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[zvlecek:

Komercialni prehranski dodatki za ¢ebele se oglasujejo kot koristni za zdravje ¢ebel, saj naj
bi zagotavljali uravnoteZeno prehrano ter izboljSali delovanje imunskega sistema. V resnici
je njihov ucinek redko preucen in preverjen. Namen dela je bil oceniti ucinke izbranih
prehranskih dodatkov. Ugotavljali smo vpliv dveh prehranskih dodatkov in cvetnega prahu
na razvoj spor mikrosporidija Nosema sp. in dolgozivost delavk medonosne ¢ebele vrste
Apis mellifera carnica. Izbrana dodatka naj bi preprecevala razvoj mikrosporidija Nosema
sp. Namen naloge je bil verifikacija teh trditev v primerjavi s cvetnim prahom. Poskus smo
izvedli s po 30 ¢ebelami na kletko. Uporabili smo dva komercialna prehranska dodatka, in
sicer pogaco s pelodom in kontrolno sladkorno pogaco. Kletke so bile razdeljene v 4 x 2
skupini (pet ponovitev): v prvi skupini so bile ¢ebele inokulirane s sporami mikrosporidija,
v drugi so v ¢asu inokulacije dobile le sladkorno raztopino. Inokulacijo smo izvedli tretji
dan, ko smo z mikropipeto individualno okuzili ¢ebele s sporami. Dnevno smo spremljali
koli¢ino zauZite hrane in na dneve vzorcenja odvzeli po 2 ¢ebeli za analize. Ugotovili smo,
da je bila najvecja stopnja okuZzenosti pri skupini, hranjeni s cvetnim prahom, te ¢ebele so
tudi najdlje zivele. Prehranska dodatka ne prepreCujeta razvoja mikrosporidija in ne
pomagata v boju proti nosemavosti. Njihovo delovanje se je izkazalo kot negativno, saj so
cebele hitreje odmirale. Na zdravje delavk in razvoj hipofaringealnih zlez najbolje vpliva
cvetni prah, ki ga nabirajo v naravi, vendar pa pozitivno vpliva tudi na rast in razvoj
mikrosporidija.
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Abstract:

Commercial dietary supplements for honeybees are touted as beneficial for bee health, as
they are intended to provide a balanced diet and improve the functioning of the immune
system. In reality, their impact is rarely examined and verified. The purpose of the thesis
was to evaluate the effects of selected dietary supplements. The aim of the investigation was
to determine the influence of two dietary supplements and pollen on the development of
spores of microsporidium Nosema sp. and longevity of the individuals of honeybee species
Apis mellifera carnica. The selected supplements are expected to prevent the development
of microsporidium Nosema sp. The aim of the thesis of the work was to verify these claims
in comparison to pollen. The experiment was performed with 30 bees per cage. We used two
commercial dietary supplements, pollen paste and control sugar paste. The cages were
divided into 4 x 2 groups (five replicates): in the first group, the bees were inoculated with
microsporidium spores and in the second group, they received only sugar solution at the time
of inoculation. The inoculation was performed on the third day, when the bees were
individually infected with spores using a micropipette. The amount of food consumed was
monitored daily, and two bees were collected for sampling on sampling days. We discovered
that the highest rate of infection was in the group fed with pollen; however, these bees also
lived the longest. Dietary supplements do not prevent the development of microsporidia and
do not help in the fight against nosemosis. Their activity proved to be negative as the worker
bees died faster. The health of worker bees and the development of the hypopharyngeal
glands are best influenced by pollen collected in nature, but however it also has a positive
effect on the growth and development of microsporidium.
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1 UVOD

1.1 PREGLED OBJAV

1.1.1 Prehrana in prehranske potrebe ¢ebel

Cebelja druzina pridobiva potrebne hranilne snovi za energijo, optimalen razvoj,
razmnozevanje in produkcijo iz cvetnega prahu in nektarja, ki jih pasne ¢ebele nabirajo na
raznolikih medovitih rastlinah (Decourtye in sod. 2010).

Nektar je primarni vir ogljikovih hidratov, kjer pridobivajo vecino energije, lahko pa vsebuje
tudi nekatere lipide in aminokisline (Nicolson 2011). Encimi hipofaringealnih Zlez se
primeSajo nektarju v satju, predvsem diastaza, invertaza in glukoza oksidaza. Ti encimi
katalizirajo razgradnjo sladkorjev v enostavne oblike, ki so ¢ebelam lahko prebavljive in
varujejo shranjen med pred bakterijami (Winston 1987).

Cvetni prah je edini vir proteinov. Vsebuje jih od 6 do 28%, odvisno od rastlinske vrste
(Winston 1987). Je tudi vir lipidov, sterolov, vitaminov, mineralov in nekaterih ogljikovih
hidratov (Nicolson 2011), potrebnih za fizioloske procese, kot so vzreja zalege, rast,
opravljanje nalog v cebelji druzini in vzpostavitev ter delovanje imunskega sistema
posameznih osebkov (Alaux in sod. 2010). Beljakovine so v presnovi vir aminokislin, nujno
potrebnih za sintezo organizmu lastnih beljakovin, ki opravljajo najrazli¢nejse funkcije, med
drugim tudi tvorijo beljakovine (protitelesa), ki kot del imunskega odgovora prepoznavajo
antigene (Wu 2010). Za cebelji razvoj je esencialnih naslednjih deset aminokislin: arginin,
histidin, lizin, triptofan, fenilalanin, metionin, treonin, leucin, izoleucin in valin, najvecje
potrebe so po izoleucinu, leucinu in valinu, najmanjSe po triptofanu, metioninu in histidinu
in srednje po treoninu, fenilalaninu, argininu in lizinu. Medtem ko so tirozin, cistein, serin,
hidroksiprolin, alanin, glicin in prolin neesencialne aminokisline (De Groot 1953).

Cebele so socialne zuzelke, ki Zivijo v zdruzbah, imenovanih tudi super-organizem (Seeley
1989). Prehrana je specificna za vsak posamezen nivo njihove zdruzbe: prehrana v druzini,
prehrana odraslih ¢ebel in prehrana licink, prav tako imajo specifi€ne potrebe po hranilih
matica, troti in ¢ebele delavke tudi glede na njihovo starost (Hrassnigg in Crailsheim 2005).
Nekvalitetne zaloge cvetnega prahu lahko ¢ebele krmilke ovirajo pri pravilnem hranjenju
li¢ink. Posledi¢no se to pozna na zdravju in Stevilu ¢ebel v naslednji generaciji, kar pa vpliva
na manj intenzivno vzrejo zalege in posledi¢no nizjo Stevil¢nost zalege (Crailsheim 1991).
Zdrava druzina zajema veliko zdravih in dobro prehranjenih osebkov, ki so sposobni vzrejati
zalego in se braniti pred stresnimi dejavniki, kot so zajedavci, okuZzbe, insekticidi in
brezpasna obdobja (Brodschneider in Crailsheim 2010). Za li¢inke in odrasle osebke
predstavljata nektar in cvetni prah osnovno prehrano, oboje pa nabirajo pasne cebele na
raznolikih medovitih rastlinah (Decourtye in sod. 2010). Pasne ¢ebele so delavke, stare vsaj
21 dni, ki za¢no opravljati naloge izven panja, kot so nabiranje cvetnega prahu, nektarja,
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vode in smol (Huang in Robinson 1996). Poleg teh nalog so tudi izredno pomembne
oprasevalke kulturnih in avtohtonih rastlin (Goblirsch in sod. 2013). Za naloge izven panja

.....

polete z dodatnim tovorom (Correa-Fernandez in Cruz-Landim 2010).

Pri li¢inkah Zenskega spola so pomembni koli¢ina in kakovost hrane ter tip satne celice, v
kateri je jajcece, saj to odlo¢a o tem, ali se bo razvila v delavko ali matico. Hrano li¢inke
delavke v prvih dveh dneh razvoja sestavljata bistri del (60 - 80%), ki vsebuje izlo¢ek
hipofaringealnih Zlez ¢ebel krmilk, pomeSan z medom, prebavnimi encimi in vodo, ter
mle¢ni del (20 - 40%), ki vsebuje izlocek mandibularne Zleze z dodatkom izlocka
hipofaringealne Zleze. Tretji dan prevladuje izlocek hipofaringealne Zleze, zmanjSa se
koli¢ina izlo¢ka mandibularne Zleze, povefa pa se delez cvetnega prahu in medu, ki
predstavljata rumeni del. Peti dan prevladuje cvetni prah. Ce v naravi ni zadosti kakovostnih
virov hrane, se pojavljajo razvojne motnje pri zalegi (Gregorc 2008). Za vzrejo ene li¢inke
je potrebno 25 — 37,5 mg proteinov oz. 125 — 187,5 mg cvetnega prahu (Hrassnigg in
Crailsheim 2005).

Licinka trota dobi podobno sestavljeno hrano kot li¢inka delavke, le koli¢ina hrane je vecja
zaradi njihove konc¢ne velikosti (Haydak 1970).

Hrana mati¢nim li¢inkam je mati¢ni mlecek. V prvih treh dneh razvoja ta li¢inka dobiva beli
del, zadnja dva dni razvoja pa beli in bistri del. Mati¢na li¢inka dobiva tudi vec¢jo koli¢ino
hrane od li¢ink delavk. Mati¢ni mlecek vsebuje 34% sladkorjev, hrana li¢ink delavk pa v
prvih dneh vsebuje 12%, v zadnjih dneh pa 47% sladkorja. Pomembna je tudi vrsta
sladkorjev, saj mati¢na licinka vse skozi dobiva glukozo, li¢inka delavke pa dobi glukozo na
zacetku, potem pa dobiva fruktozo in saharozo (Gregorc 2008). Vsebnost sladkorja (fruktoze
in saharoze) v prehrani zalege je 18% v prvih treh dneh razvoja li¢ink, nato 45% v zadnjih
dveh dneh (Brodschneider in Crailsheim 2010). Rortais in sod. (2005) so izracunali, da
licinka Cebele delavke porabi 59,4 mg ogljikovih hidratov za svoj razvoj v petih dneh.

Ko se li¢inke delavk izlezejo, jih Cebele krmilke hranijo preko trofalakse (Crailsheim 1991,
1998) z mati¢nim mle¢kom do starosti treh dni (Simuth 2001). Zatem se izlezene delavke
hranijo same z medom in fermentiranim cvetnim prahom v satju (Haydak 1970). V tem ¢asu
potrebujejo beljakovine, da se njihove telesne strukture v celoti razvijejo, zato proizvedejo
vec proteolitiénih encimov v srednjem ¢revesu, da katalizirajo razgradnjo zauzitega cvetnega
prahu (Crailsheim in sod. 1992). Cvetnemu prahu v satju so primesani izlocki Zlez delavk in
razli¢ni mikroorganizmi (Gilliam in sod. 1989). Delavka porabi povpre¢no 3,4 — 4,3 mg
cvetnega prahu na dan in najve¢ dokler je krmilka (Crailsheim in sod. 1992). Ko postane
pasna Cebela, se poraba cvetnega prahu zmanjSuje (Paoli in sod. 2014).

Ko so delavke starejse, se poveca poraba medu, zato proizvajajo veliko manj proteoliticnih
encimov ter ve¢ encimov za prebavo ogljikovih hidratov v njihovih hipofaringealnih Zlezah,
kot so a-glukozidaza, ki jo imenujemo tudi saharaza ali invertaza (Kubo in sod. 1996),
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glukoza oksidaza in amilaza (Ohashi in sod. 1999). Med pobirajo iz zalog v panju, lahko pa
si ga tudi izmenjujejo med seboj (Brodschneider in Crailsheim 2010). Cebela delavka
potrebuje 11 mg sladkorja dnevno oz. 22 ul 50% sladkorne raztopine (Huang in sod. 1998).

Polezene trote sprva hranijo delavke, kasneje pa se hranijo sami z medom iz satnih celic
(Brodschneider in Crailsheim 2010). Po poleganju dobivajo meSanico hrane, namenjene
li¢inkam, cvetni prah in med. Odrasli troti potrebujejo med tako kot delavke, vendar v ve¢jih
koli¢inah (Gregorc 2008).

Matico hranijo krmilke z mati¢nim mleckom, poleg je lahko primesan tudi med. Kvaliteta
in koli¢ina te hrane pa vplivata na intenziteto zaleganja matice (Fine in sod. 2018).

1.1.2 Prebavna pot in prebavila pri ¢ebeli

Telo Cebele pokriva eksoskelet in je segmentirano na tri dele: glavo (caput), oprsje (thorax)
in zadek (abdomen). Prebavno cev cebele sestavljajo Zrelo (pharynx), poziralnik
(oesophagus), medna golsa (ingluvies) z zaklopko (proventrikulus), srednje c¢revo
(ventriculus) s peritrofiéno membrano, tanko ¢revo (ileum) in blatnik (rectum) (Snodgrass
1956).

Prebavna pot se za¢ne z ustnim aparatom na glavi, ki ga delimo na grizalo in ril¢ek z lizalom.
Grizalo sestavljata ustna (labrum) in sprednje ¢eljusti (mandibulae), ki imajo pomembno
vlogo pri zauzivanju cvetnega prahu, pri razli¢nih opravilih v panju in gradnji satja. Sluzijo
tudi za oporo zacetnega dela sprozenega ril¢ka (proboscis). Ril¢ek sestavljajo deli spodnje
Celjusti (maxilla) in spodnji ustnici (labium) ter tako tvorijo cev za sesanje tekoCine. V
sredini cevi je jezicek, ki ¢rpa s kontrakcijo. Vzdolz jezicka je na zadnji strani globok zleb
in na koncu lizalo (labellum) v obliki zli¢ke. Hrana prihaja skozi predustno (preoralno)
votlino, ki jo spredaj zapirata oglavni §¢it (clypeus) in ustna (labrum), v ustno votlino (cavum
oris ali cibarium). V predustni votlini so tudi izvodila zlez v glavi. Ril¢ek je v ¢asu hranjenja
sprozen, tako da ril¢kov kanal prehaja v ustno odprtino. Ko je rilcek sprozen, je vzpostavljen
celotni sesalni kanal, ki sluzi sprejemanju tekoce hrane, ki potuje v Zrelo skozi usta. Sesalni
aparat je v podrocju glave od ustne do zatilne odprtine, kjer prehaja v poziralnik v oprsju.
Jezi¢ek sluzi tako za sesanje kot tudi za izbljuvanje (regurgitacija) vsebine mednega
zelod¢ka (Snodgrass 1956).
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Slika 1: Cebelja glava z iztegnjenim sesalnim aparatom (Vir: https://askabiologist.asu.edu/honey-bee-
anatomy).

Prednje ¢revo (stomodeum) sestavljata zrelo in poziralnik, ki v za¢etnem delu zadka prehaja
v medni Zelodéek (ingluvies) s predzelodcem (proventriculus). V njem se shranjuje
mediCina, in se nadalje mesa z izloCki krmilnih Zlez. Med golSo in srednjim ¢revesom je
zaklopka, ki omogoc¢a medicini, da vstopa naprej v srednje ¢revo, obenem pa preprecuje
prehod vsebine nazaj v medno golSo. Iz srednjega Crevesa se nadaljuje tanko ¢revo, to pa v
blatnik, kar je del zadnjega ¢revesa (Snodgrass 1956).

Prebava se za¢ne Ze v medni golsi, kjer se medi¢ini primeSa encim invertaza, izlocek slinske
zleze. Ta razgrajuje polisaharide v monosaharide. V srednjem Ccrevesu se izlocajo
proteoliticni encimi, ki razgrajujejo beljakovine v cvetnem prahu (Snodgrass 1956). Tu
poteka tudi resorpcija hranilnih snovi, ki skozi epitelij prehajajo v hemolimfo. Epitelij
prekriva peritroficna membrana in formira endo- in ektoperitrofi¢ni prostor. Sestavljena je
iz veC slojev, ki jih loCuje flokulentna masa, ki se predvidoma sestoji iz tekoCe frakcije
prebavljene hrane ali encimov. Prekriva celotno srednje ¢revo in zadrzuje tekoco hrano nad
epitelijem. Najpomembnej$a naloga membrane je varovanje epitelija pred abrazijo in
infekcijami, sodeluje tudi pri selektivni absorpciji hrane in vode. Med srednjim in zadnjim
¢revesom so malphigijeve cevke, ki so ekskretorni organ in odstranjujejo odpadne produkte
prebave iz hemolimfe. V zadnjem C€revesu se resorbirajo anorganske soli in voda. Feces se

izlo¢a skozi anus (Snodgrass 1956).
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Slika 2: Prebavila ¢ebele delavke (Vir: https://abejas.org/en/bees-internal-anatomy/).

1.1.3 Anatomija in fiziologija srednjega ¢revesa

Srednje ¢revo je dolga Siroka cev, ki je v obliki pentlje. Je nadaljevanje medne golse, od
katere je loceno z zaklopkami. Tukaj potekata prebava in absorpcija hranil (Snodgrass 1956;
Chapman 1978; Snodgrass in Erickson 2003). Z izlocanjem specifi¢nih encimov sodeluje
tudi pri razstrupljanju naravnih in sinteticnih toksinov (Li in sod. 2006) in imunskemu
odzivu (Vannette in sod. 2015). Notranjo steno Crevesa obdajajo veCinoma visoko
prizmati¢ne epitelne celice, ki izloGajo encime, le-ti pa sodelujejo pri prebavi beljakovin v
cvetnem prahu (Snodgrass 1956). Delovanje mikrosporidija Nosema spp. lahko prizadene
epitelij srednjega ¢revesa (Fries in sod. 1996; Higes in sod. 2007; Chen in sod. 2009).

1.1.4 Imunski sistem

Imunski oz. obrambni sistem ¢ebele in drugih socialnih Zuzelk deluje na nivoju druzine kot
tudi na individualnem nivoju (Evans in Spivak 2009).

Obramba na nivoju druzine, imenovana tudi socialna obramba (angl. social immunity)
(Cremer in Sixt 2009), vklju€uje cistilno vedenje cebel, kadar se Cistijo med seboj in
odstranjujejo delce cvetnega prahu in parazite (Boecking in Spivak 1999), higiensko
vedenje, ko vzdrzujejo Cistoco v gnezdu in ko delavke zaznavajo in odstranjujejo iz panja
okuzeno zalego s patogeni (Rothenbuhler in Thompson 1956; Wilson-Rich in sod. 2009).
Delavke odstranjujejo tudi ¢ebele, ki so v panju umrle in tako zmanjSujejo kontakt s
potencialnimi patogeni (Rothenbuhler 1964; Spivak in Gilliam 1998). Zanimiv nacin
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socialne obrambe je regulacija temperature v panju. Delavke segrevajo prostor v panju (angl.
social fever), kar vpliva na toplotno obcutljive patogene kot npr. Ascosphera apis (Simone-
Finstrom in sod. 2014). Poleg tega nabirajo rastlinske smole (propolis) za preplastitev
notranjosti panja, kar ustvarja vodoodbojno antimikrobno in protivirusno bariero (Simone in
sod. 2009).

Na individualnem nivoju imajo ¢ebele vec¢ linij obrambe pred patogeni (Evans in sod. 2006;
Schmid in sod. 2008; Wilson-Rich in sod. 2008). Fizi¢na bariera vkljucuje eksoskelet in
peritroficno membrano z epitelijem v srednjem Crevesu, ki prepreci vstop patogenov v telo.
K fiziolo§kim zaviralcem razsirjanja mikrobov $tejemo spremembo pH in kemijskih pogojev
v &revesju (Crailsheim in Riessberger-Galle 2001). Ce patogen preide skozi fiziéno in
fiziolosko bariero, se ¢ebele lahko zascitijo Se s celiénim in humoralnim imunskim odzivom,
ki tvorita sekundarno linijo obrambe (Wilson-Rich in sod. 2008; Laughton in sod. 2011).
Elementi sekundarne linije obrambe so protimikrobni peptidi in hemociti, ki nastajajo v t. i.

imunskih organih, to sta masc¢obno telo ter limfna Zleza (Malovrh 2016).

Humoralni odziv vkljucuje aktivacijo profenoloksidaze (proPO) s kaskado serinske
proteaze, kar ima za posledico prehodno sintezo kinonov in melanina (Lemaitre in Hofmann
2007; Cerenius in sod. 2008), antimikrobnih peptidov (AMP), ki prepoznajo signale
parazitov, beljakovin, ki prilagajajo in razsirjajo te prepoznane signale ter efektorskih
proteinov, ki neposredno zavirajo parazite (Lemaitre in Hoffmann 2007). AMP nastajajo v
mascobnem tkivu, aktivni so predvsem apidaecin (Casteels in sod. 1989), abaecin (Casteels
in sod. 1990), himenoptaecin (Casteels in sod. 1993) in defenzin (Casteels-Josson in sod.
1994). Klju¢no vlogo pri regulaciji transkripcije genov AMP imata signalni poti, imenovani
Toll in Imd. Ti dve poti se navadno aktivirata s sestavnimi elementi celi¢ne stene mikrobov,
npr. lipopolisaharidi (LPS) ali peptidoglikani (Lemaitre in Hoffmann 2007).

Na celicnem nivoju potekajo: celjenje ran, fagocitoza, nastajanje nodulov, v katere se lovijo
mikrobi in enkapsulacija patogenov. Pri vseh teh reakcijah sodelujejo razlicne »krvne«
celice, hemociti (Strand in Pech 1995; Schmidt in sod. 2001). Le-te najprej prepoznajo
patogen kot tujek, nato pa sledi aktivacija Stevilnih signalnih poti, ki uravnavajo razlicne
funkcije hemocitov (Strand 2008).

Humoralna in celiéna obramba se medsebojno dopolnjujeta pri nevtralizaciji tujkov.
Hemociti prepoznajo tujke bodisi z neposredno interakcijo povrSinskih receptorjev z
molekulami na tujku bodisi posredno s prepoznavanjem humoralnih receptorjev, ki se na
povrsino tujka vezejo in opsonizirajo. Efektorske odzive, kot sta fagocitoza in enkapsulacija,
koordinirajo inter- in intracelularni signali (Lavine in Strand 2002). Tako nodulacijo kot
enkapsulacijo pogosto spremlja melanizacija, katero Kkatalizira encim (profenol-)
fenoloksidaza (PO) (Ashida in Brey 1998, cit. po Antinez in sod. 2009) in ta PO-
posredovana sinteza melanina igra glavno vlogo pri imunski obrambi Zuzelk (Antinez in
sod. 2009).
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1.1.5 Patologija srednjega Crevesa

Epitelij srednjega crevesa li¢inke prizadene delovanje patogene bakterije Paenibacillus
larvae, bakterije Melissococcus pluton in plesni Ascosphaera apis.

Bakterija Paenibacillus larvae je povzrocitelj hude gnilobe Cebelje zalege (znana tudi kot
ameriSka gniloba), ki je obi¢ajno opazna na pokriti zalegi. Je zelo nalezljiva in pogosto
povzro€a odmiranje posameznih li¢ink, kar ob hudih okuzbah privede do slabitve celotne
¢ebelje druzine (Genersch in sod. 2006). Spore v panju prenasajo ¢ebele s hranjenjem li¢ink,
raznaSajo z vsemi predmeti, ljudmi in Zivalmi, ki pridejo v stik s kuznim materialom. Za
bolezen so dovzetne li¢inke, ki so v fazi prejemanja hrane. OkuZijo se skozi usta, v ¢revesju
pa se spora preoblikuje v vegetativno obliko (Bailey in Ball 1991).

Bakterija Melissococcus pluton je povzrocitelj pohlevne gnilobe ¢ebelje zalege (znana tudi
kor evropska gniloba), ki se obi¢ajno klini¢no manifestira na nepokriti zalegi in povzroci
propad le-te (Bailey 1983). Eden od klini¢nih znakov bolezni je spreminjanje poloZaja
li¢inke. Zdrava li¢inka zvita leZi na dnu celice, bolna li¢inka pa spremeni polozZaj v celici,
tako da se iztegne po dolzini in odmre. Okuzba se za¢ne, ko manj kot 48 ur stara li¢inka
zauzije okuzeno hrano. Bakterije se v srednjem ¢revesu razmnoZzujejo in ga pri pet dni stari
li¢inki napolnijo. Po razkroju peritroficne membrane prodirajo skozi crevesni epitelij (Bailey
in Ball 1991).

Plesen Ascosphaera apis povzroca poapnelo zalego. Lic¢inke so najbolj dovzetne v starosti
treh do Stirih dni in se okuzijo s hrano. Spore plesni v srednjem Crevesu liCinke vzbrstijo,
nato hife plesni preidejo skozi peritroficno membrano in epitelij ter prodirajo proti povrsini
licinke. Okuzene li¢inke se ob propadu posusijo, iz njih nastanejo belo ali sivo-Crno obarvane
mumificirane li¢inke - mumije. Li¢inke odmrejo v stadiju izprozene licinke v ze pokriti celici
(Bailey in Ball 1991).

Gliviéni povzrocitelj okamnele zalege je Aspergillus flavus. Okuzba poteka prek ustne
odprtine ali skozi kutikulo. Okuzi lahko ¢ebele v razlicnih razvojnih stadijih, veckrat napade
zalego, vendar se pojavlja tudi pri odraslih ¢ebelah. Trosi lahko dozorijo in se razrastejo v
telesu li¢inke in v prebavilih ¢ebele. Ko micelij preraste telo li¢inke, postaja le-ta vedno bolj
trda, dokler ne otrdi kot kamen (Bailey in Ball 1991).

Pri odrasli ¢ebeli epitelij srednjega ¢revesa napade mikrosporidij Nosema spp., ki povzroc¢a
nosemavost ¢ebel (Fries 2010). Ve€ o nosemi sledi v naslednjem podpoglavju.
1.1.6 Nosema spp. in nosemavost

Nosema je enoceli¢ni organizem, uvrs¢en med plesni, razred mikrosporidij in rod Nosema.
Pri medonosni ¢ebeli sta v rodu Nosema ugotovljena dve vrsti mikrosporidija, in sicer
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Nosema apis (Zander 1909) in Nosema ceranae (Fries in sod. 1996). Nosema je obligatorni
intracelularni parazit (Keeling 2009), ki povzroca bolezen nosemavost.

Nosemavost je kroni¢na bolezen ¢ebelje druzine, saj se razvija pocasi, bolezenske znake pa
je tezko odkriti. Bolezen postane intenzivnejSa, kadar se pridruzijo Se drugi neugodni 0z.
stresni dejavniki, kot so intenzivno monokulturno kmetijstvo, izpostavljenost pesticidom,
prisotnost drugih patogenov, Sirjenje urbanih povrSin in klimatske spremembe
(Bromenshenk in sod. 2010).

Prvi je spore v Cebeljem crevesju odkril Donhoff leta 1857 v Nemciji. Leta 1909 je Zander
spore poimenoval in klasificiral kot Nosema apis. Nosema ceranae je bila prvi¢ opisana leta
1996 pri vzhodni ¢ebeli (Apis ceranae) (Fries in sod. 1996); leta 2006 pa pri medonosni
¢ebeli (Apis mellifera) (Higes in sod. 2006; Huang in sod. 2007). Vrsta mikrosporidija N.
ceranae je trenutno globalno prevladujoca vrsta (Chen in sod. 2012; Martin-Hernandez in
sod. 2012). Mozne so tudi meSane okuzbe v Cebelji druzini ali celo v posamezni Cebeli
(Paxton in sod. 2007; Gisder in sod. 2010). Forsgren in Fries (2010) sta v poskusu uporabila
enakomerno mesanico spor N. apis in N. ceranae za ¢ebele delavke, pri ¢emer nista opazila
konkurenéne prednosti pri nobeni vrsti. V Studiji Milbrath in sod. (2015) so opazili rahlo
vi§jo koli¢ino spor pri N. ceranae v primerjavi z N. apis pri posameznih okuzbah. Pri
mesSanih okuzbah so opazili, da je bilo Stevilo spor viSje v primerjavi s posameznimi
okuzbami, niso pa videli konkuren¢ne prednosti za N. ceranae. V Sloveniji je danes okuzba
z N. ceranae pogostejsa kot okuzba s sorodno N. apis (Gregorc 2013).

Cebele se okuzijo s sporami Nosema sp., ko jih zauZijejo skozi usta (per 0s). Vedje stevilo
spor najdemo pri starejSih pasnih ¢ebelah kot pri mlajsih ¢ebelah krmilkah (Meana in sod.
2010; Smart in Sheppard 2012; Fries in sod. 2013). Vir okuzbe so iztrebki okuzenih ¢ebel.
Glavni poti okuzbe sta oralno-oralno (trofalaksa) in fekalno-oralno (Smith 2012). Prenos
spor je mozen s kontaminiranim satjem (Bailey in Ball 1991) in z vodnimi viri, napajalniki
(L’ Arrivee 1965), prav tako pa tudi s cvetnim prahom, ki ga delavke kontaminirajo ob
nabiranju in skladiS¢enju ter s Cebelarskim orodjem in medom (Higes in sod. 2010).
Ugotovili so, da je za okuZbo delavk potrebnih le nekaj spor (Bailey 1972). Okuzba z N.
ceranae je mozna skozi celo leto (Higes in sod. 2010), N. apis pa se bolj pojavlja spomladi
ali jeseni (Gisder in sod. 2010). Poleti je stopnja okuzenosti komaj zaznavna in z rahlim
povisanjem jeseni. Pozimi se razSirjenost rahlo poveca, vrh pa doseze spomladi, preden
zimske Cebele nadomestijo mlade ¢ebele (Gisder in sod. 2010). Pozno jeseni in pozimi je
iztrebljanje okuzenih ¢ebel zunaj oteZeno, tako se z iztrebljanjem znotraj panja kontaminira
satje (Bailey 1953). Ko pozno pozimi in spomladi delavke za¢nejo istiti in pripravljati satje
za zalego, se okuZijo s sporami v iztrebkih (Bailey in Ball 1991).

Pod svetlobnim mikroskopom lahko vidimo spore Nosema sp., ne moremo pa razlikovati

med vrstama (Fries in sod. 2006). Spor pri mlaj$ih Cebelah ne moremo zaznati z
mikroskopom, saj po zauzitju potrebujejo vsaj 3 dni, da se sprostijo iz okuZenih celic (Higes



Rom N. Vpliv prehranskih dodatkov na Stevilénost spor mikrosporidija in dolgozivost kranjske cebele.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2020 9

in sod. 2007). Spore N. ceranae merijo 4,7 um v dolzino in 2,7 um v §irino in so krajse od
spor N. apis za povprec¢no 1 um (Ptaszynska in sod. 2014). Pri obeh vrstah sta spori dvojedrni
in nimata mitohondrija (Fries in sod. 2006), obdani sta z notranjim hitinom in zunanjo
beljakovinsko steno, endosporo in eksosporo (Vavra in Larsson 1999, cit. po Sokli¢ in
Gregorc 2016). Zajedavec se zaradi zmanjSanih presnovnih zmogljivosti mo¢no zanasa na
gostitelja, da zagotovi energijo za svojo rast in razmnozevanje (Martin-Hernandez in sod.
2011). Stevilo polarnih filamentov je vrstno specifi¢no, N. ceranae jih ima 20 — 23 (Fries in
sod. 1996; Huang in sod. 2007), N. apis pa vsaj 26 - 32 (Fries 1989). Kljub nekaterim
morfoloskim razlikam je razvojni krog kompleksen in podoben za obe vrsti Nosema sp.

Slika 3: Vzorec srednjega érevesa s sporami Nosema sp. na hemocitometru pod 200x poveéavo (Vir: M.
Smodis Skerl).
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Slika 4: Vzorec srednjega ¢revesa s sporami Nosema sp. pri starosti 27 dni (5. vzoréenje), skupina hranjena s
cvetnim prahom in okuzena s sporami pod 200X povecavo (Vir: N. Rom).

Zauzite infektivne spore potujejo skozi prebavni trakt, dokler ne pridejo v srednje Crevo, kjer
jih prebavni sokovi aktivirajo za avtoinfekcijo. Na svojem sprednjem delu tvorijo polarne
filamente (Slika 5, faza 2), ki se izprozijo in mehansko prodrejo skozi peritrofi¢cno membrano
v epitelne celice srednjega crevesa delavk, trotov in matice (Fries 2010; Higes in sod. 2010).
Okuzena sporoplazma vstopi preko filamenta v gostiteljeve celice citoplazme, kjer se zacne
replikacija in kasneje produkcija spor (Slika 5, faza 4 — 12; Higes in sod. 2010). Ko so celice
citoplazme popolnoma napolnjene s sporami, se celice lizirajo (Maiolino in sod. 2014) in
spore se sprostijo v lumen c¢revesja (Slika 5, faza 13). V 10 - 12 dneh po zauzitju spor se
okuzba popolnoma razvije (Forsgren in Fries 2010). Te sekundarne spore se izloc¢ijo s
fecesom in okuzijo druge osebke (Fries in sod. 1992). Temperatura, ki je najugodnejsa za
razmnozevanje N. apis, je 30 - 34°C. Ce je temperatura vi§ja ali niZja se razvoj upocasni.
Cas med zauZitjem spor in nastankom novih spor se spreminja glede na temperaturo (Lotmar
1943).



Rom N. Vpliv prehranskih dodatkov na Stevil¢nost spor mikrosporidija in dolgozivost kranjske cebele.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2020 11

e MEROGONIJ -—

Slika 5: Zivljenjski krog N. apis, ki povzro¢a &ebeljo grizo 0z. nosemozo. CW = stena spore; EN =
sporulacija (tvorba spor); HC = gostiteljska celica; N = jedro; NH = jedro gostiteljske celice; PP =
polaroplast; SP = sporoplazma; TI = injiciran filament; TU = polarni filament. 1 - infektivne spore (6 -9 x 4
um) vsebujejo dvojedrno sporoplazmo; ¢ebele se okuZijo z zauZitjem spor. 2, 3 - znotraj érevesja se cevasti
polarni filament izprozi, prodre skozi peritrofi¢no membrano in vstopi v celico ¢érevesja. Sporoplazma (SP) je
vbrizgana v epitelno celico skozi cevasti lumen polarne nitke. 4 — 12 - sporoplazma (9) raste in se nespolno
deli v stirih stopnjah v svoji gostiteljski celici (merogonija). Konéno se tvorba spore zaéne z diplokarionsko
fazo (10). Skozi kon¢no delitev (sporogonija). 13 - ko so spore zrele, gostiteljske celice lizirajo in sprostijo
infektivne spore v lumen, spore se izlo¢ijo z blatom ali okuZijo sosednje celice (Vir:
http://scientificbeekeeping.com/the-nosema-twins-part-1/ in Mehlhorn 2015).

Ob okuzbi z N. apis imunski sistem ¢ebele aktivira obrambne mehanizme, to vkljucuje tudi
povecano izrazanje genov, ki kodirajo antimikrobne peptide in druge encime, povezane z
obrambo. Po drugi strani pa je mogoce, da okuzba z N. ceranae zatira imunski odziv z
zmanjS$anjem prepisovanja nekateri od teh genov, kar povzro¢a imunosupresijo (Antinez in
sod. 2009).

Epitelne celice okuZzenih ¢ebel kaZzejo ve¢ znakov degeneracije, ki so povezane z upadanjem
bioloskih procesov, kot so deregulacija fosforilacije proteinskih aminokislin, pozitivna
regulacija celicne komunikacije in homeostaza in morfogeneza tkiv. Degeneracija tkiv in
okvara obnavljanja celic, ki ju povzroca okuzba, sta glavna dejavnika za smrtnost med
nenehno okuzbo ¢revesja z Nosema sp. (Dussaubat in sod. 2012).

Stiri dni po okuzbi z N. apis se poveéa izrazanje antimikrobnih peptidov (abaecin, defenzin
in himenoptaecin) (Antinez in sod. 2009). Ti peptidi so povezani s humoralnim imunskim
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sistemom cebel in predstavljajo antibakterijsko delovanje proti gram-pozitivnim in gram-
negativnim bakterijam (Chaimanee in sod. 2012). Izrazanje (profenol-) fenoloksidaze (PO)
se poveca 7 dni po okuzbi (Antiinez in sod. 2009). Visoke ravni PO ustvarjajo opsoninske
vmesne snovi in dajejo prednost nodulaciji, enkapsulaciji in fagocitozi (Glinski in Jarosz
2001). Nasprotno pa se pri N. ceranae v sedmih dneh po okuzbi izrazanje abaecina,
himenoptaecina in glukoza dehidrogenaze znatno zmanjsa, kar kaze na to, da N. ceranae

delno zavira humoralne in celi¢ne obrambne mehanizme (Antinez in sod. 2009).

Nosemavost negativno vpliva na produktivnost in prezivetje ¢ebelje druzine, dolgozivost
odraslih ¢ebel, trotov in matice in na vedenje (Botias in sod. 2013). Znana je slabsa
orientacija pasnih ¢ebel (Kralj in Fuchs 2010) in hitrejSe staranje (Goblirsch in sod. 2013).
Potrdili so, da okuZba povzroca ultrastrukturne spremembe hipofaringealnih Zlez (Wang in
Moeller 1971). Pri okuZenih delavkah se pojavi atrofija hipofaringealnih Zlez (Wang 1969).
Pojavi se zmanj$ano izlo¢anje prebavnih encimov (Malone in Gatehouse 1998) in absorpcija
hranilnih snovi, kar povzroca motnje v presnovi ¢ebel (Paris in sod. 2018).

S povecevanjem Stevila okuzenih cebel se pojavijo klini¢ni znaki okuZenosti z zajedavskim
mikrosporidijem (Barron 2015). Pri okuzbi z N. apis (nosemoza tipa A) opazimo veliko
Stevilo odmrlih ¢ebel (Bourgeois in sod. 2010) in rumeno do zelene iztrebke na vhodih
panjev, kar kaze na prebavne motnje odraslih ¢ebel (Smith 2012). Pri okuzbi z N. ceranae
(nosemoza tipa C) ni vidnih jasnih klini¢nih znakov kot pri N. apis, kar pomeni, da je bolezen
tezje odkriti (Martin-Hernandez in sod. 2018). Okuzene pasne ¢ebele se obi¢ajno ne vrnejo
v panj (Higes in sod. 2009). Mlade ¢ebele hitreje postanejo pasne ¢ebele, da bi nadomestile
izgubo le-teh (Huang in Robinson 1996). S tem se skrajSuje Zivljenjska doba ¢ebel (Higes in
sod. 2008). Ko druzina ne more ve¢ vzdrzati proizvodnje zalege dovolj hitro, za¢ne upadati

Stevil¢nost cebel v druzini (Khoury in sod. 2011).

Dalj ¢asa so za zdravljenje nosemavosti uporabljali antibiotik fumagilin (Furgala 1962;
Williams in sod. 2008). KasnejSe raziskave so dokazale, da je fumagilin strupen in povzroca
kromosomske spremembe (van den Heever 2014) in rakotvornost pri ljudeh (Stanimirovic¢
in sod. 2007) ter spremembe ultrastrukture hipofaringealnih Zlez pri ¢ebelah (Liu 1990).
Kasnejse Studije uéinkovitosti fumagilina pri zatiranju N. ceranae so pokazale, da se stopnja
razmnozevanja zajedavcev zelo povecuje pri koncentracijah, nizjih od predpisanih (Huang
in sod. 2013). Posledi¢no so fumagilin prepovedali v Evropski Uniji za uporabo pri rejnih
zivalih (MRL; Commission Regulation, EU, 2010, no. 37/2010).

Zato obstaja veliko povprasevanje po novih u€inkovinah, ki varno in ucinkovito zdravijo
Cebele, okuzene z N. ceranae (Burnham 2019). Nekatere snovi, ki so zmanjsale Stevilo spor
N. ceranae v preliminarnih testih, so surfaktin S2 (Porrini in sod. 2010), timol (Maistrello in
sod. 2008; Costa in sod. 2010) in komercialno dostopni Nozevit (Tlak Gajger in sod. 2009).

K preprecevanju pojavljanja klinicno zaznavne oblike bolezni pripomorejo apitehni¢ni

ukrepi. Potrebno je ciSCenje in razkuZevanje Cebelarskega materiala in pribora, redna
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menjava starega satja in matic, reden pregled druzin, primerna kvaliteta zalog hrane, mirno
zimovanje druzine in higienski napajalnik (Loskotova in sod. 1980).

1.1.7 Hipofaringealne ali goltne Zleze

Cebele krmilke imajo mo¢no razvite hipofaringealne ali goltne Zleze (glandulae
hypopharyngealis, HPG) (Hrassnigg in Crailsheim 1998). Zleze so name3&ene v sprednjem
delu cebelje glave, so grozdaste oblike in v dveh simetri¢nih aksilnih vodih, na katere se
pripenjajo zlezni acinusi. Acinuse oblikujejo sekretorne celice, ki so oblikovane v skupke.
Sekretorne celice so povezane z glavnima aksialnima vodoma preko manjsih zbirnih cevk
(Snodgrass 1984). Oba glavna voda se odpreta v suboralni plos¢i hipofarinksa (predustna
votlina), tako da se izlo€ki na koncu sprostijo skozi usta (Deseyn in Billen 2005).

Naloga hipofaringealnih Zlez je produkcija in izlo¢anje sestavin mati¢nega mlecka, s katerim
cebele krmilke hranijo matico in zalego (Wang in Moeller 1971). Mlecek je sestavljen iz
vode, sladkorjev, proteinov, holesterola, amino kislin in vitaminov (Rembold 1964).

Zleze se zaéno razvijati ob prisotnosti feromona zalege in dobri prehranjenosti s cvetnim
prahom, Ki je vir proteinov (Hrassnigg in Crailsheim 1998). Najbolj so razvite pri delavkah
med 6. in 12. dnevom starosti. Po treh tednih krmilke zakljucijo obdobje hranjenja zalege in
zleze se postopoma zacno krciti, dokler ne zakrnijo (Deseyn in Billen 2005).

Na velikost in delovanje Zlez vpliva tudi okuzba N. apis. V primerjavi z zdravimi delavkami
imajo okuZene delavke slabSe razvite zleze (Wang in Moeller 1971; Liu 1990). Posredni
ucinki okuzbe z N. apis in N. ceranae na hipofaringealne Zleze sta sprememba izlo¢anja zlez
in sprememba vedenja obolelih ¢ebel delavk (Hassanein 1953; Vidau in sod. 2014).

1.2 NAMEN IN CILJI

A

Namen dela je oceniti uéinke dveh prehranskih dodatkov. Prehranski dodatki na trzis¢u se
pogosto oglasujejo kot koristni za zdravje Cebel, saj naj bi zagotavljali uravnotezeno
prehrano, s tem pa izboljsali delovanje imunskega sistema. V resnici je njihov ucinek redko

preucen in preverjen.

Cilj nasega dela je ugotoviti, ali prehranska dodatka preprecujeta razvoj spor Nosema sp. pri
medonosni ¢ebeli in v kak$ni meri se njuno delovanje kaze. Prehranska dodatka, ki smo ju
preucevali, naj bi vplivala na razvoj spor mikrosporidija Nosema sp. pri ebelah.
Mikrosporidij Nosema sp. je eden glavnih patogenov pri medonosni ¢ebeli in povzroca
nosemavost. Raziskava bo v pomoc¢ ¢ebelarjem pri odlo€anju za nac¢in preprecevanja razvoja
nosemavosti ali zmanjSanju okuzbe, kar bo pozitivno vplivalo na zdravje in produkcijo

cebelje druzine.
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE
1. Prehranska dodatka in cvetni prah bodo vplivali na Stevilo spor mikrosporidija Nosema
sp.

2. Prehranska dodatka in cvetni prah bodo vplivali na dolgozivost delavk medonosne cebele
(Apis mellifera carnica).

3. Stopnja okuzenosti skupine, hranjene s sladkorno pogaco in inokulirane s sporami
Nosema sp., bo vecja.
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2 MATERIAL IN METODE

Poskus je potekal od sredine junija do konca julija 2019 na Kmetijskem institutu Slovenije
v Ljubljani, na oddelku za Zivinorejo. Za pripravo vzorcev spor Nosema sp. smo uporabili
metodo, opisano v Coloss Beebook VVolume 11: Standard methods for Apis mellifera pest and
pathogen research (Fries in sod. 2013). V izvedbi poskusa smo sledili metodi, navedeni v
Coloss Beebook Volume I: Standard methods for Apis mellifera research (Human in sod.
2013). Pomagali smo si tudi z metodami dela, ki so jih uporabili drugi raziskovalci pri
podobnih raziskavah (Cantwell 1970; Malone in sod. 1999; Higes 2008; Evans in sod. 2009;
Williams in sod. 2012; Sokli¢ 2016).

Za potrebe poskusa smo uporabili delavke medonosne cebele Apis mellifera carnica.
Opravili smo predhodni presejalni pregled vzorcev ¢ebel na prisotnost spor Nosema sp. iz
ve¢ druzin in se odlocili za dve druZini, namesceni na lokaciji Kmetijskega inStituta
Slovenije v Ljubljani. Izbrani druzini ravno tako nista kazali klini¢nih znakov drugih
bolezni. 1z vsake druzine smo vzeli sat pokrite zalege in ju prenesli v inkubator (I-260,
Kambic¢, Slovenija) na 34°C z relativno vlaznostjo zraka med 50 in 70%, kjer so se v 24 urah
izlegle mlade delavke. Delavke smo po skupinah vstavili v ve€ kletk in jih hranili s sladkorno
pogaco, pogaco s cvetnim prahom in prehranskima dodatkoma.

Kletke so bile prirejene po Evansu in sod. (2009), iz plasti¢nih kozar¢kov (visine 11,5 cm in
premera 8,5 cm; Slika 6) in petrijevk ter PVC Skatel za zgos¢enke ( viSine 9,5 cm in premera
12,5 cm). Plasticne kozarcke in petrijevke smo uporabili pri skupinah, kjer smo cebele
hranili s poga¢ami, Skatle zgoS¢enk pa pri skupini, ki je bila hranjena s sladkorno raztopino.
Obe vrsti kletk sta imeli ve¢ manjSih odprtin, ki so omogocale dotok zraka. Kozarcki so imeli
na vrhu Se po eno vecjo odprtino, kamor smo namestili 12 ml brizgo z vodo, Skatle zgos¢enk
pa po 2 odprtini, ena za 12 ml brizgo z vodo in druga za 12 ml brizgo s sladkorno raztopino.
Pogace pri skupinah v kozarckih smo zapakirali v majhne vrecice, ki smo jih prerezali, da
so imele Cebele dostop do hrane. Dno kletke smo prekrili s kosom plenice za enkratno
uporabo, narezanim na primerno dimenzijo, da je absorbirala vodo in sladkorno raztopino,
ki bi morebiti kapljala iz brizge.
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Slika 6: Cebele delavke v poskusni kletki (Vir: N. Rom).

Za potrebe raziskave smo si izbrali dva komercialna prehranska dodatka. Bees Vita plus®
proizvajalca HealthyBees, LLC™, ki po podatkih, pridobljenih z njihove uradne spletne
strani, vsebuje ve¢ kot 18 aminokislin, spirulino, geraniol, timijanovo olje, kokosovo olje,
dekstroza, pivski kvas, origanovo olje, majaronovo olje, olje muskatnega orescka, izvlecek
zafrana, limonino olje, izvlecek aloe vere, prah rdece pese, vitamine B1, B2, B3, BS5, B6,
B9, C, E, K in minerale kalcij, Zelezo, mangan, fosfor, kalij in cink. Drugi dodatek je Bees-
Strong® proizvajalca BeeVital GmBH Austria, ki vsebuje vseh 10 esencialnih aminokislin.
Tretji dodatek je bila pogaca s cvetnim prahom, narejena po lastnem receptu. 100 g suhega
cvetnega prahu smo ¢ez no¢ namocili v nekaj vode, da se zrna raztopijo. Naslednji dan smo
raztopljen cvetni prah zlili v 2 kg sladkorja v prahu in ob mesanju dodali do skupno 80 ml
vode, da je nastala gosta pogaca. Za kontrolo smo uporabili sladkor v prahu in ga zmesali z
vodo, da je nastala gosta pogaca. V prehranskih dodatkih smo dolo¢ili aminokislinsko
sestavo (Preglednica 7) in z weendsko analizo doloéili vsebnost beljakovin (Preglednica 6).
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2.1 PREDHODNI PRESEJALNI PREGLED CEBELJIH DRUZIN NA
PRISOTNOST SPOR MIKROSPORIDIJA NOSEMA SP.

Za pregled druzin na prisotnost spor noseme smo potrebovali starejSe (pasne) cebele, ki so
pogosteje okuzene v primerjavi z mlajSimi ¢ebelami (Meana in sod. 2010; Smart in Sheppard
2012). Zaprli smo vhod v panj za 30 minut (Higes 2008). Cebele, ki so se zaradi tega zbirale
na bradi panja, smo ometli v vrecko, jo zavezali in primerno oznacili z datumom, zaporedno
Stevilko panja ter lokacijo ¢ebelnjaka. Vzor¢ne ¢ebele smo ¢ez no¢ shranili v zamrzovalniku.

Stopnjo okuZenosti smo dolocili iz zdruZzenih vzorcev po 20 ¢ebel, ki smo jih pripravili
naslednji dan. S pinceto smo oddelili zadek in oprsje posamezne ¢ebele. 20 zadkov smo dali
v terilnico in dolili nekaj vode, skupno do 20 ml (1 ml/¢ebelo) ter zmeckali s pestilom. Dolili
smo preostalo vodo in precedili skozi cedilo. Kapljico suspenzije smo kanili na Biirker-
Tirkov hemocitometer in s pomocjo svetlobnega mikroskopa (Jenaval, Zeiss, Nemcija) pri
400x povecavi presteli spore po metodi Cantwella (1970). Presteli smo spore v petih
kvadratth mreze na hemocitometru, (v po enem kvadratu v vsakem kotu mreze in v
sredinskem kvadratu; na sliki 3 prikazan en kvadrat) ter dobljeno $tevilo uporabili v formuli
skupaj s povrsino prestetih kvadratov, faktorjem red¢itve in globino jamice. Suspenzijo smo
redc¢ili v razmerju 1 : 9 (suspenzija : voda), ¢e je bilo Stevilo spor v posameznem polju
hemocitometra tako veliko, da nismo mogli ve¢ natan¢no Steti.

2.2 PRIPRAVA KONCENTRACIJE SPOR NOSEMA SP. ZA
INOKULACIDIO CEBEL PER 0OS

Kot vir spor noseme smo uporabili ¢ebele delavke iz panjev, kjer smo predhodno dokazali
prisotnost spor. Lokacija okuzene druzine, iz katere smo odvzeli okuzene Cebele, je bila v

Jabljah. Suspenzijo smo pripravili tik pred individualnim okuzevanjem.

Cebele smo usmrtili s pomo&jo CO2 in jim izpreparirali prebavila. Pripravili smo 8
mikrocentrifugirk in v vsako dali po pet prebavil. Crevesa smo strli s sterilnim
mikropestilom, dodali po 1 ml vode, zaprli mikrocentrifugirke ter premesali na stresalcu.
Preverili smo Koli¢ino spor v homogenatu po metodi Cantwella (1970). Homogenat smo
centrifugirali Sest minut pri 1.700 obratih na minuto in odpipetirali supernatant. Na dnu
mikrocentrifugirke se je nabrala usedlina, ki smo ji dodali 50% sladkorno raztopino. Tako
smo dobili Zeleno koncentracijo spor. Dobljeno suspenzijo smo ponovno premesali na
stresalcu in ponovno preverili koncentracijo spor. Uporabili smo koncentracijo 10.000 spor
na pl (Sokli¢ 2016).
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2.3 POTEK POSKUSA

V posamezno kletko smo dali po 30 cebel. Glede na izbrane prehranske dodatke smo
pripravili 4 skupine za inokulacijo z mikrosporidijem in 4 skupine brez inokulacije z
mikrosporidijem ter 5 ponovitev v vsaki skupini, to je cca. 1200 ¢ebel. Kletke smo postavili
v inkubator, kjer smo vzdrzevali temperaturo na 30°C in vlago med 50 in 70%, kot je v panju
(Williams in sod. 2012).

Preglednica 1: Shema protokola poskusa, junij —julij 2019. A — Bees-Strong®, A+N — Bees-Strong® + nosema,

B — Bees Vita plus® , B+N — Bees Vita plus® + nosema, C — cvetni prah, C+N — cvetni prah + nosema, K —
kontrola, K+N — kontrola + nosema).

Ponovitve
Skupine |1 2 3 4 5
A Al A2 A3 A4 A5 Bees-Strong®

7 AL+N  A2+N  A3+N  A4+N A5+N | Bees-Strong® + Nosema

B1 B2 B3 B4 B5 Bees Vita plus®

BN | BL+N B2+N B3+N B4+N B5+N |Bees Vitaplus® + Nosema
C CcL C2 €3 C4 C5 |Cvetniprah

C+N C1+N C2+N C3+N C4+N C5+N | Cvetni prah + Nosema
, K1 K2 K3 K4 K5 Kontrola-sladkorna pogaca
KN KI+N  K2+N  K3+N K4+N K5+N | Kontrola-sladkorna pogaca + Nosema

Z,

Prehranski dodatek

Mlade cebele v kletkah smo od prvega dne in do konca poskusa hranili s predvidenimi
dodatki. Sladkorno pogaco smo pripravili iz sladkorja v prahu in malo vode, toliko da smo
dobili gosto zmes. Sladkorno raztopino smo pripravili v razmerju 1 : 1. Uporabili smo 100
g sladkorja, ga prelili s 100 ml vode in ga raztopili s pomoc¢jo magnetnega mesala, raztopini
smo dodali 25 ml prehranskega dodatka Bees-Strong®. Pogaca Bees Vita plus® in pogaca s
cvetnim prahom sta bili pripravljeni predhodno. Cvetni prah, uporabljen v pogaci, smo pred
samim poskusom mikroskopsko pregledali na nosemo. Pripravili smo suspenzijo, kjer smo
v 10 ml vode dobro raztopili 1 g cvetnega prahu. Naredili smo tudi test izhlapevanja vode iz
prehranskih pripravkov. V naluknjane vrecke smo zapakirali nekaj pogace s cvetnim prahom
in Bees Vita plus®, tako kot smo jih pripravili za &ebele, in jih dali v inkubator poleg kletk.

Tretji dan smo polovico ¢ebel s pomo¢jo mikropipete individualno okuzili s sporami Nosema
sp. v sladkorni raztopini 2 pl. Pred tem so bile &ebele nekaj ur brez hrane. Cebelo smo prijeli
za krila in ji k ustnemu aparatu priblizali mikropipeto s kapljico raztopine na koncu, pocakali
smo, da je kapljico posrkala (Malone in sod. 1999). Cebele, ki niso posrkale celotne kapljice,
smo odstranili iz poskusa (Higes in sod. 2007).
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Slika 7: Individualno hranjenje ¢ebele z mikropipeto (Vir: N. Rom).

Dnevno smo spremljali koli¢ino hrane (v g in ml), ki so jo ¢ebele zauzile. Na 3. (pred okuzbo
s sporami), 7., 12., 17., 22., 27., 33. in 38. dan od zacetka poskusa (starost ¢ebele) smo
odvzeli iz vsake kletke po 2 ¢ebeli za sekcijo hipofaringealnih (goltnih) zlez in za pregled
cebel na Stevilo spor. Obenem smo na dneve vzorcenja zbrali vse mrtvice iz iste skupine in
jih shranili v zamrzovalnik za nadaljnje preiskave na Stevilo spor. Na podlagi Stevila spor
smo ugotovili, kako prehranski dodatek vpliva na okuzbo ¢ebel s sporami Nosema sp. in
velikost HPG.

2.4 SEKCIJA HIPOFARINGEALNIH (GOLTNIH) ZLEZ

Na 3. (pred okuzbo s sporami), 7., 12., 17.,22., 27.,33. in 38. dan od zacetka poskusa (starost
cebele) smo odvzeli iz vsake kletke po 2 cebeli za analize: eno ¢ebelo smo shranili v
zamrzovalniku za kasnejs$i pregled na Stevilo spor, drugo pa smo uporabili takoj za izvedbo
sekcije hipofaringealnih (goltnih) Zlez. Pri tem smo delavko za nekaj minut dali v
zamrzovalnik, da je otrpnila in ji odstranili glavo. Glavo smo z dvema entomoloSkima iglama
pritrdili na gumijasto maso (Xantopren® L moder in Aktivator univerzal, Heraeus Kulzer,
Nemcija) v manjsi stekleni petrijevki in jo prelili z destilirano vodo. Stekleno petrijevko smo
postavili pod stereolupo (StereoDiscovery.V12, Zeiss, Nemcija). Odstranili smo hitinski
pokrov med sestavljenimi ofmi, odstranili Zleze skupaj z izvodilom in jih prestavili na
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objektno stekelce ter pokrili s krovnim stekelcem. Nativen preparat smo takoj pogledali pod
mikroskopom (Axioskop 2 plus, Zeiss, Nemcija) na 100x povecavi, fotografirali z digitalno
kamero (AxioCam MRc 5, Zeiss, Nemcija) in shranili slike za nadaljnje meritve premerov
mesickov (acinusov) zlez s programom AxioVs40 V 4.8.2.0, Zeiss, Nemcija. [zmerili smo
po 30 premerov pri vsaki od treh ¢ebel iz posamezne skupine in izracunali povprecje

premerov acinusov zlez pri posamezni skupini.

Slika 8: Fiksacija glave s pomo¢jo entomoloskih igel in odstranitev obraznega hitina, pod katerim so vidne
goltne Zleze. 40x povecava (Vir: N. Rom).
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Slika 10: Goltne zleze ¢ebele iz kontrolne skupine pri starosti 17 dni (Vir: N. Rom).
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2.5 PREHRANSKA ANALIZA

Analiza aminokislinske sestave prehranskih dodatkov in weendska analiza oz. kemicna
analiza krme sta bili opravljeni v Centralnem laboratoriju Kmetijskega instituta Slovenije.
Analiza se uporabljaja za proste in celotne aminokisline v krmi z uporabo analizatorja
aminokislin. Analizirane aminokisline se lo¢ijo z ionsko izmenjevalno kromatografijo in
dolocijo z reakcijo z ninhidrinom s fotometri¢no detekcijo pri 570 nm (Uredba komisije ES,
EC Priloga Il F MOD, 2009, 152/2009). Naredili smo primerjavo vrednosti desetih
esencialnih aminokislin, povzetih po raziskavi DeGroot (1953), in vrednosti, ki smo jih
dobili pri analizi uporabljenih prehranskih dodatkov. Weendska analiza je pokazala
vsebnosti razli¢nih kemijskih skupin hranilnih snovi. Doloc¢eni so bili: vsebnost vode in suhe
snovi, surove beljakovine (vsota pravih beljakovin, prostih aminokislin, amidov, kislih
amidov, enostavnih peptidov in duSik vsebujoCe glikozide), surove mascobe (vsota
trigliceridov, sterinov, fosfatidov, klorofilov, voskov, eteri¢nih olj, organskih kislin), surove
vlaknine (vsota celuloze, lignina, kutina, pentozanov), surovi pepel (vsota glin, peska in
Cistega pepela — makro in mikrorudnine) ter brezdusic¢ni izvlecek (vsota $kroba, glikogena,
vseh vrst sladkorjev, pektinov, inulina, hemiceluloz, topnega dela celuloze, lignina in
pentozanov), ki opisuje vsebnost topnih ogljikovih hidratov v vzorcu in ga izraunamo tako,
da od mase sveze snovi vzorca krme odstejemo mase vseh skupin hranilnih snovi (Ore$nik
in Kermauner 2009).

2.6 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV POSAMEZNIH
PARAMETROV

Podatke smo vnesli v preglednice programa Microsoft Office Excel. Statisti¢no analizo smo
naredili s statisticnim paketom R 3.6.0, z orodjem Rstudio 1.2.1335. Za prikaz prezivetja
Cebel pri razliénih dodatkih smo uporabili Kaplan-Meierjevo krivuljo. Ker spremenljivke
niso bile normalno razporejene smo uporabili Mann-Whitneyev U test. Preverili smo, ali
obstajajo statisticno znacilne razlike med premeri hipofaringealnih zlez in prehranskimi
dodatki ter med prehranskimi dodatki in Stevilom spor. Racunali smo povprecno koli¢ino

hrane, ki so jo ¢ebele porabile pri razli¢nih dodatkih in standardni odklon.
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3 REZULTATI

Preglednica 2: Prikaz starosti ¢ebel (dni) na dolo¢eno vzoréenje.

1. vzoréenje 2. vzoréenje 3. vzoréenje 4. vzorcenje 5. vzoréenje

Starost cebel (dni) 7 12 17 22 27

3.1 SMRTNOST CEBEL PRI RAZLICNIH SKUPINAH

Smrtnost ¢ebel smo spremljali v intervalu petih dni. Mrtvice (mrtve ¢ebele) smo pobrali in
shranili za kasnejsi pregled na Stevil¢nost spor Nosema sp. Takoj, na prvi dan poskusa, je
bilo najve¢ odmiranja pri Bees vita plus®. Do 1. vzor&enja (7 dni) je bil manjsi upad $e pri
kontrolni skupini, ki je bila inokulirana. Cebele so najhitreje odmirale pri Bees-Strong®, tako
inokulirane kot neinokulirane. Samo 8 ¢ebel je prezivelo do 3. vzorcenja (17 dni). Bees Vita
plus® inokulirana skupina je prezivela do 3. vzoréenja (17 dni), neinokulirana skupina pa do
4. vzor€enja (22 dni). Kontrola je pri obeh skupinah prezivela do 4. vzorcenja (22 dni).
Najpocasnejse se je zmanjSevalo Stevilo prezivelih ¢ebel, hranjenih s cvetnim prahom. Ko
smo zakljucili s poskusom na 42. dan, je pri neinokuliranih ¢ebelah ostalo 23 Zivih ¢ebel, pri
inokuliranih pa 19.
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Slika 11: Kaplan-Meierjeva krivulja ali krivulja preZivetja v delezih. V desnem stolpcu so oznake
posameznih skupin (K — kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah +
nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus® + nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong®

+ nosema).
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3.2 PRISOTNOST SPOR NOSEMA SP. V CREVESJU CEBEL

Prvi dan po izleganju mladih delavk smo na prisotnost spor Nosema sp. individualno
pregledali 50 ¢ebel. Pri nobeni nismo opazili spor Nosema sp.

Prisotnost spor smo pri inokuliranih ¢ebelah opazili Ze pri 1. vzor€enju, 4. dan po inokulaciji
(starost cebel 7 dni). Pri neinokuliranih skupinah smo nepri¢akovano opazili spore pri
drugem vzoréenju, 9. dan po za¢etku poskusa (starost Gebel 12 dni) in vse do konca. Stevilo
spor pri vseh skupinah je s starostjo ¢ebel narascalo, razen pri neinokulirani skupini Bees
Vita plus® in Bees-Strong®, kjer je koli¢ina nihala med vzor&en;ji (Slika 12).
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Slika 12: Razvoj spor Nosema sp. pri testnih ¢ebelah. Slika predstavlja logaritmirano povpreéje spor
individualno pregledanih vzorcev &ebel. V desnem stolpcu so oznake posameznih skupin (K — kontrola, KN
— kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah + nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN — Bees
Vita plus®+ nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong® + nosema).

Najve¢ spor smo pri vsakem vzorCenju nasteli pri ¢ebelah skupine, hranjene s cvetnim
prahom. Stevilo spor inokulirane skupine je bilo ob 1. vzordenju povpre¢no 110.880 +
108.456, 2. vzorcenju 7.600.000 + 4.820.025, 3. vzorcenju 19.400.000 + 3.456.796, 4.
vzoréenju 93.840.000 + 111.292.221, 5. vzoréenju 60.720.000 £ 29.941.169, 6. vzorcenju
171.200.000 = 103.919.969 in ob zadnjem, 7. vzorCenju na 38. dan 338.400.000 =+
287.294.692. Pri neinokulirani skupini pri 1. vzoréenju ni bilo prisotnih spor, pri 2. vzoréenju
je bilo povprec¢no 599.680 + 756.722 spor, 3. vzorcenju 2.100.000 + 2.920.368, 4. vzoréenju
5.388.000 + 10.546.213, 5. vzorcenju 14.835.200 £ 10.298.755, 6. vzoréenju 34.160.000 +
6.638.554 in ob zadnjem, 7. vzor€enju na 38. dan 37.680.000 + 19.801.252 spor. Med
inokulirano in neinokulirano skupino ¢ebel, hranjenih s cvetnim prahom (Preglednica 4) smo
ugotovili statisticno znacilne razlike pri 1. (**, MW=0, P=0,007), 2. (*, MW=1, P=0,021),
3. (**, MW=0, P=0,008) in 4. vzorcenju (*, MW=1, P=0,016), razen pri 5. vzorcenju (NS,
MW=3, P=0,056). Med primerjavo kontrole in cvetnega prahu (inokulirani skupini;
Preglednica 3) so bile statisticno znacilne razlike pri 2. (*, MW=1, P=0,016), 3. (**, MW=0,
P=0,008) in 4. vzoréenju (*, MW=0, P=0,016).
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Pri 1. in 2. vzor¢enju je bilo najmanj spor pri inokulirani skupini, hranjeni z Bees Vita plus®,
pri 3. vzoréenju je bilo Stevilo spor v tej skupini Ze priblizno Sestkrat vecje. Spor je bilo tudi
ve¢ kot pri kontrolni skupini. Ob 1. vzoréenju je bilo povpre¢no 13.360 + 5.237 spor, 2.
vzoréenju 588.800 + 616.505 in 3. vzorcenju 3.688.000 &+ 3.107.194 spor. Pri neinokulirani
skupini ob 1. in 3. vzorcenju ni bilo prisotnih spor, 2. vzoréenju je bilo povprecno 28.400 +
50.643 spor in 4. vzorcenju 320 £ 640 spor. Med inokulirano in neinokulirano skupino Bees
Vita plus® (Preglednica 4) so bile statisti¢no zna¢ilne razlike pri 1. (**, MW=0, P=0,007),
2. (*, MW=2, P=0,034) in 3. vzor¢enju (**, MW=0, P=0,007). V primerjavi skupine Bees
Vita plus® s kontrolo nismo ugotovili statistiéno zna&ilnih razlik (Preglednica 3).

Pri skupini Bees-Strong® je bilo ob 1. vzoréenju povpreéno stevilo spor 18.800 + 19.896, pri
2. vzor€enju, ki je bilo tudi zadnje, pa 1.312.000 £+ 922.992 spor. Pri neinokulirani skupini
ni bilo prisotnih spor pri 1. in 3. vzor¢enju, medtem ko je bilo pri 2. vzoréenju povprecno
10.240 = 19.302 spor. Med inokulirano in neinokulirano skupino Bees-Strong® smo pri 1.
(*, MW=2,5, P=0,025) in 2. vzorcenju (*, MW=0, P=0,032) ugotovili statisticno znacilne
razlike. V primerjavi skupine Bees-Strong® s kontrolo nismo ugotovili statisti¢no znagilnih
razlik (Preglednica 3).

Kontrolna skupina je imela ob 1. vzorcenju povprecno 42.080 & 29.116 spor, 2. vzoréenju
932.800 + 740.868, 3. vzorcenju 2.197.600 £ 549.103 in 4. vzorcenju 1.251.000 = 302.501.
Neinokulirana skupina pri 1. vzorCenju ni imela prisotnih spor, pri 2. vzorcenju je bilo
povprecno 960 £ 1920 spor, 3. vzorcenju 385.600 £ 149.122 in 4. vzorcenju 233.760 +
294.014. Med inokulirano in neinokulirano kontrolno skupino smo ugotovili statisti¢no
znacilne razlike na vse dneve vzoréenja (Preglednica 4). Kljub pojavu spor pri vseh skupinah

je bilo vec spor zaznati pri inokuliranih skupinah.

Preglednica 3: P-vrednost primerjave §tevila spor noseme neinokuliranih skupin za vsako testno skupino s
kontrolo, za vsa vzoréenja. Vrednosti P so prikazane z barvami: modre celice prikazujejo vrednosti P<0,05,
P<0,01, P<0.005 (*, **, ***) in zelene celice P>0,05 (NS). KN — kontrola + nosema, CVPN — cvetni prah +
nosema, BVN - Bees Vita plus® + nosema in BSN - Bees-Strong® + nosema, 1 - prvo vzorcenje, 2 - drugo
vzorlenje, 3 — tretje vzoréenje in 4 — Cetrto vzor¢enje. Uporabljen je bil Mann-Whitneyev U test.

KN1 KN2 KN3 KN4
CVPNL1 | 0,310

CVPN2 0,016

CVPN3 0,008
CVPN4 0,016
BVN1 (0151

BVN2 0,691

BVN3 1,000

BSN1 |0,222

BSN2 0,571
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Preglednica 4: P-vrednost Stevila spor noseme med inokuliranimi in neinokuliranimi skupinami za vsako
vzoréenje. Vrednosti P so prikazane z barvami: modre celice prikazujejo vrednosti P<0,05, P<0,01, P<0.005
(*, **, ***) in zelene celice P>0,05 (NS). K — kontrola, CVVP — cvetni prah, BV - Bees Vita plus®, BS - Bees-
Strong®, KN — kontrola + nosema, CVPN — cvetni prah + nosema, BVN - Bees Vita plus® + nosema in BSN -
Bees-Strong® + nosema, 1 - prvo vzordenje, 2 - drugo vzorlenje, 3 — tretje vzordenje, 4 — &etrto vzor&enje in 5
- peto vzorcenje. Uporabljen je bil Mann-Whitneyev U test.

Kl K2 K3 K4 CVP1 CVP2 CVP3 CVP4 CVP5 BV1 BV2 BV3 BS1 BS2
KN1 0,007

KN2 0,010

KN3 0,008
KN4 0,019
CVPN1 0,007

CVPN2 0,021

CVPN3 0,008

CVPN4 0,016
CVPN5 0,056
BVN1 0,007

BVN2 0,034
BVN3 0,007
BSN1 0,025
BSN2 0,032

Na prisotnost spor Nosema sp. smo pregledali tudi mrtvice, ki smo jih pobirali na dneve
vzorcenja. Prav tako smo ugotovili, da je najvec spor prisotnih pri ¢ebelah skupine, hranjene
s cvetnim prahom, vec spor je bilo pri inokulirani skupini. Od inokuliranih skupin je bilo
najmanj spor pri skupini, hranjeni z Bees Vita plus® (Slika 13).
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Slika 13: Razvoj spor Nosema sp. pri mrtvicah testnih ebel. Slika predstavlja logaritmirano povpreéje spor

skupnega vzorca mrtvic posameznih skupin. V desnem stolpcu so oznake posameznih skupin (K — kontrola,

KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah + nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN —
Bees Vita plus®+ nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong® + nosema).
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3.3 MORFOLOSKE MERITVE HIPOFARINGEALNIH ZLEZ

Neinokulirane delavke so imele v povprecju med 7. in 27. dnem pri hranjenju s cvetnim
prahom premer acinusov 99,04 um = 15,23 pm, z Bees-Strong® 95,44 um = 5,97 um, z Bees
Vita plus® 85,50 pm + 2,93 um in s sladkorno pogaco (kontrola) 80,30 p + 6,94 um.
Inokulirane delavke so imele v povprecju med 7. in 27. dnem premer acinusov pri hranjenju
z Bees-Strong® 106,07 um + 5,29 pm, s cvetnim prahom 102,50 um + 20,32 pm, z Bees
Vita plus® 93,19 pm £ 10,91 um in s sladkorno pogaco (kontrola) 77,45 pm + 5,23 pm.

1z slike 14 je razvidno, da se je povprecna vrednost premerov acinusov od dneva 0 do dneva
7 (1. vzorcenje) pri vseh skupinah povecala. Pri ¢ebelah neinokulirane kontrolne skupine se
je povprecje premerov acinusov zmanjSevalo od 1. vzorcenja naprej, pri 3. in 4. vzorcenju
pa nekoliko povecalo. Pri neinokuliranih ¢ebelah iz skupine »cvetni prah« je povprecje
premerov pri 2. vzorcenju nepri¢akovano upadlo, se pri 3. vzorcenju povecalo in potem spet
upadlo. Upad pri 2. vzor€enju pripisujemo napaki pri pripravi preparata, saj je bilo premalo
vode na preparatu in so se zleze morda nepovratno skrcile. Pri neinokuliranih ¢ebelah,
hranjenih z Bees Vita plus® je povpredje premerov vedje pri 1. in 3. vzoréenju, pri
neinokuliranih ¢ebelah, hranjenih z Bees-Strong® pa je narasc¢alo do 2. vzordenja in potem
padalo.

Pri inokuliranih ¢ebelah kontrolne skupine je povprec¢je premerov acinusov od 1. vzorCenja
naprej padalo, pri skupini »cvetni prah« je naras¢alo do 2. vzorCenja in potem padalo,
medtem ko je pri skupini »Bees Vita plus®« upadalo med 1. in 2. vzoréenjem, pri 3. pa spet
nekoliko narastlo. Pri skupini »Bees-Strong®« je povpredje premerov naraic¢alo do 2.
vzorcenja, ki je bilo tudi zadnje.
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Slika 14: Pregledni prikaz povprecja premerov acinusov goltnih Zlez. Zacetna vrednost 80 pm je povzeta po
literaturi (Crailsheim in Stolberg 1989; Deseyn in Billen 2005). V desnem stolpcu so oznake posameznih
skupin (K —kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah + nosema, BV —
Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus®+ nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong® + nosema).
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Pri starosti 7 dni (1. vzorcenje), ko $e ni bilo zaznanih spor, lahko razberemo, da je premer
acinusov vecji pri inokuliranih ¢ebelah kot pri neinokuliranih z izjemo pri kontrolni skupini
(Slika 15). Na 7. dan smo med inokuliranimi in neinokuliranimi ¢ebelami ugotovili
statisti¢no znacilne razlike pri kontrolni skupini (*, MW=4820,5, P =0,028), pri »Bees Vita
plus®« (*** MW=2083, P =0,000) in pri »Bees-Strong®« (***, MW=2961,5, P =0,002),
medtem ko pri »cvetnemu prahu« ni bilo statisticno znacilnih razlik (NS, MW=2471,5, P
=0,054) (Preglednica 5).
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Slika 15: Premeri acinusov goltnih zlez pri starosti 7 dni (1. vzoréenje), ko $e ni bilo zaznanih spor Nosema

sp. pri neokuzenih ¢ebelah. V desnem stolpcu so oznake posameznih skupin (K — kontrola, KN — kontrola +

nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah + nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus®+
nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong® + nosema). Uporabljen je bil Mann Whitney U test.

Pri 2. vzorcenju so bile spore prisotne pri vseh skupinah. Premeri acinusov so bili ve¢ji pri
inokuliranih skupinah »kontrole«, »cvetnega prahu« in »Bees-Strong®«. Pri »Bees Vita
plus®« so bili premeri priblizno enaki (Slika 16). Statisticno znacilne razlike med
inokuliranimi in neinokuliranimi skupinami so bile pri kontroli (**, MW=3190,5, P=0,014)
ter cvetnem prahu (***, MW=1952,5, P=0,000).
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Slika 16: Premeri acinusov goltnih Zlez pri starosti 12 dni (2. vzorcenje). V desnem stolpcu so oznake
posameznih skupin (K — kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah +
nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus®+ nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong® +
nosema). Uporabljen je bil Mann Whitney U test.

Pri 3. vzor€enju so bile vrednosti premerov acinusov med inokuliranimi in neinokuliranimi
skupinami priblizno enake (Slika 17). Pri nobeni skupini ni bilo statisticno znacilnih razlik
med inokulirno in neinokulirano skupino (Preglednica 5).
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Slika 17: Premeri acinusov goltnih zlez pri starosti 17 dni (3. vzor¢enje). V desnem stolpcu so oznake
posameznih skupin (K — kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah +
nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus®+ nosema, BS — Bees-Strong®.

Pri 4. vzorenju so bili premeri acinusov manjsi pri inokuliranih skupinah (Slika 18).
Statisticno znacilne razlike med inokuliranimi in neinokuliranimi skupinami so bile pri
wkontroli« (*** MW=5144, P=0,002) ter »cvetnem prahu« (*** MW=5264, P=0,001).
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Slika 18: Premeri acinusov goltnih zlez pri starosti 22 dni (4. vzoréenje). V desnem stolpcu so oznake
posameznih skupin (K — kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah +
nosema, BV — Bees Vita plus®).

Pri 5. vzorCenju sta ostali samo Se skupini, hranjeni s cvetnim prahom. Premeri acinusov so
bili nekoliko manjsi pri inokulirani skupini (Slika 19). Med inokulirano in neinokulirano

skupino je bila statisticno znacilna razlika (**, MW=4922, P=0,013).
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Slika 19: Premeri acinusov goltnih zlez pri starosti 27 dni (5. vzor¢enje). V desnem stolpcu so oznake
posameznih skupin (CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah + nosema).
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Preglednica 5: P-vrednost primerjave premerov goltnih zlez med inokuliranimi in neinokuliranimi skupinami
za vsako vzorcenje. Vrednosti P so prikazane z barvami: modre celice prikazujejo vrednosti P<0,05, P<0,01,
P<0,005 (*, **, ***) in zelene celice P>0,05 (NS). K — kontrola, CVP — cvetni prah, BV - Bees Vita plus®, BS
- Bees-Strong®, KN — kontrola + nosema, CVPN — cvetni prah + nosema, BVN - Bees Vita plus® + nosema in
BSN - Bees-Strong® + nosema, 1 - prvo vzoréenje, 2 - drugo vzoréenje, 3 — tretje vzoréenje, 4 — &etrto vzoréenje
in 5 - peto vzoréenje. Uporabljen je bil Mann Whitney U test.

Kl K2 K3 K4 CVP1 CVP2 CVP3 CVP4 CVP5 BV1 BV2 BV3 BS1 BS2
KN1 0,028

KNZ2 0,014

KN3 0,475

KN4 0,002
CVPN1 0,054

CVPN2 0,000

CVPN3 0,293

CVPN4 0,001
CVPN5 0,013
BVN1 0,000

BVN2 0,907
BVN3 0,736
BSN1 0,002
BSN2 0,882

3.4 PORABA HRANE

Na zacetku so najvec hrane pojedle inokulirane in neinokulirane ¢ebele, hranjene z Bees-
Strong®. Ob 2. vzoréenju smo beleZili najve¢ porabljene hrane pri inokulirani kontrolni
skupini in pri obeh skupinah, hranjenih s cvetnim prahom. Kasneje so najvec¢ pojedle ¢ebele,
hranjene s cvetnim prahom, kot tudi sicer v trajanju celotnega poskusa. Najmanj so pojedle
&ebele, hranjene z Bees Vita plus® (Slika 20). Povprecna poraba hrane 1 delavke v 1 dnevu
pri »kontroli« je bila 0,24 g, pri »cvetnemu prahu« je bila 0,16 g, pri »Bees Vita plus®« 0,11
g in pri »Bees-Strong®« 0,49 g.
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Slika 20: Povpre¢na poraba hrane, prera¢unana na eno ¢ebelo. V desnem stolpcu so oznake posameznih
skupin (K — kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP — cvetni prah, CVPN — cvetni prah + nosema, BV —
Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus® + nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-Strong® + nosema).

Porabo hrane smo normalizirali glede na porabo do 1. vzorcenja, tako smo videli dinamiko

prehranjevanja. 1z slike 21 je razvidno, da je do 2. vzor€enja tek upadel cebelam, hranjenim

z Bees-Strong®, neinokulirani skupini pa se je do 3. vzoréenja zopet povecal. Ostalim

skupinam se je tek do 2. vzor€enja povecal, predvsem pri inokulirani kontrolni skupini in
neinokulirani skupini, hranjeni z Bees Vita plus®. Do 3. vzoré&enja se je tek pri vseh skupinah
zmanjsal, predvsem pri obeh — inokulirana in neinokulirana — kontrolnih skupinah in
inokulirani skupini, hranjeni z Bees Vita plus®. Do 4. vzoréenja se je tek nekoliko povecal
pri kontrolni neinokulirani skupini. Pri dveh skupinah ¢ebel, hranjenih s cvetnim prahom,

opazimo nihanje porabe hrane med vzorcenji.
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Slika 21: Povpreéna poraba hrane na ¢ebelo normalizirana na porabo do 1. vzor¢enja. V desnem stolpcu so
oznake posameznih skupin (K — kontrola, KN — kontrola + nosema, CVP —cvetni prah, CVPN — cvetni prah
+ nosema, BV — Bees Vita plus®, BVN — Bees Vita plus® + nosema, BS — Bees-Strong®, BSN — Bees-
Strong® + nosema).
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Test izhlapevanja vode iz prehranskih pripravkov nam je pokazal, da je imelo izhlapevanje
minimalen vpliv na pogace, zato tega nismo upostevali pri nobeni meritvi (Slika 22). Zacetna
vrednost cvetnega prahu je bila 23,13 g, povprecna vrednost tekom poskusa je bila 23,78 g
+ 0,61 g. Zacetna vrednost Bees Vita plus® je bila 21,69 g, povpreéna vrednost tekom
poskusa pa 21,75 g+ 0,20 g.
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Slika 22: Test izhlapevanja vode iz cvetnega prahu (CVP) in prehranskega dodatka Bees Vita plus® (BV) po
dnevih.

3.5 ANALIZA KRME

Po nasi analizi je bilo surovih beljakovin v cvetnemu prahu 9,6 g/kg (0,96%), v Bees Vita
plus® 58,1 g/kg (5,81%) in v Bees-Strong® 255,3 g/kg (22,53%) (Preglednica 6). V
cvetnemu prahu je najvis§jo koli¢ino dosegla aminobutanojska kislina (0,47%), Bees Vita
plus® je imel najvi§jo vsebnost glutaminske kisline (0,71%) in Bees-Strong® asparagina
(4,21%) (Preglednica 7). Nobena od teh AK ni esencialna. Vsi prehranski dodatki so
vsebovali po 9 esencialnih aminokislin (EAK), vsebnosti triptofana s to analizo ni bilo mo¢
dolociti. Zaradi slabe locitve med argininom in treoninom, je vrednost podana kot vsota.
Najvisjo vsebnost med esencialnimi aminokislinami je pri cvetnemu prahu imel metionin
(0,09%), pri Bees Vita plus® arginin + treonin (0,57%) in pri Bees-Strong® prav tako arginin
+ treonin (3,68). 1z slike 23 je razvidno, da je vsebnost EAK obeh dodatkov in cvetnega
prahu manjsa, kot je navedeno v literaturi.

Preglednica 6: Weendska analiza z vrednostmi vsebovane vlage, surovih beljakovin, surovih vlaknin, surovega
pepela in surovih mascob ter izraCunani brezdusicni izvlecek.

Cvetni prah + sladkor Bees Vita plus® Bees-Strong®
Surove beljakovine (g/kg) 9,6 58,1 255,3
Surove vlaknine (g/kg) <10 <10 NA
Surovi pepel (g/kg) 1 6 2
Surova olja in mascobe g/kg) <1 1 <1
Vlaga v krmi (g/kg) 73 152 NA
Brezdusicni izvlecek (g/kg) 905,4 7729 NA
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Preglednica 7: Vsebnost aminokislin (AK) v posameznem dodatku in nujna minimalna vrednost esencialnih
aminokislin (EAK - odebeljeno) od skupnih aminokislin (DeGroot 1953) v prehrani ¢ebel (%).

Nujna minimalna vsebnost Cvetni prah + | Bees Vita |Bees-
EAK od skupnih AK sladkor plus® Strong®
Skupno aminokisline 1,34 5,55 22,07
Sestevek EAK 27 0,41 2,29 9,85
Valin 4 0,04 0,29 0,85
Izolevcin 4 0,03 0,24 0,93
Leucin 4,5 0,05 0,43 1,51
Arginin+treonin 6 0,08 0,57 3,69
Histidin 15 0,02 0,09 0,27
Metionin 15 0,09 0,19 0,49
Lizin 3 0,06 0,22 1,36
Fenilalanin 2,5 0,04 0,26 0,75
Cistein 0,02 0,09 1,17
Asparagin 0,09 0,53 4,21
Serin 0,05 0,34 1,39
Glutaminska kislina 0,09 0,71 1,05
Glicin 0,04 0,26 1,34
Alanin 0,05 0,40 1,57
Aminobutanojska kislina 0,47 0,49 0,49
Prolin 0,09 0,23 0,38
Tirozin 0,03 0,21 0,62
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Slika 23: Vsebnost esencialnih aminokislin v Bees Vita plus®, Bees Strong® in cvetnemu prahu v primerjavi
s podatki iz literature (De Groot 1953).
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4 DISKUSIJA

4.1 SMRTNOST CEBEL PRI RAZLICNIH SKUPINAH

Na podlagi dobljenih rezultatov smo sprejeli hipotezo, da prehranska dodatka in cvetni prah
vplivajo na dolgozivost ¢ebel. Cvetni prah je vplival pozitivno, saj so ¢ebele teh skupin
prezivele najdlje kljub ogromnemu Stevilu spor. Ko smo zakljucili s poskusom na 42. dan,
je pri neokuzenih ¢ebelah ostalo 23 Zivih ¢ebel, pri okuzenih pa 19. Negativni vpliv je imel
dodatek Bees-Strong®, saj nam je do 3. vzoréenja ostalo samo 8 &ebel v eni kletki. Bees Vita
plus® se je odrezal le malo bolje, kjer je neokuZena skupina prezivela do 4. vzoréenja (22
dni). Na prvi dan poskusa smo belezili ve¢ odmiranja pri tej skupini, kar pa ni bilo posledica
prehrane. Pogaca v pokrovckih je bila zelo lepljiva in se je nekaj ¢ebel prilepilo in utopilo v
njej. Zato smo v nadaljevanju poskusa pakirali pogac¢o Bees Vita plus® in pogaco iz cvetnega
prahu v manj$e vrecke z luknjami, ki so omogocale dostop do hrane. Cebele kontrolne
skupine, hranjene s sladkorno pogaco, so zivele do 4. vzorCenja (22 dni) v nasem poskusu.
Pri teh cebelah smo pricakovali daljSo Zivljenjsko dobo, saj sta Barker in Lehner (1978)
dokazala, da lahko Cebele v kletkah, ki jih hranimo izklju¢no z ogljikovimi hidrati, prezivijo
ve¢ tednov. Najdlje prezivijo na saharozi, kar smo tudi uporabili. Tudi Pirk in sod. (2010)
so ugotovili, da so odrasle cebele dlje prezivele na prehrani z niZjim razmerjem med
beljakovinami in ogljikovimi hidrati, najdlje so preZivele na samih ogljikovih hidratih.
Hkrati se je pokazalo, da je visoko beljakovinska hrana povecala umrljivost cebel. Herbert
in sod. (1977) so ugotovili, da so ¢ebele v kletkah, hranjene s pripravki z vis§jo vsebnostjo
beljakovin (50%), umirale hitreje kot Cebele, ki so jih hranili z manj beljakovinami (5 in
10%). Podobno so ugotovili tudi Zheng in sod. (2014b), kjer so druzine, ki so jih hranili s
hrano z vsebnostjo 38,5% surovih beljakovin imele visoko stopnjo umrljivosti. Hkrati se je
pri teh cebelah zmanjSala aktivnost proteoliticnih encimov. Pri ¢ebelah, ki so jih hranili s
hrano z vsebnostjo surovih beljakovin med 25 — 34%, so opazili povetano aktivnost
proteoliti¢nih encimov. Sklepali so, da lahko visek beljakovin ovira absorpcijo drugih hranil
in negativno vpliva na zdravje ¢ebel. Prekomerno zauzitje beljakovin je odgovorno za
kopicenje neprebavljenega materiala v ¢revesju (DeGroot 1953). Po nekaterih podatkih je
vecja umrljivost mozna zaradi prekomerne vsebnosti beljakovin, ki ¢ebelam preprecujejo
iztrebljanje (Pirk in sod. 2010).

4.2 PRISOTNOST SPOR NOSEMA SP. V CREVESJU CEBEL

Glede na nepricakovano okuzenost ¢ebel iz neinokulirane skupine lahko sklepamo, da smo
uporabili premalo obcutljivo metodo za ugotavljanje prisotnosti spor Nosema sp. Vzorec
testiranih ¢ebel je bil premajhen in posledi¢no smo dobili laZzno negativen rezultat (odsotnost
patogena, Ceprav je ta dejansko prisoten v manjSem Stevilu). Doull in Cellier (1961; cit. po
Pirk in sod. 2013) sta predlagala, da je 20 — 30 cebel dovolj velik vzorec, toda na podlagi

teorije binominalne verjetnosti takSen vzorec zazna 5-odstotno dejansko razSirjenost
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patogena v okuzeni druzini z verjetnostjo 65% (20 cebel) ali 78% (30 ¢ebel) (Pirk in sod.
2013). Molekularne metode, kot je PCR analiza, so bolj obcutljive in vrstno specificne (Klee
in sod. 2007), tako je mozna detekcija spor tudi, ko jih vizualno ne zaznamo pod
mikroskopom. Prepoznamo lahko tudi vegetativno obliko spor, ki je ni mogoce videti z
mikroskopom, in zaznamo tudi ze le nekaj spor v ¢ebeli, ko ima patogen malo ali celo nic¢
vpliva na ¢ebelo (Fries in sod. 2013).

Prenos spor je mozen s kontaminiranim satjem (Bailey in Ball 1991) in tudi s kontaminirano
hrano v satju (Higes in sod. 2010), tako so se testne ¢ebele lahko okuzile takoj po poleganju
z zauzitjem hrane v satju, preden smo jih prenesli v kletke. Pri tem je skoraj nemogoce
prepreciti horizontalni prenos patogenov na mlade ¢ebele (Williams in sod. 2013). Tako sta
tudi Malone in Gatehouse (1998) v svojem poskusu utemeljila pojav spor pri kontrolnih
skupinah, ki jih niso inokulirali s sporami. Ker so se spore pojavile pri vseh skupinah ne
glede na prehrano, tudi pri sladkorni pogaci in komercialnih dodatkih, sklepamo na okuzbo
s satjem ali hrano v satju in ne s samimi prehranskimi viri, uporabljenimi v poskusu. Tudi
cvetni prah je namrec¢ lahko vir patogenov.

Zaradi neugodnih vremenskih razmer, nizkih temperatur in padavin spomladi 2019 je bilo v
tem Casu tezko najti mocno in zdravo druzino. Tak$ne razmere omejijo izletavanja delavk,
kar lahko povzroci stres v druzini in prenos bolezni znotraj druzine (Fries 1993). V ¢asu, ko
bi se morale druzine pospeseno razvijati in pripravljati na obilnejSo paso, so jih ¢ebelarji
morali hraniti, saj v naravi ni bilo zadostne koli¢ine hrane.

Ob dnevu 0 so bile ¢ebele pricakovano negativne na Nosema sp., saj spore potrebujejo vsaj
3 dni, da se sprostijo iz okuzenih celic (Higes in sod. 2007). Zaradi nadaljnjega pojava spor
pri vseh skupinah, ne moremo primerjati smrtnosti zaradi noseme med inokuliranimi in
neinokuliranimi skupinami.

Pri¢akovali smo, da bo najvec spor pri kontrolni skupini, hranjeni s sladkorno pogaco, ker
vsebuje samo ogljikove hidrate in ni¢ beljakovin, ki bi podpirale imunski sistem v boju s
patogenom. Pomanjkanje beljakovin v prehrani lahko oslabi imunski sistem in poveca
dovzetnost za bolezni (Alaux in sod. 2010). Studija Dolezal in Toth (2018) je pokazala, da
lahko hrana z nizko vsebnostjo hranil vpliva na pojav okuzb z virusi in glivami, bolezni pa

negativno vplivajo na fiziologijo prehranjevanja cebel.

Najvecja koli¢ina spor je bila tako pri skupini, hranjeni s cvetnim prahom, in ne pri kontrolni
skupini, kot smo postavili hipotezo. Na podlagi rezultatov zavra¢amo postavljeno hipotezo,
da bo stopnja okuzenosti vecja pri kontrolni skupini. Najvecja okuZenost je bila pri skupini,
hranjeni s cvetnim prahom. Hkrati so imele te ¢ebele tudi najdaljSo Zivljenjsko dobo. Jack
in sod. (2016) v svojem delu navajajo, da je bilo znacilno ve¢ spor N. ceranae pri skupinah,
ki so dobile ve¢je koli¢ine cvetnega prahu v primerjavi s skupinami, ki so dobile manjse
koli¢ine cvetnega prahu. Kljub veliki koli¢ini spor so imele ¢ebele v tej skupini najdaljSo
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zivljenjsko dobo. Enake rezultate so dobili v raziskavah z N. apis (Rinderer in Elliot 1977)
in N. ceranae (Basualdo in sod. 2014; Zheng in sod. 2014a; Fleming in sod. 2015).

V c¢lanku Jack in sod. (2016) navajajo, da je uspeSno razmnoZzevanje Spor odvisno od
kakovosti gostiteljeve prehrane. Zaznali so vec¢jo prisotnost spor pri skupinah, ki so dobile
hrano z vi$jo vsebnostjo cvetnega prahu kot pri skupinah z nizjo vsebnostjo cvetnega prahu.
Zato je verjetno, da Cebela, ki prejema hrano z veliko cvetnega prahu, postane idealen
gostitelj za patogena in ker cvetni prah zagotavlja idealno prehransko okolje povzroci vecje
Sirjenje le-tega. Hkrati so Cebele pri teh skupinah tudi dalj ¢asa zivele. Alaux in sod. (2010)
navajajo, da se s cvetnim prahom poveca vsebnost mascob v telesu, kjer je tudi mesto sinteze
imuno proteinov. Nadalje domnevajo, da vecja razpolozljivost cvetnega prahu lahko
nadomesti izgubljeno energijo in hranila pri ¢ebelah z visoko Stevil¢nostjo spor, kar lahko
vodi do boljiega prezivetja (Eischen in Graham 2008, cit. po Jack in sod. 2016). Stevilo spor
pri skupini »Bees Vita plus®« in »Bees-Strong®« v primerjavi s kontrolo ni izstopalo v
toliksSni meri kot pri skupini »cvetni prah«, zato sklepamo, da cvetni prah vzpodbuja
razmnozevanje in rast spor s svojo hranilno sestavo, medtem ko ostali dodatki ne vplivajo
vidno na Stevilo spor oziroma ne zavirajo razmnoZevanja spor, kot bi pri€akovali glede na
njihovo namembnost, zato hipotezo, da bodo prehranska dodatka in cvetni prah vplivali na
Stevilo spor Nosema sp. v primeru cvetnega prahu sprejmemo in v primeru dodatkov
zavrnemo. V doslej narejenih raziskavah so zabelezeni zelo razlicni vplivi razli¢nih
prehranskih dodatkov na razvoj spor mikrosporidija in dolgozivost ¢ebel.

Beljakovinski dodatki so dokazano imeli pozitiven vpliv na imunski sistem in zdravje ¢ebel.
Glavinic in sod. (2017) so ugotovili, da je v primerjavi s kontrolo Stevilo spor Nosema sp.
bistveno manj$e pri skupinah, ki so imele aminokislinsko prehrano. Poskus je trajal 15 dni
in v tem casu je bila umrljivost ¢ebel zelo majhna, prav tako ni bilo razlik med testno in
kontrolno skupino. S tem so potrdili, da beljakovinski dodatek nima negativnega u¢inka na

cebele. Predvidevajo pa, da bi se umrljivost povecala, ¢e bi poskus trajal dalj casa.

V raziskavi Basualda in sod. (2014) je bilo Stevilo spor N. ceranea visje pri ¢ebelah, ki so
jih hranili s fermentiranim cvetnim prahom (Cebelji kruh, angl. beebread) v primerjavi s
tistimi, ki so dobile prehranski dodatek (umetna beljakovinska prehrana Virgen®). Pri obeh
vrstah hrane je bila vsebnost surovih beljakovin enaka. Koncentracija beljakovin v
hemolimfi pa je bila vi§ja pri ¢ebelah, hranjenih s fermentiranim cvetnim prahom. Sklepajo,
da koncentracija beljakovin v hemolimfi vpliva na toleranco do patogenov. Tako visja
vsebnost surovih beljakovin ne pomeni tudi bolj kakovostne in hranljive hrane. Prav tako so

imele ¢ebele, hranjene s fermentiranim cvetnim prahom, daljSo zivljenjsko dobo.

V raziskavi DeGrandi-Hoffman in sod. (2015) so porocali, da je bila koli¢ina patogenov
(Nosema sp. in virusi) vi§ja pri skupinah, ki so jih hranili s prehranskim dodatkom, $e posebej
z BeePro®.
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Raziskava je pokazala, da je Stevilo spor Nosema sp. visje pri Cebelah, hranjenih s
komercialnimi nadomestki cvetnega prahu (Ultra Bee, Bee-Pro®, MegaBee Winter Patty™
in MegaBee™) kot v skupini, ki so jih hranili s cvetnim prahom (Fleming in sod. 2015).

4.3 MORFOLOSKE MERITVE HIPOFARINGEALNIH ZLEZ

Ugotovili smo, da so imele ¢ebele, hranjene s cvetnim prahom, vecji premer acinusov kot
&ebele, hranjene z drugimi dodatki. Zleze pri kontroli, kjer so bile &ebele hranjene samo s
sladkorno pogaco, pa so bile najmanjSe in najmanj razvite. Tudi Omar in sod. (2017) so v
svojem delu dokazali, da so imele ¢ebele, hranjene samo s sladkorno raztopino, manjse zleze

v primerjavi s ¢ebelami, hranjenimi z drugimi dodatki.

Ker ¢ebele, ki jih nismo inokulirali, niso ostale neokuzene, ne moremo primerjati premerov
acinusov pri zdravih ¢ebelah in okuZenih ter razpravljati o vplivu noseme na velikost Zlez.
Izjema je 1. vzorc€enje (7 dni stare Cebele), ko Se nismo zaznali spor pri neinokuliranih
skupinah. Tu smo opazili vecji premer zZlez pri inokuliranih ¢ebelah, razen pri kontrolni
skupini, hranjeni s sladkorno pogaco. V poskusu DeGrandi-Hoffman in sod. (2018), ki je
potekal v panju, so dobili ravno nasprotne rezultate. Zleze ebel, ki so jih okuzili z Nosema
sp., so bile znacilno manjsSe kot pri ¢ebelah, ki niso bile inokulirane, kljub temu da je bila
poraba cvetnega prahu in kon¢na vsebnost zauzitih beljakovin enaka pri inokuliranih in
neinokuliranih ¢ebelah.

Ceprav so bile spore prisotne pri vseh skupinah, smo opazili, da so bili na zacetku poskusa
premeri acinusov vecji pri inokuliranih skupinah, ob 3. vzor¢enju smo opazili, da so bili
premeri pri obeh skupinah priblizno enaki. Pri 4. vzorCenju pa se je trend obrnil in so imele

neinokulirane skupine vecji premer.

Ugotovili smo, da so imele Cebele, hranjene s cvetnim prahom, najvecji premer acinusov
zlez, medtem ko so imele ¢ebele, hranjene s sladkorno pogaco, najmanjsi premer acinusov.
Ceprav je bila vsebnost aminokislin in beljakovin v pripravku s cvetnim prahom obéutno
manjSa kot pri obeh prehranskih dodatkih, so bile zleze vecje pri ¢ebelah, hranjenih s cvetnim
prahom. V raziskavi DeGrandi-Hoffman in sod. (2010) so hranili testne Céebele z
beljakovinskim nadomestkom in cvetnim prahom (oba vsebujeta beljakovine). Poraba
cvetnega prahu je bila vecja od porabe komercialnega beljakovinskega nadomestka. Niso pa
opazili razlik v velikosti Zlez in vsebnosti beljakovin med obema skupinama. Manjsi premer
zlez je bil pri Cebelah, ki so jih hranili s sladkorno raztopino, ki ne vsebuje beljakovin. Da
cvetni prah pozitivno vpliva na velikost Zlez, so potrdili tudi Crailsheim in Stolberg 1989,
Hrassnigg in Crailsheim 1998 in Corby-Harris in sod. 2015.

Za sam razvoj Zlez pri novo izleZenih delavkah ni nujna prisotnost zalege, kar so potrdili
Crailsheim in Stolberg (1989) ter DeGrandi-Hoffman in sod. (2010). Pomanjkanje zalege
lahko negativno vpliva na dodatno razvitost Zlez, ko so delavke starejSe. Zato morajo biti
delavke za maksimalen razvoj zlez stimulirane s feromonom, ki ga oddaja zalega (Deseyn
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in Billen 2005). Ker je nas poskus potekal v kletkah, ne vemo kako bi zalega in interakcije
med ¢ebelami v panju vplivale na razvoj zlez. Lass in Crailsheim (1996) sta ugotovila, da se
velikosti Zlez ¢ebel v panju in ¢ebel v kletkah znacilno razlikujejo na 8. in 16. dan starosti.
Cebele v kletkah so imele nerazvite (8. dan) ali pa bolj izrazito zmanjsane (16. dan) Zleze v
primerjavi s ¢ebelami v panju, pri isti starosti. Pri starosti 26. dni nista ve¢ opazila razlik.
Zleze pri &ebelah v kletki so bile manjie oz. slabse razvite kot pri enako starih ¢ebelah v
panju. Podobno sta opisala tudi Crailsheim in Stolberg (1989).

Velikost Zlez se spreminja tudi s starostjo ¢ebel. V literaturi je premer pri novo izleZzenih
delavkah in vivo okoli 80 um (Crailsheim in Stolberg 1989; Deseyn in Billen 2005). Kot
zacetna vrednost je uporabljena tudi v sliki 14, saj nismo imeli lastne vrednosti. Mlade ¢ebele
do starosti 3 dni imajo enako velike Zleze, ne glede na to s kak$no hrano se prehranjujejo
(Corby-Harris in sod. 2014). Zleze doseZejo svoj maksimum med 8. in 12. dnevom starosti
(Crailsheim in Stolberg 1989; Knecht in Kaatz 1990; Lass in Crailsheim 1996; Hrassnigg in
Crailsheim 1998). Tudi v naSem poskusu je bil premer zlez najve¢ji v tem Casovnem
intervalu, z izjemo neinokulirane skupine, hranjene s cvetnim prahom, kar smo Ze pripisali
napaki pri pripravi preparata. Pri ¢ebelah, starejSih od 12 dni, se velikost Zlez zacne
zmanjSevati in funkcija se spremeni (Deseyn in Billen 2005). Premer acinusov je pokazatelj
aktivnosti Zlez in odraza koli¢ino proizvedenih beljakovin (Kneecht in Kaatz 1990).

4.4 PREHRANA

Prehranske dodatke z vsebnostjo beljakovin ¢ebelarji dodajajo ¢ebelam, ko je v naravi
prisotno pomanjkanje cvetnega prahu in medic¢ine (DeGrandi-Hoffman in sod. 2010) zaradi
vremenskih razmer ali zaradi izgube habitata, ki vpliva na manjSo diverziteto flore in
posledi¢no na paso (Goulson in sod. 2015), s tem pa na samo zdravje ¢ebel in druzine (Alaux
in sod. 2010). Zaradi razli¢nih vplivov, predvsem zaradi morebitnih negativnih vplivov, pa
so potrebne raziskave prehranskih dodatkov pred samo uporabo, kar pa ni stalna praksa.

Opazili smo, da so delavke pojedle veC hrane s cvetnim prahom kot pa hrane s prehranskimi
dodatki in sladkorne pogace, razen pri 1. vzor€enju, kjer sta najve¢ porabili inokulirana in
neinokulirana skupina, hranjena z Bees-Strong® in pri 2. vzor&enju, kjer smo nekoliko veé
porabljene hrane zaznali pri inokulirani kontrolni skupini. Pri obeh skupinah, hranjenih z
Bees-Strong®, smo opazili pove¢ano iztrebljanje Gebel med 1. in 2. vzoréenjem in tudi

najhitrejSe umiranje, kar lahko morda pripiSemo motnjam v prebavi.

Porabo hrane smo normalizirali glede na porabo do 1. vzorcenja, tako smo videli dinamiko
prehranjevanja. Pri skupinah, hranjenih z Bees-Strong®, smo opazili bistveno zmanj$ano
porabo hrane oz. zmanj$anje teka Cebel. Na to je lahko vplivalo povecano iztrebljanje teh
¢ebel in motnje v prebavi. Tek se je najbolj povecal pri neinokulirani skupini, hranjeni z
Bees Vita plus®. Nihanje v porabi hrane smo opazili pri ¢ebelah, hranjenih s cvetnim
prahom.
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Na podlagi prehranskih analiz smo ugotovili, da je vsebnost aminokislin najvec¢ja ravno pri
Bees-Strong® (22,06%, od tega je esencialnih aminokislin 9,85%). DeGroot (1953) je
dokazal, da potrebujejo Cebele za svojo rast in razvoj 27% esencialnih aminokislin (razmerje
posameznih aminokislin navedeno v Preglednici 7) od skupnih aminokislin v svoji prehrani.
Hranilno vrednost cvetnega prahu lahko ocenimo glede na razmerje aminokislin in ne samo
kot kon¢no vrednost beljakovin (Pirk in sod. 2010). Hranilna vrednost je zmanjSana, kadar
so koli¢ine aminokislin nesorazmerne (DeGroot 1953; Cook in sod. 2003). V nasem poskusu

je hrana pri vsaki skupini vsebovala ob¢utno manj esencialnih aminokislin.

Potrebe po hranilih se spreminjajo tudi s starostjo delavk. Mlade delavke potrebujejo ve¢
beljakovin, ki jih dobijo s cvetnim prahom in zato proizvedejo ve¢ proteolitiénih encimov v
srednjem c¢revesu za prebavo le-teh (Crailsheim in sod. 1992). StarejSe (pasne) cebele
potrebujejo ve¢ ogljikovih hidratov, zato se poveCa proizvodnja encimov za prebavo
ogljikovih hidratov. Proizvedejo pa manj proteoliticnih encimov. Beljakovine, ki jih v
manjsSih koli¢inah S§e vedno potrebujejo, dobijo iz fermentiranega cvetnega prahu, ki ga
pripravijo mlajse ¢ebele (Moritz in Crailsheim 1987).

Hranilna sestava komercialnih prehranskih dodatkov ni dobro raziskana. Zato so lahko
dodatki slabse kakovosti kot hrana, ki jo ¢ebele dobijo v naravi (Gregorc in sod. 2019).
Optimalna koli¢ina beljakovin v prehrani pri ¢ebelah v kletkah je 23 — 30% (Herbert in sod.
1977). Surovih beljakovin v nasi pogaci s cvetnim prahom je 9,6 g/kg (0,96%), v Bees Vita
plus® 58,1 g/kg (5,81%) in v Bees-Strong® 255,3 g/kg (22,53%). Glede na literaturo bi bila
koli¢ina surovih beljakovin v Bees-Strong® dovolj, vendar sta koli¢ina in razmerje
esencialnih aminokislin neustrezna, kar je lahko razlog za negativen vpliv na delavke.

Najmanj surovih beljakovin in aminokislin je vseboval cvetni prah (0,96% surovih
beljakovin in 1,34% aminokislin, od tega 0,41% esencialnih aminokislin,). V poskusu smo
uporabili suha zrna cvetnega prahu in ne fermentiran cvetni prah, zato je vsebnost beljakovin
tudi zaradi tega manjsa, kot jo navajajo. Cebele so pojedle najve¢ pogaée z dodanim cvetnim
prahom. Pri teh Cebelah je bilo prisotnih tudi najvec spor Nosema sp. Nizja vsebnost hranil
in ogromne koli¢ine mikrosporidija, ki porablja ATP iz citoplazme (Weidner 1999) in
aminokisline svojega gostitelja (Wang in Moeller 1970), sta lahko razloga, da so delavke
pojedle ve¢ hrane kot pri drugih skupinah, da nadomestijo izgube, medtem ko je poraba
hrane pri drugih skupinah po 2. vzor¢enju mo¢no upadla. V literaturi navajajo, da je cvetni
prah najboljSa hrana tako za ¢ebele kot tudi za mikrosporidij, posledi¢no se koli¢ina spor
mocno poveca, hkrati pa se poveca toleranca ¢ebel do patogenov in s tem tudi njihova
zivljenjska doba. Enake rezultate so dobili tudi Rinderer in Elliot (1977), Porrini in sod.
(2011), Basualdo in sod. (2014), Zheng in sod. (2014a), Wang in sod. (2014) in Jack in sod.
(2016). Drugi razlog, da so pojedle ve¢ pogace s cvetnim prahom, je lahko boljsi okus le-
tega. V delu Li in sod. (2012) in DeGrandi-Hoffman in sod. (2010) navajajo, da je koli¢ina
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zauzite hrane povezana s fizikalnimi in kemijskimi lastnostmi, zaradi katerih je cvetni prah
¢ebelam bolj okusen kot prehranski dodatki. Posledi¢no pojedo ve¢ cvetnega prahu.



Rom N. Vpliv prehranskih dodatkov na Stevil¢nost spor mikrosporidija in dolgozivost kranjske cebele.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2020 42

5 SKLEPI

V delu smo spremljali vpliv prehranskih dodatkov in cvetnega prahu na $tevilo spor Nosema
sp. in dolgozivost kranjske sivke. Cilj je bil ugotoviti, ali prehranski dodatki preprecujejo
razvoj spor Nosema sp. pri ¢ebelah in v kak$ni meri se njihovo delovanje kaze.

Ugotovili smo, da so imele ¢ebele, hranjene s cvetnim prahom, vecji premer acinusov zlez
kot ¢ebele, hranjene s prehranskimi dodatki, najmanjsi premer pa smo opazili pri ¢ebelah v
kontroli, hranjenih s sladkorno pogaco. Pri vseh skupinah je premer acinusov narascal,
dosegel svoj maksimum med 8. in 12. dnevom starosti ter nato zacel upadati. Obe ugotovitvi
sta v skladu z rezultati drugih raziskav.

Prvo postavljeno hipotezo, da bodo prehranska dodatka in cvetni prah vplivali na Stevilo
spor Nosema sp. smo potrdili delno. Potrdili smo, da je cvetni prah omogocal razvoj spor in
s tem pripomogel k ve¢ji koli¢ini spor v Crevesju testiranih delavk v primerjavi z drugimi
skupinami. Medtem ko prehranska dodatka nista vplivala, saj je bila StevilCnost spor
primerljiva s koli¢ino spor pri kontrolni skupini. Uporaba testiranih dodatkov torej ne
pomaga v boju proti nosemavosti.

Drugo hipotezo, in sicer da bodo prehranska dodatka in cvetni prah vplivali na dolgoZivost
Cebel (Apis mellifera carnica), smo sprejeli. Cvetni prah je pozitivno vplival na dolgozivost
delavk, saj so prezivele najdlje kljub velikemu Stevilu spor v srednjem ¢revesu. Vpliv Bees-
Strong® dodatka je bil negativen, saj je povzroéil hitrejse odmiranje delavk. Prav tako so
&ebele, hranjene z Bees Vita plus® odmrle nekoliko prej kot pri kontrolni skupini.

Tretjo hipotezo, da bo stopnja okuzenosti kontrolne skupine, okuzene s sporami Nosema sp.
vecja, smo zavrnili. Najvec spor je imela namre¢ skupina, hranjena s cvetnim prahom, ki je
pozitivno vplival na delovanje imunskega sistema ¢ebel ter hkrati na rast in razvoj patogena.
Stevilo spor v kontrolni skupini je bilo primerljivo z Bees Vita plus® in z Bees-Strong®.

Pri skupini, hranjeni s cvetnim prahom, smo belezili tudi najve¢ zauzite hrane, kar je lahko
posledica ogromne koli¢ine mikrosporidija, ki porablja hranila svojega gostitelja. Hkrati so
rezultati prehranskih analiz pokazali, da je vsebnost hranil najmanjsa pri pogaci s cvetnim
prahom, kar bi tudi lahko vplivalo na vecjo potrebo po hrani. Razlog, da so pojedle vec
cvetnega prahu, so lahko tudi fizikalno-kemijske lastnosti, zaradi katerih je cvetni prah
¢ebelam bolj okusen kot prehranski dodatki.

Rezultati dela so uporabni in prinasajo nekaj novih ugotovitev ter idej za prihodnje
raziskave, predvsem ugotovitev, da je pogaca s cvetnim prahom bolj primerna kot kontrola
kot pa sama sladkorna pogaca, kar se bo tudi v prihodnje upostevalo. Prav tako je pomembna
ugotovitev, da je metoda za ugotavljanje prisotnosti spor Nosema sp. (Doull in Celier 1961)
premalo obcutljiva in je potrebno opraviti PCR analizo, da smo res lahko prepricani o
zdravju Cebelje druzine. Ker je tudi cvetni prah lahko vir okuZzbe, bi bilo v prihodnje smiselno
le-tega sterilizirati na nacin, da ohrani hranilne vrednosti.
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Zaklju¢imo lahko, da prehranska dodatka ne preprecujeta razvoja spor Nosema sp. pri
kranjski sivki. Njuno delovanje se je izkazalo kot negativno, saj so ¢ebele hitreje odmirale.
Na zdravje delavk najbolje vpliva cvetni prah, ki ga nabirajo same v naravi, na zalost pa
pozitivno vpliva tudi na rast in razvoj spor patogena. Z raznovrstnim cvetnim prahom cebele
dokazano pridobijo dovolj potrebnih hranil za svojo rast in razvoj na individualnem nivoju
in na nivoju druzine. Hkrati smo s pregledom literature ugotovili, da k preprecevanju
pojavljanja klini¢no zaznavne oblike bolezni znatno pripomorejo preventivni apitehni¢ni

ukrepi.
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