¢ne analize usklajene, kar je pomembno z
vidika primerljivosti rezultatov in enakih standardov sen-
zori¢ne kakovosti (Persano Oddo in Piro, 2004; Piana in
sod., 2004; Marcazzan in sod., 2018).

Senzori¢na analiza pa ni pomembna za proizvajalce le
pri spremljanju kakovosti izdelka, primerjavi s konku-
ren¢nimi ali v procesu modifikacije izdelka, marvec jim z
ustreznimi metodami lahko poda tudi odgovor na to, zakaj
imajo potrosniki dolocen izdelek raje kot podobnega kon-
kuren¢nega. Z metodami opisne analize prilagojenimi po-
tro$nikom lahko ugotovimo, katere so klju¢ne lastnosti, ki
odlocajo o vSecnosti izdelka pri potro$niku (Ares in sod.,
2014; Meyners in Castura, 2014), kar lahko uporabimo
tudi pri trZenjskih strategijah (Kortesniemi in sod., 2018;
Pocol in Bolboaca, 2013). Rezultati take analize so zane-
sljivi in primerljivi z rezultati analiti¢nih testov s Solanim
panelom preskusevalcev (Ares in sod., 2010).

Namen predstavljene raziskave je bil prouciti, kakSne aso-
ciacije sproZzijo znacilnosti vonja in arome posamezne Vr-
ste medu pri mlajsih potro$nikih in kako so le-te primerlji-
ve s strokovno sprejetimi opisniki. Zeleli smo preveriti Se,
katere vrste medu so v tej skupini potrosnikov bolj vSecCne.

MATERIAL IN METODE

Material
Za analizo smo uporabili znacilne vzorce sedmih vrst slo-
venskega medu: akacijevega, lipovega, cvetlinega, ko-

stanjevega, hojevega in gozdnega ter med oljne ogrscice.

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Senzori¢no kakovost izbranih vzorcev medu je predhodno
potrdil panel Solanih preskusevalcev medu. Vsak vzor-
cev smo pripravili v ve¢ ponovitvah po ca 20-30 g in jih
oznacili z nakljuénimi trimestnimi kodami. Uporabili smo
obarvane plasti¢ne loncke s pokrovcki, saj smo Zeleli, da
se preskuSevalci ¢im bolj osredotocijo na vonj in aromo
medu.

Senzori¢ni panel

Senzori¢ni panel je sestavljalo 90 mlajSih potroSnikov,
Studentov Biotehniske fakultete. Povprecna starost pre-
skuSevalcev je bila 22,7 + 2,6 let. V panelu je bilo 58 %
Zensk in 42 % moskih.

Senzoricne metode

PreskuSevalci so pred pricetkom senzori¢nih preskusov
prejeli osnovne informacije o aromi v medu, kako jo za-
znavamo in opisujemo. Na kratko smo jim predstavili na-
men preskusov in njihovo izvedbo ter jih opozorili, naj
se osredotocijo predvsem na vonjalno okuSalne zaznave.
Z izbiro dveh metod opisne senzori¢ne analize, ki sta
primerni za senzori¢no analizo s potrosniki Flash profi-
ling (slo. Hitro profiliranje) in CATA (slo. Oznaci vse,
kar ustreza) smo zagotovili kvalitativno in kvantitativno
merjenje odziva preskusevalcev na senzori¢ne lastnosti
vzorca posamezne vrste medu. V tretjem testu so presku-
Sevalci oznacili vSe€nosti medu na 9-to¢kovni hedonski
lestvici. Iz rezultatov smo izracunali osnovne opisne sta-
tistike. Ocenjevanja so potekala v standardnih pogojih za
izvedbo senzori¢ne analize (ISO 6658:2017).

*  Metoda Flash profiling

Vsak preskuSevalec je prejel tri naklju¢no izbrane vzorce
medu. Po prvem okuSanju je moral dolociti tri opisnike,
po drugem okuSanju pa je moral vzorce razvrstiti po in-
tenzivnosti vsakega opisnika na nestrukturirani 100 mm
lestvici (Delarue, 2014).

*  Metoda CATA

Iz posodobljenega kolesa vonjev in arom medu Mednaro-
dne komisije za med (KorosSec in sod., 2014) smo sestavili
seznam opisnikov in dodali Se opisnike za intenzivnost
sladkega, kislega in grenkega okusa ter hedonske opisni-
ke, ki se pri tovrstni analizi s potro$niki lahko uporabljajo.
Metoda je kvalitativna, saj z njo beleZimo le zaznane opi-
snike, ne pa tudi njihovih intenzivnosti. PreskuSevalci so
posamezno ocenjevali vsakega od sedmih vzorcev tako,
da so v seznamu 55 opisnikov (Slika 1) odkljukali vse ti-
ste, ki so jih zaznali v vzorcu (Meyners in Castura, 2014).

e Hedonska lestvica
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Za ugotavljanje stopnje vSecnosti vsakega vzorca smo
uporabili 9-tockovno opisno hedonsko lestvico, z razpo-
nom od »izredno ne ugaja« do »izredno ugaja« in sredin-
sko tocko »niti ugaja niti ne ugaja« (ISO 4121:2003).

REZULTATI Z RAZPRAVO

Rezultati preskusa Flash profiling

Preskusevalci, mladi potrosniki so prejeli nakljucne tri
vzorce medu in morali po prvem okusanju dolo¢iti tri opi-
snike arome. Vzorce so nato okuSali ponovno in jih po

intenzivnosti vsakega od dolo¢enih opisnikov razvrstili na
100 mm lestvici. Na ta nacin smo za vsako vrsto medu
ugotavljali, s katerimi opisniki potro$niki najpogosteje
opisujejo njeno aromo in kako se ti opisi skladajo s stro-
kovnimi opisi (Golob in sod., 2008).

Potros$niki so po lastni presoji za opis arome pri akacijevem
medu dolo¢ili 48 razli¢nih opisnikov. Stevilo opisnikov je
pricakovano, saj potrosniki niso Solani in ne obvladujejo
strokovnih terminov, marvec¢ uporabljajo asociacije in lah-
ko enako zaznavo opisejo z razli¢nimi besedami (Delarue,
2014). Kot je prikazano v preglednici 1, je skoraj tretjina
preskuSevalcev med opisniki arome akacijevega medu na-

Priimek in ime:

Oznaka vzorca:

Ocenjevanje z metodo CATA (“Check all that apply™) —

Odkljukajte. kaksen vonj, aromo in okus vzorca zaznate!

“Oznacivse, kar ustreza”

Senz. lastnost | Opis Senz. lastnost | Opis

VONI in cvetli¢ni VONIJ in po dimu

AROMA nezen cvetliéni AROMA po fenolu, trpkem
tezek cvetlicni animalen
saden po pokvarjenem, razpadajocem
po svezem sadju po Zarkem
po eksotiénem sadju po baldrijanu. valerijanski kislini
po fermentiranem sadju po beljakovinah
po vinu po Zveplu
topel, po sladkorju nezen vonj
po mleku v prahu intenziven vonj
po kandiranem neprijeten vonj
po karamelu prijeten vonj
po sladu zelo prijeten vonj
po zaZganem nezna aroma
po suhem sadju intenzivna aroma
aromaticen neprijetna aroma
po za¢imbah prijetna aroma
po smoli zelo prijetna aroma
balzamicen OKUS nezno sladek
po citrusih srednje sladek
po sveZem rastlinju. zelenem moéno sladek
po suhem rastlinju nezno kisel
po vlaznem, zatohlem srednje kisel
po lesu mocéno kisel
kemijski nezno grenek
po plastiki, topilih srednje grenek
oster, jedek mocéno grenek

po zdravilih

Podpis preskusevalca:

Slika 1: Obrazec za senzoricno ocenjevanje medu z metodo CATA (Oznaci vse, kar ustreza)




vedla cvetlicno aromo, nato sladkost, ki je tudi znacilnost
te vrste medu (Golob in sod., 2008), in aromo po lipi.

Pri razvr$¢anju na 100 mm lestvici so vzorec te vrste medu
vi§je po intenzivnosti razvrstili e pri opisniku po vosku, po
sveZi travi, po lipovem cvetju. Opisnike po vosku, po satju,
po sveZi travi, po maslu in po jabolku navaja tudi literatura
(Golob in sod., 2008; Persano Oddo in Piro, 2004).

Preglednica 1: Odstotek preskusevalcev (n = 90), ki so
dolocili opisnik arome akacijevega medu.

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Za aromo medu oljne ogrscice so potrosniki skupno defi-
nirali 35 razli¢nih opisnikov. Potrosniki so navedli, da ima
med oljne ogrscice intenzivno aromo po sladkem, cvetlic-
nem, po siru, po kavi, po vosku in po oksidaciji, med tem
ko literatura navaja pri opisu arome te vrste medu opisnike
po repici, zelju, kompotu in cvetju (Golob in sod., 2008;
Persano Oddo in Piro, 2004). Najvec preskusSevalcev je pri
tem vzorcu dolocilo opisnik sladkost (26 %), po sveZem
sadju (9 %) in po karameli (9 %), le po 4 % pa opisnike
povezane z manj prijetnimi zaznavami, na primer oksida-

Opisnik arome % presku- | Opisnik aro- % presku- cija, po zatohlem, po zelju (slika 3).
Sevalcev | me Sevalcev
cvetli¢na 29 lipov &aj, 2 Preglednica 3: Odstotek preskusevalcev (n = 90), ki so
nezno dolocili opisnik arome za med oljne ogrscice
sladkost 16 po smreki 2 Opisnik % presku- | Opisnik % presku-
po lipi 10 gorski zrak 2 Sevalcev Sevalcev
po karameli 9 po siru 5 sladkost 26 oksidacija 4
smrekovi 5 mandelj 2 po §veiem o
vriicki, sirup sadju po zeli§¢ih 4
po svezi travi 3 intenziven 2 po karameli 9 suho sadje 4
okus sladek cvet-
po bezgu 3 suho seno 2 li¢ni 4 po zatohlem 4
po siru 4 po zelju 4
Za opis arome cvetli¢nega medu so potro$niki navedli 47 N A lri(tenzwen A
opisnikov. V preglednici 2 je vidno, da jih je najvec (28 %) ava - 0 uvs -
navedlo cvetli¢no aromo, ve¢ jih je navedlo tudi po sadju neznan vonj 4 po cebuli
ter v enakem deleZu po satju, rahlo sadna, osveZilna itd. ~_vVosek 4 maslo 4

Po intenzivnosti so ta vzorec medu razvrstili najvisje pri
aromi po satju, po akaciji, mocna cvetli¢na, po mentolu in
rahlo sadna. Aroma cvetlicnega medu je zelo raznovrstna,
saj gre za meSanice nektarjev, zato tudi nima uniformnega
senzori¢nega profila (Golob in sod., 2008).

Preglednica 2: Odstotek preskusevalcev (n = 90), ki so
dolocili opisnik arome za cvetlicni med

Opisnik % presku- | Opisnik % presku-
Sevalcev Sevalcev
cvetli¢na 28 propolis 7
po suhem
po sadju 11 sadju 7
po satju 7 po akaciji 6
mocna cve-
tlicna po mentolu
rahlo sadni 7 topel 6
po svezem
osvezilno 7 sadju 2
po zatohlem, intenziven
grenkem 7 okus 1

Potrosniki so za aromo lipovega medu dolocili 44 raz-
liénih opisnikov, kot najbolj intenzivno izraZeno pa so
vzorec razvrstili pri opisnikih po sadju, po travniku, po
narcisah, po akaciji, oster vonj, po detergentu. Opisniki
so v tem primeru podobni, kot jih navaja literatura (Golob
in sod., 2008, Persano Oddo in Piro, 2004), s tem da so
potrosniki dodali Se opisnik po lipi, suhem sadju, Zivalih
in po sirupu za kasel;.

Med tremi opisniki, ki jih je vsak preskusevalec moral na-
vesti, se je najveckrat pojavil opisnik cvetli¢na aroma (45
%), med tem ko je vse ostale, predstavljene v preglednici

4, navedlo 5 % ali manj preskusSevalcev.
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Preglednica 4: Odstotek preskusevalcev (n = 90), ki so
dolocili opisnik arome za lipov med

Najvecje stevilo opisnikov, to je 49, so preskusSevalci upo-
rabili pri opisu hojevega medu. Temu lahko botruje dej-

Opisnik % presku- | Opisnik % presku-  Stvo,da jim je ta vrsta manj poznana in so imeli pri zazna-
Sevalcev Sevalcev vah zelo razli¢ne asociacije (Delarue, 2014).
cvetli¢na 45 po zivalih 3
po lipi 5 sirup za kagelj 3 Preglednica 6: Odstotek preskuSevalcev (n = 90), ki so
. dolocili opisnik arome za hojev med

smrekovi vr-

Sicki, sirup 5 po zdravilih 3 Opisnik % presku- | Opisnik % presku-
- - Sevalcev Sevalcev
intenziven

po lesu okus po karameli 19 cvetni prah 3

rahlo sadni 3 suho sadje 3 po gozdu 10 po smoli 3

cvetni prah, sladkost 6 po satju 3

travnik 3 po zeli§¢ih 3 gozd, smreko- intenziven
po sladkorni ve iglice 6 okus 3

po narcisah 3 peni 3 po zatohlem 6 vosek 3

Zametno 3 kava 3
Za opis arome kostanjevega medu so potro$niki uporabi- topel 3 neznan vonj 3
li skupno 43 razli¢nih opisnikov. Intenzivno so zaznavali  vitaminski
aromo po zatohlem in grenkem, oster vonj in aromo po _Sirup 3 grenkost 3
kostanju, kar so pokazali z razvrstitvijo vzorcana 100 mm  po drevju,
lestvici in je tudi skladno s strokovnim opisom te vrste  lubju 3 hruska tepka 3
medu (Golob in sod., 2008; Persano Oddo in Piro, 2004). intenziven
Najpogosteje so dolodili opisnik po kostanju (17 %), po  po sveZem 3 vonj 3

karamelu, po gozdu in po smrekovih vrsickih, kot je pred-
stavljeno v preglednici 5. Dejstvo, da je kostanjev med v
Sloveniji razsirjen in dobro poznan, je lahko razlog za na-
vedbo teh opisnikov.

Preglednica 5: Odstotek preskusevalcev (n = 90), ki so

dolocili opisnik arome za kostanjev med

Opisnik % presku- | Opisnik % presku-
Sevalcev Sevalcev

sirup proti

po kostanju 17 kaslju

po karameli 13 po satju 2

po gozdu 11 hruska tepka

smrekovi vr-

Sicki, sirup 11 po zelenjavi 2

po smoli 6 oster vonj 2
intenziven

po sveZzem 4 okus 2

po citrusih, po drevju,

osveZzilno 4 lubju 2

gozd, smreko- ledeni caj

ve iglice 4 breskev

mandel; 2 po vlagi

po zelenju 2 po smreki

po zatohlem,

grenkem 2 po oresckih 2

Pri razvr$canju je opaziti, da so intenzivneje zaznavali
vzorec Zametno in toplo aromo, aromo po vitaminskem
sirupu, po drevju, po sveZem in po cvetnem prahu, saj so
vzorec hojevega medu razvrstili vi§je na lestvici. Golob
in sod. (2008) kot najbolj znacilno aromo te vrste medu
navajajo nezno aromo po mleku v prahu, karamelu, po
smoli, po lesu iglavcev in po dimu. Ti opisniki so bili tudi
v naboru, ki so ga definirali potrosniki, v odstotkih, kot so
predstavljeni v preglednici 6.

Tudi Stevilo opisnikov, ki so jih potro$niki navedli pri goz-
dnem medu je veliko, 50. Opisniki, ki so jih v tem vzorcu
intenzivneje zaznavali so bili po zeleni travi, po suhih sli-
vah, po mentolu in po zemlji. Najpogostejsi opisnik je bil
sladkost (19 %), kjer pa vzorec zaradi primerjave z vzorci
nektarnega izvora ni bil razvr$cen najvisje. 13 % potrosni-
kov je navedlo opisnik po sveZem, ki bi lahko bil opisnik
za enako zaznavo kot po zeleni travi, med tem ko je opi-
snik po lesu navedlo 10 % sodelujocih. V preglednici 7 so
predstavljeni Se ostali, ki so jih navedli v manjsih odstot-

kih. Med pogostejSimi so tudi tipi¢ni opisniki gozdnega
medu (Golob in sod., 2008; Persano Oddo in Piro, 2004).




Preglednica 7: Odstotek preskusevalcev (n = 90), ki so

dolocili opisnik arome za gozdni med

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

na osnovi harmoniziranega seznama skupin in podskupin
vonjev in arom medu (Marcazzan in sod., 2018; KorosSec

Opisnik % presku- | Opisnik % presku-  in sod., 2014), v katerega smo vkljucili Se hedonske opi-
Sevalcev Sevalcev snike ocenjevanih lastnosti. Izracunali smo frekvence po-
sladkost 19 po citronki 2 sameznega opisnika v vsakem od sedmih vrst medu, ki
po sveZem 13 po postanem 2 predstavljajo njegov senzori¢ni profil vonja in arome, kot
- so ga zaznali potro$niki.
po lesu 10 po drevju 2 D . . . . .

- Opisnik, ki ga je zaznalo vecje Stevilo potroSnikov, je v

po kislem 8 po bezgu 2 . oo . .
vzorcu intenzivneje izraZzen oziroma ga karakterizira
po smoli 6 po oreSckih 2 (Ares in sod., 2014; Kortesniemi in sod., 2018). Na sliki 2
po karameli 4 po sveZi travi 2 so prikazani opisniki, ki jih je v vsaj treh vzorcih oziroma
gozd, smreko- vrstah medu zaznala vsaj Cetrtina preskusevalcev. Slika
ve iglice 4 po orehu 2 prikazuje frekvenco pojavljanja v posameznem vzorcu.
mocna cve- Vsecne lastnosti, kot sta prijeten vonj in aroma, je naj-
po zeleni travi 2 tlicna 2 manjsi odstotek potro$nikov oznacil pri medu oljne ogr-
po suhih sli- lipov ¢aj, ne- $¢ice (v obeh primerih 6 %). Obratno, jih je 35 % ozna-
vah 2 Zno 2 Cilo, da ima kostanjev med prijeten vonj in 31 %, da ima
po mentolu 2 po sladu 2 prijetno aromo. Tudi za akacijev med so oznacili, da ima
po zemlji 2 po vlagi 2 prijetno aromo (33 %), dobro so v njem zaznali tudi toplo
po sladkorni aromo po sladkorju (53 %) in ga med vsem ocenjevanimi
peni 2 po smreki 2 vzorci najbolj zaznali kot moc¢no sladkega (41 %). Razlike

Rezultati preskusa z metodo » CATA«

v pogostosti pojavljanja opisnika med ocenjevanimi sed-
mimi vzorci so statisticno znacilne (Hi-kvadrat; p < 0,05).

Preskusevalci so za ocenjevanje vsakega od sedmih vzor-
cev medu prejeli seznam opisnikov, ki smo ga sestavili
mocno sladek
srednje sladek

prijetna aroma

prijeten vonj
nezen vonj

aromaticen

topel, po sladkorju

]
[—
]

20 30 40 50 60
Frekvenca odgovorov (%)

® Gozdni ™ Hojev ®m Kostanjev = Lipov ~ Oljna ogriéica @ Cvetliéni  Akacijev

Slika 2: Frekvence opisnikov, ki jih je v vsaj treh vzorcih oznacila vsaj Cetrtina preskusevalcev.
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neprijeten vonj
nezno grenek

intenzivna aroma

intenziven vonj ——
poisiaii e
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nezen cvetliéni —
0 5 10 15 20 25

30 35 40 45

Frekvenca odgovorov (%)

® Gozdni ®Hojev mKostanjev @ Lipov

Oljna ogri¢ica = Cvetli¢ni

Akacijev

Slika 3: Frekvence opisnikov, ki jih je v enem ali vec vzorcih oznacila vsaj Cetrtina preskuSevalcev.

Slika 3 prikazuje frekvence opisnikov, ki so jih potrosniki
intenzivneje zaznavali le v dolo¢enih vrstah medu. Nezen
cvetli¢ni vonj so v dale¢ najvecji meri oznacili pri akaci-
jevem medu (39 %), med tem ko jih je pri kostanjevem
medu 37 % zaznalo intenziven vonj in 35 % intenzivno
aromo. Pri¢akovali smo, da vonj medu oljne ogrscice po-
troSnikom ne bo vsecen, da je neprijeten, jih je oznacilo
18 %, vendar pa je tako menilo tudi 24 % za gozdni med.
Rezultat za gozdni med kaZejo na polarizacijo potroSni-
kov, saj jih po drugi strani 31 % navedlo, da ima prijeten
vonj (slika 2).

Pri oljni ogrscici so oznacili $e, da ima vonj in aromo po
fermentiranem sadju, smoli, po vlaZznem in zatohlem. Za-
dnji opisnik se navaja tudi v strokovnem opisu te vrste
medu (Golob in sod., 2008). Kot so pokazali rezultati opi-
sne analize z metodo CATA, je imel kostanjev med najbolj
intenziven vonj in aromo (slika 3), kar je pricakovano gle-
de na izbrane vrste medu.

Najvec razli¢nih opisnikov, to je 51, so potroSniki oznacili
pri hojevem medu. Tudi tu se kaZe polarizacija, saj je do-
brSen del zaznaval prijetne lastnosti, kot so aroma po sla-
du, karamelu, topla aroma, med tem ko jih je okrog 10 %
oznacilo tudi aromo po dimu, po zaZganem in da je aroma
neprijetna. Opisniki po sladu, karamelu, zaZzganem sodijo
v isto skupino, t.i. toplih vonjev in arom, pri cemer pa gre
za stopnjevanje intenzivnosti note po pecenem. Ker potro-
$niki niso Solani za uporabo opisnikov, marvec jim predla-
gani opisniki sluZijo kot pomo¢ pri ubeseditvi zaznav, je
pri¢akovano, da so pri njihovi uporabi manj enoglasni kot

Solan panel (Korosec in sod., 2014; Ares in sod., 2010).
.

Rezultati hedonskega ocenjevanja

Preskusevalci so vSeCnost vsakega vzorca medu oznacili
na 9-tockovni hedonski lestvici. Besedne opisne stopen;j
vSecCnosti smo pri obdelavi podatkov pretvorili v Stevilke,
kjer je 1 pomenilo »izredno ne ugaja« in 9 »izredno uga-
ja. Izraunali smo opisne statistike in preverili, e so med
vzorci v vSeCnosti znacilne razlike (ANOVA, p < 0,05).
Rezultati so predstavljeni v preglednici 8. Najman;j vse-
Cen je bil med oljne ogrscice, ki je dobil znacilno najniZjo
hedonsko oceno. Najbolj v§ecen je bil akacijev med. Med
vzorci cvetliCnega, hojevega, lipovega, kostanjevega in
gozdnega medu v vSecnosti ni bilo razlik.

Preglednica 8: Opisne statistike hedonskega ocenjevanja
na 9-toc¢kovni hedonski lestvici

Vrsta medu Povpre¢je Mediana Min Max
AKACIJEV 7,05¢ 8,0 35 9,0
CVETLICNI 6,55° 7,0 35 85
HOJEV 6,72° 6,5 15 90
LIPOV 5,94 6,0 20 85
KOSTANIJEV 6,19° 6,0 2,5 85
GOZDNI 5,90° 6,0 15 85
OLJNA OGRSCICA 3,78 5,0 15 8

a,b,c Vrednosti oznacene z razlicno érko se znacilno razli-
kujejo (ANOVA, p < 0,05)




ZAKLJUCKI

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Mladi potro$niki uporabljajo za opisovanje zaznav vonja
in arome medu razli¢ne opisnike. Stevilo opisnikov je bilo
veliko predvsem pri opisovanju vzorcev sedmih vrst medu
z metodo Flash profile, kjer so jih morali definirati sami.
Z veliko hedonskimi izrazi so opisali predvsem aromo
medu oljne ogrscice. Pri metodi CATA jih s seznamom
opisnikov Ze nekoliko usmerimo oziroma jim pomagamo
pri opisovanju zaznav. Opisniki, ki so jih v vecjih delezih
oznacili pri posameznih vzorcih, se skladajo s strokovni-
mi opisi njihovih vrst, predvsem pri akacijevem, cvetlic-
nem, hojevem, kostanjevem in gozdnem medu. Najbolj
vSecen je bil akacijev med, ki ga odlikuje sladkost in ne-
Zne karakteristike vonja in arome. Podobno porocajo Kor-
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KAKSNE SO MOZNOSTI PRIDOBIVANJA MATICNEGA
MLECKA IN HKRATNEGA VZREJANJA MATIC Z
UPORABO ISTEGA VZREJNEGA GRADIVA

Spela ZARNIK', Lucija ZVOKELJ?

Izvlecek

Mati¢ni mleCek, nepogresljiva snov Cebelje druzine in edino hranilo matice, je eden najbolj cenjenih pridelkov, ki se vedno
bolj uveljavlja v danaSnji druzbi. Mati¢ni mlecek je izlocek hipofaringealnih (goltnih) in mandibularnih (Celjustnih) Zlez Ce-
bel dojilj, s katerim hranijo maticne li¢inke in odrasle matice. Ima Stevilne zdravilne ucinke na ¢lovesko telo, uporablja se v
farmaciji, prehranski industriji ter kot sestavina kozmeti¢nih in negovalnih sredstev. Ker mati¢ni mlecek postaja trzno vedno
zanimivej§i, se marsikdo vprasa, kako ga cebelar pridobi. Pridobivanju mati¢nega mle¢ka smo hoteli dodati vrednost s hkratno
vZrejo matic ob uporabi istega vzrejnega gradiva. Za mnoge je namrec eti¢no nesprejemljivo, da se za pridobivanje maticnega
mlecka zavrZejo mati¢ne li¢inke. Raziskava je potekala v okviru diplomske naloge, katere cilj je bil preveriti primerljivost
matic, vzrejenih na klasic¢en nacin, in matic, vzrejenih z vmesno prekinitvijo — odvzemom mati¢nega mlecka. Pri obeh nacinih
vzreje smo spremljali sprejem lic¢ink, pokritje in dolZino mati¢nikov, ¢as razvoja ter maso matic. Iz rezultatov je razvidno, da
je nacin vzreje najbolj vplival na dolZino mati¢nikov. Na maso matic ni bilo statisticno znacilnega vpliva. Povprecno so bili
matic¢niki pri obeh nacinih vzreje pokriti 8. dan, matice pa izleZene 16. dan. S poskusom smo ugotovili, da se hkrati lahko pri-
dobi mati¢ni mlecek in vzredi matice, katerih masa se ne razlikuje od mase matic, vzrejenih na klasi¢en nacin. Za zanesljivejse
ugotovitve bi bila potrebna obseznejsa raziskava, v kateri bi se spremljalo vecje Stevilo parametrov lastnosti matic.

Kljucne besede: Apis mellifera carnica, matiéni mleéek, vzreja matic, presajanje li¢ink

WHAT ARE THE POSSIBILITIES OF SIMULTANEOUS ROYAL JELLY
PRODUCTION AND QUEEN REARING FROM THE SAME GRAFTING MATERIAL

Abstract

Royal jelly is the only food consumed by queen bees and one of the most appreciated bees product that is becoming more
and more established in our society. It is a secretion from the hypopharingeal and mandibular glands of worker bees. Royal
jelly has many therapeutic effects on the human body, it is used in pharmacy, the nutritional industry and as an ingredient for
cosmetic and nursing products. Since royal jelly is becoming increasingly popular on the market this causes many questions
to be asked about how a beekeeper gets it. We wanted to add value to the acquiring of royal jelly by queen rearing from the
same grafting material at the same time. Many find it ethically unacceptable that queen larvae is discarded in the production
of royal jelly. The objective of the diploma thesis was to verify the comparability of queens reared on classical manner and
with intermediate termination — the dispossession of royal jelly. In both methods of queen rearing we monitored the accep-
tance of grated larvae, the time of queen cell capping, the length of the queen cell, queen development time and the weight of
newly emerged queens. From the results it is evident that the rearing method had the greatest influence on the length of the
queen cells. There was no statistically significant influence of the rearing method on the weight of newly emerged queens. On
average, in both ways of rearing the queen cells were capped on the eighth day of development and the queen developmental
time was sixteen days. The experiment indicated that it is possible to obtain royal jelly and rear queens with the same grafting
material at the same time. For more reliable findings, a more extensive survey would be needed which would monitor large
number of parameters that describe the queen’s characteristics.

Key words: Apis mellifera carnica, royal jelly, queen rearing, grafting
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Socialna Zuzelka, medonosna ali domaca Cebela (Apis
mellifera), izvorno razsirjena v Afriki in Evraziji, je vr-
sta Cebele, ki jo je ¢lovek udomacil za svoje potrebe in
jo zanesel po vsem svetu. Med zadnjo ledeno dobo se je
Zivljenjski prostor ¢ebele v Evropi razdrobil na geograf-
ske podvrste, ki se razlikujejo po vec¢ znacilnostih. Pod-
vrsto na Balkanu, imenovano kranjska cebela (Apis mel-
lifera carnica), tradicionalno povezujemo z zgodovinsko
slovensko pokrajino Kranjsko. Kasneje je z Apeninskega
polotoka v ta prostor prisla tudi italijanska cebela (Apis
mellifera ligustica), ki s kranjsko tvori kriZance. Kranjska
sivka je edina avtohtona zascitena ¢ebelja vrsta v Evropski
uniji in druga najbolj raz$irjena podvrsta ali rasa ¢ebel na
svetu, zato je promet z drugimi rasami Cebel v Sloveniji
prepovedan (Kozmus et. al., 2011).

Medonosne cebele so pomembne zaradi opraSevanja,
proizvodnje medu, voska, cvetnega prahu, propolisa, Ce-
beljega strupa in mati¢nega mlecka. Prav mati¢ni mlecek
(MM) je eden najbolj cenjenih proizvodov cebelje druzi-
ne, saj so mu dokazali Stevilne zdravilne ucinke. Med dru-
gim deluje protivnetno, antibakterijsko in antioksidativno.
MM je izlocek hipofaringealnih (goltnih) in mandibular-
nih (&eljustnih) Zlez &ebel dojilj. Cebele dojilje, stare od 6
do 12 dni, z njim hranijo matic¢ne li¢inke in odrasle ma-
tice. Matica se vse Zivljenje prehranjuje izklju¢no z MM.
Iz oplojenega jajCeca se lahko razvije cebela delavka ali
matica in prav oskrba z MM doloca smer razvoja. To dej-
stvo se uporablja pri umetni vzreji matic in pridobivanju
MM. MM uporabljajo v farmaciji in prehranski industriji
ter postaja trzno vedno zanimivejsi, saj je tudi sestavina
kozmetic¢nih in negovalnih izdelkov. Rezultat tega je uvoz
MM v vse drzave, ki nimajo zadostne lastne proizvodnje.
Najve¢ na svetu ga pridelajo na Kitajskem, priblizno 60
% svetovne proizvodnje, to je okrog 2000 ton. Za Slove-
nijo velja, da je ponudba MM manjSa od povprasevanja,
zato je njegovo pridobivanje za Cebelarje dobra moznost
za dodaten zasluzek. Za vsakih 150-300 mg MM je tre-
ba Zrtvovati li¢inko, ¢ebelam pa se v oskrbo ponudi novo
vzrejno letvico z en dan starim vzrejnim gradivom (Zde-
Sar, 2008, Poklukar, 1998). Ko je potrosnik seznanjen s
postopkom pridobivanja MM, se nemalokrat zgodi, da se
mu zdi postopek sporen, posebno v danasnji druzbi, ki ve-
dno bolj prisega na okolju, Zivalim in rastlinam prijazne
tehnologije. Cetudi bi poskusali li¢inko obdrZati za na-
daljnjo vzrejo, se postavlja vprasanje, ali je li¢inka zadosti
preskrbljena s hrano in se po lastnostih ne bi razlikovala
od nemoteno vzrejenih matic. Tudi s tem namenom bom
preverila metodo, s katero se ohrani li¢inko Zivo ter se iz
nje vzredi matico in hkrati pridobi MM.

Cilj raziskave je bil preveriti, ali so matice, ki jim po dveh
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dneh razvoja odvzamemo MM in jih vrnemo v oskrbo pri-
merni ¢ebelji druZzini, primerljive z maticami, ki so vzreje-
ne na obicajen nacin, brez odvzema MM. Spremljali smo
sprejetost li¢ink, dolzino mati¢nikov in maso matic ter na
osnovi rezultatov razpravljali o moznostih pridobivanja
MM brez Zrtvovanja mati¢nih li¢ink.

Osnovne hipoteze:

H1: Cebele bodo enako sprejele li¢inke matic, ki smo jim
po dveh dneh odvzeli MM, in li¢inke matic, ki so bile
vzrejene nemoteno.

H2: Velikost mati¢nika matic, ki smo jim po dveh dneh
odvzeli MM in jih ponovno presajali, bo znacilno
manjsi od matic, vzrejenih nemoteno.

H3: Masa matic in velikost mati¢nika sta v pozitivni ko-
relaciji.

H4: Najvec¢ pokritih mati¢nikov bo osmi dan, mati¢niki
matic, vzrejenih z vmesno prekinitvijo, bodo pokriti
hitreje.

HS5: Masa matic s prekinjeno vzrejo in vmesnim odvze-
mom mati¢nega mlecka je znacCilno manjSa od mase
matic, ki jih vzrejamo nemoteno.

Velik izziv raziskave je bil, kako bodo cebele delavke
sprejele li¢inke, ki smo jim po dveh dneh po presajanju
odvzeli MM in jih nato vrnili v mati¢ni loncek ter ponov-
no vstavili ¢ebelji druzini. StarejSe kot so mati¢ne licinke,
teZje je z njimi manipulirati, ne da bi jih poskodovali. Ce
je licinka preve¢ poSkodovana, je ¢ebele ne sprejmejo in
tako je postopek enak obiCajnemu. Zunanje okolis¢ine
(vremenski in paSni pogoji) mo¢no vplivajo na oskrbo in
pridobivanje MM, zato sta bila obseg ter trajanje poskusa
odvisna tudi od pogojev v naravi.

MATERIALI IN METODE DELA

Poskus smo izvedli v cebelnjaku Biotehniskega centra
Naklo v obdobju treh meseceyv, in sicer od 1. 6. 2015 do
28. 8. 2015. Za pridobivanje MM in hkratno vzrejo matic
smo uporabili Sest mocnih ¢ebeljih druzin v desetsatnih
AZ-panjih.

Na podlagi preliminarnega poskusa smo osvojili tehniko
presajanja li¢ink iz zalege na vzrejno letvico. MM smo
pridobivali 3 dni po presajanju li¢ink. Po odvzemu MM
smo li¢inke obdrzali Zive in jih vrnili ¢ebelam, da bi iz
njih vzredile matice. Opazovali smo sprejem tako mani-
puliranih li¢ink s strani delavk in njihov nadaljnji razvoj
v matice. S preliminarnim poskusom smo ugotovili, da je
moZzno zelo uspesno presajati starejSe licinke in da jih ce-
bele sprejmejo. Pri tem smo morali biti posebno pazljivi,
saj je bil trenutek prenosa starejSe licinke najpomembnejsi
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za nadaljnji sprejem le-te. Ugotovili smo tudi, da so bili
matic¢niki in masa matic na ta nacin vzrejenih matic manj-
§i od matic, ki so bile vzrejene brez odvzema MM. Na
podlagi teh podatkov smo osnovali poskus za raziskovalno
delo. Predvidevali smo, da imajo ¢ebele dojilje, ¢e li¢in-
kam dovolj zgodaj odvzamemo del MM, dovolj ¢asa za
oskrbo li¢ink z MM, zato to ne bi vplivalo na razvoj matic.

Priprava druzine za pridobivanje maticnega mlecka
Pri pridobivanju MM je zelo pomembna priprava cebelje
druzine. Zacetni postopki so podobni kot pri vzreji matic.
Iz Cebelje druzine z nadpovprecnimi lastnostmi, imenova-
ne maticar, smo odvzeli sat z zalego (vzrejno gradivo) in
ga pregledali. Za presajanje v mati¢ne loncke na vzrejni
letvici smo potrebovali li¢inke, stare 12-24 ur. Mati¢ne
loncke smo popolnoma ocistili, in iz izbranega vzrejnega
gradiva presajali izbrane Cebelje li¢inke. V sredino me-
disca smo prestavili dve mladi zalegi iz plodis$ca, ker je
treba imeti dovolj mladih ¢ebel dojilj, ki bodo hranile vsta-
vljeno vzrejno gradivo. Iz medi$c¢a pa smo v plodisce vsta-
vili sate s polegajoco zalego. Za oskrbo mati¢nih li¢ink s
strani delavk je potrebno brezmati¢no pocutje v mediscu.
Tako smo pripravili vseh pet ¢ebeljih druZin, imenovanih
redniki. Nato smo v medi$¢e med dva sata z odprto zalego
vstavili vzrejni okvir z vzrejnimi letvicami, ki so imele
vsaka po dvanajst plasti¢énih mati¢nih lonckov premera 9
mm in viSine 5 mm. Te smo za navajanje ¢ebel na vsta-
vljene vzrejne letvice pokapali s sladkorno raztopino in
jih vstavili tako, da smo vzrejno letvico pritrdili na vzrejni
okvir in tako ponovili postopek dvakrat za vseh pet cebe-
ljih druZin. Potem smo zaceli z nekajkratnim presajanjem
li¢ink iz izbranega maticarja na vzrejno letvico, in sicer
toliko Casa, da so Cebele vzrejno gradivo zacele spreje-
mati. Po nekaj sprejetjih presajanja 12-24 ur starih li¢ink
smo poizkusili $e s sprejetjem li¢ink, katerim sem po 48
urah odvzela MM, ne da bi jih zavrgla. Tudi sprejetje ma-
nipuliranih li¢ink je bilo vsaki¢ uspeSnejse.

Presajanje licink, odvzem mati¢nega mlecka in dolo-
canje sprejetosti licink

Ko so druzine konstantno sprejemale vzrejno gradivo,
smo zaceli s presajanjem licink za poskus. Vzrejno gradi-
vo smo pridobivali zgolj iz ene druZine, ki smo jo izbrali
za mati¢arja. Njihovo starost smo dolo¢ili tako, da smo en
dan pred poskusom vzeli sat z zalego in jo pregledali. Ker
so jaj¢eca v treh stadijih — prvi dan pokon¢nem, drugi dan
poSevnem, tretji dan leZeCem — smo sat z jajceci v leZzeCem
poloZaju oznacili. Tako sem vedela, da bo naslednji dan
tocno prvi dan stadija li¢inke. Pozorni smo bili le Se na
ure; li¢inke smo presajali v starosti 12-24 ur. Iz sata izbra-

ne zalege smo ometli ¢ebele in ga odlozili na pripravljeno

mesto za presajanje. Ker zalega potrebuje vlago in bi se
zunaj izsusila, smo imeli na mizi vlazno brisaco, s kate-
ro smo jo pokrili, medtem ko smo C¢istili mati¢ne loncke.
Nato smo z leseno palifico za presajanje li¢ink previdno
prijeli li¢inko s hrbtne strani, jo prenesli ter polozili v prej
ociscen mati¢ni loncek.

Po dveh dneh smo iz vseh petih ¢ebeljih druZin, vzposta-
vljenih za pridobivanje MM, odvzeli letvice z mati¢nimi
loncki. Stevilo sprejetih li¢ink je bilo vidno Ze na prvi
pogled. Tiste, ki niso bile uspesno prenesene, so cebele
»popile« in ostal je prazen mati¢ni loncek. Ostale so hra-
nile z MM, tako da je lic¢inka plavala v njem. Nasa metoda
odvzema MM je bila nekoliko drugacna od Ze obstojece
in dobro znane, pri kateri li¢inko zavrZzemo in poberemo
MM. Polovico li¢ink na vzrejni letvici, starih 48 ur, smo
previdno, ne da bi jih poSkodovali, z leseno pali¢ico dvi-
gnili s hrbtne strani, hkrati z drugo roko in leseno pali¢ico
pobrali MM ter li¢inke vrnili v mati¢ni loncek, ki je ostal
navlaZen. MM smo shranili v 30-mililitrskem temnem ko-
zarcku, ki smo ga takoj polozili v prenosno hladilno tor-
bo. Predel na letvici, kjer smo licinkam na takSen nacin
odvzeli MM in jih poloZili nazaj, smo oznacili z risalnim
Zebljickom. Ostali polovici na letvici smo pustili nemoten
razvoj. Opazovali smo sprejem tako manipuliranih li¢ink
s strani delavk in njihov nadaljnji razvoj v matice. Vseh
pet panjev smo oznacili s Stevilkami od ena do Sest. Za
vsak panj posebej smo natan¢no beleZili sprejetost li¢ink
v Stevilu mati¢nih lonckov na posamezni letvici.

Dolocanje casa faze odkritega maticnika, velikosti ma-
ti¢nikov in celotnega ¢asa razvoja matic

Na osem ur smo spremljali ¢as razvoja matic, in sicer nji-
hovo pokritje 7., 8. in 9. dan. BeleZili smo si ¢as pokritja
vsakega posameznega mati¢nika v posameznem panju.
Stirinajsti dan po presajanju en dan stare li¢inke in vme-
snem presajanju li¢ink s hkratnim odvzemom MM smo
izmerili velikosti mati¢nikov enih in drugih. Merili smo
s kljukastim merilom v vsakem panju posebej, vsak ma-
ti¢nik na vzrejni letvici. Do milimetra natan¢no smo si
zapisovali velikosti mati¢nikov klasi¢no vzrejenih matic
(KVM) in matic, vzrejenih z vmesno prekinitvijo (PVM).
Hkrati smo 14 dni stare matic¢nike zascitili z valilnimi
mati¢nicami, da ne bi prvoizleZena matica unicila $e ne-
izleZzene matice v ostalih mati¢nikih. Oznacili smo jih z
vodoodpornim flumastrom, tako da je bil vsak mati¢nik
oStevilcen.
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Slika 1: Merjenje matic¢nikov s kljukastim merilom
Vir: Lasten (3. 9. 2015)

Izleganje matic smo spremljali 15., 16. in 17. dan razvoja
na vsakih 8 ur. Pozorno smo pregledali vse mati¢nike, za
katere smo vedeli, da so bili pokriti in zascCiteni z valilno
mati¢nico. Zapisovali smo Stevilo novoizlezenih matic v
posameznem panju.

Tehtanje novoizlezZenih matic

Na novo izleZene matice smo 48 ur po izleganju stehtali v
tehtalnem prostoru na BC Naklo. Matice smo z vzrejnim
okvirjem in s ¢im manj tresljaji prenesli v tehtalni prostor.
Vsi okvirji so bili oznaceni s Stevilko posameznega panja.
Matico smo previdno prijeli za krila, jo postavili na tehtalno
povrsino, zaprli analitsko tehtnico in pocakali, da se umi-
ri. TeZo smo od¢itali na 0,001 g natan¢no in matico vrnili
v ustrezno valilno mati¢nico. Lo¢eno smo zapisovali teZe
matic KVM in PVM. Po tehtanju smo jih takoj vrnili v panj.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Sprejem lic¢ink

Po prvem presajanju en dan starih li¢ink smo pregledali
sprejem v vsakem panju po dveh dneh, torej 6. dan. Spre-
jetost je bila 72 %.

Pri drugem presajanju smo sprejete li¢inke najprej raz-
delili na dve skupini (KVM in PVM). Polovici sprejetih
licink smo hkrati odvzeli MM in jih poloZili nazaj. Na-

slednji dan smo pregledali sprejetost le-teh (PVM), ki je
bila 90,9 %.

Slika 2: Vstavljanje maticnic
Vir: Lasten (3. 9. 2016)

Pokritja mati¢nikov

V tabeli 1 je razviden Cas pokritja mati¢nikov 7., 8. in 9.
dan za skupino PVM in KVM posebej. Od skupno 39
mati¢nikov (PVM + KVM) je bilo 7. dan pokritih 5,1 %
mati¢nikov, 8. dan najve¢ mati¢nikov, in sicer 53,8 %, ter
9. dan 41 %.

Tabela 1: Cas pokritia maticnikov PVM in KVM

Dan razvoja PVM! KVM 2
7. 2/19 0/20
8. 9/19 12/20
9. 8/19 8/20

Dolzina mati¢nikov

DolZine mati¢nikov smo izmerili 14. dan razvoja pri obeh
skupinah, PVM in KVM (tabela 2). V vsakem panju je
vsaka matica oznaCena s Stevilko valilne mati¢nice (dol-
zine maticnikov so zapisane v centimetrih, velikost ma-
ticnega loncka (0,5 cm) je odsteta). Povprecje dolZine
mati¢nikov PVM, je bila za 0,4 cm manjSe od povprecja
dolzine mati¢nikov KVM. Povprecje dolZin mati¢nikov
smo izracunali tudi glede na posamezen panj. Pri obeh
skupinah so bili mati¢niki najdaljSi v panju 3, najkrajsi pa
v panjih 2 in 7.
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Tabela 2: DolZina mati¢nikov PVM in KVM

St. | St. mati¢nice | DolZina| St. mati¢nice |DolZina
panja| (PVM)) [cm] (KVM 2) [cm]
1 1.1 1,1 1.5 1,6
1.2 1,2 1.6 1,6
1.3 1,2 1.7 L5
1.4 1,2 1.8 1,3
2 2.1 1,1 2.5 1,3
2.2 1 2.6 1,3
2.3 1 2.7 1,4
2.4 1 2.8 /
3 3.1 1,3 3.5 1,7
3.2 1,3 3.6 1,8
3.3 1,3 3.7 1,7
34 1,1 3.8 1,6
5 5.1 1,3 5.5 1,5
5.2 1,1 5.6 1,5
5.3 1 5.7 1,6
54 1,2 5.8 1,5
7 7.1 1,2 7.4 1,2
7.2 0,9 7.5 1,2
7.3 0,8 7.6 1,1
7.7 1,2
Povprecje: 1,1 1,5
Legenda:

! PVM — prekinjena vzreja matic
2 KVM — klasi¢na vzreja matic
/ - matica je mrtva, neizleZena ali naknadno poskodovana

Cas razvoja matic

Cas razvoja matic smo dolo¢ili pri skupno 35 maticah.
Povprecni celoten ¢as razvoja vseh matic skupaj je bil
16,33 dni. Odvzem MM ni imel opaznega vpliva na ¢as
razvoja matic.

S gvt . Celoten‘ $t. Celoten
. | mati¢nice | Cas razvoja | maticnice | ¢as razvoja
PAA | pyM 1) | [dan] | (KVM?) | [dan]
5 5.1 16 5.5 15,5
5.2 15,5 5.6 15,5
5.3 15,5 5.7 16
5.4 16 5.8 16
7 7.1 17 74 16,5
7.2 17 7.5 17
7.3 17 7.6 17
7.7 /
Povprecje: 16,4 16,3
Legenda:

" PVM — prekinjena vzreja matic
2KVM - klasi¢na vzreja matic
/ - matica je mrtva, neizleZena ali naknadno poskodovana

Masa matic

Povpre¢na masa 48 ur starih matic PVM je bila 172,9 mg,
povpre¢na masa enako starih matic KVM pa 177,2 mg.
Ceprav je razlika med skupinama 4,3 mg, se povpre¢na
masa matic ni statisti¢no znacilno razlikovala. Za stati-
sti¢no obdelavo podatkov smo uporabili programski paket
IBM SPSS statistics 20. Postopek ANOVA smo uporabili
pri iskanju statisticno znacilne razlike v masi matic med
skupinama matic KVM in PVM. Korelacijo med dolzino
mati¢nika in maso matic smo izraunali s pomocjo Pear-
sonovega koeficienta korelacije. Tabela 4 prikazuje pov-
precno maso matic glede na panj. Zaradi manjSega Stevila
PVM v panju 2 in 3 je teZko primerjati matice glede na
panj. Izstopajo laZje matice, vzrejene v panju 3, in najteZje
KVM iz panja 7.

Tabela 4: Povprelje mase po panju

. . St. panja: PVM' KVM*
Tabela 3: Celoten cas razvoja PVM in KVM [mg] [mg]
S St. Celoten St. Celoten 1 (n) 1757(4) | 176,0 (4)
panja matiCnice | Cas razvoja | maticnice | Cas razvoja 2 (n) 176,1 (1) 180,7 (3)
(PVM Y [dan] (KVM ?) [dan] 3 (n) 181,4 (1) 179,6 (3)
1 11 17 15 16 5 (n) 166,6 (4) | 166,7 (4)
12 16,5 1.6 16 7 (n) 173,8(3) | 1919 (2)
1.3 16,5 1.7 16
14 16 1.8 18 Legenda:
2 2.1 17 2.5 16 ' PVM — prekinjena vzreja matic
2.2 16,5 2.6 16,5 2KVM — klasicna vzreja matic
2.3 / 2.7 17 n — Stevilo matic
2.4 16,5 2.8 /
3 3.1 16,5 3.5 16
3.2 16 3.6 16
3.3 / 3.7 16
34 16 3.8 16




Razprava

Z izvedbo poskusa smo Zeleli prikazati moznost vzreje
matice ob hkratnem odvzemu MM brez Zrtvovanja li¢in-
ke. S spremljanjem sprejema liink, pokritja in dolZine
mati¢nikov ter €asa razvoja in mase matic smo primerjali
razlike med klasi¢no in prekinjeno vzrejo matic.

Poskus za raziskovalno dalo smo zaceli s presajanjem dan
starih li¢ink, pri cemer smo dva dni kasneje pobrali MM in
licinke, stare tri dni, pustili za nadaljnji razvoj. Opazovali
smo sprejetost en dan starih li¢ink in tri dni starih liink.
Sprejem tri dni starih je bil 90 %, kar pomeni, da prvo
hipotezo potrdimo, saj so ¢ebele enako sprejele licinke ne
glede na Cas presajanja. Nacin vzreje pa je vplival na dol-
Zino mati¢nikov; menimo, da zato, ker smo pri prekinjeni
vzreji za laZji odvzem MM in li¢inke razprli mati¢nik, ki
so ga morale Cebele popraviti, pri Cemer so izgubile Cas
do pokritja. Drugo hipotezo, pri kateri smo predvidevali
manjSe mati¢nike pri prekinjeni vzreji smo potrdili. Na
podlagi rezultatov ne moremo sklepati, da je nacin vzreje
vplival na maso matic, saj se tak§no odstopanje statisticno
znacilno ne razlikuje. Pri tretji hipotezi smo ugotavljali
pozitivno korelacijo med maso matic in velikostjo matic¢-
nika. Omenjeni lastnosti na podlagi rezultatov raziskave
nista odvisni druga od druge, zato to hipotezo lahko ovr-
Zemo. Za Cetrto hipotezo, za katero smo poudarili hitrejSe
pokritje mati¢nikov pri vzreji z vmesno prekinitvijo ter
najvecje Stevilo pokritih mati¢nikov na osmi dan razvoja,
smo ugotovili, da jo lahko delno ovrZemo. Osmi dan je
bilo namre¢ najve¢ pokritih mati¢nikov pri obeh skupinah
nacina vzreje. Cebele matiénikov s prekinjeno vzrejo niso
hitreje pokrile, zato to hipotezo delno potrjujemo, delno
pa ovrZemo.

Pri preliminarnem poskusu smo MM odvzeli tretji dan,
pri Cemer je bila za drugo presajanje li¢inka stara Stiri dni

in tako bolj vprasljiva za nadaljnji razvoj v kakovostno
matico. Ce presajamo li¢inko, staro §tiri dni, torej sedmi
dan razvoja, imajo Cebele zelo malo casa za krmljenje z
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MM pred pokritjem, saj pokritje mati¢nika poteka sedmi,
osmi ali deveti dan. Na podlagi preliminarnega poskusa
smo predvidevali, da starejSe li¢inke ko presajam, manj
Casa imajo Cebele za hranjenje in pokritje maticnika, kar
lahko posledi¢no pripelje do manjse in laZje matice. Sesti
dan razvoja pa imajo cebele veC Casa, da dokrmijo li¢inke
glede na njihovo starost in za tem v roku treh dni pokrijejo
maticnik.

Licinke v poskusu so bile pri presajanju v mati¢ne loncke
stare 12-24 ur in od sprejema s strani ¢ebel obravnavane
za vzrejo matic. To pomeni, da prekinitev po dveh dneh,
pri li¢inkah, starih 72 ur, nima vecjega vpliva, saj je bila
licinka do takrat Ze hranjena le z MM.

Nacin vzreje s hkratnim odvzemom MM bi bil seveda
smiseln za Cebelarje z manjSim obsegom vzreje matic, saj
zahteva veliko mero potrpeZljivosti pri pravilni manipu-
laciji z li¢inkami, starimi tri dni. Novoizlezene matice se
v poskusu, ki je sicer potekal na majhnem vzorcu, niso
razlikovale v masi ne glede na to, ali smo jim med vzrejo
odvzeli MM ali ne. Ce to storimo dovolj zgodaj, lahko
Cebele hitro nadomestijo MM, zato odvzem le-tega ne
vpliva na maso novoizleZene matice. Ob ugodnih zunanjih
pogojih (izdatna paSa, primerno urejen rednik) manipula-
cije v panju nimajo ve&jega vpliva na vzrejo matic. Ce pa
so zunanji pogoji slabi, tudi optimalen postopek vzreje ne
more vplivati na bolj$i razvoj matic.

Rezultati nakazujejo, da lo¢en nacin vzreje najbolj vpliva
na dolZino mati¢nika, ne pa tudi na maso matic, pokritje
mati¢nikov in celoten Cas razvoja. Poleg tega smo dobili
kvaliteten MM, ki bi bil primeren za prodajo. Kljub temu
da je narejenih veliko raziskav o kakovosti matic pri do-
loceni starosti li¢inke, bi bile potrebne Se obseZnejSe raz-
iskave ugotavljanja razlik kakovosti matic pri klasi¢ni in
prekinjeni vzreji, opraSitvi takSnih matic in njihovem za-
leganju, vendar menimo, da je to uporabna metoda in nov
izziv za Cebelarsko prakso.
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ZAKLJUCEK

S pridobivanjem MM in z vzrejo matic se ukvarja ogro-
mno ¢ebelarjev v Sloveniji in v tujini, nekateri za lastno
uporabo, nekateri za prodajo. Verjamemo, da so se raz-
misljanja o povezavi mleckanja in vzreje z istim vzrejnim
gradivom Ze pojavila, vendar se razmislek ve¢inoma za-
kljuci, ko pomislijo na kakovost in reproduktivnost ma-
tice. V okviru raziskave smo pridobivanje MM in vzrejo
matic poskusali strniti v celoto, kar nam je bilo predvsem
v izziv. PoskuSali smo najti izvedljiv nacin uporabe istega
vzrejnega gradiva za dva produkta, ki sta privlacna tako
za Cebelarja kot za kupca. Seveda bi bilo potrebno vecle-
tno spremljanje Cebeljih druzin, da bi pridobili konkretne
rezultate o razlikovanju matic s klasicnim nacinom vzreje
in s t. i. prekinjenim na¢inom. Namen poskusa je bil pou-
dariti moznost pridobivanja MM brez Zrtvovanja li¢inke,
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‘MED KOT ZDRAVILO, NE SLADILO!’
STANDARDIZACIJA MEDU Z (BIO)KEMIJSKIMI
OZNACEVALCI ZA PREVERJANJE BOTANICNE IN
GEOGRAFSKE PRISTNOSTI TER
UGOTAVLJANJE UCINKA NA ZDRAVJE

Matjai DEZELAK!, Domen JAKLIC', Adriana PEREYRA!, Son¢a RACKI', Jana POTOKAR!,
Slavko BERNIK', Azbeta GOSAK', Bratko FILIPIC?, Natasa LILEK?, Andreja KANDOLPF?,
Mitja KOLAR*, Drago KOCAR*, Rok KOPINC!

Izvlecek

Hrana in Zivilski izdelki so lahko varni in kakovostni le, ¢e so po sestavi kvalitativno in kvantitativno natan¢no definirani
ter standardizirani s specificnimi (bio)kemijskimi oznacevalci. Standardizacija medu je potrebna (i.) za njegovo verodo-
stojno deklariranje, (ii.) pri prehranskih dopolnilih in funkcionalnih Zivilih na bazi medu je osnova za postavitev pripo-
ro¢enega dnevnega vnosa, zagotavljanje kakovosti in navajanje morebitnih zdravstvenih trditev, (iii.) za doloCanje izvora
medu, (iv.) klju¢na pa je pri ugotavljanju poneverb medu — jasnejSa kot je definicija medu, laZje je odkriti ponaredke. Pri
raziskovalnem delu se osredotocamo na slovenski med razli¢nih letnikov, botani¢nih tipov in geografskega porekla, za
primerjavo pa uporabljamo tudi med iz drugih drZav in celin. Uporabljamo uveljavljene in napredne analitske tehnike,
kot so tekocinska kromatografija (HPLC) [sklopljena z detektorjem absorbance ultravijolicne in vidne svetlobe (DAD),
fluorescentnim detektorjem (FLD), elektrokemijskim detektorjem (ECD) in tandemskim masnim spektrometrom (IT-
-TOF)], poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE) ter analitske metode za ugotavljanje antioksidativnega potenciala
(FRAP, FC, HRP-H202) in antimikrobnega ucinka (mikrodilucijski in agar-diffusion testi). Nase raziskovalno delo je
zastavljeno dolgorocno in je Se vedno v teku, zato v nadaljevanju predstavljamo le izhodis¢no delo s preliminarnimi
rezultati, kateri so osnova za naSe nadaljnje usmeritve. HPLC-DAD in HPLC-ECD presejalne analize so pokazale, da se
slovenski kostanjev med bistveno loc¢i od ostalih botani¢nih tipov glede na vsebnost nekaterih antioksidantov in spojin,
ki absorbirajo ultravijolicno svetlobo. Nadaljnje raziskave bodo usmerjene v identifikacijo teh biomarkerjev slovenske-
ga kostanjevega medu.

Kljuéne besede: Med; ponarejanje; poreklo; zdravstvene trditve; HPLC; poliakrilamidna gelska elektroforeza; masna
spektrometrija

‘HONEY - FROM SWEETENER TO REMEDY"’
STANDARDIZATION OF HONEY USING (BIO)CHEMICAL MARKERS
FOR ITS AUTHENTICATION, DETERMINATION OF ORIGIN, AND
ASSESSMENT OF HEALTH-RELATED EFFECTS

Abstract

Food and food products can be safe and quality only if they are qualitatively and quantitatively precisely defined and
standardized by specific (bio)chemical markers according to their composition. Standardization of honey is necessary
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(i.) for its authentic declaration, (ii.) for honey-based food supplements and functional food it is the basis for setting
the recommended daily intake, assure quality, and claim possible health effect, (iii.) to determine the origin of honey
(iv.) and it is especially crucial in identifying adulteration of honey - the clearer the definition of honey, the easier the
detection of falsification. In our research work, we focus on Slovene honey of different age, botanical type and geo-
graphical origin, whereas for comparison we analyze also honey from other countries and continents. We use state of the
art analytical techniques such as liquid chromatography (HPLC) [coupled with ultraviolet and visible light absorption
detector (DAD), fluorescent detector (FLD), electrochemical detector (ECD) and tandem mass spectrometer (IT-TOF)],
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), and analytical methods for detecting antioxidative potential (FRAP, FC,
HRP-H202) and antimicrobial effect (microdilution and agar-diffusion tests). Our research work is long term oriented
and is still in progress, so in the continuation we present only the preliminary results, which are the basis for our further
research orientations. HPLC-DAD and HPLC-ECD screening analyzes have shown that the Slovenian chestnut honey is
essentially different from other botanical types regarding the content of some antioxidants and compounds that absorb
ultraviolet light. Further research will focus on identifying these biomarkers of Slovenian chestnut honey.

Key words: Honey; adulteration; origin; health claims; HPLC; polyacrylamide gel electrophoresis; mass spectrometry




UVOD

Hrana in Zivilski izdelki so lahko varni in kakovostni le,
¢e so po sestavi kvalitativno in kvantitativno natanc¢no
definirani ter standardizirani s specifi¢nimi oznacevalci.
Le taksne izdelke (i.) lahko ustrezno deklariramo, (ii.) jim
pripiSemo doloc¢eno hranilno vrednost oz. vpliv na zdravje
in postavimo priporoc¢en dnevni vnos (funkcionalna Zivi-
la, nutracevtiki), (iii.) jim dolo¢imo izvor (npr. geografski,
botanicni, glede na cebelo nabiralko, letnik pridelave) ter
ucinkovito identificiramo ponaredke.

Evropska agencija za varno hrano (EFSA) doloca, katere
prehranske in zdravstvene trditve je dovoljeno uporabljati
(Uredba (ES) st. 1924/2006). Za med do sedaj Se ni uspelo
znanstveno nedvoumno dokazati, da prispeva k preprece-
vanju/zdravljenju bolezni, Ceprav je to sploSno sprejeto
dejstvo z vec tisocletno tradicijo. Glavni razlog za taksno
stanje je, da med (bio)kemijsko ni zadovoljivo definiran
saj je izredno kompleksna mesanica stotine kemijskih spo-
jin, ki so prisotne v nestalnih razmerjih in koli¢inah, za-
gotavljanje konstantnih proizvodov v fazi pridelave pa je
prakti¢no nemogoce zaradi samega principa ¢ebelarjenja
(oteZen nadzor, kje in kaj posamezne Cebele nabirajo ter
sezonske variacije v rastlinski sestavi). Vse nasteto ima Se
eno negativno posledico, in sicer ponarejanje medu. Ce
je namreC¢ med tezko definirati, je tudi ponaredke tezko
odkriti.

V Republiki Sloveniji je pridelava, predelava in trZenje
medu regulatorno urejeno na nivoju pravilnika (Uradni
list RS, §t. 4/11, 26/14 — ZKme-1B in 9/15). Osnovna de-
finicija medu v 1. odstavku 2. ¢lena,

“Med je naravna sladka snov, ki jo izdelajo Cebele Apis
mellifera iz nektarja cvetov ali izlockov iz Zivih delov rastlin
ali izlo¢kov ZuZelk, ki sesajo rastlinski sok na Zivih delih ra-
stlin, ki jih Cebele zberejo, predelajo z dolocenimi lastnimi
snovmi, shranijo, posusijo in pustijo dozoreti v satju.”,

ne vkljuCuje niti enega biokemijskega oznacevalca. 6.
¢len in “Priloga: parametri in merila sestave medu” si-
cer fizikalno-kemijsko natanc¢neje definirata med kot tak,
pri Cemer se za botani¢no klasifikacijo medu navajajo le
zgornje ali spodnje meje (i.) vsebnosti glukoze, fruktoze
in saharoze, (ii.) vsebnosti vode, (iii) vrednosti elektric-
ne prevodnosti ter (iv.) subjektivne senzori¢ne ocene. Kot
razloCevalni parameter botani¢nih tipov medov v pravil-
niku ni naveden pelodni profil (ti. cvetna slika), Ceprav v
praksi pogosto sluzi kot izkustveni kriterij pri kategoriza-
ciji medu.

Razumljivo je, da je biokemijsko standardizacijo medu bi-
stveno laZje doseci pri enovrstnih medovih, tj. pri tistih,
ki izvirajo pretezno iz ene rastlinske vrste (hoja, lipa, ko-
stanj, akacija, ajda, itn.), kot pri ve¢vrstnih oz. meSanih

medovih (npr. gozdni in cvetli¢ni), pri Cemer pa je potreb-
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no poudariti, da povsem enovrstni med v praksi zelo tezko
dobiti, razen na strogo kontroliranih obmocjih (npr. manu-
ka med na monokulturnih rasti§¢ih Leptospermum scopa-
rium, ajdov med na obseznih poljih ajde). Pri enovrstnih
medovih je standardizacijo moc¢ doseci z identifikacijo oz.
kvantifikacijo ene ali ve¢ specifi¢nih spojin, pri ve¢vrstnih
pa bo verjetno potrebno uporabiti kaksne bolj sploSne in
robustne parametre (npr. antioksidativni potencial, spek-
troskopske meritve, aminokislinski/proteinski profil, ge-
netska tipizacija, anorganski elementi v sledovih) (Bog-
danov s sod., 2004).

Nasa prva izbira pri iskanju biomarkerjev za posamezne
botanicne tipe medov je slovenski kostanjev med. Glavni
razlog za to izbiro je, da kostanjev med Ze zdaj dosega
relativno visoko ceno zaradi Cesar je bolj podvrZen po-
neverbam, poleg tega pa ima izmed vseh enovrstnih slo-
venskih medov verjetno najvecji zdravstveni potencial. S
standardizacijo bi postavili pogoje za klini¢no testiranje
zdravstvenih uc¢inkov, za postavitev priporocenega dnev-
nega vnosa, za ugotavljanje izvora in za ugotavljanje av-
tenti¢nosti slovenskega kostanjevega medu.

MATERIALI IN METODE

Izbira in priprava vzorcev

Naklju¢no smo izbrali 7 kostanjevih medov (K1 — K7) in 4
ostale medove — 1 cvetli¢ni (C), 1 akacijev (A), 1 smrekov
(S) in 1 lipov (L) (Tabela 1).

Medove za HPLC analizo smo pripravili na 2 nacina.
Najprej smo pripravili 10 mL 50% (w/v) raztopine medu
v ultrapreciS¢eni vodi (ddH20). 1 mL te raztopine smo
filtrirali skozi 0,45 pm membranski filter in ta filtrat je
predstavljal ti. ‘direktni vzorec’.

Preostalih 9 mL raztopine smo porabili za ekstrakcijo na
trdni fazi (angl. ‘solid-phase extraction, SPE), in sicer po
sledec¢em postopku: SPE kolono (Sep-Pak® Vac C18 3cc
500 mg, Waters, ZDA) smo kondicionirali s 3 mL me-
tanola in 3 mL ddH2O. Sledilo je postopno dodajanje
raztopine medu na kolono, pri ¢emer smo eluat na koncu
zavrgli. Sledilo je spiranje nezelenih na kolono vezanih
komponent, kot so ogljikovi hidrati, organske kisline in
razne necistoce, najprej s 5 mL ddH20 z dodatkom HCI
(pH 2,0) in nato s 15 mL ddH2O. Sledila je popolna izsu-
Sitev kolone s 3-5 min pretokom zraka. Preostale vezane
komponente smo eluirali s 3-krat po 1 mL meSanice me-
tanola in acetonitrila v volumskem razmerju 2:1 (3-kratno
koncentriranje zacetne raztopine). Eluat smo filtrirali sko-
zi 0,45 um membranski filter in ta filtrat je predstavljal
ti. ‘SPE vzorec’. Vse elucije skozi kolono so potekale pri
tlaku prib. — 200 mbar oz. s pretokom prib. 1 mL/min.
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Tabela 1: Osnovne znacilnosti uporabljenih medov.

botani¢ni leto regija

oznaka tip medu pridelave pridelave pelodni profil (cvetna slika)

K1 kostanjev 2014 02-MB  ostanj (95%), macesen, lipa, podrastje

K2 kostanjev 2014 02 -MB kostanj (93%), macesen, sonénica, mirtnice, vrba, akacija

K3 kostanjev 2014 02-MB  kostanj (90%), lipa, aromati, spore, podrastje, ajda

K4 kostanjev 2014 03-CE  kostanj (95%), podrastje, spore

K5 kostanjev 2014 02-MB  kostanj (95%), podrastje, lipa, spore

K6 kostanjev 2016 02 -MB kostanj (80%), javor, sadno drevje, oljna repica, hrast, lipa, bukev,
vrba, vrbovec, omela

K7 kostanjev 2016 02 - MB kostanj (30%), macesen, lipa, bukev

C cvetlieni 2015 03-CE sadno drevije, javor, detelja, akacija, koriander, vrba, oljna repica,
jeglic

A akacijev 2016 08 -NM  Javor, sadno drevje, akacija, kostanj, ka¢ja dresen, jegli¢, detelja,

’ bukev, vrba, soncnica, slez, vrbovec

S smrekov 2016 02 -MB  kostanj, spore, podrastje, kobulnice, trpotec, macesen, detelja,
aromati

L lipov 2016 02-MB lipa (3%), kostanj, detelja, sadno drevje, slez, bukev, iZop, jeglic,

soncnica

HPLC-DAD in HPLC-ECD analiza

Za separacijo komponent medu smo uporabili HPLC in-
strument DIONEX Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
ZDA) s 4-kanalno Crpalko, na 15°C termostatiranim sa-
modejnim vzorcevalnikom, na 25°C termostatirano kolo-
no Purospher® STAR RP-18 endcapped (5 um) Sorbent
LiChroCART® (150x4,6) (Merck KGaA, Nemcija) in
DAD oz. ECD detektorjem. Volumen injiciranje je bil 5,
10 ali 15 pL, odvisno od intenzitete najmocnejSega kro-
matografskega vrha. Tabela 2 prikazuje sestavo mobilne
faze. Zajem podatkov z DAD je potekal s frekvenco 5 Hz
pri Stirih valovnih dolZinah v ultravijolicnem obmocju
elektromagnetnega valovanja (250, 280, 310 in 340 nm),
zajem podatkov z ECD pa je potekal pri elektri¢nem po-

Tabela 2: Rezim mobilne faze HPLC analize.

tencialu 400 in 800 mV. Za vsak med smo dobili torej 12
kromatogramov.

Obdelava in prikaz podatkov

Za obdelavo in urejanje in prikaz podatkov smo uporabi-
li Excel 2016 (Microsoft, ZDA), za statisticne analize pa
SPSS v.23.0 (IBM, ZDA). Povprecne vrednosti in stan-
dardne deviacije smo predstavili tabelaricno ter v obli-
ki stolpcnih grafov. Statisticna analiza je v poglavju 3.1
vkljucevala izracun statisticno znacilnih korelacij med
kromatografskimi profili medov (Pearsonov r v primeru
normalne razporeditve obeh primerjanih spremenljivk in
Spearmanov rho v nasprotnem primeru) ter v poglavju 3.2
izracun statisti¢no znacilnih razlik v intenziteti posame-

Cas pretok 1% metanojska acetonitril
[min] [mL/min] Kkislina [%0] [%6]
0 0,7 90 10
3 0,7 90 10
12 0,7 75 25
20 0,7 30 70
25 0,7 30 70
30 0,7 90 10

35 0,7

90 10




znih kromatografskih vrhov med kostanjevimi in ostalimi
medovi (t-test v primeru normalne razporeditve spremen-
ljivke v obeh primerjanih kategorijah in Mann-Whitney U
test v nasprotnem primeru).

REZULTATI Z RAZPRAVO

Upostevali smo kromatografske vrhove, prisotne vsaj pri
enem vzorcu. Tako smo za vsak med iz 12 kromatogramov
dobili skupno 266 kvantitativnih podatkov (Tabela 3).
SPE ekstrakcija v primerjavi z direktno pripravo vzorca
sicer predstavlja dodaten stroSek in je Casovno zamudna, a
je smiselna. Iz rezultatov je razvidno, da imata oba nacina
priprave vzorca v povprecju 15,0 £ 2,7% istih DAD in
7,5 +2,2% istih ECD kromatografskih vrhov. Velika veci-
na spojin v SPE ekstraktu je torej tak$nih, ki jih z direktno
pripravo vzorca ne zaznamo, zaradi ¢esar so podatki po
SPE ekstrakciji visoko informativni.

Primerjava kromatografskih profilov med medovi
Tabela 5 prikazuje bivariatne korelacijske koeficiente (R)
in vrednosti njihove statisticne znacilnosti (p) za vse pare
primerjanih medov na osnovi njihovih HPLC-DAD in
-ECD kromatografskih profilov. Z upostevanjem priporo-
¢il o vrednotenju korelacijskih koeficientov v biomedicin-
skih raziskavah (Mukaka, 2012) lahko iz na$ih rezultatov
zakljuCimo, da so si kostanjevi medovi statisticno znacil-
no (p = 3,2x10% + 1,3x10") visoko podobni med sabo
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(R =0,699 + 0,116), nasprotno pa so si ostali medovi sta-
tisti¢no znacilno (p = 3,6x10% + 5,1x10%) zanemarljivo
podobni med sabo (R = 0,360 % 0,206). Statisti¢no zna¢il-
na (p = 9,9x10% + 2,8x10%) zanemarljiva podobnost ob-
staja tudi med kostanjevimi is ostalimi medovi (R = 0,348
+0,233). Iz teh rezultatov smo sklepali, da so HPLC-DAD
in -ECD kromatografski profili primeren razloCitveni de-
javnik med kostanjevim in ostalimi tipi medov. Sledila je
identifikacija tistih kromatografskih vrhov, katerih pojav-
nost in jakost se statisticno znacilno razlikujeta med ko-
stanjevimi in ostalimi medovi.

Primerjava kromatografskih vrhov med kostanjevimi
in ostalimi medovi

Kromatografske vrhove smo roc¢no integrirali in intenzite-
te tistih z enakimi retencijskimi casi (RT) primerjali med
sabo pri razlicni medovih. Slika 1 prikazuje primerjavo
HPLC-DAD kromatogramov direktnih vzorcev pri 280
nm, Slika 2 in Slika 3 pa primerjavo HPLC-ECD kroma-
togramov direktnih vzorcev pri 400 in 800 eV.

Intenzitete posameznih kromatografskih vrhov smo pri-
merjali med kostanjevimi in ostalimi medovi. Iskali smo
tiste, ki so bodisi pri eni skupini prisotni, pri drugi pa ne,
bodisi je njihova intenziteta pri eni skupini statisticno zna-
¢ilno drugacna kot pri drugi. Le spojine, ki taksne kro-
matografske vrhove tvorijo, imajo potencial kot biomarker
slovenskega kostanjevega medu. Slika 4 predstavlja kro-
matografske vrhove, ki se statistiCno znacilno razlikuje-
jo med kostanjevimi in ostalimi medovi. V izogib laZno

Tabela 3: Stevilo kromatografskih vrhov posameznega tipa analize.

tip detektorja DAD ECD
tip vzorca direktni SPE direktni SPE
valovna dolzina oz.| 250 280 310 340 | 250 280 310 340 [ 400 800 | 400 800
elektricnipotencial, nm nmtm nm nm [nom nm nm nm | mVY mV | mV mV |ysota
Stevilo kromatografskih| 5, = 59 3¢ 17 130 30 30 18| 8 11| 9 24 | 266
vrhov
DAD — detektor z nizom diod; ECD — elektrokemijski detektor; SPE — vzorec po ekstrakeiji na trdni fazi.
Tabela 4:Stevilo in delez kromatografskih vrhov, ki smo jih detektirali ne glede na nacin priprave vzorca.
tip detektorja DAD ECD
valovna dolzina [nm] oz. 250 280 310 340 400 800
elektri¢ni potencial [mV] nm nm nm nm mV mV
stevilo istih kromatografskih vrhov
(direktni vs. SPE vzorec) 10 1 8 4 2 4
odstotek istih klromalmgrafskih vrhov 16,1% 18.6% 13.8% 11.4% 5.3% 9.8%
(direktni vs. SPE vzorec)

DAD — detektor z nizom diod; ECD — elektrokemijski detektor; SPE — vzorec po ekstrakeiji na trdni fazi.
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Tabela 5: Primerjava medov na osnovi njihovih kromatografskih profilov na osnovi korelacijskih koeficientov in vred-

nosti njihovih statisticnih znacilnosti. Statisticno znacilne p-vrednosti so napisane krepko in poSevno.

med| K2 K3 K4 K5 K6 K7 C A S L
med atribut
1 R 0,805 0,513 0,731 0,729 0856 0,773 | -0,036 0292 0312 0,608
P |57x10% 4,7x1077 8,1x107" 1,9x10°7" 5,6x107° 2,7x10°%|5,6x10°" 1,2x10°"° 2,0x10°" 2,3x10°%°
x2 R 0,209 0,789 0540 0,755 0,600 | 0,172 0440 0458 0419
p 81x10°% 5,7x10°% 1,2x10°%" 1,4x10°%° 1,6<1077 [4,9<10°" 4,4x107" 2,910 9,4x10°"
w3 R 0,277 0,790 0,529 0,615 | -0,031 0,199 008 0,738
p 4,0<10" 3,7x<10% 7,6<107 6,7%107%|7,0<10°" 1,2x10° 2.8<10"" 1,3x10°%*
ks R 0,509 0,774 0,659 | 0,175 0456 0,579 0,445
p 5,1x107° 1,9<10°% 1,2x10°|4,2<10°" 4,0<10°° 2,6x10°% 2,3x<10°"
ks R 0,688 0,762 | 0,051 0280 0204 0,741
p 8,5x10°% 5,9x<10°°%|4.1x10°" 3,4x10°" 8,0<10°" 8,0x10°"*
k¢ R 0,861 | 0,102 0,38 0430 0,667
p 5,8x10°%7[9.8x10°° 4,5x10°"" 2,1x10°7 1,1x10°%°
7 R 0,060 0363 0380 0,769
p 33210 9,8x10°7" 1,3x107"° 2,3x10°%
c R 0,650 0,270 0,083
p 2,2x10°% 7,4x10°"° 1,8<10™
A B 0,543 0345
P 7,4x10°% 7,2x10°"
s R 0,266
p 1,1x10°"

K1- K7 - kostanjevi medovi; C — cvetliéni med; A — akacijev med; S — smrekov med; L. — lipov med; R — r ali rho
korelacijski koeficient; p — stopnja statisti¢ne znacilnosti.
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Slika 1: HPLC-DAD kromatogram vseh 11 ‘direktnih’ vzorcev pri valovni dolzini 280 nm. K1-K7 — kostanjevi medovi;
C — cvetlicni med; A — akacijev med; S — smrekov med; L — lipov med.
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Slika 3: HPLC-ECD kromatogram vseh 11 ‘direktnih’ vzorcev pri elektricnem potencialu 800 eV. K1-K7 — kostanjevi
medovi; C — cvetlicni med; A — akacijev med; S — smrekov med; L — lipov med.

pozitivnim rezultatom smo izbrali niZjo mejo statisti¢ne
znacilnosti (p < 0,01) kot je obicajno (p < 0,05). Kromato-
grafski vrhovi s Se posebej visoko stopnjo statisti¢ne zna-
¢ilnosti (p < 0,001) v razlikah povrSine so vredni Se poseb-
ne pozornosti, saj tako nizka p-vrednost kaze na majhno
verjetnost, da so opaZene razlike posledica nakljucja (Sli-

ka 4, stolpci z zvezdico *).

Uporaba HPLC-ECD se v nasem primeru ni pokazala kot
visoko informativna. Izmed 31 kromatografskih vrhov s p
< 0,001 so namre¢ le 4 bili identificirani z ECD detektor-
jem (Slika 4). Poleg tega imajo vsi relativno nizke abso-
lutne vrednosti, zaradi Cesar je zaupanje v opaZene razlike
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ustrezno manjSe. HPLC-ECD tehnika se je pri analizah
medu sicer Ze pokazala kot uporabna pri razloCevanju
enovrstnih medov (Zhao s sod., 2016), vendar med njimi
ni bilo kostanjevega. Na tem mestu bi izpostavili le kro-
matografski vrh z RT 9,5 min, opaZen na kromatogramu
400 mV, tako direktnega kot SPE vzorca (podatki niso pri-
kazani). Sicer je statisticna znacilnost relativno nizka (p
= 0,024 in p = 0,027), vendar se ta kromatografski vrh od
drugih razlikuje po tem, da je bil opazen pri vseh kostanje-
vih medovih in pri nobenem od ostalih. Tak$nen biomar-
ker, katerega ‘specifika je v prisotnosti’, in ne ‘specifika v
koli¢ini’, ima lahko veliko prakti¢no vrednost.

Vecina kromatografskih vrhov, dobljenih s HPLC-DAD,
je bilo vecjih pri kostanjevih medovih kot pri ostalih, z
izjemo 3 (RT = 13,3 min, RT = 15,8 min, RT = 17,2 min).
Direktni vzorec je bolj informativen pri identifikaciji
spojin, ki absorbirajo v UV-C obmodju (250 in 280 nm),
SPE ekstrakti pa pri analizi spojin, ki absorbirajo UV-A

in UV-B elektromagnetno valovanje (310 in 340 nm). Vse
spojine, ki jih predstavljajo kromatografski vrhovi na Sliki
4, najverjetneje niso antioksidanti, vsaj ne in vitro v nasih
eksperimentalnih razmerah. Ce bi imele antioksidativne
lastnosti, bi bile namre¢ opaZene tudi pri ECD kromato-
gramih. Izmed vseh statisticno znacilnih rezultatov DAD
kromatogramov najbolj izstopajo 3 kromatografski vrho-
vi, in sicer z RT priblizno 10,0, priblizno 10,9 in pribliZzno
16,6 min. Spojina z RT = 10,0 min je bila zaznana tako
v direktnih kot v SPE vzorcih, kar kaZe na molekulo s
polarnimi in nepolarnimi funkcionalnimi spojinami. Spo-
jina z RT = 10,9 min je kemijsko pretezno polarna, saj je
prisotna samo pri direktnih vzorcih, podobno velja tudi za
spojino z RT = 16,6 min.

Namen te konkretne raziskave ni bil kemijska identifi-
kacija spojin, temu se bomo posvetili v nadaljevanju. V
znanstveni literaturi Ze lahko zasledimo kar nekaj raziskav
na to temo, tudi za kostanjev med. Identifikacijo z upo-

povriine kromatografskih vrhov

O kostanjevi medovi

B ostali medovi
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Slika 4: Statisticno znacilno (* — p < 0,001; brez * — p < 0,01) razlicne intenzitete kromatografskih vrhov med kostan-
Jevimi in ostalimi medovi. Prva vrstica vodoravne osi predstavlja retencijski ¢as v minutah, druga vrstica tip vzorca,
tretja vrstica valovno dolZino oz. elektricni potencial detektorja in Cetrta tip detektorja. Stolpci predstavljajo povpre-
¢ne vrednosti s standardnim odklonom. DAD — detektor z nizom diod; ECD — elektrokemijski detektor; SPE — vzorec
po ekstrakciji na trdni fazi.




rabo eksternih standardov je poskusil Ze Tomas-Barberan
s sod. (2001), vendar precej neuspesno. Uspelo jim je na-
mre¢ identificirati le za propolis znacilne spojine, identi-
teta 9 ostalih za kostanj znacilnih spojin je ostala neznana.
Studija Alissandrakis s sod. (2011) je bila temeljitejsa. S
plinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo
(GC-MS) so analizirali ekstrakte kostanjevega medu in ko-
stanjevih cvetov. Koli¢ina 1-feniletanola, 1-feniletanona,
fenilmetanola in 2-aminoacetofenona, ter njihovo razmer-
je, naj bi bili najzanesljivejsi botani¢ni biomarkerji kosta-
njevega medu (najdeni tako v kostanjevih cvetovih kot v
kostanjevem medu), medtem ko sta cis-cinamil alkohol in
p-hidroksiacetofenon specifi¢na za kostanjev med, ni pa
ju najti v kostanjevem nektarju. Slabost omenjene Studije
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je, da so z GC-MS zajeli samo hlapne komponente. Temu
se je izognil Truchado s sod. (2009) z uporabo nuklearne
magnetne resonance (NMR). V kostanjevem nektarju, izo-
liranem iz Cebeljega prebavnega trakta, so identificirali 2
kvinolonska alkaloida [4-hidroksikvinolin-2-karboksilno
(kinurensko) kislino in 4-kvinolon-2-karboksilno kislino],
1 monoterpen [4-(1-hidroksi-1-etilmetil)cikloheksa-1,3-
-dien-1-karboksilna kislina], njegov gentiobiozidni ester
ter 1 flavonol [kvercetin-3-pentozilheksozid]. Vse od na-
Stetih so nasli tudi v kostanjevem medu, vendar se le oba
alkaloida zdita primerna botani¢na markerja, saj dosedaj
nista bila najdena Se v nobeni drugi vrsti medu.

Zakljuc¢imo lahko, da je tehnika HPLC-DAD uporabna pri
presejalnih raziskavah iskanja oznacevalcev medu. Tudi
SPE ekstrakcija je informativna, saj veCine kromatograf-
skih vrhov pri direktnih vzorcih ni mo¢ zaznati. Majhno
Stevilo vzorcev v nasi raziskavi uporabnosti HPLC-ECD
pri identifikaciji kostanjevega medu Se ne izkljucuje pov-
sem. Potrebne so nadaljnje raziskave na ve¢ vzorcih in

morda pri drugacnih elektricnih potencialih detektorja.

Na osnovi zgoraj predstavljenih rezultatov smo zastavi-
li razSirjen in poglobljen eksperiment, ki vkljucuje vecje
Stevilo vzorcev (N = 52) in analitske tehnike, primerne
za absolutno identifikacijo biokemijskih spojin (LC-MS/
MS). Pricakujemo vsaj potrditev Ze znanih kostanjevih
biomarkerjev, v najboljSem primeru pa identifikacijo pov-
sem novega biomarkerja oz. ve¢ njih, znacilnih izklju¢no
za slovenski kostanjev med.
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OCENA EKONOMSKEGA VPLIVA ZIMSKIH I1ZGUB
CEBELJIH DRUZIN V AVSTRIJI, CESKI REPUBLIKI IN
REPUBLIKI MAKEDONIJI

Lazo DIMITROV', Despina POPOVSKA?, Aleksandar UZUNOV?? , Robert BRODSCHNEIDER?,
Jiri DANIHLIK®, Miroljub GOLUBOVSKI®, Sreten ANDONOV?

Izvlecek

Medonosna ¢ebela (Apis mellifera L.) ima velik ekonomski pomen tako za opraSevanje, kot tudi za pridelavo ¢ebeljih pridel-
kov (med, &ebelji vosek, cvetni prah, propolis, mati¢ni mledek in Cebelji strup. Stevilo ebeljih druZin se s asom spreminja.
Nedavna porocila o izgubah ¢ebeljih druZin so pokazala razlicne stopnje odmiranja le teh v Stevilnih regijah in drZavah sveta.
Za tovrstne izgube ni enotnega razloga temvec gre za kombinacijo razli¢nih vzrokov, kot so: parazitska prSica Varroa destruc-
tor, virusi, Nosema spp, bakterijske bolezni, fitofarmacevtska sredstva, razli¢ne cebelarske prakse ter ostali stresni dejavniki.
Glede na to, da ekonomski vidik izgub cebeljih druZin $e ni bil ocenjen, je bila razvita metodologija za ocenjevanje financnega
vidika vpliva izgub Cebeljih druZin, ki temelji na podatkih, pridobljenih iz COLOSS ankete o izgubah cebeljih druZin za leto
2016/17 (COLOSS standard questionnaire survey of honey bee winter losses for 2016/2017). Analiza, ki temelji na metodolo-
giji, razviti v Republiki Makedoniji, je bila opravljena za oceno ekonomskega ucinka izgub ¢ebeljih druzin. Dodatno so bili v
primerjalno analizo vkljugeni $e podatki iz Avstrije in Ceske. V Makedoniji je bilo zbranih 321 vprasalnikov (13,6% &ebeljih
druZin na nacionalnem nivoju), v Avstriji je bilo zbranih in analiziranih 1656 vprasalnikov (9,5% Cebeljih druzin) in na Ce-
Skem 1191 vpraSalnikov (3,1% Cebeljih druZin). Ocena ekonomskih izgub je zajemala vrednost ¢ebeljih druZin, potencialno
izgubo pridelka in izgubo zaradi prilagoditve vpeljane &ebelarske prakse. V Avstriji in na Cekem je bila ocena izpeljana glede
na povprecne informacije o trgu in produkciji ¢ebeljih pridelkov, v Makedoniji pa so bili podatki pri anketiranih ¢ebelarjih z
dodatkom k COLOSS standardnemu vprasalniku. Preliminarni rezultati prikazujejo skupne finan¢ne izgube v EUR zaradi
zimskih izgub Cebel (propadle, Sibke in razdeljene druzine) v vseh treh drzavah. Rezultati bodo pripomogli k osvesc¢anju o
pomenu medonosnih Cebel za javnost in kmetijski sektor, ter bodo izboljsali strategije za ohranjanje medonosnih cebel ter
krepitev Cebelarstva.

Kljuéne besede: ekonomski vpliv, izgube ebeljih druZin, metodologija, Avstrija, Ceska, Makedonija.

ECONOMIC IMPACT ASSESSMENT OF HONEY BEE WINTER COLONY LOSSES
IN AUSTRIA, CZECH REPUBLIC AND THE REPUBLIC OF MACEDONIA

Abstract

Honey bees (Apis mellifera L.) are of great importance because of their role in pollination as well as for production of bee
products such as honey, wax, pollen, propolis, royal jelly and bee venom. The colony population fluctuates over time and re-
cent monitoring reports show different levels of colony losses in many regions and countries all over the world. The cause of
this kind of loss is not a single one, but rather a combination of various factors such as the parasitic mite Varroa destructor,
viruses, Nosema spp., bacterial diseases, pesticides, management practices and other stress factors. Having in mind that the
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economic aspect of honey bee colony losses has not been estimated so far, a pioneer effort was made for developing a metho-
dology that estimates the economic impact of honey bee colony losses, based on the data from the COLOSS standard questi-
onnaire survey of honey bee winter losses for 2016/2017. Based on the methodology developed in the Republic of Macedonia,
an analysis was made in order to perform economic impact assessment of honey bee colony losses and in addition Austria
and Czech Republic data were included in the comparative assessment. For the Republic of Macedonia, information from 321
questionnaires, with coverage of 13.6% from the national number of honey bee colonies was analyzed. In Austria, data from
1,656 completed questionnaires was included in the analysis which represents 9.5% from the national number of bee colonies,
while in Czech Republic, 1,191 questionnaires were analyzed with coverage of 3.1% out of the total number of colonies. The
estimation of the economic losses was taking into consideration the value of the colonies, potential production losses and
losses from applied adjustment beekeeping practices. For Austria and Czech Republic, the assessment was performed based
on the average national market and production information. In addition, for the Republic of Macedonia, market and financial
data were collected from the surveyed beekeepers, based on the upgrade made on the COLOSS standard questionnaire. Ac-
cordingly, the preliminary results show the total economic losses in EUR from the winter honey bee colony losses (for lost,
weak and split colonies) in all three countries. This will help demonstrating the importance of honey bees for the public and
agricultural sector and will support the policies for preservation of the honey bees and strengthening the beekeeping sector.

Key words: economic impact, honey bee colony losses, methodology, Austria, Czech Republic, Republic of Macedonia.
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ANALIZA TEMPERATURE SATJA Z ZALEGO
V GNEZDIH CMRLJEV

Janez GRAD', Anton GRADISEK?

Izvlec¢ek

Prispevek obravnava in analizira temperaturni interval satja s ¢mrljo zalego, v okviru katerega so se opazovane ¢mrlje
druZine uspe$no razvijale do trenutka, ko so iz njih pricele izletavati na plano mlade matice in samcki. V raziskavi je
bilo upostevanih 15 ¢mrljih druZin petih vrst ¢mtljev, ki Zivijo v Sloveniji in drugod po srednji Evropi in tudi v Sloveniji:
Bombus hypnorum, B. pratorum, B. pascuorum, B. lapidarius in B. humilis. Dobljeni rezultati kaZejo, da ¢mrlja zalega
lahko normalno prezivi tudi pri doloenem nihanju temperature v satju. NajniZja izmerjena temperatura satja je bila
24.1 °C, najvisja pa 35,5 °C.

Kljuéne besede: ¢mrlji, ¢mrlja zalega, satje z zalego, temperatura satja

BROOD TEMPERATURE ANALYSIS IN BUMBLEBEE NESTS

Abstract

We discuss and analyze the temperature interval of the comb filled with the bumblebee brood within which the obser-
ved bumblebee nests successfully developed until the young queens and males emerged and started to fly outside the
nest in order to mate. 15 nests of 5 bumblebee species founded by the queens emerging in March, April and May of the
year 2017 took part in the research. Studied species are common in Slovenia and Central Europe: Bombus hypnorum, B.
pratorum, B. pascuorum, B. lapidarius and B. humilis. The obtained results show that brood can successfully survive
certain temperature oscillations. The lowest obtained comb temperature was 24.1 °C and the highest one 35.5 °C.

Key words: Bombus, bumblebee, bumblebee brood, brood comb, comb temperature
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UVOD

Vsa Ziva bitja Zivijo v dolo¢enem Zivljenjskem okolju, ki
jim zagotavlja obstoj in razvoj. Za razli¢ne vrste bitij se
zanje primerna Zivljenjska okolja medsebojno lahko raz-
likujejo, odvisna pa so od mnogo moznih in potrebnih se-
stavnih faktorjev, elementov, kot so hranilne snovi, vlaga,
voda, zrak in seveda tudi temperatura. Merili smo tempe-
rature v gnezdu oz. na satju z zalego v gnezdih uspesno se
razvijajoCih ¢mrljih druzin izbranih vrst ¢mrljev, ki Zivijo
v Sloveniji. Opravljene meritve temperature satja kazejo
temperaturni interval satja z zalego, v okviru katerega so
opazovane ¢mrlje druZine preZivele in se razvijale do iz-
leganja samc¢kov in mladih matic. V analizi smo zajeli pet
vrst ¢mrljev: Bombus hypnorum, B. pratorum, B. lapida-
rius, B. pascuorum in B. humilis (Goulson, 2003; Grad et
al., 2010; Hagen, 1994), meritve pa so potekale v Casu od
17.5. 2017 do 26. 7. 2017, vse dokler niso pricele izletavati
mlade matice in samcki.

V Sloveniji v zacetnem obdobju razvoja ¢mrljih druzin
temperatura okolja precej niha. V taks$nih okoli§¢inah
se nekatere vrste ¢mrljev sicer uspesSno razvijajo, vendar
mnogo njihovih gnezd, predvsem spomladi, propade, ko
se iznenada temperature spustijo pod 0 °C, zapade sneg
ali nastopi vec dni trajajoce hladno deZevno obdobje. Po
razli¢nih virih je bilo v Sloveniji do sedaj opaZenih 35 vrst
¢mrljev; od teh je najbolj razsirjenih 12 vrst, vkljucno z
B. haematurus, ki prihaja iz vzhodnega Sredozemlja in
zadnja desetletja osvaja Balkan in drZave severno od njega
(Grad et al., 2010; 2016).

Temperaturo notranjosti ¢mrljih gnezd je obravnavalo ali
navajalo v svojih delih Ze ve¢ avtorjev prispevkov o ¢mr-
ljih; na primer: (Goulson, 2003), (Hagen, 1994), (Heinri-
ch, 1994), (Hintermeier, 1997), (Matheson-editor, 1996),
(Weidenmueller, A., 2004), (Witte, Seger, 1999). D. Go-
ulson pise, po viru (Seeley and Heinrich, 1981), da je
pri velikem Stevilu delavk temperatura gnezda pribliZzno
konstantna pri 30-31 °C. Poglobljeno je tematiko obrav-
naval B. Heinrich, ki je analiziral temperaturo v gnezdih
¢mrljev B. vosnesenskii in B. polaris. Med drugim je ugo-
tovil, da temperatura zalege lahko variira med 24-34 °C.
A. Weidenmueller pa je pri analizi temperature v gnezdu
4 druzin ¢mrljev B. terrestris zabelezila kot ugodno pov-
precno temperaturo 27.7-28.7 °C, pri temperaturi nad 30
stopinjami pa so ¢mrlji gnezdo hladili z bolj ali manj in-
tenzivnim brencanjem (anglesko: fanning). Ostali avtorji
navajajo, da je optimalna temperatura notranjosti cmrljega
gnezda okrog 30-32 °C. Navajajo tudi, da je temperatura
satja, v katerem ni zalege, lahko za nekaj stopinj niZja kot
v satju z zalego. Zanimivi so Se drugi prispevki, ki obrav-
navajo temperaturo gnezda z razli¢nih vidikov in v pove-

zavi z drugimi za preZivetje ¢mrljih druzin pomembnimi

okolis¢inami in faktorji. Oyen s sod., (2016) je analiziral
prilagajanje mejnih vrednosti temperature ¢mrljev ob vi-
Sinskih spremembah okolja in njegovih temperatur; Dean
(2016) pa je analiziral vpliv temperature gnezda na barvne
vzorce izlezenih ¢mrljev in na hitrost rasti ¢mrlje zalege.
Jones in Oldroyd (2007) sta obravnavala pasivni in aktivni
pristop socialnih ZuZelk pri regulaciji toplote v gnezdih;
Weidenmuehller s sodelavci (2002) pise o vzdrZzevanju za
razvoj druZine primerne temperature gnezda ¢mrljev B.
terrestris; izgubo toplote in termoregulacijo gnezda Cr-
mljev vrste B. lapidarius pa je obravnaval Schultze-Motel
(1991).

METODE

Eksperiment je bil opravljen na petnajstih ¢mrljih dru-
Zinah: Stirih druzinah Bombus hypnorum, eni druzini B.
pratorum, dveh druzinah B. lapidarius, eni druZini B.
pascuorum in sedmih druZinah B. humilis, naseljenih v
panje na lokaciji ob¢ine Dol pri Ljubljani. Panji so bili
postavljeni v lesenem ¢mrljaku - predelanem kranjskem
¢ebelnjaku in dveh manjSih lesenih hiSicah na prisojnih
legah. Nekateri panji so bili ves ¢as v senci, na druge pa
je sonce sijalo do najvec¢ 9. ure dopoldne. Ko so zuna-
nje temperature v senci presegle 32 °C, so druZine z ve-
¢jim Stevilom delavk hladile notranjost panjev ob vhodu v
panj. Pri druzinah s kratko Zivljenjsko dobo, to so ¢mrlji
B. hypnorum in B. pratorum, je merjenje potekalo do 10.
6., pri ostalih vrstah ¢mrljev, z daljSo Zivljenjsko dobo, pa
do 26. 7.

Za vsako druZino so bili pri vsakem merjenju evidentirani
oznaka druZine, maksimalna izmerjena temperatura satja
v gnezdu, datum in ura merjenja, zunanja temperatura zra-
ka, dnevna temperatura zraka okolja (minimalna temp. —
maksimalna temp.) in okvirno S$tevilo delavk v gnezdu.
ZabeleZen pa je bil tudi datum prvega izleta mlade matice
iz vsake posamezne druZine.

Opravljenih je bilo do osem merjenj s Casovnimi presledki
7 — 11 dni. Zaradi napadalnosti delavk vrste B. hypnorum
so bila merjenja opravljena v popoldanskem casu, na loka-
ciji panja z druzino. Pri ostalih vrstah so meritve potekale
bodisi popoldne na mestu, kjer je stal panj, bodisi zvecer
v zaprtem prostoru (kleti).

Temperaturo smo merili z vbodnim termometrom »TFA
LT-101« firme Conrad Electronic SE iz Nemcije. Pri
vsakem merjenju je bilo tipalo inStrumenta potisnjeno
na satje z zalego, pomikano po satju, na koncu pa je bila
zabeleZena maksimalna temperatura satja. Dotik konice
tipala povrsine satja je bil odloCujo¢ pri meritvi tempe-
rature satja in temperatura notranjosti ¢mrljega gnezda ni
vplivala na meritve.
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REZULTATI

Rezultati meritev so prikazani v spodnjih tabelah. V posamezni tabeli so podani podatki za posamezno ¢mrljo druZino.
Povprecna temperatura se nanasa na obdobje, ko je bilo v gnezdu veliko delavk (ravnovesno obdobje). Struktura tabele
je sledeca (vse temperature so podane v °C):

Oznaka druZine, datum naselitve lanskoletne matice, datum izleta prve mlade matice, povprecna temperatura

1.-3. vrstica, po stolpcih (4 ali 8 stolpcev):
datum posameznega merjenja, izmerjena temperatura

dnevni Cas merjenja (ura, minute), zunanja temperatura gnezda
(okvirno) Stevilo delavk v druZini (glej legendo), interval dnevne temperature okolja

Bombus pratorum, 3. 3., 21. 5., 31,2

17.5., 321 245,32,2 | 315,313 7.6.,29,0
21.00, 17 21.15, 19 21.40, 22 20.35, 14
v, 13-22 v, 13-22 v, 16 - 29 m, 13 -15 (Ze brez stare matice in skoraj brez zalege)

Bombus hypnorum-1, 21.

3., 2.6, 33,9

18.5,32,0 | 25.5,33,9 | 16,350 10.6., 34,6
12.25, 24 12.25,20.7 | 17.55, 25 14.45, 24
v,9-2b zv, 13-23 zv, 16 -30 |zv,13-24

Bombus hypnorum-2, 24.

3, 1.6, 33.8

18.5.,35,6 |255,32,8 | 1.6., 33,6 10.6., 33,2
12.45, 24 12.40,22.5 | 18.15, 24 15.05, 24
v,9-25 zv, 13-23 zv, 16 -30 |v,13-24

Bombus hypnorum-3, 29.

3., 30.5., 344

18.5.,35,0 | 255.,34,0 | 1.6.,34,9 | 10.6., 33,7
13.05, 24 13.05, 23 18.30, 24 | 15.20, 23
v,9-2b zv, 13-23 zv, 16-30 | zv, 13-24

Bombus hypnorum-4, 30.

3., 30.5., 3L7

185.,29,2 255,322 |16.,34,6 |10.6.,30,7
13.35, 24 12.05, 20.8 | 17.45,25 | 14.30, 24
m, 9-25 v, 13-23 v,16-30 |v,13-24

Bombus lapidarius-1, 27. 4., 21. 7., 31,9

195,271 |26.5,31,9 |26.,319 8.6., 31,6 246.,33,4 |5.7,325 15.7,33,4 | 25.7., 33,6

22.15, 18 21.30, 18 21.50, 20 21.30, 15 22.05,23 15.30, 29 22.00, 20 21.15, 16

zm, 10-27 | 10,10-22 | 10,16-30 |v, 9-21 v,19-34 |v,14-32 |[v,14-24 |v,14-25
Bombus lapidarius-2, 10. 4., 20. 7., 32,2

18.5.,30,7 | 25.5.,31,4 | 1.6., 32,3 8.6., 30,6 246.,32,7 | 5.7, 34,0 15.7.,33,0 | 25.7., 32,8

21.25, 20 21.30, 17 21.15, 22 22.10, 14 22.20, 23 16.15, 29 21.00, 20 18.20, 16

m, 9-25 m, 13-23 |v, 16-30 v, 9-21 19-34 v, 14 -32 v, 14 -24 v, 14 -25
Bombus pascuorum, 29. 4., 16. 8., 31,2

20.5., 28,5 | 275.,30,4 | 315,30,3 7.6.,30,6 246,314 |5.7,34,6 15.7., 31,4 | 25.7.,32,5

21.00, 14 21.30, 18 21.10, 22 20.10, 15 21.40, 23 15.50, 29 17.20, 22 14.30, 23

zm, 12-16 |zm, 12-26 | 10,16 -29 | m, 13- 15 v, 19-34 v, 14 - 32 zv, 14 - 24 zv, 14 - 25

R
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Bombus humilis-1, 3. 4., 22. 7., 319

225,241 | 295,330 | 5.6., 311 12.6., 31,9 | 25.6.,32,2 |6.7,33,7 16.7.,34,9 | 26.7., 34,5
21.25, 20 22.10, 19 21.50, 21 21.50, 21 19.05, 20 21.45, 22 22.55, 16 21.20, 16
0,.11-24 4,13-29 5,15-26 |b,16-31 v,20-24 v, 18-33 v, 13-24 v, 12-23

Bombus humilis-2, 9. 4., 21. 7., 31,4

22.5.281 295.,28,7 |5.6., 29,8 12.6.,32,3 | 25.6.,32,2 | 6.7, 33,3 16.7.,33,0 | 26.7., 33.4
21.15, 20 21.20, 21 21.15, 21 21.15, 22 18.15, 20 21.20, 23 21.40, 17 20.30, 17
1, 11-24 2,13-29 5,15-26 |5, 16-31 v, 20-24 v, 18-33 v, 13-24 v, 12-23

Bombus humilis-3, 10. 4., 16. 7., 31,7

23.5.,26,2 |30.5.,28,6 |6.6.,31.4 13.6.,32,0 | 25.6.,32,6 | 6.7, 35,0 16.7.,34,3 | 26.7., 33,5
21.15, 20 22.30, 21 20.35, 21 21.15, 23 19.40, 19 21.40, 23 22.20, 16 20.45, 17
1,13-26 3,15-30 8,14 -24 12,16-31 |v,20-24 v, 18-33 v, 13-24 v, 12-23

Bombus humilis-4, 14. 4., 9.7., 319

215,304 |285.,29,7 |46, 30,2 11.6.,32,0 | 24.6.,33,7 |5.7,32,8 15.7.,33,4 | 25.7.,32,6
20.55, 18 20.50, 20 21.15, 21 21.10, 18 23.05, 22 21.35, 23 20.30, 21 14.55, 23
4,12-22 6, 13-27 11,14 -28 | 20,14-28 |v,19-34 v, 14 -32 v, 14-24 v, 14-25

Bombus humilis-5, 2.5., 18.7, 314
23.5.,26,4 | 305,288 |6.6.,31.2 13.6.,32,8 | 25.6.,344 |6.7,32,8 16.7, 311 26.7., 34,0
21.30, 20 22.00, 21 20.05, 21 21.40, 23 19.20, 20 22.05, 21 22.30, 16 21.05, 16
0,13-26 4,15-30 5,14 -24 10, 16-31 |v,20-24 v, 18-33 v, 13-24 v, 12-23

Bombus humilis-6, 1. 5., 18.7., 32,8
225, - 295,319 |56., 314 12.6.,31,6 | 25.6.,32,8 | 6.7, 34,3 16.7., 34,2 | 26.7., 33,5
- - 21.50, 20 21.30, 21 21.30, 22 18.35, 20 21.00, 23 21.55, 17 20.15, 17
0,11-24 4,13-29 6,15-26 |7,16-31 v, 20-24 v, 18-33 v, 13-24 v, 12-23

Bombus humilis-7, 13. 6.(gnezdo ogrebeno v panj, matica in 2 delavki), 22. 8., 31,4
246.,308 |5.7,315 |156.7,319 257,315
22.45,22 21.50,23 | 20.15, 21 18.00, 16
2,19-34 4,14-32 |5,14-24 9,14-25

Legenda: zm = manj od 10, m = manj od 20, v = ve¢ od 20, zv = ve¢ od 100.

Tekom opazovanja je nekatera ¢mrlja gnezda napadla voscena vesca vrste Aphomia socielle (Lepidoptera: Pyralidae),

ki jo opisujejo razli¢ni avtorji, na primer v (Goulsen, 2003; Hagen, 1994). Napadi so se izvrSili Ze po zaklju¢ku meritev
temperatur, razen pri B. lapidarius 1 in B. humilis 3. Napadeni panji so bili vsakic sproti oci$€eni li¢ink, zato pojav ni
vplival na razvoj druzin.




RAZPRAVA Z ZAKLJUCKI
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V raziskavi smo upostevali ¢mrlje druZine, ki so preZivele
v marcu leta 2017 zelo toplo obdobje, ko so lanskoletne
matice Ze zalegale, in nato v drugi polovici aprila nena-
vadno mrzel ve¢ dni trajajoC interval z no¢nimi tempe-
raturami pod lediS¢em in snegom v vi§jih predelih. Ta
vremenski zaobrat je povzrocil mnozic¢en propad ¢mrljih
gnezd z Ze obstojeco zalego.

Vse obravnavane druzine so bile uspesne; v vseh so se
izlegle in iz njih odletele mlade matice in samcki. Izmer-
jene temperature satja z zalego so bile v razli¢nih panjih
in ob razli¢nih merjenjih razli¢ne, od najniZje temperature
24,1 °C pri druzini B. humilis-1, do najviSje temperatu-
re 35,5 °C pri ¢mrljih B. hypnorum-2. Pogojene so bile
tudi s Stevilom delavk v gnezdu: pri zelo majhnem Stevilu
delavk je bila temperatura niZja kot pri velikem Stevilu
delavk, ko je temperatura tudi stabilnej$a, kar se sklada
z ugotovitvami nekaterih raziskovalcev ¢mrljev, kot je na
primer Bernd Heinrich (Heinrich, 1994). Na primer pri B.
humilis-5: 0 delavk 26,4 °C; 4 d. 28,8 °C, 5 d. 31,2 °C, 10
d. 32,8 °C, vec¢ d. 34,4 °C. To je smiselno, saj posamezna
delavka ne more ucinkovito zagotavljati termoregulacije
gnezda, vecje Stevilo delavk pa lahko. Pri druzinah z dvaj-
setimi ali ve¢ delavkami so le-te pri temperaturah okolice
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SPREMLJANJE DNEVNE AKTIVNOSTI CMRLJEV
Z UPORABO MIKROFONA

Anton GRADISEK!, Nicolas CHERON?, David HEISE?, Candace GALEN*, Janez GRAD®

Izvlecek

V prispevku predstavimo prve rezultate Studije, pri kateri smo s pomocjo mikrofonov, postavljenih pred ¢mrljak, spre-
mljali dnevno aktivnost, natan¢neje pasno dejavnost mrljev. Zvocne posnetke smo obdelali s posebej prilagojenim ra-
¢unalniSkim algoritmom, ki prepozna posamezne dogodke (ko ¢mrlj odleti iz panja ali se vanj vrne). Prav tako algoritem
lahko locuje med prihodi in odhodi. PrikaZemo podatke za tri vrste cmrljev (B. pascuorum, B. humilis in B. hypnorum),
vsako druzino smo spremljali en dan. Prispevek predstavlja prvo fazo sistemati¢ne Studije aktivnosti ¢mrljev v odvisno-
sti od razli¢nih parametrov.

Kljuéne besede: ¢mrlji, pasna dejavnost, analiza zvoka

MONITORING DAILY FORAGING ACTIVITY OF BUMBLEBEES
USING A MICROPHONE

Abstract

We present initial results of the study where we used microphones, placed in front of nest boxes, to monitor the daily
foraging activity of bumblebees. Sound recordings were analyzed using a custom-made computer algorithm which
detects flight buzzing sounds coming from arrivals or departures of individual bees. In addition, the algorithm distingu-
ishes between arrivals and departures. We show examples of daily activities for three species (B. pascuorum, B. humilis
and B. hypnorum), each was monitored for one day. This paper presents initial results of a longer study where we plan
to systematically investigate the activities of bumblebees in various circumstances.

Key words: bumblebees, foraging activity, sound analysis
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UVOD

Cmrlji (rod Bombus iz druZine &ebel Apidae) so pomemb-
na skupina divjih oprasevalcev. Zaradi drugacne morfolo-
gije in Zivljenjskega sloga so pri oprasevanju rastlin pogo-
sto u¢inkovitejsi od medonosnih ¢ebel — na paso izletavajo
tudi ob deZevnem in hladnem vremenu, poleg tega pa s
posebno tehniko tresenja lahko spravijo cvetni prah tudi
iz cvetov, kjer so Cebele neuspeSne. Tak primer denimo
je paradiznik, zato so ¢mrlji postali pomemben ¢len pri
gojenju nekaterih vrst zelenjave v rastlinjakih.
Spremljanje aktivnosti oprasevalcev je tako zanimivo za
Sirok krog znanstvenikov, tako za agronome, ekologe,
kot za strokovnjake, ki se ukvarjajo z ohranjanjem okolja.
Cmrlje se lahko preucuje na razli¢ne nacine. Na terenu sta
tipi¢na pristopa opazovanje in lovljenje. Slednje je proble-
maticno, saj vkljucuje odvzem posameznih osebkov iz na-
rave. V literaturi zasledimo tudi Studije ¢mrljev v povsem
laboratorijskem okolju, kar se tipi¢no izvaja s komercialno
pridobljenimi ¢mrljimi druZinami. V tem primeru je pri-
¢akovati nekoliko druga¢no obnaSanje ¢mrljev kot povsem
v naravnem okolju. Boljsi pristop h kontroliranemu opa-
zovanju je namestitev ¢mrljev v gnezdilnice, ki so name-
$Cene na kontroliranih lokacijah. Namesto v travniski rusi,
gozdnem podrastju, opuscenih gnezdih glodavcev ali v
drevesnih duplinah se ¢mrlji lahko naselijo tudi v posebe;j
prilagojene kartonske Skatle ali lesene gnezdilnice (pa-
nje), kar omogoca opazovanje v skoraj naravnem okolju.
V priujocem prispevku predstavimo prve rezultate Stu-
dije, pri kateri obnaSanje ¢mrljev, natan¢neje pasno de-
javnost, spremljamo z mikrofonom. Uporaba mikrofona
ima vrsto prednosti pred opazovalcem, ki beleZi izhode
¢mrljev ro¢no (kot denimo v Grad s sod., 2016). Mikrofon
lahko snema neprekinjeno, poleg tega pa lahko z uporabo
serije mikrofonov spremljamo vrsto lokacij hkrati. Posnet-
ke kasneje obdelamo z uporabo racunalniskega algoritma.
Pristop spremljanja ¢mrljev z uporabo zvoka sicer ni nov.
V eni od prejSnjih $tudij smo zvoke brencanja med letom
uporabili kot nacin identifikacije posamezne vrste ter tipa
¢mrlja (delavka ali matica), s pomocjo algoritmov strojne-
ga ucenja (Gradisek s sod., 2017). Heise s sod. (2017) so
razvili algoritem, ki je namenjen zaznavanju letecih ¢mr-
ljev v posnetkih mikrofonov, postavljenih v naravi. V pri-

¢ujoci Studiji smo spremljali ve¢ druzin ¢mrljev razli¢nih
vrst z mikrofoni, postavljenimi pred vhodom v panj. Ko
¢mrlj odleti iz panja ali pa se vanj vrne, mikrofon posname
zvok brencanja, kar nam da direktno informacijo o izleta-
vanju ¢mrljev na paso. V nadaljevanju predstavimo nacin
zbiranja in obdelave posnetkov ter prve rezultate Studije
pasne dejavnosti v izbranih dneh.

MATERIAL IN METODE

Snemanje dnevne aktivnosti

Za snemanje zvokov smo uporabili USB mikrofone
dB9PRO VR1.0. Posamezen mikrofon ima okrog 8 GB
pomnilnika, kar zadostuje za ve¢ kot 90 ur posnetkov. Ob
posameznem polnjenju mikrofon po specifikacijah lahko
zajema podatke do 18 ur (v praksi se je pokazalo, da je
ta Cas bliZze desetim uram). Frekvenca zajemanja signala
je 48 kHz, s 192 Kbps. V analizi predstavimo tri ¢mrlje
druZine, ki smo jih snemali ¢ez dan (Tabela 1). V vsakem
primeru je bil napolnjen mikrofon postavljen nekaj cen-
timetrov od vhoda v panj. Vsak vecer so bili mikrofoni
ponovno napolnjeni.

Analiza signalov

Za osnovno analizo signalov je bil uporabljen program
Audacity, ki omogoca hitro pregledovanje in urejanje po-
snetkov ter izdelavo spektrogramov.

PodrobnejSa analiza je potekala v programskem okolju
Matlab, s pomocjo lastne programske kode in obstojecih
programskih paketov. Ker je na$ problem bolj specifi¢en
kot splo$ni problem, ki so se ga lotili Heise s sod. (2017),
mikrofon je v nasem primeru namre¢ vedno postavljen
pred panj in najmocne;jsi signali prakti¢no vedno ustreza-
jo ¢mrljem, smo uporabili nekoliko poenostavljen algori-
tem. Kljub temu se moramo zavedati, da mikrofon poleg
brenc¢anja zajame tudi Sume iz okolice, denimo promet,
ki so lahko veliko bolj glasni od ¢mrljev. Algoritem tako
prepozna mozne dogodke (ko ¢mrlj leti mimo mikrofona),
potem pa za vsakega doloci, ¢e gre zares za ¢mrlja. Meje
za detekcijo smo za vsak posnetek predhodno dolocili roc-
no, na podlagi nekaj ro¢no oznacenih posnetkov. Osnovna

Tabela 1: Podatki o treh druZinah cmrljev, ki smo jih spremljali dva izbrana dneva.

Druzina Datum Velikost druZine | Vreme

B. pascuorum 28. maj 2018 10 delavk 14-28 °C, jutranja megla, ¢ez dan soncno, zvecer
krajevne nevihte

B. humilis 29. maj 2018 20 delavk 16-26 °C, dopoldne rahlo obla¢no, popoldne obla¢no,

B. hypnorum 30 delavk po 16. uri rahel deZ, po 18. uri mocan dez




frekvenca, ki jo navajamo v protokolu, velja za B. pascuo-

rum (za vrste, ki imajo drugacne osnovne frekvence, glej

tudi GradiSek s sod. (2017), se vrednosti nekoliko prila-
godijo). Postopek za zaznavanje posameznih dogodkov je
sledec:

1. Celoten posnetek razrezemo na segmente, ki so dol-
gi 5 sekund. Segment te dolzine je naceloma dovolj
dolg, da pokrije celoten dogodek, hkrati pa dovolj
kratek, da vsebuje samo enega.

2. Za vsak segment izracunamo Fourierevo transforma-
cijo signala, ki nam signal iz Casovne domene pretvori
v frekvencno (spekter).

3. Za vsak segment izracunamo sedem znacilk, na pod-
lagi katerih se odlo¢imo, ¢e segment vsebuje brenca-
nje ali ne. Vsaka znacilka ima dva moZna izhoda (da
ali ne).

a. IzraCunamo povprecno amplitudo v segmentu. Ce
je amplituda vecja od doloCene meje (=da), gre
lahko za mozen dogodek.

b. Osnovna frekvenca brencanja je okrog 180 Hz. Po-
iS¢emo Stevilo vrhov v obmocju med 160 in 200
Hz (prisotnost vrha pri ustrezni frekvenci, Stevilo
mora biti manjSe od dolocene vrednosti, v naspro-
tnem primeru gre za Sum).

c. Poracunamo razmerje povprecnih amplitud na
intervalih okrog vrha (160-200 Hz) ter izven ob-
mocja vrha (60-120 Hz), razmerje mora biti vecje
od dolo¢ene vrednosti. S tem preverimo, da gre
dejansko za vrh na pravem mestu in ne za Sum v
signalu.

d. Ponovimo zgornje $e za interval nad pri¢akovanim
vrhom, v obmocju 220-280 Hz.

e. Podobno kot v koraku b, pogledamo, ¢e imamo
prisoten vrh pri dvakratniku osnovne frekvence f
(visja harmonska frekvenca), gledamo na interva-
lu (2#f-20 Hz, 2*f+20 Hz).

f,g. Ponovimo koraka c in d, le da pri frekvenci vis-

jega harmonika (in ustrezno visjih vrednostih in-
tervalov).
Ce pet ali ve¢ znadilk ustreza kriterijem, se odlo-
¢imo, da segment vsebuje zvok brencanja med le-
tom. Tudi meja pet ali veC znacilk je bila dolocena
na podlagi serije ro¢no oznacenih posnetkov, tako
da je bila natancnost detekcije najvisja.

Ko zaznamo let ¢mrlja mimo mikrofona, lahko ugotovimo

tudi, ¢e je ¢mrlj odletel iz panja ali se je vanj vrnil. Slika

1 (v Casovni domeni) prikazuje oba dogodka. Vidimo lah-

ko, da sta navidezno simetri¢na, kar odslikava dinamiko

procesa. Ko ¢mrlj odleti iz panja, je najprej blizu mikrofo-

na, nato pa se oddalji od njega. Amplituda signala je tako
najprej visoka, potem pa pade. Pri vracanju v panj je ¢mrlj

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

najprej oddaljen od mikrofona, potem pa se mu pribliza.
Med samim sprehajanjem okrog vhoda ¢mrlj ne brenci.
Za loCevanje prihodov in odhodov moramo tako z algorit-
mom ugotoviti le, na kateri strani od maksimuma signal
pade hitro in na kateri strani pocasi.
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=
=
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Slika 1: Ovojnica zvocnega signala pri prihodu ¢mrlja v
panj (levo, ¢rna) in pri odhodu (desno, rdeca).

REZULTATTI IN DISKUSIJA

Na Sliki 2 so prikazani histogrami odhodov ¢mrljev na
paso tekom izbranega dneva, po urah.

Na posnetkih B. pascuorum smo dogodke presteli Se roc-
no (podrobno smo pregledali vsak segment, ki je imel do-
volj veliko amplitudo in s poslusanjem dolocili, ali je Slo
za dogodek ali za Sum), da smo dobili oceno o natan¢nosti
algoritma. Od 180 dejanskih dogodkov (prihodov in od-
hodov skupaj, P) smo jih z algoritmom zaznali 171 (true
positive, TP), pri 9 zaznanih dogodkih v resnici ni §lo za
brencanje (false positive, FP), 9 dogodkov pa algoritem ni
zaznal (false negative, FN). Tako lahko dolo¢imo obcutlji-
vost (sensitivity), TP/P = TP/(TP+FN) = 0,95. Preciznost
je v nasem primeru TP/(TP+FP) = 0,95. Seveda gre tu
za oceno na enem dnevu posnetkov, obcutljivost in preci-
znost sta pri razli¢nih vrstah in pogojih (zunanji Sumi itd.)
lahko drugacna.
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14 B.pascuorum

Stevilo dogodkov
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Slika 2: Histogrami dnevne aktivnosti ob izbranem dnevu
za druZine ¢mrljev B. pascuorum, B. humilis in B. hypno-
rum (prikazani so odhodi, histogrami za prihode so zelo
podobni).

Dobljeni histogrami kaZejo, da nam analiza posnetkov lah-
ko da primerljivo dober vpogled v dnevno dinamiko ¢mr-
lje druZine kot roc¢no Stetje (Grad s sod., 2016). Posamezne
vrste imajo glede na histograme razli¢ne dnevne navade.
Delavke B. pascuorum so bile na izbrani dan bolj aktivne
v osrednjem delu dneva, prav tako B. humilis, delavke B.
hypnorum pa so raje izletavale v popoldanskem casu. Iz-
postaviti velja, da je 29. maja 2018 po Sesti popoldne zace-
lo moc¢no dezevati, zato so bili mikrofoni prej pospravlje-
ni. Rahel deZ okrog Cetrte ure popoldne je povzrodil, da je
pri B. humilis izletela le ena delavka, pri B. hypnorum pa
dez, kot kaZe, ni znatno vplival na obnasanje. Zanimivo je
tudi primerjati maksimalno $tevilo dnevnih izhodov v pri-
merjavi z velikostjo druzine. Pri B. pascuorum z okrog 10
delavkami imamo ob vrhuncu do 13 izhodov na uro, kar
pomeni, da so nekatere delavke izletele vec kot enkrat. Pri
drugih dveh vrstah je maksimalno Stevilo izletov manjSe
kot je bilo v druZini delavk. Morda je vzrok za manj izho-
dov slabse vreme kot dan pred tem.

V nadaljnjih raziskavah bo zanimivo primerjati tudi posa-
mezne dogodke znotraj iste druZine ¢mrljev. Ob razli¢nih

vremenskih pogojih in tudi znotraj posameznega dneva

EStevilo dogodkoey

$ 0 11 1 13 1 150 16 17
t{ura)

Erevilo dogod ke

t{ura)

zunanja temperatura lahko znatno niha. Ko se ¢mrlj vrne v
gnezdo, ima letalne miSice predvidoma ogrete na optimal-
no temperaturo za letenje, ob izhodu pa verjetno potrebuje
nekaj Casa, da se ogreje. Ta pojav bo zanimivo preuciti
tudi s stali§¢a zvoka.
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3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

V prispevku smo pokazali, da lahko z analizo zvo¢nih po-
snetkov s posebnim algoritmom spremljamo dnevno dina-
miko paSne dejavnosti ¢mrljev brez rocnega Stetja priho-
dov in odhodov. Predstavili smo dinamiko za tri razli¢ne
vrste, vsako druzino smo spremljali en dan. V nadaljeva-
nju bo zanimivo opazovati dnevno dinamiko za posame-

ZAHVALA

zne vrste v odvisnosti od razli¢nih parametrov, kot so vre-
menski pogoji, obdobja cvetenja posameznih medonosnih
rastlin, ter seveda razvojne faze, v kateri se druzina nahaja
v danem trenutku. Studija odpira tudi vrsto zanimivih raz-
iskovalnih vpraSanj povezanih s strukturo zvoka brencanja
ob vzletanju in pristajanju.

Raziskava poteka tudi v okviru projekta National Geo-
graphic, Grant #NGS-282T-18.
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RAZUMEVANJE POMENA OPRASEVANJA IN
PESTROSTI OPRASEVALCEV

Danilo BEVK', Martina FURLANI

Izvlecek

Oprasevanje je pomembna ekosistemska storitev. Poleg medonosne Cebele (Apis mellifera), so pomembni tudi divji
oprasevalci (divje Cebele, muhe trepetavke, metulji...), katerih vloga je bila prepoznana Sele zadnjem Casu in je zato
javnosti manj znana. V pricujoci raziskavi smo ocenili razumevanje pomena oprasevanja in pestrosti oprasevalcev v
osnovni $oli in splo$ni javnosti. Podatke smo pridobili s pomocjo vprasalnika, ki s ga izpolnili devetoSolci in spletnega
vprasalnika za sploSno javnost. Gre za prvo tovrstno raziskavo v Sloveniji. Ugotovili smo, da je zavedanje o pomenu
oprasevalcev in njihovi pestrosti pri devetoSolcih in v splo$ni javnosti podobno. Obe ciljni supini se zavedata pomena
oprasevanja in posledic izginjanja oprasevalcev, slabse pa je bilo poznavanje pestrosti oprasevalcev in njihove biologije.

Kljucne besede: oprasevanje, medonosna ¢ebela, ¢mrlji, ¢ebele samotarke, divji oprasevalci

UNDERSTANDING OF THE IMPORTANCE OF POLLINATION AND
POLLINATOR DIVERSITY

Abstract

Pollination is an important ecosystem service. In addition to honey bees (Apis mellifera), wild pollinators (wild bees,
hoverflies, butterflies ...) are also important, but their role has been recognized only recently, so it is not yet well-known
to the public. In the present study, we made an assessment of the understanding of the importance of pollination and the
diversity of pollinators in primary school pupils and the general public. The raw data were obtained by a questionnaire
completed by pupils of the 9th grade of elementary school and an online questionnaire for the general public. This re-
search is the first survey on understanding the importance of pollination and pollinator diversity in Slovenia. We have
found that the awareness of the importance of pollination and the pollinator diversity in the elementary school and the
general public was similar. Both target groups were aware of the importance of pollination as well as of the consequen-
ces of the disappearance of pollinators. The knowledge about diversity and biology of pollinators was worse.

Key words: Pollination, honeybee, bumblebees, solitary bees, wild pollinators
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UVOD

Oprasevanje je pomembna ekosistemska storitev, po-
membna tako za delovanje naravnih kot kmetijskih ekosi-
stemov. Oprasevalci ne vplivajo samo na koli¢ino, ampak
tudi na kakovost pridelka (Hoehn in sod., 2008; Garratt in
sod. 2014) ter na kakovost prehrane in zdravja ljudi (Smith
in sod., 2015). Vrednost opreSevanje za kmetijstvo je oce-
njena na 235-577 dolarjev letno (IPBS, 2016).

Za najpomembnejSega oprasevalca velja medonosna ce-
bela (Apis mellifera), vendar pa v zadnjem Casu ugotavlja-
jo, da je zelo pomembna in nepogresljiva tudi vloga divjih
oprasevalcev. Ti so v mnogih primerih celo bolj u¢inko-
viti. Vse boj jasno je, da je za zanesljivo opraSevanje in
ohranjanje biodiverzitete kljucnega pomena ohranjanje
pestrosti opraSevalcev (Garibaldi in sod., 2011, 2013;
Winfree in sod., 2007).

Med divjimi opraSevalci so najpomembnejSe divje Cebele,
torej ¢mrlji in Cebele samotarke. Doslej je bilo v Sloveniji
najdenih 563 vrst (Gogala, 2014). Oprasujejo tudi muhe
(de Groot in Bevk, 2012; Orford in sod., 2015) in metulji,
v manjsi meri tudi druge Zuzelke, npr. nekateri hrosci in
ose (Martins, 2014).

Zaradi sprememb v okolju, ki jih je povzrocil ¢lovek, Ste-
vilo in raznolikost oprasevalcev hitro upada, zato pone-
kod Ze opazajo pomanjkljivo opraSevanje (Breeze in sod.,
2014). Oprasevalce ogrozajo zlasti intenzivno kmetijstvo,
urbanizacija, podnebne spremembe in bolezni. Kar 9,2 %
Cebel v Evropi grozi izumrtje. Pri ¢mrljih, ki so najbolj
raziskani, v Evropi izumrtje grozi 23,6 % vrstam ¢mrljev,
populacije pa upadajo pri 45,6 % vrstah (Nieto in sod.
2014).

V Sloveniji, ki se ponasa z dolgo cebelarsko tradicijo in
velikim Stevilom Cebelarjev, se je razvil poseben odnos do
mednosne Cebele. To Ze na dalec izkazujejo okraSeni cebel-
njaki s poslikanimi panjskimi kon¢nicami. Poseben status
Cebele se vidi tudi v slovenskem jeziku, kjer za cebelo re-
¢emo, da kot edina Zival ne pogine ampak umre, tako kot
&lovek. Cebela je tudi zgled marljivosti (Bevk, 2013).
Medonosni (kranjski) ¢ebeli je namenjene tudi veliko me-
dijske pozornosti, in sicer predvsem v zvezi z umiranjem
Cebel zaradi zastrupitev s pesticidi, ¢ebeljimi pridelki,
medenim oziroma tradicionalnim slovenskim zajtrkom v
Solah, spodbujanjem sajenja medovitih rastlin, v zadnjem
Casu pa tudi v zvezi s svetovnim dnevom cebel. Poseben
status Cebeli dodeljuje tudi Resolucija o zasciti kranjske
Cebele, kjer je poudarjen tudi njen pomen pri oprasevanju
in ohranjanju biodiverzitete (Resolucija o zas¢iti Kranjske
Cebele, 2013).

Divjim oprasevalcem je po naSih izku$njah namenjene
veliko manj medijske in sicerSnje pozornosti. Nekaterim
med njimi, npr. ¢mrljem, se v ljudski predstavi pripisu-
je celo negativne lastnosti, npr. lenobo. Njihov pomen se
v medijih izpostavlja Sele v zadnjem Casu, vendar precej
manj kot pomen medonosne ¢ebele. Z raziskavo smo zato
Zeleli ugotoviti razumevanje pomena oprasevanja in pe-
strosti oprasevalcev pri u€encih v 9. razredu osnovne Sole
in v splo$ni javnosti.

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

MATERIAL IN METODE

Raziskavo smo opravili s pomocjo vprasalnika v letu 2016
in sicer v dveh ciljnih skupinah, pri uencih 9. razreda
osnovne Sole in odraslih (splosna javnost). Ucenci so iz-
polnili vprasalnik vpisni obliki, odrasli pa spletni vpra-
Salnik.

Z vprasalnikom smo preverjali poznavanje pomena opra-
Sevanja in oprasevalcev, poznavanje njihove pestrosti ter
vzrokov za njihovo ogroZenost. Zanimale so nas tudi iz-
kusnje anketirancev z oprasSevalci. VpraSanja so bila raz-
linih tipov: izbirnega tipa s po enim odgovorom ali ve¢
odgovori, vprasanja razvr$¢anja postavk po pomembnosti
ter vpraSanja tipa drZi-ne drZi.

REZULTATI Z RAZPRAVO

V raziskavi smo skupaj zajeli 568 ucencev in 200 odraslih
prebivalcev Slovenije.

Vprasani se zavedajo pomena oprasSevanja in opraSeval-
cev. Pri prvem vprasanju (pravilen odgovor ena tretjina) je
vecina sodelujocih pomen oprasevanja za pridelavo hrane
celo precenila (slika 1), kar smo pri¢akovali. Zavedajo se
tudi posledic, kaj bi se zgodilo, ¢e bi oprasevalci izgini-
li (slika 2). Pravilni odgovori so bili: hrane bi bilo manj,
bila bi manj raznovrstna in draZja. Ve€ina vpraSanih je
posledice pravilno predvidela. Dobra desetina je menila,
da hrane ne bi bilo. Preverili smo tudi, ali vprasani vedo,
da paradiZnik v rastlinjakih oprasujejo ¢mrlji. Pravilno je
odgovorila samo priblizZno petina vpraSanih (slika 3).
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Slika 1: Odgovori na vprasanje, koliko ¢lovesSke prehrane
Jje odvisne od opraSevanja ZuZelk.
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Slika 2: Odgovori na vprasanje, kaj bi se zgodilo s clove-
Sko prehrano, ce ne bi bilo oprasevalcev.
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Slika 3: Odgovori na vpraSanje, kako v velikih rastlinja-
kih oprasujejo paradiznik.

Vecina ljudi se ne zaveda pestrosti ¢ebel (slika 4). Najvec
vprasanih nima predstave o Stevilu vrst v Sloveniji. Preo-
stali so najpogosteje izbrali odgovor 100 oziroma 50 vrst,
pravilno (500) pa je odgovorila le desetina vprasanih.
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Slika 4: Odgovori na vprasanje, koliko vrst cebel (¢mrl-
Jjev, Cebel samotark...) je bilo doslej najdenih v Sloveniji.

Zivljenje ¢mrljev in njihove posebnosti vecina ljudi slabo
pozna. Vecina se ni znala opredeliti, ali ¢mrlji Zivijo v po-
dobnih druZinah kot kranjska cebela, le da so manjSe in
kratkotrajne (slika 5). Odgovor je vedela le tretjina. Vec
kot polovica vprasanih napa¢no meni, da so ¢mrlji poca-
snejsi kot kranjska Cebela (slika 6. Zanimivo, da se vecCina
pravilno ni strinjala s trditvijo, da je ¢mrljev pomladi malo
in zato ne morejo oprasiti veliko rastlin (slika 7). To je
namre¢ pogost pomislek o ¢mrljih kot opraSevalcih, ki pa
ne uposteva njihove vecje ucinkovitosti in dejavnosti tudi
v slabem vremenu. Da ¢mrlji lahko letijo tudi pri niZjih
temperaturah, je vedela le tretjina vpraSanih (slika 8), ne-
koliko vecC pa se jih je strinjalo, da ¢mrlji cvet stresejo, kar
izboljSa oprasitev (slika 9). Samo petina je vedela oziroma
se je strinjala s trditvijo, da so ¢mrlji boljSi prenasalci cve-
tnega prahu (slika 10).
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Slika 5: Odgovori na trditev, da ¢mrlji Zivijo v podobnih
druZinah kot kranjska Cebela, le da so njihove druZine
manjse in trajajo le nekaj mesecev.




Slika 6: Odgovori na trditev, da so ¢mrlji pocasnejsi kot

kranjska cebela.
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Slika 9: Odgovori na trditev, da ¢mrlji cvet mocno strese-

Jjo, zato je oprasitev Se boljsa.
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Slika 10: Odgovori na trditev, da so cmrlji boljsi prena-

Slika 7: Odgovori na trditev, da je cmrljev pomladi zelo Salci cvetnega prahu kot kranjska cebela.

malo, zato ne morejo oprasiti veliko rastlin.
Poznavanje biologije ¢ebel samotark nismo preverjali tako

podrobno. Priblizno 40 % vpraSanih je pravilno sklepala,
da so tako me dobile, ker vsaka samica skrbi za svoj zarod

60% (slika 11), kar polovica pa je napa¢no menila, da gnezdo
branijo s piki (slika 12).
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Slika 11: Odgovori na trditev, da so ebele samotarke
dobile ime zato, ker vsaka samica sama skrbi za svoj

zarod.
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Slika 12: Odgovori na trditev, da cebele samotarke svoja
gnezda branijo s piki.

Anketirani so morali po pomembnosti razvrstiti pet de-
javnikov ogroZanja opraSevalcev (preglednica 1). Odrasli
so kot glavna dejavnika ogroZanja videli intenzivno kme-
tijstvo in bolezni, ucenci pa Sirjenje mest in intenzivno
kmetijstvo. Da divji opraSevalci ne Zivijo v mestih meni
kar tretjina devetoSolcev (slika 13), kar je nekoliko prese-
netljivo. Vecina vpraSanih napa¢no meni, da je kranjska
¢ebela ogrozena bolj kot divji oprasevalci (slika 14). To je
bilo pricakovano in verjetno izhaja iz vecje medijske izpo-
stavljenosti ogroZenosti Cebele. V nasprotju s pricakovanji
se vec kot polovica ni strinjala z (napacno) trditvijo, da so
¢mrlji zaradi velikosti manj obcutljivi na pesticide (slika
15). Za zagotovitev zanesljivega oprasevanja v prihodno-
sti ve€ina meni, da je treba ohraniti pestrost oprasevalcev,
Cetrtina pa meni, da je dovolj Ze, ¢e ohranimo kranjsko
Cebelo (slika 16).

Preglednica 1: Odgovori na vprasanja, kaj najbolj ogro-
Za oprasevalce (1 — najbolj, 5- najmany).

70%
60% -
0% -

E oy n
<
&

|

m Splosna
javnost

d

2

=
|

m Uéenci

Delez odgovorov

20% -
10% -
0% -

DRZI NE NE
DRZI VEM

Splosna javnost Ucenci

Intenzivno kmetijstvo Sirjenje mest

Bolezni Intenzivno kmetijstvo

Podnebne spremembe Podnebne spremembe

Sirjenje mest Bolezni

N | [WN =

Uvazanje ¢mrljev Uvazanje ¢mrljev

Slika 13: Odgovori na trditev, da divji oprasevalci Zivijo
tudi v mestih.
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Slika 14: Odgovori na trditev, da so divji oprasevalci bolj
ogroZeni kot kranjska cebela.
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najpomembnejse, da zagotovimo zadovoljivo opraSevanje 20% -
v prihodnosti.
V zadnjem sklopu vprasanja smo preverjali osebne izku- 0% -

$nje z oprasevalci in odnos do njih. Cebelnjak je videla
veCina odraslih in samo polovica devetosolcev (slika 17).
Gnezdo ¢mrljev in ¢ebel samotark je videlo veliko manj
vprasanih, a gnezdo ¢mrljev Se vedno presenetljivo veliko
otrok. Vecina vprasanih doma ali v druZini nima Cebelarja
(slika 18). Kljub temu je precej otrok, v ¢ebelnjaku Ze po-
magalo, kar je verjetno rezultat Solskih aktivnosti. Kako
od gnezdis¢ za divje oprasevalce ima le priblizno desetina
vprasanih, razveseljivo je, da je odstotek visji pri otrocih
(slika 19).

Z zadnjim vpraSanjem smo preverili strah do medonosne
Cebele, ¢mrljev in Cebele samotark (slika 20). Razveselji-
vo je, da je vecina vpraSanih menila, da nastete Zuzelke
niso nevarne, vendar je deleZ otrok s takim mnenjem bi-
stveno man;jsi. Kar Cetrtini otrok se ¢mrlji in ¢ebele samo-
tarke zdijo nevarne, kar je celo veC kot pri kranjski cebeli.
Strah verjetno izhaja iz slabega poznavanja teh ZuZelk.

Da. Pri delu v ¢ebelnjaku sem tudi Ze pomagal/a.
Da. Pri delu v ¢ebelnjaku e nisem pomagal/a.

Ne, vendar sem pri delu v ¢ebelnjaku Ze pomagal/a.
Ne. Pri delu v éebelnjaku tudi e nisem pomagal/a.

Slika 18: Odgovori na vprasanje, ali imate v druZini Ce-

belarja.
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Slika 19: Odgovori na vprasanje, ali imate doma kaj od
nastetega.
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Slika 20: Odgovori na vprasanje, katere od nastetih Zu-
Zelk se vam zdijo nevarne in se jih zato boyjite.

Zakljucimo lahko, da se tako odrasli kot uc¢enci dobro za-
vedajo pomena opraSevalcev in oprasevanja, slabse pa je
poznavanje pestrosti oprasevalcev in biologije ¢mrljev in

ZAHVALA

cebel samotark. Ker gre za prvo tovrstno raziskavo v Slo-
veniji, so rezultati pomembni za ustrezno komunikacijo z
javnostjo na to temo.

Zahvaljujemo se vsem sodelujoCim v raziskavi, Se pose-
bej uciteljem, ki so omogocili izvedbo raziskave v Solah.
Raziskava je financirana iz sredstev Programske skupine
P1-0255 in projekta CRP V4-1622 (Pomen divjih opra-
Sevalcev pri oprasevanju kmetijskih rastlin in trajnostno

upravljanje v kmetijstvu za zagotovitev zanesljivega opra-
Sevanja), ki ju financira Javna agencija za raziskovalno de-
javnost Republike Slovenije iz drZavnega proracuna.
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VPELJAVA LASTNOSTI ODPORNOSTI PROTI
VAROJAM V LOKALNI REJSKI PROGRAM
ZA Apis mellifera ligustica

COSTA C.', MARZI G.

Izvlecek

Vzreja cebeljih matic ima v Italiji, Se posebno pa v deZeli Emilija — Romanja, dolgoletno tradicijo. Lastnosti, pomembne za
odpornost na varoje, obiajno niso bile upostevane pri odbiri in testiranju druZin. Projekt se je zacel leta 2014 s cebeljimi
druzinami lokalnih vzrejevalcev. Lastnosti, pomembne pri odpornosti na varojo so Cistilno vedenje (ocenjevano s »pin-te-
stom«), obremenjenost z varojo (naravni odpad varoj in Stevilo varoj na odraslih ¢ebelah) ter zaviranje razmnoZevanja prsic
(SMR; primerjava razvojnega stanja potomstva varoj glede na razvojno stanje bube). Pri odbiri smo upostevali Ze uveljavljene
lastnosti, kot sta medonosnost in mirnost. Parjenje je nadzorovano na plemenilni postaji, vzpostavljeni za ta namen v gorski
dolini. Od leta 2015 vzredimo po 100 matic vsako leto. Pred parjenjem zagotovimo, da so maticarji in trotarji rasno Ciste
druzine Apis mellifeera ligustica. Plemenske vrednosti, ocenjene z BLUP modelom (www.beebreed.eu), kaZejo izboljSanje
odpornosti na varojo od generacije P (starSevska generacija; PV = 99.8%; N=30) do F2 generacije (PV = 102.3; N=39). V naj-
boljsih druZinah smo ocenili lastnost zaviranja razmnoZevanja prSic po protokolu RNSBB (Research Network for Sustainable
Bee Breeding). V 24 druzinah (11 v 2016 in 13 v 2017) smo pregledali 5362 celic. Rezultati so bili zelo variabilni, povprecni
odstotek prsic, ki se niso razmnozevale, je bil 45 % (21 % min, 84 % maks) v 2016 in 51 % (25 % min in 81 % maks) v letu
2017. Nasa raziskava je pokazala, da sta SMR in Cistilno vedenje v pozitivni korelaciji, s ¢imer smo potrdili prej$nje Studije.
Ponovno pokrivanje zalege je bilo pogostejSe v napadenih celicah (33 %) kot v nenapadenih celicah (14 %), medtem ko odnos
med SMR in ponovnim pokrivanjem zalege ni izrazit. Na delavnicah v projektu sodelujejo lokalni vzrejevalci, ki iz druzin z
najboljso Cistilno sposobnostjo vzrejajo mlade matice in jih prasijo na plemenilni postaji. S tem prispevajo k Sirjenju izboljSa-
ne odpornosti proti varojam v lokalnem okolju.

Kljuéne besede: Varroa destructor, odpornost na varoje, vzreja matic, zaviranje razmnozevanja prsic

INTRODUCING MEASUREMENT OF VARROA RESISTANCE TRAITS IN A LOCAL
BREEDING PROGRAMME FOR Apis mellifera ligustica

Abstract

Italy and especially the region Emilia Romagna have a long tradition in honey bee queen breeding. Traits for varroa resistance
however are not routinely included in the testing and selection activities. The aim of this project was thus to introduce testing
for varroa resistance traits in colony evaluation procedures. The project started in 2014 with stock from local queen breeders.
Traits for varroa resistance are hygienic behaviour (measured with the Pin Test), varroa infestation levels (natural mite fall and
infestation rate on adult bees) and suppression of mite reproduction (measured by analysing varroa progeny stage relative to
honey bee pupa development). Traditional traits, honey production and gentleness are also considered. To ensure controlled
mating between selected queens and drones, a mating station was established in a mountain valley. Starting in 2015, on avera-
ge of 100 queen bees have been produced each year. Before reproduction, the selected colonies are analysed to ascertain they
correspond to the autochthonous subspecies Apis mellifera ligustica. Breeding values calculated with BLUP Animal Model
(on www.beebreed.eu) show an increase in Varroa Resistance from the P generation (BV= 99.8 %; N=30) to F2 (BV=102.3
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%; N= 39). The best colonies have been analysed for screening of the suppression of mite reproduction trait (SMR), using
the protocol developed by the Research Network for Sustainable Bee Breeding. A total of 5362 capped cells from 24 colonies
were analysed, 11 in 2016 and 13 in 2017. A great variability was found, with average non-reproduction rate 45% (21% min,
84% max) in 2016 and 51% (25% min, 81% max) in 2017. Confirming previous studies, SMR was found to be positively
correlated to hygienic behaviour. The recapping behaviour was also observed and found to be higher in infested cells (33%)
than in non-infested cells (14%), while its relation to SMR was not so clear. Local beekeepers are being involved with training
events, and their most hygienic colonies are used for production of virgin queens which are mated in the isolated station and
then used in their operations, thus contributing to distribution of the resistance traits in the local environment.

Key words: Varroa destructor, varroa resistance traits, queen breeding, suppression of mite reproduction
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IZOLACIJA DEDNINE 1Z NEINVAZIVNIH
BIOLOSKIH VIROV PRI MATICAH KRANJSKE
CEBELE (Apis mellifera carnica)

MOSKRIC A.!, MOLE K.2, DOVC P?, PRESERN J.!

Izvlecek

Tudi v vzreji in selekciji ¢ebel se postopoma razvijajo metode, ki vkljucujejo genotipizacijo in uporabo MAS (marker
assisted selection = na markerje oprta selekcija). Za uspesno genotipizacijo je kljucna zagotovitev zadostne koli¢ine DNA
primerne cistosti in kakovosti iz informativnega bioloskega vzorca. Neinvaziven odvzem bioloskih vzorcev za izolacijo
dednine matic je posebno atraktiven metodoloski izziv. Ta omogoca pridobitev informacije o genotipu osebka brez Zr-
tvovanja osebka in nimajo vpliva na dolgoZivost. Kutikula ZuZelk je ekstracelularnega izvora in sama ne vsebuje celic,
vendar pa posamezne epitelijske celice ob levitvi ostanejo pritrjene nanjo. Te celice predstavljajo potencialno uporaben vir
dednine za nadaljnje Studije. Levi bub matic dostopen neinvazivni vir dednega materiala. Predstavili bomo prve rezultate
uspesnosti in primernosti izbranih metod za izolacijo DNA iz levov bub matic kot neinvazivega vira bioloskega materiala
pri kranjski ¢ebeli. Uspesna izolacija DNA iz levov bub matic omogoca genotipizacijo matic $e pred parjenjem ter odbiro
tistih matic, ki so nosilke genotipov, ki nas zanimajo. Razvoj in evalvacija primerne metode izolacije DNA iz neinvazivnih
virov predstavlja pomemben korak pri vzreji in selekciji kranjske cebele s pomocjo genetskih markerjev.

Kljucne besede: Apis mellifera carnica, kranjska ¢ebela, izolacija DNA, levi, matica, PCR, COIL, tRNA™", neinvazivno
vzorcenje, genetski markerji

ISOLATION OF GENOMIC DNA FROM NON-INVASIVE SAMPLES OF
CARNIOLAN HONEY BEE QUEENS (Apis mellifera carnica)

Abstract

There is a growing interest for development and utilisation of methods that employ genotyping and take advantages of
MAS (marker assisted selection) in honey bee selection. Biological source of DNA of appropriate purity and quality is
most important parameter for successful genotypization. Non-invasive ways to obtain DNA of honey bee queens present
attractive alternative since they do not require sacrifice of specimen and have no impact on individual longetivity. Cuticule
of insects is of extracellular origin and does not contain cells by itself. However, epithelial cells may remain attached to it
as a consequence of moulding. These cells present potentially useful source of DNA for further studies. Exuviae of honey
bee queen pupae are thus accessible source of genetic material. In this study we present first results of successful isolation
of DNA from exuviae of honey bee queen pupae and amplification of two specific mitochondrial fragments from non-inva-
sive (exuviae), semi-invasive (wing-clippings) and invasive (leggs or antenae) sources. Successful isolation of DNA from
exuaviae of honey bee queen pupae may enable genotyping of honey bee queens before mating and selection of specific
genotypes for further breeding. Development and evaluation of suitable method for DNA isolation from non-destructive
biological sources presents important step in breeding and selection of Carniolan honey bee using genetic markers.

Key words: Apis mellifera carnica, Carniolan honey bee, DNA isolation, exuviae, honey bee queen, PCR, COI, tRNA,
non-invasive sampling, genetic markers
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UVOD

V vzrejo Cebel se postopoma uvajajo metode, ki vkljucu-
jejo genotipizacijo in uporabo z markerji podprte selekcije
(MAS - marker assisted selection; Ruvolo-Takasusuki in
sod., 2016; Holloway in sod., 2013). Eden od pomembnih
korakov za uspeSno genotipizacijo je izolacija zadostne
koli¢ine DNA primerne cistosti in kakovosti iz informa-
tivnega bioloskega vzorca. Izolacija iz tkiva zuZelk, ka-
mor spada tudi ¢ebela, naceloma ni problemati¢na in ob-
staja veliko Stevilo uveljavljenih in preizkusenih tehnik, ki
omogocajo izolacijo DNA zadostne koli¢ine in primerne
Cistosti za nadaljnjo analizo (npr. Sudhagar in sod., 2014).
V ta namen je osebek potrebno Zrtvovati, nas pa zanima
predvsem genetski material trotov (haploidni) in matic
(diploidne), ki prenasajo svoje genetske lastnosti v na-
slednjo generacijo, in je Zrtvovanje osebkov nezazeleno.
Vedji izziv je izolacija DNA iz semi- in neinvazivno pri-
dobljenih vzorcev pri maticah. Semi-invazivno pridoblje-
ni vzorci so koScki krila, ki jih ¢ebelarji pogosto matici
odrezejo, preden jo vkljucijo v druZino. Pri tem matica
prezivi in jo delavke redko zavrnejo. V literaturi obstajajo
navedbe o uspesni izolaciji DNA iz kosckov kril za namen
genotipizacije pri ¢ebelah (Faccini in sod., 2018; Chaline
in sod., 2003; Gould in sod., 2011; Gregory in Rinderer,
2004). Neinvazivni vzorci pa so levi bub matic, torej ku-
tikula, ki ostane v mati¢niku po izleganju odrasle matice.
Kutikula sama po sebi ne vsebuje celic, vendar se ob le-
vitvi obloga zadnjega in sprednjega Crevesa ter notranjost
trahej z nekaj celicami, ki vsebujejo DNA, odloZi skupaj
z njo (Berholf, 1925). Te zadostujejo za nadaljnje analize.
Ideja o uporabi kutikularnih ostankov za potrebe geno-
tipizacije pri entomoloskih vzorcih ni nova. UspeSnost
izolacije DNA so pokazali pri nekaterih skupinah ZuZelk
(Watts in sod., 2005; Nguyen in sod., 2017), ter tudi pri
Cebelah (Gregory in Rinderer, 2004). Levi bub matic so
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dostopen neinvazivni vir dednega materiala, hkrati pa je
ucinkovita izolacija DNA metodoloski izziv.

Cilj nase raziskave je postaviti izhodiSca in raziskati mo-
Znosti za uspesno izolacijo DNA iz neinvazivnega vira pri
maticah kranjske cebele za potrebe genotipizacije. V prvem
koraku smo pripravili relativno enostaven protokol za vzre-
jevalce matic za vzorcenje mati¢nikov po izleganju matic.
Kutikularne ostanke iz mati¢nikov smo shranili na -20°C
in za izolacijo izbrali najprimernejse vzorce. Kot pozitivno
kontrolo uspesnosti metode izolacije smo uporabili kot bio-
loski vir okonéino ali anteno matice, semi-invaziven vir so
predstavljali koSc¢ki kril matic. Uspe$no izolacijo DNA smo
potrdili na podlagi pomnoZevanja specifi¢nih mitohondrij-
skih fragmentov (COI in tRNA-Leu) s PCR ter sekvencira-
njem pridobljenih zaporedij in ugotavljanjem identitete na
ravni vrste medonosna ¢ebela Apis mellifera.

Uspesna izolacija DNA iz levov bub matic omogoca ge-
notipizacijo matic Se pred parjenjem ter odbiro tistih ma-
tic, ki so nosilke genotipov, ki nas zanimajo. Razvoj in
evalvacija primerne metode izolacije DNA iz neinvaziv-
nih virov predstavlja pomemben korak pri vzreji in selek-
ciji kranjske Cebele s pomocjo genetskih markerjev.

MATERIALI IN METODE

Vzorcenje in priprava vzorcev za izolacijo DNA

V dogovoru z nekaterimi vzrejevalci matic smo v sezoni
2018 pridobili mati¢nike po izleganju matic. V ta namen
smo pripravili enostaven protokol odvzema in shranjeva-
nja mati¢nikov za poSiljanje po posti. Vzrejevalcem smo
v naprej poslali primerno $tevilo sterilnih 50 ml epruvet,
v katere so po priloZenem navodilu shranili mati¢nike po
izleganju matic in jih po posti poslali v roku 48 ur. Na vsa-
ko epruveto so vzrejevalci zabeleZili datum poleganja in

Slika 1. Primer matic¢nika po izleganju matice — LEVO maticnik po izleganju matice; DESNO — notranjost maticnika z

vidnim rumenkastim kosmom na dnu in ob strani stene matic¢nika. To so ostanki kutikule po levitvi.
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Stevilko plemenilcka, v kolikor so bili ti podatki na voljo.
Vzrejevalci so posebno skrb pri odvzemu namenili ¢asov-
nemu okviru in sicer so mati¢nike za zagotovitev virov
DNA morali odstraniti iz druZine neposredno po polega-
nju matic oziroma v najkrajSem moznem casu, preden so
Cebele delavke mati¢nike ocistile. Prevzete vzorce smo
shranili na -20°C do nadaljnje obdelave. Noge, antene in
krila matic smo pridobili iz poginulih matic druZin Kme-
tijskega Instituta Slovenije, ki smo jih predhodno shranili
v sterilne mikrocentrifugirke na -20°C. Poleg tega smo
skozi celo sezono shranjevali mati¢nike poleZenih matic
iz druZin Kmetijskega Instituta Slovenije.

Iz mati¢nikov smo z cisto spatulo postrgali vsebino v
novo sterilno mikrocentrifugirko volumna 2 ml. V neka-
terih mati¢nikih smo lahko s prostim o¢esom locili kosem
rumenkaste barve na dnu mati¢nika (sklepamo, da gre
za zmes izlockov, hranil in levov po levitvah li¢nike) ter
svetlo rjave prosojne zmeckanemu papirju podobne struk-
ture, ki Strlijo ob notranji strani mati¢nika (sklepamo, da
so to ostanki kutikule po zadnji levitvi bube matice; po
Berholf, 1925; Elias-Neto in sod., 2009; Slika 1). Oboje
smo s spatulo oziroma pinceto prenesli v lo¢eno sterilno
mikrocentrifugirko. Tako pripravljene vzorce smo shranili
na -20°C.

Izolacija DNA

Vzorce tkiva matic (noge, antene, krila) ter ostanke kuti-

kule iz mati¢nikov smo uporabili kot izvorni material za

preizkus izolacije DNA z 2 kompleta za izolacijo s kolo-
nami, ki smo ju dodatno optimirali: ISOLATE II Genomic

DNA Kit (Bioline) in QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).

Pri izolaciji DNA smo sledili navodilom proizvajalca,

spreminjali pa smo naslednje parametre:

1. mehanska homogenizacija vzorca s pestilom/mehan-
ska homogenizacija s kroglicami na napravi Tissue-
Lyser (Qiagen)

2. inkubacija vzorca po mehanski homogenizaciji v pu-
fru za lizo in ob dodatku Proteinaze K 3 ure na 56°C/
prekono¢na inkubacija na 56°C

3. uporaba pufra PBS v koraku mehanske homogeniza-
cije/brez uporabe pufra PBS (pri kompletu QIAamp
DNA Mini Kit.

4. Za elucijo izolirane DNA smo uporabili 50 ul pufra
za elucijo.

5. Loceno odstranjevanje rumenkastega kosma na dnu
mati¢nika in nitaste strukture ob strani mati¢nika z
loceno izolacijo, kjer je bilo mogoce. Za ta korak smo
se odlocili, ker je rumenkast kosem bolj viskozne, le-
pljive strukture in bi lahko sestava primesi v njem mo-

tila nadaljnje korake izolacije DNA in kasneje veriZne

reakcije s polimerazo.

6. Nekaj minutno centrifugiranje pri najvisjem Stevilu
obratov pred nalaganjem vzorca na kolono kot doda-
tni korak. Na kolono smo nalozili zgolj supernatant
— del vzorca, ki se je po centrifugiranju locil od spo-
dnje usedline (ostanki primesi, krilc, noge). Tako smo
preprecili zamasitev separacijske membrane.

PomnoZevanje specifi¢nih fragmentov z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR)

Uspesnost izolacije smo najprej preverili na agarozni gel-
ski elektroforezi, tako da smo nanesli 5 pl izolata v jami-
co. Ugotovili smo, da je DNA, izolirana iz okon¢in, vidna
na gelu, izolati hitinskih ostankov iz mati¢nikov in kril pa
ne (Slika 2). Zato smo v nadaljevanju pripravili poskus
pomnoZevanja specificnih fragmentov z verizno reakcijo s
polimerazo (PCR), da bi potrdili uspe$nost izolacije DNA
ter skladnost pomnoZene DNA na ravni vrst (Apis mellife-
ra) iz neinvazivnih in semi-invazivnih vzorcev.

Fragment intergenske regije t-RNA™* — Cox2 (v nadaljeva-
nju tRNA-Leu) je najbolj Siroko uporabljan mitohondrijski
marker za razlikovanje med linijami in podvrstami medo-
nosne Cebele (pregledni ¢lanek Meixner in sod., 2013). Za
podvrste, ki pripadajo evolucijski liniji C (kamor spada tudi
kranjska cebela), je znacilno kratko zaporedje in odsotnost
variabilnosti v dolzini fragmenta tRNA-Leu. Do danes je
znanih 9 haplotipov kranjske ¢ebele (Franck in sod., 2000a;
2000b; Susnik in sod., 2004; Bozi¢ in sod., 2016).

Metoda “DNA barcoding” z markerjem COI, ki je visoko
ohranjen na ravni vrst, se uspeSno uporablja pri identifi-
kaciji organizmov (Herbert in sod, 2003). Uporabnost pri
razlikovanju med podvrstami medonosne ¢ebele na pod-
lagi tega markerja pa je zaenkrat omejena (Bouga in sod.,
2011). Syromyatnikov in sod. (2018) so pokazali moZnost
uporabe COI markerja za razlikovanje nekaterih podvrst
medonosne ¢ebele v Rusiji.

S PCR smo uspe$no pomnozili oba od zgoraj opisanih
markerjev (tRNA-Leu in COI). Osnovni volumen reakcije
je bil 15 pl. Reakcijska meSanica je vsebovala 7,5 ul 2x
meSanice DreamTaq MasterMix (ThermoFischer Scienti-
fic, ZDA), po 0,2 ul 20 uM vsakega zacetnega oligonu-
kleotida, 2 ul izolirane DNA in 5,1 pl destilirane H,O (Si-
gma, ZDA). Izolate iz okoncin, ki so sluZili za pozitivnho
kontrolo, smo predhodno 10 x red¢ili v destilirani vodi.
Informacije o markerjih, nukleotidnih zaporedjih oligonu-
kleotidnih zacetnikov, nastavitve programa PCR smo pov-
zeli po literaturi (Garnerey in sod., 1993 (tRNA-Leu) in
Folmer in sod., 1994 (COI)). PCR smo izvedli v cikli¢nih
termostatih SureCycler 8800 (Agilent), Veriti (Applied
Biosystems), GeneAmp PCR System 9700 (Thermo Fis-
her Scientific) ali T1 Thermocycler (Biometra).




Detekcija izolirane dednine in produktov PCR z
agarozno gelsko elektroforezo

Uspesnost pomnoZevanja nukleotidnega zaporedja smo
preverili tako, da smo 5 pl pomnoZenega produkta na-
nesli v jamice v 1 % agaroznem gelu z dodatkom EtBr
(etidijevega bromida) v 0,5 x pufru TBE na horizontalni
elektroforezi. Za oceno dolZine fragmenta smo uporabili
standardno lestvico GeneRulerTM 100 bp DNA (Thermo-
Scientific, ZDA), ki smo jo so¢asno z vzorci nanesli v eno
od jamic na gelu. PCR produkte smo po koncani elek-
troforezi vizualizirali s pomocjo UV transiluminatorja pri
valovni dolZini 280 nm.

CiS¢enje produktov PCR, sekvenciranje, urejanje
zaporedij

Uspesno pomnozene produkte PCR smo encimsko oci-
stili z reagentom ExoSAP-IT (ThermoFischer Scientific,
ZDA) po navodilih proizvajalca. Dolo¢anje nukleotidnega
zaporedja oc¢is¢enih produktov PCR so izvedli po Sanger-
jevi metodi v podjetju SeqMe (Ceska) z obema za¢etnima
oligonukleotidoma.

Kromatograme DNA zaporedij smo zdruZili v programu
Geneious v11.1.5. (https://www.geneious.com) in popravi-
li morebitne napake v branju zaporedja. Nato smo urejena
homologna zaporedja poravnali bodisi z dodatkom Clu-
stalW (Thompson in sod. 1994) ali z dodatkom MAFFT
v.7 (Katoh, 2013) z uporabo algoritma E-ins-i v programu
Geneious. Vsako od poravnav smo skrbno pregledali za
morebitne napake v branju. Kodirajo¢a zaporedja mar-
kerja COI smo prevedli v aminokislinska zaporedje in
preverili, da ne vsebujejo stop-kodonov. Vsa zaporedja
smo preverili s spletnim orodjem BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ali se po podobnosti ujema-
jo z Ze znanimi zaporedji pri rodu Apis. Fragment COI,
ki je uveljavljen univerzalen marker v metodi identifika-
cije organizmov »Barcoding« pa smo dodatno uporabili
za preverjanje identifikacije na vrstni ravni v podatkov-

ni zbirki BOLD (http://www.boldsystems.org/index.php/
IDS IdentificationRequest).

Filogenetska analiza

Za vsakega od markerjev smo pripravili unilokusno fi-
logenetsko analizo, s katero smo preverili filogenetske
odnose naSih vzorcev ter izbora homolognih zaporedij
rodu Apis, ki so dostopna v podatkovni zbirki GenBank
(NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ na dan 15. 9.
2018). Za zunanjik smo uporabili homologna zaporedja
vzhodne Cebele Apis cerana. Vrzeli v poravnavi smo ko-
dirali kot »-«, manjkajoce dele zaporedij pa smo kodirali
kot »?«. S pomocjo programa jJMODELTEST2 (Darriba
in sod., 2012; Guindon in Gascuel, 2003) na strezniku CI-
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PRES Science Gateway (https://www.phylo.org/portal2/)
smo dolocili najprimerne;jsi substitucijski model za vsako
poravnavo po kriteriju AIC (Akaike Information Criteri-
on). Najprimerne;jsi substitucijski model za marker COI je
GTR + I, za marker tRNA-Leu pa HKYS85 + G.
Filogenetsko drevo smo izracunali v programu MrBayes
v.3.2.3. (Ronquist in sod. 2012) na streZniku CIPRES Sci-
ence Gateway tako, da smo nastavili dva vzporedna algo-
ritma MCMCMC vsakega s tremi toplimi in eno hladno ve-
rigo, Stevilo generacij pa smo prilagodili glede na velikost
nabora vzorcev tako, da je prislo do konvergence v vzpo-
rednih algoritmih (standardna deviacija lo¢enih frekvenc
0.01 ali manj). 3 x 10° je bilo ve¢inoma dovolj veliko $tevilo
generacij za konvergenco, sicer smo Stevilo generacij po-
vecali. Program je zabeleZil vsako 1000. generacijo. Prvih
25 9% vzorcenih dreves smo zavrgli, preostala drevesa pa so
sluZzila za dolocitev 50 % vecinskega drevesa soglasja (50
% majority rule consensus tree). Za statisticno podporo
kladov so sluzile posteriorne verjetnosti na vsaki cepitvi.
Genska drevesa smo grafi¢no prikazali v programu Fig-
Tree 1.4.3. (http://tree.bio.ed.ac.uk/ ) in jih uredili za pri-
kaz rezultatov.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Levi bub matic kot dostopen in primeren vir dednine
za genotipizacijo — izhodisce za vpeljavo genetskih
markerjev v rejski program?

V letoSnji sezoni smo za potrebe analiz zbrali preko 100
mati¢nikov pri 13 vzrejevalcih in ¢ebelarjih. Ugotovili
smo, da je protokol vzorcenja mati¢nikov po izleganju
matic primeren in dovolj enostaven, po koncanih analizah
pa bomo za mnenje zaprosili tudi sodelujoce in poizkusili
upostevati njihove predloge.

Za potrebe izolacije dednine iz tkiv (krilca in okoncine)
smo uporabili 8 matic, ki so v leto$nji sezoni poginile.
Uspesno smo izolirali DNA iz hitinskih ostankov matic po
izleganju, iz koSckov kril in iz okoncin. Nas$i rezultati ka-
Zejo, da so hitinski ostanki v mati¢nikih po izleganju ma-
tic stabilen in obstojen vir DNA na sobni temperaturi in ne
potrebujejo posebnih pogojev kratkoro¢nega shranjevanja.
Na podlagi agarozne gelske elektroforeze, s katero smo
vizualizirali po 5 pl izolirano DNA, smo ugotovili, da je
koli¢ina DNA v izolatih iz kutikularnih ostankov iz ma-

ti¢nikov in krilc v 5 ul izolata pod mejo detekcije na gelu
(Slika 2).

Kljub nizki koncentraciji DNA v vzorcih smo uspesno po-
mnozili 2 fragmenta mitohondrijske DNA (COI in tRNA-
-Leu).

Ugotovili smo, da so za uspesno izolacijo DNA iz ostan-
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Slika 2. Agarozna gelska elektroforeza izolatov DNA

(volumen posameznega izolata na gelu je 5 ul). Zadostna
kolic¢ina DNA za detekcijo je bila uspesno izolirana iz
vzorca noge (N1 in N2), DNA iz kutikularnih ostankov
matic¢nikov (1-5) in krilc (kI in k2) ni vidna. L je stan-
dardna lestvica 100 bp plus.

kov hitina iz mati¢nikov in krilc ter uspesno pomnozitev

fragmentov mitohondrijske DNA pomembni naslednji ko-

raki:

1. Mehanska liza je pomembna pri uspesni izolaciji
DNA in uporaba homogenizatorja TissueLyser s kro-
glicami je dala boljsi rezultat kot homogenizacija ro¢-
no s pestilom.

2. Prekonocna inkubacija vzorcev v zaCetnem koraku
lize na 56°C je dala boljsi rezultat kot zgolj nekajurna
inkubacija.

3. Pri pomnoZevanju fragmentov se je pokazalo, da so
bili uspesno pomnoZeni vsi izolati iz mati¢nikov kjer
smo za vir DNA uporabili izklju¢no koscek nitaste
strukture, ne pa tudi izolati istih mati¢nikov iz rumen-
kastega kosma na dnu mati¢nika. Ta grudicast, lepljiv
vir nam je povzrocal Ze pri sami izolaciji dolocene
teZzave (nekajkrat je prislo do zamaSitve membrane
na koloni, obvezno smo morali uvesti dodaten ko-
rak centrifugiranja vzorca pred nanosom na kolono).
Predvidevamo, da je razlog za slabsi rezultat izolacije
DNA iz rumenkastih kosmov dvojen: 1. Zaradi pri-
mesi v kosmu v postopku izolacije zadostna koli¢ina
DNA iz tega vira ni primerno dostopna ali pa 2. so v
izolatu ostale po izolaciji prisotne necistoce, ki inhi-
birajo polimerazno aktivnost.

Da bi zagotovili, da DNA izolirana iz ostankov hitina in
koscka krila ni kontaminacija (DNA bakterij, plesni, cve-
tnega prahu) ampak pripada cebeli, smo za pozitivho
kontrolo uporabili DNA izolirano iz noge ali antene mati-
ce. Vsa uspe$no pomnoZena zaporedja iz ostankov hitina
in krila so se ujemala z zaporedji pridobljenimi iz vzorcev
okoncin matice.

Uspesno smo pomnoZili 536 bp dolg fragment tRNA-leu

pri 24 vzorcih. Med temi vzorci smo razlocili 2 haploti-

pa, ki smo ju uporabili v filogenetski analizi. Haplotipa se
ujemata z do sedaj znanimi in opisanimi haplotipi v popu-
laciji ¢ebeljih druzin v Sloveniji (Bozi¢ in sod., 2016). Ha-
plotip 1 ustreza haplotipu C2I s Sifro GQ433625, haplo-
tip 2 ustreza haplotipu C2j s Sifro GQ433623 (GenBank,
Razpet in sod., 2009).

661 bp dolg fragment za COI smo uspesno pomnozili pri
32 vzorcih. Med temi vzorci smo razlocili 3 haplotipe, ki
smo jih uporabili v filogenetski analizi. Haplotipe smo
preverili v podatkovni zbirki BOLD, ki omogoca identi-
fikacijo na podlagi regije COI na ravni vrste. Rezultat je
pokazal 99,85 % ujemanje z vrsto Apis mellifera.

Nasi preliminarni rezultati kaZejo, da so levi bub matic
dostopen in primeren vir dednine za genotipizacijo matic
kranjske Cebele. Izpopolnjena metoda bo omogocila vpe-
ljavo genetskih markerjev v rejski program v Sloveniji in
hitrejSo selekcijo linij kranjske cebele z zanimivimi rejski-
mi lastnostmi. Hkrati bo izpopolnjena metoda omogocila
enostaven monitoring — spremljanje morebitne introgresije
genov drugih podvrst v genski sklad populacij v Sloveniji.
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Slika 3. Filogenetsko drevo z bayesovim pristopom za
marker tRNA-Leu. Vrednosti na drevesu so posteriorne
verjetnosti za posamezno cepitev. Z zelenim okvirjem sta
oznacena haplotipa A. m. carnica, katerih fragment je
pridobljen iz izolatov hitinskih ostankov matic po izle-
ganju iz maticnikov.
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Slika 4. Filogenetsko drevo z bayesovim pristopom za
marker COL. Vrednosti na drevesu so posteriorne ver-
Jjetnosti za posamezno cepitev. Z zelenim okvirjem so
oznaceni haplotipi kranjske cebele A. m. carnica, prido-
bljeni iz izolatov hitinskih ostankov matic po izleganju iz
maticnikov.

Filogenetska analiza

Naravno obmocje razSirjenosti medonosne Cebele Apis
mellifera L. je Evropa, Afrika in BliZnji Vzhod. Adaptaci-

ZAKLJUCKI

3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

ja na raznolike Zivljenjske pogoje je pripeljala do diverzi-
fikacije na veC kot 24 podvrst, ki se zdruzujejo v 4 linije:
Afriska (A), Zahodno Evropska (M), Vzhodno Evropska
(C) in Bliznje Vzhodna (O) (Ruttner, 1988). Kranjska ce-
bela Apis mellifera carnica Pollman spada v filogenetsko
linijo C, poleg nje pa to linijo tvorijo Se A. m. ligustica
Spinola, A. m. cecropia Kiensenwetter in A.m. macedo-
nica Ruttner (Ruttner, 1988). Medtem ko genotipizacija
regije tRNA-Leu omogoca razlikovanje med posamezni-
mi linijami, smo se v tej Studiji omejili na vprasanje, ali je
izolirana DNA iz ostankov hitina v mati¢nikih cebelja, ali
gre za kak drug vir (npr. kontaminacijo). Ugotovili smo,
da vsa pridobljena zaporedja poravnana z zapored;ji iz po-
datkovne zbirke GenBank po podobnosti ustrezajo vrsti
Apis mellifera. Unilokusna filogenetska analiza za vsak
marker to tudi potrjuje (sliki 3 in 4).

Neinvazivni in semi-invazivni bioloski vzorci (levi bub in
koscki krila) pri maticah so posebno atraktiven vir DNA,
saj omogocajo pridobitev informacij o genotipu osebka
brez Zrtvovanja in nimajo bistvenega vpliva na dolgozi-
Vost.

Eksoskeleti ZuZelk, ki ostanejo v mati¢niku po izleganju
matic, so sestavljeni iz necelularnih glikoproteinov in so
primeren vir za neinvazivno genotipizacijo ¢ebeljih matic.
DNA, izolirana iz levov bub matic, se genotipsko ujema
z DNA, izolirano iz vzorcev krilc in nog matic. To smo
pokazali s specifi¢nim pomnoZevanjem s PCR, pri ¢emer
smo uporabili marker COI (za vrstno identiteto) ter mar-
ker tRNA-Leu (diskriminacija na ravni linij). Ugotovili
smo, da je med metodami, ki smo jih preizkusili, najpri-
mernejSa metoda za izolacijo DNA iz hitinskih ostankov s
kompletom QIAamp Mini s prekonoc¢no inkubacijo v ko-
raku lize ter z uporabo mehanske homogenizacije s kro-
glicami na napravi TissueLyser (QiaGen). Vklju¢no z me-
todo vzorCenja, ki je prilagojena enostavnemu vzorcenju

mati¢nikov po izleganju matic s strani vzrejevalcev, nam
ta metoda izolacije DNA iz neinvazivnega vira olajSa/poe-
nostavi postopek pridobivanja podatkov o genotipu matic
Se pred oploditvijo in vzpostavitvijo druZine. Tak posto-
pek genotipizacije omogoca selekcijo zaZeljenih osebkov
in podporo tradicionalnim metodam selekcije druZin z iz-
razenimi zaZeljenimi lastnostmi. Z uspes$nim izloCanjem
matic z nezazeljenimi lastnostmi v ¢imbolj zgodnji fazi
reje, se lahko zmanj$ajo stroski reje, ¢as in trud, ki ga vlo-
Zijo Cebelarji za vzdrZevanje in testiranje druzin. Hkrati
bo izpopolnjena metoda omogocila enostaven monitoring
— spremljanje morebitnega vnaSanja genov drugih podvrst
v genski sklad populacij v Sloveniji.

Predstavljena raziskava je izhodisce za nadaljnjo optimi-
zacijo protokola za genotipizacijo matic na podlagi DNA
iz ostankov hitina po zadnji levitvi. Na ta nacin bo omo-
goceno spremljanje rejskih lastnosti na ravni DNA, odbira
matic za vzrejo in selekcijo, analize pa bodo na voljo tudi

za uporabo v primeru izvoza matic kranjske sivke v tujino.
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NEGATIVNI UCINKI SREBROVIH NANODELCEV NA
KRANJSKO CEBELO

GLAVAN, Gordana'; DROBNE, Damjana’; KOS Monika'?; Janko BOZIC'; JEMEC KOKALJ, Anita’

Izvlecek

Nosema je eden izmed vzrokov za umiranje ¢ebeljih druZin. V zadnjem casu je bila ugotovljena moZnost zdravljenja nosema-
vosti s koloidnim srebrom, ki vsebuje tudi srebrove nanodelce (Ag-ND). Po drugi strani pa raziskave kaZejo na negativne ucin-
ke Ag-ND na organizme, ucinki Ag-ND pa na cebele niso raziskani. V tej Studiji smo raziskali vpliv kroni¢nega 9-dnevnega
uzivanja Ag-ND v 1,5 M saharozni raztopini na preZivetje cebel in na njihovo prehranjevanje. Z akutnim 24-urnim testom
izbire med saharozno raztopino in saharozno raztopino, ki je vsebovala razli¢ne koncentracije Ag-ND, pa smo ugotavljali ali
&ebele raje izbirajo ali zavracajo doloene koncentracije Ag-ND. Cebele smo tekom poskusov hranili s saharozno raztopino,
ki je vsebovala razli¢ne koncentracije Ag-ND (2, 10, 50, 250 in 500 mg L'). Ker disperzije Ag-ND poleg delcev vsebujejo
tudi znatno koli¢ino srebrovih ionov, smo enake poskuse naredili tudi z razli¢nimi koncentracijami raztopine srebrovega ni-
trata (AgNO3). Ugotovili smo, da je uZivanje saharoznih raztopin, ki so vsebovale Ag-ND (500 mg L") ali AgNO, (250 mg
L), po 9 dneh povzrocilo postopno umiranje ¢ebel. Ugotovili smo tudi zmanj$ano stopnjo prehranjevanja, ki je bila verjetno
odraz negativnih ucinkov Ag-ND in AgNO, na zdravje Cebel. UCinki na umrljivost ter prehranjevanje so se pri tretiranju z
AgNO, pokazali Ze pri niZjih koncentracijah v primerjavi z Ag-ND, zato je raztopina srebrove soli za cebele bolj strupena. Z
izbirnimi testi smo pokazali, da Cebele raje izbirajo saharozno raztopino v primerjavi z raztopino, ki je vsebovala Ag-ND ali
AgNO,, kar pomeni, da so Cebele sposobne zaznavati spremenjene lastnosti saharozne raztopine, kaj dejansko zaznavajo pa je
potrebno nadaljnje raziskati. Testirane koncentracije v tej Studiji so bile visje, kot jih poroc¢ajo proizvajalci koloidnega srebra,
ki je v prosti prodaji. Kljub temu je nasa raziskava pokazala na mozne negativne posledice pri uporabi koloidnega srebra pri
morebitnem zdravljenju bolezni ¢ebel. Komercialni pripravki s koloidnim srebrom, za katere so znacilne pomanjkljive dekla-
racije, velikokrat vsebujejo preteZno srebrove ione. Ugotavljamo, da lahko nenamenska uporaba takSnih pripravkov, ki niso
registrirani za zdravljenje ¢ebel, potencialno ogroZa cebele.

Kljuéne besede: koloidno srebro, srebrovi nanodelci, srebrov nitrat, kranjska cebela, smrtnost, prehranjevanje

NEGATIVE IMPACTS OF SILVER NANOPARTICLES ON CARNOLIAN HONEY BEE

Abstract

Nosema is one of the reasons for bee colony death. Recently, the possibility of treating nosemosis using colloidal silver was
suggested, which contains silver nanoparticles (Ag-NPs). On the other hand, research shows the negative effects of Ag-NPs on
organisms, but the effects of Ag-NPs on bees have not been elucidated. In this study we evaluated the effects of oral chronic
9-day administration of Ag-NPs in a sucrose solution on the survival and feeding of bees. We also performed an acute 24-hour
test of the choice between sucrose solution and a sucrose solution containing various concentrations of Ag-NPs to determine
whether the bees preferred or rejected certain concentrations of Ag-NPs. During the experiments the bees were fed with a
sucrose solution containing various concentrations of Ag-NPs (2, 10, 50, 250, and 500 mg L™!). In addition, it is known that
the Ag-NPs dispersions may contain also a considerable amount of silver ions, therefore the same experiments were done with
various concentrations of silver nitrate solution (AgNO,). We found that the consequence of feeding with Ag-NPs (500 mg
L") or AgNO, (250 mg L") solutions is gradual dying of bees. We also found a reduced level of feeding, which is probably

! Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Ve¢na pot 111, Ljubljana, Slovenija
2 Raziskovalna enota, Biotehniski center Naklo, Strahinj 99, 4202 Naklo
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a reflection of the negative effects of Ag-NPs or AgNO, on bee’s health. Effects on mortality and feeding have been shown
in treatment with AgNO, at lower concentrations compared to Ag-NPs, which is why the solution of silver nitrate was more
toxic for bees. We have also shown that bees preferred to choose a sucrose solution compared to a solution containing Ag-
-NPs or AgNO,, which means that the bees were able to detect altered sucrose solution. Whether they indeed sensed silver,
remains to be investigated in the future. Our test concentrations were higher as those reported in colloidal silver formulations
available on the market. Nevertheless, our study has shown the possible negative consequences of using colloidal silver in the
potential treatment of bee diseases. Commercial colloidal silver products, frequently equipped by inadequate declarations,
often contain predominantly silver ions. We conclude that the unintentional use of such preparations that are not registered for
the treatment of bees potentially threaten bees.

Key words: colloidal silver, silver nanoparticles, silver nitrate, Carniolan honey bee, mortality, feeding
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UVOD

K umiranju druzin medonosnih ¢ebel prispeva veliko de-
javnikov, raziskovalci najbolj izpostavljajo okuzbe z raz-
liénimi virusi, nosemo (Nosema apis, N. ceranae), varojo
(Varroa destructor), uporabo pesticidov, izgubo habitatov
in upad genetske raznovrstnosti (Neumann in Carreck,
2010). Zdravljenje razlicnih bolezni cebel se je izkazalo
za zahtevno in temelji predvsem na uporabi razli¢nih sin-
teti¢nih snovi kot so npr. akaricidi, ki so lahko za cebe-
le Skodljivi, njihove ostanke pa lahko najdemo v medu,
vosku in cvetnem prahu (Imdorf in sod., 1999). Zato v
zadnjem Casu Cebelarji iS¢ejo alternativna sredstva, ki bi
bila uc¢inkovita, vendar za ¢ebele neskodljiva.

Nekateri raziskovalci so predlagali, da je koloidno srebro
ena izmed potencialnih snovi s protimikrobnimi lastnost-
mi za zdravljenje bolezni ¢ebel (Khan in sod., 2018). Pri-
pravki koloidnega srebra, ki so na voljo na trgu, naceloma
predstavljajo vodno disperzijo srebrovih delcev razli¢nih
velikosti (mikro in nano) in srebrovih ionov (Silver Collo-
ids, http://www.silver-colloids.com/). Velikokrat pa zaradi
cenejse proizvodnje kot koloidno srebro prodajajo raztopi-
ne, ki vsebujejo visok odstotek (do 90 %) srebrovih ionov,
manj$i deleZ pa predstavljajo srebrovi delci. V raziskavah
vpliva koloidnega srebra na organizme se zaradi lazje raz-
lage rezultatov vecinoma uporabljajo disperzije definira-
nih velikosti srebrovih delcev, ki so v glavnem manjsi od
100 nm in jih zato imenujemo nanodelci (Ag-ND).
Avtorji Borsuk in sod. (2013) so pokazali, da je nosema-
vost mogoce zdraviti z uporabo Ag-ND. Cebele so hranili
s sladkorno raztopino, ki je vsebovala 25 mg L-1 Ag-ND,
zaradi Cesar se je v njihovih prebavilih mo¢no zmanjsa-
lo Stevilo spor noseme (Nosema spp.). Kljub temu avtorji
iste raziskave svetujejo previdnost pri uporabi pripravkov
z Ag-ND, saj so pokazali tudi krajSe preZivetje Cebel ter
kopicenje srebra v ¢ebelah. V neki drugi raziskavi pa so
pokazali, da je oralna izpostavitev cebel Apis cerana sre-
brovim ionom v panjih, ki so bile predhodno okuZene z
virusom KSBV (Korejski virus meSickaste zalege), po-
vecCala njihovo prezivetje (Ahn in sod., 2015). Biocidne
lastnosti Ag-ND pa so bile pokazane tudi proti povzroci-
teljem hude gnilobe pri ¢ebelah (Paenibacillus larvae in
Paenibacillus alvei) (Culha in sod., 2017).

Danes je na voljo veliko Stevilo raziskav, kjer so dokaza-
li Skodljive vplive Ag-ND na organizme (Ivask in sod.,
2014). Hkrati pa obstaja ve¢ spletnih strani in spletnih fo-
rumov, kjer ¢ebelarjem lai¢no promovirajo uporabo ko-
loidnega srebra za zdravljenje Cebel. Zato je bil namen
nase raziskave ugotoviti vpliv oralne kroni¢ne izpostavi-
tve razli¢nih koncentracij Ag-ND na kranjsko ¢ebelo Apis

mellifera carnica. V prvem delu raziskave smo ugotavljali
preZivetje in stopnjo prehranjevanja cebel. V drugem delu

raziskave pa nas je zanimalo, ali Cebele zaznavajo srebro
v saharozni disperziji Ag-ND, pri ¢emer smo naredili test
izbire. Pri tem testu so imele ¢ebele moZnost izbire med
saharozno raztopino ter saharozno raztopino, ki je vsebo-
vala razli¢ne koncentracije Ag-ND. Ugotavljali smo ali
Cebele raje izbirajo ali zavracajo doloCene koncentracije
Ag-ND. Ker disperzije Ag-ND vsebujejo poleg delcev
tudi znatno koli¢ino srebrovih ionov (v nasem primeru
kar cca. 50%), smo naredili poskuse tudi z raztopinami
srebrove soli brez dodanih Ag-ND, za kar smo uporabili
razli¢ne koncentracije raztopine AgNO,, da bi ugotovili
prispevek srebrovih ionov k morebitnim opazenim ucin-
kom na Cebele.

MATERIAL IN METODE

Srebrovi nanodelci in AgNO,

Poskuse smo izvedli s grebrovimi nanodelci (Ag-ND)
(proizvajalec Colorobbia S.p.A., Italija). Koncentracija
celokupnega Ag v disperziji Ag-ND je bila 41.14 g L',
delez Ag* zvrsti pa 46-68 % (Jemec in sod., 2016). Nano-
delci Ag-ND so bili stabilizirani s polimerom polivinilpi-
rolidonom (PVP), kar omogoca njihovo vecjo stabilnost
v disperziji. Locenih testov s stabilizatorjem PVP nismo
naredili, saj sta bili vrsta in koncentracija PVP v disperziji
Ag-ND zaupna podatka proizvajalca in ju nismo poznali
(Jemec in sod., 2016). Velikost delcev pomerjenih v prahu
je bila 218 nm (presevna elektronska mikroskopija), v
saharozni raztopini pa v obmocju 332-994 nm (hidrodi-
namski radij je bil odvisen od testne koncentracije). Vzpo-
redno smo proucevali tudi srebrovo sol (AgNO,) (Sigma-
-Aldrich, Nemcija).

Disperzijo Ag-ND smo pred poskusom premesali s 5 min
mocnim stresanjem (pri 3000 rpm, IKA Vortex 4 basic,
IKA, Nemcija) brez dodatnega soniciranja in jo pripravili
v 1,5 M raztopini saharoze z najvisjo izpostavitveno kon-
centracijo 500 mg L' (celokupna konc. Ag). To je bila iz-
hodis¢na raztopina za pripravo ostalih koncentracij: 2, 10,
50 in 250 mg Ag-ND L. V primeru AgNO, so bile kon-
centracije Ag: 2, 10, 50, 250 in 500 mg Ag L-1. Kontrolna
skupina ¢ebel je bila hranjena samo z raztopino saharoze.

Poskusi s ¢ebelami

Delavke kranjske sivke Apis mellifera carnica (Pollman,
1879) smo nabrali v ¢ebelnjaku Oddelka za biologijo Bi-
otehniske fakultete Univerze v Ljubljani pozno pomladi
(maj). Nabrali smo jih zjutraj na dan poskusa na zgornjih
letvicah satov nakladnega panja z uporabo aspiratorja.
Nabrane cebele smo naklju¢no razporejali v pripravlje-
ne lesene kletke z jekleno mreZico na eni in premi¢nim




steklom na drugi strani. V kletko sta bili vstavljeni dve
brizgi, kjer smo ¢ebelam ponudili saharozno raztopino in
deklorirano vodo. Med nabiranjem smo ¢ebelam v klet-
kah ponudili vodo in saharozo (1,5 M) ad libitum. Po na-
biranju smo kletke s ¢ebelami za 2 h postavili v inkubator
(34 °C, 605 % RH) in jim ponudili le deklorirano vodo.
Izvedli smo dva tipa poskusov: (i) akutni 24 h poskus z iz-
biro hrane in ii) kroni¢ni 9-dnevni prehranjevalni poskus.
S 24-h akutnim prehranjevalnim testom z izbiro hrane
smo preverili sposobnost zaznave, preference ali izogiba-
nja testni kemikaliji v hrani. V ta namen smo uporabili
polietilenske posodice (9 x7 x 7 cm; d x § X v) s pokrovom.
V testno posodo so bile vstavljene tri brizge, v katerih smo
¢ebelam ponudili deklorirano vodo in hrano ad libitum.
Dno smo prekrili s celuloznim filtrirnim papirjem. Cebe-
lam smo so¢asno ponudili hrano v dveh stranskih brizgah;
v eni brizgi je bila raztopina saharoze (kontrolna hrana),
v drugi brizgi pa raztopino 1,5 M saharoze z Ag-ND ali
AgNO,. Pripravili smo 6 testnih parov: “0-0”, “0-27, “0-
107, “0-50”, “0-250” in “0-500” mg L-'. Za vsak tretma
smo pripravili tri testne posodice, v vsaki je bilo 10 ¢ebel.
Poskuse smo vzdrZevali v inkubatorju pod enakimi pogoji
kot kroni¢ne teste. Po 24 h smo testne posodice natanéno
pregledali, presteli poginule Cebele in dolocili koli¢ino
pojedene hrane v vsaki brizgi.

Prehranjevalni kroni¢ni poskus smo naredili kot smo Ze
porocali v Kos in sod. (2018). Za vsako koncentracijo (Ag-
-ND ali AgNO,: 0, 2, 10, 50, 250 in 500 mg L") testne raz-
topine smo pripravili kletko z 20-28 cebelami. Vsakih 24
h smo hrano zamenjali in stehtali pojedeno hrano. Dnevno
smo opazovali preZivetje Cebel in odstranjevali mrtve Ce-
bele. Poskus je trajal 9 dni.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Akutni 24 h poskus z izbiro hrane

Ugotovili smo, da ¢ebele v obeh primerih, pri Ag-ND in
AgNO,, rajsi izbirajo saharozno raztopino v primerjavi z
raztopino, ki vsebuje Ag-ND ali AgNO,. V primeru Ag-
-ND smo o¢itno izbiro kontrolne hrane oziroma izogib
disperziji Ag-ND v saharozni raztopini opazili v primeru
50, 250 in 500 mg L™'; pri AgNO, pa Ze od koncentracije
10 mg L' dalje (Slika 1). Med 24-urnim poskusom ¢ebele
niso umirale.

Vedji izogib AgNO, v primerjavi z Ag-ND lahko pripi-
Semo razlicnemu delezu Ag+-ionskih zvrsti v saharoznih
raztopinah z AgNO,. NamrecC v primeru AgNO, pricaku-
jemo, da se je v raztopini saharoze raztopila vsa sol in je

zato vso srebro v ionski obliki. V primeru disperzij Ag-
-ND pa je deleZ Ag+-ionskih zvrsti 46-48 %. To pomeni,
da je v tretmaju z isto koncentracijo Ag v primeru AgNO,
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koncentracija Ag+-ionskih zvrsti priblizno dvakrat vecja
kot v primeru Ag-ND (Preglednica 1).
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Slika 1. Rezultati 24 h poskusa z izbiro hrane. Grafikona
prikazujeta kolicino zauZite saharozne raztopine brez
(beli stolpci, kontrolna hrana) ali z dodatkom Ag-ND (A)
ali AgNO, (B) (sivi stolpci, tretirana hrana). Prikazani
sta srednja vrednost in standardna napaka (3 vrednosti
za vsak tretma). Zvezdice oznacujejo statisticno razliko v
primerjavi s kontrolo (p<0.05).

Da se Cebele lahko izogibajo hrani z Ag-ND ali AgNO,,
morajo imeti sposobnost zaznave srebra v raztopinah. Po
vsej verjetnosti zaznavajo prisotnost srebrovih ionov, ven-
dar tega s fizioloskimi Studijami pri ¢ebelah Se niso po-
kazali. V podobnem poskusu smo Glavan in sod. (2017)
pokazali, da so imele Cebele raje saharozno raztopino, ki
je vsebovala ZnO-ND (in je vsebovala tudi cinkove ionske
zvrsti) v primerjavi s Cisto saharozno raztopino. Z doda-
tnimi poskusi smo ugotovili, da po vsej verjetnosti Cebele
zaznavajo cinkove ionske zvrsti v saharoznih raztopinah
(neobjavljeni rezultati). Iwasaki in Sato (1984) ter Keast
in sod. (2004) so ugotovili, da ioni nekaterih kovin, kot
so cink, baker, kobalt in mangan, inhibirajo zaznavanje
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sladkosti saharozne raztopine z moduliranjem delovanja
gustatornih receptorjev za sladko. V primeru, da je u€inek
Ag*-ionskih zvrsti na zaznavanje sladkosti podobno inhi-
bitoren, lahko tako razloZimo, zakaj so ¢ebele raje pose-
gale po Cisti saharozni raztopini, vendar bo to potrebno Se
eksperimentalno dokazati. Mozno pa je tudi, da je izogib
srebru posledica u¢inkov srebrovih ionov na druge fizio-
loske procese.

Smrtnost v kroni¢cnem poskusu

Smrtnost ¢ebel v kontrolni skupini je bila v obeh posku-
sih (Ag-ND in AgNO,) ob koncu 9-dnevne izpostavitve
niZja od 15 %, kar je skladno s priporocili v OECD (2016)
glede veljavnosti testa. Smrtnost je bila v primeru obeh
testnih kemikalij koncentracijsko odvisna, saj je naraSca-
la z narad¢ajoco koncentracijo Ag-ND ali AgNO, v hra-
ni. Smrtnost je bila vi§ja v primeru AgNO,, saj so Ze pri
koncentraciji 250 mg Ag L' poginile vse ¢ebele in je bila
tako smrtnost 100%. V tretmajih z Ag-ND pa smo najvis-
jo smrtnost ¢ebel 34,78% zabeleZili pri koncentraciji 500
mg Ag-ND L' (Preglednica 1).

Preglednica 1: Smrtnost (v %) cebel Apis mellifera car-
nica v 9-dnevnem kronicnem prehranjevalnem testu s
hrano, onesnazeno z nanodelci srebra (Ag-ND) ali sre-
brovo soljo (AgNO3). Podane so nominalne koncentra-
cije Ag-ND ali Ag iz AgNO3 in izmerjene koncentracije
Ag+- zvrsti v disperziji Ag-ND (mg L-1).

Poskusna snov | Stevilo Stevilo Smrtnost
(mg L) Cebel/ mrtvih cebel | (%)
skupino /skupino
Ag-ND (konc. Ag* zvrsti)
0 22 0 0,00
2 (0.95) 22 0 0,00
10 (5.16) 21 0 0,00
50 (27.57) 20 0 0,00
250 (108.47) 22 1 4,55
500 (192.67) 23 8 34,78
Agiz AgNO,
0 25 0 0,00
2 23 2 8,70
10 21 1 4,76
50 25 1 4,00
250 22 22 100 (9. dan)
500 20 20 100 (6. dan)

Glede na podatke v literaturi je znano, da vecinski delez
vpliva Ag-ND na organizme lahko pripiSemo delovanju
Ag", le majhen deleZ pa delovanju delcev samih (Jemec
in sod., 2016). Zato podobno kot v primeru akutnega testa

lahko razliko v opaZenem ucinku med Ag-ND in AgNO,
pripiSemo delezu Ag*- zvrsti v posamezni testni snovi.
Nasi rezultati prezivetja (100% prezivetje do 50 mg/L) so
primerljivi z raziskavo vpliva Ag-ND na cebele, kjer so
ugotovili, da je bilo po 11 dneh tretiranja z 25 mg Ag-ND
L' prezivetje Cebel 75 % (Borsuk in sod., 2013),. Vendar
pa so direktne primerjave med Studijami z Ag-ND tezke,
saj avtorji ne podajajo podatka o koncentraciji prostih
Ag*. Drugih podobnih raziskav v zvezi s prezivetjem po
tretiranju z Ag-ND ali AgNO, na ebelah po naSem vede-
nju Se ni bilo objavljenih.

Stopnja prehranjevanja v kronicnem poskusu

Rezultate prehranjevanja smo podali kot koli¢ino zauZite
hrane na Zivo ¢ebelo na dan (zauZite hrane/Zivo ¢ebelo/
dan), kar je najbolj tocen nacin glede na sprotno umiranje
¢ebel med poskusom. Opazili smo, da so Cebele v obeh
primerih; t.j. Ag-ND ali AgNO,, tekom poskusa posto-
poma zmanjSevale koli¢ino zauZite hrane. ZmanjSevanje
stopnje prehranjevanja je bila v obeh primerih zelo po-
dobna (Slika 2). V primeru Ag-ND smo izracunali tudi
kumulativno koli¢ino hrane zauZite v 9 dneh podano na
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Slika 2. Rezultati prehranjevanja v 9-dnevnem kronicnem
poskusu s cebelami Apis mellifera carnica. Prikazana je

kolic¢ina zauZite hrane/dan/Zivo Cebelo v primeru Ag-ND
(A) ali AgNO, (B). Prikazane so srednje vrednosti.




Zive Cebele. Ugotovili smo, da je prehranjevanje po 9 dneh
statisticno znacilno manjse (t-test, p<0,05) od kontrole pri
mg L, v istem vrstnem redu. V primeru AgNO, pa je
bil izracun kumulativno zauZite hrane nerealen zaradi ve-
¢jega sprotnega umiranja Cebel, zato ga tu ne podajamo.
Zmanj$ana stopnja prehranjevanja je lahko odraz negativ-
nih u¢inkov Ag-ND in AgNO, na zdravje ebel.

Primerjava nasSih rezultatov s koncentracijami srebra
v okolju ter v pripravkih koloidnega srebra na trzisc¢u
Trenutno pri¢akovane okoljske koncentracije Ag-ND,
ocenjene na podlagi trenutnih trendov proizvodnje in upo-
rabe, so zelo nizke (Gottschalk in sod., 2015). Ocenjuje se
namrec, da je koncentracija Ag-ND v izpustih iz Cistilnih
naprav v obmocju med 0,01 in 60 ng L', najveéja pa v
aktivnem blatu, in sicer 4-250 pg kg . V primeru cebe-
lje pase ne pricakujemo tako visokih koncentracij Ag-ND
kot smo jih uporabili v tej Studiji. V tej Studiji smo izbrali
zelo visoke koncentracije, saj smo Zeleli ugotoviti, pri ka-
terih tretmajih opazimo kvarne ucinke, poleg tega nas je

ZAKLJUCEK
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zanimala primerjava s koloidnim srebrom, ki je v prosti
prodaji.

Na trziscu je trenutno zelo veliko razli¢nih proizvodov, ki
vsebujejo koloidno srebro in se oglaSujejo za vsestransko
uporabo. Koncentracija koloidnega srebra, ki jih navaja-
jo proizvajalci, se gibljejo v obmocju 10-40 mg L' (vir
www.amazon.com; proizvajalci Kolloidales Silber Ar-
gentum?200; Silver 25, VivoITA; Healthyody inc.; Kaiame
Naturals Colloidal Silver; Organa; NutriNoche). Vendar
pa iz deklaracij ni jasno, ali gre za koncentracije Ag del-
cev ali Ag* ionov. Tudi velikost delcev ter stabilizatorji
navadno niso podani, tako ni jasno ali gre za nanodelce
ali njihove precej vecje agregate. Poleg tega nismo uspeli
pridobiti podatkov o tem, ¢e in katere koloidne pripravke
pri nas uporabljajo ebelarji. Ce upostevamo koncentraci-
je srebra v koloidnem srebru, ki je v prosti prodaji, lahko
glede na naSe rezultate zaklju¢imo, da se negativni u¢inki
na ¢ebele pokazejo pri 10x visjih koncentracijah. Pouda-
riti je potrebno, da to velja za 9-dnevno tretiranje Cebel,
podaljSevanje izpostavitve pa zelo verjetno Se poveca smr-
tnost pri Cebelah.

V raziskavi smo ugotovili, da je 9-dnevno kroni¢no hra-
njenje Cebel s saharozno raztopino, ki vsebuje Ag-ND,
Skodljivo za Cebele pri koncentraciji 500 mg Ag-ND L,
pri AgNO, pa v primeru 250 mg Ag L. Pri tem smo
ugotovili tudi zmanjSano stopnjo prehranjevanja, ki je
verjetno odraz negativnih uCinkov Ag-ND ali AgNO, na
zdravje Cebel. Pokazali smo tudi, da Cebele raje izbirajo
saharozno raztopino v primerjavi s saharozno raztopino,
ki vsebuje Ag-ND ali AgNO,, za AgNO, je bilo tako vede-
nje opazeno Ze pri niZjih koncentracijah. To pomeni, da so
Cebele sposobne zaznavati srebro, verjetno srebrove ione,
v raztopini saharoze. V preliminarnih poskusih smo ugo-
tovili tudi vplive Ag-ND na aktivnost encima, ki je vple-
ten v delovanje Zivcevja (acetilholinesteraze; AChE) in na
aktivnost encima za razstrupljanje glutation S-transferaze
(GST) (neobjavljeni rezultati). Aktivnost encima GST, ki
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koncentraciji Ag-ND. Aktivnost encima AChE v glavah
Cebel je bila povisana pri vseh izpostavitvenih koncentra-
cijah Ag-ND, ki smo jih uporabili v raziskavi, kar kaZe na
ucinke na Ziv¢ni sistem.

Ce upostevamo koncentracije srebra v koloidnem srebru,
ki je v prosti prodaji, lahko glede na nase rezultate zaklju-
¢imo, da se negativni ucinki na cebele pokaZzejo pri 10x
vi§jih koncentracijah. Vendar je potrebno poudariti, da se
Ag ioni v ¢ebelah lahko tudi kopicijo, kar lahko dolgoroc-
no vpliva na njihovo preZivetje. Glede na naSe rezultate in
zapisano razpravo je raba Ag-ND v prehrani ¢ebel poten-
cialno nevarna, seveda pa tudi nelegalna, saj ni nobenega
registriranega veterinarskega pripravka na osnovi Ag-ND
za namen zdravljenja katerekoli bolezni Cebel.

Raziskava je bila financirana s strani Agencije za razi-

skovalno dejavnost RS (raziskovalni program: P1-0184).

Zahvaljujemo se doc.dr. PrimoZzu Zidarju za pomoc¢ pri
zasnovi poskusa.



POKLUKARJEVI DNEVI 2018

LITERATURA

Ahn AJ, Ahn KS, Suh GH, Noh JH, Kim YH, Yoo
MS, Kang SW, Shin SS, 2015. Efficacy of silver ions
against Sacbrood virus infection in the Eastern honey
bee Apis cerana. J Vet Sci., 16(3): 289-295.

Borsuk G, Paleolog J, Olszewski K, Strachecka A,
2013. Laboratory assessment of the effect of nanosil-
ver on longevity, sugar syrup ingestion, and infecti-
on of honeybees with Nosema spp.. Med. Weter., 69:
730-732.

Culha M, Kalay S, Sevim E, Pinarbas M, Bas Y,
Akpinar R, Karaoglu SA, 2017. Biocidal properties
of maltose reduced silver nanoparticles against Ame-
rican foulbrood diseases pathogens. Biometals, 30:
893-902.

Glavan G, Milivojevi¢ T, Bozi¢ J, Sepci¢ K, Drobne
D, 2017. Feeding preference and sub-chronic effects
of ZnO nanomaterials in honey bees (Apis mellifera
carnica). Archives of Environmental Contamination
and Toxicology, 72(3): 471-480.

Gottschalk F, Lassen C, Kjoelholt J, Christensen F,
Nowack B, 2015. Modeling flows and concentrations
of nine engineered nanomaterials in the Danish envi-
ronment. International Journal of Environmental Re-
search and Public Health, 12(5): 5581-5602.

Imdorf A, Bogdanov S, Ibafiez Ochoa R, Caldero-
ne NW, 1999. Use of essential oils for the control of
Varroa jacobsoni Oud. in honey bee colonies. Apido-
logie, 30: 209-228.

Ivask A, Juganson K, Bondarenko O, Mortimer M,
Aruoja V, Kasemets K, Blinova I, Heinlaan M, Sla-
veykova V, Kahru A, 2014. Mechanisms of toxic ac-
tion of Ag, ZnO and CuO nanoparticles to selected
ecotoxicological test organisms and mammalian cells

in vitro: a comparative review. Nanotoxicology, Suppl
1:57-71.

Iwasaki K, Sato M, 1984. Inhibitory effects of some
heavy metal ions on taste nerve responses in mice.
Jpn J Physiol., 34(5): 907-918.

Jemec A, Kahru A, Potthoff A, Drobne D, Heinlaan
M, Bohme S, Geppert M, Novak S, Schirmer K, Re-
kulapally R, Singh S, Aruoja V, Sihtmae M, Jugan-
son K, Kakinen A, Singh S, 2016. An interlaboratory
comparison of nanosilver characterisation and hazard
identification: harmonising techniques for high quali-
ty data. Environment International, 87: 20-32.

Keast RS, Canty TM, Breslin PA, 2004. Oral zinc
sulfate solutions inhibit sweet taste perception. Chem
Senses., 29(6): 513-521.

Khan SU, Anjum SI, Ansari MJ, Khan MHU, Kamal
S, Rahman K, Shoaib M, Manh S, Khan AJ, Khan SU,
Khan D, 2018. Antimicrobial potentials of medicinal
plant’s extract and their derived silver nanoparticles:
A focus on honey bee pathogen. Saudi Journal of Bi-
ological Sciences (In press). https://doi.org/10.1016/j.
$jbs.2018.02.010

Kos M, Jemec Kokalj A, Glavan G, Zidar P, Marolt G,
Novak S, Bozi¢ J, Drobne D, 2017. Biochemical and
behavioural responses of the honeybees Apis melli-
fera carnica to cerium (IV) oxide nanoparticles via
dietary exposure. Environmental Science: Nano, 4:
2297-2310.

Neumann P, Carreck C, 2010. Honey bee colony los-
ses: a global perspective J. Apic. Res., 49: 1-6.




3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

COBISS tipologija 1.08

PRVI DOKAZ PRISOTNOSTI VIRUSA LAKE SINAI
PRI CEBELAH IN CMRLJIH V SLOVENIJI

Laura SIMENC' , Urska KUHAR, Urska JAMNIKAR CIGLENECKI, Ivan TOPLAK

Izvlecek

O prisotnosti virusa Lake Sinai (LSV) v Sloveniji do te Studije nismo imeli nobenih podatkov. Ta virus smo prvi¢ ugoto-
vili v arhivskem vzorcu Cebelje druZine iz leta 2010 v katerem smo s tehnologijo NGS dolocali genom virusa kronicne
paralize ¢ebel (CBPV). Da bi ugotovili razsirjenost LSV v Sloveniji, smo od oktobra 2016 do januarja 2018 zbrali 56
vzorcev Cebel iz klini¢no prizadetih ¢ebeljih druZin in 41 vzorcev klini¢no zdravih ¢mrljev iz petih razli¢nih lokacij po
Sloveniji ter jih s specificno metodo RT-PCR pregledali na prisotnost LSV. S tehnologijo Ion Torrent NGS smo dolocili
celotni genom virusa Lake Sinai iz vzorca umrlih Cebel s paralizo. Zaporedje celotnega genoma virusa LSV iz vzorca
M092/2010 obsega 5.926 nukleotidov in je prvo zaporedje celotnega genoma genetske linije LSV 3 v genski banki. Temu
genomu je najbolj podoben genom LSV iz Avstralije iz leta 2014 (K'Y465717), oba genoma se ujemata v 86 %. Med leti
2016 in 2018 smo ta virus dokazali v 75,92 % pregledanih vzorcev ¢ebel in v 17,07 % pregledanih ¢mrljev. S filoge-
netsko analizo 557 nukleotidov dolge regije genoma, ki kodira polimerazo RNA smo primerjali 22 pozitivnih vzorcev
¢ebel in 3 pozitivnih vzorcev ¢mrljev ter dokazali 3 razlicne genetske linije LSV. Ugotovili smo tudi, da so virusni sevi,
ki smo jih ugotovili pri ¢mrljih, identi¢ni sevom pri ¢ebelah.

Kljucne besede: cebele, ¢mrlji, virus Lake Sinai, celotni genom, sekvenciranje naslednje generacije

FIRST DETECTION OF LAKE SINAI VIRUS IN HONEYBEES AND
BUMBLEBEES IN SLOVENIA

Abstract

No data regarding Lake Sinai bee virus (LSV) infections was available for our country until this study. The first positive
sample of LSV in Slovenia (M92/2010) was discovered from an archive honeybee sample collected in 2010 in which
we were discovering a genome of chronic bee paralysis virus (CBPV) with next generation sequencing technology. To
reveal LSV occurrence in Slovenia we collected 56 honeybee samples with clinical signs of disease and 41 samples of
healthy bumblebees from five different locations throughout Slovenia. Samples were tested with a specific RT-PCR
method for the detection of LSV RNA. The complete genome sequence of the LSV M92/2010 strain consists of 5.926
nucleotides and is the first determined complete genome sequence of LSV3 lineage, with 86% nucleotide identity to
the most closely related strain NT-LSV3 from Australia (KY465717). Between the years 2016 and 2018 we proved LSV
in 75,92 % of honeybee samples and in 17,07 % of bumblebee samples. With phylogenetic analysis of 557 nucleotides
long genome region for RNA depended RNA polymerase of 22 LSV positive honeybee samples and 3 positive bumble-
bee samples we discovered 3 different lineages of LSV in Slovenia. We also proved that circulating strains of LSV in
honeybees and bumblebees are identical.

Key words: honeybees, bumblebees, Lake Sinai virus, genome, next generation sequencing

! Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, Gerbic¢eva 60, Ljubljana, Slovenija; laura.simenc@vf.uni-lj.si
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UVOD

LSV so prvi¢ opisali leta 2008 pri ¢ebelah blizu jezera
Sinai v ZdruZenih drZavah Amerike. Njegovo prisotnost
so ugotovili z metodo sekvenciranja naslednje generacije
(NGS, angl. Next Generation Sequencing). Raziskovalci
so kasneje odkrili ve¢ genetskih linij tega virusa tako v
ZDA, kot tudi v Spaniji, Belgiji in Turdiji, pri razli¢nih
vrstah Cebel in ¢mrljev (Runckel in sod., 2011).

LSV je Cebelji virus, o katerem Se ni dosti znanega. Ge-
nom virusa predstavlja enovijacna pozitivno polarna mo-
lekula RNA. Poznanih je Ze skupno 33 celotnih genomov
tega virusa, prav tako pa tudi nekaj odsekov genoma tega
virusa (vir: GenBank, 1.9.2018)

Razli¢ni sevi LSV so genetsko zelo raznoliki in so razde-
ljeni na ve¢ genetskih linij, od LSV1 do LSVS, nekateri
sevi LSV pa ostajajo Se ne klasificirani (Daughenbaugh in
sod., 2015). Glede prenosa, delovanja ter patogenosti tega
virusa je Se zelo malo znanega. Na podlagi dosedanjih
ugotovitev se predvideva, da je virus nizko patogen, saj
okuzba pri Cebelah poteka prikrito. Ni pa natancneje bilo
prouceno, kaksne so posledice meSanih okuzb z drugimi
Cebeljimi virusi in kako te kombinacije virusov vplivajo
na Cebele in Cebelje druzine. Prav tako ni Se dosti znanega
o prenosu virusa LSV med ¢ebelami in ¢mrlji ter drugimi
oprasevalci (Fiirst in sod., 2014).

Ker LSV v Sloveniji §e nismo ugotavljali, smo se odloci-
li, da v tej Studiji specifi¢no metodo RT-PCR pregledamo
manjSe Stevilo vzorcev ¢ebel in ¢mrljev. Pozitivnim vzor-
cem Cebel in ¢mrljev smo dolocili nukleotidno zaporedje
v zelo ohranjenem delu virusnega genoma in jih primerja-
li z ostalimi sevi iz genske banke.

MATERIALI IN METODE

Od oktobra 2016 do januarja 2018 smo zbrali 56 vzorcev
Cebel iz klini¢no prizadetih ¢ebeljih druzin poslianih na
preiskavo na 5 Cebeljih virusov iz 32 razli¢nih lokacij in
41 vzorcev klini¢no zdravih ¢mrljev iz 5 razli¢nih lokacij
po Sloveniji ter jih s specifi¢no metodo RT-PCR pregleda-
li na prisotnost LSV. Vzorce smo do zacetka preiskave za-
mrznili na < - 50 °C. 10 ¢ebelam iz posameznega vzorca
smo dodali 5 ml medija RPMI (Gibco, Velika Britanija)
in jih homogenizirali v epruvetah z Ultra-Turrax DT-20
(IKA, Nemcija), ter centrifugirali 15 min pri 2500 g. Po-
dobno smo pripravili vzorce ¢mrljev, le da smo 1 ¢mrlju
dodali 3 ml medija RPMI in vsakega ¢mrlja testirali pose-

bej. Celokupno RNA smo izolirali iz suspenzije posame-

znega vzorca s kompletom QIAamp viral RNA mini kit
(Qiagen, Nemcija) po navodilih proizvajalca. Nukleinsko
kislino LSV smo dokazovali z metodo reverzne transkrip-
cije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) po po-
stopku, ki je bil predhodno opisan (Toplak in sod., 2012).
Uporabili smo predhodno opisane oligonukleotidne zace-
tnike za RdRp regijo virusnega genoma: LSV1765-F in
LSV2368-R (Ravoet in sod., 2015). Rezultate smo ovre-
dnotili na podlagi velikosti produktov RT-PCR v agaro-
znem gelu kot pozitivne v primeru pri¢akovane velikosti
produkta, 603 nukleotide za LSV. Kot pozitivno konto-
lo smo uporabili 5 zdruZenih mocno pozitivnih vzorcev
Cebel, kot negativno kontrolo pa RPMI. V primeru pozi-
tivnega rezultata smo produkte RT-PCR posameznega vi-
rusa direktno sekvencirali po Sangerju. Za sekvenciranje
celotnega genoma LSV M92/2010 smo uporabili metodo
next generation sequencing (NGS), ki je bila predhodno
opisana (Jamnikar-Ciglenecki in sod., 2017).
nukleotidna zaporedja slovenskih sevov LSV in sevov,
pridobljenih iz genske banke, smo analizirali s programi
iz programskega paketa MEGA, verzija 7 (Kumar et al.,
2016). Nukleotidna zaporedja smo poravnali s programom
ClustalW (Thompson in sod., 1994). Za posamezne pare

Urejena

nukleotidnih zaporedij smo s programom MEGA na pod-
lagi modela p-distance izracunali matriko genetskih raz-
dalj (angl. pairwise distances). Filogenetska drevesa smo
poiskali z uporabo metode povezovanja s sosedom (angl.
Neighbor-Joining, NJ) (Saitou in Nei, 1987). Za iskanje
dreves s prej omenjenima metodama smo uporabili evo-
lucijski model Kimura 2. Z metodo samovzorcenja (angl.
bootstrapping) s 1000 ponovitvami smo ocenili zaneslji-
vost filogenetskih dreves.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Prvi pozitivni rezultat LSV v Sloveniji smo dobili v arhi-
vskem vzorcu ¢ebel iz leta 2010 z metodo NGS. Zaporedje
celotnega genoma LSV iz vzorca M92/2010 obsega 5.926
nukleotidov in je prvo zaporedje celotnega genoma genet-
ske linije LSV 3 v genski banki. Temu genomu je najbolj
podoben genom LSV iz Avstralije iz leta 2014 iz genske
banke (KY465717), oba genoma sta si identicna v 86 %
(vir: GenBank).

Z metodo RT-PCR smo ugotovili prisotnost nukleinske ki-
sline virusa LSV v 41 (75,92 %) od 56 pregledanih vzor-
cev Cebel. Prisotnost LSV smo z metodo RT-PCR dokaza-
li tudi v 7 (17,07 %) od 41 pregledanih ¢mrljev. Podobno
raziskavo so naredili tudi v Belgiji, kjer so ugotovili pri-
sotnost LSV pri 21,1 % ¢mrljev (Parmentier in sod. 2016).
S filogenetsko analizo 22 pozitivnih vzorcev ¢ebel in 3
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- MH350877 LSV3/CB252/bee/SVN/2016
- MH350875 LSV3/CB264/bee/SVN/2016
rMH350876 LSV3/CB276/bee/SVN/2017
—MH350878 LSV3/CBLJ/bee/SVN/2017
'—MH350874 LSV3/CB270/bee/SVN/2017
FrMH350873 LSV3/CB280/bee/SVN/2017
MG918125 LSV/IM92/bee/SVN/2010
T-|~ MH350870 LSV3/CB281/bumblebee/SVN/2017
81 MH350872 LSV3/CB274/bee/SVN/2017
MH350879 LSV3/CB249/bee/SVN/2016
92 LMH350880 LSV3/CB284/bee/SVN/2017
KY465717 LSV3/NT/bee/AUS/2014
MH350882 LSV3/CBNA/bee/SVN/2017
MH350883 LSV3/BP9/bumblebee/SVYN/2017
MH350881 LSV3/CB271/bee/SVN/2017
KM886918 LSV/e10cloneBee3-3/bee/BEL/2012
92 KM886916 LSV/e10cloneBee3-1/bee/BEL/2012
KM886922 LSV 3/TAS/bee/BEL/2012
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MH350894 LSV2/CB250/bee/SVN/2016

HQ871931 LSV1/bee/USA/2009
MH350884 LSV1/CB272/bee/SVN/2017

Lsv1

MH350893 LSV2/CB278/bee/SVN/2017
KY354243 LSV/SA1/bee/ZAF/2013
MH350892 LSV2/CB279/bee/SVN/2017
MH350888 LSV2/CB277/bee/SVN/2017
H350889 LSV2/B
MH350890 LSV2/CB286/bee/SVN/2017
MH350891 LSV2/CB300/LSV2/bee/SVN/2017

ebee/S

MH350887 LSV2/CB269/bee/SVN/2017
MH350885 LSV2/CB247/bee/SVN/2016
MH350886 LSV2/CB257/bee/SVN/2016

Slika 1: Filogenetska primerjava 557 nukleotidov dolgih zaporedij regije, ki kodira polimerazo RNA. V to primerjavo je

vkljucenih 21 nasih vzorcev cebel in 3 vzorci ¢mrljev sekvenciranih po Sangerju, celotni genom arhivskega vzorca iz leta
2010 (M92-2010) in najbliZje sorodni vzorci LSV iz tujine (Belgije, Avstralije, ZdruZenih drav Amerik in Juzne Afrike).

vzorce ¢mrljev smo ugotovili, da lahko nasSe seve LSV uvr-
stimo v tri razlicne genetske linije: LSV1, LSV2 in LSV3.
S filogenetsko primerjavo smo ugotovili veliko genetsko
raznolikost sevov LSV v Sloveniji. V zelo ohranjenem
delu virusnega genoma, ki kodira RNA polimerazo imajo
med seboj od 76,4 do 99,6 % identi¢nost nukleotidnega
zaporedja. Primerjava s sevi iz genske banke je pokazala,
da so nas$ sevi genetsko najbolj identi¢ni virusnim sevom
iz Belgije (98,9 %), Avstralije (97,8 %), ZdruZenih drzav

Amerike (97,6 %) in JuZzne Afrike (96,9 %). Ugotavljamo
tudi, da so virusni sevi pri ¢mrljih genetsko identi¢ni se-
vom pri ¢ebelah, 98,7-99,6 % (Slika 1), kar je primerljivo
z raziskavami v tujini, kjer so nasli tako pri ¢ebelah kot pri
divjih ¢ebelah in ¢mrljih identi¢ne seve LSV (Parmentier
in sod. 2016).

Ugotavljamo, da so sevi LSV tudi v Sloveniji genetsko
zelo raznoliki, podobno kot so to odkrivali v tujini, saj

smo na majhnem podrocju, kot je Slovenija odkrili naj-
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manj 3 razli¢ne genetske linije LSV (Daughenbaugh KF,
2015). Zanimivo in na nek nacin tudi razumljivo je, da si
¢ebele in ¢mrlji delijo enake virusne seve, saj se med seboj
srecujejo na istih cvetlicah na pasi.

Iz izvedene Studije ne moremo sklepati, ali LSV povzro-
¢a kaks$no klini¢no sliko pri ¢ebelah ali ¢mrljih, vendar je
splosno znano, da cebelji virusi, ki imajo veliko Stevilo

ZAKLJUCEK

genetskih razli¢ic niso visoko patogeni. Za LSV $e ni zna-
no, ali povzroca kakrSne patoloske spremembe oziroma
povzroca izgube v populaciji ¢ebel in ¢mrljev. Vprasanje
pa je ali ta virus ima kakSen vpliv pri oslabljenih cebe-
ljih druzinah, pri moc¢nih okuzbah z varojo ali pri mesanih
okuzbah z vecjim Stevilom virusov.

Prvi¢ smo dokazali prisotnost LSV pri ¢ebelah in ¢mrljih
v Sloveniji. Dokaz LSV v arhivskem vzorcu potrjuje, da
je bil virus prisoten pri nas Ze leta 2010. Prvi smo dolo¢ili
celoten genom LSV3 in ga poslali v gensko banko. Med
leti 2016 in 2018 smo ta virus dokazali v visokem odstotku
pregledanih vzorcev ¢ebel (75,92 %) in v manjSem odstot-
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ku pregledanih ¢mrljev (17,07 %). S filogenetsko primer-
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DELOVANJE ZDRAVILA VARROMED® ZA ZATIRANJE
VAROJ (Varroa destructor) POZIMI OB UMETNI
PREKINITVI ZALEGANJA V JUZNI EVROPI

Jorge RIVERA-GOMIS, Marco PIETROPAOLI, Giovanni FORMATO!

Izvlecek

Zajedavec Varroa destructor je eden od najpomembne;jSih povzrociteljev bolezni cebel (Apis Mellifera Linnaeus). Za njegovo
zatiranje je na voljo veliko razli¢nih u¢inkovin in nacinov, nobeden pa ni popoln in si zato neprestano prizadevamo za ucin-
kovitejSe in za Cloveka, Cebele ter okolje tem bolj sprejemljive nacine zatiranja. Akaricide delimo v dve skupini: sinteticne
in akaricide na osnovi naravnih kislin ter eteri¢nih olj. Prvi so obicajno zelo ucinkoviti, vendar puscajo ostanke v vosku in
medu, zajedavci pa postajajo nanje odporni. Na drugi strani pa so akaricidi, ki vsebujejo substance, ki se lahko uporabljajo v
ekoloSkem cebelarstvu, za okolje sprejemljivejSe in je tveganje za njihove ostanke manjSe, vendar pa je njihova ucinkovitost
niZja in med ¢ebeljimi druzinami neizenacena. Od leta 2017 je v ES registrirano zdravilo VarroMed®, v katerem sta aktivni
ucinkovini oksalna in mravljin¢na kislina. V raziskavi smo proudevali u¢inek zdravila VarroMed® za zimsko zatiranje varoj v
JuZni Evropi. Poskus smo izpeljali ob umetni prekinitvi zaleganja s priprtjem matice. Srednja vrednost u¢inkovitosti v skupini
zdravljeni z zdravilom VarroMed® je bila 95.6%+3.5%, v kontrolni skupini pa je odpad varoj znasal 8.6%=7.3%. Rezultati
kazejo visoko ucinkovitost zdravila VarroMed®, ko v Cebelji druzini ni zalege. V nadaljevanju bo potrebno podobne Studije
opraviti v razli¢nih klimatskih pogojih.

Kljuéne besede: zimsko zatiranje varoj, u¢inkovitost, VarroMed®, prekinitev zaleganja, zapiranje matice

VarroMed® PERFORMANCES IN SOUTHERN EUROPE FOR Varroa destructor
CONTROL IN HONEYBEE (Apis mellifera) COLONIES DURING WINTER WITH
ARTIFICIAL BROOD INTERRUPTION

Abstract

Varroa destructor is one of the most important pathogens of honeybee (Apis Mellifera Linnaeus). Many different compo-
unds and techniques are used in order to control this parasite. Even though the perfect acaricide does not exist, continuative
efforts are done towards more sustainable and respectful (for human, bees and the environment) products. Acaricides can be
divided in two groups: synthetic acaricides and organic acaricides. Usually the first ones have a high and homogenous effi-
cacy, but residues can be found in wax and honey. Furthermore, mite population is acquiring resistance to these chemicals.
Organic compounds, on the other hand, are more environment friendly and present a low risk of residues, but their efficacy
is frequently lower and more variable among colonies. VarroMed® is a varroacide product authorized in EU since 2017. The
active principles are oxalic and formic acid. In this study, performances of VarroMed® were evaluated against V. destructor in
Southern Europe. The trial was carried out in colonies after an artificial brood interruption period induced by queen caging.
The mean acaricidal efficacy in the group treated with VarroMed® was 95.6%=+3.5%, while the mite fall in the control group
was 8.6%%7.3%. The results showed a high efficacy of VarroMed® in absence of brood. Further studies should be carried out
in order to evaluate the VarroMed® performances in different climatic conditions.

Key words: winter treatment, efficacy, VarroMed®, brood interruption, queen caging
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INTRODUCTION

Varroa destructor is one of the most important pathogens
of honeybee (Apis Mellifera Linnaeus). Many different
acaricide compounds and techniques are used in order to
control this parasite.

Even though the perfect acaricide does not exist, continua-
tive efforts are done towards always more sustainable and
respectful (for human, bees and the environment) produc-
ts. Acaricides can be divided in two main groups: synthe-
tic acaricides and organic acaricides (Rosenkranz et al.,
2010). Usually the first have a high and homogenous effi-
cacy, but residues can be found in wax and honey. Further-
more, resistance of the mite population to these chemicals
has been reported (Milani, 1995). Organic acaricides, on
the other hand, are more environmentally friendly and
have a low risk of residues, but frequently their efficacy is
lower and more variable among colonies.

VarroMed® (BeeVital GmbH) is a varroacide product
authorized in EU since 2017. It is based on organic acids
and can be used during the whole year in presence or ab-
sence of brood.

An effective way of increasing the efficacy of acaricide
products is their use during a broodless period, that can be
induced artificially. A summary of different techniques to
have broodless colonies can be found in Box 1.

The goals of our field trial was to evaluate the perfor-
mance of VarroMed® during winter in a temperate area in
combination with an artificial brood interruption period.

Materials and methods

The active principles of VarroMed® are oxalic dihydrate
(44mg/ml) and formic acid (Smg/ml).

In this study, performances of VarroMed® were evaluated
against V. destructor in Italy, Southern Europe during Ja-

nuary and February 2018 in central Italy.

Due to the absence of broodless conditions during winter
in central Italy, an artificial brood interruption was provi-
ded by caging all the queens in VAR-CONTROL® cages
21 days before the VarroMed® treatment was performed.
We assessed the variation in colony strength in both
groups by using the Liebefeld method (Delaplane et al.,
2013). One group was treated with VarroMed® following
the indications of the producer for winter treatment (Figu-
re 3), and the other one was left untreated following the
protocol reported in Figure 4.

The mite fall was quantified by changing the sticky sheets
in the bottom board every 2-3 days during the whole peri-
od of the trial. The residual amount of mites was evalua-
ted with a follow up treatment combining a single dose of
both amitraz and fluvalinate.

Results and discussion

The mean acaricide efficacy in the treated group with
VarroMed® was 96.6%+3.5% (n=9), while the mite fall
in the control group was 8.6%=+7.3% (n=9). There was a
significant statistically difference between both groups
(p<0.0001). The mean amount of varroa mites at the end
of the treatment was 408 mites/colony.

There was no significant variation in the colony strength
of the colonies (p-value (Two-tailed) = 0.689).
Temperature ranged from 0°C to 12°C and relative humi-
dity ranged from 22% to 100%. As VarroMed® is advised
at any time of the year, these conditions should be valid
for the use of the product.

The high acaricidal efficacy observed in our trial
(95.6%=+3.5%) was similar to other acaricidal treatments
in absence of brood (Rosenkranz et al., 2010). This fact
could be attributed to the presence of oxalic acid in the

Varromed winter treatment in broodless colonies
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3. znanstveno posvetovanje o ¢ebelah in éebelarstvu

Inducing a brood interruption period into honeybee
colonies forces the varroa mites to stay in the phoretic
phase. This condition rends all varroa mites vulnera-
ble to treatments with acaricide products like oxalic
acid and thymol. Therefore, combining a brood inter-
ruption period with an acaricidal treatment boosts the
acaricidal efficacy (until around 90% efficacy) (Ro-
senkranz et al., 2010; Giacomelli et al., 2016), protec-
ting our bees from the effects of the varroa mite infe-
station. The brood interruption alone, as beekeeping
technique, has an acaricidal efficacy that is around
40% (Giacomelli et al., 2016).

Brood interruption can be obtained by different tech-
niques:

-Brood removal: You can remove all frames with bro-
od making sure that the queen remains in the beehive
with the majority of adult bees, then you can treat with
an acaricidal product. You can form nucs with the bro-
od frames removed and treat them with a product ef-
fective on the varroa inside the brood (e.g. formic acid
based products), or you can wait until a new queen
emerges and perform another treatment in absence of
brood, before receptive brood is present in the nuc.
-Queen caging on a comb (Figure 1): Caging the que-
en on a comb will allow the queen to continue laying
eggs (but only in that comb), while the rest of the bro-
od will emerge. You should remove that comb the 20"

day after the queen caging, and you should treat the

laying eggs

Figure 2- Cage with queen caged inside without

possibility of laying eggs

day 21 (if there was no drone brood the 1st day) or the
day 25" (if drone brood was present the 1st day) with
an acaricidal product.

-Queen caging on a cage without possibility of laying
eggs: Caging the queen in a cage that do not allow to
lay eggs totally interrupts the presence of brood in the
hive, leaving the varroa mites without a shelter and
vulnerable to an acaricidal treatment. The cages used
for this purpose are similar to that shown in Figure 2,
that have small entrances that allow the worker bees
to come and go but do not allow the queen to get out.
The queen should be freed the 21* day of caging if
there was no drone brood the 1% day and the 25™ if the-
re was drone brood. The acaricidal treatment should
be applied the same day that the queen is freed.

Box I- Brood interruption techniques
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Figure 4- Protocol for the control group

product, that has been proven as an effective acaricide in
absence of brood, having an efficacy above 90% (Rosen-
kranz et al., 2010). However, different results should be
expected in a different season of the year due to the pre-

CONCLUSIONS

sence of brood, which is known to decrease the efficacy
of oxalic acid based acaricidal treatments (Rosenkranz et
al., 2010).

VarroMed® treatment in absence of brood is an effective
acaricide against V. destructor. Broodless conditions can
be naturally present in different climatic areas of Europe,
and this condition could be valid to decrease the infesta-
tion level of varroa into the colonies and arrive with an
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MEDONOSNA CEBELA IN CMRLJI SE OKUZUJEJO
Z ISTIMI VIRUSNIMI SEVI

Ivan TOPLAK!, Laura SIMENC', Metka PISLAK OCEPEK", Danilo BEVK?

Izvlecek

Upadanje Stevila razli¢nih vrst oprasevalcev je lahko med drugim tudi posledica bolezni in dovzetnosti na okuZzbe z razli¢nimi
RNA virusi. V zadnjih letih je vse ve¢ dokazov, da bi se nekatere vrste ¢ebeljih virusov lahko prenasale med razlicnimi vrstami
opraSevalcev. V tej Studiji smo z molekularnimi metodami izvedli genetsko tipizacijo pozitivnih vzorcev virusa akutne parali-
ze Cebel (ABPV), virusa ¢rnih mati¢nikov (BQCYV), virusa mesSickaste zalege (SBV) in virusa Lake Sinai, ki smo jih ugotovili
pri Cebelah (Apis mellifera carnica) in ¢mrljih (Bombus lapidarius, B. pascuorum, B. terrestis, B. lucorum) v Sloveniji. Po-
samezno vrsto cebeljega virusa smo dokazovali s specificno metodo RT-PCR. V primeru pozitivnega rezultata smo produkte
RT-PCR posameznega virusa direktno sekvencirali po Sangerju. S primerjavo od 408 do 783 nukleotidov dolgih odsekov
virusnih genomov smo pri ¢ebelah in ¢mrljih ugotovili od 98,5 do 100 % ujemanje nukleotidnega zaporedja, kar je nedvoumen
dokaz, da isti sevi Cebeljih virusov okuZujejo obe skupini opraSevalcev. Z izvedeno Studijo v Sloveniji prvi¢ dokazujemo, da so
¢ebele in ¢mrlji okuZeni z genetsko istimi sevi virusov ABPV, BQCV, SBV in virusom Lake Sinai. Vsekakor bo za uspesnejsi
nadzor virusnih okuzb pri ¢ebelah potrebno tovrstne Studije razsiriti tudi na druge vrste oprasSevalcev.

Kljucne besede: cebele, ¢mrlji, dolo¢anje nukleotidnega zaporedja, prenos, epidemiologija

HONEYBEES AND BUMBLEBEES ARE INFECTED WITH THE SAME
STRAINS OF VIRUSES

Abstract

The decline of the number of different types of pollinators may be result of disease and susceptibility for infections with vari-
ous RNA viruses. In recent years there has been growing evidence that certain types of honeybee viruses could be transmitted
between different pollinators. In this study, sequencing of positive samples of acute bee paralysis virus (ABPV), black queen
cell virus (BQCV), sacbrood bee virus (SBV) and Lake Sinai virus were carried out using molecular methods. Samples were
collected and found positive in honeybees (Apis mellifera carnica) and bumlebees (Bombus lapidarius, B. pascuorum, B. ter-
restis, B. lucorum) in Slovenia. An individual type of bee virus was proven using a specific RT-PCR method. RT-PCR produc-
ts of individual viruses were directly sequenced by Sanger method. By comparison 408 to 783 nucleotides of long fragments
of viral genomes, we found 98,5 to 100% nucleotide identity in bees and bumblebees, which is clear evidence that the same
strains of honeybee viruses are infecting both types of pollinators. This study, conducted in Slovenia, for the first time proves
that bees and bumblebees are infected with genetically identical strains of ABPV, BQCYV, SBV and Lake Sinai virus. For the
successful control of viral infections in bees, further studies should also be extended to other types of pollinators.

Key words: bees, bumblebees, sequencing, transmission, epidemiology
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UVOD

Cebele ogrozajo razliéni patogeni, vkljuéno z virusnimi
okuzbami (Evans in Schwarz, 2011). Pri medonosnih Ce-
belah (Apis mellifera) so opisali Ze ve¢ kot 20 razli¢nih
vrst virusov. Najbolj proucevani so virus akutne paralize
(ABPV), virus ¢rnih mati¢nikov (BQCYV), virus kroni¢ne
paralize (CBPV), virus deformiranih kril (DWV) in virus
meSickaste zalege (SBV). Na najbolj patogenih cebeljih
virusih, kot so ABPV, CBPV, DWV in SBV so v zadnjem
desetletju opravili Stevilne raziskave v zvezi z izginjanjem
Cebel in ugotavljanjem njihovega vpliva na zdravje Cebelje
druZine. Rezultat poveCanega zanimanja in Siritev raziskav
virusnih okuzb ¢ebeljih druZin ter uporaba novih tehnolo-
gij, kot je naslednja generacija sekvenciranja, je odkritje
nekaterih novih virusov, na primer odkritja virusa Lake
Sinai v letu 2010. Za nekatere viruse $e ni jasno, kakSen
vpliv imajo na ¢ebeljo druZino, saj imajo virusne okuzbe
pri Cebelah pogosto znacaj kroni¢ne okuZbe (Runckel in
sod., 2011).

Dinamika virusnih okuzb je preko leta v zdravi cebelji
druZzini velika, najzanesljivejSi pokazatelj prisotnosti viru-
sne okuzbe pa je pregled vzorcev ¢ebel delavk (Jamnikar
Ciglenecki in sod., 2014). Virusne okuzbe so v prizadetih
Cebeljih druzinah v Sloveniji pogosto ugotovljene, obicajno
pa ugotavljamo socasno prisotnost vecjega Stevila razlicnih
virusov, Stevilo pa narasca s klini¢no sliko prizadete Cebelje
druZine (Toplak in sod., 2010, Toplak in sod., 2012).
Upadanje Stevila razli¢nih vrst opraSevalcev je lahko med
drugim tudi posledica delovanja patogenov. ProstoZiveci
¢mrlji (Bombus spp.) so poleg ¢ebel med najpomemb-
nej§imi vrstami opraSevalcev in so prav tako ogroZeni,
kot medonosne Cebele in druge vrste divjih oprasevalcev
(Furst in sod., 2014). V Studiji, ki so jo v Veliki Britaniji
izvajali na 26 lokacijah so dokazali, da se Cebelji virusi
(BQCYV, DWYV, ABPYV, slow bee paralysis virus-SBPV)
pojavljajo pri ¢ebelah in ¢mrljih (Bombus spp.), z metodo
RT-PCR pa so dolocili razli¢ne koli¢ine virusa pri ¢mrljih.
Ugotovili so, da je pogostost pojavljanja posameznega vi-
rusa pri Cebelah dober pokazatelj prisotnosti virusov pri
¢mrljih (McMahon in sod., 2015).

Pri pregledu 4 vzorcev razli¢nih vrst umrlih ¢mrljev smo
v Sloveniji leta 2017 z metodo RT-PCR prvic dokazali pri-
sotnost nukleinske kisline dveh cebeljih virusov (ABPV in
BQCYV) pri ¢mrljih. Pregledani 4 vzorci ¢mrljev so vsebo-
vali vrste Bombus humilis, Bombus pascuorum, Bombus
hypnorum in Bombus lapidarius (Grad in Toplak, 2018).
V predhodnih raziskavah je bilo veckrat dokazano, da se
Cebelji virusi znotraj Cebeljih druzin prenasajo horizontal-
no in vertikalno, prav tako je varoja (Varroa destructor)
med sesanjem hemolimfe zelo dobra prenasalka Stevilnih

virusov pri ¢ebelah (Chen in sod., 2006). Prenos razlic-

nih vrst patogenov med razlinimi vrstami je Ze dolgo
poznan tako pri zivalih, kot pri ¢loveku (Woolhouse in
sod., 2005), zato je preucevanje teh moznosti pomembno
tudi za Cebele, ki se v naravi ob neposrednih ali posrednih
stikih srecujejo tudi z drugimi oprasevalci. Zelo malo pa
je poznanega o dovzetnosti in nacinih prenosa med raz-
li¢nimi vrstami opraSevalcev. Dosedanje ugotovitve naka-
zujejo veliko kompleksnost virov okuzbe in teZavno in-
terpretacijo virusnih okuzb, ko govorimo o medsebojnem
vplivu razli¢nih oprasevalcev.

V izvedeni $tudiji smo z filogenetsko primerjavo virusnih
sevov ABPV, BQCYV, Lake Sinai virusa in SBV iz pozi-
tivnih vzorcev cebel in ¢mrljev prvi¢ v Sloveniji Zeleli
ugotoviti, ali so isti sevi posamezne vrste ¢ebeljih virusov
prisotni tudi pri ¢mrljih.

MATERIAL IN METODE

V obdobju od 2007 do 2018 smo vzorcili ¢ebele delavke
iz §ibkih ali odmrlih ¢ebeljih druzin, umrle ¢ebele delavke
ali Zive Cebele z znaki paralize pred panjem, odmrlo za-
lego in varoje iz celotnega ozemlja Slovenije. V avgustu
2017 smo na S§tirih razli¢nih lokacijah (Sevno, Lukovica,
Naklo, Ljubljana) na cvetocih travnikih vzor¢ili klinic-
no zdrave ¢mrlje vrste B. lapidarius (BL), B. pascuorum
(BP), B. terrestis/B. lucorum (BT) in istoCasno na vsaki
lokaciji 10 klini¢no zdravih cebel delavk. Vzorce smo do
zacetka preiskave zamrznili in jih hranili na < - 50 °C.
Naklju¢no odbranim desetim Cebelam iz vzorca smo do-
dali 5 ml medija RPMI (Gibco, Velika Britanija) in jih
homogenizirali v epruvetah z Ultra-Turrax DT-20 (IKA,
Nemcija), ter centrifugirali 5 min pri 2500 g. Podobno smo
pripravili vzorce ¢mrljev, s tem da smo 1 ¢mrlju dodali 3
ml medija RPMI in vsakega ¢mrlja testirali individualno.
Celokupno RNA smo izolirali iz suspenzije posameznega
vzorca s kompletom QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen,
Nemcija) po navodilih proizvajalca.

Nukleinsko kislino petih ¢ebeljih virusov (ABPV, BQCYV,
CBPV, DWV in SBV) smo dokazovali z metodo reverzne
transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR)
po postopku, ki je bil predhodno opisan (Toplak in sod.,
2012). Virus Lake Sinai smo dokazovali z metodo RT-
-PCR in predhodno opisanimi oligonukleotidnimi zace-
tniki LSV1765-F in LSV2368-R (Ravoet in sod., 2015).
Rezultate smo ovrednotili na podlagi velikosti produktov
RT-PCR v agaroznem gelu kot pozitivne v primeru pri-
¢akovane velikosti produkta: za ABPV 452 nukleotidov
(nt), za BQCV 770 nt, za CBPV 570 nt, za DWV 504 nt,
za Lake Sinai virus 603 nt in za SBV 814.

V primeru pozitivnega rezultata smo produkte RT-PCR
posameznega virusa direktno sekvencirali po Sangerju.




Izvedli smo filogenetske primerjave s programom DNA-
STAR 5.05 (Lasergen, ZDA) ugotovljenih pozitivnih
vzorceyv $§tirih virusov (ABPV, BQCV, DWYV in SBV) pri
Cebelah in ¢mrljih ter rezultate interpretirali na podlagi
ujemanja nukleotidnega zaporedja.

REZULTATI

V filogenetsko primerjavo virusnih sevov ABPV smo
vkljudili 33 pozitivnih vzorcev ¢ebel in 8 pozitivnih vzor-
cev ¢mrljev. Primerjava zaporedja 408 nukleotidov regije
ORF1 virusnega genoma je pokazala, da so pri ¢mrljih
prisotni genetsko isti sevi ABPV, z 99,3-100% identic-
nostjo zaporedja nukleotidov najbliZjim sevom ABPYV, ki
smo jih ugotovili pri ¢ebelah (Slika 1). Pri ¢mrljih vrste B.
lapidarius, B. pascuorum, B. terrestis/lucorum, smo ugo-
tovili najmanj tri razlicne seve ABPV, ki se med seboj na
nukleotidnem nivoju razlikujejo v primerjani regiji ORF1
za najvec v 3,9%.
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Slika 1. Filogenetska primerjava sevov ABPV ugotovl-
Jjenih v pozitivnih vzorcih Cebel (obarvane puscice) in
cmrljev (ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primerjava
Jje izvedena na podlagi zaporedja 408 nukleotidov regije
ORF I virusnega genoma skupaj z genetsko najblizjimi

sevi iz genske banke.
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Filogenetsko primerjavo virusnih sevov BQCV smo izve-
dli z vkljucitvijo 26 pozitivnih vzorcev Cebel in 12 pozi-
tivnih vzorcev ¢mrljev, skupaj z genetsko najblizjimi sevi
iz genske banke. Primerjava zaporedja 653 nukleotidov
regije virusnega genoma, ki kodira protein kapside, je po-
kazala, da so pri ¢ebelah in ¢mrljih prisotni genetsko isti
sevi BQCYV, z 98,5-100% identi¢nostjo zaporedja nukleo-
tidov (Slika 2). Na istih lokacijah smo pri ¢mrljih ugotovili
genetsko iste seve BQCYV, ki so prisotni tudi pri vzorcih
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Slika 2. Filogenetska primerjava sevov BOQCV ugotovl-
Jjenih v pozitivnih vzorcih cebel (obarvane puscice) in
c¢mrljev (ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primerjava
Jje izvedena na podlagi zaporedja 653 nukleotidov regije
virusnega genoma, ki kodira protein kapside, skupaj 7
genetsko najbliZjimi sevi iz genske banke.

Primerjava 557 nukleotidov dolgih odsekov regije geno-
ma, ki kodira gen za polimerazo RNA virusa Lake Sinai,
je pri vkljucenih 23 pozitivnih vzorcih ¢ebel in 3 pozitivnih
vzorcih ¢mrljev pokazala 98,7-99,6% identi¢nost zapored-
ja nukleotidov med genetsko najbolj sorodnimi pozitiv-
nimi vzorci virusa Lake Sinai ¢ebel in ¢mrljev (Slika 3).
Pri ¢ebelah in ¢mrljih smo ugotovili seve iz dveh genetsko
razli¢nih skupin virusov Lake Sinai (poimenovani LSV2 in
LSV3), ki se med seboj razlikujejo najvec v 24,6%.
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Slika 3. Filogenetska primerjava sevov virusa Lake Sinai
ugotovljenih v pozitivnih vzorcih cebel (obarvane pusci-
ce) in cmrljev (ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primer-
java je izvedena na podlagi zaporedja 557 nukleotidov
regije virusnega genoma, ki kodira polimerazo RNA,
skupaj z genetsko najbliZjimi sevi iz genske banke.

V filogenetski primerjavi SBV smo primerjali 783 nukle-
otidov dolgo zaporedje 11 pozitivnih vzorcev Cebel in 14
pozitivnih vzorcih ¢mrljev. Primerjava regije virusnega
genoma, ki kodira poliprotein je pokazala 100% identic¢-
nost zaporedja nukleotidov med pozitivnimi vzorci SBV
Cebel in ¢mrljev (Slika 4). V vzorcih ¢ebel in ¢mrljev, ki
so bili vzor€eni na isti lokaciji (Naklo in Ljubljana) smo
ugotovili 100% identi¢nost nukleotidnega zaporedja, kar
je dokaz, da je pri Cebelah in ¢mrljih bil v Casu vzoréenja
prisoten isti sev SBV.

RAZPRAVA

Vecina prenosov Cebeljih virusov poteka znotraj Cebelje
druzine in med ¢ebeljimi druzinami horizontalno (preko
neposrednih ali posrednih stikov med pasnimi cebela-
mi), manj pogost pa je vertikalni nacin, ko je vir okuzbe
matica (Chen in sod., 2006). Cebele bi se lahko z novim
virusom okuZile ob stiku z okuzeno ¢ebelo, na kontami-

niranih cvetovih, z okuZeno varojo, od ¢mrljev ali ostalih
vrst divjih ¢ebel (McMahon in sod., 2015). V predhodno
izvedeni Studiji smo v istih ¢ebeljih druzinah ugotovili, da
so z virusi ABPV, BQCV, CBPV in DWV najpogosteje
okuZene paSne Cebele, v nekoliko niZjem odstotku hiSne
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Slika 4. Filogenetska primerjava sevov SBV ugotovljenih
v pozitivnih vzorcih cebel (obarvane puscice) in cmrljev
(ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primerjava je izve-
dena na podlagi zaporedja 783 nukleotidov regije viru-
snega genoma, ki kodira poliprotein, skupaj 7 genetsko
najbliZjimi sevi iz genske banke.

¢ebele, najmanjsi odstotek pa smo ugotavljali pri zalegi
(Jamnikar Ciglenecki in sod., 2014). To potrjuje, da so za
prenos virusov najverjetneje v vecini primerov odgovorne
pasne Cebele in zato obstaja velika verjetnost prenosa Ce-
beljih virusov na pasi.

1z rezultatov izvedene Studije v Sloveniji prvic¢ ugotavlja-
mo, da se tako pri ¢ebelah, kot pri ¢mrljih pojavljajo ge-
netsko isti sevi ABPV, BQCV, SBV in Lake Sinai virusa.
Pri ¢mrljih smo pogosto ugotovili genetsko razli¢ne seve
iste vrste virusa in v vecini primerov smo te genetske raz-
lic¢ice nasli tudi pri Cebelah, ki smo jih Ze v prejsnjih letih
ugotovili v Sloveniji ali isto¢asno vzor¢ili. Najverjetneje
se Cebele in ¢mrlji medsebojno okuZujejo na kontaminira-
nih cvetovih ali ob neposrednih stikih. Iz Studije pa ne mo-
remo zakljuciti, kako poteka okuzba, ali s ¢ebel na ¢mrlje,
ali obratno, najbolj verjetno pa je, da okuzbe potekajo v
obe smeri.

V izvedeno Studijo smo zajeli genetsko tipizirane pozitiv-




ne vzorce ¢ebel (ABPV, BQCYV, SBV), ki smo jih vzorcili
med leti 2007 in 2018 iz prizadetih ¢ebeljih druzin, zdrave
¢mrlje pa smo vzorcili na Stirih lokacijah na travnikih v
letu 2017. 1z Studije tudi lahko zaklju¢imo, da se patogeni
sevi Cebeljih virusov pojavljajo tudi pri ¢mrljih, ne vemo
pa, ali pri ¢mrljih povzrocijo klini¢no sliko, kot jo opisu-
jejo pri Cebelah. Virusov CBPV in DWV v pregledanih
vzorcih ¢mrljev Se nismo ugotovili, kar je lahko posledica
nacina vzorcenja, saj smo vzorcili in pregledali le ¢mr-
lje brez klini¢nih znakov bolezni. Za CBPV in DWV je
znacilno, da lahko v obolelih ¢ebeljih druzinah povzro-
Cata hujSo prizadetost posameznih ali vecjega Stevila Ce-
bel (deformirana krila in paraliza), ki bi se lahko pojavlja
tudi pri klini¢no prizadetih ¢mrljih, teh pa nismo vkljucili
v to raziskavo. VzorCenje tako prizadetih ¢mrljev bi bilo
namreC zelo zahtevno, saj prostoZivece vrste ¢mrljev od-
mrejo v naravi (Grad in Toplak, 2018). Klini¢no prizadete
¢mrlje bi bilo morda mogoce ob daljSem in natancnem
opazovanju zdravja ¢mrlje druZine vzorciti v lastnem ¢mr-
Jjaku.

S filogenetsko analizo nukleotidnih zaporedij kratkih od-
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COBISS tipologija 1.08

PRISOTNOST PRAZIVALI IZ DRUZINE
TRYPANOSOMATIDAE PRI MEDONOSNI
CEBELI V OSREDNJESLOVENSKI REGIJI

Lucija ZVOKELJ', Jerica VRECEK SULGAJ', Urska ZAJC', Metka PISLAK OCEPEK?

Izvlecek

PraZivali iz druZine Trypanosomatidae so med bolj razSirjenimi zajedavskimi mikroorganizmi v ¢revesju gostiteljev.
Znano je, da so pogosto prisotne kot eden od patogenov pri vecjih izgubah ¢ebeljih druZin. Njihova stopnja Skodljivosti
za medonosno Cebelo Se ni znana. Vendar pa se predvideva, da kadar je Cebelja druZina prizadeta zaradi drugih povzro-
Citeljev bolezni, lahko prisotnost mikrobov kot so tripanosomatide, tudi ¢e ti sami zase niso posebej Skodljivi, povzroci
dodatne bolezenske spremembe. Zadnje Case se povecCuje Stevilo raziskav, ki izboljSujejo diagnosti¢ne metode za dolo-
Canje dveh, do sedaj znanih predstavnikov druZine Trypanosomatidae pri medonosni Cebeli, to sta Crithidia mellificae
in Lotmaria passim. Na Veterinarski fakulteti smo v preliminarni raziskavi preverili pojavnost obeh vrst iz druZine
Trypanosomatidae pri ¢ebeljih druZinah v Osrednjeslovenski regiji. Prisotnost C. mellificae in L. passim v vzorcih ¢ebel
smo dolocali s polimerazno verizno reakcijo (PCR). Poleg Trypanosomatid smo v vzorcih ugotovljali tudi prisotnost
Se dveh enoceli¢nih parazitov pri Cebelah, Apicystis bombi in Nosemo ceranae. S Stetjem Stevila spor smo dolo¢ili tudi
stopnjo okuZbe z Nosemo spp.. Vsi vzorci medonosnih ¢ebel so bili pozitivni na N. ceranae, v 85% vzorcev smo ugo-
tovili L. passim, Crithidia spp. je bila ugotovljena v 75% vzorcev. 40% vzorcev je bilo pozitivnih na A. bombi. Rezultati
omogocajo nadaljnje korake pri proucevanju vpliva predstavnikov druZine Trypanosomatidae na zdravje in prezivitveno
sposobnost Cebel. Izpostavljamo tudi vprasanje prenosa enega povzrocitelja bolezni med razlicnimi vrstami Cebel.

Kljucne besede: Crithidia, Lotmaria, Apicystis, molekularna diagnostika, Nosema

THE PRESENCE OF TRYPANOSOMATIDAE IN HONEY BEES IN THE
CENTRAL SLOVENIAN REGION

Abstract

Trypanosomatids are being recognized as common gut parasites of a wide range of insect species. They are often enco-
untered pathogens in the cases of honey bee colony losses. Little is known about how trypanosomatids affect honey bee
health. However, it is assumed the infection of honey bees with one parasite e.g. trypanosomatids may affect their suscep-
tibility to infection by another parasite. Recently, increasing number of studies have improved diagnostic methods for iden-
tifying two well-known representatives of the family Trypanosomatidae in honey bees, Crithidia mellificae and Lotmaria
passim. A preliminary study at the Veterinary faculty about the incidence of both species of the Trypanosomatidae familiy
in the Central Slovenian region was carried out. The presence of C. mellificae and L. passim in bee samples was determi-
ned by polymerase chain reaction (PCR). We also screened bee samples for another two eukariotic unicelular parasites,
Apicystis bombi and Nosema ceranae. Nosema spp. spores per bee were determined. All samples were found to be positive
for N. ceranae, in 85% samples L. passim was present, while Crithidia spp. was present in 75% of samples. A. bombi was
detected in 40% of samples. The study allows further investigation with the emphasis on the pathological impacts of the
gut parasites on the health of honey bees and also expose trypanosomatids and A. bombi as multihost invasive parasites.

Key words: Crithidia, Lotmaria, Apicystis, Molecular diagnostics, Nosema
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Bickarje v ¢revesju medonosnih ¢ebelah omenjajo Ze leta
1912 (Morse in Flottum, 1997). C. mellificae so prvi¢ opi-
sali leta 1967 v Avstraliji (Langridge in McGhee, 1967).
S prvimi bioloskimi poskusi so ugotovili, da ta povzro-
citelj nima vpliva na zdravstveno stanje cebel in to je bil
tudi razlog, da se C. mellificae skoraj 40 let ni omenjalo.
Strokovnjaki so postali nanjo pozorni v zadnjih letih, saj
so z raziskavami potrdili, da je pogosto prisotna kot eden
od patogenov pri vecjih izgubah Cebeljih druzin, kar so
lahko ugotavljali Sele s sodobnimi diagnosti¢nimi meto-
dami (Runckel in sod., 2011). Kar nekaj Studij je v zadnjih
petih letih izpostavilo, da bi lahko C. mellificae, predvsem
skupaj z N. ceranae precej pripomogla k izgubam Cebe-
Jjih druZin. V Belgiji so sku$ali povezati izgube Cebel v
zimskem Casu s prisotnostjo povzrociteljev bolezni poleti.
Ugotovili so, da je v poletnem Casu poleg Varroe destruc-
tor, ravno prisotnost C. mellifica, Se posebej v kombinaciji
z N. ceranae, pomemben pokazatelj kasnejsih zimskih iz-
gub Cebel (Ravoet in sod., 2013).

Ugotovitev, da vrsta C. bombi povzroca resne teZave dru-
Zinam ¢mrljev (Brown in sod. 2000), je dodatno okrepi-
la dvom o neSkodljivosti predstavnikov rodu Crithidia
za medonosne Cebele. Leta 2015 (Schwarz in sod.) so z
novimi metodami ugotovili, da pravzaprav izolati iz dru-
Zine Trypanosomatidae ne pripadajo Crithidii, temvec
novo definirani vrsti t.i. L. passim. Danes tako velja, da je,
najmanj od leta 2010, prevladujo¢ predstavnik iz druZine
Trypanosomatidae pri ¢ebelah, L. passim.

Obsezno raziskava o pojavljanju L. passim in N. ceranae
v Cebeljih druZinah (Vejanovic in sod., 2017) je pokazala,
da sta bila povzrocitelja skupaj prisotna v 60% preiskanih
druZin. Veckrat je bilo Ze potrjeno, da obstaja povezava
v stopnji infekcije pri obeh parazitih in tudi v Srbiji so to
potrdili. Oba povzrocitelja sta Crevesna parazita, vendar
sta v Crevesju prostorsko loCena, Nosema spp. parazitira
v srednjem Crevesju , L. passim pa v blatniku (rectumu).
Znacilno je bila v tej raziskavi stopnja infekcije tako pri
L. passim kot N. ceranae najnizja v poletnih mesecih in
najvisja pred in takoj po zimi. To povezujejo z Stevilom
mladih ¢ebel; v obdobju, ko se intenzivno povecuje Stevi-
lo mladih cebel, se stopnja infekcije s Crevesnimi paraziti
zmanjsuje.

Nasprotno, pa je tudi precej raziskav, ki nakazujejo, da
tako C. mellificae, kot L. passim nimata Skodljivega vpli-
va na Cebele (Higes in sod., 2016; Maclnnis in sod., 2018).
Podobno kot pri Crithidii spp., ki ima dokazan negativen
uc¢inek na razvoj druZin pri ¢mrljih, ne pa tudi pri ¢ebelah,
velja Se za enega predstavnika prazivali, Apicystis bombi
(Schmid-Hempel, 2001). Le ta spada med gregarine. O
visoki prevalenci le tega pri medonosni ¢ebeli porocajo

iz podrocij, kjer je povecana uporaba komercialnih dru-
Zin ¢mrljev, predvsem vrste Bombus terrestris (Plischuk
in sod. 2011).

V Sloveniji Se nismo dokazali predstavnikov Trypanoso-
matid pri medonosni cebeli, zato smo najprej preverili,
kaksno je stanje Stirih Crevesnih parazitov v naklju¢no iz-
branih ¢ebeljih druZinah.

MATERIAL IN METODE DELA

V Osrednjeslovenski regiji smo dolocili 20 lokacij v kate-
rih smo vzorcili pasne Cebele. Mesta vzorcenja smo izbra-
li tako, da so bile lokacije vzorcev enakomerno porazde-
ljene po celotni regiji. Posamezna lokacija je predstavljala
stoji§ce ali ¢ebelnjak z najmanj petnajstimi ¢ebeljimi dru-
Zinami. Pred Zreli smo vzor¢ili 60 paSnih Cebel in Se Zive
zamrznili ter jih shranili na -20°C. Vzor¢ili smo druZine
brez klini¢nih znakov bolezni.

Za dokazovanje prisotnosti A. bombi, Crithidia spp., L.
passim in N. ceranae v vzorcih Cebel, smo izolirali DNA s
pomocjo steklenih kroglic (Glass beads, velikost < 106pum
in lpm, Sigma), Magnalyser-ja (Roche Diagnostics,
Nemcija) in komercialnega kompleta za izolacijo DNA
»DNA isolation from complex samples« (IMMT, Slove-
nija).

Za dokazovanje Crithidia spp. in A. bombi smo uporabili
postopek PCR opisan v Meeus in sod. (2010), za doka-
zovanje L. passim pa postopek po Xu in sod. (2018). No-
semo spp. smo dokazovali po postopku, opisanem v Fries
in sod. (2013). Za dolocanje Stevila spor Nosema spp. smo
zadkom 30-ih ¢ebel dodali 30 ml vode in jih zmacerirali
v terilnici. Spore smo presteli s pomocjo hemocitometra
(Neubauer) v petih kvadratkih s povr§ino Imm? Stevilo
spor na ¢ebelo smo izracunali po formuli:

St. spor = povprec¢no §t. spor / (4 x 1000000)

REZULTATI Z RAZPRAVO

V tabeli $t.1 so prikazani rezultati prisotnosti §tirih eno-
celi¢nih Crevesnih parazitov pri medonosni ¢ebeli v Osre-
dnjeslovenski regiji. Pri vseh 20-ih ¢ebeljih druZinah smo
dokazali prisotnost spor N. ceranae. Stevilo spor/ebelo
je znaSalo od 1,75 x 106 pri vzorcu §t. 4 do 28,9 x 106
pri vzorcu §t. 18. Najvec vzorcev je bilo pozitivnih na L.
passim (85%), predstavniki rodu Crithidia so bili prisotni
v 75% vzorcev. A. bombi smo dokazali v 40 % vzorceyv.
Samo 2 vzorca (Ivancna Gorica in Ljubljana BeZigrad)
sta bila negativna na oba predstavnika Tripanosomatid,
kot tudi vrsto gregarin, A. bombi.

Ti rezultati nas ne presenecajo, saj o prisotnosti Trypano-

somatidae pri Cebelah porocajo raziskovalci iz vseh kon-
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Tabela 1: Prisotnost Crithidia spp., L. passim, A. bombi ter stevila spor Nosema spp./Cebelo v vzorcih klini¢no zdravih

cebeljih druZin na 20 lokacijah Osrednjeslovenske regije;

St. | Vrsta parazita Nosema spp. Crithidia Lotmaria Apicystis
VZ. | Obéina *106 spp. passim bombi
1. | Lukovica 11,95 + + -
2. Dol priLJ 14,00 + + -
3. | Dol pri LJ2 2,90 + + +
4. |Litija 1,75 + + -
5. | Smartno pri Litiji 22,15 + + -
6. | Iv. Gorica 6,15 - - -
7. | Grosuplje 2,70 + + +
8. | Kocevje 10,30 - + +
9. |Ribnica 26,40 + + +
10. | Velike Lasce 9,00 + + -
11. | Iv. Gorica 2 3,95 + + +
12. | Vrhnika 20,95 - - +
13. | Horjul 15,60 + + -
14. | Dobrova-Polhov Gradec 8,25 - + -
15. | Domzale 11,75 + + -
16. | Kamnik1 13,80 + + +
17. | Kamnik2 9,80 + + -
18. | Komenda 28,90 + + +
19. | Ljubljana Vi¢ 3,60 + + -
20. | Ljubljana Bezigrad 7,00 - - -

Legenda: povzrocitelj dokazan znak +, povzrocitelj ni dokazan v vzorcu znak -

tinentov (VanEngelsdorp in sod., 2009; Runckel in sod.,
2011; Cornman in sod., 2012; Morimoto in sod., 2013;
Ravoet in sod., 2013; Hartmann in sod., 2015; Schwarz in
sod., 2015; Stevanovic in sod., 2016).

Stevilo spor Noseme spp. je bilo v nasih vzorcih ve&je
od 20 x 106 tako pri vzorcih, ki so bili pozitivni na vse

ZAKLJUCKI

preostale 3 Crevesne parazite (npr. vzorec 18), kot tudi pri
vzorcu §t.12, kjer Trypanosomatid nismo dokazali. Ve¢
avtorjev opozarja, da Stevilo spor/Cebelo od zacetka do
konca bolezni zelo niha in zato ni bistven, niti zanesljiv,
podatek o resnosti okuzbe z N. ceranae (Higes in sod.,
2010; Zheng in sod., 2014; Flemming in sod., 2015).

O crevesni mikroflori (mikrobioti), kot o Skodljivosti ¢re-
vesnih parazitov pri ¢ebelah je na razpolago zelo malo
raziskav, le te pa so si velikokrat nasprotujoce. Pa vendar
moramo poznati zdravo ¢revesno mikrofloro, da bi lahko
govorili o vzrokih za porusenje obrambnega sistema cre-
vesja. Slednje nas zanima, saj je kljuno pri pojavu Stevil-
nih trdovratnih bolezni ¢ebelje druZine, kot sta npr. huda
in pohlevna gniloba ¢ebelje zalege. Z raziskavo smo usvo-

jili diagnosti¢ne metode in preverili pojavljanje ¢revesnih

parazitov v naklju¢no izbranih ¢ebeljih druzinah, ki ne ka-
zejo klini¢nih znakov bolezni. V nadaljnjih korakih bomo
preverili vlogo razlicnih prebivalcev Crevesja na zdravje
Cebel in zunanje vplive, predvsem vlogo razli¢nih pasnih
virov na mikrobioto pri ¢ebelah.

Pojavljanje istih vrst parazitov, tako pri medonosni cebeli,
kot ¢mrljih nakazuje na pogost prenos povzrociteljev med
razlicnimi vrstami gostiteljev.
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ZAHVALA

Avtorice se zahvaljujemo vsem cebelarjem, ki so si vze-
li ¢as, da smo lahko pri njih vzor¢ili ¢ebele in izkazali
pripravljenost za sodelovanje pri raziskovanju cebel in is-
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HUDA GNILOBA CEBELJE ZALEGE - 12ZIVI NA TERENU
Jerica VRECEK SULGAJ', Lucija ZVOKELYJ', dr. Metka PISLAK OCEPEK?

Izvlecek

Huda gniloba cebelje zalege, ki jo povzroca bakterija Paenibacillus larvae je najbolj nevarna bolezen Cebelje druZine, saj
povzroci smrt Cebeljih li¢ink in ¢ebelja druZina propade ali izroji. Zaradi hitrega Sirjenja in velike gospodarske Skode, ki jo
povzroca, je huda gniloba Cebelje zalege v drzavah Evropske skupnosti in tudi drugod po svetu obvezno prijavljiva bolezen.
Klub doslednemu izvajanju ukrepov za izkoreninjenje bolezni v Sloveniji, ugotavljamo vedno nova Zari¢a. Ob veliki gostoti
Cebelnjakov je namreC prenos okuzb hitrejsi, saj so Cebele iz Cebelnjakov v preletni razdalji v stalnem medsebojnem stiku.
Poleg velike gostote ¢ebelnjakov so v Sloveniji problem tudi ¢ebelnjaki s propadajocimi in odmrlimi ¢ebeljimi druZinami ter
neregistrirani ¢ebelnjaki, kjer ni mogoca sledljivost. Ob izbruhu hude gnilobe cebelje zalege se v polmeru 3 km okrog Zarisca
prepovejo premiki ¢ebel in opreme, dokler niso opravljeni vsi pregledi stojiS¢ znotraj zapore in je kontrolni pregled Zarisca,
ki se lahko opravi najmanj 30 dni po opravljeni sanaciji, rezultati morajo biti negativni. Cebelarji se pogosto pritozujejo, da
zapore trajajo predolgo. Do podaljSevanja prihaja predvsem zaradi na novo odkritih primerov bolezni in pozitivnih kontrolnih
pregledov, ker sanacija Zari$¢a ni bila opravljena po navodilih veterinarske sluzbe, ponekod tudi zaradi nesodelovanja pri pre-
gledih. Pri vsem skupaj sta tako najbolj pomembni komunikacija in konstruktivno sodelovanje veterinarjev VF NVI in ¢ebe-
larjev, v smislu odzivanja na poziv o pregledu ¢ebeljih druZin, upostevanja prepovedi premika cebeljih druzin/matic, pomoci
pri pregledih druZin, kjer ¢ebelar ne zmore sam, podajanja informacij o lokaciji stojis¢, upostevanja in doslednega izvajanja

ceww

Za druZin ter morebitne spremembe osebnih podatkov ¢ebelarja pri pristojnih organih.

Kljuéne besede: huda gniloba cebelje zalege, prepoznavanje klini¢nih znakov, sanacija

AMERICAN FOULBROOD - CHALLENGES IN THE FIELD

Abstract

Severe decay American foulbrood is one of the most dangerous diseases causing the death of bee colonies and the collapse of
honeybee larvae, leading to the collapse of entire families. As a result of the massive economic damage caused by severe decay
causes American foulbrood in beekeeping is a notifiable disease across the EU, so oppressed by the law. In Slovenia each year
are discovering new foci of the disease. At high density of apiaries disadvantaged is to transfer the disease faster, because the
bees from different apiaries disadvantaged in such an area in constant mutual contact. In addition to large density of apiaries
disadvantaged in some areas, a major problem in Slovenia in the transfer of severe decay and animal decadent with hives too
bee families, but the problem also unregistered apiaries. At the outbreak of American foulbrood are within a radius of 3 km
around the hot spots, to prohibit the movement of bees and equipment until all the checks carried out in the stands inside
the prisons and the control of hot spots, which can be carried out at least 30 days after the completion of the rehabilitation,
negative. Beekeepers often complain that the roadblocks. To the extension comes mainly due to newly discovered cases of
the disease and as a result of the positive checks because remediation is not carried out under the direction of the foci of the
veterinary services, in some cases because of the lack of cooperation with the inspections. All are the most important commu-
nication and constructive cooperation between veterinarians VF NVI and beekeepers, in terms of responding to the call on the
review of compliance with the prohibition of families moving colonies/queen bee, assist families, reviews where the beekeeper
cannot do alone, passing information about the location of the stands, to take account of and consistent implementation of the
professional guidance of a veterinarian at any positive NVI VF clinical examination, registration and communication stocks,
families standing and the potential change of personal data to the competent authorities a beekeeper.

Key words: American foulbrood, identifying clinical signs, remediation
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SPLOSNO O HUDI GNILOBI CEBELJE
ZALEGE

Povzroditelj bolezni

Na ¢ebelje druZine vplivajo razli¢ni dejavniki ekosistema,
od mikroklimatskih vplivov do patogenih organizmov.
Med patogenimi povzrocitelji bolezni sta najnevarnej$a
zajedavska prSica Varroa destructor, ki povzroc¢a varozo
in bakterija Paenibacillus larvae, povzrocitelj hude gni-
lobe Cebelje zalege. Huda gniloba Cebelje zalege (ang.
American foulbrood, AFB) je nalezljiva bolezen Cebelje
druzine, ki je razSirjena po celem svetu. Povzroditelj je
sporogena bakterija P. larvae, ki prizadene zelo mlade ce-
belje li¢inke, v starosti 12 do 36 ur po izvalitvi iz jaj¢eca.
Lic¢inke se okuZijo s sporami peroralno preko okuZene
hrane (med) (Genersch in sod., 2005). Spore se v sre-
dnjem Crevesju licinke aktivirajo, bakterije se nato mo¢no
namnoZzijo, vdrejo v hemolimfo in posledi¢no v vsa tkiva
li¢inke ter povzrocijo njeno smrt. Mrtva li¢inka se razgra-
di v vlecljivo maso, ki se v nadaljevanju procesa posusi v
suho lusko z milijoni spor. Le-te so zelo odporne proti Ste-
vilnim okoljskim dejavnikom in lahko ostanejo infektivne
veC desetletij (Genersch, 2010). Odmiranje li¢ink vodi v
primanjkljaj dotoka mladih vitalnih cebel, zato cebelje
druzine slabijo in v nadaljevanju procesa sledi dokoncen
propad cebelje druzine.

Potek in klini¢ni znaki bolezni

Okuzba s P. larvae lahko v mo¢ni ¢ebelji druZini dalj ¢asa
poteka prikrito, brez klini¢ne slike, v tem Casu pa se pov-
zrocitelj neovirano $iri. Odrasle cebele za povzrocitelja
niso obcutljive, predstavljajo pa pomemben Clen - vektor
pri prenosu povzrocitelja na mlado zalego. S svojimi odla-
kanimi telesci zelo uspes$no prenasajo spore med licinka-
mi in medom, po okuZenem panju, ¢ebelnjaku in njegovi
okolici.

Sum na bolezen se postavi na podlagi znacilnih klini¢-
nih znakov, ki se odraZajo na pokriti zalegi. V zacetni
fazi se pojavi nestrjena zaleZena povrSina s posamezni-
mi spremembami na pokrovcih, ki so vdrti ali naluknja-
ni. Pri Cebelji druzini ni zaznati zmanjSanja StevilCnosti
odraslih ¢ebel. V nadaljevanju procesa je zalega vse bolj
presledkasta, z vdrtimi in naluknjanimi pokrovci. Cebelja
druzina je Sibka in izletavanje slabse. Izpod tako spreme-
njenih pokrovcev lahko s pomocjo zobotrebca ali vZzigali-
ce povle¢emo vlecljivo gmoto, v kar se spremeni odmrla
li¢inka, ki ima lahko neprijeten vonj po kleju. V kon¢ni
fazi Cebelja druzina dokoncno oslabi, postane plen roparic
in velikokrat del ¢ebel odleti kot roj v sili. Klini¢no sliko
v panju predstavlja zapusceno satje z odmrlimi li¢inkami

in posameznimi ¢ebelami (Skerbis in Le$nik, 2018). Vle-
cljiva rjava gmota pod pokrovci se v nekaj tednih posusi v
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tanko suho lusko, prilepljeno na dno celice (Poppinga in
Genersch, 2015).

Diagnostika

Bakterijo P. larvae lahko dokazujemo v ostankih spreme-
njene zalege, v drobirju, medu in tudi v ostalih ¢ebeljih
proizvodih. Diagnostika bolezni temelji na klasi¢ni mi-
spodbujajo kalitev spor in rast P. larvae. Kolonije P. lar-
vae se najpogosteje pojavljajo v dveh razlicnih morfotipih,
v odvisnosti od genotipa ERIC (Genersch in sod., 2006).
Determinacija P. larvae se izvaja na podlagi znacilnih
morfoloskih in biokemijskih lastnosti povzrocitelja ali z
metodo dolocanja bakterijskih povzrociteljev na osnovi
masne spektrometrije z aparaturo MALDI-TOF. Slednje
mocno skrajSa Cas zanesljive identifikacije izolatov, ker
lahko povzrocitelja potrdimo takoj, ko zraste na hranilnem
agarju.

Zatiranje bolezni in preventiva

Huda gniloba cebelje zalege lahko povzroca ob izbruhu
ogromno gospodarsko $kodo, zato jo je obvezno potrebno
prijaviti ustreznim organom, kar je Se posebej pomembno
zaradi notranjega in mednarodnega prometa s cebeljimi
druZinami. V Sloveniji je bolezen stalno prisotna v ve-
¢jem ali manjSem obsegu, v primeru potrditve bolezni pa
se izvajajo strogi veterinarsko-sanitarni ukrepi, kar je v
skladu s Pravilnikom o ukrepih za ugotavljanje, zatiranje,
obvescanje in preprecevanje hude gnilobe Cebelje zalege
(Pravilnik, 2006). Zatiranje bolezni vkljucuje neskodljivo
uni¢enje okuZenih Cebeljih druZin in satja ter panjev in
opreme, ki je ni mogoce prekuhati v 3 % natrijevi ali ka-
lijevi luZini. Redko se pri druZinah v prizadetem cebelnja-
ku, ki ne kazejo znakov bolezni ali pri mocnih druzinah,
kjer je bolezen Se v zaCetnem stadiju, dovoljuje pretresa-
nje Cebel. Eden izmed ukrepov zatiranja hude gnilobe je
uvedba tri-kilometrskega pasu okrog Zarisca bolezni (t.i.
kuzni krog), ki je doloCen na podlagi preletne razdalje
Cebel, znotraj katerega velja prepoved premikov cebeljih
druZin, matic, Cebelarskega orodja in opreme ter satja,
dokler se Zari$¢e ne sanira in se pregledajo vse Cebelje
druZine znotraj zapore. V kolikor se znotraj zapore ugo-
tovi novo ZariScCe, se zapora ustrezno razsiri. Vse to lahko
traja ve¢ mesecev in povzroc¢a dodatno ekonomsko $kodo
Cebelarjem zaradi onemogocenega prevoza Cebel na paso
ter prepovedi trgovine z maticami in ¢ebeljimi druzinami
(Juri¢, 2018).

Za uspe$no zatiranje hude gnilobe je najucinkovitejSi
ukrep uspesno preprecevanje okuzbe z dobro cebelarsko
prakso in preventivo. Posebno pozornost je treba nameniti
nakupu cebeljih druZzin, ki morajo izhajati iz ebelarstev s
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preverjenim zdravstvenim stanjem. Za Sirjenje okuzbe so
nevarni roji neznanega porekla, ¢ebelji pridelki in neraz-
kuZena &ebelarska oprema. Cebelje druZine je treba redno
pregledovati ter menjavati satje v plodi$¢u in preprecevati
ropanje.

IZ7Z1VI NA TERENU

Veterinarji za zdravstveno varstvo Cebel se na terenu
srecujemo s pestro paleto izzivov. Poglavitni problem je
Cebelarjevo neznanje oziroma nesposobnost za prepo-
znavanje bolezenskih sprememb pri Gebelji druZini. Ze
osnovnega klini¢nega znaka, nestrjene zalege z neenotno
starostjo zalege na istem satu, Cebelarji obicajno ne zazna-
jo kot mozni alarm, da je s Cebeljo druZino lahko nekaj na-
robe in temeljito ne pregleda vseh plodi§¢nih satov. Tudi
ostali znacilni klini¢ni znaki hude gnilobe so pri glavnini
Cebelarjev neprepoznani. S tem ko Cebelarji znakov bole-
Zni ne zaznajo, nevede Sirijo okuZbo znotraj svojega Ce-
belnjaka, ko izenacujejo druZine z dodajanjem okuZenih
satov z zalego in medom. Vir okuZbe je tak cebelnjak tudi
za okolico, saj Sibke, bolne druzine dokaj hitro postanejo
plen roparic, ki v svoje druZine zanesejo s sporami konta-
miniran med in bolezen se nekontrolirano Siri naprej. Zato
je zelo pomembno, da cebelar ob rednih natancnih pregle-
dih svojih druZin prepozna klini¢ne znake in takoj obvesti
veterinarja specialista za zdravstveno varstvo ¢ebel na VF
NVI o morebitnem sumu na bolezen v svojem ¢ebelnjaku.
Ob izbruhu bolezni in postavitvi kuznega kroga je kljuc-
no, da se opravi klini¢ni pregled vseh cebeljih druZin v
zapori, tudi v tistih ¢ebelnjakih, ki (Se) niso registrirani.
Saj le s tem, ko je celotno obmocje pregledano in vsa Za-
riS¢a ustrezno sanirana, se bolezen lahko u¢inkovito zatira
in prepre¢uje nadaljnje Sirjenje. Zal se prepogosto dogaja,
da ¢ebelar iz strahu pred zaporo bolezni ne prijavi, ampak
poskusa okuzbo sanirati sam. V takem primeru sanacija
pogosto ni opravljena dovolj temeljito, da bi bila okuzba
zaustavljena, ampak se Se naprej pojavlja iz leta v leto.
Poleg tega ob takem ravnanju obmocje okrog c¢ebelnja-
ka ni pregledano, zari$¢a bolezni v okolici niso odkrita in
odstranjena, zato Se naprej predstavljajo vir okuzbe. Po-
sledica takega ravnanja so Stevilna zariS¢a na nekaterih
obmodjih v Sloveniji. Vsi ¢ebelarji bi se morali zavedati,
da je za uspesno zatiranje hude gnilobe nujno, da bolezen
prijavijo veterinarski sluzbi.

Odzivnost in sodelovanje ¢ebelarjev ter predstavnikov ce-
belarskih drustev pri klini¢nih pregledih stojis¢, ki jih mora
po uradni dolZnosti opraviti veterinar VF NVI na obmocju
okrog Zari$¢a bolezni, je zelo zaZelena. Omenjeni lahko

sodelujejo z veterinarjem pri organizaciji in poteku klini¢-

nih pregledov, saj obicajno razpolagajo s podatki, kot je
telefonska Stevilka, na katero je Cebelar dosegljiv, ali loka-
cija Cebelnjaka. Pomagajo lahko tudi ¢ebelarjem, ki sami
fizi¢no ne zmorejo pri pregledu veterinarju pokazati vseh
satov z zalego. Predvsem pa je njihova pomo¢ dobrodosla
ob sanacijah ¢ebelnjakov, predvsem tistim cebelarjem, ki
sami tega ne bi zmogli dobro opraviti. Merilo uspe$nosti
in doslednosti sanacije je zagotovo velik pokazatelj zaje-
zitve Sirjenja bolezni. Zal se v praksi nickolikokrat zgodi,
da je rezultat kontrolnega pregleda, ki ga opravimo 30 dni
po opravljeni sanaciji Zari§€a, ponovno pozitiven, kar se
ponekod celo ponovi Se po naslednjem pregledu. Do tega
prihaja najpogosteje zaradi neupostevanja navodil glede
sanacije Zarisca.

Pogoste so tudi napake pri oskrbi rojev, ki ne izvirajo iz
lastnega cebelarstva. Vsak neznan roj sodi v karanteno,
saj Cebele s seboj lahko prinesejo kuzni med. Roj ogrebe-
mo in damo v Skatlo na hladno za toliko ¢asa, da opazimo
prve mrtvice na dnu $katle, to nam je znak, da so Cebele
porabile s seboj prineseno hrano. Nato jih pretresemo v
razkuzen panj, v katerega damo nove satne osnove in hra-
no.

TeZava na terenu so Se vedno neregistrirani Cebelnjaki.
Tudi ¢e gre za eno samo Cebeljo druZino, mora biti ¢ebel-
njak registriran, saj lahko sicer ob izbruhu bolezni ostane
nepregledan in tako morebiten vir okuZzbe za ostale druZi-
ne v okolici. Opozoriti pa moramo tudi na problematiko
v zvezi s prevozi Cebel na paso in ob prodaji. Po veljav-
ni zakonodaji mora ¢ebelar pred vsakim premikom Cebel
opraviti pregled svojih ¢ebeljih druzin in podpisati izjavo,
s katero odgovarja, da pri druzinah ni opazil bolezenskih
sprememb. Veterinar VF NVI nato na tej izjavi potrdi, da
Cebele ne izvirajo s podrocja, ki je pod zaporo zaradi iz-
bruha ali suma hude gnilobe cebelje zalege. Dogaja pa
se, da cebelarji druzin ne pregledajo in samo podpisejo
izjavo, ali druzine sicer pregledajo, vendar imajo premalo
znanja, da bi prepoznali spremembe. S selitvijo okuzenih
druzin se tako bolezen $iri na vecje razdalje.
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Huda gniloba cebelje zalege predstavlja na nekaterih ob-
mocjih v Sloveniji velik problem, saj odkrivamo vedno
nova ZariS¢a. Zato je nujno, da se Cebelarji zavedajo svoje
odgovornosti kot imetniki zivali, da se naucijo prepozna-
vati bolezenske znake, da o sumu na bolezen obvestijo
veterinarja VF NVI in natan¢no upostevajo navodila v
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nam lahko uspe ustaviti Sirjenje bolezni, zmanjSati Stevilo
zariS¢, s tem pa tudi zmanjSati Stevilo zapor, ki povzroc¢ajo
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SLADKOR V PRAHU KOT NOV MEDIJ ZA
DIAGNOSTIKO VIRUSOV MEDONOSNE CEBELE (Apis
mellifera) V SKLOPU DOBRE CEBELARSKE PRAKSE

PO SLADKORNEM TESTU ZA DETEKCIJO VAROJE

Antonella CERSINLI, Jorge RIVERA GOMIS, Marco PIETROPAOLI, Jernej B UBNIC, Giovanni FORMATO

Izvlecek

Med patogeni medonosne &ebele igrajo virusi pomembno vlogo. Do sedaj jih je bilo opisanih Ze veliko vrst. Stevilne vrste
virusov so lahko prisotne v ¢ebelnjaku v subklini¢ni obliki, spet druge vrste pa lahko povzrocajo resna obolenja ¢ebel ali celo
propad cele druZine. Za spremljanje prisotnosti in koli¢ine virusov v ¢ebeljih druZinah se obicajno vzor¢i odrasle cebele ali
zalego iz satja. V sklopu projekta BPRACTICES smo razvili in testirali novo metodo vzorcenja s sladkorjem v prahu. Metoda
vzorcenja je enaka kot metoda za dolocanje stopnje napadenosti s prSico varojo. Vzorec odraslih ¢ebel vzamemo iz satja in
jih damo v kozarec zaprt z mreZastim pokrovom, dodamo sladkor v prahu in stresemo kozarec nad cisto povrsino, da zbere-
mo sladkor v prahu, ki ga uporabimo kot matriks za laboratorijske analize. Izolacijo virusov lahko opravimo iz sladkorja ali
pa odraslih ¢ebel, ki smo jih uporabili za testiranje stopnje napadenosti z varojo. Za dolo¢anje koliCine virusa akute cebelje
paralize (ABPV), kroni¢ne ebelje paralize (CBPV) in virusa deformiranih kril (DWV) je bila uporabljena metoda RT-PCR
v realnem Casu. RT-PCR v realnem ¢asu narejen iz sladkorja v prahu se kaze kot zanimiva tehnika za detekcijo virusov. Ta
tehnika vzorcenja se lahko uporabi tudi za ostale povzrocitelje ¢ebeljih bolezni kot sta Paenbacillus larvae ali Melissococcus
plutonius. Nadaljnje raziskave so potrebne za doloCanje obcutljivosti in specificnosti metode.

Kljucne besede: ¢ebelji virusi, sladkorni test, varoja, RT-PCR

POWDER SUGAR AS NEW MATRIX FOR DIAGNOSIS OF HONEYBEE (Apis
mellifera) VIRUSES IN THE CONTEXT OF GOOD BEEKEEPING PRACTICE OF
THE VARROA INFESTATION LEVEL ASSESSMENT

Abstract

Among all honeybee pathogens, viruses play an important role in honeybee health. So far, many different viruses of honeybees
have been characterized. Many species of viruses can be present in the apiary in a subclinic phase and some of them can cause
significant damage or even collapse of honeybee colonies. To monitor the presence and the quantity of viruses in honeybee
colonies, usually samples of adult bees or brood are taken from the combs. In the context of the BPRACTICES project, we
tested and developed a new sampling method using powder sugar. The sampling technique is the same as the one in use to
assess the Varroa infestation level. The sample of adult bees is taken from the comb and placed in a jar closed with a mesh
cap. Powdered sugar is added and the jar is shaken above a clear surface to collect the powdered sugar that will be used as
a matrix for laboratory analyses. The investigation of the viruses can be carried out both from powdered sugar and/or from
adult bees tested for the varroa infestation level assessment. The amount of Acute Bee Paralysis Virus (ABPV), Chronic Bee
Paralysis Virus (CBPV) and Deformed Wing Virus (DWYV) in the samples was determined by Real Time RT-PCR. The Real
Time RT-PCR carried out from powdered sugar may represent a new, valuable technique to detect viruses. This method, using
powder sugar, could also be used for early detection of other honeybee pathogens, like Paenibacillus larvae or Melissococcus
plutonius. Further research should be carried out to set up sensitivity and specificity of this new diagnostic method..

Key words: bee viruses, powder sugar test, varroa, RT-PCR
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POVIJESNI PRIKAZ NASTAVNIH,
ZNANSTVENIH | STRUCNIH AKTIVNOSTI
SURADNICKIH HRVATSKO-SLOVENSKIH

INSTITUCIJA NA PODRUCJU PCELARSTVA

Ivana TLAK GAJGER!, Viasta JENCIC?, Maja SMODIS SKERL?, Metka PISLAK OCEPEK*

Zavod za biologiju i patologiju riba i plela Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu osnovan je odlukom Se-
nata SveuciliSta u Zagrebu 14. prosinca 1936. godine kao
zasebna znanstvena i nastavna jedinica pod nazivom In-
stitut za biologiju i patologiju pcela, svilaca, riba, rakova,
Skoljki i drugih mekusSaca. Iste godine odlukom Fakulteta
je naziv Institut promijenjen u Zavod. Osnivanje Zavo-
da proizaslo je iz potrebe za razvojem i unaprjedenjem
nastave, znanosti i prakti¢nog rada iz veterinarstva, a na
podrucjima pcelarstva i ribarstva. Osniva¢ Zavoda bio je
tadasnji docent, a kasnije profesor i akademik Ivo Toma-
Sec. Naziv Zavoda je nekoliko puta mijenjan, a Statutom
iz 1966. godine je ustaljen njegov danaSnji naziv, jer se
veéina djelatnosti ostvarivala na podrucjima biologije i
patologije riba i pcela.

Predmet Biologija i patologija pcela i svilaca bio je 1919.
godine sastavni dio prvog nastavnog plana Veterinarske
visoke Skole, a od 1924. godine i Veterinarskog fakulte-
ta u Zagrebu. Nastava iz predmeta Biologija i patologija
pcela i svilaca prvi put je odrzana 1933. godine, a pred-
met je bio pozicioniran u VIII. semestru. U pocetku rada
Fakulteta nije bilo stalnog nastavnika za predmete iz po-
drucja pcelarstva, pa je nastavnik iz Biologije i patologije
pcela i svilaca bio prof. dr. sc. Z. Lorkovi¢ (1933.-1935.).
Kao prvi stalni nastavnik za kolegije iz podrucja biolo-
gije 1 patologije pcela (1935./1936.) bio je izabran dr. sc.
I. TomaSec. Od akademske godine 1970./1971. godine iz-
mijenjen mu je naslov u Biologija i patologija pcela. Vise
slovenskih nastavnika i znanstvenika su dijelove svojeg
obrazovanja na podrucju pcelarstva i ribarstva stekli na
Veterinarskom fakultetu u Zagrebu (Tablica 1.).
Akademik I. TomaSec jedan je od osnivaca Pcelarskog
saveza Hrvatske, njegov prvi predsjednik (12. prosinca
1954. — 1956.; 1964. — 1974.), kao i dugogodiSnji Clan

uredivackog odbora sluzbenog glasila Saveza. Godine
1968. izabran je i za predsjednika Saveza pcelarskih orga-
nizacija Jugoslavije. Pod mentorstvom akademika I. To-
maseca usavrSavao se veci broj stru¢njaka za bolesti pcela,
poput prof. dr. sc. N. Snoj koja je nakon doktorata o noze-
mozi osnovala na Veterinarskom odjelu Fakulteta za agro-
nomiju, Sumarstvo i veterinarstvo u Ljubljani zavod sli¢an
naSem u Zagrebu. Time je akademik I. TomaSec znacajno
pridonio razvoju pcelarstva kao gospodarske grane. Aka-
demik I. Tomasec prvi je izvan Slovenije kojem je Zveza
Cebelarskih drustev Slovenije dodijelila Red Antona Janse
prvoga stupnja kako bi mu se ,,oduzila za njegov sveopc¢i
poZrtvovan rad na napretku pcelarstva® (1965.). Prof. D.
Sulimanovi¢ izvodio je nastavu za studente veterinarske
medicine iz predmeta Bolezni in higiena gojitve rib in Ce-
bel od 1992. do 2003. godine na Veterinarskom fakultetu
Univerziteta u Ljubljani.

Prof. dr. sc. V. Jenci¢ je tijekom travnja 2011. godine bo-
ravila na razmjeni nastavnika na Zavodu za biologiju i
patologiju riba i pcela Veterinarskog fakulteta u Zagrebu
(CEEPUS stipendija). Profesori Veterinarskog fakulteta u
Zagrebu (prof. . Sulimanovié i prof. Z. Petrinec) Cesto su
sudjelovali u povjerenstvima za ocjenu i obranu znanstve-
nih magistarskih i doktorskih radova na podrucju bolesti
pcela i riba na Veterinarskom fakultetu u Ljubljani. Izv.
prof. I. Tlak Gajger aktivno je sudjelovala u radu povje-
renstva za ocjenu i obranu doktorskog rada na podrucju
bolesti pcelinjih zajednica pri Fakultetu za kmetijstvo in
biosistemske vede Univerze v Mariboru (2016.).

U okviru Programa za cjeloZivotno u¢enje Erasmus struc¢-
na praksa na Kmetijskom inStitutu Slovenije je boravila
studentica zagrebaCkog veterinarskog fakulteta Martina
Sakac (5. svibanj do 5. kolovoz 2014.) pod mentorstvom
doc. dr. sc. L. Tlak Gajger i prof. dr. sc. A. Gregorca.

" zv. prof. dr. sc., Zavod za biologiju i patologiju riba i pela, Heinzelova 55, 10000 Zagreb, Hrvatska
2 Prof. dr., Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Gerbic¢eva 60, 1000 Ljubljana

3 Dr., Kmetijski institut Slovenije, Hacquetova ulica 17, 1000 Ljubljana

4 Dr., Nacionalni veterinarski institut, Gerbi¢eva 60, 1000 Ljubljana
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U novije vrijeme suradnicka znanstvena aktivnost Ve-
terinarskog fakulteta u Zagrebu i Kmetijskog instituta u
Sloveniji vidljiva je kroz realizaciju medunarodnog bilate-
ralnog hrvatsko-slovenskog projekta: Biokemijski i histo-
kemijski pokazatelji u srednjem crijevu medonosne pcele
(Apis mellifera) nakon tretiranja nozemoze primjenom
dodataka hrani (2016. - 2017.).

Godine 2016. je uspjeSno zavrSen postupak akreditacije
Laboratorija za bolesti péela — APISlab na Veterinarskom
fakultetu u Zagrebu, koji je osposobljen prema zahtjevima
norme HRN EN ISO/IEC 17025:2007 za obavljanje labo-
ratorijskih ispitivanja u podrucju veterinarske medicine u
opsegu: Postupak ispitivanja saca s pcelinjim leglom na
prisutnost spora bakterija Paenibacillus larvae pomocu
mikroskopske pretrage; te Postupak utvrdivanja prisutno-
sti i morfoloska identifikacija nametnika Aethina tumida,
Varroa destructor 1 Tropilaelaps spp. U okviru usposta-
vljanja i odrZavanja sustava kvalitete pri radu laboratorija
je obavljeno medulaboratorijsko testiranje s referentnim
laboratorijem za bolesti pcela u Sloveniji (Veterinarski
fakultet Univerze u Ljubljani) pod nazivom Medulabora-
torijsko pretraZivanje na prisutnost Paenibacillus larvae
metodom mikroskopske bakterioloSke pretrage (2015.).
APISIab je i Nacionalni referentni laboratorij (NRL).

Za vrijeme Jugoslavije, sve laboratorijske pretrage na pri-
sutnost virusnih uzro¢nika bolesti riba iz uzoraka priku-
pljenih na podrucju Slovenije obavljene su u laboratoriji-
ma Zavoda za biologiju i patologiju riba i pcela Veterinar-
skog fakulteta u Zagrebu.

Vaznost pcela i zdravstvene problematike pcelinjih zaje-
dnica bili su prioritet od samog osnivanja Veterinarskog
zavoda Slovenije. U pocetku, laboratorijsku dijagnosticku
aktivnost su provodili stru¢njaci BakterioloSkog instituta,
a krajem pedesetih godina proslog stoljeca je aktivnost
na tom podrucju preuzela dr. sc. NeZa Snoj, koja je za-
vrsila dodiplomski i poslijediplomski studij na Veterinar-
skom fakultetu u Zagrebu. Po uzoru Zavoda za biologiju
1 patologiju riba i pcela u Zagrebu, osnovala je Institut za
zdravstvenu zastitu riba i pcela, gdje se provodila stru¢nu,
znanstvenu i pedagosku djelatnost. Nakon 1993. godine
Institut se udruZio s Institutom za bolesti divljaci i preime-
novan je u Institut za zdravstvenu zastitu divljih Zivotinja,
riba i pCela. Danas sve aktivnosti obavljaju se na Institutu
za patologiju, divljac, ribu i péele u Odjelu za zdravstvenu
zastitu 1 gojidbu divljaci, pcela i akvakulturu. U okviru
tog odjela djeluje Laboratorij za zdravstvenu zastitu pcela
i NRL za pcelinje bolesti, koji je uklju¢en u mrezu europ-
skih referentnih laboratorija. Pored zadataka za potrebe

Tablica 1. Prikaz zavrsnih diplomskih, magistarskih i doktorskih radova slovenskih struc¢njaka na podrucju pcelarstva

i ribarstva na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu.

Ime i prezime kandidata | Datum obrane | Naslov rada | Mentor
DIPLOMSKI RADOVI
Danijel Gospié¢ 17.09.2002. Kontrolirano mrije$¢enje Koi Sarana Izv. prof. dr. sc.
Zdravko Petrinec
MAGISTARSKI RADOVI
Anton Jeromel 25.03.1975. Zimovanje riba Prof. dr. sc. Nikola Fijan
Dr. sc. Ivo Balcer
JoZe Ocvirk 23.06.1982. Virusna hemoragi¢na septikemija pastrva - Prof. dr. sc.
prikaz slucaja bolesti i prve izolacije egtved Nikola Fijan
virusa u Jugoslaviji Prof. dr. sc.
NeZa Snoj
Ales Gregorc 09.04.1991. Utjecaj oplodnjaka i drugih vanjskih Prof. dr. sc.
¢imbenika na ucestalost nozemoze u medo- Nikola Fijan
nosnoj pceli (Apis mellifera carnica Palm)
Mira Jenko-Rogelj 17.07.1992. Pripremanje primarnih kultura stanica Prof. dr. sc.
kranjske pcele medarice DBuro Sulimanovié
(Apis mellifera carnica, Pallman, 1879)
Barbara Strmole 23.07.1993. Rasirenost i ucestalost nekih bolesti pcela Prof. dr. sc.
na podrucju slovenskog primorja Duro Sulimanovié
DOKTORSKI RADOVI
NeZa Snoj 09.07.1958. Otpornost spora Nosema apis prema Prof. dr. sc.
nekim fizikalnim i kemijskim sredstvima Ivo Tomasec

Na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu prije uvodenja obveze izrade diplomskih radova diplomirali su Kokot BoZidara
(27.06.1956.), Neza Snoj (04.07.1956.) i Franc Javornik (22.01.1960.).




Nacionalnog veterinarskog instituta, koji djeluje na Vete-
rinarskom fakultetu, na Institutu provodi se dodiplomski
i poslijediplomski studij iz podrucja bolesti i zdravstvene
zastite pcela te aktivnosti vezane uz istraZivacke projekte.
Kmetijski institut Slovenije je Druga priznata organizacija
u p&elarstvu po suradnji s Cebelarskom zvezom Sloveni-
je, a obavlja strucne zadatke na podrucju selekcije kranj-
ske pcele u okviru uzgojnog programa za kranjsku pcelu
(Rejskega programa za kranjsko ¢ebelo). Stru¢na djela-
tnost obuhvaca i nadzor nad uzgojem pcelinjih zajednica,
kontroliranje varooze, proizvodnju i odredivanje kakvoce
pcelinjih proizvoda, te savjetovanja o primjeni akaricida i
dezinficijensa u pelarstvu.

U okviru zajednickih stru¢nih aktivnosti, a po pozivu Slo-
venskog akademskog Cebelarskog drustva 1. Tlak Gajger
je uLjubljani odrzala predavanje Vpliv prehranskih dodat-
kov na razvoj bolezni v ¢ebelji druzini (2016.). U organi-
zaciji i po pozivu Cebelarske Zveze Slovenije 1. Tlak Gaj-
ger odrzala je vise javnih stru¢nih predavanja za pcelare
vezano uz prepoznavanje, kontroliranje i suzbijanje bolesti
pcela, ali i u vezi koordinacije s veterinarskim sluzbama
i dijagnostickim laboratorijem, kako bi poboljsali proi-
zvodnost i istodobno ocuvali zdravlje pcelinjih zajednica
(2011. - 2013.). U organizaciji i po pozivu Pcelarskog Sa-
veza Hrvatske M. I. Smodi§ Skerl odrzala je vise struénih
predavanja za pcelare vezano uz hranidbu pcela i uzga-
janje pcelinjih matica (2012., 2014., 2018.). Prof. dr. A.
Gregorc odrzao je predavanja na simpozijumu u organiza-
ciji Apimondia (1991., 1995.) vezano uz kvalitetu matica i
nozemozu u oplodnjacima kao i predavanje na COLOSS
konferenciji odrzanoj u Zagrebu (2009.) s temom gubitaka

pcelinjih zajednica u Sloveniji.
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DOBRA CEBELARSKA PRAKSA: PRVI POSKUS
DEFINICIJE, KLASIFIKACIJE IN OCENJEVANJA NA
MEDNARODNEM NIVOJU

RIVERA-GOMIS, J.', BUBNIC, J.,, CERSINI, A.", CHABERT, M.?, CHAUZAT, M. P?,
EGGENHOEFFNER, R, ERAT, S.*, HAEFEKER, W, HIGES, M., JANNONI-SEBASTIANINI, R,
LIETAER, C.’, LUBROTH, ].5, MCCABE, P, MOOSBECKHOFER, R.’, MUZ, D.*, MUZ, M. N.*,
OZDEMIR, N.*, PIETROPAOLI, M.!, TIOZZO, B.", RIBARITS, A.%, RIVIERE, M. P?,
SMODIS SKERL, M. 1.", GREGORC, A."', FORMATO, G.!

Izvlecek

Sodobno evropsko cebelarstvo se sooca s Stevilnimi izzivi zaradi globalizacije in novih trZnih poti. Zdravstveno stanje ¢ebeljih
druZin ogroZajo Stevilni povzrocitelji bolezni, kot so s prSico varojo povezani virusi, Nosema ceranae, Aethina tumida in Vespa
velutina. Primeren nacin Cebelarjenja, ki v prvi vrsti uposteva zdravstveno stanje v panju, je lahko najboljsa resitev za zascito
&ebel, ljudi in okolja. V sodelovanju z OIE-FAO Smernicami Dobre Cebelarske Prakse (DCP) in ISO 22000 bo predstavljen
prvi poskus definiranja in klasificiranja Dobrih Cebelarskih Praks (DCP).

Kljucne besede: Dobra Cebelarska praksa, povzrocitelji bolezni ¢ebel, smernice

GOOD BEEKEEPING PRACTICES: FIRST ATTEMPT OF DEFINITION,
CLASSIFICATION AND EVALUATION AT THE INTERNATIONAL LEVEL

Abstract

Modern European beekeeping is facing numerous challenges due to globalization and new trade channels. Emerging patho-
gens, like varroa-associated viruses, Nosema ceranae, Aethina tumida and Vespa velutina, are affecting honey bee colonies
health. In this context a proper management of the hives with “one health” vision could be the best solution to protect the ho-
ney bees, humans and environment. Starting from the OIE-FAO Good Farming Practices (GFPs) Guidelines and ISO 22000,
a first attempt to define and classify the Good Beekeeping Practices (GBPs) will be presented.

Key words: Good beekeeping practices, bee pathogens, guidelines
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