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1. STRESZCZENIE

Aspekty biologiczne rodziny pszczelej — relacje miedzy Apis mellifera a Varroa destructor

przy stosowaniu zabiegdw ograniczajacych populacje pasozyta

Ponizsza praca doktorska jest wynikiem badan relacji miedzy Apis mellifera a Varroa
destructor. Badania i obserwacje byly wykonywane od 2008 do 2011 roku w pasiece
towarowej na Dolnym Slasku. Pszczoty Apis mellifera carnica byty utrzymywane w ulach na
ramce Dadanta. W poszczegolnych latach badan bylo monitorowane i uzywane do badan od
10 do 22 rodzin pszczelich. Badanie dynamiki populacji roztoczy i pszczot byto wykonywane
przez 3 lata. Badano réwniez wplyw stosowania kwaséw organicznych do ograniczania
populacji Varroa destructor: kwas mrowkowy 65 i 83%, kwas mlekowy 15% i kwas
szczawiowy 3,2% na biologi¢ rodziny pszczelej. Podczas stosowania kwasow organicznych
byly monitorowane parametru mikroklimatu rodzin pszczelich w celu sprawdzenia ich
wplywu na temperature  (°C), wilgotno$¢ wzgledna (%) i stezenie CO, (ppm). Po
zastosowaniu kwasow organicznych stosowanych w pszczelarstwie zostaty wykonywane
preparaty histologiczne z jelit S$rodkowych pszczot, a takze badanie aktywnosci
enzymatycznej jelit srodkowych. Pobierane byto minimum 10 jelit srodkowych pszczot
W kazdym  okresie badan po =zabiegu (w dwoch powtdrzeniach) 1 konserwowane
w formalinie, nastgpnie jelita byly zatapiane w parafinie. Z bloczkéw parafinowych byly
krojone skrawki o grubos$ci 7 um na preparaty histologiczne, ktore barwiono metodag AZAN
i H & E. Preparaty histologiczne z jelit srodkowych pszczot po zastosowanych kwasach byty
analizowane pod wzgledem rozwoju bton perytroficznych, enterocytow, centréw
regeneracyjnych komodrek 1 wakuolizacji cytoplazmy. Aktywnos$¢ enzymatyczna 19
enzymow: lipaz (n = 6), proteaz (n = 5), glikozydaz (n = 8) oceniano po roztarciu w
emulgatorze jelit srodkowych pszczot (min. 10 jelit na test) przy pomocy zestawu APl ZYM
25 200 (Biomeriux, Francja). Negatywny wplyw w obrazie mikroskopowym preparatow
histologicznych stwierdzono po zastosowaniu kwasu mrowkowego u mtodych pszczot (1 - 15
doby zycia). Kwas szczawiowy mial tagodny wptyw na jelita srodkowe, natomiast kwas
mlekowy byt nie szkodliwy. Zastosowany kwas mlekowy nie miat wptywu na aktywno$¢
enzymatyczng jelit srodkowych pszczét w stosunku do negatywnego wptywu na aktywnos¢
enzymatyczng kwasu mréwkowego 1 szczawiowego - gldwnie w grupie proteaz i glikozydaz.
Zaobserwowano odwrotne korelacje miedzy enzymami w grupach po ekspozycji pszczot

na kwasy organiczne w stosunku do korelacji w grupach kontrolnych. Wyniki
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przeprowadzonych badan wykazuja istnienie skutkow ubocznych w postaci zaburzen
w funkcjonowaniu uktadu pokarmowego pszczot po stosowaniu kwasoéw organicznych do
ograniczania populacji Varroa destructor. Stosowanie kwaséw organicznych takich jak kwas
mrowkowy 1 szczawiowy nie jest 100% bezpieczne dla pszczo6t i powinno by¢ wykonane po

starannym rozwazeniu zyskow 1 strat dla rodzin pszczelich.

Stowa kluczowe: Apis mellifera, Varroa destructor, kwas mréwkowy, kwas mlekowy, kwas
szczawiowy, preparaty histologiczne jelita srodkowego, aktywno$¢ enzymatyczna jelita

srodkowego



1. SUMMARY

Biological aspects of bee colonies - relations between Apis mellifera and

Varroa destructor when applying treatments to reduce parasite population

Dissertation merges field observations with research in area of relations between Apis
mellifera and the parasite mite - Varroa destructor. Research and field observations were
performed from 2008 to 2011 in commercial apiary in Lower Silesia, using Dadant frame and
Apis mellifera carnica bees. Each year from 10 to 22 bee colonies were monitored and used in
experiments. Population dynamics of parasite mites and bees were monitored in bee colonies
for 3 years. The influence of different varroacidal treatments using organic acids such as:
formic acid 65 and 83%, lactic acid 15% and oxalic acid 3,2% on biology of bee colonies was
studied. Microclimate conditions in bee hives after the use of organic acids were monitored to
check if there is any effect of them on temperature (°C), relative humidity (%) and CO,
concentration (ppm). Histological preparations from the midgut of bees as well as enzymatic
activity of the midgut were analyzed due to exposure of bees towards organic acids applied as
in apiary practice nowadays. Minimum 10 midguts of bees per treatment/study period (in two
replicates) were preserved in formalin and then embedded in paraffin and 7 um thick
histological slices were stained with AZAN and H&E techniques. The development of
peritrophic membranes, enterocytes, cell proliferation centres and vacuolization in midgut of
bees were analyzed due to the applied treatment to bee colonies. Enzymatic activity of 19
enzymes: lipases (n = 6), proteases (n=5), and glycosidases (n = 8), was evaluated in stirred
homogenates of midguts of honey bees (min. 10 midguts per test) using kit AP1 ZYM 25 200
(Biomerieux, France). Negative influence was stated between the use of formic acid on
midgut histology in young bees (1 — 15 days old). Oxalic acid was mildly affecting midgut
while lactic acid was quite neutral. Lactic acid treatment had no effect on enzymatic activity
of bee midgut while formic and oxalic acids used had pronounced negative effect on
enzymatic activity — mainly proteases and glycosidases were affected. Pattern of relations
between enzyme activities were very often inverted after exposure of bees to organic acids
when compared to relations stated in control groups. Results of performed research underlined
the existence of side effects of using organic acids to control Varroa destructor in bee
colonies. They were related to digestive system functioning in bees. Using such organic acids



as formic and oxalic is not 100% safe to bees and they should be used after careful

consideration on gains and losses to bee colony.

Key words: Apis mellifera, Varroa destructor, formic acid, lactic acid, oxalic acid, midgut

preparations histological, midgut enzymatic activity



2. WSTEP

Biologia rodziny pszczelej pokazuje, iz pszczota miodna Apis mellifera L. jest dobrym
przyktadem uktadu eusocjalnego (Wilsona 1971). Zachowania altruistyczne wystepujace
w rodzinie pszczele] zwigkszajg szanse przezycia altruisty (dawcy) poprzez opieke nad
potomstwem spokrewnionym a nie wilasnym (Woyciechowski 2009). System naturalnej
odpornosci réznych gatunkow pszczot przed pasozytami tworza mechanizmy rozpoznawania
i ich likwidacji. Apis cerana niszczy pasozytnicze w sposob mechaniczny, natomiast Apis
dorsata uwalnia si¢ od pasozytow przez oczyszczanie si¢ z organizmow. U Apis mellifera
jednym z mechanizmow obronnych jest usuwanie komorek czerwiu porazonego przez
pasozyty (Chmielewski i wsp. 2007). Proces koewolucji migdzy pszczotg a roztoczem jest
napedzany przez mutacje obu gatunkoéw, co prowadzi do mniej lub bardziej stabilnej
rownowagi. Dziedziczne cechy fizyczne i1 zachowania pszczoly miodnej moga by¢
zaangazowane w mechanizmy tolerancji pasozytow (Buchler i wsp. 2010; Rinderer i wsp.
2010).

Roztocz Varroa destructor (Anderson i Trueman, 2000) jest odpowiedzialny za
objawy kliniczne warrozy u Apis mellifera. Zmienno$¢ genetyczna pasozyta jest przyczyng
strat rodzin pszczelich spowodowanych r6znym poziomem réwnowagi miedzy gospodarzem
a pasozytem. Maja one rozne skutki w zaleznosci od zjadliwosci 1 wplywu pasozyta na
ekspresje genow u pszczot (Correa-Marques i wsp. 2003, Navajas 1 wsp. 2008). W klimacie
umiarkowanym gléwne straty rodzin z powodu warrozy wystepuja jesienig i zimg gdy
nastgpuje spadek populacji gospodarza w stosunku do pasozyta, a dlugowieczne pszczotly
zimowe sg uszkodzone przez pasozyty (Amdam i wsp. 2004). Obecnos$¢ Varroa destructor
wywiera powazng presj¢ na zdrowie pszczot i jest wymieniana jako jedna z przyczyn CCD
(ang. Colony Collapse Disorder). Obserwacje pokazujg, ze w wielu przypadkach CCD
populacja roztoczy nie byta gtéwna przyczyna ginigcia rodzin (Van Engelsdorp i wsp. 2009).
Efektem dziatalnos$ci pasozyta sa mechaniczne uszkodzenia powtoki ciala w przypadku
Varroa destructor oraz obnizenie ilosci hemolimfy i jej sktadnikow (Glinski i Jarosz 1984,
Dandeu i wsp. 1991). Dzialanie toksyczne pasozyta polega na indukcji latentnych zakazen
wirusowych i bakteryjnych (Ball 1985, Ball i Allen 1988) oraz przenoszenie zakazen migdzy
rodzinami przez roztocza (Glinski 1 Jarosz 1992, Miranda i wsp. 2003). Dziatanie stresogenne
wywotywane przez Varroa destructor zarowno na czerw, jak i pszczoly jest potwierdzone
wzrostem aktywno$ci S-transferazy glutationu (GST) w hemolimfie czerwiu i pszczot
porazonych pasozytem (Brodsgaard i wsp. 2003). Dynamika populacji pasozyta Varroa
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destructor jest bardzo zmienna i zalezy od cech gospodarza i pasozyta, ktore moga miec
wplyw na wspotczynnik reprodukcji i $miertelnosé roztoczy (Fries i wsp., 1994, Calis i wsp.
1999b). Wzrost liczby robotnic wptywa na zdolno$ci reprodukcyjne roztocza podczas zycia,
dodatkowo obecnos$¢ pszczot zbieraczek, rojenie 1 poziom zachowan obronnych. Wzrost
liczby roztoczy jest dodatkowo wywolywany przez czynniki klimatyczne i dostepnosé
nektaru (Currie i Tahmashbi 2008).

Wprowadzenie do ogo6lnego stosowania lekéw po wykryciu obecnosci pasozytow
w Europie spowodowato zabicie podatnych osobnikow, ale rowniez prowadzito do ostrej
selekcji powodujac z czasem powstawanie roztoczy nowej generacji, opornych na stosowane
srodki. Brak skutecznych lekéw do kontroli roztoczy pozwala na wzrost populacji do
poziomu powodujacego upadek rodzin: bezposrednio przez liczbe roztoczy przypadajacych
na pszczote i posrednio przez zmniejszenie odpornosci pszczol, co stwarza sprzyjajace
warunki do rozwoju wiruséOw. Zwigkszanie dawek 1 aplikacji chemicznych prowadzi do
zwigkszania pozostalosci lekow w wulu. Ilos¢ i liczba rozpuszczalnych w tluszczach
pozostatosci lekow moze przechodzi¢ do produktéow pszczelich (Wallner 1999, Bogdanow
2006, Martel i wsp. 2007). W ostatnich latach z powodu zmniejszonej skutecznosci lekow
kwasy organiczne (mrowkowy, mlekowy, szczawiowy) sa coraz czgsciej stosowane
i traktowane jako alternatywa do ograniczanie populacji Varroa destructor. Przedstawione
w pracy wyniki badan potwierdzajg lub odrzucajg bezpieczenstwo stosowania kwasow

organicznych do ograniczania populacji Varroa destructor.
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3. CEL PRACY

Celem pracy bylo przedstawienie relacji miedzy pasozytem Varroa destructor
a wspoélczesng populacja pszczolty miodnej Apis mellifera carnica poprzez monitoring
dynamiki namnazania si¢ pasozytow Varroa destructor i ich wptyw na ginigcie rodzin
pszczelich. W pracy okreslono wplyw stosowanych kwasow organicznych na mikroklimat
rodziny pszczelej i poziom homeostazy. Okreslono wplyw stosowanych w szerokiej praktyce
pszczelarskiej kwaséw organicznych (mrowkowego, mlekowego, szczawiowego) na obraz
histologiczny jelita srodkowego oraz poziom aktywnosci enzymatycznej jelita srodkowego

zaréwno u mtodych, jak i dorostych pszczot.
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4. PRZEGLAD LITERATURY
4.1. Biologia rodziny pszczelej Apis mellifera L.
4.1.1. Rodzina pszczela jako uklad eusocjalny

Rodzina pszczela pszczoty miodnej Apis mellifera L. jest przyktadem uktadu
eusocjalnego zgodnie z definicjg Wilsona (1971), ktéra mowi, ze aby uktad byt eusocjalny to
muszg by¢ spetnione trzy warunki: 1 - tworza je osobniki nalezace do co najmniej dwoch
pokolen, 2 - wychowuja wspolnie potomstwo pochodzace od jednej lub kilku matek
(krolowych), 3 - cze$¢ osobnikow tworzacych gniazdo jest catkowicie bezptodna lub ma
znacznie ograniczong ptodnos¢ (robotnice). W przypadku pszczoty miodnej rodzina sktada sie
z jednej matki (krélowej), kilkudziesieciu tysiecy pszczot robotnic i kilku tysigey trutni.
Liczebnosci robotnic i trutni jest uzalezniona od fazy poziomu rozwoju rodziny i pory roku.
Latem w rodzinie pszczelej w zaleznosci od rasy moze by¢ od 30 do 80 tys. robotnic i od 1 do
3 tys. trutni. W zimie w rodzinie nie ma trutni, a liczba robotnic zmniejsza si¢ do okoto 10
tys. Rozwoj osobniczy wszystkich cztonkoéw rodziny pszczelej sktada si¢ z nastepujacych
stadiow rozwoju: jaja, larwy zwinigtej, larwy przedzacej, przedpoczwarki i poczwarki
o roznej dtugosci rozwoju (Woyke 2008) (tabela 1.).

Tabela 1. Czas rozwoju cztonkow rodziny pszczelej [dni] (Woyke 2008)

Stadia rozwoju Matka Robotnica Truten
Jajo 3 3 3
Larwa zwinigta 5 6 7
Larwa przedzaca 2 2 3
Przedpoczwarka 1 2 4
Poczwarka 5 8 7
Calkowity rozwoj 16 21 24

Przedstawiony powyzej udziat liczbowy poszczegélnych cztonkéw wchodzacych w sktad
rodziny pszczelej pozwala wyjasni¢ mechanizmy utrwalania si¢ zachowan altruistycznych na
drodze doboru naturalnego. Zachowania altruistyczne ograniczajg (dostosowania) ptodnosé
1 szanse przezycia altruisty na rzecz zwigkszenia (dostosowania) szansy przezycia i wydania

potomstwa biorcy tego altruistycznego zachowania (Woyciechowski 1985, Woyciechowski
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1 Moron 2009). Aby zachowania altruistyczne mogly powsta¢ musi by¢ spetniona nierdownos¢

c/b <, gdzie c - koszt altruisty, b - zysk biorcy zachowania altruistycznego (obie wartoSci
mierzone s3 dostosowanie), za§ r - wspoOlczynnik pokrewienstwa taczacy dawce i biorce.
W tym zachowaniu najwazniejsza jest propagacja genow altruisty, natomiast mniej wazne jest
to czy robi to on sam, czy przy jego pomocy robi to jego krewniak noszacy geny altruisty.
Wazne jest tutaj taczne dostosowanie altruisty (ang. inclusive fitness). Przyktady uktadow
eusocjalnych wystepujacych u pszczot, mrowek i os sg obecne kiedy ich samce sg haploidami,
a ich plemniki niosg ten sam zestaw informacji genetycznej, co jest mozliwe przy braku
mejozy w spermatogenezie. Ich petne corki sg bardziej spokrewnione ze sobg r = 0,75 niz
z whasng matkg r = 0,5 , co pozwala tatwiej spelni¢ nierowno$¢ przy r = 0,75. Natomiast
matka ze swoimi synami jest blizej spokrewniona r = 0,5 niz siostra z bra¢mi r = 0,25,
poniewaz posiadajg wspolne geny tylko od matki (Hamilton 1964a, b).

Matka pszczela zyje Srednio w rodzinie 3 - 4 lata, a jej zadaniem jest sktadanie jaj
I utrzymywanie kontroli nad rodzing pszczela poprzez wydzielanie, przez gruczoty
egzokrynne, na powierzchni¢ ciata substancji matecznej. W sktad substancji wchodza
feromony, czyli proste 8 - 10 weglowe alkohole alifatyczne, nienasycone kwasy thuszczowe
lub ich estry zawierajace atomy wodoru i tlenu (Lipinski 2002). Nowa matka pojawia si¢
naturalnie w rodzinie pszczelej w trzech okolicznosciach:

» kiedy pszczoty chcg wymieni¢ matke na nowa (matka z cichej wymiany)
> kiedy stara matka nagle zginie (matka z matecznika ratunkowego)
» kiedy pszczoty chca si¢ wyroi¢ (matka rojowa)

Trutnie wystepuja w rodzinie od maja do sierpnia w warunkach klimatu
umiarkowanego. Z genetycznego punktu widzenia sa takie same jak matki i stuza jedynie do
rozwoju niezaptodnionych komorek jajowych w trutnie, ktére produkuja plemniki 1 kopuluja
z matka. Poliandria (kopulacja matki z kilkoma trutniami) wystepujaca u eusocjalnych
btonkdéwek ostabia pokrewienstwo potomstwa takiej matki przez co zmniejsza si¢ szanse na
zachowania altruistyczne. Juz przy dwoch partnerach matki jej corki sg spokrewnione ze sobg
tak samo jak siostry zwyktych diploidow (r = 0,5) (Woyciechowski 1985). Jednak poliandria,
ktora wyewoluowala juz po utrwaleniu uktadoéw eusocjalnych, stwarza lepsze mozliwosci
obrony przed pasozytami w rodzinach o wigkszej zmienno$ci genetycznej. Rodznice
genetyczne nie tylko predysponujg robotnice do lepszego wykonywania réoznych zadan, ale
takze dajg wieksze mozliwoSci wykorzystania zasobow zmiennego $rodowiska (Hamilton

1987).
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Podziat pracy w uktadach eusocjalnych takich jak rodzina pszczela daje jej dodatkowy
zysk. U pszczot mtodsze osobniki wykonujg najczesciej prace w gniezdzie, a starsze poza
gniazdem. Istnieje wiele hipotez thtumaczacych powstanie tej strategii zwanej tez polietyzmem
wiekowym. Jedng z hipotez jest mozliwos$¢ uczenia si¢ robotnic podczas powtarzania tych
samych czynnosci lub uzyskanie wigkszej efektywnos¢ pracy robotnic, ktore nie tracg czasu
na przemieszczanie si¢ i poszukiwanie coraz to nowego zajecia. Jednak najwigksza korzyscia
ptynaca z polietyzmu wiekowego jest przedtuzenie sredniej dhugosci zycia robotnic w koloni,
co przeklada si¢ na sukces calej rodziny pszczelej (Woyciechowski 1 Koztowski 1998).
Osiagniecie tego sukcesu jest mozliwe, gdy osobniki mtode i zdrowe podejmuja si¢ prac
w gniezdzie 0 mniejszym ryzyku $mierci (do 21 dnia zycia), a osobniki starsze lub chore
podejmujg czynno$ci konieczne W terenie, ale bardziej ryzykowne (powyzej 21 dnia zycia)
(tabela 2). Ta hipoteza zostata potwierdzona nie tylko modelami matematycznymi
(Woyciechowski i Koztowski 1998, Tofilski 2009), ale tez eksperymentami na pszczotach
(Woyciechowski i Moron 2009). Pszczoty robotnice wykonuja wszystkie prace w gniezdzie
I poza gniazdem pszczelim. Wykonywane przez pszczoly czynno$ci skorelowane sa z ich
wiekiem. Zwigzane jest to z aktywnoscig roznych gruczotdéw w danym wieku, ktore sg
aktywne tylko raz w zyciu (tabela 2.).

Tabela 2. Czynnosci robotnic wykonywane przez robotnice w okreslonym wieku

Czynnosci Wiek [dni]
Czyszczenie siebie 1 komorek plastra 1-2
Karmienie larw starszych 3-6
Karmienie larw mlodszych 7-14
Odbieranie 1 przerabianie nektaru, zasklepianie komorek z miodem, 8-14

magazynowanie pytku w komorkach plastra

Budowa plastréw 15-18
Ochrona gniazda 19-21
Zbieranie zapasOw (praca w terenie) powyzej 21
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Termoregulacja rodziny pszczelej jest gtownym czynnikiem wplywajacym na rozwoj
rodziny pszczelej. Temperatura tutowia aktywnej pszczoty robotnicy waha sie od 31 do 43°C
w zaleznosci od petnionej funkcji w rodzinie pszczelej (Tautz 2008, Stabentheiner 2001).
Poszczegolne czgsci ula majg r6zng temperature jedynie temperatura gniazda z czerwiem
regulowana jest z duza doktadnoscia, gdyz czerw do swojego rozwoju naturalnego potrzebuje
temperatury powyzej 33°C (Woyke 1998). W okresie zimy wewnatrz klebu temperatura
waha sie od 20 do 30°C, zewnetrzne warstwy klebu charakteryzuja sie temperatura od 10 do
12°C. Minimalna temperatura potrzebna do utrzymania funkcji zyciowych pojedynczej
pszczoly wynosi 8°C (Chuda-Mickiewicz 1994). Doroste pszczoly znosza wilgotnoéé
wzgledng powietrza od 20 do 70%. Jednak dtuzsze przebywanie w powietrzu o wilgotno$ci
powyzej 60% skraca dlugo$¢ ich zycia i maja objawy biegunki. Ten negatywny wplyw
stwierdzono zaré6wno w okresie zimowania jak i pelnej aktywnosci pszczot (Atmowidjojo

i wsp. 1997, Muszynska 1989).

4.1.2. Anatomia i fizjologia ukladu pokarmowego

Uktad pokarmowy pszczoty miodnej sktada si¢ z trzech podstawowych odcinkow:
- jelita przedniego
- jelita srodkowego
- jelita tylnego
Jelito przednie 1 tylne sg pochodzenia ektodermalnego 1 od wewnatrz wySciela je
schitynizowany oskorek, a jelito $rodkowe powstalo z mezodermy i wyscielane jest
nablonkiem trawiennym (Caetano 1984, 1988, Dade 1994, Martins 2006). Jelito przednie
u pszczOt sktada si¢ z: jamy gebowej, gardzieli, przetyku, wola, oraz przedzotadka. Jama
gebowa przechodzi w silnie umigsniong gardziel, w ktorej majg ujscie trzy typy gruczotéw
slinowych. Gruczol wargi dolnej (wlasciwy) produkuje wydzieling zasadowa i nie zawiera
enzymow, jest najlepiej rozwinigty u zbieraczek. Gruczot gardzielowy wystepuje tylko
u robotnic i jest najbardziej aktywny miedzy 3 a 6 dniem zycia i wydziela mleczko pszczele.
U starszych robotnic gruczoly gardzielowe funkcjonujg jako gruczoty slinowe produkujac
inwertaz¢ 1 amylaze. Gruczoly zuwaczkowe sa najsilniej rozwinigte u matki pszczelej
produkujac substancj¢ mateczng, a u robotnic §ling. Nastepnie gardziel przechodzi w przetyk
biegnacy migdzy mig$niami tutowia do odwiloka gdzie przechodzi w wole miodne, taczace si¢
z jelitem srodkowym za posrednictwem przedzotagdka. W przedniej czeSci przedzotadka
wystepuje tzw. wentyl miodowy zbudowany z czterech trojkatnych faldow umozliwiajgcych

jego doktadne zaciskanie, a koncowy odcinek ma posta¢ cienkiej rurki. Taka budowa
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przedzotagdka umozliwia jedynie przesuwanie pokarmu w jednym kierunku - do jelita
srodkowego. Wole miodne stuzy pszczole do transportu i przetrzymywania ptynnych
pokarmow, ale dzigki schitynizowanej wyScidtce uniemozliwia procesy wchtlaniania

3 W wolu

substancji pokarmowych. Pojemnos¢ wola miodnego wynosi okoto 57mm
miodnym odbywajg si¢ procesy mieszania zawarto$ci sprzyjajace procesom enzymatycznym.
Klapy przedzotadka maja zdolno$¢ wytapywania ziaren pytku i przekazywania ich do jelita
srodkowego. Jest to miejsce wstgpnego rozkladu pobranych z pokarmem cukrow ztozonych.
Amylaza powoduje rozktad skrobi i dekstryn, a inwertaza rozklada sacharoz¢ na glukoze
fruktoze (Tomaszewska i Chorbinski 2000).

Jelito srodkowe zwane trawiennym utozone jest w odwloku w ksztalcie petli i na calej
swej dlugosci wykazuje silne pofaldowanie, cO zwigksza powierzchni¢ trawienia
1 wchianiania. Dhlugo$¢ jelita srodkowego wynosi okoto 10mm u robotnic, 13mm u matki
pszczele] 1 19mm u trutnia. W jelicie $srodkowym zachodzi wilasciwy proces trawienia
I wchianiania. Komoérki nabtonkowe jelita produkuje enzymy rozktadajgce peptydy i biatka
(proteazy) i tluszcze (lipazy), oraz cukry (amylaza, inwertaza, maltaza). Enzymy sa
produkowane w komorkach, a gdy sa one wypelnione enzymem odrywaja si¢ martwiczo do
$wiatla jelita, gdzie rozpadaja si¢ i uwalniajg enzymy (Schumaker i wsp. 1993). Pobrany
nektar jest rozktadany przez gruczoty gardzielowe. Inwertaza rozktada sacharoz¢ na
monosacharydy (glukoze 1 fruktozg), a jednoczes$nie nastepuje laczenie glukozy z innymi
czasteczkami i powstaja di i trisacharydy, a nawet cukry zlozone. Gdy pokarm trafi do
zoladka wczesniej dodana inwertaza ulega rozpadowi i produkowana jest nowa, ktora
rozktada obecne cukry wyzsze. Monosacharydy wnikaja do hemolimfy, w ktérej stezenie
cukru waha si¢ od 1700 do 3700 mg/100ml, z czego 60 - 70% to glukoza i 30 - 40% to
fruktoza. Cukry proste sa wykorzystywane na biezace potrzeby organizmu (do lotu
I produkcji ciepta), natomiast materiat zapasowy w ciele pszczoty jest gromadzony w postaci
tluszczu, jako glikogen polisacharydow i przechowywany w ciele tluszczowym (ang.
fatbodies). Aminokwasy egzogenne niezbgdne dla procesow zyciowych pszczot to: arginina,
histydyna, izoleucyna, leucyna, lizyna, metionina, fenyloalanina, treonina, tryptofan i walina.
Inne aminokwasy, ktore sa zazwyczaj obecne u pszczot i stuza do budowania biatek pszczoty
i wielu enzymoéw, to: alanina, asparagina, glutamina, glicyna, prolina i tyrozyna. Gruczoty
gardzielowe produkujg biatka - mleczko pszczele z aminokwasow wystepujacych
w hemolimfie. Biatko zapasowe jest w tluszczu podczas metamorfozy i u dorostych pszczot

glownie zimowych. Niektore witaminy sa syntetyzowane przez pszczoly, a inne s3
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pozyskiwane glownie z pytku. W ciele pszczoly obecne sg zawsze witaminy takie jak:
tiamina, ryboflawina, pirydoksal, kwas nikotynowy, kwas pantotenowy, biotyna i kwas
foliowy. Ttuszcze, ktore s3 gromadzone w organizmie pszczoty w odniesieniu do owadow nie
sg wykorzystywane jako energia dla mieéni poruszajacych skrzydtami. (Morse i Hooper
1985)

Pszczoty nowo wygryzione w rodzinach cechujg si¢ szybkim wzrostem aktywnosSci
enzymow proteolitycznych w przewodzie pokarmowym. Szczyt tej aktywno$ci osiggaja w
ciggu pierwszego tygodnia zycia. Nastepnie obserwuje si¢ spadek aktywnosci tych enzymow
do momentu osiggni¢cia stanu rownowagi na reszt¢ ich zycia (Grogan i Hunt 1980, Gilliam
I wsp. 1988, Crailsheim i Stolberg 1989). Poziom trypsyny, elastazy i aminopeptydazy
leucynowej wzrastat miedzy 3 a 8 dniem zycia pszczoly, a nastgpnie spadal do niskiego
poziomu przez 24 dni. Jest to dowod na znaczenie pokarmu biatkowego w odzywianiu
pszczot w w pierwszym tygodniu ich zycia (Winston 1987). W badaniach nad poziomem
aktywnos$ci chymotrypsyny w jelicie srodkowym dorostych pszczot robotnic Apis mellifera
wysokg aktywno$¢ notowano W lecie w stosunku do zimy, jesieni i wiosny. Te obserwacje
Swiadczg, ze poziom aktywnosci enzymatycznej organizmu pszczot jest uzalezniony od diety.
Zuzycie pylku ma szczyt u mlodych pszczot, ktoérych zachowanie 1 fizjologia sa
przystosowane do maksymalnego wykorzystania pokarmu biatkowego przy produkcji
mleczka pszczelego (Kroon i wsp. 1974, Schmidt i Buchmann 1985). Jelito srodkowe
u miodych pszczot jest glowny organem trawigcym pylek (Whitcomb i Wilson 1929). Wraz
ze starzeniem si¢ pszczot i zmiang pelnionej funkcji w rodzinie pszczelej, nastgpuje zmiana
diety z biatkowej na weglowodanowa stuzaca do produkcji energii potrzebnej do lotu.
Pszczoty 30-dniowe produkujg trypsyne i chymotrypsyne, ktora pochodzi z tylnego odcinka
jelita $rodkowego  (Jimenez 1 Gilliam 1990). Zostaly wykryte regionalne roznice
w aktywnosci niektorych enzyméw trawiennych w jelicie srodkowym pszczot. Aktywnose
proteazy, diastazy (amylazy) i niedobor inwertazy byt najwyzszy w przedniej czesci jelita
srodkowego, ale aktywno$¢ lipazy byta rownomierna na calej jego dlugosci. Na podstawie
tych obserwacji stwierdzono, ze wydzielanie enzymow miato miejsce w przedniej czesci jelita
srodkowego, natomiast wchtanianie sktadnikow pokarmowych w tylnej czesci (Zherebkin
1967). Po analizie proteaz z pytku 14 gatunkéw roslin spozywanych przez pszczoty,
stwierdzono ze wszystkie probki zawieraly chymotrypsyne o podobnej aktywnos$¢ a takze
trypsyny jak i karboksypeptydazy o aktywnosci nieregularnej (Grogan i Hunt 1979). Po

analizie wyciagu z jelit srodkowych pszczoét stwierdzono, ze dziatalno§¢ chymotrypsyny byta
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najwyzsza w jelitach $rodkowych miodych pszczot karmionych pytkiem, Natomiast
aktywnosc¢ trypsyny nie jest zalezna od sezonu i rodzaju pylku, ale zwigzana jest z wiekiem
pszczot (Grogan i Hunt 1980). Zostata rowniez wykazana obecno$¢ aminopeptydazy na
btonach perytroficznych i wierzchotkowej czeSci komorek jelita sSrodkowego pszczoty (Peters
i Kalnins 1985). Z kolei analiza aktywno$ci proteolitycznej tkanki jelita $rodkowego
w przestrzeni ekto i endoperytroficznej zarowno u poczwarki jaki i dorostej pszczot robotnicy
wykazata wysoki poziom trypsyny i chymotrypsymy, ktore pochodzity z tkanki jelita
srodkowego pszczoty (Moritz 1 Crailsheim 1987). Wyniki te potwierdzajag sezonowe
i zalezne od wieku wahania aktywno$ci proteolitycznej (Grogan i Hunt 1984), ale Moritz
i Crailsheim (1987) stwierdzili, ze udziat w proteolitycznej dziatalno$ci ma wtdrnie pytek,
niz proteazy wydzielane przez pszczoty miodne. Indukcja syntezy enzymoéw trawiennych
w jelicie $rodkowym owada moze by¢ regulowana przez bezposrednia odpowiedz
wydzielniczg i Kontrole hormonalng (Applebaum 1985). Poziom aktywnosci enzymatycznej
zarowno w 7 jak i 14 dobie zycia byt wyzszy u pszczot dobrze odzywionych w stosunku do
pszczo6t z ograniczonym poziomem biatka w pokarmie (Sagili i Pankiw 2007). Po syntezie
niektorych enzymoéw, takich jak peptydazy i réznych hydrolaz pozostaja one zwigzane do
mikrokosmkéw i przeznaczone do trawienia na granicy ragbka szczoteczkowego (Ferreira
i Terra, 1980). W przewodzie pokarmowym enzymy mogg pochodzi¢ z miodu pszczelego,
pytku (Stanley i Linskens 1974) lub ze zrddet mikrobiologicznych (Barker i Lehner 1972,
Gilliam i wsp. 1988). Natomiast endopeptydazy sa wydzielane do jelita Srodkowego
w sposob, ktory zapobiega autolitycznemu trawieniu tkanek odpowiedzialnych za ich
wydzielanie. Proces wydzielania biatka bez aktywatora zachodzi jedng z dwoch drog: 1)
wydzielanie wystepuje w komorkach, w ktorych biatko jest wydzielane tak szybko, jak jest
syntetyzowane i 2) regulowane wydzielanie wystepuje w komoérkach w ktorych biatko jest
syntetyzowany i przechowywane w wyspecjalizowanych pecherzyki przed wydaniem (Palade
1975, Kelly 1975). Rozlozone przez enzymy skladniki pokarmowe zostajg wchlonigte
i rozprowadzone przez hemolimfe po calym organizmie, a nie strawione resztki pokarmowe
zostaja przesunicte do jelita tylnego. Jelito tylne sktada si¢ z jelita cienkiego i jelita prostego
a oddzielone jest od jelita $rodkowego zastawka. Komorki nablonkowe jelita tylnego sa
schitynizowane, ale przepuszczaja wodg, poniewaz jest to miejsce odwodnienia
niestrawionych resztek pokarmu. Dodatkowo w tej czg¢sci przewodu pokarmowego chitynowe
wyrostki nablonka utatwiajg rozdrabnianie i przesuwanie tresci katowych. Sciany jelita

prostego wykazuja podtuzne pofaldowania, a mig¢snie podtuzne i poprzeczne pozwalaja na
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jego rozszerzanie do pojemnosci 57% masy ciala pszczoty. MigSnie wystepujace przed
odbytem pelnig funkcje zwieracza kontrolujagcego proces wydalania katu. Wydzielina
gruczotow odbytowych, zawierajagca enzymy katalizujagce oraz kwasny odczyn tresci jelita
tylnego zapobiegajg gniciu mas katowych szczegdlnie podczas zimowli (Gatuszka 1998).
4.1.3. Budowa histologiczna i zmiany histopatologiczne w jelicie $rodkowym po
stosowaniu kwasow organicznych

Jelito $rodkowe pszczoty miodnej jest prawdziwym zoladkiem, gdzie ma miejsce
trawienie pokarmu. Naturalne potozenie jelita srodkowego w ciele pszczoty przypomina
ksztattem liter¢ "U". Jest ono pofaldowane na catej dtugosci, co zwigksza powierzchnie
chtonng. Wewnatrz zotadka pod nablonkiem wystepuje warstwa migs$ni okreznych i warstwa
miegs$ni podtuznych tworzacych uktad pracy migsni 0 dziataniu przeciwnym. Caty nabtonek
pokryty jest gruba warstwa galaretowatej substancji wewnetrznej, ktora produkuje blony
perytroficzne. Blony perytroficzne zapobiegaja $cieraniu przez pokarm S$cian zoladka, sa
ciggle produkowane i ulegaja odrywaniu, co w przekroju zoladka jest widoczne jako
koncentryczne warstwy. Blona preytroficzna jest catkowicie przepuszczalna dla wody,
substancji rozpuszczonych i enzymow (Morse 1 Hooper 1985). Utozenie mig$ni w $cianie
jelita srodkowego pozwala na powstawanie ruchéw perystaltycznych. Blony perytroficzne
owijajg przechodzacg tre$¢ pokarmowa i chronig nablonek zZotadka przed uszkodzeniem
spowodowanym ostrymi ziarnami pytku, oraz spowalniaja przejscie tresci przez zotadek.
Glowna funkcja bton perytroficznych jest rownomierna dystrybucja enzymoéw w catym jelicie
srodkowym (Giebel i wsp. 1971, Dahlmann i wsp. 1978), co zostato sprawdzone zarowno na
larwach jak i pszczotach dorostych, Stare blony perytroficzne sg stopniowo rozrywane
I usuwane z zotadka razem z niestrawionymi resztkami pokarmowymi. W wyniku
intensywnego dziatania komorki nabtonka btony sSluzowej Zotadka szybko si¢ zuzywaja
1 musza by¢ zastgpione przez nowe. W tym celu dziatajg tzw. krypty regeneracyjne, w ktérych
widoczne s3 mniejsze komorki, co pozwala na regeneracj¢ nabtonka, ktéry jest
wielowarstwowy (Kubisova 2003). Produkcja nadmiernych ilosci bton perytroficznych moze
by¢ spowodowana zahamowaniem zhluszczaniem si¢ naskorka i biegunka - mechanizm
zabezpieczajacy przez szkodliwym dziataniem substancji lub wydtuzeniem czasu wchtaniania
i lepszym wykorzystaniem sktadnikoéw pokarmowych (Bielenin i Ibek 1980, Crailsheim
1988). W obrazie mikroskopowym preparatow histologicznych z jelit srodkowych pszczot
karmionych pokarmem cukrowym i biatkowym z dodatkiem kwasu mlekowego lub preparatu

probiotycznego po 11 dobach zaobserwowano zwigkszong produkcje blon perytroficznych
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(Szymas 1 Przybyt 2007). Obraz histologiczny jelita srodkowego pszczoly miodnej zmienia
si¢ w wyniku dziatania: substancji toksycznych (Bielenin i Ibek 1980), niewlasciwego
pokarmu (Szymas 1994), infekcji bakteryjnych (Gregorc i Bowen 1998, 2000) i wieku owada
(Jimenez i Gilliam 1990).

Smieré komorek moze nastapi¢ w kilku przypadkach: przez przypadek, martwice,
apoptozy - zaprogramowanej smierci. Martwicza $mier¢ jest indukowana w ekstremalnych
warunkach takich jak: niedokrwienie, niedotlenienie, ekspozycja na toksyny i hipertermia
(Bowen i wsp.1996). U pszczot Smier¢ komorek byta opisywana w gruczotach gardzielowych
(Moraes i Bowen 2000). Takze w jelicie srodkowym pszczot po zakazeniu Paenibacillus
Larvae i po aplikacji amitrazy roztoczobojczej (Gregorc i Bowen 1998, 2000). Smier¢
komoérek wykryto takze w izolowanych komorach serca pszczoty miodnej po narazeniu na
dziatanie herbicydu (2,4 - dwuchlorofenoksyoctowego kwasu) (Papaefthimiou i wsp. 2002).
Smiertelno$¢ komorek nabtonka jelita $rodkowego po zastosowaniu kwasu szczawiowego
stwierdzono na poziomie 25% po 5 godzinach od zastosowania kwasu na larwy 3 i 5 dniowe.
Po 21 godzinach poziom $miertelnosci komodrek wzrost do 70%, natomiast po 50 godzinach
u larw 3 dniowych $mier¢ komoérek byta na poziomie 18%, ale u 5 dniowych wynosita 82%.
W grupie kontrolnej wykazano sporadyczng $miertelno$ci komorek gtéwnie ttuszczowych.
Stosowanie 85% kwasu mrowkowego wywotuje rozlegly $miertelno$¢ komorek tkanki
nablonkowych 1 pod nablonkowych, ktére poprzedzita $mier¢ komorek catego ciat larwy.
Poziom $miertelnosci komorek nabtonka jelita srodkowego u larw 3 dniowych po 5
godzinach wynosit 70% a 5 dniowych 95% $miertelno$¢. Po 21 godzinach od zastosowania
kwasu mréwkowego u larw 3 dniowych stwierdzono 96% $miertelnos¢ a u 5 dniowych 100%

komorek (Gregorc i wsp. 2004).

4.2. Roztocz Varroa destruktor - pasozyt Apis mellifera L.

Rodzaj Varroa obejmuje cztery gatunki: Varroa jacobsoni (Oudemans, 1904). Varroa
unterwoodi (Delfinado-Baker i Aggarwal, 1987), Varroa rindereri (De Guzman i Delfinado-
Baker, 1996) i Varroa destructor (Anderson i Trueman, 2000).

Roztocz Varroa destructor jest odpowiedzialny za grozng chorobg - warrozg u Apis
mellifera. Do 2000 roku byt mylnie uwazany za Varroa jacobsoni (Anderson i Trueman,
2000), ktory w rzeczywistosci jest gatunkiem mniej zjadliwym i u Apis mellifera w Europie
nie wystepuje. Varroa destructor jest reprezentowany obecnie przez cztery haplotypy:

japonsko-tajlandzki o nizszej patogenicznosci i koreanski o wigkszej patogenicznos$ci, ktore
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rozprzestrzenity si¢ na $wiecie (Anderson i Trueman 2000). Niedawno opisano dwa nowe
haplotypy na Apis mellifera w potudniowo - wschodniej Azji (chinski i drugi koreanski),
ktérych  zjadliwo$¢ dla pszczol europejskich nie jest znana, ale moga by¢é nowym
zagrozeniem. U Apis cerana Varroa destructor jest reprezentowany przez trzy haplotypy:
japonko-tajlandzki wystepujacy rowniez u Apis mellifera oraz nepalski i wietnamski
wystepujacy tylko u Apis cerana. Naturalnym gospodarzem roztocza Varroa destructor jest
Apis cerana, z ktorego zostal przeniesiony na pszczoly europejskie Apis mellifera.
Najprawdopodobniej do zmiany gospodarza (z Apis cerana na Apis mellifera) doszto, gdy
rodziny Apis mellifera wywieziono do Wschodniej Rosji i na Daleki Wschod w pierwszej
polowie ubieglego wieku co doprowadzilo do swobodnej dystrybucji obu gatunkéw pszczot
i przeniesienia pasozyta (Oldroyd, 1999). Roztocza Varroa destructor znaleziono u Apis
mellifera we wschodniej cze$ci wybrzeza ZSRR (1952), w Pakistanie (1955), Japonii (1958),
Chinach (1959), Butgarii (1967), Ameryce Potudniowej (Paragwaj, 1971), Niemczech (1977)
(Ruttner i Ritter, 1980), Polska 1980 i pierwszy sygnat ze Stanéw Zjednoczonych pochodzi
z 1987 (De Guzman i Rinderer, 1999). Varroa destructor jest gatunkiem prawie
kosmopolitycznym, ale nie zostat znaleziony jeszcze w Australii.

Zmienno$¢ genetyczna pasozyta jest przyczyna strat rodzin pszczelich
spowodowanych réznym poziomem réwnowagi miedzy gospodarzem a pasozytem.
Dziatalno$¢ pasozyta ma rozne skutki w zalezno$ci od zjadliwosci i wptywu pasozyta na
ekspresj¢ genow u pszczot (Correa-Marques i wsp. 2003, Navajas i wsp. 2008). Varroa
destructor jest pseudo-haplo-diploidalnym pasozytem (Martin i Kemp 1997, Harris i Harbo,
1999). Rozmnaza si¢ przez kojarzenie w pokrewienstwie - brat z siostrg, CO w duzej mierze
przyczynia si¢ do utrwalania powstawania mutacji (Corneut i wsp. 2006). Proces koewolucji
migdzy pszczola a roztoczem jest napgdzany przez mutacje obu gatunkow, co prowadzi do
mniej lub bardziej stabilnej rownowagi. Dziedziczne cechy fizyczne i zachowania pszczoty
miodnej moga by¢ zaangazowane w mechanizm tolerancji pasozytow (Biichler i wsp. 2010,
Rinderer i wsp. 2010).

4.2.1. Wplyw pasozyta na pszczole i rodzine pszczela

Pszczoty europejskie sa znacznie miej odporne na pasozyta, ale ze wzgledu na szeroki
ich zasigg pasozyt rozprzestrzenit si¢ prawie na catym $wiecie (Peng i wsp. 1987, Oldroyd,
1999). U nowego zywiciela nie zostaly wyksztatcone jeszcze mechanizmy obronne, ktore
reguluja relacje migdzy gospodarzem a pasozytem, w wyniku czego Varroa destructor moze

powodowac $mier¢ zywiciela. Na poczatku pojawienia si¢ pasozyta do Europie i Ameryce
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Poétnocnej mozna bylo tatwo kontrolowa¢ jego populacje poprzez zastosowanie 1 - 2
zabiegbéw leczniczych rocznie. Obecnie straty rodzin pszczelich wzrastaja od poczatku XXI
wieku mimo bardziej intensywnej walki z inwazja. Od 2006 roku zostaly zaobserwowane
duze straty rodzin pszczelich w Europie i Ameryce Potnocnej i zjawisko to nazwano Colony
Collapse Disorder (CCD). Powodem wprowadzenia takiego stownictwa bylo stwierdzenie
naukowcow, iz nie ma jednoznacznej przyczyny wyjasniajacej duze straty rodzin pszczelich.
Jest to synergiczne dziatanie roéznych przyczyn. Obecnos¢ Varroa destructor wywiera
powazng presje na zdrowie pszczot i jest wymieniana jako jedna z potencjalnych przyczyn
CCD. Zaobserwowano, ze w wielu przypadkach CCD populacja roztoczy nie byta glowna
przyczyna ginigcia rodzin (Van Engelsdorp i wsp. 2009). Udokumentowano trzy przypadki
wystgpienia CCD: W pierwszym znaleziono jedynie jeden wirus (izraelska odmian¢ wirusa
ostrego paralizu - IAPV), ktory byt silnie skorelowany z CCD (Cox-Foster i wsp. 2007).
W drugim badaniu oceniano zmiany w ilo$ci pszczot i podwyzszong zawarto$¢ pestycydow,
ale pojawita si¢ tylko tendencja mimo wzrostu czesto$ci wystepowania wirusOw i innych
patogenéw w rodzinach z CCD (Johnson i wsp. 2009). W trzecim badaniu wykazano iz
pszczolty z CCD mialy wyzsze obcigzenie patogenami W stosunku do populacji, ktora
przezyta, co sugeruje na istnienie interakcji mi¢dzy patogenami i bodzcami stresowymi takimi
jak obecnos¢ pasozytow. Nie ma jednoznacznych dowoddéw na to, ze Varroa destructor jest
powodem wystepowania CCD, ale nie mozna wykluczy¢ jego zdolnosci do thumienia systemu
odpornosciowego pszczoty (Van Engelsdorp i wsp. 2009). Straty rodzin pszczelich podczas
zimowli sa nieuniknione, ale dwadziescia lat temu byt to poziom 5 - 10%, obecnie jest to
czesto 20%, a nawet wigcej. Przyczyny strat podczas zimowli sg rozne: straty matki, brak
zapasow, choroby i pasozyty (Journal of Apicultural Research, 2010 - wydanie specjalne).
Roztocz Varroa moze ufatwia¢ przenoszenie wirusow: DWV, SBV, APV, IAPV
1 KBV przez pszczoty opiekunki do larw, a w konsekwencji takze do pszczot dorostych (Ball
1985, Chen i wsp. 2004). Moga by¢ rowniez przekazywane przez trutnie w nasieniu oraz
przez matki za posrednictwem zakazonych wirusem jaj (Yue i wsp. 2006, 2007). Dziatanie
toksyczne pasozyta polega na indukcji latentnych zakazen wirusowych i bakteryjnych (Ball
1985, Ball i Allen 1988). Udowodniono ze wirus przenoszony jest migedzy roztoczami. Moze
replikowa¢ w roztoczach Varroa i jest obecny w ich $linie, co sugeruje, ze jest on aktywnym
biologicznie wektorem niektorych wiruséw pszczelich (Bowen-Walker i wsp. 1999, Chen
i wsp. 2004, 2005). Wirus DWV powoduje zmiany morfologiczne takie jak: zdeformowanie

skrzydet i skrocenie odwlokow, co jest zabojcze dla pszczot (Ball i Allen 1988, Martin 1998,
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Bowen-Walker i wsp. 1999, Martin 2001a, Tentcheva i wsp. 2006). Wirusy ABPV i DWV s3
bardzo zjadliwe, co poteguja obrazenia pszczot spowodowane odzywianiem si¢ roztoczy
(Chen i wsp. 2006). Wspomniane wirusy sa skorelowane ze stratami rodzin podczas zimowli
(Highfield i wsp. 2009, Berthoud i wsp. 2010). Rodziny z warrozg, jesli sg nieleczone, to
zwykle ging w ciggu szes$ciu miesigcy do dwodch lat od zarazenia. Czas ten nie zalezy tylko od
potencjalu rozrodczego pasozyta, ale rowniez od poziomu jego inwazji wilasnej oraz
w sasiedniej rodzinie pszczelej, co moze opdzniaé (przy niskim poziomie) lub przyspieszaé
(przy wysokim poziomie pasozyta) ginigcic owej rodziny pszczelej (Ritter i wsp. 1984).
Pszczoty porazone pasozytem wychowywane do zimowli zyja krocej i moga mieé nizszg
mas¢ ciata w pordwnaniu do pszczét wolnych od roztoczy i stabiej rozwijajg si¢ na wiosng.
Wysoki poziomie inwazji pasozytow w zimie powoduje upadki rodzin pszczelich (Kovac
i Crailsheim, 1988; Boecking i Genersch, 2008). Rodziny o niskim stopniu porazenia
pasozytem w okresie zimy charakteryzowaty si¢ wigksza iloscia wychowywanego czerwia
i wigkszg objetoscia zajmowanego przez rodzing gniazda w okresie wczesnowiosennym
(Howis i Nowakowski 2010).

Varroa destructor jest nadal powaznym zagrozeniem dla pszczoty miodnej i wcigz
dziesiatkuje jej populacje na $wiecie. W USA najwigksze straty na poziomie od 50 do 100%
obserwowano podczas zimowli w 1995/1996 i 2000/2001 roku (Pettis i Delaplane 2010).
Podobna sytuacja miata miejsce w Europie Srodkowej podczas zimowli 2002/2003 (Hendrikx
i wsp. 2009) a w potudniowej 2004/2005 (Higes 2005). Efektem dziatalnosci pasozyta sa
mechaniczne uszkodzenia powloki ciata oraz obnizenie ilosci hemolimfy i jej sktadnikow
(Glinski i Jarosz 1984, Dandeu i wsp. 1991) oraz przenoszenie zakazen migdzy rodzinami
przez roztocza (Glinski i Jarosz 1992, Miranda i wsp. 2003). Dziatanie stresogenne
wywotywane przez Varroa destructor zardbwno na czerw jak i pszczoty jest potwierdzone
wzrostem aktywnosci S-transferazy glutationu (GST) w hemolimfie czerwiu i1 pszczot
porazonych pasozytem (Brodsgaard i wsp. 2003). Skutkiem pasozytowania Varroa destructor
jest utrata duzej iloSci hemolimfy, obnizenie poziomu biatek hemolimfy, zaburzenie syntezy
biatek odporno$ciowych w ciele thuszczowym (Glinski i Jarosz 1984). Pasozytowanie 1-3
roztoczy na poczwarce robotnicy powoduje obnizenie objetosci hemolimfy o okoto 24%, a 4-
6 roztoczy o okoto 40%. U porazonych trutni jest to odpowiednio 18,9 i 21,9% (Weinberg
i Madel 1985). Poziom biatek w hemolimfie poczwarek porazonych przez 1-3 roztocza obniza
si¢ o okoto 27%, a porazonych 4-6 pasozytami o okoto 50%. Aktywno$¢ bakteriolityczna

typu lizozym wystepujaca w hemolimfie owada silnie spada, a nawet zanika u czerwiu silnie
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porazonego pasozytem (Glinski i Jarosz 1988a). Jest to wskazanie, ze pasozyty niszczg
mechanizmy odporno$ci humoralnej 1 ostabiajg aktywno$¢ fagocytozy (Glinski i Jarosz
1988Db). Interakcje miedzy wirusami i zarazenia przez Varroa destructor sa kluczem do
zrozumienia upadkow rodzin pszczelich. Wykazano, iz pszczoty nie zakazone wirusami
tolerujg wyzszy poziom populacji pasozytow (Martin 2001a).

4.2.2. Dynamika namnazania si¢ roztoczy w rodzinie pszczelej

Na dynamike namnazania si¢ roztoczy maja wptyw warunki pogodowe, pozytkowe
i pojawienie si¢ duzej liczby trutni w rodzinie (Calis i wsp. 1999a, Martin 2001b).
Obserwowane globalne ocieplenic moze powodowac przyspieszenie wiosng i wydtuzenie
jesienig, okresu wychowu czerwiu pszczelego i trutowego, co znacznie zwigksza liczbe
roztoczy w rodzinach na koniec sezonu (Le Conte i Navajas 2008). Dynamika populacji
pasozyta Varroa destructor jest bardzo zmienna i zalezy od cech gospodarza i pasozyta, ktore
moga mie¢ wptyw na wspotczynnik reprodukcji i $miertelnos¢ roztoczy (Fries i wsp., 1994,
Calis i wsp. 1999b). Wzrost ilosci czerwiu w rodzinie pszczelej wptywa na zdolnoSci
reprodukcyjne roztocza podczas zycia, dodatkowo obecnos¢ pszczot zbieraczek 1 ich
btadzenie, poziom zachowan obronnych i rojenie si¢. Wzrost liczby roztoczy jest dodatkowo
wywolywany przez czynniki klimatyczne i dostepnos¢ nektaru (Currie i Tahmasbi 2008).
Jednak doktadny wpltyw poszczegélnych parametrow nie jest znany, poniewaz wigkszos¢
z nich daje efekt dopiero gdy dojdzie miedzy nimi do interakcji. Niektorzy autorzy probowali
wyodrgbni¢ najbardziej istotne czynniki za pomoca wieloczynnikowej analizy, co
potwierdzito istotne korelacje miedzy iloscig czerwiu i liczbg pasozytow (Arechavaleta-
Velasco i Guzman-Novoa, 2001, Harris i wsp., 2003, Lodesani i wsp. 2002). Jednak doktadne
przewidywanie w jakim stopniu wzrosnie liczba pasozytow od wiosny do jesieni jest jeszcze
nie mozliwe.

W Niemczech w pierwszych latach od wykrycia Varroa destructor w rodzinach
pszczelich, jego populacja po czterech latach osiggata od 7 do 11 tysigcy osobnikow (Ritter
i Perschil 1982, Fries wsp. 1994). W tym czasie dobowy prog osypanych roztoczy w lipcu
wynosit 200 sztuk i byt sygnatem do leczenia rodziny pszczelej (Ritter i wsp. 1984).
Aktualnie leczenie rodziny rozpoczyna sig, kiedy naturalny osyp wynosi 10 sztuk na dzien,
poniewaz poziom ten wskazuje na szybki upadek rodziny pszczelej podobnie jak obcigzenie
rodziny powyzej 3000 pasozytow (Boecking i Genersch, 2008). W regionach o duzym
napszczeleniu dynamika populacji roztoczy jest efektem stalej wymiany pasozytow, ktora

dokonuje si¢ dzigki pszczotom zbieraczkom i trutniom w wyniku rabowania innych rodzin
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(Greatti i wsp., 1992, Goodwin i wsp. 2006). Dzi¢ki temu w rodzinach nastepuje reinwazja
pasozytow w wyniku ktorej jedne rodziny tracg, a inne zyskuja roztocza. Istotng sprawa jest
to, iz rodziny silnie rabujace otrzymujg pasozyty od rodzin stabszych, czesto w wyniku
wysokiej inwazji Varroa destructor. Efektywne rabowanie odbywa si¢ w promieniu do 1 km
i trwa w okresie matego pozytku lub jego braku. Rodziny rabujgce nastepniec odnotowuja
szybki wzrost liczby roztoczy (Renz i Rosenkranz 2001).

W klimacie umiarkowanym rodziny nieleczone ging z powodu warrozy po 3 - 4
latach od poczatku inwazji (Korpela i wsp. 1993, Buchler 1994). Rézna jest dynamika
rozwoju roztoczy miedzy klimatem umiarkowanym a podzwrotnikowym i tropikalnym
z wyrazng tendencja do nizszego wzrostu populacji roztoczy w warunkach tropikalnych (De
Jong i wsp. 1984, Moretto i wsp. 1991, Eguaras i wsp. 1994, Garcia-Fernandez i wsp. 1995,
Rosenkranz i wsp. 2006). Nizszy wzrost populacji roztoczy w klimacie podzwrotnikowym
1 tropikalnym jest ciekawy. Zgodnie z caloroczng wymiang pokolen pszczot w tym klimacie,
reprodukcja roztoczy nie ma przerwy w stosunku do klimatu umiarkowanego. Pokazuje to
mozliwy kompromis mi¢dzy dostepnoscig czerwiu w rodzinach a $miertelno$cia roztoczy
w klimacie podzwrotnikowym i tropikalnym. W klimacie umiarkowanym glowne straty
rodzin z powodu warrozy wystepuja jesienia i1 zima, gdy nastgpuje spadek populacji
gospodarza w stosunku do pasozyta, a pszczoly zimowe sg uszkodzone przez pasozyty
(Amdam i wsp. 2004). Mozemy przyjaé, ze w krotkim czasie spada liczba pszczot i to zagraza
istnieniu rodziny pszczelej, a nie wzrost populacji pasozytow. Osobnym problemem jest
jeszcze poziom $miertelnosci roztoczy w lecie i zimie. Badanie osypéw martwych pszczot
Z pasozytami 1 stopnia porazenia pszczot zywych poczatkiem lutego nie wykazalo roznic
miedzy liczbg pasozytow martwych i tych, ktore pozostaly w rodzinach pszczelich. Jednak
nie mozna stwierdzi¢, czy S$miertelno$§¢ pasozytow byla naturalna, czy zwigzana ze
$miertelnoscig pszczot (Fries i Perez-Escala 2001).

Jedng ze strategii gospodarza przeciwko roztoczom jest naturalny podziatl rodziny
zwany rojeniem si¢ pszczot, ktorego konsekwencja jest podziat roztoczy w rodzinie. Okazuje
si¢, ze §rednio 25+9% roztoczy opuscito rodziny z rojami naturalnymi, a 75+9% pozostato
w rodzinie macierzystej (Wilde i wsp. 2005). Badania na izolowanej wyspie wykazaty, iz pod
koniec sezonu stopien porazenia roju i rodziny macierzystej byl podobny na co ma wptyw
dobry rozwoj roju i spowolnienie rozwoju w rodzinie macierzystej po wydaniu roju (Fries
i wsp. 2003). Kolejng strategia ograniczajaca rozwoj Varroa destructor jest skrocenie okresu

czerwiu pod zasklepem, co zmniejsza licze dorostych roztoczy, ale jednoczesnie pozwala
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wyda¢ o jedno pokolenie roztoczy wiecej w sezonie co moze zniwelowaé zamierzony efekt
takiego dziatania (Martin 1998).
4.2.3. Naturalna odpornos¢ pszczol na warroze

Naturalna odporno$¢ pszczoty miodnej na Varroa destructor odgrywa istotng rolg
w jej przezyciu. System naturalnej odpornosci tworzg mechanizmy rozpoznawania
i likwidacji pasozytow. Apis cerana niszczy pasozytnicze w sposob mechaniczny, natomiast
Apis dorsata uwalnia si¢ od pasozytow przez oczyszczanie si¢ z organizmow. U Apis
mellifera jednym z mechanizméw obronnych jest usuwanie komorek czerwiu porazonego
przez pasozyty (Chmielewski i wsp. 2007). W odporno$¢ przeciwko roztoczom
zaangazowane sg struktury anatomiczne okrywy ciata i tchawek. Wazng role¢ w odpornosci na
Varroa destructor u Apis cerana odgrywa odporno$¢ behawioralna (Koeniger i wsp. 1981,
Boecking 1992, Narayanappai wsp. 2003). Wielokierunkowe dziatanie uszkadzajace czerw
1 pszczoty pozwala na zaistnienie kilku mechanizméw obronnych redukujacych skutki
dziatania pasozytow. Zalicza si¢ do nich dzialanie oczyszczajace (ang. grooming behaviour),
usuwanie pasozytow z porazonego czerwiu przez pszczoty robotnice, réznice w atrakcyjnosci
czerwiu dla roztoczy (czerw robotnic, czerw trutowy). Mechanizmem obronnym jest rowniez
skrocenie cyklu rozwojowego pszczoty, co uniemozliwia pelny rozwdj Varroa destructor.
Apis cerana ma zdolno$¢ czyszczenia swojego ciata z pasozytujacych pasozytow niszczac je
mechanicznie i usuwajac poza rodzing. Okresowy brak czerwiu, rowniez ogranicza liczbg
pasozytow  w rodzinach (Rozenkrantz i wsp. 1993). Porazony czerw trutowy jest
niezasklepiany przez robotnice, co powoduje ze ginie wraz z roztoczami (Rozenkrantz
i Tewarson 1992). Tolerancjg na pasozyty cechujg si¢ pszczoly afrykanskie i europejskie
w Tunisie, Brazylii 1 Urugwaju. Charakteryzuje si¢ to zredukowang ptodnoscig roztoczy na
czerwiu trutowym. U pszczot azjatyckich krotki okres rozwoju czerwiu w zasklepionych
komorkach limituje rozwoj roztoczy. Roznice we wrazliwosci na inwazj¢ mi¢dzy pszczotami
Apis mellifera carnica a Apis mellifera capensis oraz Apis mellifera ligustica w poréwnaniu
z hybrydami Apis mellifera monticola maja zwigzek z krotszym okresem rozwoju (Moritz
I Mautz 1990, Thrybom i Fries 1991, Wilde i Koeniger 1992). Roznice w tolerancji warrozy
miedzy Apis mellifera a Apis cerana wynikaja ze zmniejszonej zdolno$ci oczyszczania si¢
z pasozytdw, oraz stabego usuwania pasozytow z zasklepionych komorek z czerwiem

pszczelim i trutowym u pszczot europejskich.
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4.2.4. Stosowane leki do ograniczania pasozyta w rodzinach pszczelich

W 1970 kiedy pojawit si¢ pasozyt w Europie rozpoczeto efektywne jego zwalczaanie
poprzez wprowadzanie substancji takich jak: bromopropylat, fluwalinat, amitraz i kumafos.
W 1995 roku zaobserwowano w Europie potudniowej wystgpowanie pierwszych objawow
opornosci roztoczy na fluwalinat i na inne pyretroidy np. flumetryne (Milani 1995, Hillesheim
I wsp. 1996). W USA mimo przemiennego stosowania $rodkow roztocza uodpornity sig
réwniez na kumafos i amitraz (Milani 1999, Elzen i wsp. 2000). Oznacza to ze nie ma lekow
o 100% skutecznosci (tabela 3). Leki ktore zabijaja podatne osobniki prowadza do ostrej
selekcji i powodujg z czasem powstawanie roztoczy nowej generacji, opornych na stosowane
srodki. Brak skutecznych lekow do zwalczania roztoczy pozwala na wzrost populacji do
poziomu powodujacego upadek rodzin: bezposrednio przez liczbe roztoczy przypadajacych
na pszczole i posrednio przez zmniejszenie odpornosci pszczoét, co stwarza sprzyjajace
warunki do rozwoju wirusow. Badania nad synergicznym dziataniem fluwalinatu i kumafosu
wykazaty duzy wzrost toksyczno$ci fluwalinatu dla mtodych pszczot w rodzinach, ktore byty
wezesniej leczone kumafosem. Smiertelno$é moze wystapi¢ w zwiazku z obecnymi w ulu
subletalnymi dawkami kumafosu (Johnson i wsp. 2009). Zwigkszanie dawek i aplikacji
chemicznych prowadzi do zwigkszania pozostalosci lekéw w ulu. Ilo§¢ 1 liczba
rozpuszczalnych w tluszczach pozostatosci lekow moze przechodzi¢ do produktow pszczelich
spozywanych przez ludzi (Wallner 1999, Bogdanow 2006, Martel i wsp. 2007, Czekonska
2009). Aby unikna¢ pozostatosci lekoéw w miodzie, nalezy stosowac je po zakonczeniu
zbiorow miodu. Jednak przy pozytkach pdéznych populacja roztoczy osigga czgsto jesienia
krytyczny poziom dla zmniejszajacej si¢ rodziny pszczelej, co $wiadczy o zaburzeniu
w koewolucji obu gatunkow i doprowadza do ich upadkow (Kefuss i wsp. 2004, Fries i wsp.
2006, Le Conte i wsp. 2007, Seeley 2007). Pszczotly, ktore przezyly inwazje roztoczy nie
posiadaja cech odpowiednich dla wspolczesnego pszczelarstwa, takich jak produkcja miodu
i fagodno$¢ Buchler i wsp. 2010, Rinderer i wsp. 2010). Alternatywnymi substancjami do
ograniczania populacji pasozyta sa olejki eteryczne oraz tymol. Tymol gromadzi si¢ w wosku,
ktory staje si¢ nieprzydatny dla pszczot na lata po zabiegu (Floris i wsp. 2004). Zastosowanie
wosku z pozostatosciami tymolu sprzyja powstaniu opornosci Varroa destructor, co
w polaczeniu z pestycydami dostarczanymi z pokarmem moze by¢ $miertelne dla pszczot

(Colin i Belzunces 1992, Johnson i wsp. 2009).
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Tabela 3. Leki warroabdjcze wystepujace w Unii Europejskiej

Ilo$¢ substancji Nr pozycji
Preparat Substancja | . czynnej W Forma Terminy . w
(producent) czynna Jednym zaplegu uzytkowa zabiegow literaturze
na rodzing
Apiwarol Amitraz 12,5 mg Tabletka do | Wiosna, jesien, 19
(Biowet) spalania rodziny bez
czerwiu
Biowar 500 | Amitraz 2 x 500 mg Plastikowe | Jesien przez 8 19
(Biowet) paski tygodni
Baywarol | Flumetryna 4 x 3,6 mg Plastikowe Jesien lub 13
(Bayer) paski wczesna
wiosna 6
tygodni
Perizin Kumafos 3,2% roztwor Roztwor do Jesienig po 13
(Bayer) polewanlg 2 f)statnlm_
x co tydzien | miodobraniu
(10 -50ml)
Apilife Var | Tymol, olej | Brak informacji Ptytki Jesien przez 8 18
(L. Alf. eukaliptusa nasgczone tygodni
Wtochy) kamfora substancjami
Apistan Fluwalinat | Brak informacji | Plastikowe Jesien lub 159
(Vita paski wczesna
Europe) wiosna 6
tygodni
Apiguard Tymol 2x50¢9 Zel 2xco 2 Wiosna lub 159
(Vita tygodnie p6zne lato po
Europe) miodobraniu
Apivar Amitraz 2x05¢ Plastikowe Jesien i 5
(Blove) paski przetom
wiosny i lata
Gabon PF | Fluwalinat 2x90mg Plastikowe Jesienig po 14
90 (Beedol paski miodobraniu
Czechy) 4 tygodnie
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Gabon PA | Acrinathrin 2x15 mg Plastikowe Jesienig po 14
92 (Beedol a paski miodobraniu
Czechy) 4 tygodnie
Beevital Sacharoza, Brak Roztwoér do | Wiosna, latem, 16
Hive Cl'ean kwasy o'rg., informacji polewanifa 3 jesienig
(Austria) propolis, X €0 tydzien
olejki eter. (15ml)
Bienen sacharoza 29% Roztwoér do | Wiosng, latem, 111
Wohl kwasy o_rg., 5.1% polewanig 3 jesienia
_ propolis, X co tydzien
(Niemcy) | olejki eter. 2,0% (15ml)
0,05%

Wykorzystywanie olejkow eterycznych i kwasow organicznych do ograniczania
populacji warrozy, wykazuje dziatanie higienizujace i roztoczobodjcze (Ardeshir i wsp. 2002).
Jednocze$nie moze prowadzi¢ do niszczenia bakterii i grzybow korzystnych dla zdrowia
rodziny pszczelej bedace cze$cig systemu obronnego (Vasquez i wsp. 2009). W ostatnich
latach z powodu zmniejszonej skuteczno$ci lekéw kwasy organiczne (mréwkowy, mlekowy,
szczawiowy) sa coraz czesciej stosowane i traktowane jako alternatywa do ograniczania

populacji Varroa destructor. Skuteczno$¢ tych zabiegow jest bardzo zrdéznicowana

i uzalezniona od sytuacji panujacej w rodzinie pszczelej (tabela 4).

Tabela 4. Charakterystyka stosowania kwaséw organicznych przeciwko Varroa destructor

Kwas Stezenie Ilos¢ na Zalecana | Skuteczno Literatura
[%0] rodzing pora $¢ [%]
[mi] stosowania

Mrowkowy | 83 lub 65 | 100 - 180 wiosna >70 Lindberg i wsp. 2000

lato 93,6 - 100 Satta i wsp. 2005

Mlekowy 15 100-120 | lato, jesien 9% Kraus 1992,

94,2-99,8 Kraus i Berg 1994,
83 Mutinelli i wsp. 1996
Szczawiowy 3-35 25-35 lato 934 Akyol i Yeninar 2009

jesien 69 Howis i wsp. 2011
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5. MATERIAL I METODY
5.1. Material zwierzecy | harmonogram wykonanych badan

Material badawczy stanowily pszczoly rasy krainskiej Apis mellifera carnica
utrzymywane w ulach na ramce Dadanta. W 2008 i 2009 roku do badan dynamiki populacji
Varroa destructor, monitoringu mikroklimatu rodzin pszczelich podczas stosowania kwasow
organicznych oraz ich wptywu na stan histologiczny jelita srodkowego wykorzystywano 10
rodzin produkcyjnych od momentu ich utworzenia (odktadéw) po jednej linii matek
reprodukcyjnych (troisek niemiecki). W nastepnych 2 latach na rodzinach produkcyjnych rasy
krainskiej prowadzono badania: monitoring mikroklimatu rodzin pszczelich, wptyw kwasow
organicznych na stan histologiczny i aktywnos$¢ enzymatyczng jelita sSrodkowego (rok 2010)
oraz obserwacje wzrostu populacji pasozytow (rok 2011). Przynalezno$¢ rasowa
wykorzystywanych w badaniach pszczét zostala potwierdzona odleglo$cig dystansu
genetycznego w programie "Skrzydlak™ (Gerula i wsp. 2009). Uktad badan i obserwacji
wykonanych w latach 2008 — 2011 przedstawia tabela 5.

Tabela 5. Harmonogram wykonywanych badan w poszczegdlnych latach doswiadczen
(w nawiasach podano liczbe badanych rodzin pszczelich = n)

Obserwacje Stosowanie kwasoéw organicznych

Rok | wzrostu populacji

V. d. Monitoring Badania Badania aktywnosci

mikroklimatu histologiczne enzymatycznej jelita
rodziny pszczelej | jelita srodkowego srodkowego

2008 +(10) - - -
2009 +(10) +(8) +(8) -
2010 - +(2) +(8) +(14)
2011 + (10) - - -

5.2. Szacowanie liczebnosci populacji pasozyta Varroa destruktor w rodzinach pszczelich

W badaniach przeprowadzonych w 2008 i 2009 roku do okreslenia wzrostu populacji
pasozytow W rodzinach od momentu utworzenia rodzin (odklady) do poczatku drugiej
zimowli uzyto 10 rodzin pszczelich utrzymywanych w ulach Dadanta (ramka 435 x 300 mm)
z siatkowang dennicg. Odktady wykonano w potowie maja 2008 roku z mtodymi matkami po

jednej linii matek (troisek niemiecki).
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Jako miernik poziomu populacji pasozytow Varroa destruktor w rodzinach pszczelich
przyjeto osyp pasozyta w okresie jesiennym spowodowany zastosowaniem S$rodka
komercyjnego do usuwania roztoczy. Zastosowano preparat Beevital Hive Clean (F&B Ges.
m. b. H., - Austria), ktory jest dopuszczony do stosowania w pasiekach ekologicznych.
W skiad preparatu wchodza: woda, sacharoza, kwas szczawiowy i cytrynowy, ekstrakt
propolisu i  olejkow eterycznych. Preparat ten byt wkrapiany w uliczki gniazdowe
I w zaleznosci od sity rodziny pszczelej stosowano 15 - 20 ml/rodzing (zgodnie z zaleceniami
producenta). Preparat zastosowano 3 krotnie w odstepach siedmio-dniowych: 22.09., 29.09.,
6.10.2008 oraz 8.09., 15.09., 22.09.2009. Roztocza pod wpltywem zastosowanego zabiegu
osypywaly si¢ i przyklejalty si¢ do wkiadek dennicowych Beevital Board (z klejem)
umieszczonych pod siatka dennic.

W 2008 roku liczono osypane pasozyty po pierwszej, trzeciej i sibdmej dobie od
momentu zastosowania preparatu. Natomiast w 2009 osyp liczono po siedmiu dobach od
zastosowania preparatu. Po czterech tygodniach od zakonczenia liczenia osypow (11.11.2008
i 5.11.2009) oszacowano liczbe pszczot w poszczegolnych rodzinach wykonujac fotografie
plastrow z pszczotami, a nastgpnie liczac pszczoty na uzyskanych fotografiach.
Roéwnoczes$nie pobrano probki pszczot (250 - 300 szt.) z centrum gniazda w celu okreslenia
stopnia porazenia rodzin metodg flotacji: po zwazeniu probek pszczot, byty one zalewane
woda do potowy objetosci naczynia z dodatkiem kilku kropel detergentu (ptynu do mycia
naczyn). Calo$¢ byla wytrzagsana przez okoto 10 minut i wylewana na podwdjne sito
a nastgpnie przemywana silnym strumieniem wody tak aby na gérnym sicie (duze oczka)
zostaly pszczoly, a na dolnym (mate oczka) roztocza. Po policzeniu roztoczy obliczano
stopien porazenia Wg WZOru:

Stopien porazenia [%] = (liczba roztoczy [szt]/ masa pszczot [g]) x 10
Populacje pasozyta po pierwszym i drugim sezonie pszczelarskim oszacowano stosujac dwa
wskazniki: (1) sumg¢ osypanych pasozytow po zastosowaniu preparatu [szt./rodzing] oraz (2)
liczbe pasozytow pozostalych w rodzinach do zimowli oszacowang na podstawie stopnia
porazenia rodzin i liczby pszczot w poszczegélnych rodzinach [szt/rodzing].

W badaniach wykonanych w 2011 roku na 10 rodzinach okreslono naturalny przyrost
populacji roztoczy w rodzinach produkcyjnych (matki w wieku 1 - 2 lata) po gtownym
lipcowym pozytku. Obserwacje polegaty na cotygodniowym liczeniu osypoéw naturalnych
roztoczy od sierpnia do potowy pazdziernika. W celu uzyskania kolejnych osypow

zastosowano 3,2% roztwor kwasu szczawiowego (11.10.2011) oraz 3-krotne (25.10., 2.11.,
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9.11.) odymienie rodzin preparatem Apiwarol AS (Biowet, Putawy; 12,5mg amitrazy/zabieg)
Do spalania zastosowano elektryczny odymiacz Varrojet (Pcelindo - Serbia). Podczas
odymiania i przez 20 minut po zabiegu otwor wylotowy ula byl zamkniety, zgodnie
z zaleceniami producenta. Przez caty okres (sierpien — listopad) monitorowano co tydzien
osypy pasozytow w rodzinach pszczelich, ktore byly podstawag do oszacowania populacji
pasozytow gingcych i usuwanych naturalnie z rodzin pszczelich w drugiej potowie lata oraz
populacji usuni¢tych po zastosowaniu preparatdow warroabojczych. Ocena populacji
pasozytow w rodzinach byla poréwnywana do wynikow przezimowania rodzin do nastepnego
sezonu.
5.3. Badanie mikroklimatu rodziny pszczelej

Monitorownie mikroklimatu rodziny pszczelej bylo prowadzone przy pomocy
zainstalowanego systemu pomiarowego w pasiece, ktory dziatal bezobstugowo
i bezprzewodowo. System ten pozwalal na wykonywanie pomiaréw takich wielkosci
fizycznych jak: temperatura, wilgotnos$¢, stgzenie dwutlenku wegla bez koniecznosci
otwierania ula - system bezprzewodowego monitoringu mikroklimatu rodziny pszczelej
(Howis i wsp. 2010). Dodatkowo system umozliwial pomiar masy badanych uli. Monitoring
mikroklimatu rodzin pszczlelich byl prowadzony roéownoczesnie w dwoch rodzinach
pszczelich. Gromadzone dane zapisywane byly w bazie danych komputera PC. Transmisja
danych pomiedzy ulami a serwerem odbywata si¢ bezprzewodowo w dozwolonym pasmie
2.4 GHz. Dane wymieniane byty tylko z serwerem, ktory w uspieniu czekal na przestanie
danych z rodzin pszczelich w zadanych odstgpach czasu. W chwili odebrania danych
pomiarowych ,,z wnetrza ula”, serwer wykonywal dodatkowo pomiary zewnetrznych
warunkow atmosferycznych za pomoca dotagczonych do niego czujnikow temperatury,
wilgotnosci wzglednej oraz ci$nienia atmosferycznego. Pozwalalo to na oceng¢ wptywu
warunkow $rodowiska zewngtrznego na mikroklimat wewnatrz rodziny pszczelej. Dane
techniczne zastosowanych czujnikow przedstawione zostaty w tabeli 6. Czujniki znajdowaty
si¢ w oddzielnych plastikowych obudowach umieszczonych we wnetrzu ula. Kazdy z dwoch
monitorowanych uli byt ustawiony na wadze pasiecznej. Plyta gltéwna z czujnikami
zamontowana byta na ramce z plastrem pszczelim w centralnej czesci ula (fot.1). Taka
lokalizacja ptyty gltéwnej w centrum rodziny, pozwalata na wykonywanie pomiarow
w glownym obszarze aktywnoSci pszczol. Poza pomiarami temperatury, wilgotnosci
wzglednej 1 stezenia dwutlenku wegla w centralnej cze$ci rodziny zastosowano takze

dodatkowy czujnik temperatury zlokalizowany na wewnetrznej krawedzi ramki (plastra).
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Czestotliwos¢ pomiarow mikroklimatu rodzin podczas stosowania kwasow organiczych byta
wykonywana co godzine dla temperatury i wilgotnosci wzglednej, dwa razy na dobe dla
stezenia CO, a masa ula byta wazona raz na dobg.

Tabela 6. Zakresy pomiarowe i doktadnos$ci czujnikow na podstawie danych katalogowych
producentow.

Czujnik Jednostka | Zakres pomiarowy | Doktadnosé
Temperatury °C [-55.0;+125.0] +0.5°C
Wilgotnosci wzglednej % [10;95] +5%
Stezenia dwutlenku wegla ppm [400;40000] +20%
Masy kg [0.1;100.0] +0.1kg
Cisnienia atmosferycznego hPa [150;1150] +2%

Fot. 1. Ptyta gldwna z czujnikami zamontowana na ramce z plastrem pszczelim w centralnej
czesci gniazda (fot. M. Howis)
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5.4. Preparaty histologiczne jelit Srodkowych pszczoét robotnic
5.4.1. Przygotowanie materialu do badan histologicznych

Pszczoty wygryzaly si¢ przez dobe w cieplarce i po oznakowaniu kolorowym
pisakiem (do znakowania matek pszczelich) byty wpuszczane do rodzin pszczelich, w ktorych
zastosowano kwasy organiczne.

Kwasy (mrowkowy, mlekowy, szczawiowy) byly stosowane W rodzinach pszczelich
sukcesywnie od sierpnia do pazdziernika zgodnie z zaleceniami ich stosowania opisanymi w
literaturze (Akyol i Yeninar 2009, Chorbinski 2008 i 2012, Satta i wsp. 2005, Kraus i Berg
1994). Pierwszy zastosowano kwas mréwkowy o stezeniu 65% i 83% w objetosci 100ml
w dozowniku z Nassenheide (inaczej dozowniku Beckera). Kwas mrowkowy zastosowano
ogbétem w 4 rodzinach ( 65% - 2 szt. 1 83% - 2 szt.) —tabela 7.

Tabela 7. Uktad stosowania kwasow w rodzinach pszczelich od sierpnia do listopada 2009

Rodzina Kwas Sekwencja czasowa
mrowkowy 2 tygodnie 2 tygodnie

1 65% kontrolna doswiadczalna

2 doswiadczalna kontrolna

3 83% kontrolna doswiadczalna

4 doswiadczalna kontrolna

mlekowy 1 tydzien 1 tydzien

1 15% kontrolna doswiadczalna

2 doswiadczalna kontrolna
szczawiowy 1 tydzien 1 tydzien

1 3,2% kontrolna do$wiadczalna

2 doswiadczalna kontrolna




Nastepnie w pazdzierniku w kolejnych dwoch rodzinach zastosowano roztwor 15% kwasu
mlekowego w ilosci 100ml/rodzine spryskujac plastry z pszczotami. W listopadzie
w kolejnych dwoch rodzinach zastosowano roztwor kwasu szczawiowego 3,2% w syropie
cukrowym w ilo$ci 25 - 30ml/rodzing wkrapiajac go w uliczki migdzy ramkowe z pszczotami.

W sierpniu 2010 roku zastosowano kwasy organiczne (mrowkowy 65%, mlekowym
15%, szczawiowy 3,2%) w celu wykonania preparatow histologicznych wedlug podobnego
uktadu jak w 2009 roku — tabela 8.

Tabela 8. Uktad stosowania kwaséw w rodzinach pszczelich - Sierpien 2010

Grupa /kwas Liczba rodzin Pobieranie prob w dobie zycia:
2-¢j 6 - tej 11 - tej
Mrowkowy 65% 2 + + +
Mlekowy 15% 2 + + +
Szczawiowy 3,2% 2 + + +
Kontrola 2 + + +

Czas ekspozycji rodzin pszczelich na dzialanie kwaséw organicznych byt rozny.
Dawka kwasu mrowkowego byla odparowywana przez okres okoto jednego tygodnia,
natomiast dawka kwasow mlekowego i szczawiowego byta aplikowana w catosci
jednorazowo. Do wykonania preparatow histologicznych z jelit sSrodkowych pszczot robotnic
pobierano nie mniej niz 10 znakowanych pszczot w tym samym wieku z jednej rodziny.
W 2009 roku przy stosowaniu kwasu mrowkowego pobierano pszczoty w 1, 3, 7 i 14-tej po
zastosowaniu tego kwasu (odpowiednio: 2, 4, 8 i 15 - tej dobie zycia pszczot), natomiast w 1,
3 i 7 dobie po zastosowaniu kwasu mlekowego i szczawiowego (odpowiednio: 2, 4 i 8 - ¢gj
doba zycia pszczot). Pszczoty byty usmiercane poprzez 10 minutowe mrozenie, a nastepnie
przewody pokarmowe pszczot byty wypreparowane (fot. 2). W roku 2010 pszczoty do badan
histologicznych pobierano z rodzin w 1, 5 i 10 - tej dobie po zastosowaniu kwasoéw
organicznych i z rodzin kontrolnych (odpowiednio w sierpniu: 2, 6 i 11 - tej dobie zycia

pszczot).
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Fot. 2. Wypreparowane pojedyncze przewody pokarmowe pszczo6t robotnic (fot. M. Howis)

5.4.2. Wykonywanie i ocena preparatéw histologicznych

Wypreparowane przewody pokarmowe pszczot do badan byly wigzane w peczki (co
najmniej 10 sztuk na rodzing i grupe wiekowg - fot. 3) utrwalano w formalinie Bekera.
Badanie histologiczne wykonano technika parafinowa, a z uformowanych bloczkow
parafinowych zawierajacych jelita srodkowe pszczot robotnic krojono mikrotomem skrawki
o grubo$ci 7um. Preparaty histologiczne byly barwione metoda AZAN oraz H & E
(hematoksyling i eozyng) (Baginski 1969, Sawicki 2005). Wykonane preparaty byty
obserwowane w mikroskopie $wietlnym przy powigkszeniu (10 X 20). W ocenie preparatow
brano pod uwage: wypetnienie jelit ziarnami pytku, budowe i stan funkcjonalny enterocytow
(m. in. wielko$¢ i wybarwienie jader komodrkowych i obecno$¢ rgbka szczoteczkowego),

a takze poziom wytworzenia bton perytroficznych (tabela 9).
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Fot. 3. Wypreparowane przewody pokarmowe pszczot przygotowane do utrwalenia
w formalinie Bekera (fot. M. Howis)

Tabela 9. Charakterystyka badanych cech histologicznych

Badany element histologiczny

Mozliwy opis

Enterocyty

prawidlowe, zluszczanie 1 obrzmienie jader,
przejasnienie chromatyny jadrowej

Ziarnistosci w enterocytach

brak, obecne - widoczne,

Rabek szczoteczkowy

Widoczny, nie widoczny

Blony perytroficzne

skape, prawidlowe, zwickszone wytwarzanie

Aktywnos¢ centréw regeneracyjnych

brak swiatta, rozplem, podwyzszona aktywno$¢

Wakuolizacja

brak, widoczna

Cewki malpighiego

puste, widoczne obrzmienie

Dystrofia komorek nabtonkowych

brak, $lady dystrofii, widoczna dystrofia
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5.5. Badanie aktywnosci enzymatycznej jelita Srodkowego pszczot robotnic

Badanie aktywnos$ci enzymatycznej jelita S$rodkowego zostalo przeprowadzone
w 2010 roku w dwoch okresach. Pierwszy okres w sierpniu obejmowal badanie aktywnosci
enzymatycznej u pszczol (po wygryzieniu si¢ z dokladnie okre$§lonym wiekiem). Pszczoty
wygryzaly si¢ w cieplarce przez dobe, nastgpnic byly znakowane i wpuszczane do rodzin
pszczelich, ktore nastepnie byly poddane ekspozycji na kwas. Stosowano kwasy organiczne
(mréwkowy 65%, mlekowym 15%, szczawiowy 3,2%). W obrgbie ekspozycji na jeden kwas
badane byly pszczoty z dwoch rodzin oraz z dwdéch rodzin kontrolnych. Pobierano probki
pszczot do badan w 1, 51 10 dobie od zastosowania kwasu (odpowiednio: 2, 6 i 11 - tej dobie
zycia pszczot) — tabela 10.

W drugim okresie badanie aktywnos$ci enzymatycznej jelita srodkowego wykonano w
pazdzierniku (pierwsza potowa). Pobierano probki pszczot przygotowanych do zimowli w 1,
51 10 dobie od zastosowania kwasu. W kazdej grupie byty po dwie rodziny pszczele (suma
n = 6 rodzin x 3 okresy badawcze), a grupe kontrolng stanowity pszczoty pobrane z rodzin
pszczelich przed zastosowaniem kwasow (n = 6 rodzin) — tabela 10.

W sumie przeprowadzono 48 testow enzymatycznych w dwoch okresach badawczych
na pszczotach o okreslonym wieku (sierpien) oraz na pszczotach przygotowanych do zimowli
(pazdziernik).

Tabela 10. Liczba rodzin i okresy badania aktywnosci enzymatycznej jelita srodkowego
pszcz6t robotnic poddanych ekspozycji kwasdéw organicznych

Grupa/kwas Sierpien 2010 Pazdziernik 2010
Po dobie: Po dobie:
1-e | 5-tej | 10-tej | Kontrola 1-¢j 5—tej 10 - tej

Mrowkowy 2 2 2 2 2 2 2
Szczawiowy 2 2 2 2 2 2 2
Mlekowy 2 2 2 2 2 2 2
Kontrola 2 2 2 - - - -
Ogotem 8 8 8 6 6 6 6
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W rodzinach zastosowano kwasy organiczne: mrowkowy (65%), szczawiowy (3,2%),
mlekowy (15%), w ilosciach zalecanych w literaturze do ograniczania populacji roztoczy
Varroa destructor (Akyol i Yeninar 2009, Chorbinski 2008 i 2012, Satta i wsp. 2005, Kraus
i Berg 1994,). Material stanowity wypreparowane jelita srodkowe pszczot robotnic po 1-Szej,
5-tej i 10-tej dobie ekspozycji rodzin pszczelich na kwas. Analizowano kazdorazowo 10 jelit
srodkowych pszczot pobranych z centrum gniazda kazdej rodziny pszczelej. Do badania
wykorzystano zestaw APl ZYM 25 200 (Biomerieux, Francja), ktory okresla aktywnos$¢ 19
enzymow rozktadajacych: thuszcze (n = 6) (fosfataza alkaliczna, esteraza C4, esteraza lipaza
C8, lipaza C14, kwasna fosfataza, fosfohydrolazanaftylo-AS-Bl) , biatka (n = 5) (arylamidaza
leucyny, arylamidaza waliny, arylamidaza cystyny, trypsyna, a-chymotrypsyna) i cukry (n =
8) (a-galaktozydaza, B-galaktozydaza, B-glukuroniodaza, a-glukozydaza, B-glukozydaza, N-
acetylo-B-glukozamidaza, a-mannozydaza, a-fukozydaza). API ZYM jest potiloSciows
mikrometoda opracowana do badania aktywno$ci enzymatycznej i jest stosowang do oceny
materiatow biologicznych (mikroorganizméw, zawiesin tkanek, komorek, ptynow, itp.).
Pozwala on na badanie reakcji enzymatycznych przy uzyciu malych iloSci materiatu
biologicznego. Zestaw sktada si¢ z paska z 20 mikroprobowkami (studzienkami),
zawierajagcymi substrat enzymatyczny i bufor (fot. 4). Ostateczny produkt metabolizmu
wytwarzany w trakcie inkubacji jest wykrywany dzigki reakcji barwnej, ktora zachodzi po

dodaniu odczynnikow.

Fot. 4. Zestaw testu enzymatycznego przygotowany do inkubacji (fot. M. Howis)
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Badanie aktywnos$ci enzymatycznej jelit srodkowych w sierpniu 1 pazdzierniku 2010
roku odbywato si¢ w 1-szej, 5 - tej 1 10 - tej dobie od zastosowania kwasow oraz w grupie
kontrolnej. Materiat biologiczny - minimum 10 jelit srodkowych, mtodych pszczoét robotnic
(sierpien 2010) i pszczot dorostych przygotowanych do zimowli (pazdziernik 2010)) byt
rozcierany w emulgatorze mechanicznym z dodatkiem 2ml wody destylowanej. Pasek testu
umieszczano w komorze inkubacyjnej z 5Sml wody destylowanej i pipeta nanoszono po 65 pl
materiatu (roztartych jelit pszczot) do kazdej studzienki. Nastepnie material byt inkubowany
w cieplarce przez 4 godziny 15 minut + 15 minut w temperaturze 37°C. Po inkubacji do
kazdej studzienki dodawano po 1 kropli odczynnikow ZYM A a nastepnie ZYM B. Po 5
minutach odczytywano wynik barwny reakcji enzymatycznej w zakresie wartosci od 0 do 5.
Intensywnos$¢ zabarwienia O odpowiada braku reakcji, natomiast intensywno$¢ barwy 5
odpowiada maksymalnej reakcji enzymatycznej. Wartosci 3, 4, 5 byly uwazane za reakcje

0 wyniku dodatnim (fot. 5).

Fot. 5. Zestaw testu enzymatycznego po reakcji barwnej przygotowany do odczytu wynikow
(fot. M. Howis)
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5.6. Opracowanie wynikow

Wyniki zostaly przedstawione w formie opisowej, tabelarycznej, na wykresach oraz
fotografiach. Podstawowe analizy statystyczne wykonano przy uzyciu pakietu statystycznego
Statistica v. 9.0. Uzyskane dane liczbowe przedstawione zostaly w postaci wartosci Srednich
+ SD oraz min — max.

Relacje migdzy pasozytnictwem (liczba pasozytéw) a rodzing pszczela (liczba pszczot
1 czerwiu oraz wydajno$¢ miodowa) zostaty zanalizowane przy uzyciu jednoczynnikowe;j
analizy wariancji i scharakteryzowane wspotczynnikami korelacji Paerson’a.

Wyniki dotyczace badan histologicznych zostaly przedstawione w formie opisowej
I udokumentowane fotograficznie przedstawiajac obrazy mikroskopowe prawidtowej budowy
jak i1 zaobserwowane zmiany w przekrojach poprzecznych $ciany jelit srodkowych pszczot
robotnic.

Wyniki badania aktywnosci enzymatycznej jelita sSrodkowego pszczot robotnic zostaty
poddane analizie wariancji jednoczynnikowej, a roéznice migdzy grupami zostaly
zweryfikowane stosujac test rozstepu Duncana. Relacje migdzy poziomem aktywnosci 19
badanych enzymow w grupach pszczot po ekspozycji na kwasy organiczne zostaty
scharakteryzowane wspotczynnikiem korelacji Paerson’a, poréwnujacym zaleznosci migdzy

enzymami do grupy kontrolnej.
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6. WYNIKI
6.1. Badanie dynamiki rozwoju populacji Varroa destructor
6.1.1. Populacja Varroa destructor w rodzinach pszczelich podczas dwoch sezonéw od
utworzenia odkladow

Porownywano nabudowanie si¢ populacji Varroa destruktor w rodzinach pszczelich
w dwoéch kolejnych sezonach (2008 i 2009). Przeprowadzone badania wykazaty réznice
miedzy rodzinami w wielkosci populacji pasozytow w pierwszym 1 drugim roku
funkcjonowania rodzin pszczelich. Populacja usuni¢tych pasozytow z rodzin w pierwszym
roku ich funkcjonowania (rok 2008 - utworzenie odktadow) w trakcie stosowania preparatu
Beevital Hive Clean (22.09 — 13.10.2008) wynosita od 418 do 1054 (wykres 1). Byla to liczba
pasozytow jaka namnozyla si¢ od potowy maja i1 przezyla do wrzesnia 2008 roku.
W listopadzie 2008 roku okre$lono stopien porazenia rodzin przygotowanych do zimowli na
srednim poziomie 0,97 pasozyta na 100 pszczot. W poszczegolnych rodzinach populacja
Varroa na poczatku zimowli wynosita $rednio 62,1 osobnikow (tabela 11). Po drugim sezonie
funkcjonowania rodzin (8.09. — 29.09.2009) liczba usunigtych pasozytow wyniosta od 2205
do 5645 szt./rodzing (wykres 1). Byla to populacja pasozytow jaka zastano po 12 miesigcach
funkcjonowania rodzin pszczelich 1 ktora zostal usunigta preparatem Beevital Hive Clean.
Skuteczno$¢ tego preparatu zostala okreslona na poziomie 91,6% (Howis 1 Nowakowski
2009). Czgs¢ populacji pasozyta pozostata w rodzinach i w listopadzie 2009 roku stopien
porazenia tych rodzin byt na $rednim poziomie 47,6 pasozytow na 100 pszczot (tabela 11).
Wigkszy stopien porazenia rodzin w 2009 roku byl spowodowany rdzng powierzchnig
czerwiu krytego w rodzinach podczas usuwania pasozytow. W 2008 byto to 0,55 ramki (0,0 -
1,0), natomiast w 2009 roku 2,4 ramki Dadanta (1,0 - 4,0) powierzchni czerwiu krytego.
W konsekwencji w 2008 roku bylo to $rednio 62 pasozyty, a w 2009 roku 486 osobnikdéw
w rodzinach do zimowli. Sita rodzin pszczelich wyrazona liczba pszczot w listopadzie byta
istotnie (P < 0,001) wigksza po pierwszym sezonie uzytkowania (6421 szt.) w stosunku do
drugiego (2495 szt.). Po pierwszym sezonie usuni¢to istotnie mniej pasozytow (741 szt.) niz
po drugim sezonie (3524 szt.). Stopien porazenia rodzin pasozytami jak réwniez liczba
pasozytow pozostatych do zimowli byty istotnie nizsze (P < 0,001) w pierwszym sezonie

uzytkowania rodzin (tabela 11).
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Tabela 11. Charakterystyka rodzin pszczelich i populacji Varroa destructor po pierwszym i
drugim sezonie ich uzytkowania

Badana cecha

Pierwszy sezon uzytkowania
rodzin (n = 10) - warto$ci

srednie* + SD

Drugi sezon uzytkowania
rodzin (n = 10) - wartos$ci

srednie* + SD

Liczba pszczot [szt.] 6421,30" + 1313,66 2495,30° + 2382,61
Liczba usunietych V. d. [szt.] 741,00™ + 220,59 3523,70° + 1037,65
Stopien porazenia rodzin 0,97*+ 0,48 47,57° + 34,44

V. d. w listopadzie [%]

Liczba V. d. do zimowli [szt.]

62,10" + 33,46

486,00° + 285,07

* $rednie oznaczone réznymi literami sg statystycznie istotne (P < 0,001)
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Wykres 1. Liczba usunigtych pasozytow w dwoch kolejnych sezonach - uporzadkowanie

wedtug liczby pasozytow usunietych w 2008 roku (czcionka czerwona oznacza rodziny ktére

osypaly si¢ w 2009 roku)

Podczas badania stopnia porazenia rodzin pszczelich dokonano oszacowania liczby

pszczdt w poszczegdlnych rodzinach i liczby pasozytéw jaka pozostata w rodzinach do

zimowli. W listopadzie 2008 liczba pszczo6t w rodzinach wahata si¢ od 4060 do 8372 sztuk,

natomiast w 2009 roku od 36 do 5682 sztuk (wykres 2). Populacja roztoczy jaka zostata do

zimowli w 2008 roku wynosita od 0 do 101 sztuk, natomiast w 2009 roku od 27 do 847sztuk

(wykres 3).
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Zimg¢ 2008/2009 przetrwaty wszystkie rodziny, natomiast w listopadzie 2009 roku
zgingto 6 z 10 badanych rodzin. Przezimowaty rodziny, ktére miaty w listopadzie od 4494 do
5682 sztuk pszczot, natomiast zginely w 2009 roku zaréwno rodziny, ktore miaty do zimowli
w 2008 roku do 30 pasozytow jaki i powyzej 60 pasozytow, co §wiadczy o braku zalezno$ci
miedzy liczba pasozytow do zimowli a przetrwaniem rodziny w kolejnym sezonie (wykres 2
I 3). Porownujac badane cechy w rodzinach, ktére zgingty i w rodzinach, ktore przezyty
mozna stwierdzi¢, iz sita rodzin pszczelich wyrazona liczbg pszczét w listopadzie byta
istotnie (P < 0,001) mniejsza w rodzinach, ktére zginety (706,50 szt.) w stosunku do rodzin
ktére przezyly dwa sezony uzytkowania (6066,21 szt.). Liczba usunigtych pasozytow Varroa
destructor w grupie rodzin ktére zgingty byla istotnie wyzsza (3879 szt.) w stosunku rodzin
ktore przezyly dwa sezony uzytkowania (1383,78 szt.) Stopien porazenia rodzin pasozytami
do zimowli byl istotnie wyzszy (P < 0,001) w grupie rodzin, ktére zginety (71,82 szt.)
w stosunku do rodzin ktore przezyty (3,89 szt.) (tabela 12).

Tabela 12. Charakterystyka rodzin pszczelich ktore zginely po drugim sezonie i rodzin
przetrwaty ktore przetrwaty dwa sezony uzytkowania

Badana cecha

Rodziny ktore zginety (n = 6)

- wartosci srednie* + SD

Rodziny ktore przezyly (n =

14) - wartosci $rednie* + SD

Liczba pszczo6t [szt.]

706,50 + 667,54

6066,21° + 1265,23

Liczba usunigtych V. d. [szt.]

3879,00™ + 1047,29

1383,78% + 1150,65

Stopien rodzin

V. d. w listopadzie [%]

porazenia

71,822+ 19,22

3,895 + 490

Liczba V. d. do zimowli [szt.]

428,33 +367,61

207,93 + 241,82

* $rednie oznaczone roznymi literami sg statystycznie istotne (P < 0,001)

Liczba usunigtych pasozytow w okresie jesiennym byla dodatnio skorelowana ze

stopniem porazenia i liczbg pasozytow w rodzinach na poczatku zimowli, odpowiednio
r=20,7910,64 (P <0,05). Rodziny pszczele w ktorych usunigto wigcej pasozytow w okresie
jesiennym charakteryzowaty si¢ mniejsza liczebnos¢ pszczoét (r = - 0,75; P < 0,05). Stopien
porazenia rodzin w listopadzie byt istotnie ujemnie skorelowany z liczbg pszczot (r = - 0,92:
P <0,05) (tabela 13). Rownanie regresji opisujace tg zaleznos¢ przyjeto postac:

y = 6283,32 — 75.212x (r* = 0,84; P<0,0001)
gdzie: y — liczba pszczot w rodzinie do zimowli [szt. ]

X — stopien porazenia pszczol przez pasozyty [%]
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Tabela 13. Korelacje migdzy liczba pszczot i cechami charakteryzujacymi populacje pasozyta
w rodzinach

Badane cechy Liczba pszczot Pasozyty V. d. Stopien porazenia

do zimowli do zimowli V. d.
Usunigte V. d. -0,75* 0,64* 0,79*
Stopien porazenia V. d. - 0,92* 0,32 -

* korelacje istotne przy P < 0,05
6.1.2. Usunieta naturalnie i po zastosowanych lekach podczas jednego sezonu populacja
Varroa destructor w rodzinach produkcyjnych

W 2011 roku od sierpnia do potowy listopada wykonano badanie poziomu naturalnego
osypu pasozytow w 10 rodzinach produkcyjnych (matki 1 - 2 lata). Obserwacje wykazaty, ze
w ciggu 10 tygodni osypato si¢ naturalnie z rodzin od 189 do 6252 sztuk pasozytow
z rodziny. Po zastosowaniu leczenia (1 x 3,2% kwas szczawiowy - dziatanie 2 tygodnie i 3 X
w odstepach tygodniowych odymienie rodzin Apiwarolem) usuni¢to w sumie od 296 do 2964
sztuk. Na podstawie danych z osypow naturalnych i po leczeniu wyliczono skuteczno$¢
naturalnego usuwania pasozytow na srednim poziomie 43,26% (tabela 14).

Tabela 14. Charakterystyka naturalnego usuwania pasozytow i podczas leczenia rodzin

pszczelich

Badana cecha Warto$¢ $rednia SD min. - max
Liczba osypanych pasozytow naturalnie przez 2037,4 1954,9 189 - 6252
10 tygodni (2.08 -11.10.2011)

Suma osypanych pasozytow po leczeniu 1800,1 7148 296 - 2964
(11.10.- 15.11.2011)

Suma osypanych pasozytéw od sierpnia do 3894,5 1739,3 | 1968 - 6548
potowy listopada

Skuteczno$¢ naturalnego usuwania 43,26 26,5 8,42 - 95,48

pasozytow przez pszczoly

Na podstawie monitoringu osypow naturalnych w pasiece populacja pasozytow
w okresie od sierpnia do poczatku pazdziernika charakteryzowala si¢ okresowymi wzrostami
I spadkami populacji roztoczy. Zostaly zaobserwowane dwa szczyty liczby osypanych
pasozytow. Pierwszy "maty" szczyt wystapil w drugim tygodniu sierpnia, a drugi "duzy" na
przetomie sierpnia 1 wrze$nia w trzy tygodnie po pierwszym szczycie osypOw w pasiece

(wykres 4). Zwigkszenie liczby osypujacych si¢ naturalnie pasozytow w pewnych okresach
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swiadczy o zwigkszonym "wysypie" roztoczy w rodzinach. W przypadku nie zastosowania
srodkdw wspomagajacych ich usuniecie z rodziny na przetomie lipca i sierpnia populacja
szybko osigga poziom zagrazajacy istnieniu rodziny pszczelej. Trafienie z leczeniem rodzin
w okresowe pojawianie si¢ zwigkszonej populacji pasozytow moze wptynagé na poziom
skuteczno$ci zabiegu ograniczajacego liczbg roztoczy w rodzinach. Leki dlugo dzialajace
w rodzinie (6 - 8 tygodni) maja wicksza skuteczno$¢ w stosunku do jednorazowego
zastosowania odymienia rodziny pszczelej Apiwarolem AS lub jednorazowego zastosowania

kwasu organicznego.
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Wykres 4. Dynamika namnazania si¢ pasozytdow w pasiece na podstawie osypoéw naturalnych
(n=10)

Okreslajac liczbe roztoczy w rodzinie pszczelej na podstawie monitoringu osypow
naturalnych mozna uzyskac przyblizony obraz stopnia porazenia rodzin pszczelich w pasiece.
W badaniach z 2011 roku okre§lono stopien porazenia rodzin na podstawie ostatniego
tygodniowego osypu naturalnego z poczatku pazdziernika, ktory wyniost od 9 do 491
pasozytow (wykres 5). Nastepnie zastosowano leczenie, co trwato w sumie 5 tygodni. W
ciggu 5 tygodni leczenia rodzin usunigto z rodzin od 296 do 3425 sztuk roztoczy. Sposrod 10
rodzin 40% miato osypy okoto 10 krotnie wyzsze w stosunku do ostatniego osypu
naturalnego. Natomiast 30% rodzin miato osypy okoto 20 razy wyzsze w stosunku do osypu
naturalnego. Na uwage zasluguje takze rodzina, ktéra mial bardzo niski osyp naturalny
1 ponad 200 razy wigkszy osyp roztoczy podczas leczenia przy malej ilosci czerwiu

w rodzinie. Jest to sygnal na mozliwo$¢ istnienia reinwazji pasozytow, ktéra zwigzana jest
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z rabowaniem innych rodzin w okresie jesiennym. Wielokrotno$¢ zwigkszenia liczby
pasozytow w stosunku do osypu naturalnego mozna odebra¢ jako gorsze naturalne radzenia

sobie pszczot z pasozytem w danej rodzinie (wykres 5).
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Wykres 5. Liczba pasozytow usuni¢tych po leczeniu rodzin pszczelich w stosunku do

ostatniego naturalnego osypu z przed leczenia

6.2. Badanie wplywu stosowania kwasow organicznych na mikroklimat rodziny
pszczelej

Przy wprowadzeniu do gniazda rodziny pszczelej kwasu organicznego o dziataniu
draznigcym nastgpuje reakcja pszczot, ktora moze mie¢ wplyw na parametry mikroklimatu
ula. W okresie od 3.08 do 18.08. 2009 kwas mréwkowy 65%, zastosowano przy S$rednich
dobowej temperaturach zewnetrznych od 17,1 do 21,1°C. Temperatura w tym okresie
W centrum gniazda wynosita od 33,1 do 34,2°C, natomiast temperatura brzegu gniazda
przyjmowata wartosci od 27,3 do 31,5°C (tabela 15). Rozklad $rednich dobowych temperatur
w ciggu 14 dni od rozpoczecia ekspozycji rodzin pszczelich na ten kwas nie rdznit si¢ istotnie
od temperatury w okresie poprzedzajacym zabieg (wykres 6). W okresie stosowania kwasu
mrowkowego 65% srednia dobowa wilgotnoséci wzgledna zewnetrzna (poza ulem) byta od
27,8 do 50,8% i wilgotnos¢ wzgledna w centrum gniazda pszczelego przyjmowata podobne
wartosci (od 25,0 do 47,7%). W pierwszym tygodniu zaobserwowane podwyzszenie
wilgotnosci wzglednej w gniezdzie (do 47,7%) bylo spowodowane umiarkowanym

pozytkiem z nawtoci (Solidago canadensis) udokumentowanym na wadze pasiecznej. Przy
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braku pozytku w drugim tygodniu wilgotno$é wzgledna obnizyla sie do 25,0%. Srednie

dobowe stezenie CO, w centrum rodziny pszczelej przyjmowato wartosci od 440 do 520 ppm

(tabela 16). Rozktady s$rednich wartosci wskaznikow mikroklimatu w ciggu 14 dni od

rozpoczgcia ekspozycji rodzin pszczelich na kwas mrowkowy 65% nie roznily si¢ istotnie od

temperatury gniazda w okresie poprzedzajacym zabieg (wykres 7).

Tabela 15. Wyniki $rednich (ze $rednich dobowych) temperatur na zewnatrz i wewnatrz
rodzin pszczelich po stosowaniu kwasoéw organicznych [X £ SD (min - max)]

Zabieg | Badane kwasy (n = dni) Temp. Temp. brzegu Temp.
zewnetrzna (°C) | gniazda (°C) centrum

gniazda (°C)

1 Kontrola przed kwasem (1) 18,5+0,29 29.3+£0,55 34,0 £ 0,48
Kwas mrowkowy 65% (14) 19,0 £ 2,03 29,7+ 2,00 33,8+0,75

(3.08. - 18.08.2009) (17,1-211) (27,3-315) | (32,8-34,2)

2 Kontrola przed kwasem (1) 13,8 +2,42 29,3+ 0,42 32,3 +0,80
Kwas mrowkowy 83% (14) 17,1+1,88 27,1+1,76 34,0+ 0,78

(7.09. - 21.09.2009) (14,4 -19,4) (24,5-33,1) | (33,5-34,6)

3 Kontrola przed kwasem (1) 5,2+0,82 8,8+ 1,40 14,3 £ 1,31
Kwas mlekowy (7) 8,4+ 1,20 18,2+ 3,44 205+2.21
(20.10. - 27.10.2009) (6,0 - 10,9) (14,4-22,8) | (18,2+14,5)

4 Kontrola przed kwasem (1) 12,0 £ 0,37 23,1+2.97 243 +0,78
Kwas szczawiowy (7) 9,9+2,28 18,1 + 3,19 21,0+ 1,55
(8,1-11,1) (15,4-19,9) | (19,7 +23)5)

50




40

34 33,8 34,1 34,234,234,1 34 34,1 33,3 32.8 33,5 33,8 33,134,1 33,9

10

35
30 -
31,5 31,1 30,6 30,9W
,s 129,329,230,4 315 29,8 31309284 76 rg 6
6273279286
20
[ecl ‘——H“H—‘—"_H\‘_\*ﬁf

20421,1 19,5

15 _1815 1818 18:8 1915 1913 ; 191'1 15'5 181'9 1518 17,1 17,3

0 T T T T T T T T

Doba

—4—Temp. centrum gniazda =fi—Temp. brzegu gniazda

=—f—Temp. zewetrzna

Wykres 6. Srednie dobowe temperatury (°C) na zewnatrz i wewnatrz ula - doba przed (0)

I po zastosowaniu kwasu mréwkowego 65% (doby 1 - 14)

Tabela 16. Wyniki $rednich (ze $rednich dobowych) wilgotnosci wzglednych na zewnatrz
i wewnatrz rodzin pszczelich oraz stezenie CO, w centrum gniazda po stosowaniu kwasoéw

organicznych [x + SD (min - max)]

Zabieg | Badane kwasy (n = dni) Wilgotnos¢ . Wilgotnos¢ CO; (ppm)
zewngtrzna (%) (%)

1 Kontrola przed kwasem (1) 48,9 +£2,64 37,8 £5,31 440 £ 0,0
Kwas mrowkowy 65% (14) 37,8+ 8,77 37,2+10,03 482 +18,2
(3.08. - 18.08.2009) (27,8 - 50,8) (25,0 - 47,7) (440 - 520)

2 Kontrola przed kwasem (1) 38,6 £5,31 442 + 3,50 480+ 0,0
Kwas mrowkowy 83% (14) 345+6,31 30,8+5,16 503 +£34,8
(7.09. - 21.09.2009) (16,8 - 43,3) (19,6 - 42,9) (400 - 600)

3 Kontrola przed kwasem (1) 52,8 + 3,60 50,0 + 3,04 493 + 23,1
Kwas mlekowy (7) 48,1+ 4,50 46,4 + 3,67 524 + 79,4
(20.10. - 27.10.2009) (43 -52,8) (43,8 - 49,2) (466 - 640)

4 Kontrola przed kwasem (1) 46,6 + 3,78 23,2+335 500 £ 20,0
Kwas szczawiowy (7) 32,7+7,18 219+4,10 510 + 35,6
(17.11. - 24.11.2009) (26,7 - 40,3) (18,2 - 24,4) (440 - 560)
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Wykres 7. Srednie dobowe wilgotnosci wzglednych (%) na zewnatrz i wewnatrz ula oraz

stezenie CO, (ppm) przed (0) i po zastosowaniu kwasu mréwkowego 65% (doby:1 — 14)

Stosowanie kwasu mrowkowego 83% w okresie 7.09 — 21.09.2009 przypadto
w okresie nizszych temperatur zewnetrznych (od 13,8 — 19,4°C) w stosunku do okresu
stosowania kwasu mrowkowego 65% w sierpniu. W czasie ekspozycji rodzin pszczelich na
kwas mrowkowy 83% temperatura w centrum gniazda wynosita od 32,3 do 34,5°C, natomiast
temperatura brzegu gniazda od 24,5 do 33,1 °C (tabela 15). Srednia dobowa wilgotno$é
wzgledna zewngtrzna w tym okresie przyjmowata wartosci od 16,8 do 43,3%, a wilgotno$¢
wzgledna w centrum gniazda pszczelego wynosita od 19,6 do 44,2%. Natomiast st¢zenie CO,
w badanym okresie wynosito od 400 do 600 ppm (tabela 16). Rozktady $rednich warto$ci
wskaznikow mikroklimatu w ciggu 14 dni od rozpoczgcia ekspozycji rodzin pszczelich na
kwas mrowkowy 83% nie roznity si¢ istotnie od ich przebiegu w okresie poprzedzajagcym
zabieg. Na zmiany parametréw mikroklimatu rodziny pszczelej wigkszy wptyw miaty
zmieniajace si¢ parametry Srodowiska zewnetrznego niz stosowany w tym okresie kwas

mrowkowy (wykres 81 9).
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Wykres 8. Srednie dobowe temperatury (°C) na zewnatrz i wewnatrz ula przed (0) i po

zastosowaniu kwasu mrowkowego 83% (doby: 1 —14)
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Wykres 9. Srednie dobowe wilgotnosci wzgledne (%) na zewnatrz i wewnatrz ula oraz
stezenie CO, (ppm) w centrum gniazda przed (0) i po zastosowaniu kwasu mrowkowego 83%
(doby: 1 - 14)
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W trzeciej dekadzie pazdziernika 2009 podczas spryskiwania plastrow kwasem
mlekowym 15% temperatura na zewnatrz ula wynosita 6,0°C. W okresie siedmiu dni po
aplikacji kwasu mlekowego s$rednia dobowa temperatura w centrum gniazda pszczelego
wynosita od 18,2 do 24,5°C a na brzegu gniazda od 14,4 do 22,8°C (tabela 15). W tym okresie
srednia dobowa wilgotno$¢ wzgledna zewngtrzna przyjmowata wartosci od 43,0 do 52,8%
przy podobnej sredniej dobowej wilgotnosci wzglgednej w gniezdzie pszczelim (43,8 — 49,1%)
i przy stezeniu CO, w gniezdzie od 466 do 640 ppm (tabela 16). W pierwszej dobie po
aplikacji kwasu zaobserwowano wzrost temperatur, zarbwno w centrum gniazda pszczelego
(+3,9°C) jak i na brzegu gniazda (+5,6°C) w stosunku do $rednich dobowych temperatur
w okresie poprzedzajacym zabieg (8,8°C). Podwyzszone, o podobny rzad wielkosci,
temperatury w gniezdzie pszczelim obserwowano przez okres siedmiu dni po aplikacji kwasu

mlekowego (wykres 10 i 11).
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Wykres 10. Srednie dobowe temperatury (°C) na zewnatrz i wewnatrz ula przed (0) i po
zastosowaniu kwasu mlekowego 15% (doby:1 —7)
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Wykres 11. Srednie dobowe wilgotnosci wzgledne (%) na zewnatrz i wewnatrz ula oraz
stezenie CO, (ppm) w centrum gniazda przed (0) i po zastosowaniu kwasu mlekowego 15%
(doby: 1-7)

Kwas szczawiowy 3,2% zastosowano w drugiej potowie listopada przy Sredniej
dobowej temperaturze zewnetrznej wynoszacej 11,1°C, a przez kolejne 6 dni temperatura
wynosita od 8,1 do 11,0 °C. Temperatura w okresie po aplikacji kwasu szczawiowego
wynosita w centrum gniazda od 19,7 do 23,5 °C a na brzegu gniazda od 15,4 do 19,9°C
(tabela 15). Wilgotnos¢ wzgledna zewnetrzna w okresie po zastosowaniu kwasu
szczawiowego 3,2% przyjmowata wartosci od 26,7 do 40,4%, natomiast wilgotnosé
w centrum gniazda pszczelego byta od 18,2 do 24,4%. Stezenie CO, w okresie
poprzedzajacym zabieg wynosito 500 ppm, a po aplikacji kwasu odnotowano wartos¢ od 440
do 560 ppm (tabela 16). Podczas stosowania kwasu szczawiowego nie zaobserwowano roznic
istotnych w mikroklimacie rodziny pszczelej w stosunku do pomiaréw poprzedzajacych
stosowanie  kwasu.  Obserwowane  zmiany  temperatur byly  spowodowane
w wigkszym stopniu zmianami parametréw Srodowiska zewnetrznego, a nie zastosowanym

kwasem szczawiowym (wykres 12 i 13).
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Wykres 12. Srednie dobowe temperatury (°C) na zewnatrz i wewnatrz ula przed (0) i po
zastosowaniu kwasu szczawiowego 3,2% (doby: 1 —7)
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Wykres 13. Srednie dobowe wilgotnosci wzgledne (%) na zewnatrz i wewnatrz ula oraz
stezenie CO, (ppm) w centrum gniazda przed (0) i po zastosowaniu kwasu szczawiowego 3,2
(doby: 1-7)
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6.3. Badanie wplywu stosowania kwasow organicznych na obraz histologiczny jelita
srodkowego

6.3.1. Obraz histologiczny jelita Srodkowego o budowie prawidlowej i po zastosowaniu
kwasu mrowkowego 65 i 83%

W 2009 roku obraz mikroskopowy preparatow histologicznych $cian jelita
srodkowego w pierwszej dobie po wygryzieniu si¢ pszczot charakteryzowal si¢ prawidtowa
budowa. W przekrojach jelit wypelnionych pytkiem enterocyty byto prawidtowe
w zaleznoS$ci od fazy czynno$ciowej niskiej lub sredniej wysokosci. Rgbek szczoteczkowy na
ich brzegach byt dobrze widoczny, a btony perytroficzne prawidtowo wyksztatlcone. Cewki
Malpighiego widoczne takze w preparatach miaty puste §wiatlo, a jadra w komoérkach cewek
byly dobrze widoczne. W przekrojach nie wypetnionych pytkiem enterocyty byty wysokie
w fazie wydzielniczej. W $wietle jelit Widoczne byly obecne obfite btony perytroficzne
(fot. 6)

Fot. 6. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego o prawidlowej budowie Sciany jelita

srodkowego pszczot robotnic - barwienie AZAN (fot. M. Howis)
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W pierwszej dobie od zastosowaniu kwasu mrowkowego 65% w doswiadczeniu
przeprowadzonym w 2009 roku obraz histologiczny $cian jelit byt nast¢pujacy. Zaréwno
w przekrojach jelit wypetnionych pytkiem jak i bez pytku enterocyty byly niezmienione, ale
zaobserwowano ich nieznaczne wydtuzonie i lekko wzmozone zluszczanie. Prawie we
wszystkich  jelitach  zanotowano zwigkszenie wytwarzania blon perytroficznych
I podwyzszona aktywno$¢ centrow regeneracyjnych. Rabek szczoteczkowy byt nie widoczny,
ale wystapity widoczne $lady wakuolizacj enterocytow (fot. 7). W 2010 roku w pierwszej
dobie po zastosowaniu kwasu mréwkowego 65% w przekrojach jelit z pytkiem kwiatowym
btony perytroficzne byly zachowane, a na powierzchni komoérek nablonkowych widoczny byt
rabek szczoteczkowy, a ich jadra byly obkurczone. Natomiast w przekrojach jelit bez pytku

widoczna byta wzmozona produkcja bton perytroficznych i $lady ztuszczania komorek.

Fot.7. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit srodkowych pszczot po pierwszej
dobie od zastosowania kwasu mrowkowego 65% - barwienie AZAN (fot. M. Howis)
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W trzeciej dobie po rozpoczeciu aplikacji kwasu mrowkowego zaobserwowano
wzmozenie procesu zluszczania enterocytow 1 zwigkszenie aktywnos$ci centrow
regeneracyjnych, szczegdlnie w przekrojach jelit bez pytku. W enterocytach widoczne byto
lekkie obrzmienie ich jader oraz przejasnienie chromatyny jadrowej. Nasilenie
obserwowanych zmian byto bardzo rézne w poszczegdlnych przekrojach jelit. W czesci
przekrojow wystapity  §lady wakuolizacji komorek nabtonkowych, zwlaszcza w fazie

wydzielniczej komorek. Rabek szczoteczkowy byt niewidoczny (fot 8).

Fot. 8. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit sSrodkowych pszczot po 3 dobie
od zastosowania kwasu mrowkowym 65% - barwienie H&E (fot. M. Howis)

W siodmej dobie od zastosowania kwasu mrowkowego 65% w 2009 roku
zaobserwowano obrzmienie cewek Malpighiego i brak w nich $wiatta. W przekrojach jelit
wystapito skrocenie wysokosci enterocytow, oraz brak wytwarzania bton perytroficznych.
O rozpoczgciu procesOw odnowy $wiadczy wzmozona aktywnos$ci centrow regeneracyjnych
i obrzmienie jader w komorkach wysokich, ale uaktywniaja si¢ $lady wakuolizacji
enterocytow (fot. 9). W 2010 roku badania prowadzone w piatej dobie od zastosowania

kwasu mrowkowego 65%. W przekrojach jelit srodkowych bez obecnosci pytku blony
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perytroficzne byly widoczne ale ich regularno$¢ byta zaburzona. Obserwowano silng
dziatalno$¢ wydzielnicza enterocytow w postaci nagromadzenia ziarnisto§ci w ich
cytoplazmie. Natomiast jelita wypelnione ziarnami pytku charakteryzowaty si¢ obfitymi

btonami perytroficznnymi 1 wyrazng obecnoscig rabka szczoteczkowego.

Fot. 9. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit Srodkowych pszczot po 7 dobie

od zastosowania kwasu mrowkowego 65% - barwienie AZAN (fot. M. Howis)

W czternastej dobie po zastosowaniu kwasu mrowkowego obserwowano w jelitach
srodkowych pszczot silne zmniejszenie wysokos$ci enterocytow i widoczne w nich objawy
wakuolizacji i dystrofii. W komorkach widoczne bylo obrzmienie jader i przejasnienie
chromatyny jadrowej, brak ich $wiatta. Widoczny rozplem komorek centrow
regeneracyjnych. Btony perytroficzne byly bardzo skape, a w przekrojach jest widoczne
obrzmienie cewek Malpighiego rozplem komorek centréw regeneracyjnych (fot. 10). W 2010
roku preparaty byty wykonywane w 10 dobie od zastosowania kwasu mrowkowego. W
przekrojach z pyltkiem byta widoczna silna aktywno$¢ centréw regeneracyjnych, ktorej nie
zanotowano W przekrojach "pustych”. Zaobserwowano roéwniez $lady zluszczania sie

1 wakuolizacji komoérek nabtonkowych.
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Fot. 10. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit sSrodkowych po 14 dobie od
zastosowania kwasu mroéwkowego 65% - barwienie AZAN (fot. M. Howis)

W pierwszej, dobie po zastosowaniu kwasu mrowkowego 83% zaobserwowano
bardzo silne ztuszczenie enterocytow - rozpad komorek czesciowy do catkowitego po btong
podstawng. Zatarcie struktury komorkowej enterocytow, wysoko$¢ komorek od bardzo

niskich po $rednie z objawami ich ztuszczania si¢ (fot. 11).
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Fot. 11. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit sSrodkowych pszczot po

pierwszej dobie od zastosowania kwasu mrowkowego 83% - barwienie H&E (fot. M. Howis)

W si6dmej dobie od zastosowania kwasu mrowkowego 83% zostalo zaobserwowane
wydtuzenie komorek nablonkowych i ich wzmozone zluszczanie, a takze przejasnienie
cytoplazmy u podstawy komorek. W niektorych z kolei wystapito skrdcenie enterocytow
i obrzmienie ich jader, a w jednym przekroju pojawily si¢ ziarnisto$§ci w enterocycie
I wzmozona aktywno$¢ centrow regeneracyjnych. Dziatalno$¢ wytworcza blon
perytroficznych byla wyraznie zaburzona. Nastgpito uaktywnienie si¢ procesoOw

regeneracyjnych nabtonka jelitowego (fot. 12).
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Fot. 12. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit srodkowych pszcz6t robotnic po
7 dobie od zastosowania kwasu mrowkowego 83% - barwienie AZAN (fot. M. Howis)

Wykonane preparaty histologiczne jelit Srodkowych pszczét w 14 dobie od
zastosowania kwasu mrowkowego 83% pokazaly bardzo silne objawy zluszczania sig
komorek nabtonkowych w jelitach srodkowych pszczot robotnic. W jelitach bez obecnosci
ziaren pytku byla widoczna wzmozona aktywnos$¢ regeneracyjna enterocytow, ktorej nie

obserwowano w przekrojach wypetnionych ziarnami pytku kwiatowego (fot. 13).
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Fot. 13. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit srodkowych pszczot po 14

dobie od zastosowania kwasu mrowkowego 83% - barwienie H&E (fot. M. Howis)

6.3.2. Obraz histologiczny jelita Srodkowego po stosowaniu kwasu szczawiowego 3,2%
W 2009 roku w obrazie histologicznym preparatow z pierwszej doby po zastosowaniu
kwasu szczawiowego 3,2 % zaobserwowano lekkie obrzmienie jader przy btonie podstawne;j
i lekkie wydtuzenie samych enterocytow (fot. 14). Natomiast w siodmej od zastosowania
kwasu stan fizjologiczny $cian jelit srodkowych pszczot byto prawidlowy (fot. 15). W 2010
roku obserwowano w tym samym doswiadczeniu wzmozong aktywno$¢ centrow

regeneracyjnych.
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Fot. 14. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit srodkowych po pierwszej dobie
od zastosowania kwasu szczawiowego 3,2% - barwienie AZAN (fot. M. Howis)

Fot. 15. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit sSrodkowych po 7 dobie od
zastosowania kwasu szczawiowego 3,2% - barwienie H&E (fot. M. Howis)
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6.3.3. Obraz histologiczny jelita Srodkowego po stosowaniu kwasu mlekowego 15%
Zastosowany kwas mlekowy 15% zaréwno w 2009 jak i 2010 roku nie spowodowat

zmian fizjologicznych w $cianach jelit srodkowych pszczot robotnic. Wykonane preparaty

histologiczne z jelit $srodkowych pszczot charakteryzowaly si¢ prawidlowym obrazem

histologicznym (fot. 16). W obrazie preparatow byty dobrze widoczne btony perytroficzne.

) 59 i

Fot. 16. Obraz mikroskopowy preparatu histologicznego jelit sSrodkowych pszczét robotnic 0
prawidlowej budowie po zastosowaniu kwasu mlekowego 15% - barwienie AZAN (fot. M.

Howis)
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6.4. Ekspozycja pszczél na kwasy organiczne a aktywnos$ci enzymatyczna jelita
srodkowego

6.4.1. Wplyw kwaséw organicznych na aktywno$¢ enzymatyczng jelita mlodych pszczot
(1 - 11 doba zycia)

Stosowanie kwasoéw organicznych do ograniczania populacji Varroa destructor
podczas przygotowywania si¢ rodzin do zimowli wptyneto na aktywnos$ci enzymatyczna jelita
srodkowego pszczoét robotnic. Biorae pod uwage wptyw zastosowanych kwaséw na ogolny
poziom aktywno$ci enzymatycznej (19 enzymow) to roznice istotne w stosunku do grupy
kontrolnej wystapily po ekspozycji pszczot na kwas mréwkowy i szczawiowy (tabela 17).
W przypadku zastosowania obu kwaséw poziom aktywnosci enzymatycznej ulegt obnizeniu,
natomiast zastosowanie kwasu mlekowego nie mialo wplywu na poziom aktywnosci
enzymatycznej (wykres 14). Analizujac esterazy (6 enzymoOw) nie stwierdzono wplywu
stosowania kwasow na ich aktywno$¢. Aktywno$¢ proteaz (5 enzymow) roznita si¢ istotnie
(P = 0,006) pod wplywem zastosowanego kwasu szczawiowego (2,53) i mrowkowego (2,80)
i byla nizsza w stosunku do grupy kontrolnej (3,80). Glikozydazy (8 enzymow) okazaty sig
rowniez mniej aktywne po ekspozycji pszczét na dziatanie kwasu szczawiowego (2,54)
i mrowkowego (2,72) w stosunku do grupy kontrolnej (3,33; P = 0,032). (wykres 15).
W grupie proteaz i glikozydaz nie wystapity réznice istotne po zastosowaniu kwasu
mlekowego (wykres 15 i 16).

Tabela 17. Og6lny poziom aktywno$ci enzymatycznej jelita srodkowego mtodych pszczot
robotnic po ekspozycji na kwasy (n = 3 grupy wiekowe x 2 powtorzenia x liczba
enzymoOw )(warto$ci srednie* = SD)

Grupa enzyméw | Mrowkowy | Mlekowy | Szczawiowy | Kontrola Poziom
(n) istotno$ci
roznic
Wszystkie (114) | 2,67°+1,61 | 3,17°+ 1,75 | 2,60°+ 1,57 | 3,31°+ 1,76 0,002
Esterazy (36) 2,50+ 1,68 | 2,72+1,90 | 2,75+ 1,85 | 2,88 2,05 0,851
Proteazy (30) 2,80°+1,76 | 3,60+ 1,58 | 2,53°+ 1,58 | 3,80%+ 1,44 0.006
Glikozydazy (48) | 2,72+ 1,46 | 3,25+ 1,68 | 2,54+ 1,38 | 3,33*+ 1,66 0,032

* $rednie oznaczone réznymi literami W tych samych wierszach roznig sig¢ statystycznie

istotnie
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Wplyw ekspozycji kwasow na aktywnos¢ enzymatyczng jelita Srodkowego: (1
-mrowkowy, 2 - mlekowy, 3 - szczawiowy, 4 - kontrola)
Biezgcy efekt: F(3, 452)=5,1076, p=,00175
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 14. Poziomy ogoélnej aktywnosci enzymatycznej jelita srodkowego pszczot robotnic

po ekspozycji rodzin na kwasy organiczne

Wplyw ekspozycji kwasow na aktywnos ¢ enzymatyczng proteaz: (1 -
mréwkowy, 2 - mlekowy, 3 - szczawiowy, 4 - kontrola)
Biezacy efekt: F(3, 116)=4,4282, p=,00551
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Wykres 15. Poziomy ogolnej aktywnosci enzymatycznej proteaz w jelicie Srodkowym

pszczot robotnic po ekspozycji rodzin na kwasy organiczne
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Wptyw ekspozycji kwasow na aktywnos¢ enzymatyczng glikozydaz: (1 -
mréwkowy, 2 - mlekowy, 3 - szczawiowy, 4 - kontrola)
Biezgcy efekt: F(3, 188)=2,9859, p=,03245
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnos$ci
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Wykres 16. Poziomy ogolnej aktywnosci enzymatycznej glikozydaz w jelicie srodkowym
pszcz6t robotnic po ekspozycji rodzin na kwasy organiczne
6.4.2. Wplyw wieku pszczél robotnic (2, 6, 11 doba Zycia) na poziom aktywnosci
enzymatycznej jelita Srodkowego po ekspozycji na kwasy

Analizujac w grupie kontrolnej ogdélng aktywno$¢ enzymatyczng jelita srodkowego
(esterazy + proteazy + glikozydazy) u pszczot zaobserwowano najwyzsza aktywnosé
w drugiej dobie zycia (3,68), natomiast w szostej dobie nastapit jej spadek (3,02; P = 0,020),
aw dobie jedenastej poziom aktywnosci zblizal si¢ do poziomu z drugiej doby zycia (3,23)
(tabela 18). Biorgc pod uwage aktywnos$¢ wszystkich enzymow wykazano istotnie nizszg ich
aktywno$¢ w drugiej dobie zycia pszczot (2,97) po zastosowaniu kwasoéw organicznych
w porownaniu do grupy kontrolnej (3,68). Aktywno$¢ esteraz u pszczot byta podobna i nie
zalezala ani od wieku pszczot ani od stosowania kwaséw. W grupie proteaz po zastosowaniu
kwasow organicznych nastgpito obnizenie aktywnosci enzymatycznej w kazdym
analizowanym wieku - istotne réznice wykazano jedynie w szostej dobie zycia miedzy grupa
kontrolng (3,60) a pszczotami po ekspozycji na kwasy (2,40). Aktywno$¢ proteaz w drugiej
dobie zycia wykazata zroznicowanie migdzy grupa kontrolng (4,60) a pszczotami majacymi
kontakt z kwasami (3,60), jednak réznica ta nie zostata udowodniona statystycznie z powodu
matej liczebno$ci obserwacji i stosunkowo duzej zmienno$ci wartosci cechy. W grupie
glikozydaz, takze zaobserwowano obnizenie aktywno$ci enzymatycznej w kazdej grupie
wiekowej pszczot po ekspozycji na kwasy w stosunku do grupy kontrolnej - istotne roznice

wystapity w drugiej dobie zycia pszczot (2,66) w stosunku do grupy kontrolnej (3,87).
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Uzyskane wyniki pokazujg, iz najwigksze zmiany w aktywno$ci enzymatycznej po
zastosowaniu kwasow wystapity w drugiej (wszystkie enzymy i glikozydazy) i w szostej
dobie (proteazy) od zastosowania kwasow, natomiast w jedenastej dobie aktywno$¢
enzymatyczna byta podobna u pszczot z grup kontrolnych doswiadczalnych (tabela 18).

Tabela 18. Wptyw wieku i zastosowania kwasow na poziom aktywno$ci enzymatycznej jelita

srodkowego (wartosci srednie* + SD)

Grupa Zabieg n 2 doba 6 doba 11 doba Poziom
. istotnosci
enzymow e
roznic
Wszystkie +kwasy | 76 | 2,97°+1,68 | 2,59+ 1,64 | 2,88 £ 1,64 0,015
enzymy -kwasy | 38 [3,68°+1,62| 3,02+1,90 | 3,23+1,73 0,020
Esterazy +kwasy | 36 | 2,86 +1,82 | 2,52+1,76 | 2,58 +1,85 0,885
- kwasy 12 | 2,66 1,87 | 2,75+2,37 | 3,25+2,00 0,763
Proteazy +kwasy | 30 | 3,60+ 1,67 | 2,40°+1,67 | 2,93 +1,52 0,003
-kwasy | 10 | 4,60+0,84 | 3,60°+1,34 | 3,20+ 1,75 0,079
Glikozydazy |+ kwasy | 48 | 2,66°+1,50 | 2,77 1,56 | 3,08+ 0,90 0,387
-kwasy | 16 [3,87°+1,45| 2,87+1,85 | 3,25+ 1,61 0,234

* $rednie oznaczone roznymi literami W wierszach roznig si¢ statystycznie istotnie srednie
w obrebie grupy wiekowej, w obrebie zabiegu (- kwas, + kwas) oznaczone roznymi literami
roznig si¢ istotnie przy P < 0,05

Dokonano analizy korelacji prostych miedzy wszystkimi badanymi enzymami
w grupie kontrolnej i w poszczegolnych grupach po ekspozycji rodzin na kwasy organiczne
I wybrano reprezentatywne relacje obrazujace zaburzenia zachodzace w funkcjonowaniu
enzymoOw trawiennych w jelitach srodkowych pszczot (tabela 19). W tabeli przedstawiono
korelacje migdzy poziomami aktywnosci wybranych enzymow w sytuacji ekspozycji pszczot
na kwas (kwas +) i braku tej ekspozycji (kwas -). Analizie poddano sp6jno$¢ trendoéw
zarowno w mocy korelacji jak i jej wektorze (+ lub -) w obrgbie obu grup (kwas — 1 +).
Analiza aktywnosci lipazy (C14) wobec esterazy (C4), arylamidazy waliny, fosfohydrolazy
naftylo-AS-BI i beta glukozydazy w warunkach ekspozycji na kwas mrowkowy jak i jej
braku wykazata bardzo wysokie podobienstwo (r = 0,52 do 1,00), co wskazuje na
niezalezno$¢ tego ukladu enzymatycznego od ekspozycji pszczot na kwas. W przypadku
analizy aktywnosci arylamidazy leucyny wobec esterazy (C4), arylamidazy waliny,
fosfohydrolazy naftylo-AS-Bl i beta glukozydazy w warunkach ekspozycji na kwas

mrowkowy jak 1 jej braku okazato si¢ ze ekspozycja na kwas zmienita relacje tego enzymu
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w stosunku do esterazy (z r = - 0,60 nar = 1,00) jaki i do beta glukozydazy (zr=0,92nar =

0,00) a wigc uklad enzymatyczny zostat zdestabilizowany, W grupie kontrolnej mig¢dzy

fosfatazg alkaliczng a a-fukozydazg korelacja wynosita r = - 0,54 a po ekspozycji kwasu r =

1,00. Podobnie pomig¢dzy a-chymotrypsyng i B-glukozydaza a kwasng fosfataza r = od - 0,46

do 0,50. Natomiast migedzy a-fukozydaza a a-chymotrypsyng i B-glukozydaza w grupie

kontrolnej korelacje wynosity r = 0,40 i 0,58 a po ekspozycji rodzin pszczelich na kwas byty

ujemne i wynosily r = od - 0,47 do r = - 0,72. Wszystkie korelacje proste aktywnosSci

enzymatycznej miedzy poszczegdlnymi enzymami w grupie kontrolnej i po zastosowanych

kwasach zostaty zamieszczone w zatacznikach 1 - 4.

Tabela 19. Wybrane korelacje proste migdzy enzymami u pszcz6t mtodych w grupie
kontrolnej i po ekspozycji rodzin pszczelich na kwasy organiczne

Enzymy (*)
Kwas Enzymy (*) Esteraza | Arylamidaza | Fosfohydrolaz | B-
(C4) waliny (P) | anaftylo-AS- | glukozydaza
Bl (E) ©)
_ Lipaza (C14) (E) 0,52 0,92 1,00 1,00
+ 1,00 1,00 1,00 1,00
_ Arylamidaza - 0,60 0,92 1,00 0,92
¥ leucyny (P) 1,00 0,83 0,55 0,00
2 | _ | a-chymotrypsyna (P) | 0,46 0,92 1,00 0,46
o
HE 1,00 0,90 0,81 0,55
= | _ | a-mannozydaza (G) | -0,18 0,70 1,00 0,70
+ 1,00 -0,16 0,18 0,92
_ N-acetylo-B- -0,91 0,63 1,00 0,63
+ | 9lukozaminidaza (G) 1.00 021 0.18 0.72
Kwasna B3- N-acetylo-B- | a-fukozydaza
fosfataza | galaktozydaz | glukozaminida (G)
(E) a(G) za (G)
_ | Fosfataza alkaliczna 1,00 1,00 0,87 - 0,54
? + (E) 1,00 1,00 1,00 1,00
2 | _ | a-chymotrypsyna (P) | -0,46 1,00 0,87 0,58
(<3}
s |+ 0,87 0,87 1,00 -0,47
_ Fosfohydrolaza 1,00 1,00 1,00 1,00
+ | naftylo-AS-BI (E) 0,44 0,44 0,65 -0,24
_ | B-glukozydaza (G) -0,50 1,00 0,63 0,40
+ 0,44 0,44 0,65 -0,72

71



Esteraza | Lipaza (C14) | Arylamidaza | Arylamidaza
lipaza (E) leucyny (P) waliny (P
(C8) (E)
_ Trypsyna (P) 0,65 0,25 0,46 0,25
+ -0,20 -0,31 0,27 0,86
% _ | a-chymotrypsyna (P) 0,12 0,46 0,71 0,46
% + -0,10 0,34 0,89 0,64
S | _ | B-glukuronidaza(G) 0,55 0,70 0,65 0,70
@+ -1,00 -0,63 0,00 0,10
_ | B-glukozydaza (G) 0,52 1,00 0,92 1,00
+ -1,00 -0,63 0,00 0,10
_ | a-mannozydaza (G) 0,55 0,70 0,65 0,70
+ -0,63 -0,25 0,43 0,17

*E - esterazy, P - proteazy, G - glikozydazy

6.4.2. Wplyw kwasow organicznych na aktywno$¢ enzymatyczng jelita Srodkowego
pszczol przygotowanych do zimowli

Stosowanie kwasow organicznych do ograniczania populacji Varroa destructor
w okresie jesiennym wptyneto na aktywnosci enzymatyczng jelita sSrodkowego. Analizujac
og6Iny poziom aktywnos$ci enzymatycznej (esterazy + proteazy + glikozydazy) stwierdzono
roznice statystycznie istotne w tej aktywnosci po zastosowaniu kwasu mrowkowego
i szczawiowego w stosunku do grupy kontrolnej (tabela 20). Aktywnos$¢ enzymatyczna po
ekspozycji pszczot na kwas mlekowy nie rdéznita si¢ od aktywnosci w grupie kontrolne;.
Rozpatrujac aktywnos$¢ enzymatyczng w grupach enzymow esteraz, proteaz i glikozydaz w
jelicie srodkowym pszczot po ich ekspozycji na kwasy stwierdzono istotne (P = 0,000)
obnizenie aktywnosci proteaz po zastosowaniu kwasu szczawiowego (2,50) i mrowkowego
(3,03) w stosunku do aktywnosci w grupie kontrolnej (4,53). Nie wykazano negatywnego
wpltywu stosowania kwaséw na aktywno$¢ esteraz i glikozydaz u pokolenia zimowego
pszczdt robotnic. W grupie glikozydaz mialy one najnizszg aktywno$¢ u pszczét po
ekspozycji na kwas mlekowy (3,48) w stosunku do grupy kontrolnej ( 3,98; P = 0,13) —
wykres 17.
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Tabela 20. Wpltyw ekspozycji na kwasy aktywno$ci enzymatycznej jelita sSrodkowego pszczot
robotnic przygotowanych do zimowli (wartosci §rednie* & SD)

Poziom
Grupa enzymow Mrowkowy Mlekowy Szczawiowy Kontrola | istotno$ci
(n) roznic
Wszystkie 337%+1,28 | 3,72°+1,11 | 3,17*°+1,45 | 3,88°+1,20 | 0,000
enzymy (114)
Esterazy (36) 311+1,47 | 358120 | 292+136 | 322+1,37 | 0,208
Proteazy (30) 3,03*+1,33 | 430°+0,84 | 2,50°+1,76 | 453°+0,73 | 0.000
Glikozydazy (48) | 3,79+0,99 | 348*+0,99 | 3,79+1,00 | 3,98°+1,06 | 0,129

* $rednie oznaczone roznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie (P=0,05) test Duncana

Wplyw zastosowania kwasow na aktywnosé enzymatyczng glikozydaz: (1 - mréwkowy,
2 -mlekowy, 3 - szczawiowy, 4 - kontrola)
Biezgcy efekt: F(3, 188)=1,9121, p=,12908
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufno$ci
4,4

42

4,0

3.8

3,6

3,4

Aktywnos¢ glikozydaz (skala 0 - 5)

3,2

3,0

1 2 3 4

Wykres 17. Wpltyw zastosowania kwasow aktywno$¢ enzymatyczng glikozydaz

Pobierajac probki zimowego pokolenia pszczot w 1, 51 10 dobie po ekspozycji na
kwasy organiczne wykazano réznice w aktywnosci enzymatycznej jelita Srodkowego pszczot
w relacji do czasu po ekspozycji. Analizujac wptyw uptywu czasu po zastosowaniu kwasow
na ogdlny poziom aktywnosci enzymatycznej jelita srodkowego wykazano zaburzenie tej
piatej dobie,

charakterystycznego do grupy kontrolnej (tabela 21). Stosowanie kwaséw nie miato wptywu

aktywno$ci w pierwszej i a w dobie dziesigtej powr6t poziomu
na aktywno$¢ esteraz badanych okresach czasu. Natomiast w grupie proteaz spadek
aktywno$ci enzymatycznej nastgpil w pierwszej, piatej i dziesigtej dobie po zastosowaniu
kwasow (P=0,000) - wykres 18. W grupie glikozydaz aktywno$¢ w relacji czasowej byla
podobna jak w przypadku proteaz. (wykres 19). Obnizong  aktywnos$¢ glikozydaz
stwierdzono w pierwszej i pigtej dobie (P = 0,04).
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Tabela 21. Wplyw uplywu czasu po zastosowaniu kwasow na poziom aktywnosci

enzymatycznej jelita srodkowego pszczot robotnic przygotowanych do zimowli (wartosci

srednie* = SD)

Grupa enzymow 0 - kontrola 1 - doba 5 - doba 10 - doba Poziom
(n) istotnosci
roznic
Wszystkie 389°+120 |349°+1,47 | 309°+1,22 | 369*+1,14 | 0,00003
enzymy (114)
Esterazy (36) 3224137 | 322+153 | 2,92+129 | 3,47+123 0,394
Proteazy (30) 453*+0,73 |3,60°+1,77 | 2,70°+1,37 | 3,53°+1,33 | 0,00002
Glikozydazy (48) | 3,98%+ 1,06 | 3,62°+1,20 | 3,48°+1,94 | 3,96°+ 0,90 0,043

* $rednie oznaczone roznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie (P < 0,05) test Duncana

Wptyw uptywu czasu na aktywnosé enzymatyczng proteaz po zastosowaniu kwasow:
(0 - kontrola, 1, 5i 10 doba)

Biezgcy efekt: F(3, 116)=9,2025, p=,00002

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufno$ci

Aktywnos¢ proteaz (skala 0 - 5)

Wykres 18. Wptyw uptywu czasu po zastosowaniu kwaséow na aktywno$c¢

proteaz

515

5,0

4,5

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

15

Czas (doba)

10

enzymatyczng
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Wptyw uplywu czasu po zastosowaniu kwasow na aktywnos¢ enzymatycznag
glikozydaz: (0 - kontrola, 1, 5i 10 doba)
Biezgcy efekt: F(3, 188)=2,7726, p=,04281
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
4.4

4,2

4,0

3.8

3,6

34

3,2

Aktywnos¢ glikozydaz ( skala 0 - 5)

3,0

Czas (doba)

Wykres 19. Wplyw uptywu czasu po zastosowaniu kwasow na aktywno$¢ enzymatyczna
glikozydaz
Analiza korelacji prostych migdzy wszystkimi badanymi enzymami w grupie
kontrolnej i po zastosowanych kwasach u pszczot pokolenia zimowego wykazata liczne
rozbiezne relacje miedzy enzymami (tabela 22). W tabeli 22 przedstawiono wybrane
korelacje miedzy poziomami aktywnosci niektorych enzymow w sytuacji ekspozycji pszczot
na kwas (kwas +) i braku tej ekspozycji (kwas -). Analizie poddano spojnos¢ trendow
zardbwno w mocy korelacji jak i jej wektorze (+ lub -) w obrgbie obu grup (kwas — i +).
Korelacja w grupie kontrolnej i po zastosowaniu kwasu mrowkowego miedzy
a-chymotrypsyng a fosfatazg alkaliczng 1 esterazg lipazy (C8) sa spdjne 1 wysokie (r = od 0,82
do 1,00), a wigc kwas mrowkowy nie mial wplywu na relacje migdzy tymi enzymami.
Zalezno$ci Wystepujace miedzy arylamidazg cystyny a esteraza lipazy (C8) (r = - 0,76)
i fosfohydrolazg naftylo-AS-Bl (r =- 0,84) sa ujemne w grupie kontrolnej, natomiast po
kwasie mrowkowym sg dodatnie, odpowiednio r = 0,85 i r = 0,62. Podobna sytuacja zaistniata
miedzy B-galaktozydaza a kwasng fosfataza (r = - 0,82 dla kwas - i r = 0,87dla kwas +).
Korelacje w grupie kontrolnej i po zastosowaniu kwasu mlekowego mi¢dzy a-galaktozydaza
a fosfohydrolaza naftylo-AS-BI wynosity odpowiednio r = - 0,45 i 0,86. Odwrotne relacje
korelacji migdzy B-glukuronidaza a lipazg (C14) zaobserwowano w grupie kontrolnej (r = -
0,54) i po zastosowaniu kwasu mlekowego (r = 1,00). Po zastosowaniu kwasu szczawiowego
réwniez zaobserwowano rozbiezne wartosci korelacji w stosunku do grupy kontrolnej. Na
przyktad: korelacje miedzy arylamidazg cystyny a esterazg lipazy (C8) i a-chymotrypsyng
wynosity odpowiednio r = - 0,76 i r = 0,98 oraz r = - 0,61 i 0,97 w grupie kontrolnej
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I w grupie z kwasem szczawiowym. Wszystkie korelacje proste aktywnos$ci enzymatycznej

mig¢dzy poszczegdlnymi enzymami w grupie kontrolnej i po zastosowanych kwasach zostaty

zamieszczone w zatgcznikach 5 - 8.

Tabela 22.Wybrane korelacje proste miedzy enzymami u pszczot przygotowanych do zimowli
w grupie kontrolnej i po ekspozycji kwaséw w rodzinach pszczelich

Enzymy(*)
Kwas Enzymy (*) Arylamidaza a- B- B-
cystyny (P) | chymotrypsyna | galaktozydaza | glukozydaza
(P) ©) (G)
_ Fosfataza -0,37 0,93 1,00 -0,29
+ | alkaliczna (E) 0,63 0,95 0,80 0,88
o L= Esteraza lipaza -0,76 1,00 1,00 -0,29
z |+ (C8) (E) 0,85 0,82 0,80 0,88
¥ Kwasna -0,57 0,70 -0,82 -0,44
‘é + | fosfataza (E) 0,60 0,92 0,87 0,79
_ | Fosfohydrolaza -0,84 0,86 1,00 -0,10
+ | naftylo-AS-BI 0,62 0,70 0,31 0.46
(E)
a- B- B- a-fukozydaza
galaktozydaza | glukuronidaza | glukuronidaza( (G)
(G) (G) G)
_ Lipaza (C14) 1,00 -0,54 -0,54 - 0,03
_E%; + (E) 0,80 1,00 1,00 0,83
2 | | Fosfohydrolaza - 0,45 -0,10 -0,59 -0,76
= [+| naftylo-AS-BI 0,89 0,40 - 0,40 0,29
(E)
_ | a-mannozydaza 0,31 0,43 0,43 0,77
+ (G) 0,58 0,91 0,91 0,94
Esteraza (C4) | Esteraza lipaza a- N-acetylo-B3-
(E) (C8) (E) chymotrypsyna | glukozaminid
- (P) aza (G)
S| _ Fosfataza -0, 29 0,71 0,92 -0,29
2 | + | alkaliczna (E) 0,86 0,87 0,90 0,24
S | _ | Arylamidaza 0,77 -0,76 -0,61 -0,17
ooy cystyny (P) 0,86 0,98 0,97 -0,22
_ | B-glukozydaza -0,20 -0,29 -0,31 -0,20
+ (G) 0,15 0,13 0,16 0,89

*E - esterazy, P - proteazy, G — glikozydazy
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7. DYSKUSJA
7.1. Rozwaj populacji Varroa destructor w rodzinach pszczelich

Dynamika rozwoju populacji Varroa destructor w klimacie umiarkowanym mija si¢
z dynamika populacji rodziny pszczelej Apis mellifera carnica. Jesienig i zimg nast¢puje
spadek populacji gospodarza w stosunku do pasozyta (Amdam i wsp. 2004). Wieloletnie
relacje miedzy dynamika populacji pasozyta i pszczoty miodnej prowadza czesto do upadku
rodzin pszczelich. W badaniach wlasnych stopien porazenia rodzin pasozytami jak rowniez
liczba pasozytow pozostatych do zimowli byly istotnie nizsze (P < 0,001) w pierwszym
sezonie uzytkowania rodzin w porownaniu do drugiego. W pierwszych latach pojawienia sig
Varroa destructor w Europie w rodzinach pszczelich jej populacja po czterech latach osiagata
7 do 11 tysiecy osobnikow i1 przy tym poziomie stanowita zagrozenie dla rodziny pszczelej
(Ritter i Perschil 1982, Fries wsp. 1994). Aktualnie zagrozeniem dla rodziny okazuje si¢
znacznie nizsza liczba pasozytow. W badaniach wilasnych wykazano ginigcie rodzin
pszczelich przy populacji pasozyta wynoszacej od 2205 do 5645 szt. Populacja pasozyta
Varroa destructor jest bardzo zmienna i zalezy zarowno od cech gospodarza — pszczoty
miodnej jak i samego pasozyta, majac wptyw na reprodukcje i Smiertelno$¢ roztoczy (Fries
i wsp., 1994, Calis i wsp. 1999b).

W badaniach wlasnych po drugim sezonie usuni¢to prawie 5 razy wigcej pasozytow w
poréwnaniu do sezonu pierwszego — po utworzeniu rodzin pszczelich. Rownoczesnie liczba
pasozytow, ktore pozostaly w rodzinach do zimowli wzrosta po drugim sezonie prawie
o$miokrotnie w stosunku do poczatku pierwszej zimowli. Sila rodzin pszczelich wyrazona
liczbg pszczot w listopadzie byta istotnie (P < 0,001) nizsza po drugim sezonie uzytkowania
(2495 szt.) w stosunku do pierwszego (6421szt.). Efektem zmniejszenia liczby pszczot byto
wypszczelenie si¢ (zginigeie) 60% rodzin po drugim sezonie uzytkowania. Zaobserwowano,
ze po drugim sezonie zgingly rodziny, ktore po pierwszym sezonie charakteryzowaty sie¢
z reguly wysoka liczebnos$cig pszczot. Zaobserwowane upadki wystapily znacznie wezesniej
niz dwadzieécia lat temu, kiedy w klimacie umiarkowanym rodziny nieleczone gingty
z powodu warrozy po 3 - 4 latach od poczatku inwazji (Korpela i wsp. 1993, Buchler 1994).

W 2011 roku od sierpnia do potowy listopada wykonano badanie poziomu naturalnego
osypu pasozytow W rodzinach produkcyjnych. Obserwacje wykazaty, ze w ciggu 10 tygodni
osypato si¢ naturalnie z rodzin od 189 do 6252 pasozytéw z rodziny (Srednio od 19 do 625
szt./tydzien). Po zastosowaniu leczenia trwajacego 5 tygodni (1 raz 3,2% kwas szczawiowy +
3 razy Apiwarolem) usuni¢to nastepng populacje pasozyta (0d 296 do 2964 szt./rodzing)
(Srednio od 59 do 593 szt./tydzien). Poziom osypu naturalnego byt podobny do osypu
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wymuszonego lekami. Na podstawie danych z osypow naturalnych i po leczeniu wyliczono
ubytki naturalne pasozytow na s$rednim poziomie ponad 40% przy poréwnaniu do liczby
ogbétem usunietych pasozytow z rodzin w okresie 15 tygodni. W okresie od sierpnia do
poczatku pazdziernika osyp naturalny charakteryzowal si¢ okresowymi wzrostami jak
i spadkami liczby roztoczy. Zaobserwowano dwa szczyty liczby osypanych naturalnie
pasozytow. Pierwszy "maty" szczyt wystapit w drugim tygodniu sierpnia, a drugi "duzy" na
przetomie sierpnia i wrzesnia - trzy tygodnie po pierwszym szczycie odnotowanych osypow.
Zwiegkszenie liczby osypujacych si¢ naturalnie pasozytow swiadczy o oOkresowym wzroscie
liczby roztoczy w rodzinach. Stwierdzony szczyt naturalnej $miertelnosci pasozyta
przypadajacy na poczatek sierpnia $wiadczy o duzej aktywnej populacji roztoczy w drugiej
potowie lipca. W warunkach Dolnego Slaska aby nie dopusci¢ do dalszego wzrostu populacji
nalezy zastosowac zabieg przeciwko warrozie w drugiej potowie lipca. W przypadku nie
zastosowania zabiegdw przeciwko warrozie populacja szybko osigga poziom zagrazajacy
istnieniu rodziny pszczelej. Wybor spdjnego terminu leczeniem rodzin zgodnego z wzrostem
populacji pasozytéw jest mozliwy przy stalym monitoringu osypdéw naturalnych z uzyciem
osiatkowanych dennic w drugiej potowie sezonu pszczelarskiego. Znajomo$¢ liczby
osypujacych sie roztoczy moze istotnie wplyngé na poziom skutecznosci zabiegu
ograniczajgcego liczbe pasozyta w rodzinach. Przy braku monitoringu populacji warrozy
w pasiece stosowanie srodkoéw dlugo dziatajacych w rodzinach (6 - 8 tygodni) daje wicksza
skuteczno$¢ ochrony rodzin w stosunku do jednorazowego zabiegu 0 krotkim czasie

dziatania.

7.2. Wplyw stosowania kwasow organicznych na mikroklimat rodziny pszczelej

Poszczegblne rejony gniazda pszczelego charakteryzuja si¢ rdzng temperatura,
jedynie temperatura gniazda z czerwiem regulowana jest z duzg doktadnoscia, gdyz czerw do
swojego rozwoju naturalnego potrzebuje temperatury powyzej 33°C (Woyke 1998).
W okresie zimy wewnatrz klebu temperatura waha si¢ od 20 do 30°C, zewnetrzne warstwy
klebu majg si¢ temperature od 10 do 12°C (Chuda-Mickiewicz 1994). Doroste pszczoty
znosza wilgotnos¢ wzgledna powietrza od 20 do 70% (Atmowidjojo i wsp. 1997, Muszynska
1989). Obserwowane w badaniach wilasnych temperatury i wilgotnosci wzgledne gniazda
pszczelego rodzin nie poddanych zabiegom korespondowaty z danymi literaturowymi.
Stosowanie kwaséw organicznych (mrowkowy 65 i 83%, mlekowy 15% i szczawiowy 3,2%)
w rodzinach pszczelich nie wykazato ich istotnego wplywu na badane parametry

mikroklimatu (temperatury w centrum i na brzegu gniazda, wilgotnosci wzglednej i stgzenia
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CO,). Jedynie w przypadku stosowania kwasu mrowkowego 65% zaobserwowano
podwyzszong $rednig dobowa wilgotno$§¢ w pierwszym tygodniu aplikacji kwasu, mimo
niskich $rednich dobowych wilgotnosci wzglednych $rodowiska zewngtrznego. Zanotowana
sytuacja byta spowodowana obecnos$cig umiarkowanego pozytku z nawtoci. Podwyzszone
temperatury gniazda (przy braku czerwiu) zaobserwowano po stosowaniu kwasu mlekowego
15% w stosunku do okresu poprzedzajacego zabieg, jednak z uwagi na matg liczbe badanych
rodzin (n=2) poczynione obserwacje nie upowazniaja do jednoznacznego wnioskowania.
Uzyskane wyniki stezenia CO, monitorowanego 2 razy na dobe nie pokazaly duzych zmian

warto$ci podczas stosowania kwaséw organicznych.

7.3. Wplyw stosowania kwasow organicznych na obraz histologiczny jelita Srodkowego
Btony perytroficzne owijaja przechodzaca tres¢ pokarmowa i chronig nablonek
zotadka przed uszkodzeniem. Stare btony perytroficzne sa stopniowo rozrywane i usuwane
z 7otadka razem z niestrawionymi resztkami pokarmowymi. W wyniku intensywnego
dzialania komorki nabtonka btony $luzowej zotadka szybko si¢ zuzywaja 1 musza by¢
zastgpione przez nowe. W tym celu dziataja tzw. centra (krypty) regeneracyjne, co pozwala
na odtworzenie nabtonka (Morse i Hooper 1985, KubiSova 2003). Wystepowanie w obfitosci
bton perytroficznych wydluza czas pobytu tresci pokarmowych w jelicie srodkowym, co
zwigksza wykorzystanie sktadnikow pokarmowych. Prawidlowa budowa S$cian jelita
srodkowego charakteryzuje si¢ aktywnoS$cia centrow regeneracyjnych i widocznymi jadrami
komorkowymi. Podawanie preparatu probiotycznego pszczolom w badaniach Crailsheim
(1988) 1 Szymas 1 Przybyt (2007) wptyneto na zwiekszenie obecnosci blon perytroficznych
w $wietle jelit. Natomiast ekspozycja jelit pszczot na toksyczne zwigzki (np. fluorek sodu)
spowodowata zmiany w obrazach jader i cytoplazmie, ktdre ulegly wakuolizacji do blony
podstawnej (Bielenin i Ibek 1980). W badaniach witasnych przy prawidtowym obrazie
mikroskopowym preparatéw histologicznych $cian jelit srodkowych wypetionych pytkiem
stwierdzono wystepowanie enterocytow w roznych fazach wydzielniczych. W przekrojach
jelit srodkowych bez obecnosci pylku obserwowano silng dzialalnos¢ wydzielnicza
enterocytow w postaci nagromadzenia ziarnistosci w ich cytoplazmie. Natomiast jelita
wypelnione ziarnami pytku charakteryzowaty si¢ obfitymi blonami perytroficznymi i wyrazna
obecnoscig rabka szczoteczkowego. Cewki Malpighiego i ich jadra byly dobrze widoczne.
W przekrojach jelit nie wypethionych pylkiem enterocyty byly wydluzone (wysokie)
w stadium fazy wydzielniczej. W swietle jelit bez ziaren pytku widoczne byty obfite btony

perytroficzne.
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Stosowanie kwasu mroéwkowego 65 1 83% w badaniach wlasnych spowodowato
nasilajace si¢ w czasie (od 1 do 14 doby obserwacji) wystepowanie standw patologicznych
jelita srodkowego pszczot robotnic. W pierwszych 10 dniach od rozpoczecia aplikacji kwasu
65% stanom patologicznym towarzyszyly procesy regeneracyjne jelit, ktore jednak ulegly
spowolnieniu pod koniec drugiego tygodnia. Procesy regeneracyjne byly obserwowane
glownie w przekrojach jelit bez ziaren pylku. Po aplikacji kwasu mrowkowego 83%
zaobserwowano szybsze wystgpienie ostrzejszych zmian w stanie jelit sSrodkowych pszczot
(od 1 doby) utrzymujacych si¢ do czternastej doby obserwacji w porownaniu do stanu jelit po
zastosowaniu kwasu mrowkowego 65%. W pierwszej dobie po zastosowaniu kwas
mrowkowy 83% w obrazie mikroskopowym preparatow histologicznych zaobserwowano
bardzo silne ztuszczenie enterocytow - rozpad komorek czesciowy do catkowitego po btong
podstawng oraz zatarcie struktury komorkowej enterocytow. W czternastej dobie po
zastosowaniu kwasu mrowkowego obserwowano w jelitach $rodkowych pszczoét silne
zmniejszenie wysoko$ci enterocytow i widoczne w nich objawy wakuolizacji i dystrofii.
W komorkach widoczne bylo powigkszenie jader i przejasnienie chromatyny jadrowe;j.
Zaobserwowano brak $wiatta migdzy $ciang jelita a btonami perytroficznymi. Widoczny byt
rozplem (rozpad) komorek centrow regeneracyjnych. Btony perytroficzne byty bardzo skape,
a w przekrojach obserwowano obrzmienie cewek Malpighiego. Najbardziej odbiegajacy od
prawidtowej budowy byt stan jelit w czternastym dniu od rozpoczgcia aplikacji kwasu
mrowkowego. Udokumentowane niekorzystne zmiany jelit pszczot do pigtnastego dnia Zycia
wywotane aplikacja kwasu mrowkowego moga mie¢ niekorzystne implikacje dla
prawidtowego funkcjonowania rodziny pszczelej — zwlaszcza w okresie wychowu czerwiu.
Podobne niekorzystne zmiany w obrazie histologicznym przewodu pokarmowego larw
pszcz6t przy stosowaniu kwasu mrowkowego 85% w rodzinach pszczelich zostaty
udokumentowane w badaniach Gregorc i wsp. (2004). Autorzy ci stwierdzili, iz kwas
mrowkowy wywotuje rozlegla $miertelnos¢ komorek tkanek nabtonkowych 1 pod
nabtonkowych. Po 21 godzinach od zastosowania kwasu mréwkowego u larw 3 dniowych
stwierdzono 96% a u 5 dniowych 100% $miertelnos¢ komorek.

Kwas szczawiowy jest jednym z najsilniejszych kwasow karboksylowych o dziataniu
draznigcym tkanki (Morrison i Boyd 1985). W pierwszej dobie po zastosowaniu kwasu
szczawiowego 3,2 % w obrazie mikroskopowym preparatow histologicznych zaobserwowano
lekkie powigkszenie jader przy btonie podstawnej i lekkie wydtuzenie samych enterocytow.
Natomiast w sidédmej od zastosowania kwasu stan fizjologiczny $cian jelit srodkowych

pszczot bylo prawidtowy, z zauwazalng wzmozong aktywnoS$cia centréw regeneracyjnych.
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W badaniach wykonanych przez Gregorc i wsp. (2004) z uzyciem kwasu szczawiowego
stwierdzono $miertelno$¢ komorek nabtonka jelita $srodkowego na poziomie 25% po 5
godzinach od zastosowania kwasu u larw 3 1 5 dniowych.

Zastosowany w badaniach wiasnych kwas mlekowy 15% nie spowodowal zmian
w obrazie histologicznym jelit srodkowych pszczot robotnic. W preparatach byly dobrze
widoczne, obfite blony perytroficzne. Prawidlowy obraz mikroskopowy preparatow
histologicznych uzyskany w badaniach wlasnych moze $wiadczy¢ iz kwas mlekowy nie miat
negatywnego wplywu na uktad pokarmowy pszczédt robotnic. Brak negatywnego wplywu
kwasu mlekowego na jelita srodkowe pszczot jest zgodny wynikami badan Szymas (2007),

w ktorych pszczoty mlode byty karmione pokarmem z dodatkiem kwasy mlekowego.

7.4. Wplyw stosowania kwasow organicznych na aktywnos$¢ enzymatyczna jelita
srodkowego

Pszczoty nowo wygryzione cechujg si¢ szybkim wzrostem aktywnosci enzymow
proteolitycznych w przewodzie pokarmowym. Szczyt aktywno$ci osiggaja w ciagu
pierwszego tygodnia zycia (Grogan i Hunt 1980, Gilliam i wsp.1988, Crailsheim i Stolberg
1989). U pszczot wystepuja sezonowe i zalezne od wieku wahania aktywnosci proteolitycznej
(Grogan i Hunt 1984). W badaniach Winston (1987) poziom aktywnosci trypsyny, elastazy
I aminopeptydazy leucynowej wzrastat do 8 dnia zycia pszczoly, a nast¢pnie ulegat obnizeniu,
co jest to dowodem na duze znaczenie pokarmu biatkowego w odzywianiu pszczot
w pierwszym tygodniu ich zycia. Sagili i Pankiw (2007) wykazali ze u mtodych pszczot
(7 i 14 doba zycia) dobrze odzywionych poziom aktywno$ci enzymatycznej byt wyzszy
w stosunku do pszczoét z ograniczonym poziomem biatka w pokarmie. Poziom aktywnos$ci
enzymatycznej jest uzalezniony od diety. Zuzycie pytku ma szczyt u miodych pszczot,
ktérych zachowanie 1 fizjologia sa przystosowane do maksymalnego wykorzystania pokarmu
biatkowego przy produkcji mleczka pszczelego (Kroon i wsp. 1974), réwniez w badaniach
Grogan i Hunt (1980 ) aktywno$¢ chymotrypsyny byta najwyzsza w jelitach srodkowych
milodych pszczot karmionych pytkiem. W badaniach wlasnych aktywnos$ci enzymatycznej
jelit miodych pszczot robotnic wykazano wplyw stosowania kwasu mrowkowego
I Szczawiowego na ogoélny poziom aktywnosci enzymatycznej (19 enzymow) - poziom ten
ulegt obnizeniu. Roéznice istotne w poziomach aktywnosci enzymatycznej wystapily glownie
w grupie proteaz i glikozydaz. Zastosowanie kwasu mlekowego nie miatlo wptywu na poziom
aktywnos$ci enzymatycznej jelit srodkowych pszczot robotnic. Analizujac wplyw wieku

badanych pszczot na ogdélng aktywnos$¢ enzymatyczng wykazano istotnie nizsza aktywnos¢
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enzymatyczng w drugiej dobie zycia pszczot po zastosowaniu kwasdéw organicznych
w porownaniu do grupy kontrolnej. W grupie proteaz po zastosowaniu kwasow organicznych
zaobserwowano trend w obnizeniu aktywno$ci enzymatycznej w kazdym analizowanym
wieku (do 11 dnia zycia), natomiast istotne roznice wykazano jedynie w szdstej dobie zycia
w stosunku do grupy kontrolnej. Mimo zrdéznicowania aktywnos$ci enzymatyczne] miedzy
grupami nie udowodniono statystycznie roéznic z powodu matej liczebnosci obserwacji
i stosunkowo duzej zmienno$ci wartosci cech. Uzyskane wyniki badan wlasnych pokazuja, iz
najwicksze zmiany w aktywno$ci enzymatycznej po zastosowaniu kwasow wystgpity
w drugiej (wszystkie enzymy i glikozydazy) i w szdstej dobie (proteazy) dobie zycia,
natomiast w jedenastej dobie aktywno$¢ enzymatyczna byta podobna u pszczoét z grup
kontrolnych i doswiadczalnych. Uzyskane wyniki wlasne pokazujg, iz aktywnos¢
enzymatyczna jelita §rodkowego obnizyla si¢ po zastosowaniu kwasdéw organicznych, co
u pszczot nie traktowanych kwasami organicznymi w badaniach innych autoréw nie zostalo
zaobserwowane.

W badania Schmidt i Buchmann (1985) wykazano, ze aktywnos$¢ chymotrypsyny
w jelicie srodkowym dorostych pszczot robotnic byta wyzsza w lecie w stosunku do zimy,
jesieni i wiosny. Natomiast w badaniach Grogan i Hunt (1980 ) aktywno$¢ trypsyny nie byta
zalezna od sezonu i1 rodzaju pyltku ale byla zwigzana z wiekiem pszczot. Rozpatrujac
aktywno$¢ enzymatyczng pszczot przygotowanych do zimowli w badaniach wlasnych
stwierdzono, istotne obnizenie aktywno$ci proteaz po zastosowaniu kwasu szczawiowego
i mrowkowego w stosunku do aktywno$ci w grupie kontrolnej. Nie wykazano natomiast
negatywnego wplywu stosowania kwasow na aktywno$¢ esteraz i glikozydaz u pokolenia
zimowego pszczol robotnic. Wykazano roznice w aktywno$ci enzymatycznej jelita
srodkowego pszczot pokolenia zimowego w relacji do czasu po ekspozycji (w 1, 51 10
dobie). Stosowanie kwasow nie miato wplywu na aktywno$¢ esteraz. W grupie proteaz
spadek aktywnosci enzymatycznej nastgpit w pierwszej, piatej i dziesigtej dobie, natomiast
obnizong aktywno$¢ glikozydaz stwierdzono w pierwszej i piatej dobie po zastosowaniu
kwasow.

Zaobserwowane w badaniach wlasnych odwrotne, odlegle w warto$ci, korelacje
miedzy aktywnos$cia enzymow w grupie kontrolnej i w grupach zastosowanych kwasach
swiadczg o zmianach w produkcji enzymow w jelicie srodkowym mtodych pszczét (do 1 do
11 doby zycia). Kwas mlekowy, ktory nie wykazywal wplywu na aktywno$¢ enzymatyczng
poszczegolnych grup enzymoéw, to w korelacjach migdzy pojedynczymi enzymami réwniez

zaobserwowano rozbiezno$ci miedzy grupa kontrolng i po zastosowanym kwasie.
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Zaobserwowane rozbiezne korelacje miedzy enzymami w grupie kontrolnej i w grupach po
zastosowanych kwasach $wiadcza o zmianach aktywno$ci enzymoéw w jelicie srodkowych

pszczo6t pokolenia zimowego, co moze zaburza¢ funkcje trawienne i obnizac ich zywotno$c¢.
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8. WNIOSKI

1. W aktualnych warunkach utrzymywania rodzin pszczelich populacja roztoczy Varroa
destructor pod koniec drugiego sezonu uzytkowania rodziny osigga poziom
zagrazajacy ich istnieniu. Porownanie populacji Varroa destructor w dwoch sezonach
uzytkowania rodzin pszczelich wykazalo 5 - krotnie liczniejsza ich populacje po

drugim sezonie uzytkowania, doprowadzajac do upadku 60% rodzin pszczelich.

2. Badanie dynamika rozwoju populacji roztoczy Varroa destructor w drugiej potowie
sezonu pszczelarskiego wykazato krotko okresowe pojawianie si¢ bardzo licznych
osypéw naturalnych, co utrudnia interpretacje skutecznosci dziatania Srodkoéw
ograniczajacych populacje pasozyta. W zwigzku z tym wybor optymalnego terminu
usuwania roztoczy z rodzin jest szczegdlnie wazny przy stosowaniu zabiegdw krotko
dziatajacych (od kilku godzin do kliku dni), natomiast ma mniejsze znaczenie przy

stosowaniu srodkéw dtugo dziatajacych (6 - 8 tygodni).

3. Stosowanie kwasu mrowkowego 65 i 83% nie wplyneto na badane cechy
mikroklimatu rodzin pszczelich (temperatury, wilgotnos$ci wzglednej i stezenia COy),
natomiast przy zastosowaniu kwasu mlekowego i szczawiowego w okresie bez
czerwiowym zaobserwowano podwyzszenie S$rednich dobowych temperatur
w gniezdzie pszczelim (o okolo 5°C) w pierwszych trzech dobach. Kilkudniowe
podwyzszenie temperatur po zastosowaniu w zalecanym okresie jesiennym kwasu
mlekowego 15% i szczawiowego 3,2% do ograniczania populacji Varroa destructor
moze $wiadczy o podwyzszonym metabolizmie pszczot w tym okresie 1 skutkowaé

zwigkszonym spozyciem zapasow zimowych.

4. W obrazie mikroskopowym preparatow histologicznych z jelit srodkowych pszczot
poddanych ekspozycji na kwas mrowkowy 65 i 83% stwierdzono zmiany
patologiczne: obnizenie obfitosci blon perytroficznych, zaburzenie funkcjonowania
centrow regeneracyjnych, zmniejszenie wysokosci enterocytow z objawami
wakuolizacji 1 dystrofii. Wieksze odstepstwa od obrazu prawidlowego zaobserwowano
po zastosowaniu kwasu mrowkowego 83%. Zaobserwowane zmiany w budowie jelit
srodkowych pszczo6t robotnic w okresie przygotowania rodzin do zimowli sugeruja

ostabienie pszczo6l pokolenia zimowego.
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5.

10.

11.

Stosowanie kwasu mlekowego 15% i kwasu szczawiowego 3,2% w rodzinach
pszczelich nie wptyneto istotnie na obraz mikroskopowy preparatéw histologicznych

jelit srodkowych pszczot robotnic.

Z trzech grup enzymoéw: esteraz (n = 6), proteaz (n = 5) i glikozydaz (n = 8) w jelitach
srodkowych pszczot najbardziej wrazliwe na dziatanie zastosowanych kwasow

organicznych byty proteazy i w nieco mniejszym stopniu glikozydazy.

Poziom aktywno$ci enzymatycznej proteaz i glikozydaz w jelitach Srodkowych
miodych pszczét robotnic (do 11 doby zycia) ulegl istotnemu obnizeniu po
zastosowanie kwasu mrowkowego 65% 1 kwasu szczawiowego 3,2% w rodzinach
pszczelich, natomiast zastosowanie kwasu mlekowego 15% nie wywotalo istotnych
zmian w poziomie aktywnosci enzymatycznej jelit srodkowych u miodych pszczot

robotnic.

Analizujac pszczoly robotnice w wieku od 1 do 11 doby zycia wystawione na
ekspozycje kwasoOw organicznych (mréwkowego, szczawiowego, mlekowego)
aktywnos$¢ glikozydaz ulegta istotnemu obnizeniu w drugiej dobie zycia (pierwszej po
zastosowaniu kwasow), natomiast proteaz w szoOstej dobie zycia (piatej po

zastosowaniu kwasow).

Okresowe obnizenie si¢ poziomu aktywno$ci enzymatycznej jelita Srodkowego
miodych pszczot robotnic po stosowaniu kwasu mrowkowego i SzCczawiowego moze
skutkowaé zaburzeniem w trawieniu bialtek i cukrow w stosunku do fizjologicznego

wysokiego poziomu aktywnos$ci enzymatycznej w tym okresie.

P6zZno jesienne stosowanie kwasOw organicznych zaburzato aktywnos$¢ enzymatyczng
jelita $rodkowego pszczot przygotowanych do zimowli - pszczoly robotnice
charakteryzowaty si¢ istotnym obnizeniem poziomu aktywnos$ci enzymatycznej
protecaz w jelitach $rodkowych po zastosowaniu kwasu mrowkowego 65%

I szczawiowego 3,2%.

U dorostych pszczot robotnic przygotowanych do zimowli zaobserwowano istotne
obnizenie poziomu aktywnosci enzymatycznej jelit srodkowych w pierwszej 1 piatej

dobie po zastosowaniu kwasow w grupie protez i glikozydaz.
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12. Korelacje miedzy pojedynczymi enzymami w grupach kontrolnych i w grupach po
zastosowanych kwasach w wielu przypadkach byly odwrotne, co $wiadczy
o zaburzeniu rownowagi w produkcji enzyméw i trawieniu sktadnikéw pokarmowych

u pszczot eksponowanych na kwasy organiczne.

13. Z trzech badanych kwasdéw organicznych do ograniczania populacji Varroa
destructor najmniej skutkéw ubocznych widocznych w obrazie mikroskopowym
preparatow histologicznych i1 aktywno$ci enzymatycznej jelit srodkowych pszczot

wystapito po stosowaniu kwasu mlekowego 15%.
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10. ZALACZNIKI

W zatacznikach 1 - 8 warto$ci korelacji pogrubione czcionkg sg istotne przy P < 0,05.

Oznaczeniom w zatacznikach 1 - 8 odpowiadajg nastepujace nazwy enzymow:

» E - esterazy: 1E - fosfataza alkaliczna, 2E - esteraza C4, 3E - esteraza lipaza C8, 4E -
lipaza C14, 10E - kwasna fosfataza, 11E - fosfohydrolazanaftylo-AS-BI

» P - proteazy: 5P - arylamidaza leucyny, 6P - arylamidaza waliny, 7P - arylamidaza

cystyny, 8P - trypsyna, 9P - a-chymotrypsyna

» G - glikozydazy: 12G - a-galaktozydaza, 13G - B-galaktozydaza, 14G - B-
glukuroniodaza, 15G - a-glukozydaza, 16G - B-glukozydaza, 17G - N-acetylo-B-

glukozamidaza, 18G - a-mannozydaza, 19G - a-fukozydaza
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Zalgcznik 1. Korelacje proste migedzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegolnych enzyméow u pszczot mtodych w grupie kontrolnej

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 11E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G| 17G| 18G | 19G
1E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2E 1,00 | 0,17 | -0,26 | -0,61 | -0,26 | -0,66 | -0,66 | -0,85 | 0,13 | 0,00 | 0,91 | 0,00 | -0,19 | 0,00 | -0,26 | -0,91 | -0,19 | -0,17
3E 100 | 0,53 | 0,36 | 0,53 | 0,13 | 0,13 | 0,12 | 0,13 | 0,00 | -0,08 | 0,00 | 0,56 | 0,00 | 0,53 | 0,08 | 0,56 | 0,33
4E 1,00 { 0,93 | 1,00 | 0,25 | 0,25 | 0,46 | -0,50 | 0,00 | -0,63 | 0,00 | O,71 | 0,00 | 1,00 | 0,63 | 0,71 | 0,63
5P 100 | 093 | 046 | 0,46 | O,71 | -0,46 | 0,00 | -0,88 | 0,00 | 0,65 | 0,00 | 0,93 | 0,88 | 0,65 | 0,59
6P 100 | 0,25 | 0,25 | 0,46 | -0,50 | 0,00 | -0,63 | 0,00 | O,71 | 0,00 | 1,00 | 0,63 | 0,71 | 0,63
7P 1,00 | 1,00 | 0,93 | -0,50 | 0,00 | -0,63 | 0,00 | 0,71 | 0,00 | 0,25 | 0,63 | 0,71 | 0,63
8P 1,00 { 0,93 | -0,50 | 0,00 | -0,63 | 0,00 | O,72 | 0,00 | 0,25 | 0,63 | O,71 | 0,63
9P 1,00 | -0,46 | 0,00 | -0,88 | 0,00 | 0,65 | 0,00 | 0,46 | 0,88 | 0,65 | 0,59
10E 1,00 | 0,00 | 0,32 | 0,00 | -0,71 | 0,00 | -0,50 | -0,32 | -0,71 | -0,79
11E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
12G 1,00 | 0,00 | -0,45 | 0,00 | -0,63 | -1,00 | -0,45 | -0,40
13G 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14G 1,00 | 0,00 | 0,71 | 0,45 | 1,00 | 0,89
15G 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
16G 1,00 | 0,63 | 0,71 | 0,63
17G 1,00 | 0,45 | 0,40
18G 1,00 | 0,89
19G 1,00
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Zalgcznik 2. Korelacje proste migdzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegolnych enzyméow u pszczot mtodych w grupie po

zastosowaniu kwasu mrowkowego

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G| 17G| 18G | 19G
1E 1,00 | 0,00 | 0,20 | 0,00 | 058 | 0,40 | 0,29 | 055 | 0,58 | 0,77 | 0,45 | 0,00 | O,77 | 0,11 | 0,63 | 0,45 | 0,11 | 0,58 | 0,54
2E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
3E 1,00 | 0,00 | 0,42 | 0,80 | -0,29 | 0,55 | 0,42 | O,77 | 0,45 | 0,00 | 0,00 | 0,54 | -0,63 | -0,45 | -0,76 | -0,58 | 0,11
4E 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5P 100 | 0,83 | 061 | 091 | O,79 | O64 | O56 | 0,00 | 0,64 | 050 | 0,23 | 0,56 | 0,23 | 0,38 | 0,05
6P 1,00 | 0,29 | 0,82 | 0,58 | 0,77 | 0,45 | 0,00 | 0,39 | O,76 | -0,32 | 0,00 | -0,22 | -0,17 | -0,11
7P 1,00 | 0583 | 0,36 | 0,00 | 0,22 | 0,00 | O,76 | 0,48 | 0,46 | 0,65 | 0,79 | 0,61 | -0,16
8P 100 ( 091 | O,72 | 0,82 | 0,00 | O,71 | 0,59 | 0,00 | 0,41 | 0,00 | 0,23 | 0,30
9P 100 | 064 | 093 | 0,00 | 064 | 0,23 | 0,13 | 0,56 | -0,05 | 0,38 | 0,59
10E 1,00 | 0,58 | 0,00 | 0,50 | 0,42 | 0,00 | 0,00 | -0,42 | 0,00 | 0,42
11E 1,00 | 0,00 | 058 | 0,24 | 0,00 | 0,33 | -0,24 | 0,19 | 0,73
12G 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
13G 1,00 | 0,42 | 0,61 | 0,58 | 0,42 | 0,64 | 0,42
14G 1,00 | -0,34 | -0,24 | -0,06 | -0,32 | -0,29
15G 100 | 0,71 | 0,69 | 0,92 | 0,34
16G 1,00 | 0,73 | 0,93 | 0,24
17G 1,00 | 0,77 | -0,29
18G 1,00 | 0,32
19G 1,00
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Zalgcznik 3. Korelacje proste mi¢dzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegolnych enzyméow U pszczot mtodych w grupie po
zastosowaniu kwasu mlekowego

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G| 17G| 18G | 19G
1E 1,00 | 0,20 | 0,00 | -0,32 | -0,20 | -0,20 | -0,32 | 0,54 | 0,88 | 1,00 | 0,45 | 0,32 | 1,00 | 0,63 | 1,00 | 0,45 | 0,88 | 0,20 | -0,54
2E 1,00 | 0,00 | 0,32 | 0,20 | 0,20 | 0,32 | 0,76 | 0,29 | 0,20 | -0,45| 0,63 | 0,20 | 0,32 | 0,20 | 0,45 | 0,29 | 1,00 | -0,11
3E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4E 100 { -0,32 | 063 | 0,25 | 0,34 | -0,46 | -0,32 | -0,71 | -0,25 | -0,32 | -0,50 | -0,32 | 0,00 | -0,46 | 0,32 | -0,34
5P 1,00 | -0,20 | -0,32 | -0,11 | 0,29 | -0,20 | 0,45 | 0,32 | -0,20 | -0,32 | -0,20 | 0,45 | 0,29 | 0,20 | 0,11
6P 1,00 | 0,63 | 0,54 | -0,29 | -0,20 | -0,45 | -0,63 | -0,20 | -0,32 | -0,20 | -0,45 | -0,29 | 0,20 | 0,11
7P 100 ( 0,34 | -046 | -0,32 | -0,71 | -0,25 | -0,32 | 0,25 | -0,32 | -0,71 | -0,46 | 0,32 | 0,69
8P 1,00 | 048 | 054 | -0,24 | 0,17 | 054 | 0,34 | 054 | 0,24 | 0,48 | 0,76 | -0,29
9P 1,00 | 0,88 | 065 | 0,46 | 0,88 | 0,46 | 0,88 | 0,65 | 1,00 | 0,29 | -0,48
10E 1,00 | 0,45 | 0,32 | 1,00 | 0,63 | 1,00 | 0,45 | 0,88 | 0,20 | -0,54
11E 1,00 | 0,00 | 045 | 0,00 | 0,45 | 0,33 | 0,65 | -0,45 | -0,24
12G 1,00 | 0,32 | 0,50 | 0,32 | 0,71 | 0,46 | 0,63 | -0,17
13G 1,00 | 0,63 | 1,00 | 0,45 | 0,88 | 0,20 | -0,54
14G 1,00 | 0,63 | 0,00 | 0,46 | 0,32 | 0,17
15G 1,00 | 045 | 0,88 | 0,20 | -0,54
16G 1,00 | 0,65 | 0,45 | -0,73
17G 1,00 | 0,29 | -0,48
18G 1,00 | 0,11
19G 1,00
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Zalgcznik 4. Korelacje proste mi¢dzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegolnych enzyméow U pszczot mtodych w grupie po

zastosowaniu kwasu szczawiowego

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G | 17G| 18G | 19G
1E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2E 1,00 | 045 | 0,00 | 0,41 | 0,73 | 0,22 | 0,45 | 0,24 | 0,33 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | -0,45 | 0,00 | 0,45 | 0,24 | 0,00 | 0,45
3E 1,00 | 0,63 | 0,00 | -0,11 | -0,29 | -0,20 | -0,11 | -0,45 | 0,45 | -0,63 | -0,63 | -1,00 | -0,63 | -1,00 | -0,76 | -0,63 | -0,20
4E 1,00 { 043 | -0,17 | 0,00 | -0,32 | 0,34 | -0,71 | 0,00 | -1,00 | -1,00 | -0,63 | -1,00 | -0,63 | -0,69 | -0,25 | 0,16
5P 100 | 059 | 0,53 | 0,27 | 0,89 | 0,00 | O,41 | -0,43 | -0,43 | 0,00 | -0,43 | 0,00 | 0,30 | 0,43 | 0,82
6P 1,00 | 079 | 087 | 065 | 0,24 | 0,73 | 0,27 | 0,27 | 0,11 | 0,17 | 0,21 | 0,65 | 0,17 | 0,54
7P 100 ( 0,88 | 0,79 | -0,22 | 0,22 | 0,00 | 0,00 | 0,29 | 0,00 | 0,29 | 0,48 | 0,00 | 0,29
8P 1,00 | 054 | 0,00 | 045 | 032 | 0,32 | 0,20 | 0,32 | 0,20 | 0,54 | -0,16 | 0,10
9P 1,00 | 0,24 | 0,24 | -0,34 | -0,34 | 0,11 | -0,34 | 0,11 | 0,29 | 0,17 | 0,54
10E 100 | 033 | 0,71 | O,71 | 045 | 0,71 | 0,45 | 0,73 | 0,71 | 0,45
11E 1,00 | 0,00 | 0,00 | -0,45 | 0,00 | -0,45 | 0,24 | 0,00 | 0,45
12G 1,00 | 1,00 | 0,63 | 1,00 | 0,63 | 0,69 | 0,25 | -0,16
13G 1,00 | 0,63 | 1,00 | 0,63 | 0,69 | 0,25 | -0,16
14G 1,00 | 0,63 | 1,00 | 0,76 | 0,63 | 0,20
15G 1,00 | 0,63 | 0,69 | 0,25 | -0,16
16G 1,00 | 0,76 | 0,63 | 0,20
17G 1,00 | 0,69 | 0,54
18G 1,00 | 0,79
19G 1,00
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Zalgcznik 5. Korelacje proste migdzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegélnych enzymow u pszczot przygotowanych do zimowli
w grupie kontrolnej

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G | 17G| 18G | 19G
1E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | -0,38 | 0,59 | 0,93 | 0,65 | 0,79 | -0,29 | 0,00 | -0,27 | 0,00 | -0,29 | -0,29 | -0,46 | -0,63
2E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,77 | -0,40| -0,32 | -0,45 | -0,76 | -0,20 | 0,00 | 0,55 | 0,00 | -0,20 | -0,20 | 0,32 | 0,80
3E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | -0,76 | 0,00 | 0,93 | 0,65 | 0,79 | -0,29 | 0,00 | -0,53 | 0,00 | -0,29 | -0,29 | 0,00 | -0,27
4E 1,00 | 0,00 | 0,00 | -0,42 | -0,11 | 069 | 0,73 | 0,41 | -0,54 | 0,00 | -0,59 | 0,00 | -0,54 | 0,11 | -0,17 | -0,03
5P 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6P 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00
7P 1,00 | 0,00 | -0,61 | -0,58 | -0,84 | 0,00 | 0,00 | O,71 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,48
8P 100 | 0,32 | 045 | 0,43 | 0,20 | 0,00 | -0,27 | 0,00 | -0,40 | 0,20 | -0,79 | -0,80
9P 100 | 0,72 | 0,86 | -0,32 | 0,00 | -0,43 | 0,00 | -0,32 | -0,32 | -0,25 | -0,49
10E 1,00 | 0,73 | -0,45 | 0,00 | -0,82 | 0,00 | -0,45 | 0,45 | -0,71 | -0,69
11E 1,00 | -0,11 | 0,00 | -0,59 | 0,00 | -0,11 | -0,11 | -0,34 | -0,77
12G 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | -0,20 | -0,20 | 0,32 | 0,06
13G 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
14G 1,00 | 0,00 | 0,55 | -0,55 | 0,43 | 0,50
15G 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
16G 1,00 | -0,20 | 0,32 | 0,06
17G 1,00 | -0,63 | -0,31
18G 1,00 | 0,78
19G 1,00
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Zalgcznik 6. Korelacje proste migdzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegolnych enzymow u pszczot przygotowanych do zimowli
W grupie po zastosowaniu kwasu mrowkowego

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G | 17G| 18G | 19G
1E 100 { 050 | 0912 | O,77 | 0,87 | 0,87 | 063 | 094 | 095 | 0,87 | 063 | 0,79 | 0,80 | O,77 | 0,80 | 0,88 | 0,45 | 0,16 | -0,63
2E 1,00 | 0,33 | 0,39 | 0,00 | 0,00 | 0,16 | 0,22 | 0,25 | O,11 | -0,26 | 0,63 | 0,40 | 0,07 | 0,40 | 0,59 | 0,45 | -0,16 | -0,32
3E 100 | 064 | 0,86 | 0,86 | 0,85 | 0,94 | 0,96 | 0,77 | 0,66 | 053 | 058 | 0,67 | 058 | 0,61 | 0,19 | -0,13 | -0,66
4E 1,00 | 067 | 067 | O,31 | 064 | O,77 | 0,84 | O61 | O61 | O,77 | 0,81 | 0,77 | 0,76 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5P 1,00 | 1,00 | 0,82 | 0,96 | 095 | 094 | 0,82 | 055 | 0,69 | 0,85 | 0,69 | 0,68 | 0,26 | 0,27 | -0,55
6P 100 | 0,82 | 096 | 0,95 | 094 | 0,82 | 055 | 069 | 0,85 | 0,69 | 0,68 | 0,26 | 0,27 | -0,55
7P 100 { 0,83 | 0,79 | 0,60 | 063 | 0,43 | 0,32 | 0,55 | 0,32 | 0,23 | 0,00 | -0,13 | -0,63
8P 1,00 ( 0,97 | 0,87 | O,70 | O612 | O,72 | 0,79 | 0,72 | 0,73 | 0,37 | 0,18 | -0,70
9P 1,00 | 092 | 0,79 | 0,63 | 0,70 | 0,80 | 0,70 | 0,73 | 0,22 | 0,08 | -0,55
10E 1,00 | 0,86 | 0,69 | 0,76 | 0,87 | 0,76 | 0,79 | 0,24 | 0,34 | -0,34
11E 1,00 | 050 | 0,32 | 055 | 0,32 | 0,46 | 0,00 | 0,25 | -0,25
12G 100 | 063 | 0,44 | 063 | 0,93 | 0,71 | 0,50 | -0,50
13G 100 | 0,91 | 1,00 | 0,88 | 0,45 | 0,32 | -0,32
14G 100 | 091 | 0,72 | 0,16 | 0,22 | -0,22
15G 1,00 | 0,88 | 0,45 | 0,32 | -0,32
16G 1,00 | 0,65 | 0,46 | -0,46
17G 1,00 | 0,71 | -0,71
18G 1,00 | -0,25
19G 1,00
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Zalgcznik 7. Korelacje proste mi¢dzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegélnych enzymow u pszczot przygotowanych do zimowli
W grupie po zastosowaniu kwasu mlekowego

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G | 17G| 18G | 19G
1E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2E 1,00 | 0,00 | 1,00 | -0,20 | -0,29 | -0,32 | -0,42 | -0,29 | 0,45 | -0,40 | 0,80 | -0,29 | 1,00 | -0,45 | 0,20 | -0,63 | 0,91 | 0,84
3E 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4E 1,00 | -0,20 | -0,29 | -0,32 | -0,42 | -0,29 | 0,45 | -0,40 | 0,80 | -0,29 | 1,00 | -0,45 | 0,20 | -0,63 | 0,91 | 0,84
5P 100 | 0,88 | 0,63 | 058 | 0,29 | 045 | 0,80 | 0,20 | 0,88 | -0,20 | 0,45 | 0,20 | 0,32 | -0,08 | -0,24
6P 100 | 093 | 061 | 0,14 | 0,22 | 0,88 | 0,00 | O,71 | -0,29 | 0,22 | 0,29 | 0,46 | -0,12 | -0,35
7P 1,00 | 0,58 | 0,00 | 0,00 | O,79 | -0,16 | O,46 | -0,32 | 0,00 | 0,32 | 0,50 | -0,13 | -0,38
8P 100 | 0,85 | 056 | 0,42 | 0,17 | 0,85 | -0,42 | 0,56 | 0,42 | 0,66 | -0,59 | -0,79
9P 1,00 | 0,65 | 0,00 | 0,29 | O,71 | -0,29 | 0,65 | 0,29 | 0,46 | -0,61 | -0,70
10E 1,00 | 0,00 | 0,89 | 0,65 | 0,45 | 0,33 | 0,45 | 0,00 | 0,19 | 0,00
11E 1,00 | -0,20 | 0,59 | -0,40 | 0,45 | 0,40 | 0,63 | -0,17 | -0,30
12G 1,00 | 0,29 | 0,80 | 0,00 | 0,40 | -0,32 | 0,58 | 0,42
13G 1,00 | -0,29 | 0,65 | 0,29 | 0,46 | -0,36 | -0,52
14G 1,00 | -0,45 | 0,20 | -0,63 | 0,91 | 0,84
15G 1,00 | 045 | 0,71 | -0,56 | -0,53
16G 1,00 | 0,63 | 0,08 | -0,12
17G 1,00 | -0,66 | -0,76
18G 1,00 | 0,94
19G 1,00
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Zalgcznik 8. Korelacje proste migdzy poziomami aktywno$ci enzymatycznej poszczegélnych enzymow u pszczot przygotowanych do zimowli
W grupie po zastosowaniu kwasu szczawiowego

1E 2E 3E 4E 5P 6P 7P 8P 9P| 10E| 1l1E| 12G| 13G| 14G| 15G | 16G | 17G| 18G | 19G
1E 1,00 0,86 | 0,87 | 0,86 | 0,94 | 090 | 0,87 | 0,83 | 0,90 | 0,17 | 0,34 | -0,24 | 0,17 | -0,76 | 0,54 | 0,54 | 0,24 | 0,23 | -0,04
2E 100 | 0,88 | 092 | 0,88 | 0,85 | 0,87 | 0,88 | 0,85 | -0,25 | 0,25 | 0,00 | -0,25 | -0,32 | 0,63 | 0,16 | 0,00 | -0,13 | -0,44
3E 100 | 0,90 | 0,86 | 093 | 098 | 0,92 | 0,93 | -0,22 | 0,22 | -0,47 | 0,11 | -0,49 | 0,35 | 0,14 | -0,16 | 0,15 | -0,17
4E 100 { 0,76 | O,76 | 0,83 | 0,75 | 0,76 | -0,13 | 0,13 | -0,19 | -0,13 | -0,42 | 0,58 | 0,33 | 0,19 | 0,24 | -0,15
5P 100 | 097 | 091 | 0,93 | 0,97 | 0,06 | 0,50 | -0,18 | 0,06 | -0,63 | 0,55 | 0,32 | 0,00 | -0,07 | -0,22
6P 100 | 0,98 | 0,98 | 1,00 | -0,07 | O,46 | -0,37 | 0,23 | -0,58 | 0,42 | 0,17 | -0,19 | -0,03 | -0,20
7P 1,00 { 0,97 | 0,98 | -0,16 | 0,40 | -0,45 | 0,08 | -0,50 | 0,40 | 0,20 | -0,22 | 0,04 | -0,17
8P 100 | 0,98 | -0,22 | 0,44 | -0,31 | 0,00 | -0,42 | 0,42 | 0,00 | -0,31 | -0,17 | -0,34
9P 1,00 | -0,07 | 0,46 | -0,37 | 0,23 | -0,58 | 0,42 | 0,17 | -0,19 | -0,03 | -0,20
10E 1,00 | 0,50 | 0,00 | 0,25 | -0,63 | 0,32 | 0,79 | 0,71 | 0,53 | 0,77
11E 1,00 | 0,00 | -0,25 | -0,32 | 0,63 | 0,16 | 0,00 | -0,13 | 0,22
12G 1,00 | 0,71 | 0,45 | 0,45 | 0,00 | 0,33 | -0,56 | -0,47
13G 1,00 | -0,63 | -0,63 | 0,32 | 0,00 | 0,53 | 0,44
14G 1,00 | -0,20 | -0,80 | -0,45 | -0,58 | -0,49
15G 1,00 | 0,40 | 0,45 | -0,08 | -0,07
16G 1,00 | 0,89 | 0,66 | 0,56
17G 1,00 | 0,56 | 0,47
18G 1,00 | 0,84
19G 1,00
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